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Seccion Resultados, analisis y discusion

I- Estudio de las caracteristicas de crecimiento in vitro de distintos genotipos (especies) y fenotipos
(serogrupos) de Leptospira spp aisladas de bovinos.
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Figura 1. Curvas de crecimiento in-vitro de las distintas variantes del Leptospira spp estudiadas. Se siguid
el crecimiento bacteriano mediante determinacién de la Densidad Optica (DO) a 420 nm, recuento de
bacterias viables en camara de Petroff-Hausser y mediante cuantificacién del nimero de genomas
bacterianos mediante PCR cuantitativa en tiempo real gPCR utilizando como target el gen lipL32

Tabla 1: Tiempos de generacidon de especies patdgenas de Leptospira aisladas de bovinos

Tiempo de |Tiempo en llegar

Maximo indculo alcanzable

Aislamiento Pendiente |generacion ' a,l ma’xim,o (leptospiras/mL)
(horas) indculo (dias)
L. interrogans Pomona Kennewicki 0,29 25 8 4.20E+08
L. interrogans Canicola Canicola 0,30 24 9 1.80E+08
L. noguchii N/A 0,27 24 16 3.70E+08
L. noguchii Autumnalis 0,32 23 9 7.10E+08
L. noguchii Pyrogenes 0,28 25 9 3.60E+08
L. noguchii Australis 0,28 26 16 5.10E+08

L. borgpetersenii Sejroe Harjo 0,27 27 10 5.30E+08
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Il- Evaluacién de virulencia de diferentes especies/serovares de Leptospira aisladas de bovinos en el
modelo murino de infeccion subletal-cronico.
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Figura 3. Cinética de leptospiremia para diferentes
indculos de Leptospiras infectivas. El nimero de
genomas copia (gc) de Leptospira se cuantificd mediante
amplificacién del gen lipL32 por qPCR partir de 100 pL
de sangre colectados por puncién sub-mandibular a las
24 hs, 48 hs y 8 DPI. Test estadistico: 2-way ANOVA —
Test de Tukev.
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Figura 4. Expresion de mediadores pro-inflamatorios en tejido pulmonar. Los graficos representan los niveles de transcriptos
de ARN mensajero de citoquinas, quimiocinas e iNOS cuantificados por RT-qPCR. Los valores representan la media + SD (SD) del
nivel de transcriptos de ARNm en el tejido pulmonar y de n=5-6 ratones eutanasiados a las 48 hs post-infeccién por via
intranasal,usando como calibrador interno los niveles de ARNm del gen de la B-actina. Se compard el nivel de transcriptos en
tejido de animales infectados versus animales control mediante mediante el Test de Mann-Whitney. P values: **** p<0.0001;
*** p<0.001; ** p<0.01, *p<0.05
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Figura 5. Estudio de la respuesta humoral en ratones infectados con aislados bovinos de Leptospira spp. (A) Cinética
de titulos de anticuerpos aglutinantes anti-leptospira determinados por MAT a los 15, 30 y 60 dpi. (C) Los titulos de
anticuerpos de isotipo IgM a los 15 dpi (B) y de isotipo 1gG a los 15, 30 y 60 dpi fueron determinados mediante un ELISA
in house. Se utiliz6 como antigeno un extracto total de leptospiras obtenido mediante sonicacion de bacterias en fase
exponencial de crecimiento homadlogas a las usadas en la infeccién. (D) Los niveles de los diferentes subtipos de I1gG en
ratones infectados con las distintas variantes de Leptospira se determiné mediante ELISA in house a los 60 dpi. Los valores
representan la media + SD (SD). **** p<0.0001; *** p<0.001; ** p<0.01, *p<0.05, mediante Kruskal-Wallis test.

107 107
A E B A
10° 4 105 o
1. ~1x10" LIC
10° 4 10° 4 1
. 3 4 ~1x10"°LIP
© — w 4
& a2 7] = ~1x10"°1BS
g, 100 s £ 10° *
g€ g 3 ~1x10"° LNA
o 2 -4 c |
» g » B b Non infected PBS
z = 108 Z = 1084
2 o ® 3
£ gE ]
10° 107 5
10'4 10" o
ND oo . wo sl ow o PR —
0 10 20 30 40 50 60 15 60

Days post-infection (dpi) Days post-infection (dpi)

Figura 6. Colonizacion renal y cinética de excrecidn de leptospiras en orina. Los datos representan la cuantificacion
bacteriana mediante analisis del gen lipL32 gene en (A) muestras de orina y (B) en el tejido renal de n=10-12 ratones
por grupo a los 15 dpi, y de n=5-6 ratones por grupo a los 60 dpi. Los valores representan la media + SD.
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Figura 7. Lesiones histopatoldgicas en rifion de
raton infectado con L. interrogans Pomona
Kennewicki (60 dpi). Secciones de rifidn tefiidas
con hematoxilina-eosina muestran nefritis
intersticial cortical grave, caracterizada por
infiltracion de linfocitos, histiocitos y neutrdéfilos
ocasionales en el intersticio cortical de ratones
infectados (A), indicativa de patologia renal
cronica. La fuerte inmunomarcacion en la luz de
los tubulos proximales en ratones infectados (C)
confirma la colonizacion de los tubulos renales.
(B) y (C): secciones de tejido renal de ratones
control, no infectados




Proyecto FSA_1 2018 _1 152689 - ANEXO Informe Final - Figuras y Tablas

IlI-  Evaluacion 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

Tabla 2: Deteccidén de leptospiras en sangre y orina mediante amplificacién del gen lipL32 en
terneras infectadas por via de mucosas con cuatro variantes autdctonas de Leptospira spp

Identificacion

animal

Al - - - - - - - - h - -
A2 - - - - - - - - - -
A3 - - - - - - - - - -
A4 - - - - - - - - - - -
GRUPO B L. interrogans sg Pomona sv. Kennewicki
B5 - - - - - - - - - - -
B6 - - + - - - - - - - -
B7 - - + - - - - - - - +
B8 - - - - - - - - - - -
GRUPO C L. borgpetersenii sg Sejroe sv. Hardjo
C9 - - - - - - - - - + -
C10 - - - - - - - - - - +
Cl1 - - - - - - - - - - -
C12 - - - - - - - - + - +
GRUPO D L. interrogans sg Canicola sv. Canicola
D13 - - - - - - - - - - -
D14 - - - - - - - - + - -
D15 - - - - - - - - - - -
D16 - - - - - - - - + + +
GRUPO CONTROL
GC17 - - - - - - - - - - -
GC18 - - - - - - - - - - -
GC19 - - - - - - - - - - -
GC20 - - - - - - - - - - -

D: dias post-infeccidn; S: sangre; O: orina

*Muestras colectadas antes de la infeccidn con Leptospira spp
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Figura 8. Cinética de la respuesta humoral en terneras infectadas con aislados autéctonos de Leptospira spp.
Los valores representan la media + SD de titulos de anticuerpos aglutinantes contra la cepa homdloga uusada
como inéculo de infeccidon

Tabla 3: Deteccién de leptospiras en tejidos y 6rganos de terneras infectadas a los 21
dias pos tinfeccién

Identificacion '
Animal

Bazo* Corazén* Pulmén* Higado** Humor Vitreo** Utero**  Rifion**

GRUPO A L. noguchii sg Autumnalis

Al - - - - - - -
A2 - - - - - + -
A3 - - - + - - +
A4 - - - - - - -
GRUPO B L. interrogans sg Pomona sv Kennewicki
B5 - - - + - - -
B6 - - - - - - +
B7 - - - - - - +
B8 - - - - - - +
GRUPO C L. borgpetersenii sg Sejroe sv Hardjo
9 - - - - - - -
C10 - - - - - - -
C11 - - - + - - -
C12 - - - - - - +
GRUPO D L. interrogans sg Canicola sv Canicola
D13 - - - + - - -
D14 - - - - - - -
D15 - - - - - - -
D16 - - - + - - +
GRUPO CONTROL
GC17 - - - - - - -
GC18 - - - - - - -
GC19 - - - - - - -
GC20 - - - - - - -

* Muestras analizadas por qPCR

**Muestras analizadas por qPCR y cultivo microbioldégico
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Tabla 4: Lesiones microscépicas en érganos de terneras a los 21 dias post infeccién con
cuatro cepas de Leptospira spp autdctonas

RINON HIGADO VSI‘I'_(I::;A CORAZON
N® Animal Nefritis Necrosis Infiltrado Hiperltrofia de L . . . .
intersticial| hepatocelular | periportal las células de Colecistitis Miocarditis | Epicarditis
Kupffer
GRUPO A L. noguchii sg Autumnalis
Al - + + + + + -
A2 + - + + +++ - +
A3 - - + + + - +
A4 - - + + - ++ +
GRUPO B L. interrogans Pomona Kennewicki
B5 + - ++ + - + -
B6 ++ - + + + - -
B7 +++ - + + NE - -
B8 + + + + + + -
GRUPO C L. borgpetersenii Sejroe Hardjo
C9 - - + + NE - -
Cc10 ++ - + + + + -
Cc11 + - + + +++ + -
C12 ++ - + + +++ + -
GRUPO D L. interrogans Canicola Canicola
D13 - - + + +++ + +
D14 + - + - + - -
D15 + - + + +++ + +
D16 + + + + +++ + -
GRUPO E - No infectadas
E17 - - - - - - -
E18 - - - - - - -
E19 - - - - - - -
E20 - - - - - - -

(-) ausente (+) leve (++) moderada (+++) acentuada

NE: no evaluado
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Figura 9. Hallazgos histopatolégicos en terneras infectadas con
aislados autdctonos de Leptospira spp. (A) Foco de nefritis
tubulointersticial linfohistiocitica. HE, 400x. (B) Necrosis
hepatocelular asociada a infiltrado linfohistiocitario. HE, 400x. (C)
Miocarditis linfohistiocitica perivascular. HE, 400x. (E) Colecistitis
linfohistiocitica focalmente extensa.

La presencia de Leptosiras en la luz de tubulos corticales se
evidencid ~mediante tincion argéntica, 400x. (D) e
inmunohistoquimica, 100x (F) (ver flechas).




