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Resumen del proyecto

La leptospirosis, una de las zoonosis bacterianas emergentes de mayor distribucién mundial, es causada
por especies patdogenas del género Leptospira. Estas bacterias infectan un amplio rango de hospederos,
incluyendo animales de vida libre, domésticos y al humano. Los animales crénicamente infectados eliminan
la bacteria en la orina, contaminando el ambiente y perpetuando el ciclo de infeccién. En humanos la
leptospirosis puede causar una enfermedad severa y mortal, mientras que en animales de produccion tiene
un importante impacto econdmico negativo. La infecciéon aguda puede causar muerte en terneros, inducir
abortos en vacas prenadas o provocar el nacimiento de crias débiles; la infeccién crénica de vacas adultas
también estd asociada a una disminucién de la eficiencia reproductiva del rebaio. El uso de vacunas
formuladas con bacterias inactivadas es una de las herramientas eficaces para el control de leptospirosis.
Debido a la alta variabilidad antigénica en las leptospiras patégenas, para lograr una madxima eficacia las
vacunas deben incluir las variedades de leptospiras que circulan y causan enfermedad en una determinada
region. En un trabajo interinstitucional previo identificamos qué especies y serogrupos de Leptospira
infectan a los rodeos de bovinos en Uruguay, encontrando que no todas estdn representadas en las
formulaciones de las vacunas actualmente disponibles para uso veterinario. En este proyecto estudiamos
aspectos relacionados con la virulencia y capacidad infectiva e inmunogénica de estas variantes autéctonas
de Leptospira en un modelo murino de infeccion experimental y también en un modelo de infeccién en
bovinos. Los resultados obtenidos nos permiten definir variantes autéctonas de Leptospira spp. como
potenciales antigenos bacterianos a incluir en nuevas formulaciones de vacunas anti-Leptospira de uso
veterinario.

Ciencias Agricolas / Ciencias Veterinarias / No Corresponde / Enfermedades infecciosas con impacto en salud

Palabras clave: Leptospirosis / Interaccion hospedero-patégeno / Vacunas /
Antecedentes, problema de investigacidn, objetivos y justificacién.

La leptospirosis es una zoonosis bacteriana emergente de distribucidn mundial causada por las especies
patégenas del género Leptospira (Bharti et al., 2003). Estas espiroquetas son patégenos muy exitosos
capaces de infectar una enorme variedad de hospederos incluyendo peces, reptiles, y mamiferos (Ko at al.,
2009). La enfermedad se presenta con un amplio rango de signos y sintomas clinicos que pueden ir desde un
cuadro leve o sub-clinico hasta una infeccién con falla multi-orgdnica que puede ocasionar la muerte del
individuo afectado. Recientemente una revisidn sistemadtica de casos de leptospirosis humana a nivel
mundial estimo que ocurren mds de 1 millédn de casos severos por ano ocasionando mds de 60000 muertes,
por lo que esta zoonosis muestra tasas de morbi/mortalidad superiores al dengue severo o la leishmaniasis
visceral (Costa et al., 2015). Las leptospiras son capaces de invadir a través de la piel dafada o de las
mucosas, alcanzar el torrente sanguineo y diseminarse hacia distintos drganos. En los hospederos de
mantenimiento la bacteria coloniza y se reproduce en los tubulos renales, desde donde es luego eliminada
hacia el medio ambiente a través de la orina. El ciclo de transmisién se completa cuando hospederos
accidentales entran en contacto directo con la orina de animales infectados y/o con el suelo y agua
contaminados (Picardeau, 2017). Es asi que tanto los animales de vida libre como los domésticos que son
portadores de Leptospira spp. constituyen un elemento esencial en la transmisién de la leptospirosis
(McBride et al., 2005). En los animales de interés pecuario como bovinos, ovinos y suinos, es una enfermedad
con impacto econdémico negativo (Adler, 2015). En bovinos, la infeccidn con un cuadro clinico agudo ocurre en
terneros, causando septicemia y alta mortalidad (Reis et al., 2017). En vacas adultas puede causar abortos,
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nacimiento de crias débiles, mastitis y merma en la produccion de leche. La infeccidn cronica se asocia
fuertemente a una disminucién de la eficiencia reproductiva del rebano y aumento del intervalo entre
partos (Sullivan, 1970; Thiermann, 1982; Ellis et al., 1977, Momtaz et al., 2012).

En Uruguay la leptospirosis ha sido identificada como una de las enfermedades reproductivas re-
emergentes que afecta tanto al ganado bovino de carne como de leche, con datos de seroprevalencia
variables segun el drea geogrdfica en un rango de 25-60 % a nivel individual y de 50- 70% a nivel de
establecimientos (Caffarena RM 1971, Repiso, Gil et al. 2005, Suanes 2013). Segun el panel de antigenos
utilizado para el diagndstico, Sejroe y Pomona son los principales serogrupos involucrados. La leptospirosis
es una de las causas infecciosas que se asocia a pérdidas fetales en ganado bovino de carne y leche. En un
estudio realizado en predios ganaderos en Nueva Zelanda se estimé que 4.7% y 3.6 % de las pérdidas
fetales de la poblacién estudiada eran atribuibles a leptospirosis causada por los serogrupos Sejroe y
Pomona, respectivamente (Sanhueza et al., 2013). En Uruguay, en un estudio basado en métodos de
diagnéstico indirecto por histopatologia de fetos y serologia de las hembras que abortaron, un 25-30% de
los abortos bovinos por causas infecciosas analizados en el laboratorio (DILAVE) fueron atribuidos a
leptospirosis (Easton,2006).

Las leptospiras son bacterias sensibles a los antibiéticos y la terapia antimicrobiana es recomendada para
el control de brotes en terneros. La erradicacidn de esta zoonosis resulta imposible debido a la diversidad
de especies de animales que sirven de reservorio de la bacteria por lo que la implementacién de medidas
de prevencidn y control sigue siendo muy desafiante (McBride et al., 2005). La vacunacion es el método de
prevencion mds ampliamente utilizado en animales domésticos y existen vacunas comerciales para bovinos,
suinos y caninos (Ellis, 2015). Las vacunas anti leptospiras de uso veterinario estdn formuladas con
bacterias enteras inactivadas (bacterinas) e incluyen una o mds serovariedades de Leptospira. La
inmunidad alcanzada mediante el uso de estas bacterinas estd dirigida principalmente hacia el
lipopolisacarido (LPS), principal antigeno de superficie cuya estructura es diferente en cada una de las
mds de 200 serovariedades que hoy se conocen en el género Leptospira (Adler, 2015). Esta amplia
variabilidad antigénica (serovares) impone un desafio importante en la formulacién de vacunas eficaces.
Para proveer proteccién, dichas vacunas deben incluir serovares que se correspondan con las cepas que
efectivamente circulan en una regidn geogrdfica determinada ya que estd demostrado que la proteccion
cruzada entre serovares diferentes es limitada (Tabata et al., 2002). El uso de este tipo de vacunas es
eficiente en la proteccion de los animales ante una infeccién aguda y letal. Sin embargo, esta proteccion es
limitada en el tiempo, requiere de dosis de refuerzo y su maxima eficacia se logra para los serovares
infectivos estrechamente relacionados a aquellos presentes en la formulacién de la vacuna (Suepaul et al.,
2010). Es importante tener en cuenta que en animales en los cuales se dan infecciones asintomdticas con
persistencia de la bacteria en el rinén, tal como sucede en el bovino, un adecuado programa de vacunacién
en el rebano puede reducir la carga bacteriana que es eliminada en la orina, disminuyendo
concomitantemente el riesgo de infeccion de animales mds jovenes y no expuestos previamente. Esto ha
sido recientemente demostrado mediante una extensiva revisién bibliogrdfica y meta andlisis por Sanhueza
y colaboradores quienes muestran que la vacunacion de bovinos contra el serovar Hardjo tiene una eficacia
cercana al 90% en la prevencion de la excrecion urinaria de leptospiras (Sanhueza et al, 2018). Esta
eficacia de las vacunas en prevenir la eliminacion de leptospiras en la orina no solo es suficiente para
reducir la incidencia de la infeccidn en otros animales susceptibles sino que también reduce el riesgo de
transmision e infeccion a los humanos que trabajan en contacto directo con los animales (Adler et al., 2010).
Las tres formulaciones de vacunas comerciales contra la leptospirosis disponibles para la inmunizacién de
bovinos en Uruguay son polivalentes: una contiene ocho serovares (Pomona, Icterohaemorrahagiae,
Hardjobovis, Hardjoprajitno, Canicola, Wolffi, Grippotyphosa y Tarassovi); otra incluye once serovares
(Pomona, Icterohaemorrahagiae, Copenhageni, Hardjobovis, Hardjo, Canicola, Wolffi, Grippotyphosa,
Tarassovi, Bataviae y Pyrogenes); y la tercera estd formulada con cinco serovares (Canicola, Hardjo,
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Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae y Pomona).

En un proyecto de investigaciéon multicéntrico sobre leptospirosis bovina llevado a cabo el Grupo de Trabajo
Interinstitucional en Leptospirosis (GTIL) que integramos investigadores del INIA, el Institut Pasteur de
Montevideo, la UdelaR y el DILAVE se logré un gran avance en el estudio de esta zoonosis mediante el
aislamiento y caracterizacion de mas de 60 cepas autéctonas de especies patdégenas de Leptospira de
origen bovino. Se identificaron tres especies diferentes (L. interrogans, L. borgpetersenii y L. noguchii) y
siete serovariedades distintas (Zarantonelli L., et al., 2018). Solamente las serovariedades Hardjo y Canicola
estdn presentes en las vacunas comercialmente disponibles en Uruguay. La serovariedad Pomona
Kennewicki (correspondiente a la especie L. interrogans) mds frecuentemente aislada en bovinos también
fue recientemente aislada en un caso de leptospirosis humana en un trabajador rural (Meny et al., 2017). Es
pertinente remarcar que esta serovariedad Kennewicki no estdn incluida en ninguna de las formulaciones
de bacterinas disponibles para uso en bovinos, asi como tampoco ninguna de las serovariedades aisladas
de la especie L. noguchii. No disponemos en Uruguay de una vacuna contra la leptospirosis bovina que
incluya cepas autéctonas como antigenos incluidos en su formulacién. Las diversas vacunas disponibles
estdn formuladas con cepas que podrian ser antigénicamente distintas de las cepas de campo prevalentes,
por lo tanto, podrian ser incapaces de promover una proteccién eficaz contra la enfermedad y/o la infeccidn
crénica, cuando los animales estdn expuestos a cepas locales (Dib et al., 2014).

Desde hace mds de 100 anos de su descubrimiento, la leptospirosis humana se asocia con la presencia de
roedores, especialmente ratas y ratones (Inada et al., 1916). Ambas especies actian como el principal
reservorio de la bacteria en ambientes urbanos y sub-urbanos cumpliendo un rol central en la trasmisién
de la enfermedad. Sin embargo, la infeccién y caracterizacion de la enfermedad en ambas especies en
modelos experimentales de laboratorio es reciente (Thierman et al, 1981, Natarajaseenivasan, et al, 1997),
muy probablemente debido a que estas especies son relativamente resistentes a la infeccion aguda y no
han sido considerados como modelos bona fide que reproduzcan la enfermedad severa como suele ocurrir
en el humano. Asi, el modelo de infeccidn experimental en hdmster dorado se ha utilizado histéricamente
con el fin de reproducir la enfermedad aguda y severa, asi como para definir la infectividad de una cepay,
recuperar atributos de virulencia en cepas atenuadas por sucesivos pasajes in vitro.

Sin embargo, resulta imprescindible profundizar en el conocimiento de la biologia y fisiopatologia de las
distintas especies y serovariedades patédgenas del género Leptospira en modelos experimentales de
infeccion sub-letal y crénica con el fin de entender mejor cdmo estas bacterias infectan y logran sobrevivir
en especies de animales que son reservorios. El modelo murino resulta de gran interés para realizar este
tipo de estudios debido a la gran versatilidad que permite en funcion de las diversas lineas de laboratorio
disponibles, asi como también de la disponibilidad y factibilidad de obtencién de lineas transgénicas que
permiten lograr un mejor entendimiento cuando se busca una comprensiéon profunda de cudles son los
mecanismos involucrados en la fisiopatogenia microbiana incluyendo la respuesta inmune al patégeno asi
como a posibles formulaciones de vacunas. Si bien existen varios estudios de virulencia y patogenia
mediante infeccién experimental en diferentes lineas murinas que reproducen el curso de la infeccion
(diseminacion del agente, histopatologia renal y la respuesta inmune al patdgeno), la gran mayoria de estos
trabajos estdn centrados en el estudio de un nimero limitado de serovares de la especie L. interrogans
(Gomes-Solecki et al 2017). Debemos destacar ademds que, a excepcion de un trabajo reciente que logra
reproducir el ciclo de infeccion sub-letal de L. interrogans serovar Copenhageni mediante inoculacién a
través de la mucosa ocular (Sullivan et al 2017), el resto de los estudios de virulencia en modelos murinos
utilizaron la via de inoculacidn intraperitoneal. Esta Gltima no es una via de infeccion natural por
leptospiras patégenas y podria sobre-estimar el efecto y reaccion de los mecanismos de respuesta del
hospedero murino a la bacteria.

En este proyecto abordamos el estudio de aspectos relacionados con la virulencia y patogenicidad de tres
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especies diferentes de Leptospira aislados de bovinos infectados en Uruguay, mediante el uso de dos
modelos de infeccidn experimental. Nos propusimos caracterizar la capacidad infectiva de estos aislados
por una via de infeccidn natural por mucosas, su potencial de diseminacion y de colonizacién renal en un
modelo murino y en un modelo de infeccion bovinos. Nos interesé conocer particularmente en ambos
modelos experimentales la capacidad inmunogénica de las especies y serovares estudiados.

Por altimo, y no menos importante, mediante la estandarizacién de ambos modelos de infeccidn nos
propusimos generar una valiosa herramienta disponible en nuestro medio para el estudio de virulencia y
patogenicidad de diferentes especies y serovares patégenos de Leptospira. Destacamos que el modelo
murino de infeccion experimental ha sido de especial interés y se ha utilizado en otro proyecto en curso que
tienen como objetivo evaluar la respuesta protectora en bovinos inmunizados con una vacuna anti-
Leptospira de amplio uso en el pais (FSSA_1_2019_1_160195).

Entendemos que con los resultados logrados en el marco de este proyecto aportaremos conocimiento
genuino relacionado a la interaccién hospedero-Leptospiras patdgenas logrando un mejor entendimiento de
la fisiopatogenia de esta enfermedad zoondtica. Ademds, los resultados generados respecto a la
caracterizacidn de la virulencia e inmunogenicidad de variantes de Leptospiras patégenas que infectan a
los rodeos uruguayos serdn de suma utilidad para la definicién de variantes antigénicas a incluir en nuevas
formulaciones de vacunas de uso veterinario que, de manera acorde a la epidemiologia local, apunten a
actualizar/mejorar las medidas de control y prevencion de la leptospirosis en Uruguay y en la region.

Metodologia/Diseiio del estudio

Estudiamos la virulencia y patogenicidad de aislamientos de Leptospira spp obtenidos de bovinos infectados
de rodeos uruguayos. La estrategia experimental se basé en el uso de dos modelos de infeccion por
Leptospira spp utilizando vias de inoculacion que reproducen condiciones de infeccién natural, como es la
penetracién de leptospiras patégenas a través de mucosas. Utilizamos un modelo de infeccidn en la especie
de animal de uso en laboratorio Mus musculus (modelo sub-letal en ratén adulto) y otro modelo de infeccidon
en terneras sanas.

Los protocolos de los ensayos que involucraron el uso de animales fueron examinados y aprobados por los
Comité de Etica de Uso de Animales de las instituciones involucradas: Protocolo CEUA Pasteur #003/2020 y
Protocolo CEUA INIA #2018.2b.

I- Condiciones de crecimiento y cultivo de Leptospira spp

Se estudiaron aislamientos de Leptospira spp crio-conservados en nitrégeno liquido. Una vez
descongelados, se cultivaron a 30 °C en medio liquido Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH). Los
cultivos fueron monitoreados mediante observaciéon en microscopio de campo oscuro (MCO). Para cada una
de las variantes de leptospiras a estudiar se realizé una curva de crecimiento con el objetivo de conocer
tanto la velocidad de crecimiento como el mdaximo inéculo en fase exponencial de crecimiento alcanzable in
vitro. El crecimiento bacteriano se cuantificé mediante recuento de bacterias viables, méviles en cdmara de
Petroff-Hausser y también mediante gPCR cuantitativa (amplificacion del gen lipL32). Los datos
experimentales de crecimiento in vitro se tomaron como insumo para la elaboracién de los indculos
bacterianos a utilizar en los ensayos de infeccidén in vivo en ambos modelos experimentales.

Para la preparacién de los indculos de infeccidn se partié de cultivos en fase exponencial de crecimiento
obtenidos de aislamientos crio-conservados que no tenian mds de 10 pasajes in vitro. Se cuantificé el
numero de bacterias viables mediante recuento en cdmara de Petroff-Hausser (Fisher) (Faine et al., 2000).

II- Evaluacién de virulencia de diferentes serovariedades de especies patégenas de Leptospira aisladas
de bovinos en el modelo murino de infeccién subletal-crénico.
Se utilizaron ratones hembra, de 8-10 semanas de edad de la linea consanguinea C57/BL6 criados en las
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instalaciones del bioterio del Institut Pasteur de Montevideo. En un primer ensayo se estandarizaron
condiciones de infeccidn definiendo el volumen del inéculo bacteriano a utilizar, asi como la via de infeccién
a través de mucosas. Un grupo de n=8 ratones fueron desafiados con 25 yL de indculo conteniendo 1 x 108
leptospiras L. borgpetersenii (sg. Sejroe sv. Hardjo) por via intranasal, y n=7 ratones fueron desafiados con
el mismo indéculo bacteriano pero por la via intraperitoneal. Ademas, se incluyé un grupo control (n=3)
inoculado por via intranasal con 25 PL de PBS 1X pH 7.4. Se evaluaron cambios en el peso corporal, estado
general de los animales y diseminacion de la bacteria en sangre a las 24, 48 y 72 horas post infeccion
mediante la determinacion de la carga bacteriana (leptospiremia) por gPCR (amplificacidn del gen lipL32).
Se detectd la presencia de leptospiras en sangre en los animales infectados por ambas vias, por lo que se
definié la via intranasal como via de infeccién por mucosas a utilizar en los experimentos posteriores.

Para el estudio comparativo de la capacidad de infeccidn y colonizacidn renal en el modelo murino, se
infectaron por via intra-nasal, grupos de n=5-6 ratones con las siguientes variantes de Leptospira spp.
aisladas de bovinos: L. interrogans sg. Pomona sv Kennewicki (LIP); L. borgpetersenii sg. Sejroe sv. Hardjo
(LBS), L. interrogans sg. Canicola sv. Canicola (LIC), L.noguchii sg. Pyrogenes (LNP), L.noguchii sg. Australis
(LNAus), L.noguchii sg. Autumnalis (LNA) y L.noguchii de sg. no determinado (LNND).

Se registro diariamente el peso de los animales, asi como su estado general. Para evaluar la cinética de
infeccidn, diseminacion y posterior colonizacién a nivel renal, se tomaron muestras de sangre, orina y de
diferentes tejidos y 6rganos segun se detalla en el esquema 1 (Anexo, Esquema 1).

Las muestras de sangre fueron colectadas mediante puncidn sub-mandibular y las muestras de orina se
colectaron en cajas metabélicas alojando los animales individualmente durante cuatro horas con aguay
comida ad libitum. Al momento del punto final (endpoint), se colectaron diferentes 6rganos para estudio. Un
polo de cada rindn se conservé en formalina tamponada para estudios de histopatologia e
inmunohistoquimica. Parte de las diferentes muestras bioldgicas colectadas se inocularon en medio EMJH
para cultivo microbioldgico y otra parte se conservé a -802C para extraccion de ADN y de ARN mediante el
uso de kits comerciales.

En los distintos grupos de animales infectados con los distintos aislamientos autéctonos de Leptospira spp
se estudié:

- La cinética de la infeccién cuantificando la carga bacteriana en sangre, orina y rindn. Mediante
amplificacion del gen lipL32 por PCR cuantitativa en tiempo real (gPCR), determinamos el nimero de copias
de genomas por uL de sangre y/u orina o por ug de riién.

- La presencia de leptospiras viables en muestras de orina y rindn mediante cultivo microbiolégico a 30°C
en medio EMJH, con monitoreo semanal mediante observacién en MCO durante 1 mes.

- La respuesta inflamatoria en pulmén (érgano blanco en la fase inmediata a la infeccién por mucosa
intranasal) y rifdn. Luego de la extraccion del ARN de muestras de tejidos conservadas a -70 con un kit
comercial (Qiagen), se realizé una transcripcidn reversa y a partir del ADN copia total se amplificaron y
cuantificaron por RT-gPCR los transcriptos de ARN mensajeros especificos para las citoquinas IL-1Beta,
TNF-alfa, IFN-gamma, IL-4 e IL-10, para las quimiocinas KC, RANTES, MIP-2 y para la enzima 6xido nitrico
sintetasa inducible (iNOS) (Sullivan et al 2017, Chassin et al 2009, Fanténd’Andon et al 2014). iNOS se expresa
en macréfagos y células endoteliales catalizando la produccién de 6xido nitrico, molécula de accidn
antimicrobiana que al ser secretada en el parénquima renal provoca nefritis y fibrosis renal como
respuesta a la infeccién por Leptospira spp

- La presencia dafos tisulares en el rindn mediante estudios histopatologia y la colonizacién de los tubulos
renales corticales mediante inmunohistoquimica. A partir de muestras de tejidos embebidos en parafing, se
realizaron cortes de 4-5 um de espesor con micrétomo, se colorearon con hematoxilina y eosina y se
examinaron en un microscopio 6ptico, equipado con una cdmara digital. El examen histopatoldgico se realizd
a ciegas en el laboratorio de patologia de la Plataforma de Salud Animal de INIA La Estanzuela,
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registrando cambios histoldgicos en el intersticio, tubulos y glomérulos renales. Cuando se evidenciaron
lesiones histolégicas se realizé una marcacién por inmunohistoquimica para evidenciar co-localizacién
intralesional/intratubular de leptospiras.

- La respuesta humoral a los 15 y 30 dpi mediante determinando titulos de anticuerpos anti-Leptospira
mediante MAT y ELISA (este Gltimo de desarrollo in house utilizando como antigeno un extracto bacteriano
de células enteras obtenido por sonicacion de bacterias en fase exponencial de crecimiento)

III- Evaluacion de la capacidad infectiva a través de mucosas de cuatro serovariedades de especies
patégenas de Leptospira aisladas de bovinos en un modelo de infeccion experimental en terneras de raza
Bradford.

Se estudiaron en el modelo bovino las siguientes variantes de Leptospiras: L. interrogans sg. Pomona sv
Kennewicki (LIP), L. borgpetersenii sg. Sejroe sv. Hardjo (LBS) (ser las variantes mds frecuentemente
aisladas de bovinos (Zarantonelli et al. 2018)), L.noguchii sg. Autumnalis (LNA) (serogrupo mds
frecuentemente aislado de la especie noguchii) y L. interrogans sg. Canicola sv. Canicola (LIC) (aislada de
caso agudo de leptospirosis en bovinos y variante reportada como agente etioldgico de leptospirosis en
trabajadores rurales en Uruguay (Meny P. et al 2017). Nos propusimos como objetivos (i) determinar la
capacidad de infeccidn a través de mucosas, (ii) estudiar el desarrollo de sintomas clinicos post-infeccidn,
(iii) caracterizar los hallazgos macroscépicos y microscoépicos al punto final del experimento y (iv) evaluar
la capacidad inmunogénica post-infeccion de las cuatro variantes de Leptospira estudiadas mediante
determinacién de titulos de anticuerpos aglutinantes por MAT.

Para la definicion de las terneras a incluir en los grupos experimentales, se preseleccionaron 48 duplas
madres/terneras de dos meses de edad y de raza Braford de un rodeo bovino (31° 42' 36.648" S 55° 49’
34.716" W) sin casuistica de abortos en el afio previo inmediato al estudio y sin histdrico de vacunacion. Se
colectaron muestras de suero para determinar titulos de anticuerpos aglutinantes anti-leptospira por MAT
contra un panel de antigenos representativo de 15 serogrupos, incluyendo cepas de referencia y todas las
variantes de Leptospira autéctonas aisladas de bovinos en Uruguay, y usando como punto de corte 1:50, de
manera de evidenciar exposicion natural a la bacteria. Se colectaron muestras de orina para la deteccién
de ADN leptospiras patdgenas mediante amplificacion del gen lipL32 mediante PCR cuantitativa en tiempo
real (QPCR) con un limite de deteccién de 10 genomas copia de Leptospira spp. Se preseleccionaron n=36
terneras con resultados negativos para ambas pruebas, tanto en las terneras como en sus respectivas
madres. Luego de 60 dias, se obtuvieron nuevas muestras de suero y orina de las 36 terneras, repitiendo el
mismo procedimiento de andlisis. Luego de aplicacion de un plan sanitario para desparasitar y para
prevenir enfermedades respiratorias, diarreicas, clostridiales y queratoconjuntivitis se entrenaron en la
alimentacion en comederos y se procedié al destete definitivo. Asi se seleccionaron para el ensayo de
infeccion experimental 20 terneras sanas de tres meses de edad, sin antecedentes de vacunacién contra
leptospirosis, y sin evidencia de infeccion por Leptospira spp (dos resultados de serologia no reactivas al
MAT y dos resultados de qPCR negativa en orina para la deteccién de ADN de especies patégenas de
Leptospira), con un peso promedio de 100 kg y de temperamento daécil.

El ensayo experimental se realizé en boxes ubicados en la Plataforma de Investigacidén en Salud Animal
(PSA) de INIA en Tacuarembod (31° 44'10.871" S 55° 58' 37.146" W). Los boxes estdn cercados en una zona
aislada de otros animales, con acceso restringido, habilitado exclusivamente al personal involucrado en el
ensayo. Con el objetivo de aclimatar las terneras a las condiciones de alojamiento, las mismas fueron
transportadas a los boxes una semana antes del inicio del ensayo, y fueron agrupadas al azar en cinco
grupos de n=4 terneras por grupo.

EL dia del desafio, cada grupo experimental recibié 3 inoculaciones (a las 08:00am, 10:00am y 12:00am) de
500 ?L de una suspensidn de 1x108 leptospiras en fase exponencial de crecimiento por via conjuntival y 500 ?L
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de la misma suspension bacteriana por via intranasal. EL grupo control fue inoculado con la misma
frecuencia y vias de inoculacidn, pero con PBS 1x estéril.

Durante los 21 dias del ensayo, se realizé un examen fisico diario individual de las terneras, registrando
parametros de comportamiento, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, temperatura rectal,
coloracidn de las mucosas, palpacién de nédulos linfaticos y apetito. Se tomé el peso corporal en el dia DO
previo a la infeccidn, y a los 11y 21 dias post infeccion (DPI). Se colectaron muestras de sangre por
venopuncion yugular (DO, 2, 4, 6, 8,10, 13,15 y 21 DPI) y muestras de orina (DO, 7, 14, 18 y 21 DPI) luego de la
administracién de diurético intramuscular (furosemida). La invasién bacteriana al torrente sanguineo y/o la
colonizacién renal con eliminaciéon de bacterias en orina se evalué mediante amplificacién del gen liipL32
por qPCR y cultivo microbioldgico.

A los 21 DPI los animales fueron eutanasiados y evaluados para la busqueda de lesiones macroscépicas.
Durante la autopsia se colectaron y conservaron muestras de los distintos 6rganos para la deteccién de
leptospiras en los diferentes drganos blanco mediante qPCR del gen lipL32 y/o cultivo microbioldgico, tal
como se describié anteriormente para el modelo de infeccion en ratén. Para los estudios histopatoldgicos,
fragmentos de tejidos fueron fijados en formol al 10 % bufferado (pH 7.2), durante 48 horas y posteriormente
incluidos en parafina. Sesiones de tejidos de 4 um fueron sometidas a tincién con Hematoxilina y Eosina y
analizadas en el Laboratorio de Histologia de la PSA en INIA Tacuarembd utilizando microscopio dptico
(BX53 Upright Microscope, Olympus, USA). Para la visualizacidn de leptospiras se aplicé tincidén argéntica
(Warthin-Starry silver plating kit modified, Sigma-Aldrich, USA)e inmunomarcacién por inmunohistoquimica
en rinones incluidos en parafina.

Resultados, andlisis y discusidn

A partir de las curvas de crecimiento, y mediante recuento de bacterias viables en cdmara de Petroff-
Housser determinamos el tiempo de generacién, para cada una de las cepas observando un crecimiento
mads lento para las variantes L. borgpetersenii Serjoe Hardjo y L. noguchii Australis. Las curvas de
crecimiento mediante seguimiento de recuento de bacterias viables, méviles permitieron conocer para cada
especie y serogrupo estudiado el mdximo indculo bacteriano alcanzable in vitro asi como el momento de
inicio de curva de muerte y lisis bacteriana (Anexo Tablal, Figura 1). El conocimiento de estos pardmetros
de crecimiento in vitro resulté esencial para la preparacién de los indculos bacterianos a ser utilizados en
los ensayos de experimentacion in vivo en ambos modelos experimentales abordados en el proyecto.

II- Evaluacion de virulencia de diferentes especies/serovares de Leptospira aisladas de bovinos en el
modelo murino de infeccién subletal-croénico.

Se estudiaron los siguientes aislamientos autdctonos obtenidos de bovinos: L. interrogans sg. Pomona sv
Kennewicki (LIP); L. interrogans Canicola Canicola (LIC), L. borgpetersenii Sejroe Hardjo (LBS), Leptospira
noguchii Pyrogenes (LNP), L. noguchii Australis (LNAust), L. noguchii Autumnalis (LNA) y L. noguchii de
serogrupo no determinado (LNND).

Evaluamos la capacidad de los diferentes aislamientos de infectar a través de una via de inoculacién por
mucosas, asi como su capacidad de invasién y colonizacion del parénquima renal a los 15 dpi. 4 grupos de
n=4-6 ratones hembra C57BL/6J (8-10 semanas de edad), se inocularon por via intranasal con 25 ul de
indculo bacteriano conteniendo 1x109, 1x108, 1x107 y 1x106 leptospiras respectivamente. Se inocularon con
PBS 1X pH 7.4 de manera similar un grupo control de n=2 animales por ensayo.

Para evidenciar el efecto de la infeccidn en la fase aguda, se evaluaron cambios en el estado general y en
el peso de los animales. Se observo una disminucidn significativa en el peso durante los primeros 4dpi en
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animales desafiados con los tres indculos mds altos y en funcidn de la dosis de Leptospira infectiva (Anexo
Figura 2). Luego los animales recuperaron el peso hasta normalizarse con el del grupo control.

Todas las especies y serogrupos de Leptospira estudiadas demostraron capacidad de invasién a través de
la mucosa nasal, provocando una fase de leptospiremia transitoria que se resolvio sin bacterias detectadas
e sangre a los 7-8 dpi. Entre las 24 y 48 horas postinfeccidn, los niveles de leptospiras en sangre fueron
variables en funcidn de los distintos indculos infectivos (Anexo Figura 3). Entre las variantes de L. noguchii,
las variantes Australis y Autumnalis fueron las que causaron mayores niveles de leptospiremia. Los
mayores niveles de leptospiremia a las 48 hs se detectaron en animales infectados con L. interrogans
Canicola Canicola (Anexo Figura 3).

Para evaluar mediadores de la inmunidad innata en el parénquima pulmonar por ser el tejido préximo luego
de la invasién de la mucosa nasal, se determinaron los niveles de expresidn de citoquinas, y quimiocinas
pro-inflamatorias e iNOS en muestras de pulmdn colectadas a las 48 hs post-infeccion. Se observé una
mayor respuesta inflamatoria y de iNOS en el tejido pulmonar de animales infectados con las variantes de L.
bogpetersenii (LBS) y L. noguchii Autumnalis (LNA), comparando con la respuesta observada en ambas
variantes de la especie interrogans (LIC y LIP) (Anexo Figura 4). Estos hallazgos sugieren que LIC y LIP
logran modular de manera diferencial la respuesta inmune innata a nivel del tejido pulmonar.

Se evidencid una fuerte respuesta inmune humoral mediante la deteccidn de anticuerpos aglutinantes anti-
Leptospira por MAT en ratones infectados en con todas las cepas estudiadas, excepto en los animales
infectados con L.noguchii N/A en los cuales los titulos de anticuerpos fueron menores a 50. LIC, LIP, LBS,
LNA, LNAust, LNP indujeron una respuesta humoral evidenciada a los 15 dpi por titulos de anticuerpos entre
1:200 hasta mayores a 1:6.400. Se observé disminucidn de titulos de anticuerpos en animales infectados con
LBS y LNA (Anexo Figura 5 (A)), LNAust, LNPyr a los 30 y 60 dpi, mientras que los animales infectados con
aislamientos de la especie L. interrogans (LIC y LIP) mantuvieron titulos de anticuerpos elevados hasta los
60 dpi (Figura 5-(A)).

Mediante la caracterizacidn de tipos de inmunoglobulinas inducidas luego de la infeccién por mucosas, se
evidencio el cambio de tipo de inmunoglobulinas IgM-IgG en animales infectados con las cuatro especies de
Leptospira. A los 15 dpi, LIC, LIP y LBS indujeron mayores niveles de IgM, mientras que a los 60 dpi se
observaron mayores niveles de IgG en animales infectados con LIC y LIP, con respuesta
preponderantemente de subtipo IgG2c (Anexo Figuras 5-(B), (C)y(D).

El estudio de cinética de excrecién de leptospiras en orina de animales infectados con diferentes indculos
bacteriano de las distintas cepas de Leptospira reveld que solamente los serogrupos de la especie L.
interrogans (Pomona Kennewicki y Canicola Canicola) lograron colonizar el tejido renal. Para ambas
variantes de L. interrogans se observé excrecion urinaria positiva a partir de los 7 dpi, la cual fue en
aumento en ambos casos hasta los 30 dpi. Luego los niveles de leptospiruria se mantuvieron constantes
hasta los 60 dpi, indicando el establecimiento y colonizacién de la bacteria en el tejido renal). La viabilidad
bacteriana de ambos serogrupos en muestras de rindn fue confirmada mediante cultivo y aislamiento
microbioldgico a los 15 y 60 dpi (Anexo Figuras 6A y B). Interesantemente, variantes de aislamientos bovinos
de las especies L. borgpetersenii y L. noguchii estudiadas, si bien lograron atravesar con éxito la barrera
mucosa e invadir el torrente sanguineo, no lograron establecer infeccién seguida de colonizacién del tejido
renal, independientemente de la cantidad de leptospiras usadas en el indculo infectivo. La Figura 6A
resume los resultados de cinética de excrecién urinaria y colonizacién renal de ratones infectados con
1x107-8 leptospiras de las variantes LIC, LIP, LBS, LNA. Dado que se obtuvieron los mismos resultados para
las otras tres variantes de L. noguchi estudiadas, sélo se presentan grdficamente los resultados de la
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variante Autumnalis (LNA).

Los hallazgos de co-localizacion de leptospiras de especie L. interrogans con lesiones histopatoldgicas a los
60 dpi, evidenciando nefritis intersticial cortical a nivel de los tubulos renales, confirman la capacidad
virulenta de estas variantes de inducir una infeccién crdnica en el modelo murino estudiado (Figura 7).

II- Evaluacién de la capacidad infectiva a través de mucosas de cuatro serovariedades de especies
patégenas de Leptospira aisladas de bovinos en un modelo de infeccién experimental en terneras de raza
Bradford

Las cuatro cepas de aislados autdctonos estudiadas (LNA, LIP, LBS y LIC) demostraron capacidad infectiva
a través de mucosas, con deteccion (+) en sangre u orina en al menos 1ternera por grupo (Tabla 2). Sin
embargo, ninguno de los animales infectados desarrollé sintomatologia clinica de enfermedad aguda
durante los 21 dias, ni se observaron lesiones macroscoépicas al momento de la eutanasia.

Todas las variantes estudiadas resultaron ser inmunogénicas, observdndose mayores titulos de anticuerpos
en terneras infectadas con LNA y LIC (Anexo Figura 8). Se destacan los bajos titulos de anticuerpos
aglutinantes en el grupo de terneras infectadas con la variante LIP, con valores de 1:25 a 1:50). No se
detectd seroconversion en ninguno de los animales del grupo control.

La capacidad de invasidon de la mucosa nasal y ocular, con la consecuente diseminacién hacia el torrente
sanguineos y 6rganos blanco quedé demostrada para las cuatro variantes estudiadas en este modelo: todas
las variantes de Leptospira estudiadas fueron detectadas en higado y rindn a los 21 DPI en al menos una
ternera. Interesantemente la variante L. noguchii Autumnalis fue detectada en el tracto genital en el Gtero
de 1ternera (Tabla 3).

Si bien no se evidenciaron alteraciones macroscépicas, el estudio histopatoldgico en tejidos y drganos
colectados en el punto final del experimento a los 21 dpi evidencié lesiones en rifdn, higado y corazoén. Estas
lesiones fueron de diferente intensidad segun la cepa infectiva (Anexo tabla 4 y Figura 9). Se resalta como
hallazgo patoldgico descripto en humanos pero adn no aun no descripto en bovinos la observacion de
colecistitis en la vesicula biliar ocasionada por las cuatro cepas de Leptospira spp estudiadas (Anexo Tabla
4, Figura 9).

Conclusiones y recomendaciones

La leptospirosis es una enfermedad zoondticas emergente cuyo agente etioldgico son multiples y diversos
genotipos y fenotipos del género Leptospira. Ademds, una multiplicidad de hospederos mamiferos son
susceptibles a la infeccion por estas diversas especies y serovares de Leptospira. El grado de severidad
de la enfermedad, asi como las manifestaciones clinicas asociadas a la infeccion pueden ser muy diversas
segun la combinacién de la variante de Leptospira que la ocasiona y la especie de hospedero infectado. El
ciclo de transmision de la bacteria implica la eliminacién de leptospiras en la orina de un hospedo
cronicamente infectado contaminando el ambiente/suelo o contagiando por contacto directo con la orina a
otro hospedero susceptible. Asi, la leptospirosis resulta una zoonosis muy compleja y desafiante cuyo
estudio debe necesariamente ser abordado desde la perspectiva de una sola salud.

La vigilancia epidemiolégica continua incluyendo la caracterizacién de aislados de la bacteria de casos de
leptospirosis tanto en humanos como en animales domésticos y de vida libre,resulta esencial para evaluar
si las herramientas de control disponibles son adecuadas. La organizacién Mundial de Salud Animal es muy
clara en su recomendacidn respecto a la formulacién de vacunas anti-Leptospira: “La inmunidad inducida
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mediante la vacunacidén es en gran medida especifica de serotipo. Una vacuna debe formularse para su uso
en una especie concreta de animal de una regidn geogrdfica concreta. Solo debe contener aquellos
serotipos — y preferentemente aquellos genotipos — que causen problemas en la especie animal, o que se
transmitan de una especie animal a otra en la region” (OMSA 2021). Asi, poder conocer cudles son los
genotipos (especies) y fenotipos (serogrupos/serovares) que afectan a las especies productivas y causando
enfermedad sintomdtica o crénica, es el primer paso para apuntar a la formulacién de vacunas destinadas
al control de la enfermedad de manera acorde a la epidemiologia local y regional.

Este proyecto tomé como punto de partida datos epidemioldgicos generados recientemente por el grupo de
trabajo interinstitucional en leptospirosis (GTIL) donde qued6 demostrado que hay genotipos y fenotipos de
Leptospiras que infectan y enferman a los rodeos en uruguay y que no estdn incluidos en las formulaciones
de vacunas de uso veterinario en el pais.

Abordamos el estudio de aspectos relacionados con la virulencia y patogenicidad de tres especies y 7
serogrupos diferentes de Leptospira aislados de bovinos infectados en Uruguay, mediante el uso de dos
modelos de infeccion experimental. Logramos con éxito alcanzar los objetivos propuestos, identificando
como principales logros del proyecto:

- Disponer de dos modelos de estudio in vivo que permiten la caracterizacién de aspectos relacionados con
la virulencia, patogenicidad y capacidad de colonizacién renal. Ambos modelos quedan disponibles y con
condiciones experimentales estandarizadas de manera que puedan ser de utilidad en el potencial
desarrollo de nuevas vacunas anti-Leptospira.

- Conocer la capacidad infectiva a través de mucosas de L. borgpetersenii, L. interrogans y L. noguchii en el
hospedero murino (Mus musculus) y en el hospedero bovino.

- Conocer la capacidad diferencial de distintos genotipos y fenotipos de Leptospira para colonizar el
parénguima renal. Estos resultados son novedosos y ponen de relevancia la necesidad de profundizar en el
conocimiento de cudles son los factores determinantes que permiten a las variantes de especie L.
interrogans alcanzar y colonizar exitosamente el tejido renal; y por el contrario, son determinantes
bacterianos o del hospedero los que impiden que L. borgpetersenii Sejroe Hardjo y L. noguchii,
independientemente del serogrupo, alcancen y se establezcan en los tdbulos renales en el hospedero
murino?

- Confirmar la capacidad infectiva a través de mucosas y de diseminacidn de todas las variantes
estudiadas en el modelo bovino: L. borgpetersenii Sejreo Hardjo, L. interrogans Pomona Kennewicki, L.
interrogans Canicola Canicola, L. noguchii Autumnalis. Si bien logramos detectar todas estas variantes de
leptospiras patégenas en la orina y/o el tejido renal de las terneras infectadas a los 21 dias post infeccidn,
para concluir sobre la colonizacion renal y su duracién en el tiempo es necesario realizar ensayos de
mayor duracion.

- Por ultimo, y no menos importante, demostramos la inmunogenicidad de todas los genotipos y fenotipos de
Leptospira estudiadas, quedando validadas como antigenos bacterianos a ser incluidos en nuevas
formulaciones de bacterinas para uso veterinario en el pais.

Entendemos que con los resultados logrados en el marco de este proyecto aportamos conocimiento de valor
relacionado a la interaccién hospedero-Leptospiras patégenas logrando un mejor entendimiento de la
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fisiopatogenia de esta enfermedad zoondtica. Contar con modelos de infeccién experimental nos permitird a
futuro abordar aspectos relacionados con la enfermedad reproductiva en el bovino. Existen variantes de
Leptospira, entre ellas L. interrogans Pomona Kennewicki, con la capacidad de ocasionar tormentas de
aborto en bovinos, otras como L. borgpetersenii estdn asociadas a disminucion en la fertilidad en los rodeos.
Sin embargo poco se conoce acerca de cudles son los mecanismos que desencadenan el aborto y/o la
pérdida de fertilidad asociada a la infeccion por Leptospira spp.. Es una infeccidn reciente, con la
consecuente multiplicacién bacteriana y respuesta inflamatoria exacerbada lo que desencadena el aborto?
Es la infeccion transplacentaria que alcanza al feto y provoca muerte fetal? En hembras crénicamente por
especies patégenas de Leptospira puede ocurrir una reactivacion de la infeccion sistémica durante la
prenez que afecte el normal desarrollo de la misma?

Por ultimo, resaltamos como logro de este proyecto, la consolidacién de equipos multidisciplinarios y
complementarios, con fuerte compromiso en la formacion de recursos humanos. Esto es un pilar esencial
para definir, en funcion de los resultados logrados, cudles son las mejores estrategias para abordar las
interrogantes que surgen y que guian el estudio de la leptospirosis como enfermedad zoonética de impacto
en salud animal en Uruguay.
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