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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la
inmunogenicidad de una vacuna comercial
contra Leptospira spp., en vaquillonas Hols-
tein, expuestas a la posible infeccién natural
por la bacteria. Se determinaron los titulos de
anticuerpos anti-leptospira mediante la prueba
de microaglutinacion (MAT) en sueros de ani-
males vacunados (n=30) y animales control
(n=30), obtenidos mensualmente. Se evaluo la
respuesta humoral contra los ocho antigenos
homdlogos incluidos en la vacuna y contra ce-
pas heterologas aisladas de bovinos en Uru-
guay. Luego del tercer refuerzo se observo un
aumento significativo (p<0,0001) en el titulo de
anticuerpos contra 7 de los 8 serovares homo-
logos y baja reactividad contra los serovares
heterdlogos autéctonos.

SUMMARY

The objective of this study was to evaluate
the immunogenicity of a commercial vaccine
against Leptospira spp., in Holstein heifers,
exposed to a possible natural infection by the
bacteria. Anti-leptospira antibody titers were
determined by microagglutination test (MAT) in
sera from vaccinated animals (n=30) and con-
trol animals (n=30), obtained monthly. The hu-
moral response against the eight homologous
antigens included in the vaccine and against
heterologous strains isolated from cattle in
Uruguay was evaluated. After the third boost,
a significant (p<0.0001) increase in antibody ti-
ter against 7 of the 8 homologous serovars and
low reactivity against autochthonous heterolo-
gous serovars was observed.

INTRODUCCION

La leptospirosis es una zoonosis de distribu-
cion mundial. Su agente etiolégico son especies
patégenas del género Leptospira (Picardeau,
2017). En bovinos, la infeccion aguda puede
provocar el nacimiento de terneros deébiles,
causar su muerte o inducir abortos en vacas
prefadas (Ellis, 2015). La infeccidn cronica se
asocia a una disminucion de indices reproduc-
tivos en el rodeo, perpetuando el ciclo de trans-
mision del agente. Para su control se usan las
vacunas formuladas con leptospiras enteras
inactivadas (bacterinas) (Adler, 2015). Debido
a la variacion en la composicion del lipopolisa-
carido (LPS) en la membrana de Leptospira, se
conocen mas de trescientos serovares, que re-
presentan una gran diversidad antigénica (Pi-
cardeau, 2017). La respuesta humoral inducida
por las bacterinas esta principalmente dirigida
contra el LPS, por lo que distintos serovares
generan anticuerpos diferentes. Para un control
efectivo de la enfermedad, la OIE recomienda
que las vacunas contra leptospirosis incluyan
en su formulacion sélo cepas representativas
de los serovares y genotipos que circulan en
una region geografica (OIE, 2016). Resulta-
dos recientes mostraron que soélo dos de las
variantes de Leptospira spp. que infectan a los
rodeos bovinos en Uruguay, estan presentes
en las vacunas disponibles en el mercado: L.
borgpetersenii serogrupo (sg) Sejroe serovar
(sv) Hardjo y L. interrogans sg Canicola sv Ca-
nicola (Zarantonelli et al., 2018). El objetivo de
este trabajo fue estudiar la respuesta inmune
provocada por una vacuna comercial en vaqui-
llonas Holstein expuestas a una posible infec-
cion natural por Leptospira spp.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizdé en un predio con una
prevalencia inicial de infeccion por especies
patogenas de Leptospira del 4,5% (con detec-
cion en orina de animales adultos por qPCR
del gen lipL32). Se seleccionaron n=60 vaqui-
llonas Holstein, libres de infeccion por Leptos-
pira spp. de acuerdo a dos pruebas qPCR en
orina negativas y sin anticuerpos aglutinantes
anti-leptospira detectables por prueba de mi-
croaglutinacion (MAT) (OIE, 2016). Entre los
animales seleccionados, un grupo (n=30) se
administré con una vacuna comercial para la
prevencion de enfermedades reproductivas,
incluyendo leptospirosis y otro grupo (n=30) se
inoculé con buffer fosfato salino (PBS). El plan
de vacunacion incluyé: una primera dosis en-
tre los 3-8 meses de edad, y tres refuerzos a
los meses 1, 7 y 15 post vacunacion inicial. Se
tomaron muestras de sangre antes de la pri-
mera dosis y luego mensualmente hasta los 15
dias post ultima dosis. La inmunogenicidad de
la bacterina se evalué por MAT, determinando
titulos de anticuerpos aglutinantes anti-Lep-
tospira en suero, utilizando un titulo de corte
de 50. Se asignd un valor de 1 cuando no se
observo aglutinaciéon para la dilucién de corte.
Para realizar el MAT se usaron los siguientes
antigenos homoélogos (aquellos declarados en
la composicion de la vacuna evaluada): L. in-
terrogans (L.i) de serovares Canicola, Hardjo,
Wolfii, Pomona, Icterohaemorrhagiae; de la
especie L. borgpetersenii (L.b) sv Hardjo, Ta-
rassovi y de L. kirschneri (L.k) sv Grippotypho-
sa. Se evaluaron ademas titulos de anticuer-
pos aglutinantes contra antigenos heteroélogos,
(ausentes en la vacuna), aunque representa-
tivos de los serovares aislados de bovinos en
Uruguay (Zarantonelli et al., 2018): L.i sg Po-
mona sv Kennewicki; L. noguchii (L.n) sg Aus-
tralis, sg Autumnalis, sg Pyrogenesy L.n de un
serogrupo aun no determinado. Para analisis
estadistico se utilizaron la prueba exacta de Fi-
sher y la prueba de comparacién multiple de
Tukey o Sidak (ANOVA uni- 6 multi-direccional,
respectivamente), segun el caso.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Luego del primer refuerzo, el 87% (26/30)
de los animales vacunados mostraron reactivi-
dad al menos a uno de los antigenos homolo-
gos, con titulos aglutinantes entre 50 y 200. Se
observé un aumento en el titulo de anticuerpos
de los animales vacunados (al menos contra
un antigeno homologo) respecto al grupo con-
trol (p<0,0001) luego de la aplicacion de cada
refuerzo. Se constata una caida en el numero
de animales reactivos y en los titulos alcanza-
dos en los periodos entre refuerzos. El nume-
ro mas alto de animales con titulos mayores
a 200, para al menos un antigeno, se obser-
vO luego del segundo vy tercer refuerzo (Fig.1).
Evaluando individualmente la inmunogenici-
dad de cada uno de los antigenos homologos
contenidos en la vacuna, L.b sv Tarassovi fue
el menos inmunogénico pues no se detectaron
anticuerpos aglutinantes contra este en ningu-
no de los muestreos. En cambio, se detecto
un aumento significativo de titulos de anticuer-
pos para los siguientes antigenos homologos
(respecto al grupo control no vacunado): L.k sv
Gryppotyphosa luego del primer (p=0,0017) y
tercer refuerzo (p<0,0001); L.i sg Pomona sv
Pomona después del segundo (p<0,001) y ter-
cer refuerzo (p<0,0001). Para L.i sg Sejroe sv
Hardjo, L.b sg Sejroe sv Hardjo, L.i sg Sejroe
sv Wolfii, L. sv Canicola y L.i sv Icterohaemo-
rrhagiae solamente se detectaron diferencias

Figura 1. Inmunoreactividad de animales vacunados (n=30)
vs no vacunados (n=30), medida por MAT contra 8 antigenos
homodlogos a los declarados en la vacuna. A= meses de ad-
ministracion de las dosis de vacuna. Los asteriscos indican
diferencias significativas en el nimero de animales reactivos
y titulos de anticuerpos anti-leptospira entre grupo vacunado y
grupo control: * = p<0,05; ** = p<0,01 y **** = p<0,0001 (prue-
ba exacta de Fisher).
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significativas respecto al grupo control luego
del tercer refuerzo (p<0,0001). El nivel de an-
ticuerpos anti-leptospira contra serovares ho-
mologos y heterdlogos, luego del tercer refuer-
z0, esta representado en la Figura 2. Respecto
a los serovares homdlogos, se observd una
mayor respuesta en titulos aglutinantes para
L.i sg Pomona sv Pomona, L.i sg Sejroe sv
Hardjo y L.b sg Sejroe sv Hardjo, sin diferencia
significativa entre estos dos ultimos antigenos
(p=0,31). En cuanto a los serovares heterolo-
gos, los mayores titulos se detectaron contra la
variante L.i sg Pomona sv Kennewicki. Sin em-
bargo, dichos titulos fueron significativamente
menores a los obtenidos contra L.i sg Pomona
sv Pomona (p<0,0001) (Fig. 2). Esto confirma
que los anticuerpos inducidos por la vacuna

Figura 2. Respuesta de anticuerpos aglutinantes en animales
vacunados (n=30), medida por MAT en unidades de titulacion,
por dilucion seriada de los sueros evaluados contra antigenos
correspondientes a serovares de Leptospira spp homélogos y
heterélogos luego del tercer refuerzo. Las barras correspon-
den a la media del titulo de anticuerpos, con los errores estan-
dar de la media indicados. La linea de puntos indica el titulo
de corte (50). NS: no significativo (p=0,31) y **** = p<0,0001
(ANOVA unidireccional, prueba de Tukey). ND: serogrupo no
determinado.
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son serovar-especificos. Se observé ademas
una muy baja reactividad frente a los serovares
autoctonos no incluidos en la vacuna como L.n
sg Australis y sg Autumnalis; y hubo ausencia
de deteccion de anticuerpos para L.n sg Pyro-
genes y L.n de serogrupo no determinado. Es-
tos resultados invitan a considerar la oportuni-
dad de reformular las vacunas anti-leptospira
disponibles en Uruguay, buscando proteger los
rodeos bovinos contra variantes de Leptospi-
ras spp. circulantes; y eventualmente optimizar
el numero de antigenos incluidos en las vacu-
nas, para alcanzar su maxima eficacia.
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