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Este estudio tuvo como objetivo la identifica-
ción y tipificación de cepas de Leptospira spp. 
en tejidos provenientes de casos de aborto en 
bovinos, utilizando métodos moleculares. Se 
detectó la presencia de ADN de especies pató-
genas de Leptospira por amplificación por PCR 
del gen lipL32 y se realizó la identificación y tipi-
ficación de las mismas mediante amplificación 

y secuenciación parcial de los genes rrs (ARNri-
bosomal 16S) y secY. Se analizaron los amplico-
nes de estos dos genes en muestras de tejidos 
provenientes de nueve fetos abortados, positi-
vos para el gen lipL32. El análisis filogenético de 
las secuencias rrs y secY permitió determinar la 
especie del agente como L. interrogans en todas 
las muestras de fetos abortados. Las especies 
identificadas son del mismo genotipo secY que 
el encontrado recientemente en de aisla-
mientos de L. interrogans obtenidos a par-
tir de bovinos adultos (de campo y en fri-
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gorífico) en Uruguay. Estos resultados muestran 
que es posible obtener datos de identificación y 
tipificación de especies patógenas de Leptospi-
ra directamente a partir de muestras biológicas 
resultando así en una herramienta útil para la 
realización de estudios epidemiológicos en ca-
sos clínicos de leptospirosis en los cuales no es 
posible llegar a la obtención de un cultivo puro.

histopatología y serología han reportado que 
30% de los abortos de etiología infecciosa en 
bovinos en Uruguay son debidos a leptospiro-
sis, por lo que es considerada una enfermedad 
de relevancia que afecta la reproducción y con-
secuentes impactos económicos (M. C. Easton, 
2006). Se pueden aislar cepas de Leptospira 
spp. a partir de muestras de orina de animales 
infectados crónicamente, así como también de 
diferentes tejidos provenientes de fetos aborta-
dos, utilizando técnicas de cultivo microbiológi-
co. Sin embargo, el cultivo de Leptospira es di-
ficultoso debido, en parte, a los requerimientos 
nutricionales de la bacteria, así como también a 
la calidad de las muestras frecuentemente no 
óptimas en condiciones de campo (autólisis y 
contaminación con otros géneros bacterianos) 
(R. T. Chideroli et. al., 2017). Es por ello que no se 
recurre al aislamiento como herramienta diag-
nóstica, prefiriendo en cambio el diagnóstico se-
rológico por test de aglutinación microscópica 
y/o el diagnóstico molecular mediante detec-
ción del ADN del agente infeccioso por PCR. En 
el diagnóstico por PCR, además de la detección 
de genes específicos de especies patógenas de 
leptospiras una herramienta muy utilizada es la 
secuenciación de los genes rrs y secY (P. Bourhy 
et al, 2013, C. Hamond et al, 2016). El análisis de 
las secuencias del gen rrs permite la determi-
nación de especie y el análisis filogenético del 
gen secY permite identificar distintos genotipos 
dentro de una misma especie (C. Hamond et al, 
2016, J. Perez and C. Goarant, 2010). El uso de 
estas herramientas es muy útil para la realiza-
ción de estudios epidemiológicos cuando se 
dificulta aislar la bacteria por cultivo microbio-
lógico. En este trabajo se describe la detección, 
identificación y genotipificación de especies pa-
tógenas de Leptospira a partir de muestras bio-
lógicas de diferentes tejidos provenientes de 
casos de abortos en bovinos.
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Materiales y Métodos

The aim of this study was to identify and geno-
type Leptospira spp. strains in tissue samples 
from cases of abortions in cattle, using molecu-
lar approaches. The DNA of pathogenic Leptos-
pira spp. was detected by PCR amplification of 
the lipL32 gene. Further identification and typing 
was carried out by amplification and partial se-
quencing of the rrs (rRNA 16S) and secY genes.

The amplicons of the latter two genes were 
analyzed in tissue samples from nine aborted 
fetuses, positive for lipL32. Based on phylogene-
tic analyses of the rrs and secY sequences, the L. 
interrogans species was determined in all these 
samples. This genotype is identical to the one 
recently found in isolated L. interrogans strains 
obtained from adult animals in Uruguay (in the 
field and slaughterhouses). We can conclude 
that this molecular approach enables identifica-
tion and typing of pathogenic Leptospira directly 
from biological samples, representing a useful 
tool to carry out epidemiologic studies of clini-
cal cases of leptospirosis for which isolation is 
not possible.

La leptospirosis es una enfermedad bacteriana 
zoonótica que sucede en diversos escenarios 
epidemiológicos (A. I. Ko et al, 2009), de gran re-
levancia médica y veterinaria. La enfermedad es 
producida por especies patógenas del género 
Leptospira y tiene una amplia distribución geo-
gráfica debido al gran espectro de huéspedes 
mamíferos que albergan y excretan el agente 
de sus túbulos renales (P.N. Levett, 2001). Su 

diagnóstico es dificultoso, derivando en 
la subestimación de su incidencia (R. A 
Hartskeerl et. al, 2011). Estimaciones por 

Se estudiaron 107 casos de abortos en bovinos 
entre mayo de 2015 y diciembre de 2017, que 
fueron enviados a los laboratorios de DILAVE 
(regional noroeste, n=25 y sede central, n=50) 
y Plataforma de Salud Animal de INIA La Es-
tanzuela (n=32) para diagnóstico diferencial de 
aborto. El material cadavérico fue procesado en 
cada uno de los laboratorios según protocolos 
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establecidos. Los órganos fueron procesados 
en Stomacher y 2 mL de homogenato fueron en-
viados a la Unidad Mixta Pasteur + INIA para ex-
tracción de ADN y posterior realización de PCR. 
La extracción y purificación de ADN se realizó 
con el kit comercial PureLink® Genomic DNA 
(Invitrogen). La detección de ADN de especies 
patógenas de Leptospira se realizó mediante 
amplificación del gen lipL32 utilizando los oligo-
nucleótidos lipL32F y lipL32R (N. Ahmed et al, 
2006). En las muestras donde se detectó ADN 
de leptospiras patógenas se realizó luego am-
plificación por nested-PCR de un fragmento de 
los genes rrs y secY utilizando los oligonucleó-
tidos LA y LB (F. Mérien et.al., 1992)⁠ en el primer 
ciclado y LC y RS4 en la nested-PCR para para el 
gen rrs (D. Postic et.al., 2000); y los oligonucleó-
tidos secYF y secYR en el primer ciclado, y Se-
cYIVF y SecYIVR en la nested-PCR para el gen 
secY (P. Bourhy et al, 2013). Los amplicones ob-
tenidos fueron secuenciados mediante tecnolo-
gía Sanger (Macrogen, Korea). La calidad de las 
secuencias fue evaluada mediante el software 
Chromas 2.6.5 y las secuencias consenso se ob-
tuvieron con el software BioEdit 7.05. El análisis 
filogenético fue realizado con el software Mega 
6.0, empleando el método Neighbor-Joining, 
modelo Tamura-Nei; y el método bootstrap para 
computar la filogenia (1000 réplicas).

bovino obtenidos recientemente por nuestro 
grupo e identificados como L. interrogans sero-
var Kennewicki (serogupo Pomona) (Zarantone-
lli et al, PLoSNegl. Trop. Dis., manuscrito en revi-
sión). Estos resultados están en sintonía con lo 
reportado en la literatura, con identificación del 
serogrupo Pomona, una de las serovariedades 
de la especie L. interrogans con reconocidas ca-
racterísticas abortogénicas en bovinos (S. Herr 
et. al., 1982, B. F. Kingscote and D. Wilson, 1986, 
W.A. Ellis, 2015).
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar y difer-
enciar el impacto de la caminata y del efecto 
del tiempo de ayuno sobre el pH del rumen de 
vacas lecheras en pastoreo. Para el ensayo se 
utilizaron 30 vacas multíparas en lactación, que 
fueran asignadas según un diseño de bloques 
al azar, con dos semanas de previo acostum-
bramiento a los tratamientos: Caminata de 5 
km/d [Caminata]; Ayuno (alimenticio) durante 
un tiempo equivalente al período de camina-
ta del tratamiento caminata [Ayuno]; Sin ayuno 
y sin caminata [Control]. Para la determinación 
de pH del rumen, 4 vacas de cada tratamiento 
fueran sondeadas en el rumen. Para la colec-
ta de muestra, durante el intervalo de 24 h se 
colectó muestras del líquido ruminal siendo 
determinado pH inmediatamente después de 
la colecta. En conclusión, el grupo caminata no 
defirió en valores de pH ruminal comparado el 
grupo control y se observó que el grupo ayuno 

presentó menores valores de pH ruminal en 
contraste con el grupo caminata y control.

The objective of this study was to investiga-
te the impact of walking or/and fasting time 
in rumen’s pH of dairy cows under grazing. For 
this study thirty animals were assigned to three 
treatments in a randomized block design, wal-
king 5 km/d [walk treatment]; food fasting du-
ring the same time of treatment walking [fasting 
treatment] and; control treatment. For rumen’s 
pH determination, four dairy cows per treatment 
were rumen probed. Ruminal fluid samples were 
collected hourly for 24 hours to measure pH. In 
conclusion, rumen’s pH of walking treatment 
was not different relative to control, and as ex-
pected fasting treatment was the lowest.

Introducción

Abstract

Dado el creciente interés por la maximización 
de la cosecha directa de pasto en los tambos le-
cheros de Uruguay que, en combinación con el 
aumento de tamaño de las unidades producti-


	pagina 207
	pagina 210

