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Prologo

Este manual es una recopilacion sobre las herramientas moleculares
de diagndstico y caracterizacion de cepas aisladas. Este trabajo es re-
sultado de la integracion de mas de 10 anos de trabajo durante mi tesis
doctoral y posdoctorado en esta tematica. Todo el trabajo fue realiza-
do en el Laboratorio de Leptospirosis, Laboratorio de referencia de la
OIE (referato compartido con SENASA), ubicado en el Instituto de Pato-
biologia-IPVET perteneciente al Centro de Investigaciones en Ciencias
Veterinarias y Agronomicas (CICVyA) del INTA. Este laboratorio es pio-
nero en la investigacion de leptospirosis animal y es por ello que recibid
una placa homenajeando los diversos estudios por el grupo creado y
dirigido por el Dr. Roberto Cacchione. En la actualidad el grupo de in-
vestigacion esta conformado por dos investigadoras mas (Dra. Bibiana
Brihuega y Dra. Mara Martinez) y actualmente tres becarias doctora-
les (Lic. Vanina Saraullo, Biog. Micaela Hamer y Vet. Olivia Watanabe).
Este manual brinda en detalle los protocolos aplicados al diagnostico
molecular y caracterizacion del género Leptospira spp., en especial al
grupo de las cepas pertenecientes a las especies patdégenas. Los ane-
x0s presentados en este manual brindan informacion adicional a este,
representando el fruto de los afos trabajados vy sirve para profundizar
la aplicacion de las herramientas descriptas en este trabajo. A pesar
de que esta zoonosis no se encuentra en la agenda actual de la Or-
ganizacion Mundial de la Salud (OMS) persiste la necesidad de seguir
profundizando el estudio de esta enfermedad en un contexto de la inter-
fase animal-humano-ambiente, poniendo en valor los antecedentes de
estudios a nivel nacional e internacional y asi poder seguir investigando
esta zoonosis y brindar soluciones a la poblacion. Actualmente, vivimos
en un contexto socioeconomico vulnerable y en un ambiente cambiante
que se manifiesta frecuentemente. Este manual pretende ofrecer una
lectura dinamica a través de capitulos que pueden ser consultados de
manera independiente, pero se relacionan entre si incentivando a una
lectura completa. La revision bibliografica presentada en los capitulos
es producto de la lectura critica enfocada a la practicidad de los estu-
dios moleculares sobre el género Leptospira spp. Durante los aflos de
formacion sobre esta tematica, el dictado de cursos y la capacitacion



profesional de colegas de un abanico de profesiones (veterinarios, mé-
dicos, técnicos de laboratorio, bioquimicos, bidlogos y ecélogos), tomé
la iniciativa de redactar este manual, el cual puede ser consultado a
lo largo de los afos venideros como una guia basica de diagndstico
molecular a pesar del flujo intenso de estudios publicados afio a afio
sobre el estudio molecular de leptospirosis. Este manual esta dirigido
a estudiantes y profesionales jovenes que quieran incursionar en la
investigacion de este agente zoonotico, de importancia mundial y en-
démico en muchos paises. La intencion de este manual es incentivar en
aplicar conceptos novedosos a problematicas actuales e innovar en la
respuesta de soluciones para la poblacion, desarrollando herramientas
diagndsticas veraces, faciles de interpretar y de resultado rapido.

Este trabajo no pudo ser posible sin la ayuda del grupo de investigacion
perteneciente al Instituto de Patobiologia-IPVET INTA Castelar y con
el apoyo integro de INTA y del CONICET para el desarrollo de mi tesis
doctoral y trabajo de posdoctorado. Amerita dar un especial agradeci-
miento a mis mentores que me han guiado y formado desde mis inicios
como estudiante de biologia, hasta convertirme en investigadora del
CONICET. Al Prof. Juan Carlos Capelo (director de EDIMAR-FLASA), a
la Dra. Bibiana Brihuega (directora del Instituto de Patobiologia -IPVET
(referente internacional en leptospirosis animal, ILS, y directora de mi
tesis doctoral) y al Dr. Luis Samartino (referente de la OIE). También
quiero aprovechar en hacer especial mencion a los técnicos Graciela
Romero y Carmelo Auteri, que durante su prolongada estancia en el la-
boratorio de leptospirosis han aportado mucho para el crecimiento y
mantenimiento de las actividades de este grupo de trabajo. Los otros
grupos de investigacion que formaron parte como colaboradores en
diversos proyectos y siguen siendo parte de este suman un valor im-
portante en la recoleccion de muestrasy publicacion de datos. A la Dra.
Monica Jacobsen, por sus valiosos aportes en la redaccion de publica-
ciones y proyectos de investigacion como también a Daiana Hollender,
Flavia Hasenauer, Sabina Loffler y a mis mentores en la correccion de
este manuscrito.
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Generalidades sobre las zoonosis

Las zoonosis se definen como enfermedades de animales vertebrados
gue son transmitidas naturalmente al hombre, de manera directa o indi-
recta. Latrasmisionindirecta puede manifestarse a través de la presencia
de estos patégenos en el medioambiente o en productos derivados de la
produccién animal (huevos, leche, carne). De los 1.415 patégenos huma-
nos conocidos en el mundo, el 61 % son zoondticos y por lo tanto tienen
una relacion directa con actividades de la Agricultura y la Produccion
Animal (Organizacion Mundial de la Salud, 2020). Los recientes brotes
de enfermedades emergentes zoondticas y la agenda inacabada de las
zoonosis tienen una multiplicidad de riesgos y afectan principalmente a
las poblaciones en condiciones de vida menos favorables.

El 80 % de los agentes patégenos que infectan a animales son con-
siderados multihospederos, pueden pasar de animal en animal, sean
estos domésticos o animales silvestres periurbanos. Multiples factores
influyen para que se manifieste el potencial zoondtico de algunos de
estos patdgenos, sean de origen bacteriano o vial, es decir, un esce-
nario epidemiolégico multifactorial que detona el potencial epidémico
o incluso pandémico, como fue el caso de varias enfermedades vira-
les de influenza humana en décadas pasadas y en la actualidad, como
son:influenza aviar, influenza humana (H1N1), sindrome respiratorio de
Oriente Medio (en inglés: Middle East Respiratory Syndrome (MERS)),
sindrome respiratorio agudo grave (en inglés: Severe Acute Respiratory
Syndrome (SARS), y la actual pandemia ocasionada por el COVID-19.
Se consideran como enfermedades zoondticas indirectas y con efecto
pandémico el ZIKA, la fiebre amarilla y la fiebre de Nilo.

Existen algunas enfermedades zoondticas desatendidas a nivel mun-
dial, las cuales se presentan por brotes epidemioldgicos y reciben
menos atencion internacional que las zoondticas emergentes, estas
son: antrax, brucelosis, tuberculosis bovina, rabia, cisticercosis, echino-
coccosis, encefalitis japonesa, leptospirosis, fiebre Q, tripanosomiasis
y el virus de la fiebre Lassa. Muchas de estas enfermedades son di-
seminadas a través de los animales domésticos, sin embargo, varias
se manifiestan por la conexidon con animales silvestres (reservorios)



(brucelosis, leptospirosis, rabia (murciélagos) y echinococcosis) (UN-
Enviornment tranmission programme, 2020).

Por un lado, si bien, la Organizacion Mundial de la Salud reconoce mas
de 200 enfermedades zoondticas, resume las de mayor relevancia en
las siguientes: rabia, echinococcosis, cystericercosis/taeniasis, bruce-
llosis e infecciones de origen alimentario por trematodos. (WHO, 2020).
Por otro lado, la Organizacion mundial de Sanidad Animal (OIE) reporta
para el ano 2020 un total de 117 enfermedades infecciosas e infes-
taciones parasitarias en animales, incluyendo animales terrestres y
acuaticos (OIE, 2020).

El cambio desde comunidades de cazadores a grandes industrias de
agrocultivos se ha asociado con la emergencia de enfermedades con-
tagiosas en humanos. Durante el siglo pasado las mejoras en higiene
y nutricion como también la implementacion de vacunas y antibidticos
han disminuido la carga de enfermedades infecciosas. Sin embargo,
la expansion de los asentamientos de poblaciones humanas y rodeos
de animales de produccion sumado al incremento de las tasas de via-
jeros y el cambio de patrones de comportamiento de las poblaciones
han incrementado los peligros sobre la aparicion de enfermedades
emergentes y el potencial para la aparicion de pandemias locales e in-
cluso globales, como fue el caso de la gripe aviar (Morse y col., 1995;
McMichael, 2004; Harper y Armelagos, 2010) y la actual pandemia del
COVID-19 ocasionada por el SARS Co-V2.

Muchas zoonosis emergentes provienen de animales silvestres y el
riesgo de aparicion es mas alto en zonas tropicales.

La intensificacion y expansion de sistemas de produccion hacia am-
bientes donde habitan animales silvestres ha facilitado el pasaje de
patégenos hacia animales de produccion y viceversa. Esto ha forta-
lecido la hipdtesis de que los animales de produccion son hospederos
amplificadores que permiten la evolucion de estos patdgenos hacién-
dolos transmisibles a humanos (Childs y col., 2007).

En la Figura 1, se puede observar un diagaram de flujo (Jones y col.,
2013) donde se esquematiza la interaccion de agentes patégenos en la
interfaz de animales silvestres, silvestres peridomésticos, animales de
produccion y humanos, la cual nunca ha sido estatica y todos los sis-



temas bioldgicos poseen una capacidad inherente para la resistencia y
adaptacion.

Figura 1. Diagrama de flujo de agentes patdgenos en la interfaz de animales silves-
tres, silvestres peri domésticos, animales de produccion y humanos. (Fuente: Jones
y col,, 2013).

En ecosistemas naturales la coevolucion de patégenos y sus hospe-
deros resulta en una seleccion y adaptacion de su patogenicidad. En
sistemas intensivos de produccion se inclina a favor del agente patoge-
no incrementandose su capacidad para producir la enfermedad (Jones
y col., 2013).

En una revision bilbiografica sobre fases de una zoonosis, evolucion
del agente patdgeno, transmision limitada entre humanos, contagio del
patdgeno entre especies (bovino-humano) y circulacion en poblaciones
de reservorios, se encontré que la mayoria de los estudios sobre enfer-
medades zoondticas se concentran en los patdgenos que circulan en
poblaciones de reservorios (Lloyd-Smith y col., 2009).

Otro factor no menor es que el uso inadecuado de antibidticos promue-
ve la aparicion de resistencia antimicrobiana en patégenos zoondticos
(OMS, 2020).
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Importancia de la leptospirosis

La leptospirosis es una enfermedad infecto-contagiosa, aguda y febril
causada por una bacteria perteneciente a las espiroquetas (Orden Spi-
rochaetales Buchanan,1917) y del género Leptospira spp., la cual afecta
a animales silvestres y domésticos, actuando estos como fuente de
infeccion para el hombre. El ciclo epidemioldgico de esta zoonosis es
complejo debido a que participan varias especies, principalmente roe-
dores que actian como hospederos de mantenimiento (reservorios) de
muchas serovariedades en todo el mundo, sin embargo, el hombre y los
animales de produccion son hospederos accidentales. A nivel mundial
la presencia de la enfermedad es mayor en pasises de clima tropical y
subtropical. Esta zoonosis puede ser contagiada por el contacto directo
o indirecto con orina contaminada con cepas patégenas de leptospiras.

El esquema del ciclo epidemioldgico (Figura 2) representa las posibles
fuentes de contagio para el hombre y animales domésticos, a través

I Figura 2. Esquema del ciclo epidemioldgico de leptospirosis. (Fuente: Grune, 2014).
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del ambiente el contacto puede ser indirecto con bacterias patdgenas o
intermedias del género Leptospira spp., las cuales son diseminadas por
animales reservorios, principalmente roedores, a través de su orina. Los
animales de produccion pueden contagiarse entre la misma poblacion,
esto se manifiesta mediante brotes epidemioldgicos conocidos como
tormentas de abortos o lluvia de abortos, mas frecuentes en bovinos.
Los caninos pueden contagiarse de manera indirecta y ellos pueden
transmitir la enfermedad al humano. Es recomendable vacunar los ca-
ninosy los bovinos en campos de produccion animal con antecedentes
de abortos o con historia de infertilidad.

La Republica Argentina es un pais endémico con brotes epidémicos. En
la ganaderia la importancia de la leptospirosis radica en las pérdidas
que produce en la reproduccion donde pueden aparecer natimortos,
aborto, nacimientos de animales débiles e infertilidad. Resulta dificil es-
timar las pérdidas por este concepto, en gran parte por las dificultades
inherentes al diagndstico de la enfermedad (Ellis, 1994).

El descubrimiento de leptospiras como agente infeccioso ocurrié hace
un poco mas de un siglo (1910) en sindromes severos de la enfermedad
de Weil en Japdn y Europa. Desde ese momento se han aislado en casi
todos los continentes en un gran numero de especies de mamiferos,
excepto en la Antartida, clasificando la leptospirosis en la actualidad
como una de las zoonosis con mayor distribucion mundial (Adler, 2015).

En Argentina, el estudio de la enfermedad en los animales se inicia en
1926, cuando el Dr. Mazza en la provincia de Salta observa el microor-
ganismo en frotis de 6érganos de perro; y el primer aislamiento lo realiza
Edmee Chiodi en ratas de la ciudad de Buenos Aires, en 1934.

La leptospirosis en Argentina es considerada una enfermedad profesio-
nal por ley 24.557 y se encuentra incluida en el listado de enfermedades
profesionales por el decreto 658/96. El riesgo ambiental en zonas urba-
nas se encuentra influenciado por inundaciones frecuentes, viviendas
precarias, calles con barro, presencia de zanjas, acumulacion de basu-
ra, alta densidad de roedores (Rattus spp.) y de animales domésticos.
Esta enfermedad presenta brotes anuales, a consecuencia de inunda-
ciones; las zonas de mayor riesgo son las provincias de Santa Fe, Entre
Rios y Buenos Aires (Seijo, 2002).



En la provincia de Santa Fe se han reportado tres brotes muy impor-
tantes: en el afo 2003 se notificaron un total de 1800 casos, de los
cuales 495 fueron casos confirmados, pero no se registraron fallecidos.
En el aflo 2007 se registraron un total de 543 casos, de los cuales 125
casos fueron confirmados y 5 pacientes fallecieron. En el afio 2010 se
notificaron 614 casos, de los cuales 144 fueron casos confirmados de
leptospirosis y 15 fallecidos (Seijo, 2002).

Al analizar los datos estadisticos del pais a partir de la informacion pu-
blicada por el Ministerio Nacional de Salud para el periodo 2009-2019
(Figura 3), se puede observar que la recoleccion de datos no siempre
fue detallada, ya que en algunas oportunidades no se registraron los
casos notificados y confirmados, sino los totales, que se pueden ver
relfejados por afio y regiones (Centro, Cuyo, NOA (Noroeste argentino),
NEA (Noreste argentino) y Sur).
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Figura 3. Distribucién de casos notificados y confirmados (regiones: Centro, Cuyo,
NEA, NOA vy Sur) registrados por el Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud
(SNVS)-Ministerio nacional de salud durante el periodo 2009-2019.

Se observa que la regidon con mayor cantidad de casos tanto notifica-
dos como confirmados en los afios analizados (2009-2019) es la region

Centro, no solo por presentar una mayor densidad poblacional, sino
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también por presentar mayor acceso a laboratorios de diagndstico e
instituciones de salud. Las provincias incluidas en la region centro son:
Buenos Aires, Santa Fe, Entre Rios y Cordoba. Las regiones NEA y NOA
son las que siguen en cuanto a la cantidad de casos notificados como
confirmados, estas regiones incluyen las provincias Corrientes, Chaco,
Formosa y Misiones (region NEA) y Catamarca, Jujuy, La Rioja, Salta,
Santiago del Estero y Tucuman (region NOA). La region con menos ca-
sos reportados es la region Sur conformada por las provincias Chubut,
La Pampa, Neuguén, Rio Negro, Santa Cruz y Tierra del Fuego.

Existe una diferencia entre la cantidad confirmados y notificados
durante el periodo analizado, esto se puede deber a los métodos de
diagnosticos empleados, ya que la técnica gold standard es la técnica
de microaglutinacion (MAT), la cual requiere de una segunda muestra
para la confirmacion del caso, mediante la seroconversion. Tanto en
salud publica como en sanidad animal se puede observar esta tenden-
cia, lo cual refleja la necesidad de un método de diagndstico innovador
que no requiera de una segunda muestra, especifico, sensible, robusto
y de facil interpretacion. Este Ultimo punto se encuentra desarrollado en
los capitulos Ill'y VI.
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Figura 4. Casos acumulados totales por afio (2009-2019) de leptospirosis humana
reportadas en el pais (datos obtenidos del Sisitema Nacional de Vigilancia de la Sa-
lud. MSAL). Se resaltan con flechas negras los picos mas altos registrados.



Al analizar la cantidad de casos totales registrados en el pais (Figura 4)
durante la escala temporal considerada, se observa que los afos 2015,
2016,2017y 2019 son los de mayor cantidad de casos de leptospirosis
registrados en el pais manteniendo la tendencia de las regiones antes
mencionadas. Esto se puede deber a una mayor tasa de precipitacion
debido al efecto de El Nifio el cual empezé en mayo 2015 (Servicio Me-
teoroldgico Nacional, 2017). Durante el periodo de El Nifio se registré
un aumento de 3 grados de la temperatura del agua del Pacifico ecua-
torial lo cual origind uno de los Niflos mas fuertes de la historia y el
responsable de muchos de los fendmenos meteorolégicos extremos
que ocurrieron en la Cuenca del Plata durante 2015y 2016 (lluvias in-
tensas en la Mesopotamia argentina y graves sequias en el norte de
Brasil (Sistema Nacional de Meteorologia, 2017).

En un trabajo realizado por la coordinacion de politicas socioambien-
tales (2019) se recopild informacién sobre el tema clima y salud en
Argentina. En este trabajo indican que el principal factor de riesgo para
contraer leptospirosis es el contacto prolongado con inundaciones, sin
embargo, existen actividades y ocupaciones rurales que también son
consideradas factores de riesgo. La leptospirosis es considerada una
enfermedad controlable, pero no se puede erradicar (Harstkeerl y col.,
2011). La exposicion a las inundaciones favorece el desplazamiento de
poblaciones de roedores y la propagacion de las leptospiras patdogenas
al medioambiente, esto facilita el contagio directo a través de lesiones
en piel y conjuntivas.

Las medidas de prevencion y control indicadas en el Boletin epidemio-
logico del Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud-SNVS-C2/SIVILA
son las siguientes:

e Evitar la inmersion en aguas estancadas potencialmente contami-
nadas y procurar que los nifios no jueguen en charcos o barro.

e Combatir los roedores —principales agentes de contagio— en domi-
cilios y alrededores.

e Utilizar guantes y botas de goma para realizar tareas de desratiza-
cion, desmalezado o limpieza de baldios.

e Mantener los patios y terrenos libres de basura, escombros y todo lo
gue pueda ser refugio de roedores.



En areas rurales:

e Ante la aparicion de abortos en los animales de produccion, es ne-
cesario consultar al veterinario.

e Esimportante usar siempre calzado al caminar sobre tierra humeda,
y botas altas en zonas inundadas o al atravesar aguas estancadas.

e Usar guantes cuando se realizan tareas de desmalezado y cosecha.

e Enzonas endémicas, vacunar a los perros y al ganado bovino.

Se estima que un 10 % de los abortos bovinos anuales en el pais son
producidos por la leptospirosis. En el afio 2011 Draghiy col. reportaron
la muerte de 100 terneros de recria originado por Leptospira interro-
gans serovar Pomona.

El agente etioldgico

Las leptospiras son microorganismos que se caracterizan por su mo-
tilidad y forma espiralada. Son filamentos delgados y flexibles de 6 a
20 pm de longitud y 0,1 um de diametro (Stanchi y col., 2007). En las
Figuras 5y 6 se pueden observar dos imagenes de leptospiras, una em-
pleando la técnica de inmmunofluorescencia directa y otra utilizando
microscopia electronica de barrido, respectivamente. Leptospira spp.
tiene una envoltura celular similar a las bacterias Gram negativas, con-
siste en una membrana citoplasmatica y otra externa. Sin embargo, la
capa de peptidoglicano esta asociada con la membrana citoplasmatica
en vez de la membrana externa, algo que es Unico de las espiroquetas
(Faine, 1994, Levett, 2001).

Los dos flagelos presentes en leptospiras se extienden desde la mem-
brana citoplasmatica en los extremos de la bacteria, a través del espacio
periplasmatico y son necesarias para la motilidad del microorganismo
(Picardeauy col., 2001). Las leptospiras patdégenas de aislamientos re-
cientes son mas cortas y compactas y sus movimientos mas rapidos
que aquellas leptospiras que ya han sido subcultivadas (Faine, 1994).
Las leptospiras giran alrededor de su eje y progresan en ambas direc-
ciones. Se dividen por fision binaria.



Figura 5. Imagen de un cultivo puro de leptospiras utilizando inmunofluroescencia
directa (IFD) (200X). (Fuente: Brihuega y col., 2006).
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Figura 6. Imagen obtenida por microscopia electrénica de barrido de Leptospira
interrogans cepa RGA. (Fuente: Adler y col., 2015, capitulo 3).

Las leptospiras sin colorear no son visibles al microscopio optico de luz,
pero si se observan claramente en microscopios de campo oscuro o de
contraste de fase. No se tifien adecuadamente con las coloraciones de
Gram, Wright o Giemsa, y si se ven bien con técnicas de deposicion de
sales de plata como Levaditi o Warthin-Starry (Faine y Stallman, 1982).



Recientes aplicaciones de taxonomia molecular en este género de
bacterias han revelado una extensa diversidad genética dentro de
Leptospira spp. con mas de 16 especies patdgenas y saprofitas descu-
biertas (2008). Un reto importante a futuro es relacionar la correlacion
entre esta diversidad genética y las diferencias bioldgicas. La relacion
entre el contenido del genoma del género Leptospira spp., la patogéne-
sis y su habilidad para sobrevivir en nichos ambientales diversos es un
area especialmente importante de investigacion (Picardeau y col., 2008).
La capacidad de este género para adaptarse a diversos nichos ecologi-
cos se manifiesta por presentar mecanismos unicos como es el sistema
de transduccion de sefiales codificado a lo largo de su genoma, lo cual
permite que se adapte a resistir a condiciones de estrés fisiolégico (Pi-
cardeau, 2017), esto se puede deber a la transferencia lateral de genes
asociada a la adaptacion a nuevos hospederos (Fouts y col., 2016).

L. biflexa

L. borgpetersenii L. interrogans

Figura 7. Grafico que representa los genes compartidos entre tres genomas de L.
biflexa, L. borgpeterseniiy L. interrogans. (Fuente: Picardeau y col., 2008).

En el estudio comparativo sobre tres genomas realizado por Picardeau
y col. (2008) se determind que los genes compartidos entre las tres es-
pecies de Leptospira spp. (L. biflexa, L. borgpeterseniiy L. interrogans)
son consistentes con un origen comun para las leptospiras patogenas
y saprofitas. Los genes conservados a lo largo de las tres especies se
encuentran distribuidos en los dos cromosomas existentes en estas.
En la Figura 7 se muestra un diagrama de Venn extraido de Picardeau



y col. (2008) en el cual se puede visualizar que existen 2052 genes
que comparten estas especies. La especie con menos genes no iden-
tificados es L. borgpetersenii, esto se puede deber a que presenta un
genoma significativamente mas corto que las otras especies.

En la actualidad estudios sobre el genoma completo de las leptospiras
(Whole Genome Sequencing-WGS) y enfocando los estudios genomi-
cos sobre los factores de virulencia en los genes core (conjunto de
genes que pueden ser base de una taxonomia) han reportado un total
de 63 especies pertenecientes a este género de espiroquetas reclasifi-
candolo nuevamente en especies patégenas (P1, P2) y saprofitas (ST,
S2) siguiendo el criterio de presencia de genes de virulencia en cada
grupo (Vicent y col.,, 2019). Hasta el momento se ha secuenciado el
genoma completo de cerca de 70 especies pertenecientes al género
Leptospira spp. Esto ha generado muchos datos que seran detallados
en el capitulo V.

Taxonomia y nomenclatura

En la actualidad la nomenclatura sobre este género bacteriano es segun
el subcomité de taxonomia de la sociedad internacional de leptospiro-
sis (ILS, 2020):

Orden: Spirochaetales
Familia: Leptospiraceae
Género: Leptospira
Especie: interrogans
Serogrupo: Canicola
Serovariedad: Canicola
Cepa: Hond Utrecht IV

Se debe escribir en cursiva tanto el género como la especie (Leptospira
interrogans), pero el género con inicial mayuscula mientras que con mi-
nuscula la especie. Segun la ILS, no es necesario colocar el serogrupo,
al cual pertenece la cepa aislada, pero si la serovariedad (en mayuscula



y sin cursiva) y el nombre de la cepa referencial o aislada en mayuscu-
la). Es decir, si queremos citar la especie colocada como en el ejemplo
anterior se escribe: Leptospira interrogans Canicola cepa Hond Utre-
cht IV. Cuando se cita solo el género existen dos formas de escribirla,
si hacemos referencia al género incluyendo varias especies se coloca
Leptospira spp., y si hacemos referencia al género, pero considerando
una sola especie Leptospira sp.

Epidemiologia

La leptospirosis es una enfermedad infectocontagiosa de relevante
importancia en la salud publica y es considerada la zoonosis de mayor
distribucién mundial. Esta enfermedad puede ser trasmitida al hombre
principalmente por alguna de estas causas: inadecuado manejo sani-
tario de desechos metabdlicos de animales de produccion, silvestres,
mascotas o contaminacion de efluentes por desechos animales como
la orina. Por lo tanto, el punto de partida para la diseminacion de la lep-
tospirosis es la presencia de un portador (Stanchi y col., 2007). Estos,
ya sean animales domésticos o silvestres, eliminan leptospiras con la
orina en forma discontinua y por periodos variables. De esta manera
se efectiviza la infeccion directa a otros animales, de la misma u otras
especies, como asi también al hombre (Faine, 1982; Levett, 2001).

Enla Figura 8 se puede observar que la presencia de leptospiras en ori-
na de reservorios (ratones/ratas) puede mantenerse durante meses o
anos. En este diagrama se puede visualizar la naturaleza bifasica de la
leptospirosis, leptospiremiay leptospiruria. La primera fase es la inicial
al contagio, por lo que se puede encontrar mayor presencia de leptos-
piras en el torrente sanguineo y en segunda fase se pueden encontrar
los anticuerpos antileptospira generados por el sistema immune. Es
muy importante conocer la naturaleza de esta enfermedad, ya que en
la primera fase se pueden aplicar métodos de diagndsticos molecu-
lares que tengan como objetivo la deteccion de ADN presente en las
muestras y en la seqgunda fase, métodos serolégicos que detecten la
presencia de anticuerpos.
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Escala de tiempo * Semanal Semana2 Semana3 Semana4  Meses Afos
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Figura 8. Diagrama representando la presencia de leptospiras después del con-
tagio en sangre, orina y generacién de anticuerpos antileptospira. (Fuente: Cés-
pedes, 2005).

En Seijo (2015) se describe la primera fase en humanos (bacteremia-
leptospiremia) mediante una respuesta inflamatoria inespecifica y que
causa una vasculitis, el cuadro clinico puede manifestarse con los
sintomas: sindrome febril agudo o prédromos con hipertermia aguda,
mialgias cefalea, dolor abdominal nauseas, vomitos, diarrea e hiperemia
conjuntival con ausencia de afeccion en las vias respiratorias superio-
res (2-5 dias poscontagio). En la segunda fase (leptospiruria) existen
otros mecanismos de dafio tisular: ictericia colostatica, insuficiencia
renal, meningitis "aséptica”, hemorragias, miocarditis y neumonia, fre-
cuente neutrofilia, trombopenia y velocidad de sedimentacion elevada.
En este atlas se resumen los métodos de diagndstico aplicados para la
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deteccion de leptospirosis humana recomendadas para el diagnostico
durante la primera fase: PCR, hemocultivos y serologia por MAT. Du-
rante la segunda fase: urocultivo, y una segunda muestra suero para
poder confirmar la seroconversion.

Esta enfermedad es comun en el ganado, las mascotas y los animales
silvestres. La enfermedad esta presente en bubalinos, caprinos y cani-
nos. Las consecuencias de una infeccion con leptospiras pueden ser:
nefritis, ictericia, desordenes reproductivos, abortos, natimortos y de-
bilidad en terneros (Faine, 1999). En equinos y en pequefios rumiantes
puede producir abortos y en porcinos abortos y natimortos.

En el ganado lechero reduce la produccion de leche generando mas-
titis, abortos y pariciones prematuras. Es por ello que una campafna
de vacunacion eficiente requiere la realizacion de estudios epidemio-
l6gicos para determinar la magnitud del problema 'y a su vez conocer
las distintas serovariedades que circulan en una determinada region.
En Argentina ocurren con frecuencia brotes de leptospirosis animal y
humana, pero es poco lo que se conoce acerca de sus relaciones epi-
demioldgicas. Nuestro pais carece de un programa nacional, lo que nos
pone en desventaja con respecto a otros paises competidores con un
altisimo estandar en salud animal, como Australia o Nueva Zelanda.

La enfermedad posee un gran potencial zoondtico debido al contacto del
hombre con los animales domésticos. Durante un brote pueden estar
involucradas en la circulacion de leptospiras varias especies animales
que vivan en biocenosis (Brihuega, 2011). Hay una relacién simbidtica
entre la leptospira y su hospedador que es de gran importancia para la
perpetuacion de la enfermedad en la poblacion animal. Este es un equi-
librio biolégico entre algunas cepas de leptospiras y ciertas especies
animales en las cuales persisten en los tubulos contorneados renales,
sin producir efecto patdgeno en su epitelio. Este equilibrio se instala solo
en ciertos casos, mientras que en otros se pierde o es mucho mas dificil
de comprobar; el animal padece una forma severa de la enfermedad, que
incluso le puede ocasionar la muerte. Para la epidemiologia hay dos fac-
tores decisivos: la eliminacion de leptospiras con la orina de los animales
infectados y la supervivencia de los gérmenes fuera del organismo.

Los animales silvestres también son importantes reservorios que eli-
minan leptospiras a través de la orina al medioambiente. Entre los
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mamiferos, los roedores (ratas, ratones) son los reservorios mas im-
portantes (Sterling, 1981; Faine, 1982; Rossetti y col., 2004). También
los zorros, armadillos, comadrejas, cuises, animales poiquilotermos y
mamiferos marinos mantienen las leptospiras en un determinado me-
dio (Coulagross-Schouten, 2002; Lilenbaum y col. 2002; Stanchi y col.
2007, Brihuega y col. 2007; Zamora y col., 1999). En Argentina se han
reportado diferentes especies de animales silvestres con serologia po-
sitiva a leptospirosis mediante la técnica de microaglutinacion (MAT),
por esto es muy importante el intento de aislamiento y la identificacion
de la especie aislada. La importancia que reviste en la difusion de la
leptospirosis la presencia de portadores entre las diversas especies de
animales silvestres se pone de manifiesto frente a las continuas inves-
tigaciones y aislamientos de cepas que se obtienen de estos animales.
Estudios realizados previamente demuestran que algunos animales
silvestres han estado en contacto con leptospiras, pudiendo ser po-
tenciales focos de diseminacion (Cacchione y col., 1965; Levett, 2001;
Martin y col., 2002; Brihuega y col., 2007; Marder y col., 2008; Scialfa y
col,, 2010; Liy col,, 2012; Jorge y col.,, 2012; Grune y col., 2014y 2015).

EnlaTabla 1 se presenta un resumen de las serovariedades de Leptos-
pira spp. reaccionantes en animales silvestres de Argentina mediante
la técnica seroldgica de microaglutinacion (MAT).

Tabla 1. Listado de las serovariedades reaccionantes a Leptospira spp. en hospe-
deros silvestres.

Hospedero . . .
P Serovariedades reaccionantes Referencia

(animal silvestre)

Leptospira interrogans Castellonis, Leptospira
Liebres patagonicas interrogans Bratislava, Leptospira interrogans Brihuegay col.,, 1984
Wolffiy Leptospira interrogans Butembo

Leptospira interrogans Castellonis, Leptospira
Ciervos colorados interrogans Pomona y Leptospira interrognas Brihuega'y col., 2003
Grippotyphosa

Leptospira biflexa Patoc, Leptospira interrogans
Wolffi, Leptospira interrogans Tarassovi,
Ofidios Leptospira interrogans Pomona, Leptospira Stanchiy col,1986
interrogans Pyrogenes, Leptospira Shermani,
Leptospira Andamana

o Leptospira Sarmin, Leptospira Pyrogenes, :
Caiman Leptospira Ranarum Rossettiy col., 2003

Armadillo o Peludo

(Chaetopractus villosus) Leptospira hardjo y Leptospira canicola Cacchioney col., 1966

Sapo (Bufo arenarum) Leptospira interrogans serovar Cynopteri Stanchiy col, 1991
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CAPITULO I



La clasificacion de leptospiras ha cambiado significativamente desde
la incorporacion de herramientas moleculares para la deteccion vy ti-
pificacion de este agente zoondtico. A partir de la década de 1990 se
desarrollaron diversas técnicas para poder determinar las especies pa-
togenas y saprofitas presentes en el género Leptospira spp. En el afo
1987, Yasuda y col. implementaron la hibridizacion de DNA-DNA ge-
nomico para poder determinar la cantidad de especies presentes en el
género Leptospira spp. En ese estudio encontraron que L. interrogans,
anteriormente sensu lato, presentaba por lo menos seis especies. Es a
partir de este momento que se empezo a utilizar la denominacion de
sensu stricto para L. interrogans. Basados en estudios posteriores de
hibridizacion se han descripto un total de 20 especies para el género
Leptospira spp. (Perolat y col., 1998; Brenner y col., 1999; Levett y col.,
2005, 2006; Matthias y col., 2008; Slack y col., 2006, 2009). Con estos
hallazgos se generd un conflicto taxonomico entre la tipificacion sero-
logica y la genotipica, dado que un serogrupo puede estar presente en
diferentes especies de Leptospira spp. Por ejemplo, las 14 serovarie-
dades descriptas de Bataviae se encuentran en L. interrogans sensu
stricto (5 serovariedades), L. santarosai (5 serovariedades), L. kirschne-
ri (1 serovariedad), L. noguchii (2 serovariedades), L. borgpetersenii (1
serovariedad).

Esto sugiere, que los genes determinantes de los serotipos podrian ser
transferidos de manera horizontal entre especies (Ralph y McClelland,
1994; Haake y col., 2004, Cerqueira y Picardeau, 2009; Picardeau y col.,
2008), sin embargo, aun es desconocido el mecanismo responsable
de este intercambio génico de los determinantes del género Leptos-
pira (ver capitulo V). El sistema de clasificacion basado en similitudes
génicas se esta usandoen conjuncién con la clasificacion clasica por
antigenos.

A continuacion, se resumen los métodos de tipificacion molecular
usados con leptospiras. Diversos métodos de PCR y electroforesis de
campo pulsado en gel se han implementado desde los 90 para poder ti-
pificar a nivel genotipico. Estas técnicas se encuentran publicadas en la
Guia de herramientas moleculares y tipificacion de leptospiras, (grupo
de leptospirosis, 2018).
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Ribotyping: este método consta en determinar los perfiles de longitud
de los fragmentos de restriccion de ADN cromosomal digerido probados
con rRNA (Cerqueira y Picardeau, 2009). Leptospira spp. tiene dos sets
de 16Sy 23S y uno o dos para el gen 5S rARN, pero no estan relaciona-
dos cercanamentey se encuentran dispersos a lo largo del cromosoma.
Dado el bajo numero de genes rARN, este método de tipificacion no
cuenta con un poder muy discriminatorio entre especies.

Insercion de secuencias (IS): este método, basado en elementos de in-
sercion de secuencias, toma valor agregado en estudios epidemioldgicos.
Los elementos IS1500 y IS1502 fueron identificados para L. interrogans
y para L. borgpetersenii IS1533. El nimero de copias varia entre serova-
riedades y entre aislamientos de un determinado serovar. Este método
puede discriminar serovariedades de diferentes especies de Leptospira
spp. y entre serovares de una especie de Leptospira spp. determinada. La
reciente secuenciacion de los genomas de L. interrogans y L. borgpeter-
seniiy la saprofita L. biflexa permitio la identificacion de varios elementos
IS de un amplio rango de familias IS (Zuernery col., 1995).

Analisis de endonucleasas de restriccion y electroforesis de campo
pulsado en gel (PFGE): métodos no basados en andlisis de secuencias,
incluyen la comparacion de perfiles de restriccion en geles de agarosa
o de acrilamida. El analisis de endonucleasas de restriccion (REA-sigla
en inglés) de ADN genémico completo ha demostrado ser un método
confiable para tipificar algunas cepas de Leptospira spp. (Cerqueira y Pi-
cardeau, 2009). Sin embargo, esta técnica es muy laboriosa y requiere de
grandes cantidades de cultivo. La gran cantidad de bandas presente difi-
culta la interpretacion y la comparacion entre laboratorios. Los patrones
de PFGE obtenidos para determinado serovar son Unicos de ese serovar.
Sin embargo, se han reportado discrepancias entre métodos serologi-
cos y PFGE, por ejemplo, el PFGE no aparenta poder discriminar entre
si los serovares Copenhageni e Icterohaemorrhagiae de L. interrogans
(Galloway y Levett, 2008). A pesar de esto casi el 90 % de los serovares
pueden ser identificados con base en sus Unicos patrones de PFGE.

Amplificacion aleatoria de ADN polimérfico (RAPD) y PCR con primers
arbitrarios (AP-PCR): estos métodos de fingerprinting de cepas de Lep-
tospira spp. dan resultados consistentes con el analisis de secuencias
de 16S rARN y analisis de similitud de secuencias ADN-ADN (Cerqueira
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y Picardeau, 2009). Este método discrimina entre especies de leptospi-
ras, representa una técnica simple y rapida para su identificacion como
también para comparar entre serovares. Estos métodos son una herra-
mienta Util para estudios de epidemiologia molecular. Sin embargo, este
método es costoso para estudios de gran escala y su reproducibilidad
es baja, lo cual dificulta la comparacion de resultados entre laboratorios.

Analisis de polimorfismo de la longitud de fragmentos amplificados
(AFLP): este método también es llamado analisis de polimorfismo de
la longitud de fragmentos amplificados fluorescentes (FAFLP). Estos
analisis implican un procedimiento de tres pasos en los cuales el ADN
genomico se digiere con enzimas de restriccion, se le ligan adaptado-
res y luego se amplifican fragmentos para la generacion de footprints
de las cepas. Este método utiliza el analisis computarizado del gel, lo
cual facilita su analisis por clusters. Una desventaja de esta técnica es
que requiere de mucha mas cantidad de cultivo (templado) que otros
métodos de PCR.

Tipificacion de secuencias en miiltiples locus (MLST): este método
esta basado en secuencias parciales de diversos genes constitutivos
0 housekeeping. Dos sets de genes han sido implementados adk, icdA,
lipL32, lipL41, rrs 'y secY y el otro set esta constituido por: pntA, sucA,
pfkB, tpiA, mreA, glmU y fadD. El MLST puede ser usado para identifi-
car clusters de aislamientos cercanamente relacionados en brotes y
epidemias. Este método no requiere de grandes cantidades de ADN pu-
rificado, pero requiere de un cultivo del aislamiento para caracterizar. Es
altamente reproducible entre laboratorios.

Analisis de repeticiones en tandem en miuiltiples locus (MLVA): este
analisis utiliza los locus VNTR (repeticiones en tandem de nimero varia-
ble) para tipificar las serovaridades presentes en las diferentes especies
de Leptospira spp. Un analisis de la base de datos de repeticiones en
tandem mostro que el genoma de L. interrogans presenta muchas se-
cuencias repetitivas de menos de 100 pb de longitud. Estas repeticiones
son altamente utiles para analizar los polimorfismos basados en la elec-
troforesis de los productos de PCR obtenidos. El MLVA es utilizado solo
para especies patogenas de Leptospira spp. y puede discriminar entre
serovares. Estudios posteriores deberan evaluar la estabilidad de estos
microsatélites a lo largo de tiempo y distribuciéon geografica. Esta téc-
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nica es considerada altamente reproducible entre laboratorios y es una
técnica que puede ser empleada en laboratorios clinicos como también
en centros de investigacion en paises en desarrollo. La desventaja de
esta técnica es que requiere de un aislamiento previo de la leptospira y
por ende no puede ser utilizado directamente sobre muestras bioldgicas.

Se describe en este capitulo la genotipificacion mediante Multiple- Lo-
cus Variable Number Tandem Repeats Analysis (MLVA), andlisis que ha
sido usado con buenos resultados para la estratificacion de genotipos
en otros agentes bacterianos patégenos: Clostridium botulinum (Fillo
y col,, 2011), Clostridium difficile (Koene y col., 2011), Streptococcus
agalactiae (Haguenoer y col.,, 2011), Ehrlichia ruminantium (Nakao y
col., 2012), Staphylococcus aureus (Li y col., 2013), Bacillus anthracis
(Antwerpen y col., 2011), Streptococcus pneumoniae (Van Cuyck y col.,
2012), Yersinia pestis (Zhangy col., 2009), Salmonella enteritidis (Cam-
pioniy col., 2013) y Salmonella enterica (Kruy y col., 2011).

Tabla 2. Comparacion entre las técnicas de tipificacion molecular utilizadas
para leptospiras.

MLST AFLP RAPD
ADN necesario Poco Poco Poco Poco Mucho Mucho  Moderado  Moderado
Calidad del ADN  Alta Alta Moderada Moderado Alta Alta Moderada  Moderada
Sebasanen PCR  Si Si Si Si Si Si Si Si
Clonadoy . . .
Secuenciacion No Si No No Si No Si No
Nivel de Alto Alto Medio Medio Alto Medio Bajo Bajo
polimorfismo ) )
N.° de loci
polimérficos 12 13 20-100 1,5-50 5 4 3 3
analizados
Confiabilidad Alta Alta Mediano  Baja Mediana Baja Alto Baja
Nivel de destreza  Mediano  Mediano Mediano  Bajo Bajo Alto Mediano Bajo
Cost . . . . .
m(fjsegtfaor Bajo Alto Alto Bajo Bajo Bajo Alto Bajo
Reproducibilidad  Alta Alta Mediana Baja Baja Baja Mediana Baja
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Multiple-Locus Variable-number tandem repeat
Analisis (MLVA)

Se empled la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) desarrollada
anteriormente con el fin de determinar el tipo molecular de L. interro-
gans sentido estricto (Majed y col., 2005; Pavan y col. ,2008; Pavan y
col, 2071ay 2011b). En la Figura 9 se muestran los primers utilizados
para la amplificacion de los marcadores y sus caracteristicas.
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VNTR Locus

VNTR4  4a (CAAAATCAGTCACTACCCTG) 1122221-1122580 34 5 362 10 0-23
4b (CTTTGTTGGAGCGCAATCTC)

VNTR7  7a(TCATCTGCTCCGGAGATTCG) 3312338-3312035 46 3 304 15 0-14
7b (TCCCTCCACAGGTTGTCTTG)

VNTR9 9a (TCGCTCTACAGGTCGGTGTT) 2652531-2652151 46 4 381 13 1-13
9b (GGTGAAGAGCAAACCTTTGG

VNTR10  10a (TCCAAAATTCAGCCCTCAAG) 1666395-1666157 45 2 239 15 1-18
10b (GACGCTTGGCATTTGTATCC)

VNTR 11 11a (ACAGAAGCCGTCTCATTTTG) 167476-167184 45 4 293 7 -1
11b (CACAGGTCGGAATTTGTCA)

VNTR19  19a (CAGAAACAAGAGGGAAGATTC)  2877449-2877029 47 6 421 15 1-18
19b (ACTCTCATTTAAGAGTGGCTG)

VNTR 23  23a (TTTCCAAATATACTTACTCGG) 2179070-2178732 46 5 339 13 0-14
23b (GCAAGAGAATTATTGGGATGG)

VNTR31  31a (TTCATGAAGGTCCCGAAAAC) 2729699-2730370 77 4 671 NDx  ND
31b (ACGTGAGTTCGACCATGATTC)

ND+, no determinado (VNTR 31 fue usado para diferenciar entre L. interrogans Canicolas y Portlandvere del serogrupo Canicola.

Figura 9. Imagen de la tabla 2 de Majed y col., (2005) (modificada), se indican los
primers utilizados y su posicion dentro del Cl de L. interrogans serovar Icterohaemo-
rrhagiae Lai, el tamafo del producto de PCR a obtenery el rango de las repeticiones.
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Para las especies L. kirschneriy L. borgpetersenii se utilizaron los ceba-
dores (primers) propuestos por Salaiin y col. (2006) para flanquear los
siguientes VNTRs: 4bis, 7bis, 10bis, Lb4 y Lb5 (Figura 10). El procedi-
miento de determinacion de genotipos de las cepas aisladas mediante
MLVA se realiza utilizando dos sets de primers para flanquear un to-
tal de 12 loci: VNTR4 y 4bis, VNTR7 y 7bis, VNTR9, VNTR10 y 10bis,
VNTR19, VNTR23 y VNTR31, VNTR Lb4 y VNTR Lb5. No se utiliza el
VNTR11 indicado en Majed y col. (2005), ya que los primers presenta-
ban unas bases erroneasy estudios posteriores realizados en el pais no
lo incluian (Pavany col., 2008 y Pavany col., 2011).

Para poder comparar los coédigos de repeticiones obtenidos en la ca-
racterizacion molecular llevada a cabo MLVA se deben usar los mismos
loci flanqueados, ya que esto posibilita el posterior analisis filogenético
y el intercambio de cédigos a nivel de interlaboratorios.

Locus REE] L. interrogans L.kirschneri L.borgpetersenii

VNTR 4bis 4a_bis (AAGTAAAAGCGCTCCCAAGA) 425 +34n 425 +34n 425 +34n
4b_bis (ATAAAGGAAGCTCGGCGTTT)

VNTR 7bis Ta_bis (GATGATCCCAGAGAGTACCG) 299 + 46n 299 + 46n Sin producto
b (TCCCTCCACAGGTTGTCTTG)

VNTR 10bis 10a_bis (GAGTTCAGAAGAGACAAAAGC) 420+ 46n 347 + 46n 333 +46n
10b_bis (ACGTATCTTCATATTCTTTGCG)

VNTR Lb4 Lb4a (AAGAAGATGATGGTAGAGACG) Sin producto Sin producto 573 +60n
Lb4b (ATTGCGAAACCAGATTTCCAC)

VNTR LB5 Lb5a (AGCGAGTTCGCCTACTTGC) 668 +39n 668 +39n 722 +36n
Lb5b (ATAAGACGATCAAGGAAACG)

El tamanio del producto de PCR para la region flanqueante del VNTR + (tamafio de la repeticion), siendo n el nimero de repeticiones.

Figura 10. Imagen de la tabla 1 de Salaiin y col.,, 2006 (modificada), indica los pri-
mers utilizados y los productos esperados para L. interrogans, L. kirschneriy L.
borgpetersenii.

Los datos sobre los componentes de la mix que se emplearon se pue-
den encontrar detallados en el capitulo VI (protocolos de PCR) como
también el programa del termociclado. Para la tipificacion de cepas ais-
ladas de leptospiras patogenas llevando a cabo el MLVA se hizo una
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modificacion a partir de los trabajos utilizados como referencia (Ma-
jed y col., 2005 y Salalin y col., 2006). En estos trabajos se amplificé
un VNTR por distintas cepas, obteniendo los pesos moleculares de la
amplificacion de ese locus en las distintas muestras. La variacion rea-
lizada consistio en utilizar ambos sets de oligonucledtidos indicados
previamente por muestra (cepa). Obteniendo de esta manera el perfil de
los loci flanqueados por cepa en un gel Unico. Los amplicones obteni-
dos pueden ser conservados a -20 °C y reutilizados por hasta 6 meses.

Los tamanos alélicos se calcularon mediante un marcador de peso
molecular de ADN de 100 pares de bases (bp) y el programa de libre
distribucion GelAnalyzer 2010a (http://www.gelanalyzer.com) para
obtener los valores exactos de los pesos moleculares (pb) de los am-
plicones; posteriormente se calculd el niumero de copia de repeticion
mediante la formula:

Numero de repeticiones (pb) = [Tamafo de fragmento (pb) — Regiones
de flanqueo (pb)] / Tamafio de repeticion (pb).

A partir de esta formula y las indicaciones de los tamafos de O repe-
ticiones por loci flanqueado en los trabajos de Majed y col. (2005) y
Salatiny col. (2006) se elaboraron dos tablas de repeticiones (Anexos
ATyA2).

Protocolos de extraccion y purificacion de ADN

Existen diversos protocolos de extraccion y purificacion de ADN a partir
de cultivos vivos. Algunos incluyen el uso de fenol/cloroformo y otros
utilizan directamente un kit para la extraccion. Se ha puesto a punto el
método de purificacion y extraccion de ADN empleando dos protocolos
aplicados a dos situaciones distintas. Cuando el cultivo, (independien-
temente si se encuentra en medio liquido o semisdlido) presenta buen
crecimiento, se toma directamente una alicuota de 20/50 pl de la parte
central del cultivo, donde se encuentra la mayor concentracion de lep-
tospiras, y se transvasan a tres eppendorf de 0,5 ml de PCR de pared
delgada (previamente preparados de Chelex-100, ver capitulo V). Otro
meétodo de extraccion es usar 0,5ml/Tml del cultivo e incubarloa 100 °C
durante 10 minutos para lisar las bacterias y liberar el ADN.
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Para visualizar si el cultivo se encuentra en optimas condiciones para
tipificar se toman los siguientes criterios:

a.

En un cultivo liquido (medio EMJH) se puede observar una
densa nube tornando el cultivo turbio, al agitarlo suavemente
y se puede observar que esta nubosidad es movil, se puede
afirmar que el cultivo esta crecido y se observa con microsco-
pio de campo oscuro.

En el caso de cultivos semisélidos (medio Fletcher) se for-
man anillos con distinta densidad, se pueden observar anillos
mas finos por encima y debajo del anillo centralizado y mas
grueso, denominados anillos Dinger (Figura 11). También en
este caso cuando podemos observar estas caracteristicas
podemos afirmar que el cultivo esta crecido y se confirma
mediante la observacion con microscopio a campo 0SCcuro.

Figura 11. Fotografias de cultivos de dos cepas aisladas en la cuales se puede ob-
servar el anillo dinger en medio semisdlido Fletcher. A. Cultivo, en el cual se puede
observar el fragmento del rifion sembrado. B. Cultivo, con afios de estabilidad en el
medio Fletcher.

Para poder verificar la sensibilidad de la PCR a partir de ADN extraido utili-
zando el protocolo de purificacion con la resina Chelex-100, se tomd como
templado la cepa Rat454 con una concentracion de ADN de 115 ng/uly se
realizaron diluciones de 1/2,1/5,1/10,1/20y 1/50 (Figura 14).
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CM 1/21/51/101/20 1/50 CM

Figura 12. Imagen del gel que representa la sensibilidad de amplificacion de la cepa
Rat454 VNTR 4bis diluida (500 pb) (CM: marcador molecular de 100 bp).

Revelado de amplificaciones y analisis de geles

Los geles se preparan al 2 % de agarosa en 100 ml de TAE al 1X (40 mM
Tris-acetate, TmM EDTA) y se le afladen 3 pl de bromuro de etidio liquido
(Promega, Cat..H5041). Una vez endurecido el gel, se puede empezar con
la siembra de los productos de PCR. Se mezcla 1 gota (1 pl) del buffer
de siembra (loading buffer) con 15 pl del producto de PCR, esta mezcla
se siembra en cada pocillo y se deja correr el gel durante 60 min a 100
V. El buffer de siembra utilizado se prepara siguiendo las indicaciones
detalladas en el capitulo VI. La primera calle de cada set de reacciones
debe tener el Cienmarker (CM) para luego poder calcular el tamafio de
la banda (amplificacion).

Al terminar la corrida del gel se pueden ver las amplificaciones directa-
mente en el transiluminador con cabina cubierta (Uvi-Tec). Se toma la
foto teniendo en cuenta que la posicion del gel sea la mas recta posi-
ble, ya que mediante esta imagen se calculan los pesos moleculares de
cada banda utilizando el programa GelAnalyzer 2010a.

CM 4 7 9 10 19 23 31 CM
pb 248 201 771 488 229 693 649
Copias 2 10 2 3 10 2 4

33



CM 4bis 7bis10bis Lb4 Lb5
pb 478 - 362 776 935
Copias 1 -1 4 6

Figura 13. Imagenes de los geles de agarosa al 2 % donde se corrieron las amplifi-
caciones (utilizando el set de primers de Majed y col. (2005)) de cepa Roedor 1507
aislada del rifon de Rattus norvegicus (Rata gris) en la provincia de Buenos Aires en
el 2010 (A) y de cepa MP441 aislada del rifién de Oligoryzomys flavescens (raton)
en la provincia de Buenos Aires en el 2012 (utilizando el set de primers de Salaliny
col. (2006)) (B).

B § nak g

oo

Figura 14. Imagen de pantalla utilizando el programa Gelanalyzer al calcular los
valores del tamafio de la banda (en pb) de cada locus flanqueado.
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En la Figura 14 se puede ver una impresion de pantalla del programa
GelAnalyzer. La imagen del gel es analizada mediante el programa, el
cual calcula el valor exacto del tamafo de la banda seleccionada. Los
valores de los pesos del cienmarker deben ser indicados al programa
para el calculo del tamafo de banda.

Construccion de arboles filogenéticos

Se utilizaron un total de 65 genotipos determinados (ver Anexo B)
se construyeron dos arboles filogenéticos basados en una matriz de
distancias generada en el complemento de Excel-GenAlEx 6 (Genetic
analysis in Excel, Population genetic software for teaching and research,
http://biology.anu.edu.au/GenAlEx/Welcome.html). Este paso previo a
la generacion de los arboles se debe incluir ya que no se esta trabajan-
do con secuencias, sino con genotipos caracterizados por un codigo de
numeros. Esta matriz de distancia triangular es ingresada en formato
xt al programa MEGA 6.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis,
http://www.megasoftware.net/) y transformada en formato .meg. Una
vez realizado este paso se puede proceder a la construccion de los ar-
boles filogenéticos. El apareamiento de los genotipos se realiza basado
en el método de UPGMA, el cual agrupa los genotipos por afinidad ge-
nética y la cercania entre si, formando clados de distinto largo de brazo
representando las distancias. Se presentan dos arboles, uno (Figura 15)
tomando en cuenta los genotipos representados por L. interrogans am-
plificados mediante 7 loci indicado previamente en este capitulo, y otro
arbol que unifica los genotipos representados de L. borgpeterseniiy L.
interrogans serogrupo Icterohaemorrahgiae serovar Copenhageni Fio-
cruz L1-130y serovar Icterohaemorrhagiae RGA (Figura 16). En el primer
arbol se pueden observar tres clados principales, en la parte superior del
arbol se encuentra el clado del serogrupo Icterohaemorraghiae, seguido
del Pomona y en la parte inferior del Canicola. Las cepas que no pre-
sentan un perfil idéntico a los perfiles de las cepas referenciales no son
incluidas en el arbol filogenético (Cuis, Peludo, RatBa, Zorro).
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Entre Rios
Rat4
Balcarce2
Rat3
Rat2
‘ - Ratks

Ratk4

Ictero (2,1,13.7.2,0.3)
‘ M20(2,1,137.203)

BGA (21137203
Pomona (2,061481.3
Balcarcel

Corrientes266
Corrientes 289
Roedor1507

MY 1039 (1,10,2,310.2.4)
Hond Hond U trecht IV (1,10,2,3.10,2.3)
Ardilla

Zarring

Com

Com?2

Bocan

Roedor104

28 2.0 15 1.0 05 0.0

Figura 15. Arbol creado por UPGMA de los genotipos representados en la especie L.
interrogans. Las cepas provenientes de animales de produccion se encuentran resal-
tadas en color verde. Las cepas de referencia se encuentran subrayadas y se presen-
ta entre paréntesis, el niUmero de repeticiones de los VNTRs: 4, 7,9, 10,19, 23y 31.

En el arbol presentado en la Figura 15 se puede observar la composicion
de los genotipos tipificados utilizando el set de 7 primers, flanqueando
los loci (VNTRs) 4,7,9,10, 19, 23y 31 (Majed y col., 2005). Estos geno-
tipos pertenecen todos a la especie L. interrogans, encontrandose en
la parte superior del arbol, las cepas con perfil idéntico a Icterohaemo-
rrhagiae M20/RGA/ICTERO |, compuesto por cepas aisladas de ratas
(RatK4, RatK5, Rat 2, Rat 3y Rat 4) y bovinos (Balcarce 2 y Entre Rios).
Sequido a este grupo, se encuentra una cepa aislada de un bovino (Bal-
carce 1), la cual presenta un perfil idéntico al genotipo de Pomona. En la
parte inferior del arbol se pueden observar los genotipos pertenecientes
al serogrupo Canicola, compuesto por las cepas referenciales L. inte-
rrogans serovar Portlandvere MY1039y L. interrogans serovar Canicola
Hond Utrecht IV. En el clado Canicola encontramos un total de nueve
aislamientos, obtenidos de bovinos (Bocan, Corrientes 266 y Corrientes
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289), dos comadrejas (Com y Com?2), dos ratas (Roedor 104 y Roedor

1507), una ardilla'y un zorrino.

20 1.6 1.0

Com3
Com4
Mus320
Rat17
Rat13
Rat3A
Rat2A
Rat1A
Rat478
Rat410
Rat298
Rat103

Fiocruz (2,1,7,-4)
Rat9

RGA (2,1,7,-4)
Rat102
Rat302
Ratd54
Rat451
Rat495
Ardilla2
Rats
Rat6
Rat7
Rat8

Castellon 3 (1,-1.6.7)
Rat1

MusC16
SantaFel-SantaFe VI
ROE 1-ROES

Jabalf

Mus441

Com345

Rocamora

Figura 16. Arbol creado por UPGMA de los genotipos representados por las es-
pecies L. borgpetersenii y L. interrogans serogrupo Icterohaemorrahgiae serovar
Copenhageni Fiocruz L1-130 y serovar Icterohaemorrhagiae RGA. Las cepas pro-
venientes de animales de produccién se encuentran resaltadas por color verde. Las
cepas de referencia se encuentran subrayadas y se presenta entre paréntesis, el
numero de repeticiones de los VNTRs: 4bis, 7bis, 10bis, Lb4 y Lb5.



En la Figura 16 se muestra el arbol realizado a partir de los genotipos
tipificados mediante el set de primers compuesto por cinco cebadores
para flanquear los loci VNTR 4bis, 7bis, 10bis, Lb4 y Lb5 (Salatin y col,,
2006). Se observa en la parte superior del arbol un grupo numeroso de
genotiposrepresentando por L. interrogans serogrupo lcterohaemorrha-
giae serovar Copenhageni Fiocruz L130 y serovar Icterohaemorrhagiae
RGA, los cuales solo se pueden discriminar flanqueando estos 5 VNTRs.
Trece cepas aisladas corresponden al genotipo Copenhageni Fiocruz
L130, compuesto principalmente por cepas provenientes de ratas, una
cepa aislada de ratén (Mus320) y dos comadrejas (Com 3y Com 4), es-
tas cepas son todas de la provincia de Buenos Aires. El sequndo grupo
representa el genotipo Icterohaemorrhagiae RGA y esta compuesto por
11 cepas, de las cuales una fue aislada a partir de un rifién de ardilla y
las restantes de ratas. En la parte inferior se encuentran las cepas tipi-
ficadas con el genotipo de L. borgpetserenii serogrupo Ballum serovar
Castellonis Castellon 3, representado por 20 cepas, principalmente ais-
ladas a partir de riflones de ratones (Santa Fe | a Santa Fe VIII, MusC16,
Mus 441), Ratas (Roe 1 a ROE 5), una cepa aislada de un feto de jabali
y una aislada de un ovino (Rocamora).

Secuenciacion de cepas con genotipo sin determinar
mediante MLVA

El MLVA es una herramienta de genotipificacion eficiente cuando los
genotipos se encuentran previamente establecidos mediante el perfil
de las cepas referenciales, en el caso de encontrar un perfil no compa-
rable se debe utilizar otra técnica de caracterizacion molecular, como,
por ejemplo: MLST, 16S rARN o gen secY.

En esta seccion se incluyeron tres cepas aisladas de animales silves-
tres cuyo perfil no coincide con genotipos previamente tipificados por la
técnica de MLVA. Estas cepas son Cuis y Peludo. Se secuencian las am-
plificaciones logradas de los loci flanqueados y los correspondientes de
la cepa de referencia para poder corroborar las repeticiones obtenidas.

Se secuenci6 el VNTR 4 de la cepa del cuis y el VNTR 7 de la cepa del
peludo conjuntamente con los mismos loci de la cepa de referencia
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L. interrogans Pyrogenes Salinem, por ser mas cercana al numero de
repeticiones obtenidos.

Los resultados de la secuenciacion se analizan utilizando el programa
BioEdit y DNABaser. La secuencia obtenida es limpiada eliminado los
primers manualmente. Se utiliza el programa Tandem Repeats Finder
(Benson y col., 1999) para confirmar las copias obtenidas en la corrida
electroforética. A continuacion, mostramos las secuencias procesadas
con sus numeros de repeticiones (copias resaltadas con turquesa, azul,
verde y rosa dependiendo del nimero de copias) obtenidas:

Secuencias procesadas

Copias calculadas Copias verificadas por

Tandem repeats finder

Secuencia Tamafio (pb)  a partir de la corrida
electroforética

Cuis VNTR 4 bis 500 3 37
Peludo VNTR 7 618 10 10,6
L. interrogans VNTR 4 240 3 3

Pyrogenes Salinem

L. interrogans
Pyrogenes Salinem YNTR7 214 0 0

La comparacion realizada del numero de copias obtenido por dos mé-
todos distintos nos brinda informacion sobre la identidad del genotipo
con respecto a la cepa de referencia presente en el pais. En el caso
de la cepa Cuis VNTR4, las repeticiones coinciden con las obtenidas
de la cepa de referencia L. interrogans serogrupo Pyrogenes serovar
Pyrogenes Salinem (3 copias en ambas). En el caso de la cepa Peludo
VNTR 7 en comparacion con las repeticiones de la cepa de referencia
encontramos una diferencia de 10 copias.

Luego, se realizd la busqueda de las secuencias por Blastn (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch), en la cual
se alinea la secuencia en estudio (query) con aquellas depositadas en
la base de datos GenBank. Mediante esta busqueda se obtienen los
valores de max score, total score, query cover, E-value y Max. Ident, los
cuales permiten identificar la secuencia mas idéntica a la de en estudio.
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Este paso se realizé con las tres secuencias en estudio recopilando la
misma informacion. A partir de la informacion obtenida solo se pude
confirmary verificar la especie a la cual corresponden estas secuencias,
estando en concordancia con los datos obtenidos por el perfil obteni-
do por MLVA. Estas cepas (Cuis y Peludo) son genotipos nuevos y no
son similares a las repeticiones de las cepas de referencia mundiales
utilizadas en los trabajos de Salaiin y col. (2006) y Majed y col. (2005).

Analisis de coordenadas principales (PCoA)

El andlisis de coordenadas principales (PCoA) se basa en algoritmos
estadisticos que permiten analizar los genotipos determinados sobre
similitud y cercania. El programa utilizado es el mismo con que ante-
riormente elaboramos matrices de distancias (Gen AlEx 6.0). El analisis
de coordenadas principales parte del supuesto que no existe relacion
entre los datos reflejados en el eje X y el eje Y. De haber relacion, esta
puede ser positiva 0 negativa.

Principal Coordinates

Peludo ® @ P
Cuis T
Bovino
@ szlinem
& @ RatBA
o
S ®RM2
]
o
Ratas;
Rata MY 1039 Comadrejas
Bovinos @ Beosicomiine: Zorrino, Ardilla Ratas & Zorro
ond Utrecht | B
ovne Bovinos lctero 4
Coord. 1

Figura 17. PCoA de los genotipos tipificados de L. interrogans mediante la utiliza-
cion del set de siete cebadores para flanquear los loci: 4,7,9,10,19,23 y 31. Las cepas
aisladas de animales de produccion estan en rojo y las de animales silvestres en
negro, se resaltan en negrita los genotipos nuevos. Las referenciales se encuentran
subrayadas. Los puntos verdes representan un genotipo.
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Por un lado, en la Figura 17 se observa que el genotipo L. interrogans
serovar Pomona se encuentra en el cuadrante superior derecho, muy
distante de los genotipos serovar Canicola Hond Utrecht IV y serovar
Portlandvere MY 1039 (cuadrante inferior izquierdo) y de la cepa Zorro
y L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae y serovar Copenhageni
representado por “Ictero” (cuadrante inferior derecho), pero cercano al
genotipo del serovar Pyrogenes. Los genotipos Hond Utrecht IV y MY
1039 se encuentran cercanos y en el mismo cuadrante, esto afirma la
similitud entre si, dado que pertenecen al mismo serogrupo.

Por otro lado, en el cuadrante inferior derecho podemos encontrar el
genotipo "Ictero" y el de la cepa Zorro, los cuales son cercanos entre si
génicamente, pero a su vez distantes de Pomona, Muelleri, Pyrogenes'y
los genotipos de Canicola. El genotipo de la cepa Zorro es un genotipo
similar a "“Ictero”, igualmente ocurre con el genotipo de la cepa Rat-
BA el cual es similar al genotipo de Grippothyphosa serovar Muelleri
RM2. Los genotipos nuevos provenientes de las cepas Cuis y Peludo
se encuentran relacionados con el genotipo de Pyrogenes. En color rojo
se encuentran los genotipos aislados de animales de produccion, y se
observa su coincidencia con los aislamientos provenientes de anima-
les silvestres, como es el caso de los genotipos: Hond Utrecht IV, MY
1039 e Icterohaemorrhagiae. Este analisis demuestra visualmente las
distancias génicas y variabilidades entre los genotipos encontrados en
este estudio.

En el andlisis de PCoA que se muestra en a la Figura 18, se analiza-
ron dos especies de leptospiras patogenas, L. borgpetersenii y L.
interrogans. L. borgpetersenii representada por el genotipo de la cepa
referencial Ballum serovar Castellonis Castellon 3, la cual se encuentra
en el cuadrante inferior derecho muy distante de los genotipos encon-
trados de L. interrogans. En este analisis se destaca la variabilidad
génica que presentan los genotipos representados en el clado de lc-
terohaemorrhagiae, ya que no se encuentran en el mismo cuadrante.
En el cuadrante superior izquierdo se encuentra el genotipo RGA y en
el cuadrante inferior izquierdo el genotipo Fiocruz. Cercano a RGA se
encuentra el genotipo de Muelleri RM2, el cual pertenece al serogrupo
Grippotyphosa y se encuentra relacionado con el genotipo RatBA. En
este PCoA, donde se muestran los tres genotipos nuevos, se puede ver
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la relacion de las cepas Cuis y Peludo con el serogrupo Pyrogenes. Este
analisis también refuerza la afirmacion de que existe una alta variabili-
dad entre genotipos.

Principal Coordinates

Cuis
4f
€ Peludo
& Salinem
(]
© @ R4tRA
S | Ratas &
O .
Ardilla
€ RGA
Ratones,
Ratas,
Ratas
Comadrejas & Castellon3
Ratones
Fiocruz ;
Comadrejas ¢ Jabali
Coord. 1 Ovino

Figura 18. PCoA de los genotipos tipificados de L. interrogans y L. borgpetersenii
mediante la utilizacion del set de cinco cebadores para flanquear los loci: 4bis, 7bis,
10bis, Lb4 y Lb5. Las cepas aisladas de animales de produccion estan en rojo y las
de animales silvestres en negro, se resaltan en negrita los genotipos nuevos. Las
cepas referenciales se encuentran subrayadas. Los puntos verdes representan un
genotipo.

Interpretacion de los resultados obtenidos por el
Analisis de Coordenadas Principales (PCoA)

Al comparar ambos PCoA (Figuras 17 y 18) se observan relaciones si-
milares entre ambos analisis considerando que se estan flanqueando
distintos sets de loci. Esto refleja la veracidad de la técnica en cuan-
to a precision de la caracterizacion de un genotipo. Existe un patron
similar entre los genotipos nuevos en ambos analisis. Los genotipos
provenientes de las cepas Cuis y Peludo efectivamente se encuentran
relacionados con Pyrogenes, pero son distintos entre si, en ambos ana-
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lisis se encuentran en los cuadrantes superiores, lejos de los demas
genotipos. En el caso de RatBA que representa un nuevo genotipo cir-
culante en el pais podemos ver su cercania con la cepa referencial L.
interrogans serovar Muelleri RM2 que a su vez se encuentra cercano al
grupo de las Icterohaemorrhagiae. Ademas, otro resultado que llama
la atencion al realizar este analisis es la distancia que representaron
los genotipos del clado Icterohaemorrhagiae Fiocruz L1-130 y RGA en
la Figura 18, ya que al comparar los codigos de estos dos genotipos
podemos encontrar una diferencia en las repeticiones obtenidas en el
locus VNTR Lb5, en las cuales para Fiocruz existen 4 copias y en RGA
6 copias. La comparacion de los codigos de los genotipos introducidos
en este analisis con su ubicacion en el PCoA, nos brinda informacion
adicional de relevancia en cuanto a su variabilidad génica.

Existen mas trabajos sobre el PCoA aplicado a genotipos determinados
por MLVA: Grune Loffler y col. (2016y 2017).
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CAPITULO Il



Desde la incorporacion de técnicas diagnosticas moleculares se
esta buscando a nivel mundial un diagndstico rapido, sencillo de in-
terpretar, sensible y de deteccion temprana, es decir, en fase inicial o
aguda (presencia de ADN de leptospiras patdgenas) para poder iniciar
la antibioticoterapia de manera certera y discriminar entre otras en-
fermedades abortivas en animales de produccion como brucelosis y
enfermedades renales como es el caso de los caninos.

La dificultad de la utilizacion de la técnica de PCR es la accesibilidad
que puedan o no tener los laboratorios de diagndstico (de baja y me-
diana complejidad), ya que para poder realizarla se requieren equipos
especiales como termocicladores, cuba de electroforesis y fuente de
poder. Otra de las dificultades para el diagndstico es el método de ex-
traccion para lograr templados de ADN de calidad a partir de muestras
clinicas. Las muestras clinicas para el diagnoétsico de leptospirosis ani-
mal son: suero, sangre, orina, rindn, bazo, higado, pulmon y en algunos
casos humor acuoso. En muchos trabajos se utiliza un kit comercial de
extraccion y purificacion. Hemos realizado ensayos sobre la compara-
cion de la eficiencia de diversos métodos de extraccion y purificacion
a partir de muestras clinicas. Se han observado resultados promete-
dores utilizando el protocolo de la resina Chelex-100 (detallado en el
capitulo 11y VI).

Existe una alta gama de primers empleados para el diagnéstico de
leptospiras patégenas en muestras clinicas, algunos de los genes utili-
zados son: 58S, 16S, 23S, gryB, flaB, LipL32, secV, lig. Los sets de primers
son: A-B, G1-G2, B64I-Il, UPTTL-UP2rTL, LgyrF-LgyrR, LepF1-LepR1,
PUT, SUT, lig FRET-PCR forward- lig FRET-PCR reverse, respectiva-
mente (Tablas 3y 4).
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Tabla 3. Comparacion de técnicas de diagndstico por PCR utilizadas en muestras
clinicas animales. (Modificado de Hamery col., 2019).

Tipo de Método de .
o . . Referen-
muestra extraccion Ventaja BESVEhIEIE] .
clinica utilizado -
Semen Fenol/Tiocianato  PCR — 16S Mas rapido y simple que Posible contaminacion Lilenbaumy
y fluido de guanidinio rRNA el cultivo. No requiere con orina en la toma de col., 2008
vaginal de bacterias viables en la muestra
caprinos muestra.
y ovinos
Orina de Qiagen minikity ~ RT-PCR- Sensible, réapiday presentd  No discrimina entre Rojasy col.,
caninos Qiagen Vacuum lipL32 una eficiencia del 98,5 %. serovares. Tecnica no 2010
Manifold validada.
Suero canino  QIAmp DNA PCR real Resultados mas rapidos Equipamiento adicionalala  Ahmedy
(Ensayo extraction kit time - secY que la convencional. convencional. col, 2012
controlado) (Qiagen, Ger- Menos probabilidad de
many) contaminacion.
Orina bovina ~ QlAamp DNA PCR - 23S Los primers diferencian Autdlisis tisular afecta a la Boggia,
Higado/rifion  mini kit (Qiagen, rADN para leptospiras patégenas de leptospiras, por lo que se 2013
de hamsters  CAT 51304) leptospiras las saprofitas, mayor ren- debe analizar la muestra
(Ensayo patégenas dimiento frente a cultivo. inmediatamente.
controlado) Hervido de 0 23S rARN Kit comercial tiene mayor
muestra saprofitas sensibilidad que hervido.
Orina de Promega Wizard ~ PCR-lipL32  Especifico para leptospiras ~ Posibles falsos negativos Hammond y
equinos, SV Genomic DNA patdgenas. No hay en- por eliminacién intermiten-  col., 2014
bovinos, Purification Sys- trecruzamiento con otras te en orina. Requiere el uso
caprinos, tem® (Promega, bacterias. de diuréticos.
porcinos Madison, EUA)
Sangre High-Pure FRET-PCR Mas sensible y menos Solo detecta patégenas. Xuy col.,
entera/ orina  PCR Template —genes lig falsos positivos que PCR Técnica no validada. 2014
de caninos Preparation Kit real time.
(Roche Molecu-
lar Biochemicals,
Indianapolis, IN)
Suero canino  Chelex-100 LAMP (loop-  Menor costo y equipamien-  Técnica no validada. Grune
(BioRad) mediated to que PCR. Deteccién de Lofflery col.,
isothermal amplificacion fécil y répida. 2016
amplifica-
tion) - 16S
rRNA

En Haake y Levett (2015) se expone que la limitaciéon del diagnoésti-
co basado en PCR para leptospirosis no logra determinar el serovar
infectante; por lo que se considera que esto es relevante epidemiold-
gicamente y en salud publica. Se manifiesta que las leptospiras deben
ser aisladas para poder confirmar la presencia de estas en una region o
pais particular (serovar circulante). Para poder determinar el serovar se
debe aislar la leptospira y caracterizar molecularmente, se detallan las
herramientas de caracterizacion molecular en el capitulo IV.

En una revision reciente sobre herramientas de diagnéstico molecular
de leptospirosis animal (Nogueira Di Azevedo y Lilenbaum, 2020) se
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resumen en una tabla los genes y las técnicas de PCR aplicados en di-
ferentes grupos animales (bovinos, felinos, caninos, equinos, caprinos
y porcinos) utilizados en la region.

Tabla 4. Comparacion de técnicas de diagndstico por PCR utilizadas en muestras

clinicas humanas (1992-2020).

Tipo de

muestra clinica

Método de
extraccion utilizado

PCR

Conclusiones

REEEE]

Orina, sangre, liqui-  Protocolo de extraccion PCR rrs (16S rARN), Se detectaron muestras PCR ~ Merieny col.,

do cefalorraquideo  (Brennery col., 1982) primers (A,B, Cy D) positivas en orina y liquido 1992
cefalorraquideo.

Suero y orina Protocolo de extraccion ~ PCR amplificando los Las muestras de orina pre- Baly col., 1994

(Broom y col., 1990)

genes secY y flaB,
primers G1/G2 y B64ll/
B64ll

sentaron mayor positividad
por PCR.

Sangre QlAamp DNA mini kit Nested PCR amplifi- En este trabajo también se Kositanont y
cando el gen 23S rARN, utilizaron riflones de rata. Se col.,, 2007
primers LepF1,LepR1, encontré mayor positividad
PUI, SUI por PCR en las muestras de

rifiones sobre las muestras
de sangre de pacientes. Esta
PCR discrimina entre espe-
cies patdgenas de saprdfitas.

Suero y gotas QlAamp DNA Mini Kit RT-PCR gen rrs 16S También se inlcuyeron Chiriboga y

de sangre (papel (muestras de suero), rARN. Primers: AB 'y CD. muestras animales de col, 2015

Whatman) de Protocolo de extraccion Los amplicones fueron la zona en estudio (orina

pacientes con utilizando papel What- secuenciados.Se disefio  y rifiones de ratas). Se

sintomas febriles man (gotas de sangre). un primer R inter para determind 96 % de presencia

Para la extraccion de amplificar especies lep-  de leptospiras intermedias

ADN a partir de las tospiras intermedias (L. wolffiiy L. inadai) en las

muestras de riflones muestras de pacientes.

de rata se utilizé un

protocolo in house
Sangre y orina Protocolo con buffer de RT-PCRy PCR lipL32 Se analizaron un total de 400 Podgorsek y
de pacientes lisis (Exner y col., 2003) muestras aplicando PCR, col., 2020

con diagndstico
presuntivo de
leptospirosis

MAT y el aislamiento. No se
obtuvieron aislamientos de
las muestras.

Existen en la actualidad inmunocromatografias de flujo lateral (ICF)
para el diagnostico de leptospirosis en el mercado internacional "Dip-
S-Ticks®-IgM" (comercializado por la agencia PanBio INDX, Inc) y
“LEPTO Dipstick”, Lepto Tek que detectan de forma rapida anticuerpos
IgM o IgG en humanos y en caninos respectivamente (Obregdny col.,
2011). A nivel nacional no existe la comercializacion de estas versiones
ya que son costosas de importar y costosas de producir a nivel local.
Otra desventaja es que estas pruebas son serogrupo especificas y no
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estan disefiadas para detectar todos los serogrupos y serovares pre-
sentes en los distintos entornos y ambientes del mundo.

La necesidad de la elaboracion de un kit diagnostico para leptospirosis
a partir de la deteccion del ADN del agente es primordial para el diag-
nostico en la fase inicial de esta enfermedad, ya que de esta manera
no solo se puede iniciar la antibioticoterapia tempranamente y evitar
casos fatales, sino también prevenir brotes epidemiolégicos en sanidad
animal y salud publica.

A nivel internacional existen algunos kits, la mayoria detecta anti-
cuerpos contra leptospiras (IgM ELISA kit (Cortz Diagnostics); Strip
Leptospira RAPID (ImmuneMed); RAPID Leptospira Ab test kit (Biono-
te), ELISA para caninos (Bionote), Lepto Latex Test, Bovine Leptospira
IgG (Lep IgG) ELISA Kit (Biocompare) y PrioCHECK ® Leptospira Hardjo
Antibody ELISA kit, strip para bovinos (ThermoFisher). El kit Bacto Real
Kit Leptospira- PCR-RT detecta leptospiras patdgenas e intermedias
(Eurovet Veterinaria).

Surge la necesidad del desarrollo de un kit de diagnostico selectivo y
de deteccion temprana (en fase inicial) para la leptospirosis, ya que en
el mercado nacional no existe un kit de diagndstico para leptospirosis
animal y tampoco humana. Se realiza el diagnostico utilizando el test
de microaglutinacion (MAT). La necesidad de la toma de muestra igual-
mente sigue siendo primordial para el aislamiento del agente para asi
poder caracterizarlo posteriormente.

Para el caso de leptospirosis, la técnica de referencia es el test de
microaglutinacion (MAT), la cual no es llevada a cabo por todos los la-
boratorios, sino por aquellos que mantienen un cepario con la cantidad
de serovares regionales de Leptospira spp. vivas y personal especifica-
mente entrenado para interpretar los resultados en el microscopio de
fondo oscuro. La MAT cuantifica anticuerpos presentes en el suero de
los animales. Las muestras mas frecuentemente analizadas son sueros
de vacas abortadas y de un nimero de vacas no-abortadas del mismo
lote, para estimar en forma indirecta el rol de leptospiras patdgenas en
el evento del aborto. Para la correcta interpretacion de los resultados
se requiere, ademas, de una segunda muestra extraida 15 dias des-
pués, la cual pocas veces es obtenida (dado que la leptospirosis es una
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enfermedad bifésica, ver capitulo ). En tales condiciones, es frecuen-
te que no se logre arribar a un diagndéstico preciso de la enfermedad.
Este ultimo punto es relevante cuando se realiza la validacion de una
herramienta diagndstica molecular, ya que se deben elaborar paneles
de sueros seleccionados con la titulacion de MAT obtenida en titulos
negativos, bajos (1/200), medios (1/800) y altos (mayor a 1/3200), para
luego realizar las extracciones de ADN y amplificar por al menos 2 téc-
nicas de PCR.
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CAPITULO IV



Los estudios genomicos sobre el género Leptospira spp. han demos-
trado muchos avances los ultimos anos, como es la reclasificacion
taxondmica de 3 clados (especies patégenas, intermedias y saprofitas)
en 2 clados principales (especies patégenas y saprofitas) con 2 subcla-
dos (Vicenty col., 2019), organizados segun el criterio de divergencia y
afinidad génica respecto a la presencia de genes de virulencia en las di-
ferentes especies descritas en la actualidad. De 21 especies reportadas
en el 2009 (Cerqueira y Picardeau, 2009) (Figura 19), en la actualidad se
reportan 64 (Vicenty col., 2019) (Figura 20). No solo se ha aportado en
la taxonomia de este género, sino también se han desubierto procesos
metabdlicos Unicos en este género bacteriano.

Estudios recientes sobre gendmica de Leptospira spp. han encon-
trado resultados importantes con respecto a la patogenicidad de las
cepas patogenas y las caracteristicas particulares de sobrevivencia
en el medioambiente y la posibilidad de crear biofilms de las especies
saprofitas de Leptospira spp. En el estudio comparativo sobre tres ge-
nomas realizado por Picardeauy col. (2008) se determind que los genes
compartidos entre las tres especies (L. biflexa, L. borgpeterseniiy L. in-
terrogans) son consistentes con un origen comun (antecesor) para las
leptospiras patdgenas y saprofitas. Los genes conservados a lo largo
de las tres especies se encuentran distribuidos en los dos cromosomas
existentes en las tres especies y se determind que existen 2052 genes
gue comparten estas especies. La especie con menos genes no iden-
tificados es L. borgpetersenii, esto se puede deber a que presenta un
genoma significativamente mas corto que las otras especies.

Analisis basados en secuencias del gen 16S rARN han indicado que
las espiroquetas son un grupo ancestral de bacterias evolucionadas a
partir de un ancestro comun de protoespiroquetas (Paster y col., 1991).
En la Figura 19, se muestra el arbol filogenético basado en el analisis
comparativo de secuencias del gen 16S rRNA mostrando las especies
de Leptospira spp. existentes (Cerqueira y Picardeau, 2009).
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Figura 19. Arbol filogenético basado en el anélisis comparativo de secuencias del
gen 16S rARN mostrando las especies de Leptospira spp. (Fuente: Cerqueira y Pi-
cardeau, 2009).

Podemos observar en la Figura 19 tres clados representando las es-
pecies patégenas (P), saprofitas (S) e intermedias (I). Dentro de las
especies patdgenas existe una especie no determinada (ND) L. kmetyi.
La patogenecidad de las especies intermedias sigue estando en debate.
Se inocularon hamsteres con L. inadai y L. licerasiae, ambas aisladas
de pacientes humanos, sin embargo, en los ensayos de inoculacion en
el modelo murino por excelencia para estudiar leptospirosis (hamste-
res) no presentaron signos clinicos caracteristicos de una infeccion
por leptospiras patdgenas. Las especies L. fainei y L. broomii también
han sido aisladas de humanos y la virulencia de estas tampoco ha sido
comprobada en la actualidad. Las cepas patdgenas de Leptospira spp.
han ampliado su diversidad en respuesta a cambios en la ecologia de
sus hospederos mamiferos. Sin embargo, la transferencia horizontal
génica entre especies de Leptospira spp. dificulta la construccion de
arboles filogenéticos a nivel de especie considerando las secuencias
gendmicas enteras (Ralph y McClelland, 1994, Haake y col., 2004; Cer-
queira y Picardeau, 2009; Picardeau y col., 2008).

Se han usado otros genes para discriminar entre especies de leptospiras,
estos incluyen: rpoB (La Scola y col., 2006), gyrB (Slack y col., 2006), ligB
(Cerqueriay col., 2009) y recientemente ppk (Vincent y col., 2019) (Figura 20).
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Figura 20. Arbol filogenético utilizando el gen 16S rARN y secuencias ppk para
evaluar la diversidad génica presente en el género Leptospira spp. Subclados: P1
rojo, P2 violeta, S1 verde y S2 azul (P: especies patdgenas, S: saprofitas o biflexas).

(Fuente: Vicent y col., 2019).
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Se ha observado que las filogenias construidas considernando uni-
camente secuencias del gen 16S rARN no serian lo suficientemente
robustas para poder discriminar entre la variedad de especies descritas
en la actualidad, por ende, se estan realizando analisis filogenéticos ba-
sados en secuencias de dos genes o mas. La reconstruccion basada
en el gen 16S rARN es usada ampliamente para poder establecer rela-
ciones entre especies bacterianas, sin embargo, la alta conservacion de
este gen reduce su poder discriminatorio y las secuencias 16 S rARN
pueden no ser suficientes para discriminar entre especies. En Vicent y
col. (2019) se encontré que las especies: L. johnsonii, L. saintgironsiae
y L. neocaledonica; L. langatensis y L. sarikeiensis; L. haakeii 'y L. se-
langorensis; L. venezuelensis y L. andrefontaineae; L. congkakensis, L.
mtsangambouensis 'y L. noumeaensis; L. ellinghauseniiy L. montrave-
lensis; L. kemamanensis y L. bouyouniensis son 100 % idénticas en sus
secuencias 16S rARN.

Se utilizaron estas secuencias y otras disponibles en Genbank para des-
cubrir la separacion entre los subclados P1, P2, ST, S2. Sin embargo, no
es un analisis filogenético absoluto, ya que presenta menos resolucion
al incluir un gen no dominante (ppk). La filogenia para el género Leptos-
pira spp. presenta un dinamismo particular, ya que se siguen aislando
y descubriendo nuevas especies, lo que refleja la necesidad de tener
un consenso Yy criterio comun a nivel global molecular y taxondmica-
mente para definir patrones claros de la pertenencia de las especies
potencialmente "nuevas” relacionados con la sintomatologiay el origen
del aislamiento. Es importante, en este punto, aportar cepas aisladas
recientemente para poder lograr este objetivo.

Se han realizado muchos estudios sobre los genomas de leptospiras
en los ultimos afos (Tabla 5), estos han mostrado caracteristicas uni-
cas sobre este género bacteriano, como es el desarrollo de un sistema
mutagénico que influencia su patogénesis (Adler, 2015).

En una revision (Lehman y col., 2014) sobre patogenémica de leptospi-
ras se observé que existen islas de patogenicidad (algunas comunes en
las especies patégenas y otras en las intermedias) que parecen estar
influenciadas por mecanismos regulatorios propios de cada Leptospira
spp., también los factores ambientales en los cuales se encuentra (tu-
bos contorneados renales de un reservorio, en el barro, en el agua, en el
torrente sanguineo, en medio de cultivo) parecen tener un efecto positi-
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VO 0 negativo en esta regulacion o activacion de distintos mecanismos
de supervivencia. Existen transposones a lo largo del genoma que regu-
lan la expresion de distintos genes. Muchos de los cuales aun no estan
descriptos (CDCs) y cuya funcién no ha podido ser comprobada in vitro.

Se encontaron mas de 200 genes que codifican para proteinas de
transduccion de sefiales en cada genoma de Lepstospira sp. analizado
(Base de datos de sefiales de trasduccion-MiSTDB2 (Ulrich y Zhulin.,
2010), esto sugiere que el género Leptospira spp. es capaz de respon-
der a una gran variedad de sefales ambientales (Picardeau, 2015).

En Murray y col. (2009) se desarrolld un ensayo para determinar genes
mutantes utilizando la metodologia de Himar1, sistema de transpo-
sones comunmente presentes en bacterias. En este ensayo, por un
lado, se obtuvieron 929 transposones independientes y se determino
la ubicacion de las inserciones en L. interrogans. Se descubrieron 25
mutantes de transposones que presentaron inserciones en los genes
16S rARN o 23S rARN las que indican que estos genes son puntos
clave para la insercion dentro del genoma de L. interrogans. Por otro
lado, también se encontraron loci que contienen genes esenciales en
la biosintesis de lipopolisacaridos, los cuales mostraron pocos lugares
de inserciones de transposones. Se encontraron dos mutantes atenua-
dos en genes hipotéticos, esto fortalece la teoria que la mutagénesis de
transposones es importante para la identificacion de factores de viru-
lencia nuevos en L. interrogans.

Para la caracterizacion de los genes presentes en leptospiras pa-
togenas el uso de las librerias de transposones ha sido crucial. Esta
tecnologia es compleja, ya que requiere del clonado extracromosomal
mediante vectores y no ha sido desarrollada del todo para el estudio en
leptospiras. Sin embargo, dos laboratorios diferentes en simultaneo y
alo largo de tres afos han trabajado sobre la eficiencia en sistemas de
transformacion generando una libreria de 1.000 mutantes distintos de
L. interrogans (Murray y col., 2009). Se han identificado 721 mutaciones
que afectan las regiones codificantes de proteinas de 551 genes dife-
rentes. Se estima que el 18 % de genes no esenciales de L. interrogans
han sido inactivados a través de la mutagénesis de transposones. Se
citan a continuacion algunos mutantes analizadas para esta especie:
lipL41 (King y col.,2013), htpX (Henry y col., 2013), katE (Eshghi y col,,
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2012a), flaA1 y flaA2 (Lambert y col., 2012), clpB (Lourdault y col., 2011),
hemO (Murray y col., 2008), lipL32 (Murray y col., 2009), IruA (Zhang y
col., 2013), htpG (King y col., 2014) y perR (Lo y col., 2010).

Para poder verificar los factores de virulencia en leptospiras determi-
nados por comparacion genomica in silico se pueden utilizar diversos
paquetes informaticos que ayudan en el analisis protedmico y bioinfor-
matico, como pueden ser: AMIGene, la plataforma de anotacion MaGe,
SprioScope (base de datos publica, disponible en http://www.genosco-
pe.cns.fr/agc/mage) y la plataforma interactiva de Wasabi.

Algunas veces, en los analisis bioinformaticos comparativos de ge-
nomas, no se consideran las regiones cercanas genomicas de genes
ortologos, estas podrian ser importantes para la regulacion génica
bacteriana, coordinada a través de la transcripcion-transduccion de
operones y puede dar nuevos conocimientos sobre como los genes se
adquieren y se propagan. Por ultimo, ninguno de estos programas de-
tecta los genes dentro de un marco de cambio de lectura, que podrian
representar genes prescindibles o errores de secuenciacion. Para abor-
dar estos problemas, se desarroll6 la herramienta Clustering Ortholog
pangenoma (PanOCT). PanOCT es una herramienta basada en el gra-
fico escrito en Perl que utiliza la relacion de la puntuacion de BLAST
(BSR) conservada en regiones cercanas a genes (CGN) y la deteccion
del desplazamiento del cuadro en un sistema de puntuacion ponderado
de generar grupos de genes no paralogos y ortélogos de varios geno-
mas. PanOCT fue utilizado en una publicacion sobre patogenémica de
L. interrogans (Lehmany col., 2013).

En Lehmany col. (2014) se detalla que, debido al intercambio genético
con otros elementos moviles, Phage Finder también puede identificar
Islas Genomicas (IG) y plasmidos integrados. Ademas de la identifica-
cion del fago y las IGs, Phage Finder puede clasificar las regiones sobre
la base de homologia con fagos especificos de familias de proteinas.
Otras herramientas computacionales han sido desarrolladas para pre-
decir las IGs, ya sea, por el sesgo de composicion de las secuencias 0
a través de un analisis comparativo de los genomas en estudio. Una
de estas herramientas, IslandViewer, es una aplicacion web accesible
que predice las IG a través de secuencias subidas a la web, el resulta-
do del anélisis de este programa es la combinacion de varios métodos
de prediccion desarrollados de forma independiente: IslandPick, Islan-

56



dPath-DIMOB y SIGI-HMM. Mientras la mayoria de las herramientas de
prediccion de IG utilizan bien un sesgo o composicion de la secuencia
gendomica comparativa, IslandViewer integra ambos enfoques, lo que
resulta en una mayor sensibilidad y especificidad del analisis. Los datos
pueden ser recuperados, tanto a nivel de cromosomas o génico, como
un método especifico coherente de prediccion de IG.
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Figura 21. Diagrama sobre el rol de la transferencia horizontal de genes, pérdida de
genes y duplicacion de genes en las especies patégenas de Leptospira spp. (bor-
gpetersenii, kmetyi, kirschneri, santarosai, noguchii, alexanderi, interrogans, alstoni
y weilii). En azul se encuentran los genes adquiridos por mecanismos de transfe-
rencia horizontal; en verde, los loci perdidos; y en naranja, los genes adquiridos por
duplicacién. (Fuente: Xuy col., 2016).

Las bacterias pueden adquirir genes en sus genomas a traves de la
transferencia horizontal o duplicacion de estos a partir de otros mi-
croorganismos. Estos mecanismos se encuentran ampliamente
descritos para diversos grupos bacterianos. En el género de Leptospi-
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ra spp. se ha estudiado con mas profundidad en cepas patégenas, las
cuales han adquirido genes de virulencia a través del mecanismo de
transferencia horizontal por sobre la duplicacion de genes. En Xu'y col.
(2016) se analizaron nueve genes conservados de especies leptospiras
patdgenas (1.438) conservaron 1.023 genes del mas reciente antece-
sor (MRCA por sus siglas en inglés, Most Recent Common Ancestor)
mientras que adquirieron un total de 415 genes nuevos, representan-
do el 28,8 % (Figura 21). Luego de la diversificacion de especies o en
el proceso divergente del establecimiento en cepas entre 1.705-2.202
genes fueron adquiridos y un promedio de 1.383 genes se han perdido,
lo cual podria implicar o ser consecuencia de la adaptacion biologica/
evolutiva al hospedero. En el anélisis filogenético realizado en este es-
tudio se muestra que 218 nuevos genes fueron adquiridos en el linaje
del MRCA dentro del grupo de las especies intermedias y patogenas. En
este trabajo no se pudieron describir las funciones de los genes "nue-
vos". Sin embargo, se resaltd que, 16 genes asociados con factores de
virulencia fueron adquiridos. La conclusion principal fue que se adquie-
ren mas genes relacionados con la virulencia que los que se pierden por
mecanismos génicos, lo que indica posiblemente un rasgo evolutivo
conservado dentro del género Leptospira spp.

Tabla 5. Comparacion de los estudios genémicos del género Leptospira spp. en
orden (2004-2020), se indican la cantidad de genomas secuenciados, anélisis filo-
genéticos, la base de datos en la cual se depositaron los datos y las conclusiones o
descubrimientos de cada trabajo.

Conclusiones/
descubrimientos

Genomas

s REEEE]
secuenciados

Base de datos

Andlisis filogenéticos

N=1 Se ensamblaron manual- Genbank, nimeros de El andlisis de secuencias Nascimento

mente las secuencias 16S
rDNA empleando ESEE 3.2.
Para los andlisis filogené-
ticos se elaboraron dos
matrices (34 taxa y 1255
posiciones; 24 taxa 'y 1375
posiciones respectivamen-
te) utilizando el programa
PAUP 4.0b8 (Swofford

DL, 2003). El tiempo de
divergencia fue estimado
basado en 1445 posiciones
secuencias 16S rRNA (se
asumio una tasa constante
de 1 al 2% durante 50
millones de afios)

acceso: AE016823 (chro-
mosome |) and AE016824
(chromosome II).

gendémicas reveld la pre-
sencia de un competente
sistema de transporte
compuesto por 13 familias
de genes que codifican para
proteinas transportadoras
mayores incluyendo un
sistema "efflux" compuesto
por 3 miembros, compatible
con la supervivencia a largo
plazo de esta cepa.

y col., 2004
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Genomas
secuenciados

Andlisis filogenéticos

Base de datos

Conclusiones/

o REEEE]
descubrimientos

N=1 La filogenia fue llevada a La anotacion de genes fue El genoma de L. biflexa Picardeauy
cabo utilizando el gen 16S realizada segun indicado presenta 3.590 genes que col., 2008
rARN como también MLST.  en (Louvel y col., 2006) codifican para proteinas

utilizando la plataforma de distribuidos a lo largo de
anotacion MaGe (Vallenet replicones circulares, un
y col.,, 2006). Los datos se cromosoma con 3.604 y
encuentran disponibles en un replicon mas pequefio
la base de datos publicade  de 278 kp el cual también
SprioScope (http://www. presenta genes esenciales y
genoscope.cns.fr/age/ un tercer replicén de 74 kp.
mage). Andlisis comparativos de
las secuencias mostraron
que L. biflexa es un modelo
excelente para estudiar

N=2 Se secuenciaron dos cepas  Los genomas de L. En este estudio se encontré  Ricaldiy col.,
de Leptospira licerasiae (ce-  licerasiae cepa VAROT0T y que mientras un cromoso- 2012
pas VARO10 y MMD0835). MMDO0835 fueron subidasa  ma comparte homologia
Se anotaron los genes GenBank, con los numeros con LE1 de L. biflexa, el
(CDCs) y se trabajo sobre de acceso AHOO01000000  segundo es homdlogo a
islas de patogenecidad. y NZ_AFLO00000000 una regién de L. interrogans
No se realizaron anélisis serovar Copenhageni y Lai
filogenéticos. aun no determinada. Se

postula en este estudio
que los genes compartidos
con especies patégenas
son consecuencia de la
transferencia horizontal de
genes. L. licerasiae esta
mas cercanamente rela-
cionada con L. interrogans
génicamente.

N=1 Serealizé el alineamientoa  Las secuencias del genoma  Los resultados encontrados ~ Chou'y col.,
través del sistema MAUVE. completo de L. santarosai en este trabajo demuestran 2014
No se realizaron estudios serovar Shermani cepa que las OMPs (Outher
filogenéticos, si sobre las LT821 han sido depositadas ~ Membrane proteins) y
proteinas presentes en esta  en DDBJ/EMBL/GenBank las lipoproteinas pueden
cepa. Se utilizo la base de bajo los nimeros de acceso  expresarse durante la
datos de Pfam para poder CP006694 (cromosoma )y infeccion por leptospiras y
determinar los dominios CP006695 (cromosoma ll).  facilitarian la invasion renal
funcionales de proteinas del hospedero.
hipotéticas.

N=1 Se realizd un andlisis Los datos sobre este Se encontraron varios ge- Varniy col,,
filogenético utilizando genoma secuenciado se nes de virulencia presentes 2016

MLST (http://pubmist.org/
leptospira/) asociado con
el tipo ST52. Este perfil
mostré correlacion con

el serogrupo Pomona. Se
utilizé el ISFinder (Caimiy
col., 2012) para predecir
inserciones en genoma
AKRFB (draft genome).

encuentran en DDBJ/
ENA/GenBank, nimero de
acceso: LUHH00000000

en este genoma: lipL32,
lipL471, ligA, y ligB.
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Genomas
secuenciados

Andlisis filogenéticos

Base de datos

Conclusiones/
descubrimientos

REEEHIE

N=102 El anélisis comparativo Los datos crudos de Se ha encontrado alta Xuy col,
de los genomas se los genomas comple- plasticidad gendmicade 2016
realizé utilizando Mauve  tos secuenciados se alto nivel a través de la
(Darlingy col., 2004) y encuentran deposita- secuenciacion del geno-
para el arbol filogené- dos en DDBJ/EMBL/ ma entero de especies
tico se empled PHYML GenBank nimeros de pertenecientes a este
(Guindony Gascuel, acceso: JQOLO0000000-  género en los ultimos
2003) concatenando JQSB00000000. Las ver-  afios. La funcion de la
genes ortélogos basados  siones descritas en este  mayoria de estos genes
en secuencias proteicas  trabajo se encuentran (59 %) es desconocida
en cada genoma. bajo estos nimeros de reflejando mecanismos

acceso: JOOLOT000000-  patogénicos unicos

JQSB0O1000000 de este género. De
hecho, la reduccion en
tamafio del genoma de
L. borgpetersenii refleja
un incremento en la de-
pendencia del hospedero
para lograr sobrevivir en
condiciones ambientales
fuera del hospedero.

N=17 Los arboles filogenéti- Las secuencias de los En este trabajo se defi- Fouts y
cos del gen 16S rARN genomas fueron subidos  nieron muchos aspectos  col., 2016

fueron elaborados por
alineamientos multiples
utilizando la base de da-
tos Ribosomal database
Project (RDP-X) (Cole y
col.,, 2009). Se elabord
otro analisis filogenético
utilizando el gen secY
empleando el programa
Clustal Omega (Sievers y
col,, 2017). Para ambos
analisis se recortaron
columnas con secuen-
cias multiples que tu-
vieran muchos espacios
(gaps) analizandolos por
Maximum-likelihood.
Serealizd MLST con 7
genes housekeeping
tomando 20 genomas
como referencia, se asig-
naron los ST (Sequence
Types) usando la pagina
de MLST (http://leptos-
pira.mlst. net/) (Boonsilp
y col., 2013).

a la base de datos

del Genbank (y WGS
Genome Master) bajo los
siguientes nimeros de
acceso:

AHMT00000000.2
AOHD00000000.2
AHNP00000000.2
AE016823/4
AHMNO00000000.2
AHMNO00000000.2
AKWY00000000.2
AOHB00000000.2
AHNC00000000.2
AHMO00000000.2
AKWZ00000000.2
AHMMO00000000.2
AH0000000000.2
AKWX00000000.2
CP000786/7
AKXE00000000
AOGW00000000.2
AOGY00000000.2
A0GZ00000000.2
AOGX00000000.2

bioinformaticos sobre

el andlisis de datos
gendémicos: recons-
trucciones metabdlicas
reconstruidas a través de
datos gendmicos podria
indicar el nivel de adap-
tacion de leptospiras en
mamiferos incluyendo
biosintesis de acido sia-
lico, el metabolismo de
Porfrin'y por primera vez
la demostracion de la
autotrofia de cobalamina
(B12) como factor de
virulencia bacteriana. En
este trabajo aplicando

el sistema de CRISPS/
Cas demostro que se en-
cuentra presente solo en
cepas patégenas de lep-
tospiras, sugiriendo un
mecanismo potencial de
reorganizacion génico.
También se describen
varios genes de virulen-
ciay familia de genes. Se
descubrieron proteinas
novedosas especificas
de las especies patoge-
nas que se encuentran
en los mecanismos de
secrecion, modificacion,
expresion génica de
sefiales de respuesta,
movilidad y sistemas
quimiotaxicos.
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Genomas
secuenciados

Andlisis filogenéticos

Base de datos

Conclusiones/
descubrimientos

REEEHIE

Se utilizé OrthoMCL (Liy
col., 2003) para realizar el
agrupamiento de genes
del genoma anotado en
este trabajo pertenecien-
te al serovar Hardjo inclu-
yendo 23 otros genomas
de Leptospira spp. Las
secuencias de proteinas
fueron alineadas
utilizando MAFFT (Katoh
y Standley, 2003) y se
utilizé Gblocks (Talavera
y col.,, 2007) para seguir
trabajando sobre dichos
alineamientos. Los arbo-
les filogenéticos fueron
construidos utilizando
PhyMI 3.0 (Guindony
col., 2010) bajo el mejor
modelo de prediccion
empleando ProTest3
(Darriba'y col., 2011).

Las secuencias crudas
obtenidas por las lec-
turas del MiSeq fueron
depositadas en los
archivos de lectura de
secuencias (SRA) bajo
el nimero de acceso:
SRX1830060

La posicion del serovar
Hardjo evolutivamente
respalda la hipétesis que
la convergencia del alelo
(loci) rfb de L. interro-
gans serovar Hardjoy L.
borgpetersenii serovar
Hardjo son probable-
mente consecuencia de
una herencia ancestral
originada por la transfe-
rencia lateral de genes.

Llanesy
col., 2016

Tres genomas fueron
secuenciados, las

cepas son: CLM-U50T,
CLM-R50y IVIC-Bov1.
Aisladas de un paciente,
una rata y un bovino,
respectivamente. Se
realizé el andlisis filo-
genético con el gen 16S
rARN mediante el agru-
pamiento de Neighbour-
joining utilizando MEGA
6.0 (Tamura y col., 2018)
con 1000 repeticiones
para determinar el valor
de bootstrap. El porcen-
taje de similitud con las
especies analizadas fue
del 100 %, sin embargo,
estas secuencias
fueron del 93 %. Las tres
secuencias de las cepas
nombradas formaron
un grupo monofilético
dentro del clado de las
especies de leptospiras
intermedias. Se utilizé la
base de datos eggNOG
version 3.0 (Powell y col.,
2012) para fortalecer la
filogenia establecida.

Los ensamblamientos de
los tres genomas fueron
depositados en GenBank
bajo los numeros de
acceso: NETS00000000,
NFUQO0000000 y
NFUP00000000 de

las cepas CLMU50T,
IVIC-Bov1 y CLM-R50,
respectivamente.

El promedio de identidad
de nucledtidos obtenido
entre las tres cepas fue
de >99 %, y menos del
89 % con respecto a

las demas especies de
leptospira descriptas.
Dada esta evidencia, se
propuso en este trabajo
la pertenencia a una sp.
nov. Perteneciente al
clado de las especies
intermedias (L. venezue-
lensis sp.nov).

Puchey
col., 2018
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Genomas
secuenciados

Anélisis filogenéticos

Base de datos

Conclusiones/

o REEEE]
descubrimientos

N= 327 Para poder realizar un En este trabajo se Este novedoso anélisis Guglielmini
andlisis filogenético elaboré un esquema de filogenético mostré que  y col., 2019
basado en alelos (loci) clasificacion utilizando el andlisis por cgMLST
de cgMLST, estos fueron  cgMLST, los alelos se es robusto y con una
extraidos y alineados encuentran publicados lata precision ante
como secuencias en las plataformas: datos faltantes para la
proteicas utilizando el e clasificacion por clados,
programa MAFFT V7 ;r./hktetptzé/l?g?db.pasteur. subclados, grupos clona-

(Katohy col., 2013). Se ptosp les y tipos de secuencia
elabord una stper matriz -~ 2.https://pubmist.org/ CgMLST (sequence

de caracteres utilizando  leptospira/ types cgMLST). Se
1Q-Tree v1.5.4 (Nguyen y . ) determind el subclado
col.,, 2015) para elaborar 3.http.{/www.comparmf S2 (especies saprofitas
un arbol filogenético gpartitions.info 2) incluyendo nuevas
considerando el modelo especies dentro de este
evolutivo LG + G. Para grupo y se definieron
poder evaluar los grupos clonales.
esquemas clasicos de

MLST con los cgMLST

se compararon con los

publicados en la Univer-

sidad de Oxford.

N=3 Se elaboraron bibliotecas  Genbank bajo los siguien-  Anélisis mas profundos Senevirath-
SMRTbell secuenciadas tes nimeros de acceso: sobre nuevos genomas nay col,
bajo el sistema PacBio CP039256 reportados en la actua- 2020
RS Il system (Pacific CP039257 lidad podran mejorar el
Biosciences, Menlo Park, conocimiento sobre la
CA, EUA). El minimo de CP039258 patogénesis y evolucién
cobertura de las lecturas CP039259 del género Leptospira
fue de 30X paralostres ~ CP039260 spp.
aislamientos analizados. ~ CP039283
El dendrograma fue basa-  CP039284
do en un blast genémico  cpp39285
utilizado la base de datos 3994

genomicos del NCBI
(whole genome database)
inlcuyendo 311 genomas
de L. interrogans.
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CAPITULO V



Considerando el estudio de la leptospirosis en la interfase animal-hu-
mano-ambiente es relevante comentar los antecedentes que existen
en cuanto a las leptospiras detectadas y descriptas en el ambiente. So-
bre todo, a nivel nacional, entre los cuales se encuentran: Brihuega y
col. (2006), Francoise y col. (2013) y Scialfay col. (2018). En los tres tra-
bajos se aislaron leptospiras a partir de muestras en cuerpos de agua.
En el primer trabajo se aislo L. interrogans serovar Icterohaemorrha-
giae en el Rio Reconquista (provincia de Buenos Aires), en el segundo
L. borgpetersenii en la localidad de Casilda (provincia de Santa Fe) y en
el tercero cepas biflexas n/d (provincia de Buenos Aires). En el informe
de la Asociacion Argentina de Veterinarios de Laboratorios de Diagnos-
tico (AVVLD) (2008) también se reportan aislamientos provenientes de
cuerpos de agua (rios, lagos y riachuelos) de las provincias de Buenos
Aires, Santa Fe, Corrientes y Jujuy. Durante 1961-1996 se han aislado
un total de 47 cepas saprofitas y 5 cepas patdgenas que pertenecen a
las especies L. interrogans.

Es particularmente dificil aislar leptospiras del medioambiente (agua o
barro) debido a que se debe considerar que estas se encuentran dis-
persas en el medio y se debe contar con una metodologia distinta a la
aplicada en muestras clinicas. Es por esta razon que las herramientas
moleculares son aplicadas con frecuencia en muestras ambientales
para poder detectar sobre todo la presencia de leptospiras patogenas.

Son muy escasos los estudios sobre leptospiras presentes en el
ambiente (o leptopiras ambientales), sobre todo cepas o especies pa-
toégenas principalmente por la dificlutad del aislamiento a partir de este
tipo de muestras y también considerando que las cepas saprofitas se
encuentran ampliamente distribuidas en el ambiente, lo cual puede
ocasionar una contaminacion en el cultivo. Es por esta razon que es
dificultoso aislar cepas patdgenas del ambiente, sin embargo, existe un
creciente interés en tratar de entender el ciclo de vida de esta bacteria
en el contexto de la interfase animal-humano-ambiente y su capaci-
dad de superviencia en el ambiente. Estudios gendémicos han sugerido
que las cepas virulentas del género Leptospira spp. han evolucionado
a partir de cepas saprofitas de vida libre presentes en el ambiente (ver
capitulo V).

En el afio 2018 (Casanova y col.) se realizé un estudio sobre la cuanti-
ficacion de la presencia de leptospiras patdgenas en un microcosmos
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ambiental, realizando la cuantificacién por RT-PCR y PMA-RT-PCR. Se
realizo el ensayo con L. interrogans serovar Copenhageni en matrices
artificiales que representarian las condiciones ambientales (in vitro).
Los parametros de supervivencia obtenidos en este estudio podrian
colaborar en comprender mejor la distribucion de las cepas patégenas
de leptospiras en el ambiente y mejorar las predicciones de riesgos de
infeccién en humanos y animales en dreas endémicas. Se encontro que
luego de un crecimiento exponencial (12-21 dias de incubacién) decre-
cio el cultivo en cantidad, caso contrario a las cepas establecidas en
cultivos de referencia.

Se han desarrollado técnicas de amplificacion de ADN de Leptospira
spp. a partir de muestras ambientales. En una revision (Bierque y col.,
2020) se empled la amplificacion del gen 16S rARN para detectar tanto
especies saprofitas como patdgenas en cepas aisladas del ambiente,
no logrando mayor discriminacion entre dichas especies, es por esto
qgue, muchos estudios usan adicionalmente un panel de genes que
incluye: lipL32 (Rawlins y col.,, 2014) ; flaB (Saito y col., 2014); sec Y
(Benacer y col.,, 2014) y Ifb1 (Luchini y col., 2008). Esto representa un
polimorfismo amplio dentro del género Lepstospira spp., comentado en
el capitulo Ill. Es recomendale el uso de dos genes aplicando una PCR
duplex o mas genes aplicando una PCR multiplex. La ventaja de aplicar
la RT-PCR sobre muestras ambientales para amplificar LipL32 y 16S
rARN es que detectaria un mayor abanico dentro de las especies del
género Leptospira spp. No se habla en los trabajos sobre el método de
extraccion eficaz, la mayoria utiliza kits de extraccion con las muestras
de agua, no sobre las muestras de barro, ya que estas obstruyen el filtro
de la columna de los kits de extraccion. Como se menciono en el capi-
tulo |, el vehiculo de las leptospiras patdgenas es el agua, es por esta
razon que cuando se trata de detectar o aislar leptospiras del ambiente
el momento idoneo es después de lluvias. Lo mas idéneo es sembrar
la muestra de agua in situ para tener mayor éxito de aislamiento de
leptospiras.
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CAPITULO VI



En este capitulo se resumen los diferentes protocolos de PCR utilizados
en el pais indicando en cada caso las referencias sobre el fundamento
de los genes utilizados. Estas técnicas son para el diagnéstico molecu-
lar y caracterizacion de leptospiras patdgenas, amplificando la mayoria
de las especies. Se detallan los siguientes protocolos de PCR: A) PCR
duplex, B) PCR LipL32, C) PCR Hardjo Bovis, D) PCR rrs (16S), E) LAMP,
F) PCR MLVA. Algunas de estas herramientas se encuentran publicadas
bajo "Grupo de leptospriosis” (2018) en la bibliografia de este manual.

La PCR rrs (16S) (D) es usada para amplificar todas las especies de
leptospiras incluyendo patégenas, intermedias y saprofitas. Es aplicada
principalmente en casos donde las demas PCR son inconclusas y es
una herramienta de caracterizacion molecular del aislamiento. Estas
secuencias obtenidas son analizadas mediante Blastn del NCBI (Gen-
bank) y posteriormente analizados por filogenia. Sin embargo, la ILS
(2018) expone que las secuencias deberian ser analizadas en bases de
datos que contengan secuencias curadas.

Como se menciond en el capitulo Il (estudios genémicos) la topografia
de las especies del género Leptospira spp. va cambiando continuamen-
te, describiendo especies nuevas y reagrupando los clados filogenéticos
de manera dinamica. Se hace esta aclaracion, ya que las PCR detalla-
das en esta seccion son usadas para detectar las especies patogenas
de leptospiras actualmente presentes en el pais. Este aspecto puede
cambiar en un escenario futuro, sin embargo, esta guia es una base
fundamental para poder conocer los antecedentes y poder, a medida
que las herramientas avancen, incorporarlas.

Existen consideraciones generales y recomendaciones para la realiza-
cion de PCR. Se debe contar con una cabina de seguridad, en la cual
solo se maneje ADN. El area debe estar esterilizada y el templado se
deberia colocar en la mix en otro lugar para evitar la contaminacion
cruzada. Los procedimientos de pre-PCR (extraccion y purificacion de
ADN) se manejan utilizando guantes de nitrilo y con tips con filtro. Para
los procedimientos post-PCR (manipulacion de amplicones) se pueden
realizar utilizando tips sin filtro. Lo recomendable es tener un set de
micropipetas para cada fase respectivamente.
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Procedimientos pre-PCR

Preparacion de la solucion stock de primers

Los primers llegan liofilizados (en polvo) y se deben resuspender a una
concentracion de 200 pM (200 pmol/pL).

e 1. Calcular el H,O libre de ADN para afiadir a cada primer.

Vol H.0= nmoles dNTP x 1000 pmol/nmol
/ 200 pmol/ul

Vol H,0= nmoles dNTP x 5

Ej: Primer 1 (4abis del locus VNTR4)

38,4 nmoles x 1000 pmol/nmol

200 ™o/ =384x5=192uL H,G

2. Repetir el calculo para cada primer.

3. Centrifugar los primers (1 spin).

4. Colocarlos en orden de mas pequefio a mas grande. (Ej.: 4a, 4b).
5. Preparar el area de trabajo, es decir, la cabina de PCR.

6. Resuspender con la cantidad de agua calculada, (los valores con
0,5 redondearlos hacia abajo. Ej: 205,5 ul se agregan 205 ul). Resus-
pender el agua tips de 1000 ul con filtro.

7. Luego se dejan a temperatura ambiente 2 minutos y para solubi-
lizarla se mezclan utilizando los dedos (no agitar en el vortex).

Preparacion de la concentracion de uso de primers

e 1. Laconcentracion de uso de cada primer es de 50 uM.

100 pl H,0 DNA libre » _
—> Preparacion del mix
200 pl 50 ul 4a de los primer para usar

50 pl 4b
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e 2. Afiadir las cantidades indicadas (Paso 1) en eppendorf de 1,56 ml
previamente autoclavados.
e 3.Conservaren freezer (primers, solucion madre, mix de los primers).

Preparacion de dNTPs 10mM c/u
V,xC,=V,xC,

V. = 1000 pl x 10mM
- 100mM

V, =100 pl

Entonces:
100 ul de cada dNTP: 400 pl + 600 pl de agua libre = 1000 pl

Consideracion sobre la preparacion de las mix para PCR

Las enzimas polimerasas (Taq comerciales) incluyen el buffer y el
MgCl, para su uso en la mix de las PCR. Dependiendo de las unidades
que tengan las Taq y las concentraciones, se deben poner a punto pre-
viamente las mix detalladas a continuacion. El uso de Taq diferentes
puede variar el programa del termociclador. También en algunos casos
se debe ajustar la cantidad de MCl, para utilizar para poder disminuir
las amplificaciones inespecificas que podrian presentarse.

Extraccion y purificacion de ADN gendmico utilizando la resina
Chelex-100

Preparacion de la resina Chelex-100

e 1. Mezclar 5 g de Chelex-100 en 100 ml de agua bidestilada estéril.

e 2. Autoclavar durante 15 mina 120 °C.

e 3. Trabajar en flujo: verificar el pH después de que se enfrie la solu-
cion y ajustar el pH a 9.0.

e 4. Homogenizar y fraccionar (150 ul) en tubos eppendorf de 0,5 ml
para PCR pared delgada. Trabajar en flujo laminar.

e 5 Guardar a 4 °C hasta su uso.

Nota: la solucion stock de Chelex tiene una duracion de 1 afio a 4 °C,
cada vez que se fraccione para su uso se debe trabajar en condicio-
nes de esterilidad, en un flujo laminar y no exponer el Chelex a luz UV.
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Extraccion de ADN

1. Se toma una pequena fraccion del parénquima del drgano (evitar

la toma de sangre) y se coloca en los tubos previamente fracciona-

dos de Chelex-100 (4 °C). En el caso de muestras liquidas (agua/

orina) se toman aproximadamente 20/50 ul con tips con filtro y se

colocan en el tubo con Chelex.

e 2. Selleva a termobloque respetando el siguiente programa: 56 °C
por 20 minutos y luego a 100 °C por 8 minutos.

e 3. Realizar agitacion (sin vortex) hasta que se vea espuma. Con-
viene raspar el eppendorf, con cuidado, en una gradilla de plastico.

e 4. Centrifugar 2 minutos a 9900 g y tomar el sobrenadante evitando
la toma de Chelex, unos 100 ul con tips con filtro.

e 5. Guardar a -20 °C, correctamente rotulado.

Consideraciones: cuando se parte de un cultivo semisélido es necesa-
rio hacerlo con pipeta Pasteur, tomando la muestra desde el anillo de
desarrollo de la bacteria. Con dos o tres gotas basta.

Reactivo:

Chelex-100, Molecular Biology Grade Resin. Marca: Bio-Rad. (50 g) Cat:
(142-1253).

Extraccion por hervor (no es ADN purificado)

e 1. Se toman aproximadamente 100 ul del cultivo. Dejar en termo-
blogue (o hervido) 30 min a 96 °C.
e 2 Guardara -20 °C.

Protocolo (preparacion de la mix para PCR)

e 1. Se desinfecta la cabina para la realizacion de la mix de la PCR
con alcohol 70 %. Se colocan en el flujo los materiales a utilizar con
aproximadamente 10-15 minutos de luz UV (tips, guantes de nitrilo,

fibron, pipetas, gradillas, descartador). No colocar los reactivos.

e 2. Realizar mix en la cabina (ver cuadro con los reactivos de la PCR
a realizar).

e 3. Rotular los tubos de PCR con marcador indeleble.
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e 4. Colocar los ul de mix correspondientes a cada tubo de PCR y
mantenerlos en una gradilla refrigerada.

e 5. Colocar el templado (ADN molde, purificado) correspondiente a
cada tubo y llevar a termociclador (es recomendable realizar este
paso en otro lugar).

A) PCR duplex
Fundamento: (Gravekamp y col.,1993).

Esta PCR diagndstico duplex consiste en la deteccion de leptospiras
patogenas.

Con los primers G1-G2 amplifica un fragmento de 285 pb del gen secY
correspondiente a las cepas patogenas de: L. interrogans, L. borgpe-
tersenii, L. weilii, L. noguchii, L. santarosai y L. meyeri (cepa ICF). Con
el par B64-1-B64-11 amplifica el gen flab de L. kirschneri, generando un
fragmento de 563 pb.

Mix reactivos I Programa de termociclador
5min 94 °C X1
Buffer 10X 5 1,5 min 94°C
MgCl 3 1 min 55°C x35
DNTPS 05 2 min 72°C
Taq polimerasa 0,25 7 min 2c X
Agua libre de nucleasas 38,25
Mix primers A (G1/G2) 05
Mix primers B (B641/B64l1) 05
Volumen de Mix = 48 pl
TEMPLADO 2
Volumen final = 50 pl
I Primers
G1 5'CTG AAT CGC TGT ATA AAA GT
G2 5' GGA AAA CAA ATG GTC GGA AG
B64! (modificado) 5" ACT AAC TGA GAA ACT TCT AC

B64Il (modificado) 5" TCC TTAAGT CGA ACC TAT GA
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B) PCR LipL32
Fundamento: (Levett y col., 2005).

Esta PCR diagnostica detecta especies de leptospiras patogenas a par-
tir de la amplificacion del gen lipL32 de 423pb.

Mix reactivos: I Programa de termociclador
MIX PCR lipL32 Volumen/muestra 94 °C 5 min X1
Reactivos (1) 94°C 30 seg
Buffer 10X 2,5 58 °C 30 seg x35
MgCl, 15 72°C 40 seg
dNTPs (10 mM c/u) 05 72°C 5 min X1

Primers (50 uM c/u) 1

ADN polimerasa 0,25

H,0 PCR 17,25

Volumen de Mix = 23 pl

ADN templado 2

Volumen final = 25 pl

I Primers:

LipL32 — 270F 5" — CGC TGA AAT GGG AGT TCG TAT GAT T

LipL32 — 692R 5" — CCA ACA GAT GCA ACG AAAGAT CCTTT
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C) PCR Hardjo bovis

Fundamento: (Zuernery col., 2011).

Amplifican un producto de 630 pares de bases del gen I1S1533 que
corresponden a 85 copias del genoma de L. borgpetersenii serovar
Hardjo bovis.

Mix reactivos I Programa de termociclador:
MIX PCR lipL32 Volumen (ul) 2 min 94 °C X1
Buffer 10X 25 1:30min - 194°C
MgCl 1 2 min 67 °C x30
dNTP 1 1 min 72°C
Mix primers (P1805+P1809) 0,5 10 min 72°C x1
Taq polimerasa 0,25
Agua libre de nucleasas 14,75

Volumen de Mix = 20 pl

TEMPLADO 5

Volumen final = 25 pl

I Primers

P1805 5-GCGGAAAGTGAACCGTATCGAG-3

P1809 5-CTGATATTCGCG GGTTGGAAGG-3
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D) PCR rrs

Fundamento: (Position Statement del subcomité de taxonomia de la
ILS, 2018). Para amplificar el gen rrs (16S rARN), presente en todas
las especies del género Leptospira spp. Esta herramienta de caracte-
rizacion molecular requiere de la secuenciacion posterior del amplicon
obtenido (el fragmento es de 1.300 bp).

MIX reactivos I Programa de termociclador
Mix reactivos Volumen (ul) 84 °C 3min x1
Buffer 10X 25 94 °C 2 min
MqCl, 3 69 °C 1,5 min x30
dNTPs (10 mM c/u) 05 72°C 2min
ADN polimerasa 0,25 72°C 10 min X1
Primers (50 uM c/u) 1
H,0 PCR 34,75

Volumen de Mix = 42 pl

ADN templado 8

Volumen final = 50 pl

I Primers

rs2 5'— ACG TAT TCA CCG CGG CAT GC

sl 5' = CGC TGG CGG CGC GTC TTAAAC ATG C
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D) LAMP — Leptospirosis

Fundamento: (Koizumiy col., 2012) y modificado en Grune Loffler y col.
(2016).

Esta LAMP amplifica especies patdgenas de Leptospira spp. (ver deta-
lles en el capitulo 1)

Mix (x1):

Primers FIP 08
BIP 08
F3 0,25
B3 0,25
FL 08
BL 08
Buffer 2,5
Betaina 5
MgSO, 25
dNTPs 1,75
H,O libre de nucleasas 3,65
Volumen final de mix = 19 pl; en un eppendorf de 0,5 ml
Polimerasa Bst 1
Templado purificado 5
Verde de malaquita pH:4,9 5

66 °C — 60 minutos

Programa 95 °C — 5 minutos

Consideraciones:

El verde de malaquita se prepara artesanalmente: se realiza una so-
lucion madre de verde malaquita al 1 % p/v (volumen final= 10 ml) y
luego se realizan diluciones para obtener solucion de trabajo: 0,02 % (dil
1/50: T ml de solucion madre llevada a un volumen final de 50 ml). Se
alicuotan 5 ml de dicha solucion en tubos conicos de 15 ml para llevar
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a diferentes pH con solucion de NaOH TN. De esta manera, se obtienen
soluciones de verde malaquita al 0,02 % en un rango de pH (4,2-12).

Figura 22. Deteccion visual de los productos de LAMP utilizando verde malaquita.
(A) Tubos luego de la reaccion de LAMP; (B) Tubos luego de la exposicion a luz UV,
(C) Tubos irradiados con luz UV. (Fuente: Grune Loffler y col., 2016).

I Primers:

Secuencia 5'-3'

FL (DNA)- GTTGAGCCCGCAGTTTTCAC

BL (DNA)- AATTCCAGGTGTAGCGGTGA

F3 (DNA)- TCATTGGGCGTAAAGGGTG

B3 (DNA)- AGTTTTAGGCCAGCAAGTCG

FIP (DNA)- TAGTTTCAAGTGCAGGCTGCGAGGCGGACATGTAAGTCAGG

BIP (DNA)- GGAGTTTGGGAGAGGCAAGTGGGCCACTGGTGTTCCTCCA
E) PCR MLVA

Fundamento: tipificacion molecular de cepas patdgenas de Leptos-
pira spp. por el analisis de repeticiones en tandem en multiples locus
(MLVA, siglas eninglés).
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Mix (1x)

Buffer 70X 5
MGCL 2
DNTPs 1

Taq polimerasa 0,25
Agua libre de nucleasas 34,75

Volumen de Mix = 43 pl

Mix de primer 2

Templado 5

Volumen final = 50 pl

Se colocan 43 pl de la mix en cada eppendorf (dependiendo de la can-
tidad de cepas a tipificar y el set de primer que se use). Como ejemplo,
tomaremos 2 cepas, 1 sera tipificada mediante el set de primer pro-
puesto por Majed y col. (2005) y Pavany col. (2011). Este set de primers
es especifico para cepas de la especie L. interrogans y cuenta con 7
primers que flanquean los siguientes loci: VNTR4, VNTR7, VNTR9,
VNTR10, VNTR19, VNTR23 y VNTR 31. Para la segunda cepa utiliza-
remos un segundo set de primers disefados especificamente para L.
borgpeterseniiy L. kirschneri (Salalin y col., 2006). Este set cuenta con
5 primers que flanquean los loci: VNTR4, VNTR7, VNTR10, VNTRLb4 y
VNTR Lbb5.

Se prepara la mix para un total de 12 reacciones en un microtubo de
1,5 ml de capacidad:

Para 12 reacciones Volumen (ul)
Buffer 60
MGCL2 24
DNTPs 12

Taq polimerasa (Highway) 0,15

Agua libre de nucleasas 419,88
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Se rotulan los eppendorfs de PCR para poder diferenciar los primers que
se ahaden a cada eppendorf. Usamos la siguiente enumeracion: del 1
al 7 para las reacciones de L. interrogans serovar Pomona Pomona, y
letras para L. borgpetersenii serovar Ballum Castellonis (de la A hasta E).

Se colocan en cada eppendorf de PCR 43 pl de la mix. A cada eppendorf
se le ahaden 2 pl del primer que le corresponde, es decir:

Enumeraciones:
Para las reacciones de L. interrogans:

1-VNTR4; 2-VNTR7; 3-VNTRS; 4-VNTR10; 5-VNTR19; 6-VNTR23;
7-VNTR31

Para las reacciones de L. borgpetersenii:
A-VNTR4; B-VNTR7; C-VNTR10; D-VNTRLb4; E-VNTRLb5

A cada reaccion (eppendorf) se le afiaden 5 pl del templado de la cepa
para tipificar. Una vez culminado con este paso final, se pueden colocar
los tubos en el termociclador programado con el siguiente programa:

5min 94 °C X1
30 seg 94 °C
30 seg 55°C x35

Tmin30seg | 72°C

10 min 72°C X1

Procedimientos post-PCR

Preparacion de gel loading solucion para el revelado de amplicones por
electroforesis.

Proporciones:

Azul de bromofenol | 0,05 % P/V

Sacarosa 40% P/V

EDTA pH8 01 M

SDS 05 %P/V
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Reactivos:

EDTA pH 8 0,5 M Promega V4231 (100 ml)
Azul de bromofenol ANEDRA (10 g)
Sacarosa MERCK (250 g)

Preparacion de 75 ml:

Azul de bromofenol | 0,0375¢
Sacarosa 3049
EDTA pH8 0,5M 15ml
SDS 03759

Poner en estufa a 37 °C por 30 minutos cuando ya esté mezclado para
terminar de disolver el SDS precipitado, y fraccionar. Siempre calentar
un poco cuando se fracciona desde la solucion madre.

Indicaciones para la siembra del gel de electroforesis

1. EI TAE comercial es de 40X y debe usarse a 1X. Se debe fraccio-
nar la solucion madre en frascos falcon de 15 ml, que se guardan
en la heladera.

2. Preparacion de TAE 1X: agregar los 15 ml de TAE 40X del falcon y
completar a 600 ml con agua destilada (se mantiene a 4 °C).

3. Pesar la agarosa (1 g) se mantiene a temperatura ambiente.

4. Fraccionar el bromuro de etidio en la concentracion para uti-
lizar. Guardar a temperatura ambiente y a oscuras (se fracciona
en eppendorf). Utilizarlo en un lugar Unicamente destinado para la
siembra de geles puesto que es altamente toxico y mutagéenico.

5. Para un gel de agarosa de 100 ml se utilizan 3 ul de bromuro de
etidio directamente en la solucion de la agarosa ya diluida.

6. Cuando se siembran los amplicones se debe tomar en cuenta tener
el marcador molecular (100 bp) en el lado izquierdo del gel para una
mayor visualizacion de los tamanos de los amplicones obtenidos.
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Consideraciones finales

Las enfermedades infecciosas emergentes y reemergentes tienen
implicacioncias bioldgicas de importancia, muchas especies de vida
silvestre son reservorios de patogenos que amenazan la salud de las
personas y de los animales domésticos (Daszak y col., 2000). La pre-
sencia de animales silvestres en areas urbanasy suburbanas esta cada
vez mas arraigada, debido a la invasion de los ecosistemas naturales
por el hombre, no solo con la extension de ciudades y asentamientos
de poblaciones, sino también con las intensificaciones de cultivo y pro-
duccién de ganado (Jones y col., 2013). Los animales silvestres pueden
diseminar leptospiras patdgenas como reservorios u hospedadores
accidentales de acuerdo a factores que tienen que ver con caracteristi-
cas propias de las especies, condiciones ambientales y susceptibilidad
de los animales a la infeccion, por lo que e importante conducir estu-
dios que permitan dilucidar el papel de cada especie en la presencia de
la enfermedad en las zonas endémicas. Existe una relacion simbidtica
entre la leptospira y su reservorio que es de gran importancia para la
perpetuacion de la enfermedad en la poblacion animal.
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Anexo A.

Al

Tabla de repeticiones SALAUN

L. interrogans

Locus 1 2 3 4 5 6 v 8 9 10
VNTR 4 425 459 493 527 561 595 629 663 697 731 765
VNTR 7 299 345 391 437 483 529 575 621 667 713 759

VNTR 10 420 466 512 558 604 650 696 742 788 834 880

VNTR Lb4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

VNTR Lb5 668 707 746 785 824 863 902 941 980 1019 1058

Locus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
VNTR 4 425 459 493 527 561 535 629 663 697 731 765
VNTR 7 299 345 391 437 483 529 575 621 667 713 759

VNTR 10 347 393 439 485 531 577 623 669 715 761 807

VNTR Lb4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

VNTR Lb5 668 707 746 785 824 863 902 941 980 1019 1058

L. borgpetersenii

Locus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
VNTR 4 425 459 493 527 561 595 629 663 697 731 765
VNTR 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

VNTR 10 333 379 425 471 517 563 609 655 701 747 793

VNTR Lb4 573 633 693 753 813 873 933 993 1053 1113 1173

VNTR Lb5 722 758 794 830 866 902 938 974 1010 1046 1082




A2

Tabla de repeticiones MAJED

L. interrogans

Locus Lai  bp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14
VNTR4 362 192 226 260 294 328 362 396 430 464 498 532 566 600 634 668
VNTR7 304 166 212 258 304 350 396 442 488 534 580 626 672 718 764 810
VNTR 9 381 197 243 289 335 381 427 473 519 565 611 657 703 749 795 841
VNTR10 239 149 194 239 284 329 374 419 464 509 554 599 644 689 734 779
VNTR19 421 139 186 233 280 327 374 421 468 515 562 609 656 703 750 797
VNTR23 339 109 155 201 247 293 339 385 431 477 523 569 615 661 707 753
VNTR31 671 363 440 517 594 671 748 825 902 979 1056 1133
ANEXO B

Tabla publicada en Grune, 2014. Genotipos determinados durante este
estudio, incluyendo las cepas aisladas durante el periodo de 2010-
2013, las cepas pertenecientes a la coleccion del cepario y las cepas
aisladas por la Division de Zoonosis Rurales de Azul.

Nombre de
la cepa

Numero
de cepas

Genotipo me-
diante MLVA

L. borgpetersenii,
Ballum serovar

Castellonis Cas-
tellon 3 (1,-,1,6,7)

Origen

Localidad y
fecha de la
cepa aislada

Aislada

Cepario  ,0102013)

1 Rat 1

Rattus sp.

Buenos Aires,

2010
1 MusC16 Mus Eiuenos Alrgs, M
musculus afio desconocido
8 SantaFela Mus Santa Fe, N
Santa Fe VIII musculus 1998
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Localidad y

Genotipo me- Numero Nombre de . Aislada
diante MLVA de cepas la cepa Qitjeli) iz d Sl (2010-2013)
cepa aislada
ROE 1 a Parana,
5 ROE 5 Rattus rattus 2006 X
1 Jabali Sos scrofa Patagonia, X
2009
Oligoryzomys ~ Buenos Aires,
! Musa41 flavescens 2012 %
Buenos Aires,
1 Rat432 Rattus rattus 2012 X
Lutreolina Buenos Aires,
! Coma45 crassicaudata 2012 %
L Rocamora,
1 Rocamora Ovis aries 1961 X
Total 20
L. interrogans
Canicola serovar
Canicola Hond
Utrecht IV (1,10,
2,3,10,23)
. Callosciurus Lujan,
! Ardilla erythraeus 2011 X
. Conepatus Azul,
1 Zorrino chinga 2011 X
Didelphis Buenos Aires,
! com albiventris 2009
Didelphis Buenos Aires,
! Com?2 albiventris 2010 X
1 Roedor 104 Rattqs Buenos Aires, M
norvegicus 2011
Buenos Aires,
1 Bocan Bos taurus 2011 X
Total 6
L. interrogans
Canicola serovar
Portlandvere MY
1039 (1,10, 2, 3,
10,2,4)
1 Roedor 1507 Rattqs Buenos Aires, M
norvegicus 2011
Corrientes ’
2 289, Corrien- Bos taurus Coggje]n(;[es, X
tes 266
Total 3

99



Genotipo me-

diante MLVA

. Localidad y
Numero Nombre de Origen fecha de |a Cepario Aislada
de cepas la cepa

L. interrogans
Icterhaemorrha-
giae serovar Icte-
rohaemorrhagiae

. 2010-2013
cepa aislada @ 9

RGA (2,1,7,-4)
Rat 102; Rat
5 302; Rat 454;  Rattus norve- Buenos Aires, M
Rat 451; Rat gicus 2012
495,
) Callosciurus .
1 Ardilla2 erythraeus Lujan, 2011 X
Rat 5, Rat6,
5 Rat7,Rats, FeUS  azul, 2011 x
Rat9, 9
Total 11
L. interrogans
Icterhaemorr-
hagiae serovar
Copenhageni
Fiocruz L1-130
(21,7-6)
Rat107,
Rat103, Rattus Buenos Aires,
5 Rat298, norvegicus 2012 x
Rat410, 9
Rat478
Rat1A,
Rat2A,
5 Rat3A, noff;“fjus Azul, 2011 X
Rat13, 9
Rat17
Oligoryzomys
1 Mus320 nirgis Delta, 2012 X
Com3 Didelphis
s Com4 albiventris Azul, 2011 X
Total 13
L. interrogans
Pomona
serovar Pomona
(2,0,6,14,8,1,3)
1 Balcarcel Bos taurus Balcarce, 2011 X

Total
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Localidad y
Origen fecha de la
cepa aislada

Genotipo me- Numero Nombre de Aislada

(2010-2013)

diante MLVA de cepas la cepa

L. interrogans
Icterohaemorrha-
giae serovar Icte-
rohaemorrhagiae
(21,187,2,0,3)

Buenos Aires,

1 Ratk4 Rattus sp. 1961 X
Buenos Aires,
1 Ratk5 Rattus sp. 1963 X
Rat2, Rattus Buenos Aires
3 Rat3 . ' X
' 201
Ratd norvegicus 010
1 Balcarce2 Bos taurus Balcarce, 2013 X
. Entre Rios,
1 Entre Rios Bos taurus 2013 X
Total 7
Similar a
L. interrogans
Icterohaemorrha-
giae serovar Icte-
rohaemorrhagiae
(2,1,10,7,2,0,3)
Lycalopex
1 Zorro griseus Azul, 2011 X
Total 1
Similara L.
interrogans Grip- ’
potyphosa Mue- 1 RatBA Rattus sp. Bueq%séélres,
lleri serovar RM2
(2,36,7,1,6,3)
Total 1
L. interrogans si-
milar Pyrogenes
. Microcavia Buenos Aires,
(2,10,11,6,14,8,5) 1 Cuis australis 1963,
Chaetophrac-  Buenos Aires,
(310,11,6,14:88) 1 Peludo tus villosus 1969

Total 2
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