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Resumen del proyecto

La leptospirosis es una enfermedad bacteriana causada por el género Leptospira spp.. Es considerada una
zoonosis de distribucién mundial. La transmision puede darse de forma directa por contacto con orina, o de
forma indirecta en el medio ambiente contaminado. Los animales portadores asintomaticos perpetian la
enfermedad en los rodeos. El objetivo fue estudiar la leptospirosis bovina como causante de pérdidas
reproductivas. Se estudiaron 31 predios con altos y bajos indices reproductivos sin antecedentes de
vacunacion contra Leptospirosis. Se realizé un estudio a nivel animal para determinar la asociacion de
seropositividad, excrecidn de leptospiras patégenas entre animales infértiles y/o abortados y animales
sanos. En cada animal se realizé PCR en tiempo real, aislamiento bacteriano y prueba de aglutinacion
microscopica. Los animales se siguieron durante la prefiez y en cada tercio se retiraron muestras de
sangre y orina. Se realizé un muestreo ambiental y de otras especies de animales domésticos los cuales
podrian estar involucradas en el ciclo epidemiolégico de la enfermedad y el relevamiento de las medidas de
control en cada predio. Se realizé un modelo de regresion logistica de efectos mixtos para evaluar
asociacion de variables independientes con ocurrencia de abortos, encontrdndose una asociacion a
serogrupo Pomona. Asi mismo, la seropositividad al serogrupo Sejroe y las copias de leptospiras por mL de
orina (g-PCR), mostraron asociaciones con las vacas infértiles. Los resultados de seropositividad de otros
animales domésticos fueron: en ovinos fue de 80.08 % (579), en equinos, 98.52 % (200) y caninos 84.95 %(79).
Se aislaron 51 Leptospiras patégenas distribuidas en 5 especies diferentes: Este estudio sugiere una
posible asociacidn entre la leptospirosis, la infertilidad y el aborto en el ganado vacuno de carne uruguayo.
Ademads, se determind la importancia tanto de los diagndsticos seroldgicos como moleculares para evaluar
la salud reproductiva de los rodeos.

Ciencias Agricolas / Ciencias Veterinarias / No Corresponde / Epidemiologia

Palabras clave: Leptospirosis / perdidas reproductivas / control /
Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacion.

La leptospirosis es una enfermedad bacteriana causada por microorganismos patégenos del género
Leptospira spp.. Es considerada una zoonosis de distribuciéon mundial (Alder y col., 2011). La transmisién
puede darse de forma directa por contacto con orina de animales infectados, o de forma indirecta mediante
el contacto con el medio ambiente contaminado, teniendo un rol fundamental los animales portadores
asintomaticos en la diseminacion de la enfermedad (Adler, 2015).

Se han descrito mads de 300 serovares patdgenas, que han sido agrupados en 25 serogrupos (Picardeau,
2013) y mas de 60 especies (Vicent y col 2019). Existen 2 sistemas de clasificacidn, uno basado en las
similitudes y diferencias antigénicas, y otro basado en las similitudes genéticas. Los dos sistemas de
clasificacién no siempre coinciden. A los efectos prdcticos también se continlia usando la clasificacion
fenotipica. La misma tiene importancia desde el punto de vista epidemioldgico, ya que existe una relacion
estrecha entre algunas especies animales y serovares, los cuales son considerados de mantenimiento o
adaptados al huésped y otras incidentales o no adaptados al huésped. Esta caracteristica determina una
condicién de portadores de la enfermedad en los huéspedes de mantenimiento, perpetuando la enfermedad
en la poblacién (Faine y col., 1999).

La leptospirosis en los animales puede cursar de forma subclinica, aguda o crénica, ddndose con mayor
frecuencia la primera. Esto suele estar influenciado no solo por la dosis infectiva, sino por la serovar
actuante, estado fisiolégico e inmunitario del animal (Ellis, 2015). En aquellos casos en que la serovar estd
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adaptada al huésped, la infeccidn suele cursar de forma subclinica, o puede ocurrir el desarrollo de la
forma crénica. Esta ultima, es la que causa mayores preocupaciones en los predios ganaderos por el
impacto econdmico que conlleva, dado que se caracteriza por la ocurrencia de abortos, infertilidad,
disminucion de la produccion ldctea y nacimiento de terneros débiles o prematuros (Adler y col., 2010).

La serovar de mantenimiento para el caso de los bovinos es la Hardjo. Existen 2 biotipos: hardjobovis y tipo
hardjoprajitno, las cuales pertenecen a especies diferentes (Adler, 2015). El patrén de la infeccion en un
rodeo por la serovar Hardjo varia con las condiciones de cria y el biotipo de Hardjo presente. En algunos
paises se asocian con infertilidad (Dhaliwal y col., 1996). Sin embargo, nuevas pruebas sugieren que la
situacion estd cambiando (Sanhueza y col., 2013), siendo reconocida la leptospirosis como una de las
principales causantes de fallas reproductivas en todo el mundo (Grooms y Bolin, 2005). En un estudio llevado
a cabo en Irlanda se observo que la exposicion a Leptospira interrogans serovar Hardjo estaba asociada a
afecciones en la performance reproductiva (O'Doherty et al., 2015). Otros estiman que la ocurrencia de
aborto en rodeos de carne es de entre 3 a 10% (Givens, 2006). Ademds de la ocurrencia de aborto, el
serogrupo Hardjo también se lo relaciona con un aumento en el nimero de servicios previo a la concepcidn,
aumento de intervalo interparto, retraso en el retorno al estro y fallas al parto (Grooms y Bolin, 2005).

Por otro lado, en aquellos predios en los que los animales estdn infectados con serovares no adaptadas al
huésped, estos pueden llevar al desarrollo de la forma aguda de la enfermedad, que también radica en
pérdidas productivas para los predios al causar afecciones reproductivas y en el crecimiento de los
animales, en algunos casos puede resultar fatal (Alder, 2015). La ineficiencia reproductiva puede estar dada
por multiples factores, que pueden ir desde simples errores de manejo a complejas enfermedades
multifactoriales (Grooms y Bolin, 2005). En general, estas pérdidas productivas son dificiles de cuantificar,
mds aun en los predios donde los bovinos no desarrollan signos clinicos visibles, ya que se debe tener en
cuenta no solo los factores intrinsecos del animal, sino que también los factores de manejo. Para estimar
estas pérdidas, buenos indicadores podrian ser los indices reproductivos, como los porcentajes de prefez,
paricion y destete.

A pesar que en rodeos lecheros las perdidas fetales a causa de la leptospirosis se han descripto (Mufoz-
Zanziy col., 2004; Guitidn y col., 1999), en rodeos de carne aun es necesario continuar investigando. En dos
estudios en bovinos de carne no se observaron diferencias significativas en las perdidas fetales tempranas
en vacas infectadas vs. no infectadas (Genovez y col., 2001; Fava y col., 2004). De forma similar, en un
estudio realizado en 656 predios ganaderos en Nueva Zelandia tampoco se observaron diferencias en los
porcentajes de prefies entre vacas seropositivas y seronegativas (Heuer, 2007). Por el contrario, en un
estudio realizado en Estados Unidos se reporté que vacas seropositivas a Leptospira spp. tenian mayores
pérdidas fetales a los 70 dias post inseminacidn artificial que aquellas seronegativas (Kashimanickam y
col., 2007). Elder et al. (1985) investigaron muestras de suero de 1371 vacas abortadas y 7254 no abortadas
en Queensland, Australia, encontraron que el ganado de carne con un titulo de Pomona de al menos 3000
tenia una probabilidad del 26% (IC del 95%: 19-34) de abortar, y aquellos con infeccién por serovar Hardjo al
mismo punto de corte tuvieron un 15% (95% CI 10-22) probabilidad de abortar. Sanhueza y col. (2013)
estimaron que el 4,7% vy 3,6% de las perdidas fetales eran debidas a Hardjo y Pomona respectivamente,
siendo mayor el riesgo de aborto para aquellas vacas sin antecedentes de vacunacién que tuvieran titulos
para el MAT mayores a 1:384 y 1:768 para dichos serogrupos.

Los factores de riesgo para la leptospirosis se dividen bdsicamente en tres: factores de riesgo intrinsecos
del animal (serovares adaptados vs. incidentales), factores del medio ambiente (supervivencia del
microorganismo, temperatura y humedad) y factores de manejo (compra de animales infectados, uso de
toros infectados, acceso a alimento o agua contaminados, densidad animal) (Namita y col., 2008). Los
principales factores de riesgo que se han identificado con la infeccidn por Leptospira spp. en el ganado son
rodeos abiertos, co-pastoreo con ovejas, el libre acceso a cursos de agua contaminados, el uso de monta
natural (Laven, 2012; Ryan y col., 2012; Oliveira y col., 2010), el tamafo de rodeo (Laven, 2012; Ryan y col.,
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2012; Oliveira y col., 2010), la densidad animal (Miyama y col., 2018) y la presencia de roedores en los
lugares de almacenamiento del alimento (Favero y col., 2017). Hay una gran discrepancia entre autores en
cuanto a la determinacion de otros animales dentro del predio como potenciales factores de riesgo (Castro
y col., 2009; Oliveira y col., 2010; Hashimoto y col., 2012; Silva y col; 2012), debe destacarse que estos
factores dependen mucho de la region de estudio y del manejo implementado en cada predio, siendo
importante estudiar dichos factores en las condiciones productivas de cada pais o regién.

El control de esta enfermedad se basa en la interrupcidn de la transmision, ya sea via directa o indirecta.
Las medidas a tomar se aplican de acuerdo a la accesibilidad que se tenga de esos animales, la cantidad
de estos y de la viabilidad econdmica. Para implementarlas, se debe tener en cuenta el drea geogrdfica, la
especia animal, la serovar predominante y su huésped de mantenimiento, las formas de transmisién y los
factores de riesgo presentes en el predio (Alder, 2015). Las medidas de control suelen estar dirigidas a la
vacunacion, tratamiento con antibidtico y medidas de bioseguridad (Scicluna y col., 2011). Numerosos
estudios se han realizado respecto a la eficacia de vacunas, no habiendo un consenso al respecto. Se ha
demostrado que las vacunas son muy efectivas para prevenir la enfermedad, fundamentalmente cuando se
las administra a las vaquillonas preservicio (Pereira y col., 2013), pero una vez que el bovino ya estad
infectado no previene la eliminacién de la bacteria por la orina (Laven, 2012).

Se ha descripto que la temperatura y humedad son dos factores claves en el desarrollo de la enfermedad,
es por eso que en paises tropicales y subtropicales tienden a tener mayores prevalencias (Ellis, 1985).
Uruguay es considerado un pais subtropical en los que la Leptospira es prevalente y hace mads de 40 anos
gue se investiga su presencia en bovinos. El primer estudio seroldgico en bovinos data de 1965 en donde
Caffarena y col. (1965) reportaron una seroprevalencia de 20%. Posteriormente, Caffarena y col. (1971), en
una investigacion serolégica en diferentes especies, hallan un 24,4 % de seroprevalencia en bovinos de
carne y un 64,11 % en bovinos de leche. En el ano 1998 el Dr. Gil y colaboradores realizaron un monitoreo
pilote en Salud Animal donde reportan una seroprevalencia de 14%, mientras que Repiso y col. (2002), en un
estudio vinculado a enfermedades de la reproduccién que afecta el ganado de carne, obtuvieron una
seroprevalencia para leptospirosis de 38,5 % a nivel individual y de 71,2 % a nivel predial con titulos mayor
e igual a 1:200, predominando los serovares Hardjo y Wolffi. La Dra. Easton (2006), en un estudio sobre las
principales causas infecciosas de abortos en bovinos, describieron que, de 431 fetos estudiados, en 99
fueron detectados anticuerpos contra diferentes serovariedades de Leptospira spp. en liquido fetal, en
suero materno o en ambos. En el ano 2015 se realizé una nueva determinacién de seroprevalencia de
Leptospirosis en ganado de carne. El proyecto liderado por el Dr. Ferndndez, de la Direccién General de
Servicios Ganaderos, Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca (MGAP) reporta una seroprevalencia a
nivel de rodeo del 23,5 % y una prevalencia a nivel de establecimientos de 70%. Las serovares que
predominaron desde el punto de vista seroldgico fueron Hardjo y Pomona.

La Direccidn de Laboratorios Veterinarios (DILAVE) cuenta con un servicio de leptospirosis. La técnica
utilizada es la prueba de aglutinacién microscdpica (MAT), prueba de referencia para la OMSA
(Organizacion Mundial de Salud Animal). En Uruguay se establecié para bovinos un titulo de corte de 1:200.
Las serovares con mayor presencia en el pais desde el punto de vista seroldgico en la poblacién bovina son:
Hardjo (con sus 2 biotipos) y Pomona. Existen variaciones entre los afios, lo cual puede explicarse por la
influencia climdtica y estacional de la enfermedad (Suanes, 2013). En un estudio reciente se lograron aislar
40 cepas de Leptospira spp. de 48 predios, tanto de leche como de carne, con un diagndstico presuntivo de
la enfermedad, estos aislamientos pertenecieron a L. interrogans serogrupo Pomona serovar Kennewicki
(20 cepas), L. interrogans serovar Canicola (1 cepa), L. borgpetersenii serogrupo Sejroe serovar Hardjo (10
cepas) y L. noguchii (9 cepas). Esta investigacion reporta que el 20% de los animales muestreados estaban
eliminando Leptospiras patégenas por medio de la oring, lo que es importante tener en cuenta no solo por la
diseminacidn de la enfermedad en los rodeos, sino que también por la importancia a nivel de salud publica
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que tiene (Zarantonelli y col., 2018). Es sabido que el aislamiento e identificacion de las cepas circulantes en
un pais es indispensable para comprender mejor la epidemiologia de la enfermedad y poder implementar
medidas de control mds adecuadas. De todas formas, es fundamental determinar en qué medida la
Leptospira influye en la performance productiva y reproductiva del pais, y lograr identificar las medidas de
control mds eficiente en estas condiciones productivas.

Uruguay es una de los principales paises exportadores de carne vacuna a nivel mundial, siendo la
ganaderia uno de los rubros mds importantes que tiene el pais, generando ingresos de hasta US$ 1.517
millones al afio (Informe de comercio exterior, 2017). Los sistemas productivos suelen ser extensivos o semi-
intensivos habiendo una dotacion promedio de 0,73 vacunos/ha (informe de la Direccidn de estadisticas
agropecuaria del MGAP, 2018). Si bien los porcentajes de prefiez suelen mantenerse estables en los predios
ganaderos de un ano a otro, se ha observado una amplitud de variacién que va de un 30 a 97%. Como se
observa estos porcentajes son muy variables entre los rodeos (INIA http://www.inia.uy/inia-treinta-y-
tres/XVI-Taller-de-evaluacion-de-los-diagnosticos-de-gestacion-vacuna-). La leptospirosis en una causa
importante de pérdidas reproductivas, algunos estudios han reportado que explican mds del 8% de estas
pérdidas. (Favero y col., 2017). En nuestro pais este dato se desconoce, se conocen las serovares que
circulan en nuestros rodeos, pero es necesario cuantificar las pérdidas reales a nivel productivo y
reproductivo.

Objetivos:

1. Evaluacién de las pérdidas reproductivas por exposicidn a Leptospira bovina

2. Estudiar la dindmica de enfermedad e infeccién en bovinos naturalmente infectados con Leptospiras
patégenas.

3. Estudiar otras especies domésticas como posibles transmisores de la enfermedad

4. Validacion de un protocolo de extraccion de ADN para detectar Leptospira patdgenas en muestras
ambientales.

5. Relevamiento de principales medidas de manejo actuales para el control de la enfermedad.

Metodologia/Disefio del estudio

1. Evaluacidn de las perdidas reproductivas por exposicion a Leptospira bovina.

Se trabajarad sobre la base de un disefo de casos y controles. El marco geogrdfico serdn establecimientos
ganaderos dedicados a la cria distribuidos a lo largo de todo el territorio nacional. Se contactardn
veterinarios de libre ejercicio, los cuales asisten a los establecimientos, con amplia experiencia en
diagnoéstico de gestacion ya sea por tacto rectal o a partir de ecografias. Se cuenta con una lista de
veterinarios con los cuales ya se tiene experiencia en trabajar juntos, los mismos son especialistas en
reproduccién y podrdn aportar datos fidedignos de la situacion particular de cada establecimiento. Se
muestreardn 40 predios ganaderos los cuales se repartirdn en 20 con bajos indices y 20 con altos indices
reproductivos. Los puntos de corte para altos indices reproductivos son: predios con tasas de preneces
mayores al 88% y de bajos indices tasas de preneces menores al 70 %. Se acompanard al veterinario de
libre ejercicio a la realizacion del diagnéstico de prenez. Serdn seleccionados 25 animales prenados y 10
animales no prefados, los mismos podrdn ser de la categoria vaca o vaquillona de primera cria. Los
animales seleccionados se les extraerd muestras de sangre sin anticoagulante y muestras de orina. Los 25
animales prefados serdn seguidos durante su gestacion, se realizardn 2 muestreos adicionales, el segundo
muestreo se realizard durante el segundo tercio de gestacion y el tercer muestreo se realizard posterior a
la paricién. En cada muestreo ademds de chequearse la prefiez y/o nacimiento de ternero, se extraerdn
muestras de sangre y orina. Se definird como caso un animal que comenzé prenado y se comprobd el aborto
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durante la gestacion. Los animales controles serdn aquellos que en el Ultimo muestreo se constate un
ternero al pie de la madre. Los muestreos serdn coordinados por la red de veterinarios de la DILAVE y
Facultad de Veterinaria, dichas instituciones cuentan con técnicos entrenados para realizar esta actividad.
Una vez tomadas las muestras, serdn trasportadas al laboratorio de Leptospirosis del Departamento de
Bacteriologia de la DILAVE donde serdn procesadas. Las muestras de sangre serdn tomadas mediante
veno-puncién coccigea utilizando tubos de 5 ml con activador de codgulos. Se almacenardn a -20 ° C hasta
su procesamiento. Para la extraccidn de la muestra de orina se realizard la limpieza completa de 6rganos
genitales (limpiando con 70% de etanol) y masaje genital. Aproximadamente 60 ml de orina (segundo chorro)
se recogerd en recipientes estériles de 120 ml. Se inoculardn muestras de orina (100 uL) en el campo,
inmediatamente o dentro de las 2 h de la recoleccién de la muestra, en 5 ml Ellinghausen-
McCulloughJohnson-Harris (EMJH) medio preparado con Leptospira Medium Base EMJH y albdmina Bovolep
, suplementado con 100 mg / ml de 5-fluorouracilo y transportado a 4 ° C al laboratorio junto con las
correspondientes muestras de sangre. En el laboratorio, se hardn dos diluciones en serie 1:50 a partir del
primer tubo inoculado con orina, en 5 ml Medio EMJH suplementado con 5-FU, y las tres diluciones serdn
incubadas a 29 ° C por 6 meses. Los tubos inoculados serdn visualizados al microscopio de campo oscuro
(MCO) semanalmente. El volumen restante de muestras de orina se conservard a 4 ° C para realizar gPCR-
lipL32. La realizacion de la qPCR del gen lipL32 para la deteccion de ADN de cepas patdgenas del género
Leptospira se podrd realizar a partir de muestras bioldgicas (orina) y/ o cultivos de Leptospira spp. Para la
realizacién de este test se tendrd en cuenta: Preparacion de soluciones stock y de uso: oligonucleétidos y
gBlocks, preparaciéon de la mix de gPCR , preparacidén de la curva estandar agregado de controles. La
amplificacion por PCR de lipL32 se realizard utilizando ADN purificado de 10 ml de muestras de orina
bovina. EL ADN total se extraerd con el MiniKit de ADN gendmico PureLink (Invitrogen). Para la amplificacién
por PCR se utilizard los cebadores oligonucleotidicos LipL32-188F(5"-TAAAGCCAGGACAAGCGCC-37) y
LipL32-270R (5°- TACGAACTCCCATTTCAGCG -3°). Para la tipificacion de aislamientos se usardn: métodos
seroldgicos a partir de antisueros de conejo especificos de serogrupo (KIT Royal Tropical Institute) , los
aislamientos serdn enfrentados a 24 sueros para determinar el serogrupo. A nivel molecular se utilizardn
técnicas de VNTR (Multilocus variable-number tandem repeat) y secuenciacién parcial de diferentes genes
para la confirmacion de dichos serogrupos y acercarse a nivel de serovares. Los genes secuenciados
serdn: rrs16S gene y secY gene.

Los sueros serdn procesados mediante la técnica de MAT en el laboratorio de DILAVE. Como antigenos se
usardn cultivos vivos de 7 cepas de referencia, provenientes del Centro de Referencia de Leptospirosis
“Instituto Osvaldo Cruz” de Rio de Janeiro. Las cuales incluyen los siguientes serovares: Pomonag,
Hardjoprajitno, Wolffi, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Bratislava y Tarassovi. Asi mismo se utilizardn
8 aislamientos de Leptospiras autéctonas: Kennewicki, Hardjo-bovis, Australis, Autumnalis, Pyrogenes,
Canicola y dos L. noguchii ain sin determinacion de serogrupo. El proceso se llevard a cabo en dos partes:
una primera etapa cualitativa y una segunda etapa de titulacidn final. Para la titulacion inicial se mezclardn
por partes iguales una dilucién 1/50 del suero en estudio con una suspensién de leptospiras vivas y, luego
de una incubacién a 29 °C durante dos horas, se observard si existe aglutinacion mediante lectura en el
MCO, con una titulacién final en esta primera etapa de 50. Para cada reaccién se utilizard un control
negativo o testigo, formado por una dilucién de ' del serovar correspondiente y suero fisiolégico
tamponado pH 7,6. Luego se procederad a la titulacidn de anticuerpos contra el/los antigeno/s que dieron
reaccion positiva de aglutinacion (50 % de leptospiras libres con respecto a una suspensidn de antigeno
usada como testigo). Para la titulacidn final, se repetird la reacciéon de aglutinacion con el antigeno que dio
positivo y se lo enfrentard a diluciones sucesivas al %2 a partir de la primera dilucién 1/50 del suero
problema. Se definira el titulo final de aglutinacién como la inversa de la mayor dilucién de suero capaz de
aglutinar 50 % o mds de las leptospiras presentes en el campo microscépico. La muestra de suero a
analizar se considerard reactiva cuando reacciona al menos con uno de los serovares utilizados como
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antigeno y con titulo de corte 1/100.

2. Estudiar la dindmica de enfermedad e infeccién en bovinos naturalmente infectados con Leptospiras
patégenas.En los establecimientos seleccionados los cuales se encuentren infectados se realizard un
estudio longitudinal, donde se extraerdn muestras de sangre y orina. Se estudiard la evolucién de
anticuerpos a partir de la prueba de MAT, momento de aparicidn de titulos, titulo de corte seroldgico,
serovares reaccionantes, asi mismo se realzard real time PCR en las muestras de orina, donde se
procederd a estudiar la dindmica de excrecion de leptospiras patégenas en animales naturalmente
infectados. Los protocolos utilizados para el procesamiento de las muestras son iguales que para el
objetivo especifico nimero 1.

3. Estudio de otras especies domésticas como posibles transmisores de la enfermedad:

En los establecimientos seleccionados se realizé un relevamiento de otras especies domésticas que fueran
criadas en los predios y tuvieran contacto con los bovinos. Se llevéd a cabo un muestreo seroldgico de dichas
especies, que incluyé ovinos, suinos, caninos y equinos. La técnica seroldgica utilizada fue la MAT, con un
punto de corte variado segun la especie en estudio: 1/50 para ovinos y suinos, y 1/100 para caninos y
equinos, considerando reactivas las muestras a partir de estos valores. Las muestras fueron chequeadas
con los 24 serogrupos de referencia y 8 aislamientos autéctonos. El protocolo utilizado para el
procesamiento de las muestras de sangre fue similar al objetivo especifico nimero 1, cambiando el punto de
corte segun la especie.

4 Validacién de un protocolo de extraccion de ADN para detectar Leptospira patégenas en muestras
ambientales.

Se reconocié la importancia de la validacién de un protocolo ambiental debido a la infeccidn por exposicidon
indirecta mediada por el medio ambiente a leptospiras patégenas a través de ambientes contaminados. La
capacidad de las leptospiras patégenas para persistir en el ambiente acuoso se considerd un factor clave
en la transmision a nuevos hospederos. Por lo tanto, como parte del ciclo epidemioldgico, se considerd
fundamental conocer las leptospiras patégenas en muestras ambientales complejas. Se recolectaron
muestras de suelo y agua recuperadas de sitios sospechosos de infeccion ambiental. Las muestras fueron
procesadas por dos métodos directos: cultivo y deteccion de lipL32 por gPCR.

5. Relevamiento de principales medidas de manejo actuales para el control de la enfermedad:

Se disend un protocolo de encuesta que se realizd en el predio al veterinario y/o productor del
establecimiento. Se recabaron datos acerca del control de enfermedades reproductivas, con énfasis en la
Leptospirosis. Para el diseno se tuvieron en cuenta aspectos de manejo, tratamiento y profilaxis. Se
recolectaron datos sobre la cria de animales y su manejo: rodeo abierto/cerrado, co-pastoreo con otras
especies domeésticas, uso de potreros de animales enfermos, origen de comida y agua, control de roedores
en almacenamiento de alimento. También se solicitaron datos sobre vacunacién, incluyendo tipo, cudles y
cudntas serovares estdn presentes en la vacuna usada, frecuencia de vacunacién, comienzo de vacunacion
en la vida productiva de animales, mantenimiento de marca comercial o cambio, frecuencia de vacunacion
anual, etc. Ademds, se indago sobre el uso de antibiéticos en el caso de un brote: nombre, dosis, frecuencia
de uso.

Resultados, andlisis y discusién

Se muestrearon 31 predios ganaderos. En cada predio se realizaron 3 muestreos denominados: T1, T2y T3
en cada muestreo el animal prefiado previamente seleccionado fue muestreado 3 veces (T1, T2y T3). En
total se muestrearon 2395 bovinos hembras. La distribucion por muestreo fue: T1: 1081, T2: 617y T3: 697
animales respectivamente. Durante el seguimiento de vacas prefiadas abortaron 35 animales. No se pudo
asociar todos los serogrupos de Leptospirosis en vacas abaratadas. Se realizé ademds determinacion de
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titulos de Diarrea Viral bovina (DVB) siendo 58.7 % (635) y Rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR) 71.42 %
(772) en el primer muestreo seroldgico. Para Neospora caninum se hizo a todas las vacas abortadas mds
dos controles por cada una de los animales abortados, siendo el 16.19 % (17) seropositivas. Se realizé el
modelo de regresion logistica de efectos mixtos, con variable predio como efecto aleatorio, para evaluar
asociacion de variables independientes con ocurrencia de abortos en vacas de carne en Uruguay,
encontrdandose una asociacién a serogrupo Pomona con un OR de 8,0 con un IC95% (1,55 - 41,86) p= 0,01y una
asociacion a Nesopora caninum con un OR de 11,31 con un IC95% (3,00 - 42,64) p< 0.01. Cuando se evaluaron
posibles variables confusoras, se encontré que la adicién de la variable seropositividad a IBR actuaba
como potencial confusora con la seropositividad al serogrupo Pomona. EL OR de serogrupo Pomona
aumentaba un 52% cuando se incluia esta variable, pasando el OR de 5.29 a 8.06, por lo que se decidid
mantenerla en el modelo final. El serogrupo Pomona se lo vio asociado a la ocurrencia de abortos en vacas
de carne. Esto coincide con lo reportado por otros autores, que, si bien asocian la seropositividad de los
serogrupos Sejroe y Pomona con el aborto, dicha asociacién fue mayor en animales seropositivos a Pomona.
Estos autores también reportaron que la asociacion con el serogrupo Pomona aumentaba a medida que
aumentaban los titulos de anticuerpos, encontrdndose una mayor probabilidad de abortar en vacas con
titulos >1:3000 (Elder et al., 1985). En el presente trabajo, la asociacidn con titulos no fue posible, debiendo
utilizarse Unicamente el punto de corte de 1:100 ya que la cantidad de animales seropositivos fue muy baja.
Una de las principales limitantes fue el bajo nimero de vacas que abortaron durante el periodo de estudio.
Si bien se pudieron encontrar asociaciones, el 95% IC fue muy amplio, se deberia utilizar un mayor nimero
de muestras para poder establecer esta asociacién de forma mds precisa.

Para evaluar la asociacién con animales infértiles se recolectaron muestras de 303 vacas infértiles y 778
vacas prenadas de 31 predios de carne. Mientras que un predio practicaba exclusivamente la reproduccion
artificial, los demds empleaban una combinacion de métodos de reproduccidn artificial y monta natural. En
el andlisis univariado, la seropositividad al serogrupo Sejroe, las copias de leptospiras por mL de orina (g-
PCR), y la seropositividad a IBR mostraron asociaciones estadisticamente significativas con las vacas
infértiles. EL OR para la variable Sejroe fue de 1.38 con un IC95% (1.05-1.82) p=0.02. Las copias de
Leptospira /ml por gPCR dieron 10-100 copias un OR de 1.49 con un IC95% (1.11-2.01) p<0.01 y > 100 copias un
OR de 2.76 con un IC95% (1.49-5.10) p<0.01. En un andlisis descriptivo, se evaluaron diferentes valores de
corte para la prueba de MAT para el serogrupo Sejroe. A medida que los valores de corte aumentaban, las
diferencias entre las vacas prenadas e infértiles se hacian mds pronunciadas, con disparidades notables
observadas hasta el valor de corte de 1:1600 (figura 1). Sin embargo, mds alld de este punto, estas
diferencias ya no son evidentes. La baja prevalencia de animales reactivos a las otras cepas locales podria
sugerir que los bovinos son minimamente afectados por estas infecciones, experimentando cursos
asintomadticos a pesar de la circulacion previamente descrita de estas cepas en el pais (Suanes et al.,
2024). Aunque tanto el diagndstico serolégico como la excrecidon de Leptospira en orina se integraron con
éxito en el modelo multivariado, no se encontré interaccion entre estas variables. Esta ausencia de
interaccion podria deberse al patrén intermitente de excrecidn de orina, ya que investigaciones previas no
han mostrado correlacién entre la serologia positiva de leptospirosis y la deteccién del patégeno en la orina
(Otaka et al., 2012). Un estudio en multiples especies de animales domésticos en Brasil, que involucré a 512
animales, no reveld una correlacidn aparente entre resultados positivos de PCR en muestras de orina y
titulos de anticuerpos en el MAT. Estos hallazgos indicaron que la seroreactividad no estaba
significativamente asociada con los resultados de PCR, al considerar la seroreactividad general y cuando
los sueros se categorizaban por titulos (Hammond et al., 2014). Ademds, es importante destacar que el
ganado puede no producir una reaccion contra sus propios aislamientos (Libonati et al., 2017), lo que resalta
la falta de correlacién entre la serologia y la excrecion.

La dindmica de titulos y de excrecion determiné que la prueba de MAT dio, en T1 el 68.18% (737), en T2 el
65.8% (406) y T3 58.8% (410) de los animales seropositivos respectivamente en cada muestreo. En la prueba
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de PCR, la cual mide la excrecidn de Leptospiras patégenas en la orina, en animales en T1 fue de 40.79 %,
T2,23.82% y T3 ,41.60 %. EL 31 % de los animales excretores se detectaron en solo uno de los muestreos, el
21.3% en 2 de los muestreos y en el 3 % en los 3 muestreos realizados, este resultado demuestra la
intermitencia en la excrecién de Leptospiras en animales infectados. El 42.6 % de las vacas excretoras
detectadas por la prueba de PCR fue seropositiva a Sejroe mientras que el 20 % a Pomona. Se aislaron 51
cepas de Leptospira, las cuales se distribuyen en: L. borgpetersenii (2), L. Interrogans (6), L.noguchii (21), L.
Santarosai (9), No determinadas (13).

Respecto a la serologia en otras especies domésticas, no bovinas, se procesaron un total de 1021 muestras
por MAT, de las cuales 859 dieron positivas. La seropositividad en ovinos fue de 80.08 % (579), en equinos,
98.52 % (200), caninos 84.95 %(79), suinos 100% (1) y caprinos 100%(1).

Se validé un protocolo experimental de extracciéon de ADN en muestras de agua. Se colectaron muestras de
agua de cada predio. Se validé un protocolo de extraccién, para lo cual se agregd a los 40 mL de agua
previos a la extraccidén 10, 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 ul de cultivo puro de leptospiras (2*108). Se realizé la
extraccidn, con control de la misma agua adicional (positivo) y se hace PCR (Syber). El agua es extraida de
predio para incluir el efecto de la contaminacidn. Las muestras fueron corridas por duplicado. En los
predios muestreados se encontraron 2 muestras de agua positivas de un total de 40 muestras extraidas de
los predios muestreados.

Se analizaron de forma descriptiva los cuestionarios de recoleccion de datos en los 31 predios
muestreados. Se resumen la informacidn recolectada: ELl 38.71% de los rodeos eran abiertos, 83.87% co-
pastoreo con ovinos, el 3.23% co-pastoreo con porcinos, 37.74% co-pastoreo con equinos. El 74.19%
suplementaban a sus animales: 6.45% suplementan con silo, 35.48% suplementan con fardo y el 22.58%
suplementan con racién. Las fuentes de agua se distribuian: uso de bebedero (51.6%), tajamar (67.7%),
arroyo (54.8%), rio (6.4%). Todos los predios hacian tanto inseminacién artificial como natural, menos un
predio que hacia solo artificial. El 67.74% contaba con potrero para animales enfermos. El 35.48% realizaba
control de roedores. EL 16% tenia antecedente de alguna enfermedad reproductiva en el predio. EL 6.45%
tenia antecedentes de Leptospira. Un predio estaba vacunado contra leptospirosis, tres anos antes de
comenzar los muestreos. El 25.81% habian observado infertilidad el ano anterior, 54.84% habia observado
abortos el ano anterior, 38.71% observaron nacimiento de terneros débiles o muertos el ano anterior. El
9.6% de los predios observo alguna vez vacas adultas con fiebre y anorexia. El 3.2% observé alguna vez
ictericia en algun caso clinico. Ningun predio tenia antecedentes de animales adultos con fiebre o
hemoglobinuria.

Conclusiones y recomendaciones

Si bien el aborto es reconocido en el sector agropecuario por su impacto a nivel reproductivo y productivo,
este no siempre es fdcil de detectar, sobre todo en la ganaderia uruguaya donde los sistemas suelen ser
extensivos. No solo se estima que hay un subregistro de su ocurrencia, sino que se torna dificil la
identificacion de la causa, ya que su etiologia suele ser multifactorial.

La ocurrencia de aborto en bovinos a causa de infecciones por Leptospira varia de acuerdo a si el serovar
infectante es del tipo incidental o adaptado. En los casos de las infecciones de serovares adaptados a los
bovinos, como son el caso de Hardjo, el aborto suele ocurrir de forma poco frecuente en los rebanos,
pudiendo ocurrir de 6 a 12 semanas post infeccidn. En cambio, si las infecciones son del tipo incidentales
como ocurre con el serovar Pomona, el aborto ocurre mds frecuentemente (en forma de tormenta de aborto)
en los rebanos, y suele darse de 4 a 6 semanas post infeccidn.

El serogrupo Sejroe fue el mds prevalente en este trabajo seguido por el serogrupo Pomona. Esto coincide
con lo reportado en el ultimo estudio de seroprevalencia a nivel nacional en Uruguay y con reportes de
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Latinoamérica por otros autores (Suanes y col, 2024)

En este ensayo el serogrupo Pomona se lo vio asociado a la ocurrencia de abortos en vacas de carne. Sin
embargo, la asociacién del aborto con titulos altos no fue posible. Una de las principales limitantes fue el
bajo nUmero de vacas que abortaron durante el periodo de estudio. Si bien se pudieron encontrar
asociaciones, el 95% IC fue muy amplio, se deberia utilizar un mayor nidmero de muestras para poder
establecer esta asociacion de forma mds precisa.

Si bien se ha reportado que el serogurpo Sejroe es causante de abortos en bovinos, estas cepas de
Leptospira se encuentran adaptadas a los bovinos, causando abortos de forma esporddica. Hardjo-bovis es
reconocida por circular en los rodeos de forma endémica Uruguay, por lo que los abortos por este serovar
son dificiles de observar (Zarantonelli y col, 2018). Esto se correlaciona también con el hecho de no haber
encontrado asociacion con niveles de excrecidon en orina, ya que la excrecidn estd mds asociada a las
infecciones con cepas adaptadas, en donde las vacas suelen cursar una infeccidn del tipo crénica. Para
encontrar esta asociacion un mayor nimero de muestras deberia ser incluido en el estudio.

A nivel internacional Neospora caninum es una de las causas de aborto mds frecuentes, en donde las
campanas para su control siguen siendo un desafio. La neosporosis en el Uruguay se considera que se
encuentra de forma endémica en el rodeo, tanto en ganaderia como en lecheria, por lo que se esperaria que
la ocurrencia de aborto se dé de forma esporddica mediante la transmisidn del tipo endégena. Dadas estas
condiciones, la asociacién de aborto con neosporosis en este estudio era esperable, y necesaria de tener en
cuenta cuando se evaltan cualquier potencial causa de aborto.

No se encontro asociacidn con el aborto y las cepas locales aisladas previamente en el periodo 2015-2018.
No estd claro el efecto que tiene estas cepas en bovinos, los bajo niveles de seropositividad podrian
deberse bien a la baja circulacidn de estos serogrupos, o al bajo nivel de patogenicidad que tiene sobre los
bovinos. Se deberian realizar estudios mds dirigidos para evaluar el impacto que tienen en los indices
reproductivos en bovinos. La ocurrencia de aborto en ganaderia es dificil de identificar, y ain mds
establecer la causa cuando el momento de aborto se desconoce. Si bien este trabajo logré reportar como
factores de riesgo la seropositividad al serogrupo Pomona y a Neospora caninum, no se asocié la
seropositividad de las cepas locales aisladas con el aborto en bovinos. Es dificil realizar estudios
longitudinales para estudiar el aborto en bovinos, ya que su éxito depende de la cantidad de abortos que se
tengan durante el periodo de estudio, lo cual es imposible de estimar a priori. Otro tipo de estudios
deberian realizarse para medir el impacto que tiene la Leptospirosis en esta afeccion reproductiva.

Este estudio ademds evalud la posible correlacion entre la leptospirosis y la infertilidad en el ganado
vacuno de carne uruguayo. Un estudio de casos y controles involucré a los 31 predios muestreados. Los
resultados demostraron una asociacion entre la seropositividad al serogrupo Sejroe (valor de corte 1:200) y
la infertilidad en el ganado (OR=1.31; valor de p=0.06). Ademads, el nivel de excrecién de Leptospira (qPCR) en
la orina estuvo asociado con un mayor riesgo de infertilidad, siendo las vacas que excretaba mads de 100
copias por mL de orina las que tenian las mayores probabilidades de infertilidad (OR=2.34; valor de p<0.01).
Este estudio sugiere una posible asociacién entre la leptospirosis y la infertilidad en el ganado vacuno de
carne uruguayo, enfatizando la importancia tanto de los diagndsticos serolédgicos como moleculares para
evaluar la salud reproductiva en los hatos de ganado. La investigacion futura deberia explorar el impacto
de los serogrupos de Leptospira en otros trastornos reproductivos en el ganado y el impacto de esta
enfermedad en la salud publica.
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