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RESUMEN

Introduccion: las especies del género Leptospira son los agentes causales de la
leptospirosis, enfermedad considerada como la zoonosis de mayor distribucion en el
mundo. En Argentina reviste caracter endémico. La provincia de Santa Fe registra el
mayor nimero de casos humanos. Desde mediados de la década de 1980, las
especies patégenas de leptospiras aisladas de animales y humanos fueron
diferenciadas sobre la base de estudios de hibridizacion ADN-ADN, surgiendo
nuevas especies: L. interrogans, L. kirschneri, L. weilii, L. noguchii, L.
borgpetersenii, L. santarosai, L. meyeri, L. inadai, L. faineri y L. alexanderi.
Objetivo: aislar y caracterizar mediante métodos moleculares, leptospiras de
fuentes de agua que vierten en un canal que atraviesa la ciudad de Casilda, Santa
Fe, en Argentina.

Métodos: se sembraron 6 muestras de agua de las vertientes al canal, previa
filtracion con filtros Millipore de 0,22 um, en medios EMJH y Fletcher para
aislamiento de leptospiras. Se incubaron en estufa a 30 °C durante 15 dias, se
observaron semanalmente mediante microscopia de campo oscuro. Se implementd
la técnica de reacciéon en cadena de la polimerasa bajo las condiciones especificas
(Sugathan, 2005), con dos juegos de cebadores (Gravekamp, 1993), que permiten
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detectar la presencia de ADN de leptospiras patdégenas. La técnica molecular
utilizada para genotipificar fue multiple-locus variable-number tandem repeats
analysis (MLVA).

Resultados: se obtuvieron 5 aislamientos de Leptospira spp., de los cuales 2
resultaron positivos a la reaccidén en cadena de la polimerasa, determinando que se
trataba de leptospiras patdégenas. Mediante la genotipificacion por MLVA se pudo
observar que uno de los aislamientos patégenos mostré un patrén correspondiente
a la especie Leptospira borgpetersenii, no siendo identificable la otra cepa.
Conclusiones: en la ciudad del estudio, que tiene alrededor de 40 000 habitantes,
se logro identificar por primera vez una cepa de Leptospira borgpetersenii de
fuentes de aguas urbanas, con el peligro potencial que esto representa para la
poblacién humana y animal.

Palabras clave: Leptospira borgpetersenii, agua, Santa Fe, Argentina.

ABSTRACT

Introduction: the Leptospira genus species are causative agents of leptospirosis, a
disease that is considered the most widely spread zoonotic disease worldwide. In
Argentina, leptospirosis is endemic and Santa Fe province has the highest number
of human cases. Since mid-1980's, the pathogenic leptospira species isolated from
animals and humans have been differenciated through DNA-DNA hybridization
tests, resulting in new species: L. interrogans, L. kirschneri, L. weilii, L. noguchii, L.
borgpetersenii, L. santarosai, L. meyeri, L. inadai, L. faineri y L. alexanderi.
Objectives: to isolate and to characterize by molecular test leptospiras from water
poured into a channel that runs through Casilda City in Santa Fe Province,
Argentina.

Methods: six samples of water from the channel were cultured after having been
filtered through 0.22 pum, Millpore filtres in EMJH and Fletcher media to isolate
leptospires. They were incubated at 30 °C for 15 days, and weekly observed
through dark field microscopy. Polymerase chain reaction assay was used under
specific conditions (Sugathan, 2005), with two sets of primers (Gravekamp, 1993),
to determine whether the isolates were pathogenic. The molecular technique for
genotyping was Multiple-Locus Variable-number tandem repeats Analysis (MLVA).
Results: five Leptospira spp. isolates were obtained of which 2 were positive to
PCR, all of which determined that they were pathogenic leptospiras. MLVA
genotyping allowed the observation of a pattern similar to that of L. borgpetersenii
species in one pathogenic isolates, but the other isolate was not identified.
Conclusions: in the City where the study was carried out, with a population of
about 40,000 inhabitants, a L. borgpetersenii species was identified for the first
time in urban water sources, with the potential risk that it may pose for human and
animal populations.

Key words: Leptospira borgpetersenii, water, Santa Fe, Argentina.

INTRODUCCION

Las especies del género Leptospira son los agentes causales de la leptospirosis,
enfermedad considerada como la zoonosis de mayor distribucién en el mundo.! Esta
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enfermedad en Argentina reviste caracter endémico. Segun datos internacionales,
desde mediados de la década de los ochenta, las especies patégenas de leptospiras
aisladas de animales y humanos fueron diferenciadas sobre la base de estudios de
hibridizaciéon ADN-ADN, surgiendo nuevas especies: L. interrogans, L. kirschneri, L.
weilii, L. noguchii, L. borgpetersenii, L. santarosai, L. meyeri, L. inadai, L. faineri y
L. alexanderi.® Mayoritariamente, las infecciones producidas por estas bacterias en
humanos y animales, son causadas por cepas de L. interrogans y L. borgpetersenii,
las que varian en su distribucion en la naturaleza y cuentan con modos diferentes
de transmisién.? En los animales de produccion, la leptospirosis ocasiona grandes
pérdidas econémicas por agalactia, abortos y muerte perinatal. Por su parte, en los
humanos, la infeccidon puede ser transmitida de manera directa o indirectamente
mediante la orina de un animal infectado, causando diversos cuadros clinicos
agudos o sistémicos, caracterizados por cefaleas, fiebre elevada, meningitis e
ictericia. Si el enfermo no es tratado temprano, la enfermedad puede progresar a
cuadros graves que lo pueden llevar hasta la muerte.* En el medio ambiente, el
agua representa uno de los vehiculos mas importantes para la transmision
indirecta. La exposicion a las leptospiras puede estar asociada a la aparicion de
brotes en temporadas de lluvias e inundaciones en zonas urbanas con condiciones
sanitarias deficientes, a ocupaciones laborales que revisten un alto riesgo de
contagio como los trabajadores rurales, veterinarios, etc. Recientemente la
exposicion recreacional asociada con el turismo en areas endémicas ha provocado
la existencia de brotes importantes después de eventos atléticos.®* El agua es un
factor clave para la supervivencia y la transmision de las leptospiras. Si presenta un
valor de pH entre 7 y 8, esto facilita que las especies patégenas puedan sobrevivir
en ella por varias semanas.”

La provincia de Santa Fe, registra el mayor nimero de casos humanos
diagnosticados en Argentina. Este hecho se debe a que posee caracteristicas
medioambientales que son propicias para el desarrollo y la supervivencia de las
leptospiras, como un clima templado-humedo, altos indices pluviométricos y
terrenos bajos e inundables. La ciudad de Casilda, como otras areas de la provincia,
presenta las mismas caracteristicas. Ademas, esta surcada por un canal en el que
desembocan las cafierias colectoras de desagies pluviales y el agua que drena
desde zanjas colectoras ubicadas en los distintos barrios de la ciudad. En épocas de
lluvias abundantes, verano y otofio, el sistema de drenaje es sobrepasado en su
capacidad de eliminacién. Esto provoca la inundaciéon de la zona, que esta habitada
por un elevado niumero de personas en estrecho contacto con pequefios basureros
(a pesar de contar con sistemas de recoleccién semanal de residuos), aguas
estancadas, gran cantidad de perros callejeros y roedores. El objetivo del presente
estudio consisti6é en aislar y caracterizar mediante métodos moleculares, leptospiras
de las fuentes de agua que vierten en el canal que atraviesa la ciudad de Casilda,
Santa Fe, en Argentina.

METODOS

Toma de muestras

En el mes de octubre de 2011 se analiz6 el largo del canal y sus vertientes
mediante el uso de elementos cartograficos. Se midi6 el pH del agua de las zanjas
que desembocan en el canal y se seleccionaron para la toma de muestras, aquellas
con pH superior a 7,5. Se procedié a tomar 6 muestras de un volumen equivalente
a 100 mL de agua cada una, correspondientes a distintas zanjas, introduciendo un
frasco colector estéril a 15 cm de profundidad en la parte de la orilla. Las muestras
se transportaron de inmediato al laboratorio, donde se procedié a su cultivo.
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Procedimiento para el aislamiento de leptospiras
Cultivo bacterioldgico

Las muestras de agua se sembraron directamente por filtracion con filtros Millipore
de 0,22 um, en medios EMJH (Difco) y Fletcher (Difco) para aislamiento de
leptospiras, adicionados con 5-fluorouracilo (5-FU, 200 pg/mL), 0,1 mL por 5 mL de
medio, segun la metodologia descrita.® Posteriormente, los tubos sembrados se
incubaron en estufa a 30 °C durante 15 dias, observandolos semanalmente
mediante microscopia de campo oscuro. Los aislamientos de leptospiras fueron
enviados al Laboratorio de Referencia para Leptospirosis de la OIE, DILAB-SENASA,
para determinar mediante PCR (polymerase chain reaction), si se trataba de
leptospiras patégenas.

Determinaciéon de patogenicidad por PCR en los aislamientos de leptospiras

Para la extraccion del ADN se empled un kit comercial con columnas de extraccion.
La PCR se llevo a cabo bajo las condiciones especificas.” En la PCR se utilizaron dos
juegos de cebadores, que permiten detectar la presencia de ADN de leptospiras
patdgenas.® El par de cebadores G1 5'-CTG AAT CGC TGT ATA AAA GT y G2 5'-GGA
AAA CAA ATG GTC GGA AG, tamario del producto 285 bp presente en todas la
cepas de leptospiras patégenas exceptuando a L. kirschneri, y el par: B641 5'-ACT
AAC TGA GAA ACT TCT AC y B64I11 5'-TCC TTA AGT CGA ACC TAT GA, tamafio del
producto 563 bp que identifica a esta ultima.

Tipificacion genotipica

Los aislamientos caracterizados previamente como leptospiras patdogenas se
enviaron al Centro de Referencia de Leptospirosis de la OIE, del INTA Castelar,
Buenos Aires, Argentina; donde fueron genotipificados por la técnica de multiple-
locus variable-number tandem repeats analysis (MLVA), segin la metodologia de
Majed Z y otros para amplificar fragmentos del genoma de la especie patégena
Leptospira interrogans sensu stricto. Los locus flanqueados para discriminar entre
cepas fueron, VNTRS: 4, 7, 9, 10, 19, 23 y 31, descritos por Majed Z y otros, asi
como Pavan ME y otros.?'° Para las restantes especies patdgenas L. borgpetersenii
y L. kirschneri, los oligonucledtidos descritos en los locus flanqueados fueron:
VNTR-Lb4, VNTR-Lb5, VNTR-4bis, VNTR-7bis, VNTR-10bis.*' Cada reaccién contenia
tampon PCR (20 mM Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM KCI), 200 pM de cada dNTP, 2 mM
MgCl,, 1,25 U de Taq DNA polymerasa (Invitrogen), 2 uM de cada cebador, y 5 pL
de templado de ADN en un volumen final de 50 pL.

Las PCR fueron llevadas a cabo en un MiniCycler PTC-150 (MJ Research) de la
forma siguiente: 94 °C por 5 min, siguiendo 35 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C
por 30 s, templado de 55 °C por 30 s y extensién a 72 °C por 90 s, con un ciclo
final de 72 °C durante 10 min. Cada muestra amplificada (14 pL) fue sometida a
electroforesis en un gel de agarosa 2,2 % en tampoén TAE (40 mM Tris-Acetate,

1 mM EDTA) con 0,2 ug/mL de bromuro de etidio, a 100 V por 50 min. Las bandas
de DNA amplificadas se visualizaron con luz UV (DynaLight, Labnet). El tamafio del
amplicén fue estimado usando CienMarker (Biodynamics).

RESULTADOS

Del total de las muestras de agua cultivadas, se obtuvieron 5 aislamientos de
Leptospira spp. Mediante la PCR, se obtuvieron 2 aislamientos positivos, en los
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cuales se observo la banda de 285 pb, presente en todas la cepas de Leptospira
patégenas, exceptuando a L. kirschneri (Fig. 1).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

3 y 4: amplificacion del producto de 285 pb de los aislamientos
patdgenos; 2, 5 y 6: aislamientos negativos; 1 y 12: marcador de
peso molecular; 7, 8 y 11: controles de ADN; 9 y 10: controles
negativos.

Fig. 1. Gel de agarosa revelado con luz ultravioleta.

Mediante la genotipificacion por MLVA se pudo observar que uno de los aislamientos

patégenos mostré un patron correspondiente a la especie L. borgpetersenii (Fig.

El resto no mostré un perfil identificable.

Perfil de MLVA (multiple-locus variable-number tandem
repeats analysis) de Leptospira

VNTR 10bis Lb4 Lb5 CM
PM 365 893 1 044

VNTR: variable number tandem repeats secuence, CM: control de peso mo-
lecular, PM: peso molecular.

Fig. 2. Gel de agarosa revelado con luz ultravioleta, que muestra las
amplificaciones de los locus correspondientes a Leptospira borgpeter-
senii. Tomado de Majed Z, Bellenger E, Postic D, Pourcel C, Baranton G,
Picardeau M. Identification of variable-number tandem-repeat loci in
Leptospira interrogans sensu stricto. J Clin Microbiol. 2005;43:539-45.

2).
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DISCUSION

En Argentina existen pocos reportes de estudios que hayan utilizado el cultivo
bacteriolégico de muestras de agua para el aislamiento de leptospiras.*® Este hecho
quiza se deba a lo complejo que resulta el aislamiento de estas, cuando las
muestras estan altamente contaminadas. En este estudio se determiné que la
metodologia empleada para aislar Leptospira a partir de fuentes de agua
contaminada resulté ser una practica eficaz. Se observé ademas, que estas
bacterias se desarrollan y son capaces de sobrevivir en aguas servidas con valores
de pH que van de la neutralidad al lado alcalino de la escala. El porqué de la
supervivencia de las cepas aisladas de muestras de aguas tomadas a 15 cm de
profundidad en la zona de las orillas, quiza podria explicarse por razones bio6ticas y
abidticas del micro-medioambiente, que favorecen la supervivencia de la bacteria,
como son la temperatura del agua, el pH, la presencia de oxigeno y la
disponibilidad de nutrientes.

La conservacion de leptospiras patdégenas en agua y suelo es uno de los problemas
importantes a investigar en los estudios geograficos-epidemiolégicos, dado que la
mayor parte de los brotes de leptospirosis humana que han sido reportados en todo
el mundo, son de casos relacionados con la transmision acuatica y al aumento de la
exposicién a los entornos contaminados.® En las investigaciones epidemiolégicas,
los ensayos moleculares constituyen metodologias diagndsticas precisas, gracias a
su alto poder de discriminacion, reproducibilidad y facil interpretaciéon.'* En este
estudio, los ensayos basados en técnicas de PCR utilizados, resultaron herramientas
Utiles tanto para caracterizar como para identificar las leptospiras patégenas.

En la ciudad del estudio, que tiene alrededor de 40 000 habitantes, la metodologia
genotipica implementada permitié identificar por primera vez una cepa de
Leptospira borgpetersenii de fuentes de agua urbanas, con el peligro potencial que
esto representa para la poblacion humana y animal. Existen numerosos reportes
que demuestran la virulencia de esta especie, asi como los casos graves de
leptospirosis en humanos que ha causado en los Ultimos afios, en diversas partes
del mundo.***® Estudios realizados sobre el genoma de L. borgpetersenii han
revelado que este ha sufrido reducciones en cuanto a genes de adaptacién al medio
ambiente y que al parecer esta evolucionando a depender de manera estricta de un
ciclo de transmisién hospedador-hospedador.'’ Este hecho es importante de
considerar desde el punto de vista epidemiolégico en una ciudad densamente
poblada como Casilda y, ademas, conduce a nuevas investigaciones acerca de
distintos aspectos de la cepa aislada.

Finalmente, los resultados han permitido conocer la existencia local de una especie
patdgena del género Leptospira, lo que significa un gran avance para entender la
epidemiologia de la leptospirosis en esta ciudad y para brindar a las autoridades
sanitarias la posibilidad de realizar las tareas correspondientes de prevencion y
control. No hay que olvidar que la leptospirosis es una enfermedad a controlar
porque sus reservorios silvestres impiden su erradicacion.
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