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RESUMEN

En Uruguay, Leptospira interrogans sero-
grupo Pomona serovar Kennewicki es una de
las variantes mas frecuentemente aislada en
bovinos. Las vacunas actualmente disponibles
contra leptospirosis bovina no incluyen esta
variante autéctona. En este trabajo evaluamos
la capacidad infectiva e inmunogénica de la
variante autoctona de L. interrogans Pomona
Kennewicki aislada de bovinos, en un modelo
murino de infeccién sub-letal y cronica utilizan-
do una via de infeccion natural. Los resultados
obtenidos demuestran la capacidad infectiva,
de diseminacidon sanguinea, colonizacion del
parénquima renal e inmunogenicidad de este
aislamiento autéctono validando asi su poten-
cial uso como antigeno de interés a ser inclui-
do en la formulacién de vacunas anti-leptospira
de uso veterinario en Uruguay vy la region.

SUMMARY

Leptospira interrogans serogroup Pomona
serovar Kennewicki is one of the most frequently
isolated variants in cattle in Uruguay. Currently
available vaccine against bovine leptospirosis
do not include this autochthonous strain. In this
work we evaluated the infective and immunoge-
nic capacity of the autochthonous variant of L.
interrogans Pomona Kennewicki isolated from
bovines, in a chronic sublethal murine model
using a natural route of infection. The results
demonstrate the infective capacity, blood dis-
semination, colonization of the renal parenchy-
ma and immunogenicity of this autochthonous
isolate, thus validating its potential use as an

antigen of interest to be included in the formu-
lation of anti-leptospira vaccines for veterinary
use in Uruguay and the region.

INTRODUCCION

En Uruguay recientemente se lograron los
primeros aislamientos autdctonos de Leptospi-
ra spp. patogenas obtenidos de ganado bovi-
no, pertenecientes a 3 especies diferentes: L.
interrogans (sg. Pomona sv Kennewicki y sg
Canicola sv Canicola), L. borgpetersenii (sg.
Sejroe sv Hardjo) y L. noguchii (sg. Australis,
Autumnalis, Pyrogenes y no aglutinables con
el panel de sueros de referencia), siendo L. in-
terrogans Pomona Kennewicki la variante mas
frecuentemente aislada (Zarantonelli et al.,
2018). Esta también fue identificada en bro-
tes de leptospirosis en ovinos y jabalies (Sus
scrofa) (Hamond et al., 2019, Hamond et al.,
2019) y en casos de leptospirosis humana, su-
giriendo potencial transmisién zoonética (Meny
et al., 2017). Las vacunas para la prevencion
de leptospirosis estan formuladas con bacte-
rias enteras inactivadas de diferentes serova-
res de Leptospira spp. Para su efectividad, la
OIE recomienda incluir los serovares (prefe-
rentemente los genotipos) circulantes en una
determinada region. Las vacunas disponibles
en Uruguay contienen con cepas que podrian
ser antigénicamente distintas a las variantes
de leptospira que infectan al ganado bovino,
pudiendo comprometer su eficacia en la pro-
teccion contra la enfermedad y/o la infeccion
cuando los animales estan expuestos a serova-
res circulantes. El objetivo de este estudio fue
evaluar atributos de virulencia, patogenicidad e
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inmunogenicidad de Leptospira interrogans sg
Pomona sv Kennewicki, en un modelo murino
mimetizando una via de infeccién natural.

MATERIALES Y METODOS

El aislamiento IP1710039 obtenido de un
bovino de un establecimiento agropecua-
rio con antecedentes de abortos fue utilizado
para infectar por via intranasal ratones hembra
C57BL/6J de 8 semanas de edad. (Protoco-
lo 003/20 aprobado por la CEUA del IPMon).
Se inocularon dosis infectivas de 10°, 108, 107,
10°, 10° y 10* en grupos de n=5-6 animales, y
tampdn PBS en el grupo control. Se registro el
peso de los animales diariamente. Para evaluar
la capacidad infectiva, se determiné la leptos-
piremia (sangre) durante 7 dias post infeccion
(DPI), la leptospiruria (orina) y la colonizacion
renal a los 15 y 60 DPI mediante amplificacion
del gen lipL32 por qPCR. La presencia de lep-
tospiras viables en rindn se confirmd median-
te cultivo microbiologico en medio Ellinghau-
sen-McCullough-dohnson-Harris (EMJH). Se
evaluaron cambios histoldgicos renales a los
15 y 60 DPI mediante estudio de secciones
transversales de ambos rifiones coloreadas
con hematoxilina y eosina (incluyendo corte-
za y médula). La respuesta inmune humoral
se estudio cuantificando titulos de anticuerpos
aglutinantes anti-leptospira a los 15, 30 y 60
DPI mediante test de microaglutinacion (MAT).

RESULTADOS Y DISCUSION

Si bien hasta los 3 DPI hubo una disminu-
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cion transitoria en el peso de los animales in-
fectados con los in6culos mas altos (10° y 108
leptospiras), estos recuperaron luego una ga-
nancia de peso similar a la del grupo control.
Se observo una fase de leptospiremia transito-
ria a las 24 y 48 horas Pl para todos los indcu-
los evaluados (Fig.1.A), confirmando la capaci-
dad de L. interrogans Pomona Kennewicki de
infectar través de la mucosa nasal. Evaluando
la colonizacion renal, en un primer ensayo se
observo leptospiruria a los 7 DPI para indculos
de 107, 108 y 10°, con una mayor carga de lep-
tospiras en orina a los 15 DPI en el grupo con
el inéculo mas bajo (107). Luego, se evalud la
cronicidad de la infeccién desafiando con iné-
culos de 107 hasta 10* leptospiras, observando
en todos los casos que la cantidad de leptospi-
ras excretadas en orina fue en aumento hasta
los 30 DPI, manteniéndose un nivel constante
hasta los 60 DPI (Fig.2. Ay B). Se cuantifico
la carga de leptospiras en el rifidn a los 15 y
60 DPI observandose en promedio una menor
carga bacteriana en el grupo infectado con 10°
leptospiras, de acuerdo con lo observado en
los niveles de leptospiruria (Fig.3. Ay B). La
presencia de leptospiras viables en muestras
de tejido renal se confirmé mediante cultivo y
aislamiento bacterioldgico. Se evidenciaron le-
siones histoldégicas minimas en el parénquima
renal de algunos animales infectados (8/18) a
los 15 DPI, mientras que a los 60 DPI se ob-
servaron lesiones minimas a severas en 19
de 20 animales infectados, demostrando pa-
togenicidad y colonizacion bacteriana en cro-
nicidad. Por ultimo, se evidencio la inmunoge-
nicidad de L. interrogans Pomona Kennewicki

Figura 1. Deteccion de leptospiras en sangre a las 24 y 48 hs post-infeccion (A). Titulos de anticuerpos detectados por MAT (B)
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en todos los indculos ensayados, con cuanti-
ficacion de titulos de anticuerpos entre 200 y
6.400 (Fig.1.B). Estos resultados demuestran
la capacidad infectiva a través de la mucosa
nasal, diseminacion sanguinea, colonizacion
del parénquima renal e inmunogenicidad de
la variante autoctona de L. interrogans Po-
mona Kennewicki validando su potencial uso
como antigeno de interés a ser incluido en la
formulacién de vacunas anti-leptospira de uso
veterinario en Uruguay y la region. Ademas, la
estandarizacién de un modelo murino de infec-
cion sub-letal y cronica resulta de interés para
evaluar nuevas formulaciones de vacunas di-
rigidas a controlar la infeccidén y colonizacion
renal por leptospira.
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Figura 2. Cinética de excrecién de L. interrogans Pomona Kennewicki en orina a los 15 (A) y 60 (B) DPI
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Figura 3. Deteccion de leptospiras en tejido renal a los 15 DPI (A) y a los 60 DPI (B)
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