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RESUMEN

La leptospirosis es una enfermedad zoondtica de importancia mundial en salud publica. La
enfermedad en humanos estd asociada a la presencia de la bacteria Leptospira spp. en los
animales, en las zonas urbanas los animales domésticos como el perro juegan un rol
importante en la transmisién de la enfermedad. Los caninos domésticos pueden desarrollar la
enfermedad o ser portadores asintomaticos que eliminan la bacteria en grandes cantidades en
la orina. El presente estudio tuvo como objetivo estandarizar e implementar una técnica de
PCR en tiempo real con sondas TagMan para detectar la presencia de leptospiras patdgenas en
muestras de orina de caninos domésticos infectadas experimentalmente con cepas patrén de
Leptospira spp. Las muestras de orina fueron obtenidas de un perro clinicamente sano vy
negativo a la prueba de microaglutinacién (MAT). Se utilizaron los cebadores Lepto Ry Lepto F,
especificos para Leptospira spp., y una sonda TagMan Lepto probe, que amplifican e hibridan
respectivamente una porcién del gen rrs, capaces de diferenciar entre especies patégenas y no
patdgenas de leptospira. Se estandarizé el protocolo de PCR en 35 ciclos, con un proceso de
desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, seguida por una desnaturalizacidon a 95°C por 15
segundos y finalmente el alineamiento y extension en un solo paso a 60°C por 1 minuto. Los
valores de Ct determinados durante la estandarizacion de la PCR, estuvieron en un rango de
12.53 a 18.21 para las 25 cepas patdgenas de Leptospira spp., las cepas saprofitas y otros
géneros bacterianos no dieron productos especificos. El estandar fue detectado hasta una
dilucién de 10” con un Ct de 29.98 a una eficiencia de 1.13 y con un coeficiente de correlacién
(R%) de 0.993. Se detecté ADN en las muestras de orina infectada desde la dilucién de 10’
leptospiras/ml con un valor de Ct de 17.54 hasta una minima dilucién de 10* leptospiras/ml

con un valor de Ct de 29.87.

Palabras claves: caninos domésticos, PCR en tiempo real, sondas TagMan, Leptospira spp.,

Leptospirosis, orina

viii



ABSTRACT

Leptospirosis is a zoonotic disease of global importance in public health. The disease in
humans is associated with the presence of the bacteria Leptospira spp. in animals; in urban
areas domestic animals such as dogs play an important role in the transmission of the disease.
Domestic canines infected with the bacteria can develop the disease or be asymptomatic
carriers, eliminating bacteria in large quantities in their urine. This study aimed to standardize
and implement a TagMan Real-Time PCR assay to detect the presence of pathogenic
leptospires in urine samples of domestic canines experimentally infected with standard strains
of Leptospira spp. Urine samples were obtained from a clinically healthy dog, negative to the
Microagglutination Test (MAT). The primers Lepto R and Lepto F specific for Leptospira spp.
and a Lepto TagMan probe were used, which amplified and hybridized respectively a portion
of the rrs gene, differentiating between pathogenic and nonpathogenic species of Leptospira.
Thermocycling program was standardized with 35 cycles of 95° C for 15 seconds and 60° C for
1 minute with an initial cycle of 95° C for 5 minutes. Ct values determined during the
standardization of PCR were from 12.53 to 18.21 for the 25 pathogenic strains of Leptospira
spp. In contrast saprophytic leptospira and other species of bacteria did not produce any
specific Ct value. The standard strain was detected up to a dilution of 10* with a Ct value of
29.98 at an efficiency of 1.13 and a correlation coefficient (R?) of 0.993. DNA was detected in
infected urine samples from the dilution of 10’ leptospires/ml with a Ct value of 17.54 to a

minimum dilution of 10? leptospires/ml with a Ct value of 29.87.

Keywords: domestic canines, real time PCR, TagMan probe, Leptospira spp., Leptospirosis,

urine
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I. INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad zoonética de gran impacto en la salud publica a
nivel mundial. Es causada por bacterias patégenas pertenecientes al género
Leptospira, que afecta a los seres humanos y a casi todas las especies de mamiferos
tanto silvestres como domésticos , siendo los roedores los principales reservorios de
leptospiras, excretandolas en la orina durante afios. Esta presente en todos los
continentes excepto en la Antartida, con mds de 200 serovariedades (Acha y Scyfres,
2003; WHO e ILS, 2003; Navarrete et al., 2006; OMS, 2008; Adler y de la Pefia
Moctezuma, 2010).

La leptospirosis es considerada una enfermedad endémica, epidémica vy
reemergente, debido a su incremento tanto en paises en desarrollo como
desarrollados. Anualmente se reportan mas de 500,000 casos severos con tasas de
mortalidad que oscilan entre el 10% y el 40%. (WHO, 1999; Hartskeel et al., 2001;
Hartskeel, 2005; OMS, 2008). En el Perd a partir del ano 2011, se observa un
incremento de casos, siendo mayor en los afos 2012 y 2013, en los cuales se
presentaron brotes en los departamentos de Loreto y San Martin (Vargas, 2014). Sin
embargo, la carga de la enfermedad se subestima significativamente debido a la mala
calidad de los datos de vigilancia, la dificultad de diagndstico, y la poca sensibilidad de

las pruebas diagndsticas convencionales (McBride et al., 2005).



Los seres humanos generalmente adquieren la leptospirosis por contacto directo
con la orina de animales infectados o indirectamente a través del suelo y el agua que
ha sido contaminada por esta orina. La transmision de humano a humano ocurre muy
raramente (Levett, 2001; OMS, 2008). Aunque la leptospirosis ha sido
tradicionalmente catalogada como una enfermedad ocupacional y de ambientes
rurales, recientemente emerge como un problema de epidemias urbanas (Romero y
Sanchez, 2009; Mendes et al., 2011). A pesar de que los roedores se consideran el
principal reservorio, los perros podrian tener relevancia epidemioldgica en la
leptospirosis urbana debido a su estrecha relacion con el hombre (Blum, 2013). Sin
embargo y a pesar de su marcada importancia en salud publica, la leptospirosis canina,
frecuentemente es subdiagnosticada (Silva y Riedemann, 2007). En términos
generales, el reconocimiento clinico de la leptospirosis canina no es factible de realizar,
dado que las leptospiras pueden afectar diferentes sistemas organicos, resultando en

una extensa variedad de presentaciones clinicas (Effler et al., 2002).

El estandar de oro para el diagndstico de leptospirosis es la prueba de aglutinacion
microscopica (MAT) la cual detecta anticuerpos especificos contra Leptospira spp. en
muestras de suero de pacientes clinicamente sospechosos. Sin embargo la MAT a
menudo no es positiva hasta después del séptimo dia de la enfermedad y por tanto
pueden ser inoportunas para el inicio de tratamiento (Cole y Pursell, 1973; Céspedes,
2005). La deteccién de ADN en muestras clinicas se esta utilizando cada vez mds, y ya
se han desarrollado ensayos de PCR para la deteccién de leptospiras patogenas. En la
fase aguda de la enfermedad, las leptospiras estan presentes en grandes cantidades en
varios fluidos corporales como la sangre, el liquido cefalorraquideo y la orina. Por lo
tanto, se puede obtener una alta sensibilidad para los ensayos de PCR cuando se
toman las muestras antes de iniciar la terapia antimicrobiana (Ahmed et a/, 2009; Slack
et al, 2007; Villumsen et al, 2010). Los ensayos de PCR convencionales no han sido bien
evaluados, dejando su valor diagndstico poco claro. Se ha sustituido por PCR en tiempo
real cuantitativa (qPCR), que combina la amplificacién y deteccién del producto
amplificado en el mismo recipiente de reaccién con una excelente sensibilidad y
especificidad. La detecciéon puede llevarse a cabo utilizando SYBR Green, que

proporciona una deteccidon sensible, pero es menos especifico que la deteccidon



utilizando tecnologia de sondas de hibridacion especificas, tales como las sondas

TagMan (Merien et al., 1992; Brown et al., 1995; Espy et al., 2006).

El objetivo del presente estudio es implementar y estandarizar una técnica
molecular que evaluard la presencia de leptospiras patdgenas en orina de caninos
domésticos a través de la técnica de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa cuantitativa

(gPCR) con sondas TagMan.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. El género Leptospira
2.1.1. Taxonomia y clasificacion

Las leptospiras son bacterias que se ubican en la Division Procariotas, Clase
Schizomicetes, Orden Spirochaetales, Familia Leptospiraceae, Género Leptospira.
(Laguna, 2000; WHO e ILS, 2003) Antes de 1989, el Género Leptospira se dividié en dos
especies: Leptospira interrogans (cepas patdgenas) y Leptospira biflexa (cepas
saprofitas). Estos dos grupos difieren en sus requerimientos nutricionales y otras
propiedades fenotipicas. Por ejemplo, el crecimiento de cepas patdgenas es inhibido
por el analogo de la purina 8-azaguanina, mientras que las cepas saprofitas crecen
normalmente en presencia de este compuesto (Johnson y Rogers, 1964). Las cepas
patdgenas tienen un tiempo de generacién de alrededor de 20 h, y se considera que
son bacterias de crecimiento lento, mientras que las cepas saprofitas crecen mas
rapidamente, alrededor de 5 h (Cerqueira y Picardeau, 2009; Galloway y Levett, 2010).
Actualmente el género Leptospira incluye 20 especies (cuadro 1) y mas de 300
serovares, agrupados en 24 serogrupos (Picardeau, 2013). Estas 20 especies a su vez se
clasifican en tres grupos segun su filogenia y patogenicidad en patdgenas, intermedias

y saprofitas (Cerqueira y Picardeau, 2009).



Cuadro 1. Cepas referentes para las 20 especies descritas en el género Leptospira

Especie Serogrupo Serovar Cepa
Patogenas
L. interrogans Icterohaemorrhagiae  Copenhageni Fiocruz LI-130
L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V
L. noguchii Panama Panama Cz214 k
L. borgpetersenii Sejroe Sejroe M84
L. weilii Celledoni Celledoni Celledoni
L. santarosai Tarassovi Atlantae LT81
L. alexanderi Manhao Manhao 3L 60
L. alstonii ND Sichuan 79,601
L. Kmetyi ND ND Bejo-lso 9
Intermedias
L. wolffii ND ND Korat-H2
L. licerasiae ND Varillal VAR010
L. inadai Tarassovi Kaup LT64-48
L. fainei Hurstbridge Hurstbridge BUT6
L. broomii ND ND 5399
Saprofitas
L. wolbachii Codice Codice CDC
L. meyeri Semaranga Semaranga Veldrat
L. biflexa Semaranga Patoc Patoc 1
L. vanthielii Holland Holland WaZ Holland
L. terpstrae ND ND LT 11-33
L. yanagawae Semaranga Saopaulo Sao Paulo

ND: No determinada

Fuente: Picardeau, 2013

2.1.1.1. Clasificacion serologica

La prueba de analisis de absorcion de aglutinacion cruzada (CAAT) dio lugar a la
definicion de los serovares, que se consideran hoy en dia como la unidad sistematica
basica para Leptospira spp. Dos cepas se consideran diferentes si, después de la
absorcién cruzada con cantidades adecuadas de antigenos heterdlogos, por lo menos

10% del titulo heterdélogo permanece regularmente asociado con uno de los dos



antisueros (Cerqueira y Picardeau, 2009). Asi las especies fueron divididas en serovares
y los serovares se agrupan en serogrupos. La estructura de los lipopolisacaridos (LPS)
es el principal determinante del serovar. (Galloway y Levett, 2010; Picardeau, 2013).
Mds de 24 serogrupos y 250 serovares de leptospiras patégenas se han descrito hasta
la fecha (Galloway y Levett, 2010). El concepto serovar ha sido ampliamente aceptado,
ya que tiene un cierto valor epidemioldgico, pero no tiene ninguna posicion

taxondmica (Levett y Haake, 2009).

2.1.1.2. Clasificacion genética

Yasuda et al. (1987) demostraron por hibridacion genémica de ADN-ADN que las
diversas cepas de L. interrogans sensu lato constituyen no uno, sino al menos seis
diferentes especies. En base a otros experimentos de hibridacion de ADN, un total de
20 especies ahora se han descrito en el género Leptospira (Yasuda et al, 1987; Perolat
et al, 1998; Brenner et al, 1999; Levett et al, 2005, 2006; Matthias et al., 2008;
International Committee on Systematics of Prokaryotes, 2008; Slack et al, 2008, 2009).
De estas 20 especies gendmicas, seis especies son saprofitas (cepas no patdgenas
medioambientales), nueve especies son patégenas (cepas aisladas de seres humanos o
animales) y cinco especies son llamadas "intermedias", estas son distintas de los
agentes patdgenos y saprofitos, de acuerdo con su secuencia de ARNr 16S, y para las

cuales la virulencia no se ha demostrado experimentalmente (Picardeau, 2013).

Varios estudios han demostrado una falta de relacion entre la serotipificacién y la
clasificacién molecular (Cuadro 2), lo que sugiere que los genes que determinan el
serotipo pueden ser transferidos horizontalmente entre especies. La base de la
transferencia horizontal entre las diferentes especies de Leptospira spp, que se
presumen responsables del intercambio genético de los determinantes de LPS, se
desconoce (Cerqueira y Picardeau, 2009). La clasificacion molecular todavia no se
utiliza en los laboratorios clinicos y microbiolégicos hasta que los métodos de
identificacion basados en el ADN estén ampliamente disponibles, por ahora la

clasificacién seroldgica es la que se mantiene (Markey et al., 2013).



Cuadro 2. Ejemplos de serovares de leptospiras que se encuentran en miltiples especies

Serovar Especie
Bataviae L. interrogans, L. santarosai
Grippotyphosa L. interrogans, L. kirschneri
Hardjo L. borgpetersenii, L. interrogans, L. meyeri
Icterohaemorrhagiae L. interrogans, L. inadai
Pomona L. interrogans, L. noguchii
Pyrogenes L. interrogans, L. santarosai
Szwaijizak L. interrogans, L. santarosai

Fuente: Levett, 2001.

2.1.2. Caracteristicas generales
2.1.2.1. Morfologia y composicion celular

Las leptospiras son espiroquetas Gram negativas que presentan caracteristicas
morfoldgicas Unicas en el mundo bacteriano. Son finas, flexibles con espiras muy
cerradas, miden alrededor de 0,1 um de didmetro por 6-20 um de longitud; tienen
extremos en forma de gancho distintivos (Figura 1) (Faine et al., 1999; Picardeau et al.,

2001; Torales, 2002; Brooks et al., 2010).

Muestran movilidad activa incluso en los medios mas viscosos, que se advierte
mejor en la microscopia de campo oscuro. Esta gran movilidad se debe a la presencia
de un érgano locomotor interno llamado endoflagelo, las leptospiras presentan dos
endoflagelos o flagelos periplasmicos con inserciones polares que se encuentran en el
espacio periplasmico, las proteinas FlaA y FlaB constituyen la vaina flagelar y el nucleo,
respectivamente. Se han descrito tres tipos de movimientos de las leptospiras:
rotacién alrededor de su eje central, movimientos progresivos rectos y movimientos
circulares (Picardeau et al., 2001; Bharti et al, 2003; Brooks et al., 2010; Picardeau,

2013).

Las leptospiras tienen una tipica estructura de membrana doble en el que la
membrana citoplasmatica y la pared celular de peptidoglicano estan estrechamente

asociados y se superponen por una membrana exterior (Cullen et al., 2004). Dentro de



la membrana externa, el LPS constituye el principal antigeno de la leptospira. Es
estructuralmente e inmunoldgicamente similar al LPS de los organismos Gram
negativos, sin embargo, es relativamente no toxico para las células o los animales,
siendo tanto como 12 veces menos letal para los ratones en comparacion con el LPS de
E. coli (Faine et al., 1999). Las leptospiras poseen oxidasa, catalasa y peroxidasa; pero
no pueden distinguirse entre especies por sus caracteristicas bioquimicas (Erosa-

Barbachano, 2001).

En las micrografias electrdnicas se identifica un fino filamento axil y una membrana
delicada (Figura 2). La espiroqueta es tan delicada que en la imagen de campo oscuro
aparecera solo como una cadena de pequeiiisimos cocos (figura 3). No capta
facilmente los colorantes aunque puede ser impregnada con plata (Brooks et al.,

2010).

Las leptospiras poseen dos cromosomas circulares uno de mayor tamafo que
asciende a 4.332.241 bp (4 Mpb) y uno pequefio de 358.943 bp (300 kpb), los que
juntos suman 4.691.184 bp con un contenido de guanina/citosina (G/C) de 35-41%. Un
replicén adicional de 74 kpb se ha localizado en L. biflexa, la cual puede tener un

cuarto replicén de 74 kpb (Ren et al., 2003; Ko et al., 2009).

Figura 1. Microscopia electrénica de Leptospira spp. Extremos en forma de
ganchos (Picardeau, 2013)



Figura 3. Leptospira spp en campo oscuro,
se observan las espiroquetas como

Figura 2. Microscopia pequefios cocos (Picardeau, 2013).
electronica de Leptospira

spp. mostrando  flagelo
peripldsmico y membrana
externa. (Gyles, 2010)

2.1.2.2. Factores necesarios para su crecimiento

Las leptospiras son aerobios obligados con una temperatura dptima de crecimiento
de 28 - 30 °C. Crecen en medios simples enriquecidos con vitaminas B1 y B12, acidos
grasos de cadena larga, y sales de amonio. Los acidos grasos de cadena larga se utilizan
como Unica fuente de carbono y son metabolizados por B-oxidacién. Las sales de
amonio constituyen la fuente principal de nitrégeno. Los microorganismos sobreviven
semanas en el agua, en particular si tienen pH alcalino (Faine et al., 1999; Brooks et al.,

2010).



2.1.2.3. Cultivo bacteriano

Se ha descrito el crecimiento de las leptospiras en medios que contienen suero o
albimina y en medios libres de proteinas sintéticas. Varios medios liquidos
enriquecidos con suero de conejo fueron descritos en el pasado por Fletcher, Korthoff,
Noguchi, y Stuart (Faine et al.,, 1999). Actualmente, el medio mds ampliamente
utilizado es el medio liquido Ellinghausen-McCullogh—Johnson-Harris (EMJH) que
contiene acido oleico, albimina de suero bovino y polisorbato (Tween). Algunas cepas
requieren la adiciéon de piruvato o suero de conejo para el aislamiento inicial (Adler y

de la Pefia Moctezuma, 2010).

El crecimiento de los contaminantes de las muestras clinicas puede ser inhibido por
la adicién de 5-fluorouracilo, gentamicina, acido nalidixico o rifampicina (Faine et al.,
1999). El crecimiento de las leptospiras es a menudo lento en el aislamiento primario y
los cultivos tienen que ser observados durante 13 semanas antes de ser desechados.
Se puede anadir agar en concentraciones bajas (0,1-0,2%). En tales medios
semisélidos, el crecimiento alcanza una densidad maxima en una zona discreta debajo
de la superficie del medio, que se vuelve cada vez mas turbia mientras progresa la
incubacidén. Este crecimiento esta relacionado con la tension dptima de oxigeno y se
conoce como anillo o disco de Dinger. Los cultivos de leptospiras se mantienen
mediante subcultivos repetidos o por almacenamiento en agar semisdlido que
contiene hemoglobina. El almacenamiento a largo plazo en nitrégeno liquido también
produce buenos resultados y es el método preferido de almacenamiento para

mantener la virulencia (Adler y de la Pefia Moctezuma, 2010).

2.2. La leptospirosis

La leptospirosis, conocida también como enfermedad de Weil, es una de las
zoonosis bacterianas mas difundidas en el mundo. Ademads, debido a las afecciones
gue produce en el hombre y los animales, asi como por su repercusién econdmica en
los paises pobres y ricos, constituye una enfermedad de extraordinaria importancia
para la medicina humana y la medicina veterinaria (Levett 2001; McBride et al., 2005;

WHO, 1999).
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La Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS) considera a la leptospirosis como
una de las zoonosis desatendidas de las poblaciones relegadas (OMS, 2008), grupos
donde hasta un 20% del total de los casos notificados evolucionan a estadios clinicos
graves (WHO e ILS, 2003). Sin embargo, la carga de la enfermedad se subestima por ser
significativamente pobre la calidad de los datos en la vigilancia, asi como por las

dificultades del diagndstico (McBride et al., 2005).

La leptospirosis es una enfermedad sistémica de los humanos y animales
domeésticos, principalmente perros, ganado vacuno y porcino, que se transmite por
contaminacién directa o indirecta con orina contaminada; se caracteriza por fiebre,
insuficiencia renal y hepatica, manifestaciones pulmonares e insuficiencia
reproductiva. Los signos clinicos son muy variables; en la mayoria de los casos son
probablemente inaparentes y se asocia a hospedadores adaptados a ciertos serovares
como Canicola, en los perros, Bratislava en caballos y cerdos, Hardjo en el ganado, y
Australis y Pomona en cerdos. Sin embargo, otros serovares pueden estar implicados
en cuadros graves de la enfermedad (Ellis et al., 1986; Bernard, 1993; André-Fontaine

2006; Grooms, 2006).

El espectro de la enfermedad humana y canina son muy similares ya que puede
oscilar desde una infeccidn subclinica a los signos severos de disfuncién multiorganica
(Sykes et al., 2011). Los perros pueden actuar como reservorios y ser una fuente
importante de los brotes humanos. Por ello, teniendo en cuenta el bienestar animal y
la conservaciéon de la salud publica, es muy necesario un diagndstico temprano de la

leptospirosis canina (Levett 2001).

2.2.1. Epidemiologia
2.2.1.1. Factores de riesgo

La aparicién de leptospirosis depende de muchos factores como: Presencia de agua
contaminada por deshechos procedentes de animales tanto domésticos como
silvestres que presentan leptospiruria prolongada (verdaderos reservorios de la

infeccién) Asi como condiciones ambientales (clima templado, tropical y subtropical;
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tipo de suelo, el pH, neutro o alcalino), condiciones laborales, condiciones de

recreacion (Hartskeer, 2005; Garcia et al., 2013).

2.2.1.1.1. Factores del patégeno

Los estudios comparativos de biologia molecular, entre cepas patdgenas vy
saprofitas, han develado un alto numero de factores de virulencia implicados
activamente en la patogenia generada por la leptospira (Hung et al., 2006; Hoke et al.,
2008). El primer factor de virulencia genéticamente definido en las leptospiras fue la
lipoproteina de superficie Loa22 con dominio OmpA (Ristow et al., 2007) cuya funcién
aun se desconoce. Entre los factores de virulencia destacan enzimas con actividad
como hemolisinas, fosfolipasas, catalasas, hialuronidasas y colagenasas (Xue et al.,
2009). Algunas de estas enzimas permiten a la leptospira realizar la invasion del
hospedador haciendo uso de un proceso de translocacién en la que son degradadas las
membranas celulares, como la esfingomielinasa tipo C (serovares Ballum, Hardjo,
Pomona y Tarassovi), fosfolipasa D y hemolisinas (tl y ABC). Otras enzimas del grupo de
las proteasas como colagenasas, metaloproteasas y varias termolisinas degradan la

matriz extracelular de los tejidos (Barocchi et al., 2002; Nascimento et al., 2004).

En la colonizacién, la bacteria produce dos familias de adhesinas no fimbriales. La
primera tiene tres genes: ligA, ligB y ligC, que codifican para proteinas BIG (bacterial
immunoglobulin-like), involucradas en la interaccion hospedador-patégeno. La
segunda familia consiste en tres integrinas (alfa proteinas), cada una con siete
secuencias repetidas las que al parecer participan en las interacciones con el ligando
(Barocchi et al., 2002; Nascimento et al., 2004). Hay una posible participacion de
proteinas de membrana integral de leptospiras (OmpL 1, lipoproteinas, LipL4 y LipL32)
y proteinas de membrana periférica (P31 y LiplL45), algunas de ellas expresadas

durante la infeccidn del hospedador (Matsunaga et al., 2003).

El peptidoglicano de las leptospiras patdgenas se encuentra entre las moléculas que
pueden activar al endotelio vascular e incrementar la adherencia de neutréfilos, lo que

favorece la inflamacién tanto local como sistémica (Gonzales et al., 2013).
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Se piensa que entre los componentes de la membrana externa del patégeno, el LPS
es la biomolécula capaz de inducir una respuesta inmune protectora de las vacunas de
células enteras de leptospiras aplicadas en los animales domésticos y en los humanos
(Nally et al., 2005). Hasta hace algunos afos todos los antigenos protectores que se
habian logrado identificar eran de naturaleza glicolipidica. Aunque los identificaron de
diferentes formas (F4, TM, PE, LLS, LPS), estd claro que todos se derivan del LPS de la
leptospira y presentan caracteristicas distintivas en cuanto a su actividad bioldgica y
endotoxica. La proteccion conferida por estos lipopolisacaridos es serovar especifica y
muchos de los genes relacionados con su biosintesis ya han sido dilucidados (Yang et

al., 2006; Xue et al., 2009; Cinco, 2010).

En las leptospiras se han encontrado genes involucrados en la biosintesis de
polisacarido capsular; sin embargo, no existen evidencias experimentales en la
produccién de capsula, pero se supone que una sustancia parecida a un biofilm le
permite colonizar densamente a los tubulos renales (Levett, 2001; Nally et al., 2005).
Recientemente también se identificé el gen hem O, que codifica una hemo-oxigenasa
(Murray et al., 2008) involucrada en la virulencia en hamsteres, aunque no es esencial
para el microorganismo (Murray et al., 2009). Un hallazgo similar parece aplicar para
las proteinas Lig expuestas en la superficie; ellas sélo estan presentes en las especies
patdgenas y su expresion se pierde en los subcultivos, con la consiguiente pérdida de
la virulencia (Xue et al., 2009). Tanto LigA como LigB enlazan la fibronectina, y su
expresion es regulada bajo condiciones de osmolaridad fisiolégica (Choy et al., 2007).
Sin embargo, la inactivacién de LigB no afecta la virulencia en hamsteres (Croda et al.,
2008). Resultados como estos conducen a los investigadores a plantear que existe un
alto grado de redundancia de proteinas en las leptospiras involucradas en la
adherencia, supervivencia in vivo y la colonizacidn renal, sugiriendo que sera dificil
identificar y definir los factores de virulencia responsables de la patogenia (Bulach et

al., 2006; Hoke et al., 2008; Picardeau et al., 2008).
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2.2.1.1.2. Factores del hospedador

Muchos serovares de leptospira parecen tener una cierta especie animal como
hospedador natural, pero los animales y los seres humanos pueden ser infectados con
una amplia variedad de serovares. Los serovares que causan enfermedad en los
animales varian entre los paises y a veces entre regiones de un mismo pais. Por lo
general, la mayoria de las infecciones en los animales domésticos, en una regién en
particular, son causadas por unos pocos serovares (Markey, et al., 2013). El cuadro 3
lista algunos de los serovares que han sido comuUnmente aislados de animales

domésticos y salvajes.

Caracteristicamente, un reservorio u hospedador de mantenimiento es aquel que
muestra signos clinicos minimos o nulos, pero eliminan de manera prolongada la
bacteria en la orina, por ello son una importante fuente de contaminacion del medio
ambiente, y entre ellos los principales diseminadores son los roedores, que pueden
eliminar leptospiras durante toda su vida (Najera et al. 2005; Markey, et al., 2013). El

cuadro 4 muestra algunos de los reservorios animales de leptospiras patégenas.

Los hospederos accidentales son aquellos que son menos susceptibles a la infeccidon
qgue los hospedadores de mantenimiento, pero presentan una enfermedad mas grave
y son transmisores ineficientes de la infeccién a otros animales. Sin embargo, la
eliminacion prolongada de leptospiras en la orina se puede producir en los animales
gue se han recuperado de la enfermedad clinica (Acha y Szyfres, 2003 Markey, et al.,

2013).

El conocimiento de los serovares prevalentes y sus hospedadores de
mantenimiento es esencial para el entendimiento de la epidemiologia de Ia
leptospirosis y en la implementacion de las medidas de control de la enfermedad en

una region (Bharti et al., 2003; Levett, 2004).
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Cuadro 3: Serovares de Leptospira spp y especies animales de los que son cominmente aislados (Markey, et al., 2013)

Serogrupo serovar Especies animales
Ganado Cerdos Perros Caballos Oveja Roedores Otros ani.males
salvajes
Australis Australis + +
Bratislava
+ + +
Autumnalis Autumnalis + +
Ballum Ballum + +
Bataviae Bataviae +
Canicola Canicola + + + + +
Grippotyphosa Grippotyphosa + + + + + +
Hebdomadis Hebdomadis +
Szwaijizak
+
Icterohaemorrhagiae + + + + + +
Icterohaemorrhagiae
Copenhageni + + +
Pomona Pomona + + + + + +
Balcanica +
Sejroe Hardjo + + +
Sejroe + + +
Tarassovi Tarassovi +
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Cuadro 4: Reservorios animales importantes de leptospiras patogenas

Serogrupo Reservorios primarios Hospedadores Incidentales Otros animales Animales silvestres representativos
seleccionado conocidos Perro Gato Humano domésticos
Bratislava Rata, porcino, equino + - + Bovino, equino  Ratén mapache, zariglieya, erizo, ratén de campo, zorro,
zorrillo, marsupiales, comadreja, nutria.
Autumnalis ratén + - + Bovino Ratdn, mapache, zariglieya, marsupiales.
Icterohaemorrhagiae Rata + + + Bovino, equino, Ratén mapache, zariglieya, erizo, zorro, marmota, nutria,
porcino, cobayo mono, zorrillo, mangosta.
Pomona Bovino, porcino, + + + Equino, ovino, Ratén, mapache, erizo, lobo, zorro, marmota, leones
zorrillo, zariglieya caprino, conejo, marinos, ciervos.
cobayo
Canicola perro + + + Bovino, equino, Rata, mapache, erizo, armadillo, mangosta, marsupial,
porcino nutria, chacal, zorrillo.
Bataviae Perro, rata, ratén + + + Bovino Erizo, armadillo, marsupial, musarafia, gato leopardo.
Hardjo Bovino + - + Porcino, equino, bévidos salvajes
ovino
Australis Rata, ratén + - + perro marsupiales
Zanoni Rata, ratén + - + Bovino, perro marsupiales
Grippotyphosa mapache, zorrillo, + + + bovino, cerdo, Ratdn, rata, zorro, marsupial, ardilla, gato montés,

zariglieya

ovino, caprino,
conejo, jerbo,
cobayo

musarafia, erizo, la rata almizclera, comadreja, topo, gato
leopardo.

Fuente: Greene et al., 2012
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2.2.1.1.3. Factores ambientales

El clima es un factor relevante en los modelos epidemioldgicos de leptospirosis; las
condiciones ambientales himedas y un clima templado favorecen la supervivencia de
las leptospiras. Otro factor comprende el transporte de roedores infectados a los
medios urbanos, esto es potencialmente importante cuando la infraestructura urbana
es dafada por guerras o desastres naturales (Faine et al., 1999; Zuiiiga, 2011; Markey,

etal., 2013).

Las leptospiras son sensibles a la desecacion, al calor, al frio excesivo y a las
variaciones de pH; no toleran el medio acido debido a que pierden su motilidad
aproximadamente en 15 minutos. El pH éptimo para su multiplicaciéon es de 7.2 a 7.4.
No sobreviven en agua salada, pero pueden permanecer hasta 180 dias en agua dulce,
tres semanas en aguas estancadas y hasta cerca de un afio en soluciones viscosas,
como lodos con bajo contenido de materia organica (Trueba et al., 2004). En suelo
humedo sobreviven por largo tiempo, mientras que en suelo seco la supervivencia es
corta. Mueren a los 10 segundos cuando son calentadas a 100 °C y a los 10 minutos a
una temperatura de 56 °C. En el frio puede sobrevivir hasta 100 dias a —20 °C (Gonzales

etal. 2013).

En la leche no sobreviven, salvo si esta diluida en agua a razén de 1:20 o mas. La
orina acida es letal para las leptospiras, por eso, es necesario alcalinizarla si se
pretende aislarla de la orina de un enfermo. Conservan su viabilidad varios dias en
visceras y carnes refrigeradas y son sensibles a los antisépticos (Erosa-Barbachano,

2001; Abuauada et al., 2005; Navarrete et al., 2006).

2.2.1.2. Transmision

La infeccidon en humanos y otros animales susceptibles se presenta por contacto
directo de las mucosas con orina de los animales infectados o indirectamente a través
de agua o suelos contaminados (Rodriguez et al., 2004; Abgueguen et al., 2008;
Jiménez-Coello et al., 2008). Los riesgos potenciales de infeccién por banarse o nadar

en estanques, lagunas o arroyos donde pastorean ganados se han demostrado
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reiteradamente al igual que los aerosoles de orina en los establos y en la leche de

vacas infectadas (Vijayachari et al., 2008; Markey, et al., 2013).
2.2.1.3. Leptospirosis y Salud ptblica

La prevalencia de los diferentes serovares de leptospira en la poblacién humana
depende de los reservorios animales presentes y de los serovares que éstos portan, asi
como de las condiciones ambientales locales, la ocupacién, el grado de contacto entre
los hospedadores de mantenimiento y accidentales, y las practicas sanitarias de la
poblacion en riesgo (Bharti et al., 2003; Levett, 2004; Rodriguez et al., 2009; Adler y de
la Pefia Moctezuma, 2010). Los caninos se comportan como importantes reservorios
de Leptospira spp y fuentes de infeccidon para el hombre por su estrecho contacto en
ambientes de riesgo no ocupacional (Silva y Riedemann, 2007; Jiménez-Coello et al.,

2008).

En el 2010, Romero et al. estudiaron la prevalencia de anticuerpos contra cepas de
leptospira en una poblaciéon urbana humana y canina en el distrito de Tolima-Colombia
donde encontraron que la poblacidn humana mostré similares perfiles de positividad
para leptospira a los encontrados en caninos. Es conveniente desarrollar futuros
estudios para establecer si los perros podrian actuar como intermediarios entre los
reservorios naturales (marsupiales silvestres) y el hombre (Céspedes, 2007), asi como
la necesidad de identificar los reservorios naturales que pueden estar participando en

el ciclo de transmision en la zona evaluada (Romero et al., 2010).

2.2.1.4. Distribucion

La leptospirosis tiene distribucion mundial, particularmente en las regiones
tropicales y subtropicales dénde las condiciones medioambientales favorecen su
supervivencia y transmisién (Faine, 1999; Morgan et al., 2002; Ellis et al., 2008). En la
actualidad la enfermedad no sélo se circunscribe en los trépicos sino que también esta
ocurriendo en ciudades como Hawai, Dubai, entre otras. Esta asociada con actividades
ocupacionales y recreacionales de las personas (Sasaki et al.,, 1993, Sambiaba et al.,

2003).Con el fendmeno de globalizacién, los cambios climaticos y migracionales de
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animales y personas, han hecho que la bacteria se disemine y que emerja en muchas
regiones, convirtiéndola en un problema latente para cualquier tipo de poblacidn

(Morgan et al., 2002, Bharti et al., 2003).

En muchos paises se carece de datos epidemioldgicos fiables, de manera que se
hace muy dificil evaluar con precision la carga global de esta enfermedad; pero se
conoce que las dreas de mayor riesgo son: la India, Sri-Lanka, Tailandia, Vietnam,
Malasia, China, Seychelles, el Caribe, Brasil, y las Islas del Pacifico. Australia, Nueva
Zelanda, y Hawai por su parte tienen algunas de las incidencias mds altas notificadas

en los paises desarrollados (Ellis et al., 2008; Colleen, 2010).

Es un mito perjudicial muy difundido que la leptospirosis esta limitada a los paises
en vias de desarrollo. Articulos retrospectivos sobre su epidemiologia se describen en
Irlanda, Dinamarca, Alemania e Italia (Pappas et al., 2008; Vijayachari et al., 2008; Cruz
et al., 2009; Monahan et al., 2009). En el cuadro 5 se enumera la incidencia anual de la
leptospirosis humana para ciertos paises, incluidos los 28 paises con mayor incidencia,
y otros paises importantes. Como se muestra claramente la endemicidad de la
enfermedad se encuentra principalmente en el Caribe y América Central y del Sur, asi

como en el sudeste de Asia y Oceania (Pappas et al., 2008).
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Cuadro 5. Incidencia anual de leptospirosis en el mundo

Paises con mayor incidencia Otros paises
- - Paises para los - -
Incidencia Incidencia
Posicion  Pais anual (mil. c;ales no se Pais anual (mil.
ispone de
de hab.) datos de hab.)
1 Seychelles 432,1 India Bielorrusia 3,4
2 Trinidad y Tobago 120,4 Malasia Bulgaria 3,7
3 Barbados 100,3 Bangladesh Chile 1,6
4 Jamaica 78 Vietnam Colombia 1,6
5 Costa Rica 67,2 Laos Republica 1,8
6 Sri Lanka 54 Nepal Checa 3,9
7 Tailandia 48,9 Camboya Francia 0,7
8 El Salvador 35,8 Indonesia Alemania 3
9 Nueva Zelanda 26 Myanmar Grecia 3,1
10 Uruguay 25 China Honduras 3,1
11 Cuba 24,7 Irdn Hungria 2,2
12 Nicaragua 23,3 Surinam Irlanda 0,7
13 Croacia 17,3 Haiti Italia 2,2
14 Rusia 17,2 Peru Lituania 1
15 Ucrania 15,3 México 1,9
16 Republica 13,8 Paises Bajos 1,3
17 Dominicana 12,8 Panama 1,9
18 Brasil 11,6 Paraguay 1,5
19 Ecuador 9,5 Serbia 2
20 Argentina 9,4 Singapur 2,8
21 Rumania 8,9 Corea del Sur 0,3
22 Australia 6,8 Espafia 0,6
23 Portugal 6 Reino Unido 0,1
24 Dinamarca 5,6 E.E.U.U. 3,8
25 Letonia 5,4 Venezuela
26 Eslovenia 4,8
27 Filipinas 4,4
28 Eslovaquia 4,1
Taiwdn

Fuente: Pappas et al., 2008
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2.2.1.4.1. Leptospirosis en el Peru

La leptospirosis es una enfermedad endémica en el Perd, numerosos estudios de
seroprevalencia reportan la presencia de infeccion por leptospiras en grupos
ocupacionales o poblaciones, asi como en reservorios domésticos y silvestres
(roedores, marsupiales y quirépteros), en diferentes partes del pais por lo que el
conocimiento de su situacidon actual es de interés en salud humana y veterinaria

(Liceras de Hidalgo e Hidalgo, 1970; Céspedes et al., 2004; Céspedes, 2005).

Desde que el primer caso de leptospirosis fue diagnosticado por Arce y Ribeyro en
un hospital de la ciudad de Lima en 1917 (Arce y Ribeyro, 1917), se han realizado varias
investigaciones para demostrar la presencia de leptospiras en humanos y en animales
domésticos y silvestres. En el Peru, esta zoonosis fue considerada dentro de la
vigilancia del sindrome icterohemorragico que el Ministerio de Salud (MINSA) inicié en
Cusco, Hudnuco y Ayacucho, el afio 1999 (Pachas et al., 2001). Desde el aiio 2003, se
inicid su notificaciéon a nivel regional, luego de la presentacion de los brotes en
Mayapo, distrito de Echarate, provincia La Convencién, departamento de Cusco y en
Los Delfines, del distrito San Juan Bautista, provincia de Maynas, departamento de

Loreto (Vargas, 2014).

La leptospirosis evidencia un comportamiento endémico con brotes esporadicos
gue se presentan como conglomerados relacionados en tiempo y espacio, usualmente
con una exposicion comun con agua contaminada. Hasta el 2008, se presentaron
brotes en los departamentos de Ica (Cafiete), Lima, Amazonas Madre de Dios, entre
otros (Vargas, 2014). Entre los afios 2009 y 2010, se observé una disminucién
progresiva de casos; sin embargo, a partir del 2011, se observa un incremento de
casos, siendo mayor los afios 2012 y 2013, afios en los que se presentaron brotes en

los departamentos de Loreto y San Martin (Vargas, 2014).

Se encontraron anticuerpos en personas en todos los departamentos del Perd, pero
sélo se aislaron cepas de leptospiras a partir de muestras de humanos en Piura, Lima y
Loreto. En Lima se identificaron a varios serovares como Copenhageni,
Icterohaemorrhagiae, Monymusk, Pomona, Kremastos y Andamana que es de la

especie Leptospira biflexa. En Loreto se identificd a un serovar nuevo llamado Aguaitia
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del serogrupo Tarassovi y en Piura se menciond como Leptospira icteroides. (Arce y
Ribeyro, 1917; Madrid, 1974). Con respecto a la cantidad de casos por cada serogrupo,
destaca en regiones de la selva el serovar nuevo llamado Varillal; el cual fue aislado en
el aflo 2003 de una persona y de roedores en una localidad cercana a Iquitos llamada
Varillal (Céspedes et al., 2006). Durante el afio 2013 (Cuadro 6), se notificaron 3940
casos de leptospirosis, de los cuales se confirmaron 1881 (47,6%), cuatro casos

qguedaron como probables y 2059 casos fueron descartados (52,3%) (Vargas, 2014).

Cuadro 6. Casos e Incidencia de leptospirosis por departamento, Peru - 2013

Departamento casos % 1A X 100 000
Loreto 1282 68,2 124,6
San Martin 344 18,3 41,5
Tumbes 53 2,8 22,6
Madre de Dios 15 0,8 11,2
Ayacucho 50 2,7 7,3
Ucayali 10 0,5 2,0
La Libertad 32 1,7 1,7
Amazonas 5 0,3 1,2
Cusco 13 0,7 1,0
Huanuco 7 0,4 0,8
Lambayeque 10 0,5 0,8
Junin 9 0,5 0,7
Pasco 2 0,1 0,7
Ancash 6 0,3 0,5
Cajamarca 7 0,4 0,5
Piura 7 0,4 0,5
Lima 28 1,5 0,4
Callao 1 0,1 0,3
TOTAL 1881 100.0 6,1

IA: incidencia acumulada

Fuente: Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica en Salud Publica
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En lo que va del 2014, considerando hasta la semana epidemioldgica (SE) 19
(segunda semana del mes de mayo), se notificaron 1663 casos, que si bien el 30% de
ellos estan en proceso de confirmacién, son 700 casos mas que el mismo periodo del
afio 2013. La mayor proporcion (82,2%) de los casos notificados hasta la SE 19, se
concentran en el departamento de Loreto (1367/1663), mientras que el 14% de los
casos se distribuyen en cinco departamentos: San Martin (78), Ayacucho (48), Madre

de Dios (47), Ucayali (30) y Tumbes (25) (Vargas, 2014).

2.2.2. Patogenia

Las leptospiras penetran en el hospedador a través de la piel erosionada, las
mucosas sanas y la piel intacta después de una inmersién prolongada en agua
contaminada o por contacto con orina de animales enfermos o portadores (Asuthkar
et al., 2007; Ayanegui et al., 2007; Adler y De la Pefia Moctezuma, 2010). Transcurridas
las primeras 48 horas hay una diseminacién hematégena y proliferacidon en drganos
parenquimatosos, particularmente el higado, los riflones, el bazo y algunas veces las
meninges. Esta fase de la infeccion es probable que sea mediada por la secrecién de
enzimas capaces de degradar las membranas celulares del hospedador (Ren et al.

2003; Marotto et al., 2010).

La leptospirosis puede considerarse una enfermedad sistémica, entidad que se
traduce principalmente como una vasculitis infecciosa donde predomina la lesidon
vascular de tipo capilar, dafo responsable del edema y la didtesis hemorragica, que
afecta fundamentalmente a los capilares del higado, del pulmén y el rifién (Rocha et
al., 2010). El gran dafio tisular, en presencia de pocos microorganismos, sugiere la
mediacién de factores tdxicos de la espiroqueta y del hospedador (Asuthkar et al.,
2007; Ayanegui et al., 2007; Adler y De la Pefla Moctezuma, 2010). Sin embargo hasta
la actualidad no existe evidencia de una toxina cldsica secretada por las leptospiras

(Silva et al., 2008).

La produccién de anticuerpos en animales infectados comienza unos pocos dias
después de la aparicion de la leptospiremia y las leptospiras se eliminan de la

circulacion unos 10 dias después de la infeccidn, son fagocitadas por los macréfagos en
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la presencia de anticuerpos especificos, pero las leptospiras virulentas pueden inducir
la apoptosis de los macréfagos tanto in vivo como in vitro (Merien et al. 1997, 1998,
Choy et al., 2007; Chierakul et al., 2008). La respuesta inmune esta implicada en la
patogénesis de la leptospirosis a través de la formacion de inmunocomplejos, la
liberacion de citoquinas y la generacidon de una vasculitis autoinmune (Cinco et al.,
2006). En consonancia, los resultados de investigaciones clinicas realizadas en Brasil
sugieren que la gravedad de la leptospirosis podria relacionarse con la intensidad de la

respuesta inmune (Malajov et al., 2007).

Las leptospiras tienden a persistir en sitios como los tubulos renales, los ojos y el
utero, donde la actividad de anticuerpos es minima. En los rifiones, los organismos se
localizan en el lumen de los tubulos contorneados proximales. La relativa facilidad con
la que el establecimiento y la persistencia de la infeccién ocurren en hospederos de
mantenimiento puede explicarse en parte por la regulacion negativa de algunas
lipoproteinas de membrana externa en vivo y la consiguiente falta de reconocimiento

de la infeccidn por la respuesta inmune del hospedador (Haake et al. 1998).

2.2.3. Aspectos clinicos

La gravedad de la leptospirosis puede oscilar desde una enfermedad subclinica
hasta los casos fatales; las manifestaciones son tan variables que no son
patognomonicas, y puede clinicamente parecerse a muchas enfermedades y ser
diagnosticada erroneamente como dengue, arbovirosis, meningitis, hepatitis,

influenza, entre otros (Céspedes et al., 2006).

El cuadro 7 resume las manifestaciones clinicas de leptospirosis en los animales
domeésticos. La evidencia serolégica indica que una variedad de serotipos de Leptospira
spp puede infectar a los gatos, pero la enfermedad parece ser poco comun en este
animal (Markey, et al., 2013). En gatos la prevalencia de leptospirosis clinica es muy
baja, siendo probable que estos animales estén expuestos a las leptospiras excretadas
por animales salvajes o perros con los que conviven. En general, los estudios de

serovigilancia muestran una tasa de exposicién de un 10% o menos. Los gatos que
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viven fuera de la casa tienen la seroprevalencia mas alta, aisldndose en esta especie los

serovares Canicola, Grippotyphosa y Pomona (Greene et al., 2012).

Cuadro 7. Manifestaciones clinicas de leptospirosis en los animales domésticos

Hospedador

Sindrome de la enfermedad

Ganado

Cerdos

Perros

Caballos

Ovinos

e Subclinico con o sin leptospiruria

¢ El sindrome de caida de produccién lactea, con o sin otros signos
clinicos (a menudo Hardjo)

¢ aborto y la mortalidad neonatal: “tormentas” de aborto (Pomona) y
abortos esporadicos (Hardjo)

¢ La hemoglobinuria, ictericia y fiebre en los terneros, y con menos
frecuencia, en los adultos jévenes. Los serovares comunmente
involucrados son: Pomona, Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae. De
vez en cuando, algunos animales muestran signos de meningitis

e subclinico, a menudo con leptospiruria (especialmente Pomona)

e Fiebre y mastitis focal no supurativa y leptospiruria

¢ Infertilidad, abortos y mortinatos (Canicola, Pomona,
Icterohaemorrhagiae o Bratislava)

e Fiebre, anorexia, ictericia, hemoglobinuria y alta mortalidad en cerdos
jévenes (a menudo Icterohaemorrhagiae)

e subclinico con leptospiruria (a menudo Canicola)

¢ Enfermedad hemorragica aguda: fiebre alta, vémitos, postracién y
muerte a menudo precoz (generalmente Icterohaemorrhagiae)

e La insuficiencia renal aguda (muchos serotipos incluidos Canicola,
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa y Bratislava)

e Infertilidad, abortos y mortinatos (Bratislava)

e iridociclitis recurrente ('oftalmia periddica "o" ceguera de la luna'), que
puede causar ceguera

¢ Ocasionalmente aborto con fetos de seis meses a término

¢ En raras ocasiones fiebre, anorexia, depresion e ictericia

¢ infecciones subclinicas Principalmente con leptospiruria (serotipos
como Hardjo)

¢ En ocasiones, leptospirosis aguda con depresion, disnea,
hemoglobinuria, anemia y alta mortalidad en los corderos (a menudo
Pomona)

Fuente: Markey, et al., 2013)
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2.2.3.1 Leptospirosis canina

La severidad de la enfermedad en perros, se encuentra relacionada con la virulencia
del serovar infectante y la susceptibilidad del hospedador (Quinn et al, 2002). Los
perros de ambos sexos de cualquier raza y edad pueden desarrollar leptospirosis. Los
perros pastor machos de mediana edad, los sabuesos, los perros de trabajo y las razas
cruzadas presentan un mayor riesgo que los perros de compafiia menores de 1 afio

(Ward et al., 2002).

La mayoria de los perros tiene una infeccién subclinica. Los perros con enfermedad
clinica peraguda se presentan normalmente para evaluacién con anorexia, depresion,
hiperestesia muscular generalizada, taquipnea y vémitos (Nelson y Couto, 2010). La
fiebre, las mucosas pdlidas y la taquicardia estdn normalmente presentes.
Frecuentemente aparecen petequias, equimosis, melena y epistaxis por la
trombocitopenia y la coagulacién intravascular diseminada. Las infecciones peragudas
pueden progresar rapidamente hasta la muerte antes de reconocerse la marcada

enfermedad renal o hepdatica (Nelson y Couto, 2010).

En los perros con infeccién subaguda son comunes la fiebre, la depresién y los
signos clinicos o hallazgos en el examen fisico compatibles con sindromes
hemorragicos, enfermedad hepdtica, enfermedad renal o una combinaciéon de
enfermedad hepatica y renal. Pueden darse ocasionalmente conjuntivitis, panuveitis,
rinitis, tonsilitis, tos y disnea. Durante la fase subaguda puede desarrollarse un fallo
renal oliglrico o anurico. Los hallazgos clinicos varian segun el serovar infectante

(Goldstein et al., 2006).

Se ha discutido sobre la emergencia de la leptospirosis canina en Norte América y
Canada asociada con los serovares Pomona y Grippotyphosa asi como el descenso de
los casos asociados con los serovares Icterohaemorrhagiae y Canicola (Ward, 2002;
Levett, 2004, Silva y Riedemann, 2007). Se sugiere que la disminuciéon de los casos
asociados con estos dos serovares esta relacionada con la vacunacién continuada de
las poblaciones caninas con la vacuna bivalente que los incluye, que induce inmunidad
especifica para éstos, pero que puede favorecer la presencia potencial de otros

serovares en las poblaciones caninas susceptibles (Ward, 2002; André-Fontaine, 2006).
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2.3. Diagndstico microbioldgico

Es importante conocer qué tipo de muestras tomar, que pruebas realizar y cuando
realizarlas (ver cuadro 8), para ello se necesita conocer la cinética de la enfermedad
(ver figura 4) (Picardeau, 2013). La primera etapa de la leptospirosis es la septicémica o
la fase aguda, que dura de 3 a 10 dias. Durante esa etapa, las leptospiras se
encuentran en la sangre en un numero cada vez menor, hasta 15 dias después del
inicio de los sintomas (Barthi et al., 2003; Agampodi et al, 2012). Las muestras pueden
recogerse hasta 2 dias después de iniciada la antibidticoterapia para detectar las
leptospiras. La segunda etapa, o etapa inmune, generalmente se produce durante la
segunda semana después de la aparicidon de los sintomas, y tiene una duracion de 4 a
30 dias. Durante esta etapa, el aumento del titulo de anticuerpos se correlaciona a la
eliminacion de leptospiras de la sangre (Levett, 2001; Reis et al., 2008; Brett y Lipnick,
2009). Las leptospiras también pueden detectarse en el liquido cefalorraquideo (LCR)

10 dias después de la aparicion de los sintomas (Levett, 2001; Goris et al., 2012).

Figura 4: Cinética de la leptospirosis (Fuente: Céspedes et al., 2006)
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La eliminacidon de leptospiras en la orina se inicia en la segunda semana de la

enfermedad y tiene una duraciéon de 4 a 6 semanas (Gsell y Mohr, 1968), aunque

leptospiruria de varios meses se han reportado en humanos (Jhonson, 1950). La

eliminaciéon de microorganismos por orina puede ser larga e intermitente después de

la infeccidén inicial incluso en perros recuperados. La vida media de la bacteria en la

orina es corta (Rodriguez et al., 2005; Greene et al., 2012).

Cuadro 8. Diagndstico de laboratorio de leptospirosis canina

Objetivo

Rendimiento

Tipo de
Ensayo
muestra
Microscopia de orina

campo oscuro

Sangre entera,

Cultivo .
orina
Serologia
S
(MAT) uero
sangre, orina,
PCR muestras de

tejido

Leptospiras

Leptospiras

Anticuerpos
contra
varios

serotipos
de
leptospiras

ADN
leptospiral

La baja sensibilidad y especificidad. Requiere
una considerable experiencia técnica para
interpretar correctamente.

Baja sensibilidad. Medios especiales y los
tiempos de incubacién prolongados
requeridos. Dificil y no estdn ampliamente
disponibles. El tratamiento antimicrobiano
puede conducir a resultados falsos
negativos. Actualmente el Unico método que
permite la identificacion precisa serovar.

Los resultados falsos negativos pueden
ocurrir temprano en el curso de la
enfermedad o con inmunosupresién. Los
falsos positivos pueden ocurrir con un
historial de vacunacion o con la exposicion
anterior. Los titulos pareados realizadas en
el mismo laboratorio en es necesaria para el
diagndstico. Se puede producir variacidn
interlaboratorios en los resultados.

La sensibilidad y la especificidad incierta y
pueden variar entre los ensayos que ofrecen
los distintos laboratorios. El tratamiento
antimicrobiano puede conducir a resultados
negativos de PCR en sangre.

Fuente: Sykes, 2014
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2.3.1. Deteccion directa

Durante la fase aguda de la leptospirosis se pueden observar de 10* a 10°
leptospiras/ml de sangre (Agampodi et al, 2012). El umbral de deteccién es de cerca de
10* leptospiras/ml de sangre en el examen directo. (Picardeau, 2013). En teoria, la
leptospirosis puede ser diagnosticada mediante este método en sangre durante la
primera semana después de la aparicion de los sintomas, pero se requiere de un
microscopio de campo oscuro y existe un relevante riesgo de falsos positivos debido a

los desechos celulares y otros artefactos (Vijayachari et al., 2001)

2.3.2. Aislamiento

La Sociedad Internacional de Leptospirosis, en su guia para el diagndstico
recomienda el aislamiento del agente a partir de muestras de sangre, orina, leche y en
suspensiones de tejidos como rifidn, medula dsea e higado de animales afectados
realizando el cultivo en agar semisélido de Fletcher y en el caldo EMJH (Ellinghausen,
Mc Cullough, Jonson, Harris) (Terpstra et al., 2006). Las leptospiras pueden aislarse de
sangre y de liquido cefalorraquideo hasta los diez dias de iniciada la enfermedad (fase
septicémica o leptospirémica) y de orina desde la segunda hasta la cuarta semana de
enfermedad, fase de leptospiruria. (Céspedes et al., 2006). Los cultivos se incuban en
oscuridad a 28 - 30°C y se examinan semanalmente por microscopia de campo oscuro
hasta la semana 13 antes de ser descartados. Sin embargo el aislamiento presenta una

baja sensibilidad (Vijayachariy Sehgal, 2006; Musso y La Scola, 2013).

2.3.3. Diagnéstico serolégico

La Organizacion Mundial de la Salud ha designado la técnica de microaglutinacion
(MAT), como la técnica de referencia o técnica de oro para los estudios de diagndstico
de la leptospirosis (OIE, 2014, OMS, 2008; W.H.O, 2009). Esta se emplea para detectar
anticuerpos contra leptospiras en el suero, permite la identificacién y clasificacién de
los aislamientos de Leptospiras spp y también sirve de base para evaluar cualquier otro

método seroldgico nuevo para el diagnéstico de la enfermedad (Ooteman et al., 2006).
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La MAT no puede diferenciar entre anticuerpos aglutinantes ocasionados por
infeccion actual, reciente o pasada. Idealmente se deben analizar dos muestras
consecutivas de suero para observar seroconversion o aumento de los titulos de
cuatro veces o mas (Céspedes, 2005). El significado del titulo de una sola muestra es
debatido y varia por area, por lo que diferentes titulos o puntos de corte pueden ser
aplicados. Algunos consideran titulos de 1/100 positivos, otros aceptan titulos 1/200,
1/400 o 1/800 para el diagndstico de leptospirosis actual o reciente (Wagenaar et al,

2002).

Desde la década de 1960, el diagndstico de leptospirosis en el Peru se realiza por
medio de cultivo y microaglutinacién (MAT) en muestras de sangre, suero, orina y
tejidos; sin embargo, estas pruebas de diagndstico presentan una serie de dificultades.
El cultivo tiene una sensibilidad baja debido a las exigencias nutricionales, pH y
caracteristicas intrinsecas de la bacteria que al final repercute en un bajo porcentaje
de aislamiento; mientras que la microaglutinacidon (MAT) requiere del mantenimiento

de un cepario que es costoso (Céspedes et al., 2006).

Métodos seroldgicos convencionales tales como ensayo de inmunoabsorcién ligado
a enzimas (ELISA) son ampliamente utilizados para el diagndstico de leptospirosis, pero
la especificidad y sensibilidad de estos son bastante variables. A pesar de los pobres
resultados del ELISA, varios autores han informado que los anticuerpos contra
leptospiras podrian ser detectados antes con esta prueba que con la MAT (Cumberland
et al., 1999; Levett, 2001; Bajani et al., 2003; Doungchawee et al., 2008; Aviat et al.,
2010; Limmathurotsakul et al., 2012). Anticuerpos Ig M se pueden detectar de 4 a 5
dias después de la apariciéon de los sintomas, antes de la deteccidon de Ig G y de
anticuerpos aglutinantes, y persisten al menos 5 meses en los pacientes (Silva et al.,
1995). Elisa positivo no da ninguna indicacion sobre el serovar/serogrupo infectante y
no es suficiente para diagnosticar un caso de leptospirosis; que debe ser confirmada

por MAT, PCR, o cultivo (Picardeau, 2013).
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2.4. Diagndstico molecular

Las técnicas moleculares mas utilizadas son las que se realizan mediante la
detecciéon de genes propios de especies patégenas; siendo rdpidas, sensibles vy
especificas pudiendo utilizarse para la identificacion de la enfermedad en estadios
tempranos de la misma. Las técnicas empleadas son: la Reaccidon en Cadena de la
Polimerasa (PCR) la cual tiene la capacidad de amplificar de forma exponencial y
especifica una secuencia determinada del ADN (Vijayachari y Sehgal, 2006). Otro
método usado en el diagndstico molecular es la amplificacién isotérmica de dacidos

nucleicos (LAMP) (Picardeau, 2013).

2.4.1. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

El método de PCR en tiempo real se ha convertido en una herramienta valiosa para
el diagndstico de patégenos bacterianos en los laboratorios de microbiologia clinica
por su excelente sensibilidad y especificidad (Espy et al., 2006). Ademas de tener
mayor nivel de deteccién que el cultivo bacteriano, puede detectar el ADN de los
microorganismos lisados o inactivos. En la PCR a tiempo real, los procesos de
amplificacién y deteccidn se producen de manera simultanea en el mismo vial cerrado,
sin necesidad de ninguna accion posterior. Los sistemas de deteccidn por fluorescencia
empleados en la PCR en tiempo real pueden ser mediante agentes intercalantes como
SYBR Green que proporciona una deteccidn sensible, pero es menos especifico que la
deteccién utilizando tecnologia de sondas de hibridacién tales como las sondas

TagMan (Limmathurotsakul et al., 2012; Musso y La Scola, 2013; Picardeau, 2013).

Varios protocolos de PCR convencional y PCR en tiempo real han sido desarrollados
para la deteccidn de leptospiras patdgenas, estos protocolos incluyen el uso de genes
universalmente presentes en bacterias como gyrB, rrs (gen rRNA 16S), seg Y; o genes
restringidos a especies patdgenas de Leptospira spp. como LipL32, LFB1, Liga y ligB2
(Slack et al., 2006; Smythe et al., 2002; Merien et al., 2005; Palaniappan et al., 2005;
Ahmed et al., 2009), pero sélo unos pocos han sido validados clinicamente (Slack et al.,
2007; Ahmed et al., 2009; Thaipadungpanit et al., 2011; Villumsen et al., 2012). En los

ultimos anos, la PCR ha sido cada vez mas utilizada para el diagndstico de la
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leptospirosis, e incluso tiende a reemplazar los métodos serolégicos en zonas
endémicas debido a su sensibilidad y capacidad de dar un diagndstico precoz, es decir
durante la etapa aguda de la enfermedad antes de que los anticuerpos sean

detectables (Musso y La Scola, 2013; Picardeau, 2013).

PCR detecta leptospiras en sangre durante los primeros 5-10 dias después de la
aparicién de la enfermedad, hasta el dia 15 (Musso y La Scola, 2013). Inclusive permite
la deteccidn de leptospiras en la sangre de un cultivo negativo en pacientes que han
recibido un medicamento antimicrobiano eficaz, pero que no ha eliminado al
organismo no viable (Boonsilp et al., 2011). La carga bacteriana se puede obtener si se
incluye un panel de ADN estandar (curva estandar). Sin embargo, actualmente no hay
correlacién entre la carga bacteriana detectado en la sangre y el prondstico del

paciente (Truccolo et al., 2001; Segura et al., 2005; Agampodi et al, 2012).

La técnica de PCR puede identificar las bacterias solo a nivel de especie y por lo tanto
su valor epidemiolégico es reducido en este aspecto, ya que no identifica a los
serovares causantes de los brotes en una regién determinada. Sin embargo, su valor
epidemioldgico es alto en la deteccién de los portadores crénicos, que eliminan
leptospiras por orina, reconocimiento que no puede ser realizado por las pruebas
diagndsticas actualmente vigentes (OMS, 2008; Cerqueira y Picardeau, 2009). Por otro
lado, el diagndstico que proporciona la PCR es potencialmente importante, porque el
tratamiento con antibidticos es mas beneficioso cuando se inicia pronto en el curso de

la enfermedad (Cerqueira y Picardeau, 2009).

Se han realizado varios estudios para la deteccién directa de leptospiras en
muestras clinicas de animales mediante la técnica de PCR, tales como: Orina
(Magajevski et al., 2005; Bomfim y Koury, 2006; Lilenbaum et al., 2009), semen vy
fluidos vaginales (Magajevski et al., 2005; Lilenbaum et al., 2008), tejidos renales en
porcinos (Fearnley et al., 2008), humor acuoso en equinos (Faber et al., 2000). En 2010
Rojas et al. detectaron y cuantificaron leptospiras patégenas en orina de perros

mediante PCR en tiempo real.

El umbral de deteccién es por lo general de 10 a 100 leptospiras/ml de sangre u

orina (Smythe et al., 2002, Slack et al., 2006; Stoddard et al., 2009, Bourhy et al., 2011).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

El estudio consistid en estandarizar e implementar una técnica de PCR en tiempo
real con sondas TagMan para detectar la presencia de cepas de leptospiras patdgenas
en muestras de orina de caninos domésticos, para ello se infecté experimentalmente
con cultivos de leptospiras vivas provenientes del Instituto Pasteur de Francia, las
orinas de un canino donador clinicamente sano y negativo serolégicamente a

leptospirosis.

3.1. Lugar de estudio

El estudio se desarroll6 en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia
Veterinaria Seccién Bacteriologia, Unidad de Diagndstico Molecular de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (FMV-UNMSM)

con sede en Lima.

3.2. Muestras

e Orinas de caninos domésticos

e Cultivos de leptospiras en medio EMJH
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e Cultivos en agar sangre de otros géneros bacterianos Gram positivos y Gram

negativos.

3.3. Materiales y Equipos

e  Flujo laminar LABCONCO (Bioseguridad tipo Il).

e Termociclador PTC 200 (MJ Research)

e Lector de emisidon de flurescencia Chromo-4™ (BIORAD)

e Equipo de electroforesis SIGMA ALDRICH Modelo SHU 13

e  Microcentrifuga Eppendorf 5702/ IEC Micromax RF

e Vortex VWR SCIENTIFIC INDUSTRIES Modelo K550 G

e  Estufa PRECISION Thelco (Modelo 6, Rango de T° hasta 60°)
e Bano Maria Memmert (Modelo Shutzart DIN 40050-IP 20)
e Transiluminador ULTRA LUM PATENTE 5434478

e Maquina fabricadora de hielo SCOTSMAN - FRIMONT

e Espectrofotémetro UNICO 2100

e  Micropipetas Eppendorf de 1000, 100 y 10 pl.

e Viales Eppendorf estériles de 1,5 ml, 0,5 mly 0,2 ml

e Puntas de micropipeta estériles Eppendorf de 1000, 100 y 10 pl.
e  Microscopio de campo oscuro NIKON

e Potenciometro HANNA (Modelo HI 824)

e Gradillas

e Criogradillas

e Tubos blancos estériles para PCR

e Frascos de vidrio autoclavados.

e Guantes de nitrilo

3.4. Reactivos

e Kit de extraccion de ADN: Wizard® Genomic DNA Purification kit-Promega

e GoTag® Probe gPCR Master Mix de Promega
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e Cebadores (Lepto Ry Lepto F) IDT (INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES)
e Sondas TagMan IDT (INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES)

e Agua libre de nucleasas IDT (INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES)
e Lisozima Merck (50 mg/ml)

e Proteinasa K Merck (10 mg/ml)

e Etanol absoluto EMSURE®

e |sopropanol EMPARTA®

e Tampon fosfato salino (PBS) 10x OmniPur®

e Agarosa SIGMA

. Buffer TAE 50 x Thermo scientiric

e Marcador de peso molecular GeneOn

e Colorante Sybr safe life technologies™

e EDTAS50 mM

e Buffer de carga

e Suero fisioldgico

3.5. Estandarizacion de PCR en Tiempo Real con sondas TagMan para la deteccion

genética de cepas patdgenas de Leptospira spp.

3.5.1. Extraccion de ADN

El primer paso fue optimizar los protocolos de extraccion de ADN bacteriano, a
partir de cultivos de leptospiras en caldo EMJH; y en muestras de orina previamente
infectadas de manera experimental con cepas patdgenas de Leptospira spp.,
procedentes de perros sanos (Negativo a leptospirosis a través de una evaluacién

clinicay seroldgica).

3.5.1.1. Extraccion de ADN de cultivos de leptospiras en EMJH.

Para la extraccidon de ADN se utilizaron cultivos vivos de cada serogrupo patdgeno

de los 25 establecidos de Leptospira spp. y una cepa saprofita de Leptospira biflexa
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(Ver cuadro 9). Estas cepas fueron obtenidas de la Unidad de Espiroquetas del Instituto

Pasteur (Paris, Francia). Los cultivos fueron utilizados a los 5-7 dias de crecimiento con

una D.O de 0.2 a 0.35 medidos a una longitud de onda de 420 nm.

Cuadro 9. Serovares de Leptospira spp utilizados para la estandarizacion de la técnica

de PCR en tiempo real

N° Especie Serogrupo Serovar Cepa

1 L. interrogans Australis Bratislava Jez-bratislava
2 L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami A

3 L. borgpetersenii Ballum Castellonis Castellon 3
4 L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienen
5 L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht IV
6 L. weilii Celledoni ND 2011/01963
7 L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522 ¢

8 L. interrogans Djasiman Djasiman Djasiman

9 L. kirshneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moska V

10 L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
11 L. fainei Hurtsbridge Hurtsbridge BUT6

12 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae  Verdun

13 L. licerasiae Iquitos Varillal VAR10

14 L. borgpetersenii Javanica Javanica Poi

16 L. noguchii Louisiana Louisiana LUC1945

16 L. interrogans Manhao Lincang L14

17 L. santarosai Mini Georgia LT117

18 L. noguchii Panama Panama CZ 214K

19 L. interrogans Pomona Pomona Pomona

20 L. interrogans Pyrogenes pyrogenes Salinem

21 L. meyeri Ranarum Ranarum ICF

22 L weilii Sarmin Sarmin Sarmin

23 L. interrogans Sejroe Hardjobovis Sponselee
24 L. santarosai Shermani Shermani 1342 K

25 L. borgpetersenii Tarassovi Tarassovi Perepelitsin
26 L. biflexa Semaranga Patoc Patoc 1

El ADN de los cultivos de EMIJH fue extraido utilizando el kit comercial Wizard®

Genomic DNA Purification de Promega, realizando modificaciones al protocolo base

disefiado por el fabricante (Ver cuadro 10). Los productos obtenidos fueron

almacenados a -20° hasta su utilizacion (Ver protocolo completo en el anexo 1)
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Cuadro 10.Modificaciones realizadas al protocolo base para la extracciéon de ADN de
Leptospira spp. de caldo EMJH

Modificacion

Adicion de una enzima litica a mayor Se utilizé enzima lisozima a una
concentracion concentracién de 50 mg/ml

Cambio en velocidades y tiempos de Se utilizaron velocidades de 4500 RPM y
centrifugacion 16 000 g a 20 y 25 min. respectivamente
3.5.1.2. Extraccion de ADN de |leptospiras en orinas infectadas

experimentalmente de caninos domésticos.

Se obtuvieron 5 muestras de orina (una muestra cada mes) de un canino doméstico
(Canis lupus familiaris) sano, menor de 1 ano de edad, sin signos clinicos compatibles
con leptospirosis, negativo a la prueba de microaglutinacién (MAT) y sin crecimiento
bacteriano en el urocultivo. La muestra fue tomada en frasco estéril directamente del
animal durante la miccién, esperando que se eliminen los primeros chorros de orina.

Las orinas se infectaron con una cantidad inicial de 10® leptospiras patogenas. Esto
debido a que se han reportado concentraciones de leptospiras en orina hasta un nivel
de 10%/ml de orina (Adler y de la Pefia Moctezuma, 2010). Para obtener esa cantidad
de leptospiras se utilizé la equivalencia entre nimero de leptospiras y densidad dptica,
tomando como referencia que una concentracién de 7 x 108 leptospiras/ml de EMJH es
equivalente a una densidad 6ptica de 0,2 - 0,35 a 420 nm de longitud de onda (Louvel y

Picardeau, 2007; INS, datos no publicados).

Para ello se sembrd 500 pl de cultivo fresco de los serogrupos patégenos Ballum y

Autumnalis de las especies L. borgpeterseniiy L. interrogans, respectivamente, en 5 ml
de medio EMJH. Los cultivos se incubaron por 5 dias hasta obtener una DO (420nm)

entre 0,2 y 0,35. Posteriormente se procedié a infectar las orinas de la siguiente

manera:
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Volumen (Concentracion Concentracion

Muestra ... orina R
inicial) final
100 pl (10® —cultivo puro)  + 900 pl 10’
100 pl (107) + 900 pl 10°
. 100 pl (10°) + 900 pl 10°
bo?”r:et;nﬁ 100 ul (10°) + 900 pl 10°
Sero grﬁ o Ballum 100 u (10°) +900ul 10°
grup 100 pl (10°) + 900 pl 102
100 pl (10%) + 900 pl 10"
100 ul (10%) + 900 pl 10°

Este protocolo de infeccién de orinas, se repitié por cuatro veces mads, utilizando las
cuatro orinas restantes, permutando la infeccion con los serogrupos mencionados.
Posteriormente se probaron diferentes tiempos y velocidades de centrifugacion, hasta
optimizarlo a una velocidad de 16000 g por 25 minutos El ADN de las orinas infectadas
fue extraido utilizando el protocolo previamente optimizado (Ver protocolo completo

en el Anexo 2).

3.5.1.3.  Extraccidon de ADN de otros géneros bacterianos

Para evaluar la especificidad de la técnica de PCR para la deteccién de Leptospira
spp. se utilizaron otros géneros bacterianos. Para ello, se cultivaron cepas patréon de
los géneros Staphylococcus, Pseudomonas, Enterococcus, Pasteurella y Escherichia (Ver
Cuadro 11). La extraccidon de ADN se realizd de acuerdo a las especificaciones del kit

comercial Wizard® Genomic DNA Purification de Promega (Ver anexo 3).

Cuadro 11. Otros Géneros bacterianos utilizados en la estandarizacion de la PCR en
tiempo real con sondas TagMan

Especie Cadigo
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Pseudomonas aureginosa ATCC 27853
Escherichia coli ATCC 25922
Pasteurella multocida NE 49
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3.5.2. Evaluacion de ADN extraido

El producto de ADN extraido fue visualizado en un gel de agarosa al 1% tefiido con
SYBR Safe (INVITROGEN) por electroforesis a 90V durante 60 minutos y visualizado en
el Transiluminador. Para la corrida electroforética se utilizé un marcador de peso

molecular de 50 — 3000 bp (GENEON, Alemania).

3.5.3. Cebadores utilizados en la técnica de PCR en tiempo real con sondas TagMan

Se utilizaron los cebadores Lepto R y Lepto F, especificos para Leptospira spp, y la
sonda TagMan Lepto probe, que amplifican y se hibridan en una porcién del gen rrs,
capaces de diferenciar entre especies patdgenas y no patdgenas, publicados en un
ensayo por Smythe et al. (2002) (ver cuadro 12). Se realiz6 un analisis informatico
BLAST de comparacion de secuencia de los cebadores y sonda con las secuencia
gendmicas de diferentes tipos bacterianos disponibles en el GenBank. El gen rrs
codifica la sintesis del fragmento 16S del ARNry presenta una regién especifica

presente solo en leptospiras patégenas.

Cuadro 12. Cebadores y sonda utilizados en la estandarizacion de PCR en tiempo real

para la deteccion de leptospiras patégenas

Longitud
Cebadores/ Secuencia del
Sonda amplicon
|. ~171 .
epto F 51 CCCGCGTCCGATTAG 3 87 bp
Lepto R 528 TCCATTGTGGCCGR"®ACAC 3°
Lepto probe 5'?% (FAM)CTCACCAAGGCGACGATCGGTAGC?* 3'(TAMRA)

3.5.4. PCR en tiempo real con sondas TagMan

Durante la estandarizacidn, se utilizd ADN extraido de los 25 serogrupos patégenos

como controles positivos, en diluciones de 10’ — 10° con agua ultrapura, para
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determinar el grado de precisién de la prueba. La especie saprofita L. biflexa y los otros

géneros bacterianos, fueron utilizados como controles negativos.

Para preparar el mix de PCR se utilizé el GoTaq® Probe qPCR Master Mix de

Promega junto con los cebadores Lepto F, Lepto Ry Lepto probe, agua ultrapura y ADN

molde. El volumen de reaccién fue de 20ul, donde el molde de ADN representd el 10%

del volumen total (2ul). La mezcla de los componentes (sin incluir el ADN) se preparé

en un vial de microcentrifuga estéril libre de nucleasas. La proporciéon de los reactivos

en la elaboracién de la mezcla de reaccién se pueden observar en la cuadro 13.

Cuadro 13. Concentracion de reactivos para la PCR en tiempo real

o Volumen

Componentes Concentracion final (20ul)
Master mix Go Taq (2x) 1x 10,0 ul
Lepto F (74.3 nM) 0,03 uM 0,15 ul
Lepto R (104,4 nM) 0,03 uM 0,15 ul
Lepto probe (45,6 nM) 0,02 uM 0,10 pl
Agua libre de nucleasas - 7,60 ul
ADN 2,00ul
Volumen total 20 ul

Posteriormente se colocd 18 ul de esta mezcla en los tubos para PCR, adiciondndole

2 ul de ADN para completar el volumen a 20 pl. Los tubos fueron tapados y llevados al

termociclador e incubados siguiendo el protocolo del cuadro 14.

Cuadro 14: Protocolos de qPCR para la deteccidn de Leptospiras patégenas

Proceso temperatura tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 minutos
Desnaturalizacion 95°C 15 segundos
Alineamiento/Extension 60°C 1 minuto

Protocolo 1: Se realizd por 40 ciclos y se mantuvo a 8°C, hasta su evaluacion y analisis.
Protocolo 2: Se realizd por 35 ciclos y se mantuvo a 8°C, hasta su evaluacion y anadlisis.
Protocolo 3: Se realizé por 30 ciclos y se mantuvo a 8°C, hasta su evaluacion y andlisis.
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3.6. Analisis de los resultados

Para la determinacion de los resultados se analizaron los valores de Ct (ciclo de
amplificacién) obtenidos mediante el software Opticon Monitor 2 v2.0.3.

La Eficiencia de la amplificacién promedio (E) fue determinada a partir de la
pendiente obtenida de las concentraciones producidas por triplicado para el

experimento utilizando la ecuacién: E= (10°/Pendiente) _ q
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IV. RESULTADOS

Se realizd un estudio para estandarizar una técnica de PCR en tiempo real utilizando
sondas TagMan para detectar la presencia de leptospiras patégenas en muestras de

orina de caninos domésticos sospechosos de leptospirosis.

4.1. Extraccion de ADN

La electroforesis en agar gel reveld la presencia de bandas de ADN gendmico en todas
las cepas utilizadas, siguiendo el protocolo de extraccidon que incluye lisozima a una

concentracién de 50mg/ml.

Figura 5. Electroforesis de extraccion de ADN leptospiral. Carril 1, Ladder de GENEON de
50 - 1500 pb; carril 2, (Staphylococcus aureus); carril 3, (Escherichia coli); carril 4-8, ADN
leptospiral; carril 9, control negativo (agua ultrapura).
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4.2. Estandarizacion de la PCR en tiempo real

4.2.1. Especificidad de la técnica PCR en tiempo real

Para evaluar la especificidad de los cebadores y la sonda; 25 cepas de leptospiras
patégenas, 1 cepa de leptospira sapréfita y otros 5 patdégenos bacterianos no
leptospira fueron sometidos a PCR en tiempo real. Se observd un producto detectable
para todas las 25 cepas de leptospiras patégenas, con un Ct promedio de 14,62. La
cepa de leptospira no patégena y las otras cepas bacterianas no dieron productos de

amplificacién (Figura 6, Cuadro 15)
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Figura 6. Grafica de los valores de Ct en las 25 cepas patogenas de Leptospira spp. En
la curva de amplificacidén se observa que los controles positivos presentan un valor de
Ct promedio de 14.62 a diferencia del resto de controles negativos que no superan el

umbral.
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Cuadro 15. Valores de Ct de los productos obtenidos de 25 cepas patdgenas de
referencia, una cepa sapréfita y otros géneros bacterianos

ADN total de controles bacterianos CcT Resultado
L. interrogans Canicola 12.53 +
L. interrogans Australis 12.59 +
L. interrogans Pomona 13.05 +
L. kischneri Grippotyphosa 13.20 +
L. interrogans Autumnalis 13.21 +
L. interrogans Pyrogenes 13.21 +
L. interrogans Hebdomadis 13.23 +
L. licerasiae lquitos 13.25 +
L. weilii Celledoni 13.52 +
L. kischneri Cynopteri 13.99 +
L. interrogans Icterohaemorrhagiae 14.08 +
L. santarosai Shermani 14.08 +
L. interrogans Bataviae 14.09 +
L. borgpetersenii Ballum 14.09 +
L. noguchii Louisiana 14.25 +
L. weilii Sarmin 14.42 +
L. santarosai Mini 14.63 +
L. borgpetersenii Tarassovi 14.65 +
L. fainei Hurstbridge 14.72 +
L. interrogans Sejroe 16.41 +
L. interrogans Djasiman 16.73 +
L. meyeri Ranarum 17.29 +
L. borgpetersenii Javanica 17.98 +
L. interrogans Manhao 18.17 +
L. noguchii Panama 18.21 +
L. biflexa Semaranga NCt -
Pseudomonas aureginosa NCt -
Pasteurella multocida NCt -
Staphylococcus aureus NCt -
Enterococcus faecalis NCt -
Escherichia coli NCt -

NCt: No hubo Ct
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4.2.2. Sensibilidad de la técnica PCR en tiempo real

Se realizaron diluciones seriadas de concentraciones bacterianas de leptospiras de
107, hasta 10°, para obtener el estandar y evaluar el nivel de deteccién de cantidades
de la técnica de PCR con sondas TagMan en tiempo real. Se determind que esta pudo
detectar leptospiras patdgenas (estandar) hasta una dilucién de 10° sin embargo, las
diluciones de 10! y 10%, no produjeron una curva de amplificacion completa.
Mostrando una sensibilidad de deteccién de hasta una concentracion bacteriana de
10% leptospiras/ml. Obteniéndose un valor de Ct de 29.97 (Figura 7, cuadro 16), en un

protocolo de 30 ciclos.
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Figura 7. Grafica de los valores de Ct de las diluciones de un serovar patogeno de
Leptospira (serogrupo Autumnalis). Las lineas muestran amplificaciones de las

diluciones del estandar desde 10’ hasta 10°.
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Cuadro 16. Valores de Ct de los productos obtenidos en la PCR tiempo real de las
diluciones decrecientes de una cepa patégena de Leptospira (serogrupo Autumnalis)

Diluciones de ADN de L. interrogans

Autumnalis y ADN de controles cT
negativos

10’ 16.49

10° 20.34

10° 23.21

10* 26.26

10° 28.62

10? 29.97

10 32.55

10° 34.05

L. biflexa Semaranga 34.01
Escherichia coli 34.40

4.2.3. Deteccidn de Leptospira spp patégena en orina

Para evaluar la capacidad de la PCR tiempo real de detectar la presencia de
leptospiras patdgenas en la orina, se trabajaron con orinas infectadas
experimentalmente en diluciones de 10’ a 10°, el limite estimado de deteccién fue
hasta una concentracion bacteriana de 102 leptospiras/ml con un valor de Ct de 29.87

(Cuadro 17, figura 8).

Cuadro 17. Valores de Ct de los productos obtenidos en las diluciones decrecientes
de las orinas infectadas con cepas patdégenas de Leptospira (Serogrupo Ballum)

Diluciones de ADN de L. interrogans cT
Autumnalis
10’ 17.54
10° 20.65
10° 22.44
10* 25.54
103 27.43
10? 29.87
10t 33.90
10° 34.45
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Fluorescence

Figura 8. Grafica de los valores de Ct de las diluciones de las orinas infectadas con
una cepa patogena de Leptospira (serogrupo Ballum). En la figura se observan las
diluciones de 10’ hasta 10%, siendo el limite de deteccién de 10°.

4.2.4. Eficiencia de la amplificacion

La eficiencia se calcula a partir de la pendiente de la curva estandar:
E= (10—1/pendiente) -1

La pendiente fue de — 3,038 lo que dio una eficiencia igual a 1,13.
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v =-3.038x + 35.13; r2 =0.993
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Figura 9. Grafica de la curva de calibracidn del estandar (Serogrupo Autumnalis). En
la figura se observa la curva estandar producida por los valores de Ct de las diluciones
de 10’ hasta 10” del estandar.
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V. DISCUSION

A pesar de los varios ensayos de PCR en tiempo real que se han descrito para el
diagndstico de la leptospirosis (Smythe et al., 2002; Levett et al., 2005; Merien et al.,
2005; Palaniappan et al., 2005; Slack et al., 2007; Roczek et al., 2008; Ahmed et al.,
2009; Stoddard et al., 2009; Rojas et al., 2010), s6lo unos pocos de estos ensayos han
sido validados para su uso diagndstico en muestras de sangre (Ahmed et al., 2009;
Slack et al., 2007; Smythe et al., 2002). Solo un protocolo de PCR en tiempo real se ha
validado para uso diagndstico en muestras de orina canina, dicho ensayo se aplicé a
525 muestras de orinas de un albergue de perros, de los cuales 37 fueron positivos
(Rojas et al., 2010); hasta el momento ninguno ha sido validado para el uso como

diagndstico en humanos (Villumsen et al., 2012).

La sedimentacién de leptospiras para la extraccién de ADN es un punto critico en la
optimizacion del protocolo de extraccion. Por ello, se probaron protocolos de
extraccién con diferentes velocidades de sedimentacion (5000 rpm por 15 minutos
hasta 16000g por 25 minutos). Encontrandose que a mayor velocidad y tiempo de
centrifugacidn se tuvo mas éxito en la obtencidon del pellet para la extraccién de ADN
de las muestras. Esto ya ha sido descrito por otros autores donde se menciona que la

obtencidn o proceso de extraccidon de ADN leptospiral es relativamente dificil debido a
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que las leptospiras al ser muy finas no sedimentan facilmente (Faine et al., 1999;

Picardeau et al., 2001; Serrano, 2012).

Existen varios protocolos para la purificacion de ADN leptospiral a partir de orina,
los cuales coinciden en que es necesario un tiempo prudente y velocidad adecuada de
centrifugacién, como lo indican los protocolos de la OMS (2008), cuyo procedimiento
sugiere centrifugar la muestra de orina por 30 minutos a 1600 g. Otros protocolos
utilizan velocidades de centrifugacion de 3000 g por 10 minutos (Bal et al. 1994) e
incluso velocidades mayores de 13 000 g por 30 minutos para espiroquetas (Protocolo
Biotools, 2008). El estudio demostré que con una velocidad de centrifugacion de 16000
g por 25 minutos, se obtuvo un pellet adecuado para la ejecucién del protocolo de

extraccion.

Otros aspectos que se tuvieron en cuenta en la optimizacidon de la extraccion de
ADN fue la ruptura de la membrana de la bacteria y el dafio de los cristales presentes
en la orina, dos inhibidores de la PCR fuertemente asociados en este tipo de muestras
(Fonseca et al., 2005). Para ello, se optimizé el protocolo de extraccion utilizando una
concentracion de enzimas proteoliticas como lisozima y/o proteinasa K, asociado a un
tratamiento con calor a 37°C. (Verkooyen et al., 1996). Observandose que la extraccion
del ADN mejoré cuando se utilizé una concentracion de Lisozima de 50mg/ml mientras
gue el tratamiento con proteinasa K no dio buenos resultados. Esto se relaciona con lo
mencionado por Fonseca et al., 2005 que describieron que existe un efecto inhibitorio
de los cristales que contienen cationes divalentes, particularmente iones magnesio, los
cuales tienen un efecto significativo sobre la actividad de la Taq polimerasa (Fonseca et

al., 2005).

Existen varias estrategias para eliminar los inhibidores de la PCR que se encuentran
en la orina (Lisby et al., 1994; Fonseca et al., 2005), ya que la presencia de estos
afectan la amplificacion y pueden llevar a resultados falsos negativos, por lo que es
necesario estandarizar metodologias que permitan su remocion. Ademas de los
cristales, existen otros inhibidores en orina como: exceso de urea, la hemoglobinay la
presencia de hormonas como la beta gonadotrofina coridnica, entre otros (National

Chlamydia Laboratory Committee, 2003; Tam, 2003).
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En el presente estudio de PCR se utilizo la tecnologia TagMan debido a que dentro
de los métodos actuales basados en fluorescencia, esta es mas especifica en la
deteccion (Merien et al., 1992; Brown et al., 1995; Espy et al., 2006). Los resultados de
PCR en tiempo real en este estudio se basan en la lectura de la emisién de la
fluorescencia a lo largo de la reaccion (Walker, 2002). Esos datos de fluorescencia se
adquieren cuando la amplificacion esta todavia en la fase exponencial. Esto esta
determinado por la identificacién del nimero de ciclo al cual la intensidad de emisién
del fluoréforo aumenta con respecto al ruido de fondo (background). Este nimero de

ciclo se llama ciclo umbral (Quinn et al., 2011).

Los valores de Ct obtenidos mediante la PCR en tiempo real con sondas TagMan
durante la estandarizacion, fueron desde 12.53 hasta 18.21 para los 25 serovares
patdgenos de Leptospira, mostrando una diferencia clara con los controles negativos
(L. biflexa, Escherichia coli, Pseudomonas aureginosa, Pasteurella multocida,
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis) que no generaron amplificados que
excedieran el umbral, con el protocolo 3 (de 30 ciclos). Este valor es menor al hallado
por Smythe et al. (2002) que obtuvieron valores de Ct entre 18.20 y 23.40 en 40 ciclos
a partir de muestras de sangre de pacientes humanos (Smythe et al., 2002). Estas
variaciones pueden deberse a que las muestras analizadas por ellos procedian de
sangre de humanos, mientras que las muestras de leptospiras que utilizamos en el
presente estudio, provienen de cultivos de EMJH y de orinas, otros aspecto a
considerar es el uso de kits de extraccion, equipos de marcas y caracteristicas distintas,

y protocolos que pueden producir resultados variables.

La fluorescencia captada por el equipo corresponde a la que es emitida por el
fluoréforo donador cuando este se encuentra libre, espacialmente alejado del
fluoréforo receptor, producto de la actividad 5 exonucleasa de la ADN polimerasa.
Estos fluoréforos se encuentran marcando la sonda especifica TagMan Lepto probe
utilizada en el estudio, la cual se hibridd a una regién especifica de 25 pares de bases
localizada dentro del amplicén de 87 bp generado por los cebadores Lepto Fy Lepto R,
los cuales amplifican una parte del gen rrs . Lepto Fy Lepto R reconocen este segmento
gue es propio del género Leptospira, no teniendo la capacidad de amplificar otros
géneros bacterianos; mientras que, la sonda TagMan esta disefiada para hibridar a una
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porcidon de este segmento del gen rrs, solo en las leptospiras patdgenas. De esta
manera, es capaz de diferenciar entre especies patdgenas y no patdgenas de

Leptospira (Smythe et al., 2002).

La diluciones del estandar (10’ — 10°) fueron detectadas con unos valores de Ct
desde 16.49, para la dilucién de 107, hasta 29.98 que corresponde a una dilucién de
10? leptospiras. Este intervalo de 10" a 10? describié una curva de calibracién con una
eficiencia de 1,13 y un coeficiente de correlacion (R?) de 0,993 que es lo dptimo para
esta prueba (Wang et al., 2012). Las diluciones de 10* y 10° con unos Ct de 34.05 y
34.40 respectivamente, fueron similares a los valores de Ct obtenidos de los controles
negativos: 34.01 para L. biflexa y 34.40 para E. coli con una curva muy débil, en el
protocolo 1 (de 40 ciclos).. Por todo esto se consideré6 que mediante el protocolo
implementado se cuantifica la concentracion de leptospiras hasta un orden minimo de
107, porque cuando la muestra estandar tiene un orden menor (10 y 10°) el valor de
R? es menor a 0,98; por lo tanto hay una mala correlacién. Por esta razon, se optimizé

el protocolo de PCR en 35 ciclos

El ADN leptospiral en muestras de orina infectadas experimentalmente fue
detectado hasta en una dilucién de 10? leptospiras con un valor de Ct de 29.87 que se
encuentra en el rango de nuestro estandar, las diluciones de 10* y 10° no generaron
productos especificos, con el protocolo 3 (de 30 ciclos). El presente protocolo puede
detectar a partir de una concentracién de 102 leptospiras/ml, el cual se determiné
como el minimo nivel de deteccion de la prueba. Sin embargo, este nivel de deteccién
es menor al descrito por Smythe et al. (2002) quienes detectaron a partir de 10

leptospiras en orina.

Una muestra positiva por PCR revela la presencia de leptospiras patégenas en la
muestra. Sin embargo, no tienen la capacidad de identificar directamente el serovar o
serogrupo (Cerqueira y Picardeau, 2009). El andlisis de los productos de amplificacién
por las curvas de fusion (Merien et al., 2005) o secuenciacién (Pérez y Goarant, 2010;
Cerqueira et al., 2010) puede permitir la identificacion de las especies y, en algunos
casos, el serovar o el genotipo. Sin embargo, como el presente estudio no utiliza las

sondas con reporteros que no emiten y no permiten producir ninguna luminiscencia no
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es posible realizar un andlisis de la temperatura de disociacion para evaluar los

productos (Yao et al., 2006).

Los protocolos de PCR en tiempo real, a partir de muestras de sangre, tienen un
potencial diagndstico que podria facilitar la deteccién temprana de leptospiras
patdgenas en pacientes que presentan sintomas clinicos sugestivos de leptospirosis,
debido a que la enfermedad inicial no produce anticuerpos detectables por la prueba
de aglutinacién microscdpica (MAT) que es el Gold estandar en el diagnéstico de esta
enfermedad (Picardeau et al., 2001). Ademds presenta una ventaja frente al cultivo
que presenta una baja sensibilidad, aproximadamente del 30% y requiere de por lo

menos dos meses para un resultado final (Musso y La Scola, 2013).

EL presente protocolo de PCR en tiempo real de detecciéon de cepas patdgenas de
Leptospira spp tendria otra ventaja frente al MAT, con respecto a los animales
portadores, que pueden estar clinicamente sanos y no producir anticuerpos
detectables por MAT, pero si estar eliminando y diseminando la bacteria (Adler y De la
Pefia Moctezuma, 2010). Otro aspecto, es la deteccién de portadores vacunados, ya
gue estas no conducen a resultados positivos en la prueba de PCR en tiempo real.

(Midence et al., 2011).

Los resultados positivos con el presente protocolo como prueba diagndstica,
deben interpretarse siempre ligados a los signos y hallazgos clinicos. Ademas, pueden
ocurrir resultados falsos negativos debido a que la leptospiruria aun no comienza o hay
una pequena concentracién de leptospiras por la presencia de inhibidores de la orina

(Greene et al., 2012).

La capacidad de la PCR para distinguir entre especies patégenas y no patdgenas
puede ser Gtil para el ensayo de muestras ambientales. El representante de leptospira
no patogena en este estudio fue la L. biflexa, que es el contaminante ambiental mas
comunmente descrito y con frecuencia confunde la identificacion de las cepas
patdgenas a partir de muestras ambientales. En condiciones especiales, es posible que
el cultivo facilite la discriminacion entre L. biflexa y las especies patdgenas, sin
embargo la PCR podria proporcionar un método alternativo o un apoyo para la

identificacion. De la misma manera contribuye como una prueba tamiz para la
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caracterizacidon de los aislamientos de leptospiras, que tiene como inconveniente la

necesidad de equipos especializados y experiencia (Morey et al., 2006).
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VI. CONCLUSIONES

La presente técnica de PCR en tiempo real con sondas TagMan permite
detectar cepas patégenas del género Leptospira cuando se mezclan con orina
de caninos domésticos.

La presente técnica de PCR en tiempo real con sondas TagMan puede detectar
cantidades hasta 10° leptospiras/ml.

La velocidad y el tiempo de centrifugacidn son factores claves para el éxito en
la extraccion de ADN de Leptospira spp.

Leptospira spp. a pesar de ser considerada una bacteria Gram — necesita
enzimas proteoliticas como Lisozima para la extraccién de ADN.
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Anexo Al. Protocolo de extraccion de ADN de Leptospira spp de cultivos bacterianos
en EMJH.

A. Preparacion de las muestras

1. Sembrar 500 pul de cultivo fresco de cada uno de los serovares de Leptospira spp. en
5 ml de medio EMJH.

2. Evaluar los cultivos de Leptospira, asegurarse de que sean cultivos jovenes con un
crecimiento de 5 (en la escalade 1a 7)

3. Transferir cada cultivo a tubos mds pequefios para centrifugarlo a 4400 rpm por 25
minutos. Al trasvasar el cultivo asegurarse de no coger el fondo.

4. Eliminar el sobrenadante con mucho cuidado (con pipeta)

5. Homogenizar y transferir el pellet por decantacion a un ependorf de 1,5 ml,
completar con PBS 1X hasta tener 1 ml de muestra en cada ependorf. Homogenizar.

6. Centrifugar a 16 000 g por 20 minutos a 4 °C.

7. Eliminar el sobrenadante (por decantacion)

8. Resuspender el sedimento en 1 ml de PBS 1X para lavar las células. Homogenizar
9. Centrifugar a 16 000 g por 10 minutos a 4 °C.

10. Eliminar el sobrenadante (por decantacion)

11. Agregar 100 pl de lisozima 50mg/ml e incubar a 37°C por 60 minutos.

B. Extraccion de ADN (Wizard® Genomic DNA Purifaciton Kit — Promega)

1. Centrifugar a 16 000 g durante 4 minutos, eliminar el sobrenadante.

2. Agregar 600 pul de solucién de lisis nuclear y mezclar por pipeteo.

3. Incubar a 80 °C durante 5 minutos y luego enfriar a temperatura ambiente
4. Agregar 4 ul de solucién ARN asa y mezclar (invertir el tubo 3 veces)

5. Incubar durante 30 minutos a 37°C y enfriar a temperatura ambiente.

6. Agregar 200 pul de solucién proteica de precipitacion, homogenizar y enfriar hielo
durante 5 minutos.

7. Centrifugar 16 000 g durante 4 minutos.
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8. Transferir el sobrenadante a un tubo fresco contenido 600 ul de isopropanol a
temperatura ambiente.

9. Mezclar por inversion
10. Centrifugar a 16 000 g durante 3 minutos.

11. Eliminar el sobrenadante y agregar 600 ul de etanol al 70% a temperatura
ambiente, mezclar.

12. Centrifugar a 16 000 g durante 3 minutos

13. Aspirar el etanol y secar el pellet con aire seco durante 15 minutos.

14. Rehidratar el ADN en 100 pl de solucién de rehidratacion de ADN durante 1 hora a

65°C o toda la noche a 4°C.

15. Guardar en congelacién a -80°C o0 a -20°C.
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Anexo A2. Protocolo de extraccion de ADN de Leptospira spp de muestras de orina
infectadas experimentalmente.

A. Preparacion de las muestras
1. Centrifugar las orinas infectadas a 16000 g por 20 minutos a 4 °C.
2. Eliminar el sobrenadante y lavar el pellet con 1 ml de PBS 1X. Homogenizar

3. Centrifugar a 16 000 g por 10 minutos a 4 °Cy eliminamos el sobrenadante por
decantacidn

4. Agregar 100 pl de lisozima 50mg/ml e incubar a 37°C por 60 minutos.

B. Extraccion de ADN (Wizard® Genomic DNA Purifaciton Kit — Promega)

1. Centrifugar a 16 000 g durante 4 minutos, eliminar el sobrenadante.

2. Agregar 600 pl de solucién de lisis nuclear y mezclar por pipeteo.

3. Incubar a 80 °C durante 5 minutos y luego enfriar a temperatura ambiente
4. Agregar 4 pl de solucion ARN asa y mezclar (invertir el tubo 3 veces)

5. Incubar durante 30 minutos a 37°Cy enfriar a temperatura ambiente.

6. Agregar 200 pl de solucidn proteica de precipitacién, homogenizar y enfriar hielo
durante 5 minutos.

7. Centrifugar 16 000 g durante 4 minutos.

8. Transferir el sobrenadante a un tubo fresco contenido 600 pl de isopropanol a
temperatura ambiente.

9. Mezclar por inversién
10. Centrifugar a 16 000 g durante 3 minutos.

11. Eliminar el sobrenadante y agregar 600 pl de etanol al 70% a temperatura
ambiente, mezclar.

12. Centrifugar a 16 000 g durante 3 minutos
13. Aspirar el etanol y secar el pellet con aire seco durante 15 minutos.

14. Rehidratar el ADN en 100 pl de solucién de rehidratacién de ADN durante 1 hora a
65°C o toda la noche a 4°C.

15. Guardar en congelacion a -80°C o a -20°C.
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Anexo A3. Protocolo de extraccion de ADN de otros géneros bacterianos
1. Aiadir 1 ml de un cultivo de una noche a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.

2. Centrifugar a 13,000-16,000 x g durante 2 minutos para sedimentar las células.
Eliminar el sobrenadante. Para bacterias Gram positivas, continte con el paso 3, para
las bacterias Gram negativas ir directamente al paso 7.

3. Resuspender las células a fondo en 480 pl de 50 mM EDTA.
4. Agregar 40 pl de proteinasa K (10 mg/ml).

5. Incubar a 55 °C durante una hora en agitacién continua. Luego desactivar la
proteinasa k con calor a 94 °C durante 10 minutos y enfriar a 4 °C.

6. Centrifugar a 16000 g durante 4 minutos, eliminar el sobrenadante.

7. Agregar 600 pl de solucién de lisis nuclear y mezclar por pipeteo.

8. Incubar a 80 °C durante 5 minutos y luego enfriar a temperatura ambiente
9. Agregar 4 pl de solucion ARN asa y mezclar (invertir el tubo 3 veces)

10. Incubar durante 30 minutos a 37°C y enfriar a temperatura ambiente.

11. Agregar 200 ul de solucidn proteica de precipitacidon, homogenizar y enfriar hielo
durante 5 minutos.

12. Centrifugar 16 000 g durante 4 minutos.

13. Transferir el sobrenadante a un tubo fresco contenido 600 ul de isopropanol a
temperatura ambiente.

14. Mezclar por inversion
15. Centrifugar a 16 000 g durante 3 minutos.

16. Eliminar el sobrenadante y agregar 600 ul de etanol al 70% a temperatura
ambiente, mezclar.

17. Centrifugar a 16 000 g durante 3 minutos
18. Aspirar el etanol y secar el pellet con aire seco durante 15 minutos.

19. Rehidratar el ADN en 100 pl de solucion de rehidratacion de ADN durante 1 hora a
65°C o toda la noche a 4°C.

20. Guardar en congelacién a -80°C o a -20°C.
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