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INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad bacteria-
na causada por microorganismos patdégenos
del género Leptospira. Es una enfermedad
zoonotica, probablemente la mas extendida
en cuanto a distribuciéon mundial (Costa, F y
col, 2015), infectando al hombre y a la mayo-
ria de los mamiferos domeésticos y animales
salvajes (Faine, S y col, 1999; Le Febvre, Ry
col, 1987). El curso clinico de la enfermedad
puede ser agudo, subagudo o croénico.

En bovinos, la infeccién aguda de terneros
causa septicemia y alta mortalidad, en vacas
mastitis y agalactia. La infeccion crénica cau-
sa disminucion de la eficiencia reproductiva
del rebano, causando abortos, nacimiento de
terneros débiles asi como, mayor numero de
servicios por prenez y aumento del intervalo
entre partos (Adler B, y col 2010).

Hasta el momento el género Leptospira inclu-
ye 22 especies diferentes, entre las cuales hay
7 saprofitas de vida libre, 5 patdgenas inter-
medias y 10 patégenas (Fouts, D y col, 2016).
Otro sistema de clasificacion, separa a las
cepas de Leptospira en serovares, o variantes
serologicas, de las que a la fecha hay mas de
300 diferentes en distintas regiones del mun-
do. Dichos serovares se pueden agrupar a su
vez en serogrupos, en base a reactividad con
anticuerpos de referencia (reflejando simili-
tudes antigénicas). Ambos sistemas de cla-
sificacion, basados en genética o en antige-
nicidad, coexisten y no son siempre simples
de congeniar, pues un mismo serovar puede
pertenecer a diferentes especies de Leptos-
pira (Faine, Sy col 1999).

La clasificacion fenotipica/antigénica sigue
usandose, sobre todo en aplicaciones vete-
rinarias, pues la proteccién vacunal no cru-
za entre distintos serovares (Adler B, 2015), y

ademas se sabe que ciertos serovares estan
adaptados a huéspedes especificos. Esta ca-
racteristica determina una condicion de por-
tadores de la enfermedad a los huéspedes
de mantenimiento, perpetuando la enferme-
dad en la poblacion (Faine Sy col 1999).

En infecciones bovinas endémicas por el
serovar Hardjo, es comun tener 30-40% de
los animales de un rebano infectados, y eli-
minando bacterias en su orina. Hay abortos,
mortinatos o nacimiento de terneros de-
biles, pero en general éstos se ven cuando
una vaca esta infectada por primera vez. Los
abortos pueden ocurrir semanas después de
la infeccion. Pueden nacer terneros infecta-
dos, pero aparentemente sanos. Los abortos
causados por la infeccion por Hardjo tienden
a ocurrir esporadicamente en oposicion a
las “tormentas” de aborto que pueden ocu-
rrir como resultado de la infeccién con los
serovares Pomona o Grippotyphosa (Bolin C,
2003).

Las alternativas del diagndstico de laborato-
rio para la leptospirosis son: examen directo
de muestras sospechosas en microscopio
de campo oscuro; cultivo de leptospiras a
partir de muestras clinicas; deteccién de an-
ticuerpos en pruebas seroldgicas y detec-
cion de ADN de leptospiras por técnicas de
biologia molecular (Faine y col,, 1999, Bharti
y col,, 2003). Las pruebas disponibles tienen
diferentes caracteristicas, dependiendo del
tipo de tejido disponible, el curso de la enfer-
medad y el propdsito de la prueba (Jouglard
y col, 2006). Un gran numero de técnicas
serolégicas son usadas para el diagnostico
de leptospirosis, cada una con sensibilidad y
especificidad propias (Postic y col, 2000). El
inmunoensayo enzimatico (ELISA) y la prue-
ba de aglutinacién microscopica (MAT, delin-
glés Microscopic Agglutination Test) son los
métodos de laboratorio mas utilizados.




La MAT, desarrollada por Martin & Petit (1918),
sigue siendo el método de referencia para el
diagnostico serolégico de leptospirosis, tan-
to para humanos como para animales (Postic
y col, 2000; Subharat y col., 2011; Picardeau
M., 2013). La MAT cuantifica anticuerpos con-
tra Leptospira en el suero sanguineo, donde
la unidad de estudio es el serovar. Tiene la
desventaja de trabajar con microorganismos
vivos, esto hace que los laboratorios tengan
que contar con un nivel de bioseguridad ade-
cuado, ademas de ser una técnica laboriosa
ya que hay que mantener un cepario de lep-
tospiras vivas como banco de referencia de
variantes antigénicas. EL MAT detecta anti-
cuerpos aglutinantes IgM e IgG. En algunos
casos no diferencia anticuerpos vacunales de
los provocados por una infeccion. Los titulos
de anticuerpos inducidos por vacunaciéon en
ganado, registraron desde valores indetecta-
bles hasta 1/3000 aproximadamente, ensa-
yados por MAT (Marshally col., 1979; Hodges
y Day 1987). Dicha respuesta serologica cae
dentro de los 3 meses post-vacunacion, en
algunos casos pudiendo persistir hasta seis
meses (Marshall y col., 1979, Hodges y Day,
1987). Estos datos son muy importantes, a la
hora de hacer la interpretacion del informe
de MAT. Otra caracteristica de esta técnica es
la pobre correlacion entre estado serologico
de un animaly su estado portador (Ellis y col,
1981), con reportes de aislamiento de leptos-
piras a partir de portadores seronegativos
por cultivo de orina o rinon (Ellis y col., 1981).
Dada la reaccion cruzada limitada o nula en-
tre distintos serovares, para que la serologia
por MAT sea adecuada, deben usarse sero-
grupos y serovares representativos en la re-
gion o pais, para constituir el banco de ce-
pas de referencia (Lilenbaum y col, 2014). Los
primeros estudios serologicos reportados en
el Uruguay fueron hechos por el Dr. Leaniz y
datan de 1959. Los primeros estudios de se-
roprevalencia en ganado bovino son reporta-
dos poco después, resultando en valores de
20-24% ( Caffarenay col, 1965; Cachioney col,
1965). En estudios algo mas recientes el Dr.
Gily col (2001) reportan 14% de seroprevalen-
cia en ganado lechero, y Repiso y col (2002)
estiman 38,5% en ganado de carne. En el ano
2003 Gily col realizan un nuevo monitoreo en
la cuenca lechera sur del Uruguay (San Jose,
Colonia y Florida) encontrando que las se-
roprevalencias variaban segun area geogra-
fica de 11-50%. En fin, Easton M (2006) estu-
dia causas de abortos bovinos, encontrando
que en 197de los 431 fetos estudiados (45,7%)
la etiologia era bacteriana, y que el 62,4%
(123/197) eran seropositivos a Leptospira.

La Division de Laboratorios Veterinarios (Dl-
LAVE) cuenta con un servicio de leptospirosis.
La técnica de diagndstico utilizada es la MAT,
reconocida por OIE (Organizacion Mundial de
Salud Animal) como prueba de referencia. En
Uruguay se establecio para bovinos un titulo
de corte de 1/200. En base a la informacién
serolégica, los serovares de mayor reactivi-
dad en la poblacion bovina en Uruguay son:
Hardjo (con sus 2 biotipos, Hardjo-Bovis y
Hardjo-Prajitno), Wolffii y Pomona. Existen va-
riaciones interanuales de seroprevalencias,
debidos a influencia climatica y estacional de
la enfermedad (Suanes, 2013).

En nuestro pais la leptospirosis humana es
una enfermedad de notificacién obligatoria
que debe realizarse frente a la sospecha de
la enfermedad aun no confirmada por labo-
ratorio. Las notificaciones se realizan al De-
partamento de Vigilancia Epidemiologica del
Ministerio de Salud Publica. Un 70% de per-
sonas enfermas corresponde a trabajadores
vinculados a la actividad rural y/o en contac-
to con ganado bovino. Segun grupo etario, se
observd principalmente en adultos jovenes
entre 20 y 39 anos, potencialmente activos.
Schelotto F y col reportaron en 2012 una inci-
dencia promedio entre los anos 2000 a 2010
de 3,6/100.000 habitantes lo que, teniendo
en cuenta la subnotificacion, resulta en una
incidencia proyectada de 15/100.000 habi-
tantes. El Depto. de Epidemiologia del MSP
informo una incidencia de 4,2/100.000 habi-
tantes en 2015, y 3 pacientes murieron por la
enfermedad.

En el ano 2014 el Ministerio de Ganaderia a
través de la Direccion de laboratorios Veteri-
narios (DILAVE), junto con el Instituto Pasteur
de Montevideo (IPM), comenzaron a trabajar
con el objetivo de aislar leptospiras patége-
nas de bovinos infectados. Dicha interaccion
permitio lanzar un primer proyecto Innova-
gro, aun en curso denominado: “Tipificacion
y diagnostico de Leptospira spp. por técnicas
moleculares: hacia el diseno de vacunas
recombinantes”. Ademas del aislamiento de
cepas locales de Leptospira, el desafio era
lograr tipificarlas con aproximaciones tan-
to serologicas como moleculares, lo que ha
sido conseguido con éxito. En el ano 2015 el
gran interés nacional en el tema hizo que se
formara un grupo interinstitucional y mul-
tidisciplinario constituido por: IPM, Institu-
to Nacional de Investigacion Agropecuaria
(INIA), Universidad de la Republica (UdelaR,
a traveés del Instituto de Higiene de la Facul-
tad de Medicina) y DILAVE. Los laboratorios



privados de produccion de vacunas naciona-
les (Microsules, Prondily Virbac-Santa Elena)
se integraron para colaborar en el proyecto
ANII modalidad Alianza (vinculacién sector
publico-privado) “Creacion y caracterizacion
de un banco de cepas de Leptospira spp. ais-
ladas de casos de leptospirosis bovina en
Uruguay”. El objetivo principal de este pro-
yecto es el aislamiento y tipificacion de 60
cepas de leptospiras patogenas para creary
mantener un primer banco de cepas nacional
de Leptospira spp, fortaleciendo asimismo las
capacidades tecnologicas nacionales para
el abordaje de la leptospirosis bovina. Dicho
cepario sera valioso para informar sobre se-
rovares relevantes para formular vacunas
eficaces. Es asi que durante estos ultimos
2 anos este grupo multicéntrico ha venido
aportando capacidades complementarias
desde cada Institucién, desarrollando tareas
que van desde la obtencion de muestras a
partir de ganado bovino, hasta el aislamien-
to microbiologico de cepas de las bacterias
patdgenas y el analisis detallado de su iden-
tidad por técnicas moleculares.

METODOLOGIA

Para lograr el objetivo se plantearon 3 esce-
narios de muestreo:

1- Muestreo de animales a campo con titulos
altos de anticuerpos contra leptospiras, con

antecedentes de abortos y/o enfermedad
aguda. Se consideraron también como focos

a ser estudiados los casos con anteceden-
tes de abortos en los cuales los veterinarios
de campo ya hubieran enviado sangre para
titulacion de anticuerpos y se encuentren
titulos altos anti-leptospira. Se visitaron los
establecimientos para colectar muestras de
orina para cultivo y muestras de sangre para
serologia. También se incluyeron muestreos
a campo de terneros con signos clinicos y/o
lesiones (ictericia y/o hemoglobinuria) que
hicieran sospechar la enfermedad. Se toma-
ron muestras de terneros vivos (orina, y san-
gre con y sin anticuoagulante) y muertos (or-
ganos).

2- Muestras de fetos o terneros muertos du-
rante o posterior al parto: Estas muestras son
enviadas al Laboratorio por parte de los ve-
terinarios de campo. Para su procesamiento
se siguio el protocolo ya establecido por la
DILAVE e INIA plataforma Salud Animal. Se
procesaron organos: rindn, higado, liquido
abomasal, humor acuoso y bazo, asi como li-
quido de cavidad y suero de la madre para

analizar por test serologico (MAT).

3- Muestreos en plantas de faena: Se visi-
taron plantas de faena en todo el pais y se

extrajeron al azar muestras de rindn de dife-
rentes tropas cada dia. Se recogid orina por
puncion vesical. Los rinones fueron transpor-
tados al Departamento de Bacteriologia y Vi-
rologia del Instituto de Higiene, refrigerados,
para procesamiento y analisis.

Las actividades de muestreo a campo fue-
ron coordinadas y ejecutadas entre la red de
Laboratorios de la DILAVE (Laboratorios Re-
gionales de Montevideo, Paysanduy Treintay
Tres) y los profesionales veterinarios de libre
gjercicio. Los muestreos en plantas de fae-
na fueron coordinados por el IH-UdelaR en
acuerdo con los servicios de inspeccion ve-
terinaria MGAP en cada planta.

Los rebanos muestreados, fueron previa-
mente detectados como focos por parte de
la DILAVE Central (Laboratorio de Leptospi-
rosis), por presentar. animales con titulos 2
1/200 por MAT y/o antecedentes de abortos
o sintomas de enfermedad aguda. Los sue-
ros muestreados fueron procesados por MAT
usando el cepario de referencia con 7 serova-
res. Pomona, Hardjo, (biotipo Hardjo-Prajitno
y Hardjo-Bovis), Wolffii, Icterohaemorrhagiae,
Grippotyphosa y Canicola. Se consideran po-
sitivos aquellos sueros con titulos iguales o
superiores a 1/200.

En la visita a los predios, se tomaron mues-
tras de sangre y orina de 19 animales (con y
sin antecedentes de abortos). Las muestras
de orina fueron procesadas para aislamiento
en la DILAVE e IH. Cada muestra de orina fue
sembrada en medio selectivo EMJH con 5-
fluorouracilo (5-FU), luego incubando a 29°C
por hasta 6 meses. Los cultivos fueron obser-
vados al microscopio de campo oscuro (40X)
cada 1-2 semanas. El equipo del IPM en for-
ma paralela proceso las mismas muestras de
orina para detectar el gen lipL 32 (gen marca-
dor de especies patogenas de Leptospira) por
la técnica de PCR a tiempo final, lo cual es
util para priorizar el seguimiento de cultivos
positivos. Las muestras de tejidos de terne-
ros y fetos se procesaron de acuerdo a proto-
colos previamente establecidos, los érganos
(bazo, rindn, humor acuoso, higado y liqui-
do abomasal) fueron sembrados en medio
EMJH 5-FU. La PCR de lipL32 también fue util
para re-confirmar cultivos con crecimiento
de microorganismos sospechosos. Los culti-
vos positivos fueron purificados en la DILAVE




central y en el IH-UdelaR por filtraciéon con
filtros de 0,2um, hasta obtencion de cepas
aisladas. Los aislamientos se conservan con-
gelados en nitrégeno liquido en presencia de
2,5% DMSO, y una alicuota es enviada al IPM
para su tipificacion final: la determinacion de
especie se efectua a partir de la amplifica-
cidon parcial del gen rARN-16S y su secuencia-
cidén. También se amplifica y secuencia el gen
secY agregando informacién sobre secuen-
ciotipos. La determinacion de serogrupo se
realiza por MAT utilizando anticuerpos de re-
ferencia (obtenidos en el instituto KIT, Holan-
da). Por ultimo, esta informacion de especiey
serovar se complementa con el resultado del
analisis de loci de numero variable de repe-
ticiones en tandem (VNTR por sus siglas en
inglés multilocus variable number of tandem
repeats), tabulados que permiten la clasifica-
cion de serovar. Adicionalmente, en el IPM se
estan secuenciando los genomas completos
de todos estos primeros aislados, usando
métodos de secuenciacion masiva de proxi-
ma generacion.

RESULTADOS

Muestreos a campo
Se realizaron hasta ahora (marzo 2017) 41

muestreos, en 37 focos diferentes detecta-
dos en DILAVE. De los 37 focos, 3 (8,1%) fue-
ron por sospecha de leptospirosis aguda (2
en terneros y 1 en animales adultos). El resto
de focos, 91,8% (34/37) fueron identificados a
partir de casos de abortos. La tabla 1 muestra
la distribucion de muestras de orina prove-
nientes de dichos focos a lo largo del perio-
do de estudio (dic 2014-mar 2017). En la tabla
2 se puede observar la distribucion de focos
por departamento. Este muestreo dirigido
(predios con alta probabilidad de tener la en-
fermedad), al cabo de 2 anos calendario, lo-
gro cubrir una extensa superficie del pais, 13
de los 19 departamentos, y comprendiendo
sistemas productivos de carne y leche (Tabla
3).

Tabla 1. Total de muestras de orinas
muestreadas por ano

Afo Frecuencia Porcentaje
2014 19 2.54

2015 363 48.46
2016 330 44.06
2017 37 494

Total 749 100.00

Tabla 2. Distribucién de focos
por Departamento

Departamento Frecuencia Porcentaje
Artigas 2 541
Canelones 5 13.51
Cerro Largo 1 270
Colonia 1 2.70
Durazno 1 270
Florida 6 16.22
Lavalleja 2 541
Paysandu 3 8.1
Rio Negro 4 10.81
Salto 2 5.41
San José 2 5.41
Soriano 3 8.11
Treinta y Tres 5 13.51
Total 37 100.00

Tabla 3. Distribucion de focos
por sistema productivo

Sistema Frecuencia Porcentaje
Carnicero 20 54.05
Lechero 17 45.95
Total 37 100.00

La breve encuesta realizada en la visita a
los predios durante el muestreo permitiod
recabar datos sanitarios, en particular ante-
cedentes de vacunacion en los ultimos 12
meses (Tablas 4y 5), sugiriendo que no hay
diferencia estadisticamente significativa (Pr
= 0.13) en vacunacion entre los predios car-
nicos o lecheros estudiados.

Tabla 4. Frecuencia de focos segun
estatus de vacunacion

Vacunacién Frecuencia Porcentaje
No Vacunados 12 40.00
Vacunados 18 60.00
Total 30 100.00




Tabla 5. Estado de vacunacion de los
focos segun sistema productivo.

Vacunacion

Sistema No Si Total
Carne 8 8 16

% 50.00 50.00 100.00
Lechero 4 10 14

% 28.57 71.43 100.00
Total 12 18 30

% 40.00 60.00 100 .00

Pearson chi2=2.28 Pr=0.13

El 17.3% del total de orinas analizadas
(111/641) fueron positivas por PCR detec-
tando el gen lipL32 (Tabla 7), indicando que
dichos animales estaban infectados con
leptospiras patdogenas. Si se lleva este ana-
lisis al nivel de establecimientos muestrea-
dos, en el 80.65% (25/31) de los mismos al
menos 1 animal presentaba leptospiras pa-
togenas en su orina (Tabla 8), mientras que
el 19.35% (6/31) resulto negativo. La Tabla 9
muestra que, una vez mas, los porcentajes
de predios positivos cuando se compara su
sistema productivo son similares.

Tabla 7. Resultado de PCR lipL32 en
muestras de orina a nivel de animales.

Tabla 9. Proporcion de los focos segun
su sistema productivo vs el resultado de

PCRLipL32.
PCR Rebario
Sistema Negativo Positivo Total
Carne 3 15 18
% 16.67 83.33 100
Lechero 3 10 13
% 23.08 76.92 100
Total 6 25 31
19.35 80.65 100

Integrando la informacion de vacunacion
previa, la Tabla 10 muestra que el 100%
(12/12) de los rebanos que no habian reci-
bido vacunacion en los ultimos 12 meses
presentaban al menos 1 animal excretor de
leptospiras patdégenas. En cambio, de los
rebanos que habian recibido al menos una
dosis de vacuna solo el 29.41% (5/17) fue-
ron negativos. Es importante destacar que
el restante 70.59% (12/17) de predios con
antecedente de vacunacion, presentaban
de cualquier modo animales en los que se
detecto infeccion. El total de rebanos con
antecedentes de vacunacion fueron 18 (Ta-
bla 4), sin embargo las muestras de orinas
de uno de ellos no fue analizada por PCR.

Tabla 10. Proporcién de los focos segun
su estatus de vacunacion vs su resultado

PCR orina Frecuencia Porcentaje de PCR.
Negativo 530 82.68 e HEDang
o Vacunacion Negativo Positivo Total

Positivo 111 17.32 Mo actnados : - p
Total 641 100.00 0.00 100.00 100.00

Vacunados 5 12 17
. 29.41 70.59 100.00

Tabla 8. Resultado de PCR lipL32
. . Total 5 24 29
en muestras de orina a nivel de focos.

17.24 82.76 100.00

PCR Frecuencia Porcentaje
Rebafio

Negativo 6 19.35

Positivo 25 80.65

Total 31 100.00

Las muestras de orina fueron sembradas
en medio de cultivo selectivo, en procura
de obtener aislamientos de leptospiras. La
tasa de aislamientos de leptospiras patd-
genas general en muestras de orina fue de
un 4.49% (31/691), con una cierta variacion
comparando ambos anos analizados (Tabla
11).




Tabla 11. Resultado de cultivos positivos en
muestras de orina en el periodo 2015-2016.

Cultivos

Ano Negativos Positivos Total
2015 343 24 367
% 93.46 6.54 100.00
2016 317 7 324
% 97.84 2.16 100.00
Total 660 31 691

95.51 4.49 100.00

esfuerzos por cuantificar la eficacia protec-
tiva de las vacunas disponibles, continuar
con los estudios epidemiolégicos de la en-
fermedad y eventualmente ensayar su me-
joramiento por introduccion de serovares
autoctonos relevantes.

Tabla 13. Caracterizacion seroléogicay
antecedentes de vacunacion de los
animales de los que se han obtenido
aislamientos de leptospiras patdégenas.

El 33.33% (12/36) de los rebanos muestrea-
dos fue positivo por cultivo con al menos 1
aislamiento de leptospiras patégenas obte-
nido en el periodo de estudio. Solo en uno
1 de los 12 focos confirmados por cultivo, la
tecnica de PCR lipL32 no detectd ADN de
Leptospira en ninguna de las orinas estu-
diadas para ese foco. A su vez, 13 focos que
fueron confirmados con al menos una orina
positiva por PCR, resultaron ser negativos
para el cultivo de Leptospira spp. La com-
binacion de PCR y cultivo bacteriologico
demuestra ser util maximizando las chan-
ces de deteccion y aislamiento del agente
patogeno. Se lograron purificar 19 cultivos
de leptospiras patogenas a partir de mues-
tras de orina, lo que representa una tasa de
éxito del 61.2% en relacion al total de 31cul-
tivos positivos obtenidos hasta la fecha.

Tabla 12. Resultado de cultivos positivos
en muestras de orina a nivel de focos.

Cultivo

Rebafio Frecuencia Porcentaje
Negativo 24 66.67
Positivo 12 33.33
Total 36 100.00

Se obtuvieron 19 cultivos puros de leptos-
piras patogenas en muestras de orina a
campo (ver detalles mas abajo en la Tabla
18). De los animales donde se pudo conse-
guir una aislamiento puro (Tabla 13), solo el
15.8% (3/19) fue positivo por MAT y no ha-
bian recibido vacunacion en los ultimos 12
meses. El restante 84.2% de aislamientos
obtenidos incluye 7 animales seronegati-
vos por MAT, asi como 9 seropositivos pero
que habian sido vacunados. Estos resulta-
dos refuerzan la importancia de obtener
aislamientos ampliando nuestros bancos
de referencia de antigenos. También sena-
lan la necesidad de profundizar nuestros

Vacunacion
MAT No Si Total
Positivo 5 pLi 7
7143 28.57 100.00
Negativo 3 9 12
2500 75.00 100.00
Total 8 11 19
42 11 57.89 100.00
MUESTREO DE FETOS

En el periodo de estudio se procesaron 594
muestras de organos, obtenidos a partir
de 147 fetos (Tabla 14) recibidos en DILAVE
(Montevideo, Paysandu y Treinta y Tres) e
INIA (Plataforma de Salud Animal, estacion
La Estanzuela), donde se realizé la necrop-
sia, extraccion de muestras y sembrado para
cultivo bacteriologico. Los cultivos fueron
estudiados durante 6 meses por microscopia
de campo oscuro en la DILAVE central.

Tabla 14. Fetos recibidos en los laboratorios
DILAVE e INIA por ano.

Afo Frecuencia Porcentaje
2015 51 34 .69
2016 78 53.06
2017 18 12.24
Total 147 100.00

A fin de 2016 el IPM validé la técnica de PCR
de lipL32 en érganos, lo que permitio acelerar
el procesado de los mismos para cultivo/ais-
lamiento, con lo que se partié tanto de mues-
tras congeladas como de material fresco. De
un total de 110 tejidos analizados por PCR
lipL32, 8 fueron positivos (Tabla 15), aunque
no se han logrado aun cultivos positivos ais-
lados. Estas 8 muestras positivas correspon-
den a 7 fetos individuales, un feto contribuyo



con 2 muestras de tejido positivos, higado y
rindn (Tabla 16).En suma, la proporcion total
de fetos positivos fue de 13.53% (7/51).

Tabla 15. Analisis de tejidos de fetos

por PCR lipL32.
PCR LipL32

Muestra Negativo Positivo Total
Bazo 1 0 1
Higado 32 4 36
Lig. abomasal 18 1 19
Liqg. pericardico 2 0 2
Placenta 0
Rifion 48 3 51
Total 102 8 110

Tabla 16. Detalle de muestras fetales
positivas a PCR (0=negativas, 1=positivas).

Muestra e LVIM LXIVM LXVIIM _ XII-l XLVIIP _ XXIXP  Total
Higado 0 1 1 0 1 0 1 4

Liq. 0 0 0 0 0 1 0 1
Abomasal

Rifion 1 0 1 1 0 0 0 3
Total 1 1 2 1 1 1 1 8

Se realizo amplificacion parcial del gen rARN-
16S en todas las muestras que dieron ampli-
ficacion positiva para el gen lipL 32. En cuatro
muestras se obtuvo una intensidad de ampli-
ficacion suficiente que permitié obtener la se-
cuenciacion parcial del gen. Asi se identifico
la presencia de L. interrogans en tres mues-
tras de higado y en una muestra de rinoén.

En cuanto a los resultados de cultivos bacte-
rioldgicos, a la fecha se logrd un cultivo posi-
tivo de leptospiras patdgenas a partir de una
muestra de liquido abomasal, confirmado
por PCR, pero no se llegd aun a cultivo puro.

MUESTREO DE TERNEROS

Se recibieron 81 muestras de tejidos de ter-
neros en los laboratorios DILAVE centraly re-
gionales (Tabla 17).

De las muestras que ya han cumplido su
tiempo maximo de cultivo (6 meses) se en-
contraron leptospiras patégenas en 2 mues-
tras, de orina y de rindn. Las mismas fueron
confirmadas por PCR lipL32, técnica que per-
mitié identificar una tercer muestra positiva
de liquido abomasal, aun cuando no se logro
cultivar el agente. De estas tres muestras, el
cultivo a partir de orina resultd en una cepa
aislada pura (Tabla 18).

Tabla 17. Numero de muestras a partir de
tejidos de terneros sospechosos recibidas
por DILAVE en el periodo 2015-2017.

Afio Frecuencia Porcentaje
2015 34 41.98
2016 35 43.21
2017 12 14.81
Total 81 100.00

MUESTREO EN PLANTAS DE FAENA

Se estudiaron en el IH-UdelaR hasta el mo-
mento 243 muestras de rinones, tomadas
en 22 plantas de faena, abarcando animales
de todos los departamentos del pais. De es-
tas muestras, se separaron porciones para
inmunofluorescencia, PCR, y se homogeni-
zaron en PBS con un Stomacher®secciones
tomadas de 2 lugares diferentes del érgano,
para siembra en medios EMJH y Fletcher. Se
tomaron ademas 247 muestras de orina ve-
sical, de animales diferentes que los rinones,
salvo excepciones.

El seguimiento de dichos cultivos bajo mi-
croscopio, con confirmacion de varios sospe-
chosos por PCR ARNr-16S vy lipL 32, ha permiti-
do hasta el momento obtener 4 aislamientos
puros a partir material cadavérico. Tres a par-
tir de orinas, y uno de rinodn.

TIPIFICACION DE CULTIVOS PUROS

En suma se han obtenido 24 aislamientos
puros de Leptospira, que estan siendo tipifi-
cados en el IPM e |H (Tabla 18). L. interrogans
se aislé en mayor proporcion, seguida de L.
borgpetersenii y L. noguchii. Es importante re-
calcar que estas tres especies son patége-
nas, y no intermedias. El serogrupo y serovar
de cada una de estas cepas aisladas ha sido
determinado en la mayoria de los casos, y
esta en curso de verificacion, cotejando con
secuencias de los genomas completos obte-
nidos en el IPM.




Tabla 18. Especies de Leptospira por PCRy
secuenciacion parcial del gen ARNr-16S
aisladas en muestras de orinay tejidos.

Aislamientos Puros
Muestreo Animales

Muestreo Total

de Faena de campo Muertos
Muestras Orina RifAén  Orina Orina*
Especie
L. borgpetersenii 0 0 5 0 5
L. interrogans 2 1 11 0 14
L. noguchii 1 0 3 1 5
Total 24
*Orina proveniente de un ternero
DISCUSION Y CONCLUSIONES

Considerando los datos recabados a nivel de
predios, la técnica de MAT detectd el 76.6%
de los focos de Leptospira donde se encon-
traban animales excretores del microorga-
nismo (PCR-positivos). No se debe excluir la
posibilidad de que en los establecimientos
negativos por PCR, los animales pudieran es-
tar excretando leptospiras de modo intermi-
tente y/o por debajo del nivel de deteccion
de la técnica (~1000 bacterias/ml de orina).
Asi mismo, no es sencillo aseverar causa de
aborto solo en base a seropositividad para
leptospirosis: aun cuando descartamos que
los focos fueran positivos a brucelosis, las
causas de aborto podrian ser otras y la se-
rologia atribuible a una infeccion pasada y
no en curso. Los titulos por MAT en algunos
los establecimientos donde no se detectaron
animales eliminadores, estaban por debajo
de 1/400 para los serovares estudiados.

A nivel de animales individuales, la técnica
de MAT predijo a nivel de serogrupo 8 de
los 11 aislamientos de Leptospira interrogans.
Soélo para uno de los aislamientos de L. bor-
gpetersenii, el animal presentod titulo de an-
ticuerpos contra el serogrupo Sejroe. Esto
puede deberse al hecho de que la sensibi-
lidad de la técnica de MAT en serovares de
mantenimiento como ser Hardjo (cuyo tipo
Hardjo-Bovis pertenece a la especie L. borg-
petersenii) puede llegar a ser baja (Ellis y col,
1986).Es de destacar que la técnica de MAT
no pudo identificar a los aislamientos de Lep-
tospira noguchii. Esto es sencillo de compren-
der, pues dentro del banco de antigenos de
referencia utilizado rutinariamente en DILA-
VE, que incluye 7 serovares, no se incluyen
actualmente ninguno que corresponda a los
expresados por L. noguchii. Este hallazgo es
importante, dado que L. noguchii es una re-
conocida especie patogena, en la medida de
se vayan identificando nuevos serovares en-
tre los aislamientos de leptospiras, se podran
ir agregando al cepario de referencia para

diagnostico por MAT. Esta reportado que esta
practica aumenta la sensibilidad de las técni-
cas serologicas (Pinto y col2015).

El patron serolégico no predijo la proporcion
de animales excretores ni el aislamiento pos-
terior de leptospiras patogenas. Esto pue-
de deberse a distintas causas. La liberacion
de leptospiras en orina es intermitente y no
continua (Ellis, 2015), con lo que la busque-
da del agente bacteriano o su ADN en orina
no siempre resultara exitoso aun en animales
cursando la infeccion. Efectivamente, en los
focos muestreados mas de una vez se identi-
ficaron diferentes animales excretores en los
distintos muestreos, en los que sin embargo
se analizaron los mismos animales individua-
les. Por otro lado, las técnicas usadas miden
diferentes caracteristicas: unas buscan la de-
teccion del agente (cultivo, PCR), mientras
que la serologia mide la respuesta inmune
del huésped. Este hecho esta directamente
vinculado al punto ya planteado mas arriba:
en la medida que los bancos de antigenos de
referencia para MAT se enriquezcan con se-
rovares prevalentes en nuestro territorio, su
sensibilidad aumentara.

El criterio de inclusiéon de focos definid un
muestreo dirigido, lo cual es limitante para
obtener datos cuantitativos de prevalencia
proyectada a nivel poblacional. Debemos re-
marcar que el objetivo central en esta primer
etapa del proyecto era maximizar la proba-
bilidad de aislar leptospiras patdégenas. Es
importante insistir aqui, que al comienzo de
este proyecto no se contaba con ningun ban-
co de cepas autoctonas aisladas de ganado
bovino, al menos en el dominio publico; de
alli la pertinencia de poner todo el esfuerzo
en la puesta a punto de protocolos detalla-
dos que permitiesen ir desde el muestreo a
campo, hasta el aislamiento bacteriolégico
y la tipificacion serolégica y molecular. Aun
teniendo en cuenta que el muestreo en esta
etapa ha sido dirigido, los focos quedaron
distribuidos cubriendo gran parte del pais,
en particular incluyendo ganado de leche y
de carne. Integrando en definitiva el conjun-
to de datos nuevos a partir de este proyecto
en curso, con el historico de serodiagndstico
que lleva adelante DILAVE y los estudios de
seroprevalencia en Uruguay (Suanes 2013,
Gil y col 2003 y 2001, Repiso 2002) pareceria
confirmarse el endemismo de la enfermedad
en nuestros rodeos.

Resulta de interés comenzar a analizar nues-
tros datos en el contexto de los antecedentes



de vacunacion de los establecimientos. Un
hallazgo que merece ser senalado es la clara
identificacion de animales infectados (excre-
tores de leptospiras patégenas) que habian
sido vacunados en los ultimos 12 meses.
Los focos muestreados de ganado de leche
mostraron una tendencia a vacunar mas que
los de carne, aunque la diferencia observada
no es estadisticamente significativa con los
numeros de muestras que hemos procesado
hasta la fecha. Aun cuando dicha tendencia
diferencial confirmara mayor vacunacion en
ganado lechero, se encontraron animales
excretores (por PCR y cultivo bacteriologico)
en focos correspondientes a ambos sistemas
productivos. Si bien las vacunas no protegen
con 100% de eficacia a animales susceptibles
y teniendo en cuenta que es importante el
plan de vacunacién (cuanto mas temprano
se vacune en la vida productiva mejores re-
sultados), por sobre todo, la vacuna es sero-
var-especifica (Vallée Ey col, 2017) por lo que
es fundamental que la misma contenga los
serovares de especies patogenas de Leptos-
pira que estan circulando en el pais.

La tasa de aislamiento de leptospiras varid
segun elano en el periodo de estudio, pero se
encontré dentro del intervalo de 2.16-6.59%,
con un promedio de 4,5%, dentro de lo espe-
rado para este género bacteriano fastidioso
y de crecimiento lento (Faine y col 1999). En
muestras mas contaminadas durante la ob-
tencion de las mismas en campo, las proba-
bilidades de poder aislar leptospiras dismi-
nuyen, y este es un punto clave a optimizar.

Es evidente también que a la fecha hemos
obtenido proporcionalmente pocos cultivos
positivos a partir de tegjidos, tanto de fetos
como de terneros, comparado al éxito con
muestras de orina. Consideramos que las
muestras de organos tipicamente presentan
un alto grado de contaminacion ligada a la
descomposicion (autdlisis) al momento de
recibir las muestras para su procesamiento
en laboratorio. Esto evidentemente dificulta
sustancialmente los esfuerzos de aislamien-
to. Estamos estudiando métodos alternativos
para resolver dichas dificultades operativas.

Laintegracion del trabajo de varias institucio-
nes, con capacidades técnicas complemen-
tarias, ha hecho posible que en Uruguay se
obtuvieran 24 aislamientos puros de leptos-
piras patdégenas con alto grado de calidad.
Es asi que estamos cumpliendo el objetivo
mayor de esta, que podemos considerar una
primer etapa en el abordaje de la leptospi-
rosis bovina: la creacion de un cepario en el
dominio publico con aislamientos tipificados

al nivel de especie, serogrupo y serovar. En el
trascurso de los primeros 2 anos del proyec-
to, ademas de los primeros 24 aislamientos
identificados, hay una cantidad de cultivos en
curso de purificacion. Para obtener estos re-
sultados hemos debido optimizar protocolos
para cada una de las etapas, y sortear dificul-
tades que aparecieron también en cada una
de las aproximaciones experimentales: el
método detallado y riguroso para obtener las
muestras en campo; el mejoramiento de con-
diciones de cultivo y de las técnicas de puri-
ficacion de los mismos en vistas a la obten-
cion de cepas aisladas; la puesta a punto de
técnicas de biologia molecular de screening
rapido, que permiten priorizar los cultivos
a seguir, que de otro modo se vuelven
rapidamente demasiados para observar bajo
microscopio; y la puesta a punto de técnicas
combinadas (serologicas con anticuerpos de
referencia, y moleculares), para poder tipifi-
car sin ambiguedad las cepas aisladas. Estas
cepas van a poder tener una aplicacion di-
recta tanto para mejorar el diagndstico de la
enfermedad a nivel predial e individual, como
para ser utilizadas eventualmente en la for-
mulacion de vacunas nacionales eficaces en
proteger nuestros rebanos y el consecuente
beneficio en el control de una zoonosis de
impacto en salud publica.

BIBLIOGRAFIA

- Adler B. Vaccines against leptospirosis. En
“Leptospira and Leptospirosis” B. Adler (ed.),
Curr Top Microbiollmmunol. 2015, p 251-272.
ISBN 978-3-662-45059-8.

+ Bharti AR, Nally J.E., Ricaldi J.N. (2003) Lep-
tospirosis: a zoonotic disease of global im-
portance. Lancet Infect Dis 3: 757-771.

+ Bolin Carol. (2003) Proceedings of the 6th
Western Dairy Management Conference
March 12-14, Reno, NV—158.

- Cacchione R. A.; Caffarena R. M.; Cascelli,
E., Martinez, E. y Agorio, M. (1965) Encuesta
serologica de la Leptospirosis bovina en la
Republica Oriental del Uruguay. Bol. Inf. Min.
Gan. y Agric. Montevideo-Uruguay. Nos. 1093
y 1094. Ano: XXII. Pp.6-11.

- Caffarena R.M. y Agorio M. (1965) Comproba-
ciones serologicas de Brucelosis, Fiebre “Q"y
Leptospirosis en Bovinos del Uruguay. Gace-
ta Veterinaria. Buenos Aires- Rep. Argentina.
Tomo: XXVII. 182: 377.

- Costa F, Hagan J.E, Calcagno J., Kane M,
Torgerson P, Martinez-Silveira M.S,, Stein C,,
Abela-Ridder B., Ko A.l. Global Morbidity and




Mortality of Leptospirosis: A Systematic Re-
view. (2015) PLoS Negl Trop Dis. 9

- Easton M.C. (2006) Estudio patolégico de las
principales causas infecciosas en el aborto
bovino en Uruguay. Identificacion de la ac-
cidn de agentes infecciosos vinculados con
el aborto bovino. Tesis de Maestria. Facultad
de Veterinaria. Universidad de la Republica,
Uruguay.

- Ellis W.A. (1986) The diagnosis of leptospi-
rosis in farm animals. In: The Present State
of Leptospirosis. Diagnosis and Control. Ellis
W.A. & Little TW.A., eds. Martinus Nijhoff, Dor-
drecht, The Netherlands, pp: 13-24.

- Ellis W.A., O'Brien J.J., Cassells J. (1981) Role
of cattle in the maintenance of Leptospira
interrogans serotype hardjo infection in Nor-
thern Ireland. Veterinary Record 108, 555-7.
Ellis W.A. (2015) Animal Leptospirosis. En: Ad-
ler B. Current Topics in Microbiology and Im-
munology: Leptospira and Leptospirosis. Vol.
387 pp: 99-137.

- Faine S, Adler B, Bolin C., Perolat P. Lep-
tospira and leptospirosis. (1999). Melbourne,
Australia, MediSci, p. 272. 6.

-+ Fouts D.E., Matthias M.A,, Adhikarla H., Ad-
ler B., Amorim-Santos L., Berg D.E,, Bulach D,
Buschiazzo A, Chang Y.F, Galloway R.L., Ha-
ake D.A,, Haft D.H., Hartskeerl R., Ko All, Le-
vett PN., Matsunaga J.. Mechaly AEE., Monk
J.M., Nascimento A.L, Nelson K.E,, Palsson B,,
Peacock S.J., Picardeau M., Ricaldi J.N., Thai-
pandungpanit J., Wunder EA Jr, Yang X.[F,
Zhang J.J., Vinetz J. M. What Makes a Bacterial
Species Pathogenic?: Comparative Genomic
Analysis of the Genus Leptospira. (2016) PLoS-
Negl Trop Dis. 10

+ GiLA.D. (2001) Monitoreo sanitario en rodeos
lecheros en Florida. En: Aspectos Sanitarios
y Reproductivos en Bovinos. Seminario JICA/
DILAVE Miguel C. Rubino. Treinta y Tres- Uru-
guay. Pp: 47-56

+ Hodges R.T. (1974) Some observations on
experimental Leptospira serotype pomona
infection in sheep. New Zealand Veterinary
Journal 22, 151-4.

- Jouglard S.D., Simionatto S., Seixas F.K., Nas-
si FL. and Dellagostin O.A. (2006) Nested
polymerase chain reaction for detection of
pathogenic leptospires. Canadian Journal of
Microbiology 52, 747-52

+ Lilenbaum W. and Martins G. (2014) Lep-
tospirosis in Cattle: A Challenging Scenario
for the Understanding of the Epidemiology.
Transboundary and Emerging Diseases. 61
(1): 63-68.

- Marshall R.B., Broughton E.S., Hellstrom J.S.
(1979) Protection of cattle against natural
challenge with Leptospira interrogans sero-
var hardjo using a hardjo-pomona vaccine.
New Zealand Veterinary Journal 27, 114-6.
Martin L., Pettit A. (1918) Sero-diagnostic de
la spirochaetose icterohaemorrhagique. Bu-
lletin et Mémories de la Societé Médicale des
Hopitaux de Paris, 42:972-675.

+ Picardeau M. (2013) Diagnosis and epide-
miology of leptospirosis. Méd. Mal. Infect. 43,
1-9.

+ Pinto P.S,, Loureiro A.P., Penna B., Lilenbaum
W. (2015) Usage of Leptospira spp. local stra-
ins as antigens increases the sensitivity of the
serodiagnosis of bovine leptospirosis. Acta
Tropica 149 163-167.

+ Postic D., Merien F.,, Perolat P, Baranton G.
(2000) Diagnostic biologique leptospirose
- borréliose de Lyme/Biological diagnosis
leptospirosis- lyme borrelosis, 2nd ed. Paris,
collection des Laboratories de Réference et
d'Expertise. Institut Pasteur a Paris, 177-186.

+ Repiso MV, Olivera MA,, Herrera B., Silva
M., Guarino H., Nunez A, Osawa T., Fernandez
L., Banales P, Gil A. (2002) Prevalencia de las
enfermedades que afectan la reproduccion
de los bovinos para carne en el Uruguay. Se-
minario de Actualizacion Técnica. INIA Serie
228:57-70

- Schelotto F,, Hernandez E., Gonzalez S., Del
Monte A, Ifrano S., Flores K., Pardo L., Para-
da D, Filippini M., Balseiro V., Geymonat J.P,
Varela G. (2012) A ten-year follow-up of hu-
man leptospirosis in Uruguay: An unresolved
health problem. Rev. Inst. Med. Trop. Sao Pau-
lo 54 (2): 69-75.

+ Suanes, A. (2013) Leptospirosis bovina: en-
fermedad, epidemiologia y diagnostico se-
rolégico. En: Publicacion Académica “Lep-
tospirosis”. Academia Nacional de Medicina
y Academia Nacional de Veterinaria del Uru-
guay. Pp: 18-25

- Subharat S., Wilson P.R., Heuer C. and Coll-
ins-Emerson J.M. (2011) Evaluation ofa SYTO9
real-time polymerase chain reaction assay
to detect and identify pathogenic Leptospi-
ra species in kidney tissue and urine of New
Zealand farmed deer. Journal of Veterinary
Diagnostic Investigation 23, 743-52.

- Vallée E., Ridler A.L., Heuer C,, Collins-Emer-
son J.M., Benschop J, Wilson PR. (2017) Effec-
tiveness of a commercial leptospiral vacci-
ne on urinary shedding in naturally exposed
sheep in New Zealand. Vaccine. 35:1362-8.



