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RESUMEN

La leptospirosis es una enfermedad zoonoética e infecciosa emergente, suele ser
confundida con otras patologias infecciosas por lo que se requiere del aislamiento de la
bacteria en medios de cultivo y un diagnostico serolégico y molecular confiable. Es
producida por espiroquetas patdogenas del género Leptospira spp que son
microorganismos de crecimiento lento con requerimientos nutricionales exigentes vy
diferentes para cada serovar. En este estudio se determiné el efecto del medio de cultivo
EMJH convencional y modificado sobre la cinética de crecimiento y la expresién de genes
asociados con patogenicidad en dos cepas de Leptospira interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae. La metodologia utilizada comprendi6é la realizacién de pruebas
fisicoquimicas y microbiolégicas de los suplementos convencional y modificado que
fueron utilizados en el medio de cultivo sintético EMJH bajo condiciones estéticas y de
agitacion. En ambas condiciones de cultivo se estim6 el crecimiento microbiano por
espectrofotometria y se verificd la uniformidad celular, utilizando un microscopio de campo
oscuro. El estudio molecular se realizé identificando los genes lipL32 y ompL1 en tres
puntos de la cinética de crecimiento (fase de adaptacién, fase exponencial y fase de
declive) por PCR convencional y se determiné la expresion del gen lipL32 por PCR en
Tiempo Real en los mismos puntos escogidos de la cinética de crecimiento. Los
resultados fisicoquimicos mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los
suplementos convencional y modificado (p<0.05). La evaluacién microbiolégica de los
suplementos fue de U.F.C/mL<10 para mesdéfilos aerobios viables, mohos y levaduras,
coliformes totales y fecales, S. aureus coagulasa positivo y ausencia de patégenos como
Salmonella spp y Listeria monocytogenes. Los resultados en la cinética de crecimiento de
las cepas de Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae, indicaron que bajo la
condicion estatica y agitada se obtuvo un adecuado rendimiento celular, en los medios
EMJH seleccionados. Los resultados del estudio molecular mostraron la presencia de los
genes lipL32 y ompL1 en las cepas de estudio y en la expresion génica se evidencio que
el gen lipL32 se expres6 en la cepa aislada y control ATCC (23581) en el medio
modificado y convencional bajo las condiciones planteadas experimentalmente. Con los
resultados obtenidos se logr6 mantener la viabilidad de las cepas de Leptospira
interrogans serovar Icterohaemorrhagiae en EMJH modificado, con una respuesta
adaptativa al nuevo medio, donde se utiliz6 como suplemento un subproducto industrial
de desecho (sujeto a patente). Este trabajo se presenta como una contribucién en el
desarrollo de nuevos medios de cultivo, bajos en proteinas, que permitan el crecimiento y
mantenimiento de cepas de Leptospira spp sin afectar la expresién de genes asociados
con patogenicidad beneficiando a la comunidad cientifica y al sector industrial productor
de vacunas al reducir la reactogenicidad y los costos de mantenimiento de un
microorganismo de dificil crecimiento.

Palabras Clave: Leptospira interrogans, cinética, EMJH, lipL32, ompL1, expresion

X



INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad bacteriana, ocasionada por especies
patdgenas del genero Leptospira, es una zoonosis ampliamente distribuida en el
mundo; siendo muy frecuente en areas rurales y urbanas, en zonas tropicales,
subtropicales y en regiones templadas (Vanasco et al, 2000; Hernandez-
Rodriguez et al., 2008a; Evangelista et al, 2011; Sykes et al, 2011). En la
mayoria de paises en desarrollo, medio millbn de casos son reportados
anualmente con una tasa de mortalidad que esta entre 3 y 50% (McBride et al.,
2005); las epidemias mas recientes han sido reportadas en Nicaragua, Sri Lanka y
Filipinas (Agampodi et al.,, 2009; Koizumi et al., 2009; McCurry, 2009). Esta
enfermedad afecta a mas de 150 especies animales que se convierten en fuente
primaria de contaminacion para el hombre que generalmente se infecta a traves
del agua contaminada con orina emitida por animales portadores (Bharti et al.,
2003; Hernandez-Rodriguez et al., 2003; Sykes et al; 2010; Villanueva et al.,
2010). En animales la enfermedad puede ser asintomatica y en humanos puede
cursar con diferentes cuadros clinicos que pueden ir desde dolor de cabeza,
fiebre, escalofrios, hematuria, hemoglobinuria, meningitis hasta fallas
multisistémicas que pueden causar la muerte (Hotez et al.,, 2006). En especies
animales de importancia econémica como los bovinos y porcinos provoca fallas
reproductivas que afectan la produccién pecuaria; sin embargo, en muchos casos
los signos clinicos son similares a los causados por otras enfermedades
reproductivas (Hernandez-Rodriguez et al.,, 2001; Hernandez-Rodriguez et al.,
2011).



En la actualidad se conocen dos formas de clasificar Leptospira spp; la primera
por serologia y la segunda por genotipificacidn. La clasificacion serolégica
identifica cepas patdgenas L. interrogans y cepas saproéfitas L. biflexa, aisladas del
ambiente (Plank et al., 2000; Levett, 2001). Con la genotipificacion ha sido posible
establecer que hay al menos 19 especies (13 patdégenas con mas de 260
serovares y seis saproéfitas con mas de 60 serovares) (Bharti ef al., 2003; Ahmed
et al., 2006; Palaniappan et al., 2007); la clasificacién por serovar se basa en la
expresion de las proteinas de la membrana externa (OMP’s); se conocen tres
tipos: transmembranales, lipoproteinas y proteinas de membrana periférica (Adler
y Moctezuma, 2010). Son pocas las proteinas que se han caracterizado
experimentalmente, alrededor de 12 OMP’s, entre las que se encuentran la
lipoproteina LipL32/Hap1 (Haake et al., 2000), la porina OmpL1 (Haake et al.,
1993); LigB; LipL21, LipL31, LipL41, LipL45, LipL46, LruA/LipL71, OmpA y Loa22
(Vieira et al., 2009), siendo LipL32 la lipoproteina y la OmpL1 la porina altamente
conservadas en todas las especies patégenas de Leptospira interrogans y han
sido consideradas candidatos vacunales (Guerreiro et al., 2001; Haake et al.,
2004; Hauk et al., 2008). La interaccion de estas proteinas con la célula
hospedero, es lo que le da el caracter virulento a las cepas, pero esta virulencia se
va perdiendo por pases sucesivos que son necesarios para el mantenimiento de
las cepas en el cultivo bajo condiciones in vitro (Ellinghausen., 1973; Adler et al.,
1986; Fajardo et al., 1998; Torres et al., 2008).

Para el diagnéstico de la enfermedad, se emplean diferentes metodologias, que
van desde la observacion directa del microorganismo y el cultivo hasta métodos
serolégicos y moleculares. El diagnostico directo mediante microscopio de campo
oscuro tiene la desventaja de requerir personal con bastante experiencia en la
identificacion de la bacteria. El test de microaglutinacion (MAT) a pesar de ser el
método mas utilizado y el recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud,
es una prueba subjetiva y presenta el riesgo de contaminacion por parte del
personal que emplea antigenos vivos de los distintos serovares (Herrera et al.,



2005; Dassanayake et al.,, 2009). La prueba de ELISA, que se utiliza para la
deteccion de anticuerpos IgM (Smythe et al.,, 2002) es menos especifica que el
MAT porque puede generar reacciones cruzadas. Actualmente, se utiliza el
diagnéstico molecular que consiste en la identificacion de genes patégenos por
PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) o gqPCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa en Tiempo Real) esta técnica, tiene la ventaja de determinar la
presencia de la bacteria en corto tiempo en diferentes fluidos bioldgicos, pero
presenta la desventaja de ser costosa (Slack et al., 2006; Rahelinirina et al., 2010;
Boisier et al., 2011). El cultivo microbiolégico es la prueba confirmatoria para
Leptospira spp (Oliveira et al., 2001); sin embargo, existen inconvenientes para
mantener el crecimiento de estos microorganismos debido a que es complicado
obtener los aislamientos porque la bacteria tiene un crecimiento lento y el medio
de cultivo se contamina facilmente; esto hace del cultivo un proceso largo y
dispendioso (Céspedes et al., 2007; Cameron et al., 2008; Ricaldi et al., 2008;
Hernandez-Rodriguez et al., 2008b; Torres et al., 2008; Evangelista et al., 2011;
Hartskeerl et al., 2011).

A través de los afos, se han realizado estudios en la modificacion de los medios
de cultivo con el fin de favorecer el crecimiento y el mantenimiento de la bacteria
conservando sus caracteristicas antigénicas y de virulencia; sin embargo el
aislamiento y mantenimiento de la bacteria ha sido dificil (Vogel et al., 1961;
Baseman et al., 1966; Shenberg, 1967; Henneberry et al., 1970; Staneck et al.,
1973; Gonzalez et al., 2003; Gonzalez et al., 2005; Gonzalez et al., 2006). Se han
producido diferentes medios de cultivo como Stuart, Fletcher, Korthof y Cox que
utilizan suero obtenido de diversas especies animales; otros como el medio de
cultivo EMJH (Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris) que sustituye el suero
por albumina sérica bovina y Tween 80 como suplemento. Sin embargo, en
diferentes estudios se ha reportado que los requerimientos nutricionales, como
acidos grasos de cadena larga, factores de crecimiento y sales inorganicas
dependen del serovar y de las condiciones para el mantenimiento y la viabilidad de



Leptospira spp (Johnson y Gary, 1963; Gonzalez et al., 2003; Gonzalez et al.,
2006; Xue et al., 2010). Por consiguiente, el propésito de este trabajo fue
determinar el efecto del medio EMJH convencional y modificado sobre la cinética
de crecimiento y la expresiébn de genes asociados con patogenicidad para el
mantenimiento de las cepas de Leptospira interrogans  serovar
Icterohaemorrhagiae bajo condiciones estaticas y de agitacion. Los resultados
obtenidos con el trabajo permitieron evidenciar que en el medio modificado se
mantiene el crecimiento de las cepas de Leptospira interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae, una aislada de bovino y la otra como control ATCC (23581),
lo cual indica, que las cepas presentaron una respuesta adaptativa a los nutrientes
suministrados por el suplemento modificado. También se identificaron los genes
patdgenos lipL32'y ompL1 en las cepas de Leptospira spp, cultivadas en el medio
modificado y bajo las condiciones realizadas en el estudio, estableciendo que en
los puntos seleccionados de la cinética de crecimiento se mantiene la expresion
de los genes. Estos resultados serviran de base para seguir evaluando el
crecimiento, mantenimiento y la expresién génica de otros serovares de Leptospira
spp, de importancia en Salud Publica a nivel Nacional e Internacional mediante la
utilizacién del medio de cultivo modificado. Adicionalmente, sera posible realizar
variaciones en la concentracién de 4cidos grasos de cadena larga para optimizar
el medio y favorecer el crecimiento bacteriano. De esta forma, se beneficia a la
industria de productores biolégicos para el desarrollo de vacunas y a los
laboratorios de diagnéstico al reducir los costos para el mantenimiento del
microorganismo en condiciones in vitro, pues se puede ofrecer en un futuro un
suplemento 6ptimo y econdmico que estaria remplazando el suplemento
convencional (suero o albumina sérica bovina), cuya obtencién es costosa, por un

subproducto industrial que es el suplemento que se utiliza en el medio modificado.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

La leptospirosis es una enfermedad bacteriana causada por un grupo patégeno de
Leptospira spp, que afecta al hombre como a numerosas especies animales,
silvestres y domésticos de importancia econémica, particularmente bovinos vy
porcinos (Brihuega, 2006; Balen et al., 2009). Es considerada una enfermedad
endémica en muchos paises, por ser de tipo estacional y zoonotica, puede
presentarse en cualquier época del afno e incrementarse por los cambios
climaticos, inundaciones y altas poblaciones de hospederos de mantenimiento
(Vadillo, 2002). A nivel mundial, anualmente se han reportado medio millon de
casos en Asia, Oceania, EE.UU, Filipinas; Indonesia, Francia, Republica Checa;
India, el Caribe y América Latina (Masuzawa et al., 2006; Thaipadungpanit et al.,
2007; Cerquiera y Picardeau, 2009; Slack et al., 2009; McCurry, 2009). En
Colombia de acuerdo con el Instituto Nacional de Salud (INS) para el afio 2009 los
casos registrados por esta enfermedad fueron 876 (32 fallecidos), en el afio 2010
se reportaron 1.271 personas afectadas (26 fallecidas) y en el afio 2011 llegaron a
2.442 casos con leptospirosis en el pais; las regiones mas afectadas fueron los
departamentos de Guaviare, Guainia, Sucre, Risaralda y la ciudad de Santa Marta
(INS, 2011).

El agente etiologico que causa la leptospirosis es la Leptospira spp. Esta
espiroqueta patdégena infecta aproximadamente a mas de 150 especies animales,
que se constituyen en reservorios y portadores (Sykes et al., 2010). En el sector
pecuario la leptospirosis puede provocar pérdidas de animales (infeccién
accidental) o problemas reproductivos (infeccibn de mantenimiento), que afectan
la morbimortalidad de los animales afectando la produccién, aumentando los



costos por tratamientos y elevando el riesgo de contaminacion para otras especies
animales y para las personas que estan en contacto con ellas (Corbeil, 2001).

En el ser humano la infeccién ocurre de manera accidental, debido a la exposicion
con aguas o suelos contaminados con orina de animales infectados y por la
inadecuada disposicién de residuos (Tucunduva et al., 2007; Villanueva et al.,
2011). Se conoce poco de la enfermedad y es de dificil diagnédstico por lo
inespecifico de los sintomas que pueden ser similares a los de otras infecciones
de tipo febril, viral y hemorragico, confundiéndose con cuadros clinicos como el
dengue (OMS, 2010). El diagnéstico de laboratorio también ha reportado
dificultades debido a la no existencia de una prueba eficaz, precisa y rapida. La
técnica de referencia empleada a nivel mundial y recomendada por la
Organizacion Mundial de la Salud para confirmar los casos de leptospirosis, es el
MAT (Test de aglutinacibn microscépica) pero esta tiene la desventaja de
presentar una baja sensibilidad y especificidad; ademas de no contar con criterios
unificados en cuanto a titulos considerados como positivos lo que hace que la
técnica sea bastante subjetiva (Barrochi et al., 2001; Kantilaras et al.,, 2002;
Natarajaseenivasan et al., 2005; Instituto Nacional de Salud, 2006). La forma ideal
de realizar el diagnostico definitivo es mediante el aislamiento de la espiroqueta en
medios de cultivos (Palmer y Zochowski, 2000; Ministerio de Salud y Desarrollo
Social (MSDS), 2003; Oficina Internacional de Epizooties (OIE, 2008); sin
embargo, este es un método que puede tardar semanas 0 meses debido a que se
ha reportado la dificultad de obtener un crecimiento rapido y viable de la bacteria
(OIE, 2008; Evangelista y Coburn, 2011). En este sentido, es necesario establecer
las necesidades nutricionales de la bacteria porque no todos los serovares crecen
bajo las mismas condiciones; por lo tanto, es determinante para su crecimiento la
utilizacién de medios de cultivo quimicamente definidos que aporten sales de
amonio como fuente de nitrdgeno, acidos grasos, como fuente de carbono vy
energia, y sales minerales que faciliten la ionizacién en el medio para la regulacién

del pH, la presién osmotica y las reacciones bioquimicas (Levett, 2001; Murray,



2009; Adler, 2010). Actualmente el medio de cultivo EMJH (Ellinghausen-
McCullough-Jdohnson-Harris) suplementado con albumina sérica bovina (BSA) es
el mas utilizado pero el alto costo del suplemento incrementa significativamente
los costos de mantenimiento especialmente en la produccion de vacunas e
investigaciones de rutina (Gonzalez et al., 2002; Sykes et al, 2011). En el
laboratorio los costos se incrementan debido a que el crecimiento de la bacteria es
lento y el tiempo de generacién varia dependiendo de la cepa y de la calidad del
medio de cultivo (Louvel et al., 2006); ademds, el mantenimiento de la bacteria
requiere de pases seriados incluyendo varias réplicas por cepa, porque la bacteria
tiende a aglutinarse tras varios dias de incubacion (Levett, 2003; Bharti et al.,
2003). La obtencién periddica de estos subcultivos representa un riesgo de
contaminacién cruzada y pérdida de la viabilidad y estabilidad genética de las
cepas originando un inconveniente importante en la utilizacién y mantenimiento de
la Leptospira spp. Ademas, se ha demostrado que algunos factores de virulencia
de Leptospira spp, son reguladas, después de varios pases en el medio de cultivo
(Levett, 2001; Palaniappan et al., 2002; Bomfim et al., 2007; Atzingen et al., 2008;
OIE, 2008; Vieira, 2009). Un método para el mantenimiento de las cepas es la
criopreservacion, esta permite detener las reacciones metabdlicas durante
periodos prolongados, hasta 7 meses en conservacion a -70°C y hasta 19 meses
a — 190°C en nitrégeno liquido, conservando la estabilidad genética; sin embargo,
la mayoria de células bacterianas criopreservadas se dafnan durante las etapas de
congelacién y descongelacion, también la citotoxicidad de los criopreservantes
causan letalidad sobre los microorganismos (Reed et al., 2000; Borrero et al.,
2010). Diversos estudios han evidenciado que al mejorar las condiciones del
medio de cultivo se facilita el crecimiento y el mantenimiento de las cepas con
caracteristicas de patogenicidad y virulencia estables al menos en 8 subcultivos
sucesivos (Baseman y Cox, 1969; Staneck et al., 1973; Gonzalez et al., 2002).
Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo principal de este trabajo fue determinar
el efecto del medio de cultivo EMJH convencional y modificado sobre la cinética de

crecimiento y la expresion de genes asociados con patogenicidad para el



mantenimiento de las cepas de Leptospira interrogans  serovar
Icterohaemorrhagiae, en condiciones de crecimiento estatico y de agitacion.

Con los resultados de este proyecto se logré mantener la viabilidad de las cepas
en un medio modificado, donde se utiliz6 como suplemento un subproducto
industrial (sujeto a patente); ademas, se gener6 un aporte en la cinética de
crecimiento y en la expresion de los genes lipL32 y ompL1 de Leptospira
interrogans serovar Icterohaemorrhagiae. De esta forma, se propicia un beneficio
a la comunidad cientifica porque este es el primer reporte que evidencia el
mantenimiento de cepas de Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae
en un medio modificado; asi como, el establecimiento de la cinética de crecimiento
y los estudios moleculares de genes asociados con patogenicidad en estas cepas.
Este trabajo proyecta la realizacion de futuras investigaciones utilizando el medio
modificado para determinar el crecimiento de otros serovares de Leptospira spp,
como también, continuar investigando sobre la optimizacion del medio y la
identificacion molecular de otros genes asociados con cepas patdgenas de

Leptospira spp.

Este estudio aporta en la reduccion de costos para el mantenimiento de la bacteria
debido a que el componente mas costoso, que se utiliza en el medio de cultivo
convencional, es un suplemento comercial que contiene suero o albumina sérica
bovina y en el medio modificado se remplazé este suplemento convencional por
un subproducto industrial. De esta forma, con la modificacién del medido de
cultivo, se pueden reducir los costos de mantenimiento bacteriano, proceso
necesario para el estudio de la bacteria y para la produccion de grandes
volumenes de cultivo requeridos en la produccidén de vacunas contra leptospirosis;
en este sentido, se beneficia el sector industrial, los laboratorios y las empresas

productoras de bioldgicos.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del medio de cultivo EMJH convencional y modificado sobre
la cinética de crecimiento y la expresién de genes asociados con patogenicidad
para el mantenimiento de las cepas de Leptospira interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar fisico-quimica y microbiolégicamente los suplementos convencional
y modificado bajo los parametros establecidos por la normatividad colombiana
para que se evidencie el efecto del mantenimiento de las cepas en estudio.

2. Establecer las cinéticas de crecimiento de cepas de L. interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae en los medios de cultivo EMJH convencional y modificado
en condiciones estaticas y de agitacion para ser utilizadas como indicativo de
la viabilidad de las cepas en los medios de cultivo.

3. Determinar la expresion de los genes lipL32 y ompL1 en las cepas de L.
interrogans serovar Icterohaemorrhagiae en diferentes tiempos del crecimiento
bacteriano para la verificacién de los genes asociados con patogenicidad en
los medios de cultivo y bajo las condiciones establecidas en el trabajo.



3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

3.1. GENERALIDADES E IMPORTANCIA DE LA LEPTOSPIROSIS

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa, zoondtica y de distribucién mundial
que afecta a los animales y a los humanos (Hartmann y Greene, 2007). En
Colombia, esta enfermedad se ha diagnosticado desde del afio 1976 en diferentes
especies animales (Griffiths et al,, 1982). La Figura 1 muestra la prevalencia de
serovares de Leptospira spp reportados para bovinos en la region Andina;
adicionalmente, se determindé que la enfermedad incide negativamente en la
reproducciéon y en la produccién animal, lo cual ocasiona altos costos econémicos.
La prevalencia general en Colombia para bovinos es de 62% para el serovar
Icterohaemorrhagiae, 12.8% para Hardjo, 23% para Grippotyphosa, 15,4 para
Australis y 10.8% para Pyrogenes (Macias, et al., 2005). En los bovinos la
enfermedad se caracteriza por presencia de ictericia, abortos y caida brusca en la
produccién de la leche (Bolin, 2001; Givens, 2006; Givens y Marley, 2008).

El agente causal de la leptospirosis pertenece al genero Leptospira 'y se clasifica
en especies saproéfitas como Leptospira biflexa, presentes en el medio ambiente, y
especies patdgenas como L. interrogans que provoca la enfermedad en los
animales y en el hombre. Estudios realizados por Adler y Moctezuma, 2010
clasificaron las leptospiras genéticamente e indicaron que hay al menos 19
especies (13 patégenas y 6 saprofitas). Siete de estas especies: L interrogans, L.
borgpetersenii, L. santarosai, L. noguchii, L. weilli, L. kirschneri y L. alexanderi son
los principales agentes patdégenos de la leptospirosis (Admed, et al., 2006). Por

consiguiente, todas las especies reconocidas de leptospiras patdégenas se han
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clasificado en 25 serogrupos y 260 serovares (Palaniappan, et al.,, 2007; OMS,
2008).

L. serovar Leptospira en Bovinos
Canicola

8.5 %

L. serovar
Pomona
9.6 %

Figura 1. Leptospiras aisladas de Bovinos. Serovares predominantes en la regién Andina Hardjo,
Icterohaemorrhagiae, Pomona y Canicola. (Fuente: Gallego et al., 1994).

Las leptospiras se encuentran en diversos ambientes y requieren de un alto grado
de humedad, sobreviven en suelos 0 en el agua cuando el pH es neutro o
ligeramente alcalino, pueden resistir temperaturas entre 7 y 36 °C. En el laboratorio
las leptospiras saproéfitas pueden ser un contaminante durante la preparacion de
los medios de cultivo; especialmente cuando las muestras de fluidos biolégicos no
son obtenidas asépticamente (OMS, 2008). Las leptospiras patdgenas estan en
los tubulos renales de algunos animales que actian como reservorios y
diseminadores de las bacterias, contaminando el ambiente, el agua o los
alimentos; por lo tanto, juegan un papel importante epidemiol6égicamente siendo
dificil el control de la contaminacion entre los animales y el hombre (Hartskeerl et
al., 2000; Harkin et al., 2003; Brihuega, 2008; Evangelista y Coburn, 2011). A nivel
mundial se han presentado brotes y epidemias de leptospirosis, siendo endémica
en la China, Cuba, Tailandia, India y en los paises tropicales en donde anualmente
se reporta un considerable nimero de casos y fallecidos (Rodriguez et al., 2000).
En Centro y Sur América las epidemias se han incrementado después de los
desastres naturales (Zaki et al., 1996; Trevejo et al., 1998). Esta situacion ha
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despertado un interés internacional hacia la leptospirosis, determinandose desde
el afo 1995 como una enfermedad infecciosa emergente (INH, 2000).

La leptospirosis fue descrita en 1886 por Adolf Weil y se le conoce como Sindrome
de Weil, o sindrome ictérico con falla renal (Vieira et al., 2009). Estudios realizados
para la identificacién de la enfermedad, concluyeron que se debe realizar un
diagnéstico diferencial debido a que el cuadro clinico de la patologia se confunde
con sintomas de enfermedades muy parecidas como el dengue, influenza,
hepatitis viral, brucelosis, borreliosis, mononucleosis, malaria, fiebre tifoidea, fiebre
amarilla, rickettsiosis, fiebre hemorragica venezolana, pielonefritis e intoxicaciones
(Levett, 2001; WHO-OPS y INH, 2001).

3.2. CARACTERISTICAS DE LEPTOSPIRA

Las leptospiras son espiroquetas aerobias obligadas, pertenecientes a la familia
Leptospiraceae, orden Spirochaetales (Veloso et al., 2000). Son bacterias Gram
negativas, con crecimiento éptimo a temperatura entre 28 y 30°C (Palmer y
Zochowski, 2000), tienen un coeficiente de refraccidbn como el cristal, por eso no
se ven en microscopios de luz pero se pueden observar bajo la 6ptica de campo
oscuro (Mandell et al., 2000; Acha y Szyfres, 2001; Sanchez et al, 2007). La
Figura 2 muestra que las leptospiras tienen forma de hélice o espiral, son muy
delgadas, flexibles y mdviles, presentan dos filamentos axiales (flagelos
periplasmicos) insertados en ambos extremos de la bacteria (Blaha, 1995); su
movimiento es giratorio rotacional (Leptospirosis, 2006), su longitud esta entre 6 y

20 um y su didmetro es de 0,1 um.
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Flagelos periplasmicos.

Figura 2. Leptospira interrogans con flagelos periplasmicos. Fuente: Green-Mckenzie, 2011.

Estas bacterias son resistentes al frio y se destruyen a temperaturas de 50-55 °C,
son sensibles a la desecacién, los rayos solares y mueren rapidamente en medios
con pH acido. Si las condiciones ambientales son favorables pueden sobrevivir
hasta 180 dias (Ginebra, 2001). Diversos estudios han demostrado que las
leptospiras no se diferencian en cuanto a su morfologia macroscépica y su
bioquimica; siendo indistinguibles entre serovares (Ellis et al, 1983). Las
Leptospiras tienen una estructura celular parecida a las bacterias Gram negativas,
con una membrana citoplasmatica estrechamente relacionada con la capa de
peptidoglicano; ademas, presentan una membrana externa que contiene
lipoproteinas, proteinas periféricas o externas y proteinas transmembranales.
Estas proteinas son de importancia en la adhesién del microorganismo a los
tejidos del hospedero, ocasionando la lesién y por lo tanto desencadenando la
enfermedad (Haake, 2000).

3.3. REQUERIMIENTO NUTRICIONAL PARA EL CULTIVO in vitro DE
Leptospira spp

Las leptospiras son quimioorganotrofos y requieren de acidos grasos de cadenas
de mas de 15 carbonos presentes en el suero de diferentes especies animales o la
fraccion V de albumina sérica bovina; pueden crecer en medios de cultivo liquido o
semisolido. Algunos autores, como Vervoort (1922), Wolff (1924), utilizaron medios
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de cultivo liquido para el crecimiento de leptospiras patdégenas; este medio de
cultivo contenia compuestos quimicos como cloruro de sodio, cloruro de potasio,
dicloruro de calcio, carbonato de sodio y solucién buffer de fosfato. En 1932
Korthof, modific6 el medio de cultivo adicionandole factores de crecimiento como
B12 y acido nicotinico y en 1946 Stuart, incorporé al medio de cultivo, asparigina,
cloruro de amonio, dicloruro de magnesio, glicerol e indicador de pH, favoreciendo
el metabolismo para el crecimiento de estos microorganismos (Babudieri et al.,
1961). En 1932 Dinger, modificé el medio de cultivo propuesto por Korthof,
adicionandole agar al 3% y manteniendo en el medio de cultivo el suero como
fuente de proteina; a este autor, se le atribuye, la evidencia de la formacién de un
anillo de crecimiento bacteriano en el medio de cultivo, llamado “Zona de Dinger”,
que consiste en la observacion de una ligera turbidez hacia arriba y abajo del
anillo de crecimiento, que se da a partir del séptimo dia de incubacién; la

formacién de este anillo se observa en la figura 3.

Formacién del anillo.
Crecimiento de Leptospira spp

Figura 3. Crecimiento de Leptospira spp en medio de cultivo, semisolido EMJH. Fuente: Green-
Mckenzie, 2011.

Posteriormente, se reporté que las leptospiras patégenas no requerian de suero
de conejo para su crecimiento, siempre y cuando el medio de cultivo tuviera un
factor de crecimiento como Bi2, logrando cultivar leptospiras patégenas en un
medio de cultivo libre de proteinas (Babudieri y Zardi, 1959); sin embargo, Esther
Shenberg, en 1967, logré6 determinar un medio de cultivo libre de proteinas
guimicamente definido, cultivando 52 cepas de leptospiras patégenas con 6ptimos
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rendimientos celulares a excepcidén de los serovares Ballum y Javanica que no
crecieron en este medio; asi mismo, se determin6 que el requerimiento nutricional
para alcanzar el maximo rendimiento de las células bacterianas para los serovares
Canicola, Pomona y Grippotyphosa consistié en un medio basal que favorecia el
crecimiento de estos serovares, compuesto por sales inorganicas, purinas,
pirimidinas, acidos grasos, vitamina Bip, tiamina, potasio y los iones de calcio,
magnesio, manganeso, zinc, hierro y fésforo (Hutner, et al., 1957; Shenberg.,
1967; Russell y Russell., 1978). El medio de cultivo quimicamente definido fue el
punto de partida para el desarrollo del medio de cultivo libre de proteinas,
realizado por Russell et al., 1978, mediante la adicién de Tween 80 y la
combinacién de diferentes concentraciones, Tween 40, 60 y 80; utilizando cinco
serovares de Leptospira (Canicola, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Grippotyphosa
y Hardjo); s6lo Canicola crecié en el medio que contenia Tween 80, lo cual indica
la exigencia nutricional de estos serovares de Leptospira spp. (Veneseltine y
Staples., 1961; Johnson y Gary., 1963; Russell et al., 1978).

Estudios posteriores, como el propuesto por Ellinghausen, McCullough y Johnson
en 1965, desarrollaron un medio de cultivo basal sintético, le adicionaron albumina
sérica bovina, Tween 80, cloruro de amonio, tiamina y buffer de fosfatos,
manteniendo la viabilidad y virulencia de cepas de L. Pomona y Grippotyphosa en
condiciones in vitro en el laboratorio (Ellinghausen., 1973). Asi, en 1969 fue
reportado por Ellinghausen y McCullough que los iones de amonio suministran la
fuente de nitr6geno, para sintetizar enzimas, proteinas y acidos nucleicos, que
estimulan el crecimiento de las leptospiras en un medio de cultivo complejo que
contenia albumina y acido oleico. Sin embargo, el Tween 80 aporta a los medios
de cultivo la fuente necesaria de carbono y de energia para el desarrollo de la
bacteria. Las leptospiras obtienen su energia de la oxidacion de los acidos grasos
de cadena larga y no pueden utilizar aminoacidos o carbohidratos como fuentes
energéticas importantes y el piruvato, aunque no es un nutriente esencial,

aumenta la iniciacion del crecimiento de leptospiras sapréfitas como patdégenas
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(Johnson et al., 1973; Staneck et al., 1973). A partir de esta ultima formulacién, el
medio de cultivo EMJH se ha utilizado en investigacién, modificando el medio
basal, mediante la adicién de acetato de sodio y extracto de carne, obteniendo un
rendimiento de biomasa tres veces mayor y el mantenimiento de la expresion de
los principales antigenos inmunorrelevantes de L. Ballum (Gonzalez et al., 2002;
Gonzélez et al., 2003; Gonzalez et al., 2005; Gonzalez et al., 2006). De esta
manera, se corrobora que por la gran variedad de serovares de Lesptospira es
necesario caracterizar diferentes cepas y asi lograr la adaptaciéon del
microorganismo al medio de cultivo y tener buenos rendimientos celulares
dependiendo del serovar. Esto confirma las exigencias nutricionales de la
Leptospira, en los medios de cultivo y la variaciéon en rendimiento segun la cepa.
Para el crecimiento la bacteria también necesita oligoelementos como el hierro y el
zinc, considerados nutrientes importantes; sin embargo, altas concentraciones de
estos metales ocasionan toxicidad para las células bacterianas (Louvel et al.,
2006).

3.3.1 COMPONENTES QUIMICOS SUPLEMENTO CONVENCIONAL

El suplemento comercial contiene albumina sérica bovina (BSA) y Tween 80, éste
ultimo proporciona al medio de cultivo acidos grasos de cadena larga que son las
principales fuentes de carbono y energia para las leptospiras (Johnson y Gary,
1963; Veneseltine y Staples, 1961). EI Tween 80 recibe el nombre de
Polioxietilinosorbitanmonooletano o Polisorbato 80, quimicamente esta compuesto
de 22.5% de acidos grasos con aproximadamente 3% de acidos libres en forma no
esterificada (Davis, 1947). Estos acidos grasos libres resultan de la hidrolisis
espontanea de los enlaces esteres del Tween 80, son toxicos para las leptospiras
a concentraciones relativamente bajas (Shenberg, 1966). EI Tween 80, es un
surfactante no i6nico, compuesto de sustancias superficialmente activas que
modifican la interfase de los sistemas; su principal caracteristica es que posee un
grupo polar y otro apolar y es muy utilizado en la industria farmacéutica. La
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albumina sérica bovina, en mayores cantidades con respecto al Tween 80, permite
el crecimiento de las células bacterianas, porque actia como destoxificante y
estabilizador, y se une con los acidos grasos libres en el medio de cultivo
proporcionando un substrato no toxico para las leptospiras (Ellinghausen vy
McCullough, 1965), debido a que elimina la toxicidad de los acidos grasos libres
(Figura 4).

(ALBUMINA SERICA BOVINA + TWEEN 80).
" 3 5\ -
GL? Acidos Grasos de = Leptospira spp
Cadena Larga o

- > ACIDOS
TWEEN 80 ng;i‘;s
~

EMJH + SUPLEMENTO CONVENCIONAL |

ACIDOS 4V
GRASOS

ALBUMINA
(BSA)

LIBRES

¢ ACIDOS
GRASOS

LIBRES

ACIDOS
GRASOS

LIBRES

MEDIO EMJH

Figura 4. Suplemento convencional en el medio EMJH. El Tween 80, tiene un grupo polar y el otro
apolar, aportando al medio de cultivo la fuente de carbono y de energia; mientras que la albumina
neutraliza los &cidos grasos libres que son toxicos para Leptospira spp.
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3.3.2. COMPONENTES QUIMICOS SUPLEMENTO MODIFICADO

El suplemento modificado esta compuesto por polisorbato 80 (Tween 80) y por
proteinas solubles, lipidos; azlcares reductores; humedad 1 a 8%; cenizas 7 a
14%, acidos carboxilicos hasta el 4% (Ghasemi et al., 2009), y sales minerales (8-
10% de extracto seco) (Mufi et al.,, 2005; Londono, 2006; Panesar et al., 2007).
Los minerales son potasio, calcio, fésforo, sodio y magnesio, cuenta también con
vitaminas como tiamina, acido pantoténico, riboflavina, piridoxina, acido nicotinico,
cobalamina y acido ascoérbico (Londofio et al.,, 2008). Ademas, contiene albumina
que es estable en un amplio rango de temperatura hasta 70°C y presenta gran
solubilidad (Chan et al., 1995). Las investigaciones realizadas por Cohn et al, en
1946, sirvieron de base para el fraccionamiento del plasma obtenido de albumina
bovina en muchos paises (Wadsworth, 1947; Putnam, 1960). La albumina bovina
ha tenido gran importancia en la investigaciéon cientifica y en la aplicacion en
diversas areas, especialmente en estudios inmunolégicos e inmunohematoldgicos;
fue descubierta por Diamond y Denton en 1945 por su capacidad para promover
aglutinacion especifica de eritrocitos humanos por anticuerpos (lgG). Se han
realizado diferentes métodos para la produccién de albumina a partir de plasma
bovino, entre ellos, la precipitacion con sulfato de amonio (Putnam, 1960; Kabat,
1968) y por fraccionamiento etandlico por el método de Hao (Hao, 1979),
obteniéndose un porcentaje de pureza del 98% por este ultimo método.

Las albuminas y las globulinas presentan una fuerte afinidad por el agua, son
proteinas termosensibles y se desnaturalizan por el calor a temperaturas
superiores de 70°C. La alfa-lactoalbumina representa el 23% de las proteinas y
contiene acido glutamico y leucina. La albumina sérica, es exactamente igual que
la albumina del suero sanguineo, es especialmente rica en lisina y cistina,
contiene acido aspartico y alanina; es muy soluble en agua y se puede cristalizar a
partir de una solucién concentrada de sulfato de amonio. Ademas, se encuentran

las lactoglobulinas que se caracterizan por tener elevado peso molecular, son
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menos solubles al agua y se precipitan en una solucién semisaturada de sulfato de
amonio. También, se encuentran las inmunoglobulinas, las cuales se pueden

inactivar por calentamiento a 70°C durante 30 minutos (Amiot, 1991).

3.3.3. RELACION DE COSTOS PARA EL MANTENIMIENTO DE Leptospira spp

in vitro.

La tabla 1 muestra la relacién de costos rutinarios, en el laboratorio de la
Universidad de La Salle, para el mantenimiento anual de 10 cepas de Leptospira
spp con el suplemento convencional y modificado. Teniendo en cuenta que para el
suplemento convencional se necesita la utilizacion de suero de conejo y/o
albumina sérica bovina, los cuales incrementan los costos de mantenimiento, bien
sea por los elevados costos del suplemento convencional o por la obtencién del
suero que requiere el mantenimiento de animales, como también la utilizacion de
métodos fisicos como la temperatura y quimicos como el fraccionamiento
alcohdlico o la precipitacién de sulfato de amonio con el fin de inactivarlo y
garantizar un mayor porcentaje de pureza. Por el contrario, el suplemento
modificado al ser un subproducto industrial de desecho puede reducir los costos

en un 50 % aproximadamente frente al suplemento convencional.

Tabla 1. Relacion de los costos de rutina para el mantenimiento de Leptospira spp

en el laboratorio.

Costo anual del medio de cultivo EMJH*

Producto Convencional Modificado
Medio EMJH basal $ 192.000 $ 192.000
Agar- Agar $ 259.200 $ 259.200
Suplemento $ 39.960.000 $0
5’ Fluorouracilo $ 3.096.000 $ 3.096.000
Buffer fosfatos $ 38.400.000 $ 38.400.000
Total $ 81.907.200 $ 41.947.200

*Datos calculados para el mantenimiento de 10 cepas en un afo.
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3.4. CINETICA DE CRECIMIENTO BACTERIANO.

El crecimiento bacteriano es el aumento del nimero de microorganismos a través
del tiempo, como consecuencia se origina una poblacién o cultivo. El tiempo que
se requiere para la deteccion de un cultivo positivo para el crecimiento de
leptospiras varia con el serovar y el numero de células viables presentes en la

muestra.

Diferentes estudios han mostrado que los serovares menos exigentes como
Pomona y Grippotyphosa pueden dar resultados positivos entre 7-10 dias después
de la inoculacién; otros serovares como Hardjo y Bratislava pueden tardar mas
tiempo. Sin embargo, durante el ciclo celular se encuentra en un estado de
crecimiento equilibrado en donde la duplicacion de la biomasa es igual a la
duplicacion de ADN, ARN y proteinas. Matematicamente se ha establecido el
crecimiento bacteriano en donde la velocidad de aumento de bacterias en un
tiempo determinado es directamente proporcional al nimero o masa de bacterias

presentes en ese tiempo. Esto es:

U (masa de células) = Velocidad de aumento celular.

En donde p = constante de velocidad de crecimiento.

Pero también:

UN = dN / dt; donde: N = Numero de células x mL

uX = dX/dt; donde: X = Masa Celular x mL

uZ = dZ/dt; donde: Z = Cantidad de cualquier componente celular x mL.

El valor de u es suficiente para definir la velocidad de crecimiento de un cultivo.

3.4.1. FASES DE LA CURVA DE CRECIMIENTO BACTERIANO

El crecimiento bacteriano comprende un periodo previo al crecimiento activo

denominado fase de latencia, esta fase se puede reducir usando indculos
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relativamente grandes que corresponden de un 3 a un 10% de un cultivo en fase
exponencial, deben ser metabdlicamente activos y estar libres de contaminantes;
por lo general, los cultivos se inician con indculos correspondientes a una
concentracion celular de 1.5 x 10%cel/mL del tubo 5 de la escala de McFarland
(NTC 2455) o dependiendo de las necesidades y condiciones abidticas de los
microorganismos. Cuando transcurre el tiempo el numero de células viables por
unidad de volumen en el cultivo disminuye; asi como los nutrientes, aumenta la
competencia por el oxigeno, la produccidén de sustancias toxicas y la aparicién de
mutantes (Jawetz, et al.,, 1996). La Figura 5 representa una curva de crecimiento

en donde se establecen cada una de las fases del crecimiento bacteriano.

FASE ESTACIONARIA
k = PEMDIENT

FASE DE MUERTE
log N N CELULAR

FASE DE ADAPTACION

leg N

TIEMPO

Figura 5. Representacion grafica del crecimiento y curva de crecimiento bacteriano. Fuente:
Labuza T, 2004.

La fase de latencia se caracteriza porque los microorganismos se adaptan a su
nuevo ambiente, se forman enzimas y metabolitos intermediarios que se acumulan
hasta alcanzar las concentraciones que permitan reiniciar el crecimiento (Brooks et
al., 2005); por lo tanto, la velocidad de crecimiento es igual a cero (u=0). La

segunda fase es la de aceleracion positiva, las células disminuyen en tamano,
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utilizan las reservas y la velocidad de crecimiento inicia su fase exponencial (U=
Creciente) (Brooks et al., 2005). La tercera fase es la exponencial o de crecimiento
logaritmico, las células crecen a una velocidad maxima constante; en esta fase, se
sintetiza nuevo material celular y esta en proceso de catalisis que conlleva al
aumento en forma exponencial de la masa bacteriana. Hay un equilibrio de flujo de
material y este proceso se mantiene hasta que se agoten los nutrientes (Oxigeno
en los aerobios) y se acumulen muchas sustancias toxicas que inhiben el
crecimiento. Estos eventos ocurren cuando la concentracion bacteriana alcanza de
4 a 5 x10° cel/mL donde la velocidad de difusién del oxigeno no puede satisfacer
las necesidades de crecimiento bacteriano y por lo tanto el crecimiento disminuye
progresivamente (Brooks et al., 2005). La cuarta fase es la de desaceleracién,
durante esta fase las células viven del metabolismo endégeno; por lo tanto,
disminuye la velocidad de crecimiento (u= Decreciente) (Brooks et al., 2005). La
quinta fase es la estacionaria donde se produce el agotamiento de los nutrientes,
se incrementa la acumulacién de productos toxicos y cesa el crecimiento
bacteriano. Sin embargo, en la mayoria de los casos hay recambio celular; es
decir, hay una pérdida lenta de células por muerte lo cual es compensado por la
formacién de nuevas células. Cuando esto se presenta el numero total de células
aumenta lentamente aunque la cuenta de células viables permanece constante
(Brooks et al., 2005) y la velocidad de crecimiento es cero (u=0). La ultima fase es
la de declive o muerte celular, la velocidad de mortalidad aumenta hasta alcanzar
un nivel estable. Después de que la mayoria de células han muerto, la velocidad
de mortalidad disminuye (u=Negativa), de tal manera que un pequefio numero de
células pueden persistir en el cultivo por meses o por afos. En algunos casos
puede indicar recambio celular, creciendo unas cuantas células a expensas de los
nutrientes liberados por las células que mueren y se lisan (Brooks et al., 2005).
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3.4.2. PARAMETROS CINETICOS DE CRECIMIENTO

Los parametros de crecimiento microbiano estan bajo tres aspectos importantes:
1. El crecimiento total de la poblacién bacteriana que se debe al incremento en el
namero de células o de masa microbiana, 2. La velocidad de crecimiento, que es
el cambio en el numero de células o masa celular en funcién del tiempo, 3. La
determinacién del tiempo de duplicacién o tiempo de generacion, que es el tiempo
requerido para la divisién y depende del metabolismo de los microorganismos.

Los diferentes parametros cinéticos de crecimiento se calculan mediante distintas
ecuaciones, es importante determinar el tiempo de generacion de una poblacién
bacteriana durante el crecimiento exponencial; estos analisis, se pueden calcular
matematicamente mediante una progresion geométrica donde se relaciona
directamente el nimero de células iniciales y el numero de células obtenidas al
final de la fase exponencial. Por consiguiente, el crecimiento bacteriano se

comporta de acuerdo con la siguiente relacién:

N=2" (Ecc.1)

Determinandose como N, el numero de células y n como el numero de
generaciones. Se puede deducir que, Si N= Nf en determinado tiempo Nfyy,
entonces Nf es dependiente del nimero inicial de células (No) y del numero de
divisiones que haya tenido en ese intervalo de tiempo ng), se integra la ecuacion 2
con la ecuacién 1 y se obtiene la expresion matematica que rige el crecimiento

bacteriano:

Nf = No *2 " (Ecc.2)
Esta expresion matematica se define, como Nf = numero final de células, No =
namero inicial de células y n= numero de generaciones durante el periodo de la

fase exponencial. A su vez, se puede calcular el nUmero de generaciones a partir
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de la ecuacién 2, cuando se incorpora el logaritmo en ambos lados de la ecuacion,

asi, n se expresa matematicamente como se muestra en la siguiente ecuacion:

LogNf = logNo +n*log2

LogNf-logNo = n*log2

LogNf-logNo/ log2 = n

Entonces: n=3,3*LogNf-logNo 6 n = logNf-logNo0/0.301

De esta manera se calcula el numero de generaciones, con el fin de determinar el
tiempo de generacion (Tg) o el tiempo de duplicacion (Td), cuya expresion es t/n,
donde t son los dias, horas 0 minutos de crecimiento exponencial, y se obtiene,
realizando la diferencia de tiempo, entre el tiempo de inicial de crecimiento y el
tiempo final de crecimiento en la fase exponencial. Por lo tanto, el tiempo de
generacion o de duplicacién, se obtiene mediante la siguiente ecuacion:

Td=t/n 6 Tg =1/3,3*(logNf-logNo)

Por ultimo para la determinacion de la Velocidad especifica de crecimiento (u), y la
Constante de velocidad relativa de crecimiento (K), se debe tener en cuenta que la
variable x (t), es dependiente del tiempo, ya que describe la variaciéon de la
concentracion celular, por lo tanto, la velocidad instantanea del proceso es la
derivada de x (: dx (t)/dt. Es decir, que la Velocidad especifica de crecimiento se

puede expresar de la siguiente forma:

H (1) = dx/dt
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En un cultivo bacteriano la velocidad de crecimiento es la medida del aumento
absoluto en la concentracion celular por unidad de tiempo. Se concluye que la
velocidad especifica de crecimiento es el incremento en la concentracion celular
por unidad de tiempo por célula. Por lo tanto, si x (t) es positivo se expresa

mediante la siguiente ecuacion:

M (t) = d (Inx (t))/dt

Por lo tanto, la velocidad de crecimiento especifica puede medirse como la
inclinacién de la curva de crecimiento, cuando el logaritmo natural (In) de x (t) se
traza con el tiempo. Si el log10 es usado en lugar de In, entonces la pendiente de
log10 sera moderada = 2.3 veces menor que la velocidad de crecimiento
especifico cuando se emplea el In; la velocidad de crecimiento se expresa

mediante la siguiente ecuacion:

M = InNf — InNo / (Tf- To)

De donde, Nf= es el numero final de células, No = es el numero inicial de células,
Tf = es el tiempo final del crecimiento en la fase exponencial y To = es el tiempo
inicial de la fase exponencial. Sin embargo, cuando se tiene la velocidad
especifica de crecimiento, se puede calcular la constante de velocidad relativa de
crecimiento, porque se multiplica la constante 2.303 por la velocidad especifica de

crecimiento. Esto se demuestra mediante la siguiente ecuacion.

K = 2.303* (logNf- logNo/ Tf-To) 0 K= 2.303*p
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3.5. METODOS DE DIAGNOSTICO DIRECTO, SEROLOGICO Y MOLECULAR.

Existen diferentes métodos de diagndstico para la identificacion de Leptospira spp,
estos se basan en la observacion directa de los diferentes fluidos bioldgicos
mediante la utilizacion de microscopios de campo oscuro y de fluorescencia y a
través de coloraciones de impregnacién Argéntica en estudios histopatoldgicos. La
Tabla 2 describe las técnicas utilizadas para la observacién e identificacion directa
de Leptospira spp.

Tabla 2. Métodos de Identificacién directa de Leptospira spp.

TECNICAS DE DIAGNOSTICO - EXAMEN DIRECTO. REFERENCIA
Microscopio de campo oscuro: Baja sensibilidad y OMS. 2008
especificidad. ’
Microscopio de campo claro: Coloracién de rojo Congo e

impregnacion Argeéntica. Utilizado en estudios INS, 2006

histopatoldgicos.

Microscopio de fluorescencia: Utilizado con mayor frecuencia
en veterinaria.

Levett, 2001

Los métodos directos para detectar las leptospiras incluyen los cultivos, pero el
lento crecimiento de la bacteria, no contribuye a un diagnéstico rapido en la fase
temprana de la enfermedad. Ademas, de los exdmenes directos de diagndstico, se
realiza el diagnostico de leptospirosis por métodos serolégicos, mediante pruebas
Inmunoenzimaticas (ELISA), esta técnica detecta anticuerpos clase IgM en la fase
temprana de la enfermedad, sélo utiliza un antigeno, llamado antigeno género
especifico y tiene la desventaja que no indica el serovar infectante o serogrupo
causante de la enfermedad. También, se utilizan otros métodos como los inmuno-
histoquimicas y estan la inmunofluorescencia y la inmunoperoxidasa, estos
métodos son utiles en el diagndéstico postmortem y en tejidos fijados, tiene la

desventaja de presentar errores como dar falsos negativos o falsos positivos, por
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la escasa presencia de leptospiras en los tejidos (Alves et al., 1989; Vip, 1992).
Dentro de las pruebas de aglutinacion microscopicas, la mas utilizada es el test de
microaglutinacion (MAT). Esta prueba determina los antigenos aglutinantes en
suero y es considerada como la técnica de referencia recomendada por la
Organizacion Mundial de la Salud, pero es una técnica bastante subjetiva debido a
que los resultados pueden variar de una persona a otra (Hartskeerl et al., 2000).
Las pruebas de biologia molecular incluyen la hibridacion in situ para detectar
DNA de leptospiras (Levett, 2001). La técnica mas utilizada para el diagnéstico de
Leptospira es la prueba de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa), tiene
una alta sensibilidad y especificidad (Brown et al, 1995; Ko et al., 2009;
Hernandez-Rodriguez et al, 2011), tiene la ventaja de identificar los genes
patdgenos de Leptospira spp en la fase temprana de la enfermedad y no emplear
serovares vivos como los que utiliza la prueba de MAT, garantizando la
bioseguridad en el laboratorio y disminuyendo el riesgo de contaminacion.
Actualmente, se esta utilizando la técnica de PCR en tiempo real, es el método de
eleccién para el analisis de la expresion génica y se basa en el principio fisico de
la fluorescencia, ha sido validada por la OIE (2004). Para la interpretacion de los
datos requiere de genes normalizadores o constitutivos, llamados housekeeping
que se utilizan como genes de referencia o controles internos. Estos controles
internos, deben mostrar minimos cambios, mientras que los genes de interés
podrian cambiar con el curso del experimento (Bustin et al., 2005; Dheda et al.,
2005; Huggett et al., 2005); por lo tanto, las condiciones experimentales no deben
alterar la expresién del gen housekeeping (Schmittgen, 2000; Sturzenbaum vy
Kille, 2001). Ademas, se han realizado varias pruebas mediante la técnica en
tiempo real para la deteccidbn de Leptospiras spp (Smythe et al., 2002;
Palaniappan et al., 2005; Merien et al., 2005; Levett et al., 2005) y se utiliza como
herramienta en investigacion de diagndstico rapido en leptospirosis aguda (Levett
et al., 2005).
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3.6. ASPECTOS MOLECULARES

Las cepas patdgenas de Leptospira presentan una membrana celular externa
constituida por fosfolipidos, proteinas de membrana externa (OMP) vy
lipopolisacaridos (LPS) (Mandell et al, 2000). La membrana externa de las
espiroquetas sirve como barrera selectiva que excluye algunas moléculas vy
permite la entrada de nutrientes constituyéndose en la interfaz entre la célula y su
ambiente externo. Las proteinas de membrana se distribuyen en todos los
compartimentos de la célula bacteriana y se considera estan involucradas en la
interaccién bacteria—hospedero durante la infeccidén, ocasionando la enfermedad
(Vieira et al., 2008). Actualmente, las proteinas de membrana externa han
despertado el interés de muchos investigadores debido a su importancia
antigénica. Se encuentran varias porinas de leptospiras patdégenas que sirven
como adhesinas y facilitan la absorcion intracelular de las bacterias (Rude et al.,
1996). Las porinas, son proteinas transmembranales que estan divididas en dos
clases, las que presentan un solo canal de conductancia, como es el caso de
TROMP1, OmPL1, y Oms28 y las que presentan un largo canal de conductancia,
como el observado con Oms66 y Msp (Cullen et al, 2009). En cuanto a las
lipoproteinas se encuentra la LipL32, que es la principal proteina de membrana
externa de las leptospiras patégenas; representa un 75% del componente proteico
total (Cullen et al., 2002 y 2005). Esta proteina es inmunogénica y se expresa
tanto en la infeccion aguda como en la crdnica; sin embargo, algunos estudios han
corroborado que la mayoria de las personas con leptospirosis tienen una
respuesta alta de anticuerpos a LipL32 (Haake et al., 2000; Flannery et al., 2001;
Guerreiro et al., 2001; Nally et al.,, 2007). Otras lipoproteinas presentes en la
membrana externa son la LipL41 (Shang et al., 1996; Haake et al., 2004), LipL36
(Haake et al., 1998), LipL21 (Cullen et al., 2003), LipL46 (Matsunaga et al., 2006;
Verma et al.,, 2006) y OmpA-proteinas Loa22 (Koizumi y Watanabe, 2003). En la

Figura 6 se puede observar cémo estan distribuidas algunas de las OMP; ademas,
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se explica la conformacién de la pared celular de bacterias Gram negativas, como

Leptospira spp.

PG
(Peptido-
glicano

PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA MEMBRANA

EXTERNA

LipL21

LipL41

Membrana
externa

LipL45 LipL48

Espacio
LipL36 periplismico

Peptidoglicano

Membrana
interna

Figura 6. Pared celular de bacterias Gram negativas y las proteinas de membrana externa (OMP)
de Leptospira interrogans Adaptado de Jiménez, 2006.

Se han realizado estudios en la variaciébn de la secuencia de los genes que
codifican la superficie de las proteinas de membrana externa de las leptospiras
patdgenas y se ha comprobado que la secuencia de los genes que codifican
LipL32, que es la principal proteina de membrana externa, fueron altamente
conservados con respecto a la variacion de los genes que codifican la OmpL1,
dando como resultado que LipL32 es altamente inmunogénica (McBride et al,,
2009). Se ha demostrado que los cambios en la expresion génica de algunas
proteinas fueron inducidos por el aumento de la temperatura y la osmolaridad
durante la infeccion en las células hospedero; de esta manera, las proteinas Lig
(Inmunoglobulinas leptospirales, LigA y LigB), cuya expresidn génica esta
controlada por las condiciones ambientales y la regulacion de las lipoproteinas con
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respecto a la osmolaridad son requeridos por el microorganismo para adaptarse a
los entornos cambiantes (Haake et al., 2004; Lin y Chang, 2007). No obstante, Lig
A es una proteina altamente inmunogénica y se expresa in vivo en la infeccién por
Leptospira spp en equinos (Palaniappan, 2002); ademas, este grupo de proteinas
Lig, ha sido utilizadas como marcadores para el diagnostico temprano de la
enfermedad y como candidatos para el desarrollo de vacunas contra la
leptospirosis al igual que LipL32 y OmpL1 (Zhang, 2005; Yan et al., 2009; Baquero
et al., 2010).
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4. METODOLOGIA

4.1. OBTENCION DEL SUPLEMENTO MODIFICADO Y CONVENCIONAL

Para la seleccion del suplemento modificado se tuvo en cuenta que la composicion
quimica fuera similar al suplemento convencional; adicionalmente, que fuese un
producto de desecho (sujeto a patente) de un proceso industrial de los
desarrollados en la Facultad de Ingenieria de Alimentos de la Universidad de La
Salle, lo cual garantiza que sea econémico y aprovechable para la investigacion.
Paralelamente, se utilizé el suplemento convencional (Difco ®) y se determind el
pH de los dos suplementos.

4.2. EVALUACION FiSICO-QUIMICA Y MICROBIOLOGICA DEL SUPLEMENTO
CONVENCIONAL Y MODIFICADO.

Se evalud fisico-quimica y microbioldégicamente el suplemento comercial vy
modificado en los laboratorios de Quimica y de Microbiologia del Departamento de
Ciencias Basicas de la Universidad de La Salle- Sede Norte.

4.2.1. Evaluacion fisico-quimica
El porcentaje de proteinas se determiné mediante el método de Biuret utilizando
un espectrofotdmetro Génesis® a una longitud de onda de 540 nm (Anexo 1). Las

proteinas totales y los compuestos nitrogenados se determinaron a través del

método volumétrico (Kjeldahl) bajo la norma AOAC 991.20, utilizando el equipo de
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Kjeldah!® en tres pasos. 1. Digestion de la muestra. 2. Destilacién con arrastre de
vapor del amoniaco. 3. Valoracion acido base del amoniaco producido (Anexo 2).
El porcentaje de los azucares totales y reductores se establecieron por el método
DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) segun el protocolo presente en el Anexo 3. La
determinacién del porcentaje de humedad y de cenizas se realiz6 segun el
protocolo establecido en el Anexo 4 y se determiné de acuerdo a la norma NTC
5476 y la determinacién del porcentaje de grasa se realizé segun el método de
Gerber (Método Butirométrico) (Anexo 5) establecido por la norma ISO 2446.

4.2.2. Evaluacion microbioldgica del suplemento convencional y modificado

Para la evaluacion microbiolégica del suplemento modificado y comercial se
realizaron diluciones seriadas, desde 10" hasta 10®, en agua peptonada al 0.1%,
(Anexo 6). Para establecer el recuento total de microorganismos mesofilos y el
recuento de hongos y levaduras en UFC/mL se utilizé la técnica de profundidad y
se siguid el protocolo establecido en el Anexo 7. Para determinar el nimero mas
probable (NMP) para coliformes totales y fecales, el recuento de Estafilococos
coagulasa positivo (UFC/mL) y la presencia o ausencia de Salmonella spp y
Listeria monocytogenes se llevé a cabo el procedimiento descrito en el Anexo 8
bajo las normas NTC 4458, NTC 4779, NTC 4574 y NTC 4225 respectivamente.

4.3. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Leptospira interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae EN MEDIO DE CULTIVO EMJH CONVENCIONAL Y
MODIFICADO BAJO CONDICIONES DE CRECIMIENTO ESTATICO Y DE
AGITACION.

4.3.1. Activacion de cepas y cultivo estatico

Durante este estudio se utilizé la cepa control ATCC (23581) y la cepa Leptospira

interrogans serovar Icterohaemorrhagiae aislada de una muestra de Bovino que
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fue donada al Grupo BIOMIGEN de la Universidad de La Salle por el Laboratorio
Nacional de Referencia Animal del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA-
CEISA). Las cepas se activaron en medio de cultivo EMJH liquido hasta alcanzar
una concentracién de 15 x 10® células/mL (patrén de McFarland 5) (NTC 2455,
2000).

Para cultivar las bacterias activadas se utiliz6 el medio de cultivo EMJH
convencional y EMJH modificado al que se le adicioné el antibiético 5-fluorouracilo
para evitar la contaminacién (Johnson, 1964) (Anexo 9). Se realizé control de
esterilidad de los cultivos a 37°C durante 24 horas y luego se inocularon los
medios de cultivo, con 1mL de la suspension de Leptospira interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae tanto de la cepa aislada de bovino como de la cepa control
ATCC (23581), en 99 mL del medio de cultivo EMJH convencional y en 99 mL del
medio de cultivo EMJH modificado, se homogenizaron los medios con el vortex y
se tomaron 5 mL de cada homogenizado y se distribuyeron en 35 tubos tapa rosca
por triplicado, cada tubo se rotulé desde t, hasta tzs y 5 tubos fueron tomados
como control; para un total por cada homogenizado de 110 tubos que fueron
incubados a 29 + 1°C por 35 dias en condiciones estaticas. Los tubos se
codificaron internamente con el fin de facilitar el manejo posterior de los datos
(Tabla 3). La curva de crecimiento fue determinada por espectrofotometria
(Génesis® A= 400 nm) a través de la concentracion microbiana de cada cultivo por
triplicado cada 24 horas, partiendo en el tiempo de inicio (t,) de la investigacion y
durante los 35 dias de incubacién en condicidn estatica.
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Tabla 3. Codificacién de las muestras para manejo de los datos.

CODIFICACION DESCRIPCION

Lic. Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae
1 Cepa aislada (Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae)
2 Cepa control (Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae)
A Medio de cultivo EMJH convencional
B Medio de cultivo EMJH modificado

AC Medio de cultivo EMJH convencional en agitacion

BC Medio de cultivo EMJH modificado en agitacion

En cada cultivo se evalu6 la motilidad y la uniformidad celular por observacion
directa con un microscopio de campo oscuro (Olympus CH - 30), después, se
verificd la pureza mediante coloracién de Gram (Merck, 1994); ademas de lo
anterior, se tom6 1 mL de cada uno de los tubos y se deposité en criotubos de
capacidad de 2mL para ser almacenados a -70°C; con el fin de crioconservar las
muestras para ser utilizadas en las pruebas moleculares. Posteriormente, se
calcularon los parametros del crecimiento microbiano como la velocidad especifica
de crecimiento, el tiempo de duplicacién y el nUmero de generaciones (Brooks et
al., 2005).

4.3.2. Cultivo agitado

Se tomé 1mL de cada cultivo y se inocularon asépticamente en 99 mL de cada
medio de cultivo EMJH convencional y modificado, en condiciones de agitacion.
Los cultivos se iniciaron con la concentracion del dia 8 de la fase exponencial del
cultivo estatico de las cepas Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae,
determinado en un estudio previo realizado por Rodriguez y Pulido (2010).
Posteriormente, se homogenizaron con vortex y fueron distribuidos 50 mL de cada
homogenizado en 12 erlenmeyers por triplicado, se rotularon con el nombre de la
cepa (aislada y control ATCC) y el medio de cultivo correspondiente (convencional
y modificado). Luego, se llevaron a un Shaker con temperatura y agitacion
constante (T=29°C +/- 1°y 130 rpm) durante 10 dias. La curva de crecimiento fue
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determinada por espectrofotometria (Génesis® A= 400 nm) a través de la
concentracion microbiana de cada cultivo por triplicado cada 24 horas, partiendo
en el tiempo de inicio (t,) de la investigaciéon y durante 10 dias de incubacién en
condicién de agitacion. Se observo al microscopio de campo oscuro evaluando
caracteristicas como motilidad y uniformidad celular; ademas se realizaron
controles de pureza a los cultivos por medio de tincion de Gram. Finalmente, se
tom6 1 mL de cada muestra, se deposité cada muestra en criotubos y se llevaron
a crioconservar a -70°C, con el fin de ser utilizadas en la determinacién molecular.
Posteriormente, se calcularon los parametros del crecimiento microbiano como la
velocidad especifica de crecimiento, el tiempo de duplicaciéon y el numero de
generaciones (Brooks et al., 2005).

4.4. ESTUDIO MOLECULAR
4.4.1. Identificacion de los genes ompL1 y lipL32

Para la extraccion del RNA bacteriano se utilizé el kit de extraccion ZR
Fungal/Bacterial RNA MicroPrep (ZymoResearch®), la extraccion se realizé a partir
de 1 mL de cultivo liquido de la bacteria, previamente almacenado de forma rapida
a -70°C, teniendo en cuenta tres puntos de la curva de crecimiento bacteriano;
durante la fase de adaptacion, la fase exponencial y la fase de declive; ademas,
para determinar la mejor forma de extraer y mantener el RNA total, se realizd un
estudio piloto que permitié identificar el protocolo mas adecuado de mantenimiento
y calidad del RNA bacteriano (Anexo 10).

4.4.2. Retrotranscripcion o generacion de DNA complementario

Una vez se realizé la extraccion del RNA bacteriano (segun el protocolo descrito a

partir de 1 mL de cultivo de los puntos de crecimiento previamente seleccionados),
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las muestras fueron sometidas a RTPCR y electroforesis con el fin de corroborar la
obtencion de RNA. La sintesis de cDNA se realiz6 a partir de 1 ug de RNA con el
kit comercial Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche®), segin las
instrucciones de la casa comercial en un volumen total de 30 pyL. Las reacciones
de RT fueron almacenadas en el termociclador MasterCycler de Eppendorf® bajo
las siguientes condiciones: 37 °C por 45 minutos, 42°C por 15 minutos y se finalizé
con una temperatura de 92°C por 2 minutos. Posteriormente, el cDNA obtenido fue
almacenado a -20°C y se utilizé para la realizacién de la PCR.

4.4.3 PCR Convencional y PCR en tiempo real

Para la PCR se utilizaron 2 pmol/uL de primers forward y reverse especificos para
los genes lipL32y ompL1, 1.25 U Taq polimerasa, 30 uM Tris-HCI, 1.5 uM MgClo,
200 pM de cada dNTP, 10 pL agua libre de nucleasas y 2 pL de las muestras de
cDNA para un volumen final de reaccién de 48 puL. Se utiliz6 un termociclador
MasterCycler de Eppendorf® con las siguientes condiciones: 95°C por 5 minutos y
45 ciclos de 94°C por 15 segundos, 56°C por 35 segundos, 72°C por 40
segundos y 72°C por 10 minutos. Como control positivo se utilizé una cepa de
Leptospira interrogans (ATCC 23581). Para el gen rrl también se utilizaron las
condiciones descritas en un estudio previo (Hernandez-Rodriguez et al., 2011) en
las que se emplearon 2 pmol/uL de primers forward y reverse, 1.0 U Taq
polimerasa, 30 uM Tris-HCI, 1.5 uM MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 10 pyL agua
libre de nucleasas y 2 pL de las muestras de DNA para un volumen final de
reaccion de 48 pL. Para la amplificacion se empled el mismo equipo con las
siguientes condiciones: 95°C por 5 minutos y 40 ciclos de 94°C por 30 segundos,
57°C por 1 minuto y 72°C por 2 minutos y la extensién final a 72°C por 10 minutos.
Posteriormente se realizé electroforesis de los productos amplificados los cuales
se sembraron en geles de agarosa al 2 y 2.5% tefidos con bromuro de etidio para

su visualizacién en un transiluminador®.

36



4.5. Modelo Estadistico.

La tabulacion, la base de datos y el procesamiento de los mismos se realiz6

mediante el programa SPSS. Ademas, se realiz6 el control de sesgos descrito en

la tabla 4:

Tabla 4: Control de sesgos

ETAPA

SESGO

CONTROL

Medio de Cultivo

Variacion en los componentes

Cambio de una sola variable
(suplemento).

Medicion de crecimiento . . - Realizacion por triplicado de
. Diferencias en las mediciones "y
y patogenicidad. cada medicion
Se llevaron a cabo las

Extraccion del RNA total

Cambios en el protocolo.

indicaciones del productor del kit
y el procedimiento fue realizado
por la misma persona.

Retrotranscripcion y
obtencion del DNA
complementario

Cambios en el protocolo.

Se llevaron a cabo las
indicaciones del productor del kit
y el procedimiento fue realizado
por la misma persona.

Amplificacion DNA
Complementario PCR
Convencional

Productos amplificados
inespecificos, contaminacion.

Inclusion de controles negativos
y positivos lo cual garantizd
especificidad en la obtencién de
las bandas de amplificacion.

PCR tiempo real y
expresion génica

Interaccion inespecifica, union a
dimeros

Falsos Negativos

Discriminacion de  productos
inespecificos con “curva de
desnaturalizacion” (Melt-Curve).

Control de inhibiciéon

Estandares internos (genes de
referencia, control interno, control
de carga, triplicados)
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La tabla 5 se establece el plan de analisis para el cumplimiento de las variables.

Tabla 5: Plan de Analisis General

Condicidn Variable Mayor | Variable Menor Unidad de Medida
- Sin crecimiento
Medio EMJH Crecimiento Con crecimiento
Convencional i
Patogenicidad Eggiétlit\ga
Cultivo Crecimient Sin crecimiento
Estatico Medio EMJH recimiento Con crecimiento
Modificado T Negativa
Patogenicidad Positiva
Lo Sin crecimiento
Medio EMJH Crecimiento Con crecimiento
Convencional :
Patogenicidad E;e)giétlit\;\;a
g uiltt:é?éin L. Sin crecimiento
g Medio EMJH Crecimiento Con crecimiento
Modificado -
Patogenicidad E;e)giétlit\;\;a

A partir del plan de analisis se utilizd el programa spss para determinar las
medidas de tendencia central en cada uno de los grupos de datos. Para
determinar la existencia de variacién entre cada uno de los medios de cultivo y
condiciones del cultivo planteadas en el trabajo se realiz6 el test de Shapiro-Wilk
para determinar normalidad y la prueba de Levene para homocedasticidad. Una
vez realizados estos procedimientos se definié la realizacién de la Prueba ANOVA
o el test de Welch dependiendo del cumplimiento de los supuestos de normalidad
y homocedasticidad. En todos los casos se hallaron los valores de significancia,

con un nivel de confianza del 95%.
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5. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el trabajo se presentan en tres etapas que
comprenden la evaluacion fisico-quimica y microbiolégica del suplemento
convencional y modificado, bajo la normatividad técnica colombiana (NTC); la
determinacién de la cinética de crecimiento de las cepas aislada y control ATCC
de Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae, en los medios de cultivo
EMJH convencional y modificado, bajo condiciones estaticas y de agitacién, la
realizacion del estudio molecular para la identificacion de los genes /ipL32 y
ompL1 por PCR convencional y la expresién por PCR en Tiempo Real (QPCR).

5.1 EVALUACION FiSICO-QUIMICA Y MICROBIOLOGICA DEL SUPLEMENTO
CONVENCIONAL Y MODIFICADO

5.1.1. Obtencion de los suplementos

El suplemento modificado es un residuo liquido, subproducto de desecho (sujeto a
patente) de un proceso industrial. Este subproducto, presenta diferentes clases de
proteinas como B-lactoglobulinas, a-lactoalbumina, inmunoglobulinas, albumina
sérica bovina, glicomacropéptidos y lactoferrina; estas proteinas, aportan al medio
de cultivo basal, excelente fuente de aminoacidos esenciales, contiene elevados
niveles de triptéfano y aminoacidos de cadena ramificada y cantidades trazas de
aminoacidos aromaticos, como también regulan la absorcion y la biodisponibilidad
de hierro (Aider et al., 2009). El Anexo 11 muestra los componentes del
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suplemento convencional (Difco®). El pH para el medio modificado fue de 7.0 y

para el suplemento convencional fue de 7.2
5.1.2. Evaluacion fisico-quimica del suplemento convencional y modificado

Los resultados para la determinacion de las concentraciones de los porcentajes
por Biuret, Kjeldahl, azlcares totales y reductores de los dos suplementos, se
obtuvieron a partir de las curvas de calibracién con un coeficiente de correlacién
del 0.99% lo que garantiza la confiabilidad de los resultados. Por lo tanto, los
resultados del porcentaje de proteina por Biuret correspondieron al 0.85% +/- 0.03
para el suplemento modificado y el 9.30% +/- 0.30 para el suplemento
convencional (Anexo 1); por Kjeldahl se encontré que el suplemento convencional
presentd un 8.96% +/- 0.03 de proteina frente a un 0.82% +/- 0.03 de proteina en
el suplemento modificado, los célculos se muestran en el Anexo 2. Los resultados
para la determinacibn de porcentaje de azlucares totales y reductores
correspondieron al 3.60% +/- 0.03 para el suplemento modificado y del 0.48% +/-
0.01 para el suplemento convencional y para reductores fue de 1.72 % +/- 0.01
para el suplemento modificado y 0.11% +/- 0.01 suplemento convencional Anexo
3. El porcentaje de humedad, cenizas y grasas para el suplemento modificado y
convencional se presentan en la Tabla 6 y los calculos para la obtencién de los
porcentajes se presentan en los Anexos 4 y 5. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al comparar todas las determinaciones quimicas
entre el suplemento convencional frente al modificado p<0.05 (Anexo 6).

Tabla 6. Resultados de pruebas del porcentaje de humedad, cenizas y grasas del

suplemento modificado y convencional.

SUPLEMENTO
PRUEBAS SUPLEMENTO MODIFICADO CONVENCIONAL
Porcentaje de Humedad 94.3% +/- 0.1 89.1% +/- 0.1
Porcentaje de Cenizas 0.37% +/- 0.02 0.17% +/- 0.02
Porcentaje de Grasa (Gerber) 0.6% <0.1%
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5.1.3. Evaluacién microbiolégica de los suplementos

Los resultados obtenidos en las diferentes pruebas microbiolégicas demostraron
que en el suplemento convencional y modificado no se desarrollaron colonias en
las cajas de dilucién inicial, ni en las otras diluciones hasta 10; por lo tanto, el
namero de U.F.C/mL de la muestra es <10. Los resultados para el crecimiento de
Salmonella spp y Listeria monocytogenes fueron negativos reportandose como
ausentes en ambas muestras. Los Anexos 6 a 8 muestran los resultados de los

cultivos.

5.2. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Leptospira interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae EN MEDIO DE CULTIVO EMJH CONVENCIONAL Y
MODIFICADO BAJO CONDICIONES DE CRECIMIENTO ESTATICO Y DE
AGITACION.

En el medio de cultivo modificado, bajo condiciones estaticas, se logr6 el
crecimiento de Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae; sin embargo,
al final de la fase exponencial e inicio de la fase estacionaria de crecimiento las
dos cepas, aislada de bovino y control ATCC (23581), presentaron un menor
rendimiento en el medio EMJH modificado frente al convencional, (Figura 7). La
velocidad especifica fue menor en el medio EMJH modificado y el tiempo
generacional fue superior a los alcanzados por las dos cepas en el medio EMJH
convencional (Tabla 7). Los resultados de las curvas de crecimiento y los calculos
para los parametros cinéticos se relacionan en los Anexos 13 a 16. Se encontré
que existen diferencias significativas p<0.05 entre el crecimiento (cel/mL) obtenido
por las cepas Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae en el medio
convencional frente al modificado en condiciones estaticas (Anexo 17).
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Figura 7. Crecimiento exponencial de las cepas Leptospira interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae (Lic1= cepa aislada, Lic2= cepa control ATCC) en el medio EMJH modificado

y convencional con condiciones estaticas (29+/-0.1°C).

Tabla 7. Pardmetros de crecimiento evaluados en las cepas Leptospira interrogans

serovar Icterohaemorrhagiae durante el cultivo estatico.

Medio Leptospira Concentracion Celular (cel/mL) Dia Velocidad Tiempo No. de

interrogans Fase Exponencial final especifica de Generacién
Inicial Final crecimiento de Duplicacion n (cel/mL)
exponencial crecimiento Td (h)

p(h-1) ]
Modificado Aislada  15x10°  3.10 x 10°+/-0.01 22 1.3x10° 53877  0.89x10°
Control 15x10°  2.96 x 10°+/-0.03 22 1.2x10° 582.28 0.82 x 10°
Convencional Aislada 15x10°  1.72 x 10'°+/-0.04 11 1.2x10° 59.89 4.00 x 10°
Control 15x10°  8.44 x 10°+/-0.02 12 7.6x10° 91.58 2.35x 10’

Los resultados observados bajo la condicién de cultivo agitado de las dos cepas
en los medios EMJH modificado y convencional mostraron buen rendimiento
celular en ambos medios de cultivo Figura 8. Bajo estas mismas condiciones, las
dos cepas mostraron una velocidad especifica de crecimiento mayor y un tiempo
generacional menor en el cultivo convencional frente al modificado, ver Tabla 8.
Los resultados de las curvas de crecimiento y los calculos para los parametros
cinéticos se relacionan en los Anexos 18 a 21. En condiciones de agitacién se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en el medio
modificado frente al convencional tanto en la cepa aislada como control ATCC
(Anexo 22).
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Figura 8. Crecimiento exponencial de las cepas Leptospira interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae (Lic1= cepa aislada, Lic2= cepa control ATCC) en el medio EMJH modificado

y convencional con condiciones de agitacion (29+/-0.1°C y 130 rpm).

Tabla 8. Parametros de crecimiento evaluados en las cepas Leptospira interrogans

serovar Icterohaemorrhagiae durante el cultivo agitado.

Medio Leptospira Concentracion Celular (cel/mL) Dia Velocidad Tiempo No. de

interrogans Fase Exponencial final especifica de de Generacion
Inicial Final crecimiento crecimiento Duplicacion n (cel/mL)
exponencial p (h-1) ] Td (h)

Modificado Aislada 2.12x10°  1.61x10°+-0.03 7 45x10°  57.83  2.90x10’
Control 212x10°  5.27 x 10°+/-0.05 6 6.80 x 107 102.60 1.17 x 10°

Convencional ~ Aislada 9.15x10°  3.99 x 10'%+/-0.01 3 2.0x10° 34.08 211 x 10°
Control 3.39x10° 1.35x10'°+/-0.03 6 75x10% 72.64 1.55x 10’

En la Figura 9 se observa Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae en
los medios de cultivo EMJH convencional y modificado. En el estudio los tubos
utilizados como controles para el medio de cultivo convencional y modificado no
presentaron cambios fisicos como el color y turbidez; lo cual indica que no se
presentd contaminacion durante los 35 dias de crecimiento en condiciones

estaticas y los 10 dias en agitacion.
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Figura 9. Observacion del crecimiento de Leptospira interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae, en microscopio de campo oscuro (40X). A. Cepa control en medio
de cultivo convencional (Lic2A). B. Cepa control en medio de cultivo modificado (Lic2B).

Para las fases del crecimiento bacteriano de las cepas en los dos medios de
cultivo en condiciones estaticas y de agitacidén, se observa que la cepa aislada y
control en medio de cultivo convencional y modificado en condicién estatica
presentd una fase lag o de adaptacion entre 24 y 72 horas. Para la condicién de
agitacion esta fase no se present6é debido a que se partié de un inoculo en fase
exponencial en el dia 8 bajo condicidn estatica. La cepa aislada y control en medio
de cultivo modificado y en condiciones estaticas fue de 20 dias en fase
exponencial; mientras que bajo estas mismas condiciones la duracién de esta fase
en los cultivos agitados fue menor, entre 9 y 10 dias. Durante la fase estacionaria,
las dos cepas sembradas en los dos medios bajo condiciones estaticas se
mantuvieron por mas tiempo. Por campo oscuro se observd, aglutinacion y células
bacterianas largas como hilos durante la fase de declive en el medio convencional
y en el modificado bajo las dos condiciones de cultivo.

5.2.1. ESTUDIO MOLECULAR
El estudio piloto disefiado para realizar la parte molecular del trabajo permitié la
estandarizacion de un protocolo con el fin de identificar el mantenimiento mas

adecuado del RNA para mejorar su calidad. Ademas, se estandariz6 el protocolo
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para la Retrotranscripcion, la PCR convencional y la PCR en Tiempo Real. Los
resultados del estudio piloto para el mantenimiento y conservacién del RNA
permitieron establecer que las muestras una vez obtenidas debian ser
almacenadas de forma rapida a -70°C y realizar la extracciéon de RNA dos dias
después del almacenamiento del cultivo. En la Figura 10 se observan los
amplificados, donde se resalta la obtencién de bandas con los tres protocolos de

mantenimiento y conservacién de RNA para mejorar la calidad de extraccién.

800 pb

423pb

Figura 10. Electroforesis de los productos amplificados del gen lipL32 (423 pb) en
muestras de cultivo de Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae sometidas a
tres protocolos de mantenimiento y conservacion del RNA. Los productos de PCR se
separaron en un gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio y visualizado con
un transiluminador. Carril 1: Marcador de peso molecular (100-800 pb). Carril 2 y 3:
Producto de PCR utilizando el Protocolo 2 (Obtencidon de muestras, almacenadas de
forma rpida a -70°C para extraccion de RNA a los dos dias). Carril 4: Productos de PCR
utilizando el Protocolo 1 (Obtencidén de la muestra y extraccion inmediata de RNA). Carril
5y 6: Productos de PCR utilizando el Protocolo 3 (Obtencién de muestras, conservadas
en glicerol (1:1) y almacenadas a -70°C, extraccion de RNA a los dos dias del
almacenamiento). Carril 7: Control Negativo (Salmonella spp). Carril: 8. Control negativo
(RNA Humano). Carril 9: Blanco de Reaccion de PCR.

El estudio piloto permiti6 ademas, estandarizar la obtencién del cDNA y las
reacciones de PCR. La Figura11 muestra los productos amplificados de los genes
rrl (482 pb, Housekeeping) que codifica la subunidad ribosomal 23S (Leo6n et al.,
2006), lipL32 (423 pb) (Levett et al, 2005) y el gen ompL1 (960 pb)
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(Natarajaseenivasan et al., 2005) de cepas de Leptospira interrogans serovar

Icterohaemorrhagiae aislada y control ATCC.

1000 pb

Figura 11. Electroforesis de los productos amplificados de los genes rrl (482pb), lipL32
(423 pb) y ompL1 (960 pb). A. Carril 1: Marcador de peso molecular; Carril 2 y 3: Muestras
positivas para el gen rrl de cultivos de L interrogans aisladas. Carril 4 y 5: Muestras
positivas para el gen rrl de cepas ATCC de L interrogansy L biflexa. Carril 6 a 8: Muestras
positivas para el gen lipL32. Carril 9: Muestras positivas para el gen lipL32 de L
interrogans cepa ATCC. Carril 10: Marcador de peso molecular. B. Carril 1: Marcador de
peso molecular. Carril 2: Control negativo (E coli). Carril 3: Blanco de reaccién de PCR.
Carril 4: Muestra positiva para el gen ompL1 de L interrogans aislada. Carril 5: Muestra
positiva para el gen ompL1 de L interrogans ATCC (control positivo). Estos productos
amplificados se separaron en un gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio y
visualizado con un transiluminador.

En la Figura 12 A se observan productos amplificados de los genes /ipL32 y
ompL1 de los cultivos de Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae en
las diferentes condiciones de crecimiento planteadas en la investigacion. La parte
B y C de la Figura 13muestran amplificados del gen ompL1 de cepas de
Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae aislada y control ATCC en los
diferentes dias de crecimiento.
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Figura 12. A. Productos amplificados del gen /lipL32. Carril 1: Marcador de peso
molecular (100 a 1000pb). Carril 2 y 3: L. interrogans aislada medio convencional dias 1y
9. Carril 4 y 5: L. interrogans cepa aislada en medio modificado dias 1y 9. Carril 6y 7: L.
interrogans cepa control ATCC en medio modificado dias 1y 9. Carril 8 y 9: L. interrogans
control medio convencional dias 1 y 9. Carril 10: L. interrogans aislada medio
convencional agitado dia 2. Carril 11: L. interrogans aislada medio modificado agitado dia
2. Carril 12: L. interrogans control medio modificado agitado dia 2. Carril 13: L. interrogans
control medio convencional agitado dia 2. Carril 14: L. interrogans aislada convencional
agitado dia 7. Carril 15: L. interrogans control modificado agitado dia 7. Carril 16: Control
positivo L. interrogans. Carril 17 y 18: Controles negativos L. biflexa y RNA Humano.
Carril: 19: Blanco de reaccién. Carril 20: Marcador de peso molecular (100 a 1000pb).
Productos amplificados del gen ompL1. Carril 21: L. interrogans aislada medio
modificado estatico dia 1. Carril 22: L. interrogans aislada medio modificado dia 12. Carril
23: L. interrogans control medio modificado dia 12. Carril 24: L. interrogans cepa control
medio modificado agitado dia 7. Carril 25: L. interrogans aislada de bovino (199). Carril
26: L.biflexa. Carril 27:E. coli. Carril 28: Blanco de reaccion. B. Carril 1: Marcador de peso
molecular. Carril 2. L. interrogans cepa aislada convencional estatico dia 1. Carril 3. L.
interrogans cepa aislada modificado estatico dia 12. Carril 4: L biflexa. Carril 5: E coli.
Carril 6: Blanco de reaccion. C. Carril 1: L. interrogans cepa control convencional estatico
dia 1. Carril 2: L. interrogans cepa aislada convencional agitado dia 7. Carril 3: E coli.
Carril 4: Blanco de reaccion. Carril 5: L. interrogans cepa control modificado agitado. Carril
6: Marcador de peso molecular.

La expresién del RNA del gen ompL1 en la cepa de estudio bajo las diferentes
condiciones experimentales no se logré determinar debido a que el tamano del
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amplicon (960 pb) no permite la lectura en las plataformas del termociclador de
tiempo real que se utilizé; sin embargo, la presencia del gen se estableci6 a través
de PCR convencional. La especificidad de los amplificados de /ipL32 y rrl
obtenidas con el software del equipo de PCR tiempo real se observan en la Figura
13.

A B

Figura 13. Curvas de disociacién (melting curve o Tm) de los genes de (A) lipL32 (84°C) y
(B) rrl (86°C) de cepas de Leptospira, obtenidas con el software del termociclador Light
Cycler de Roche®.

Los resultados obtenidos de los niveles de expresién del RNA del gen lipL32
normalizados con el gen rrl (housekeeping o normalizador), se lograron establecer
con PCR en tiempo real, ver Tabla 9. Los resultados mostraron que bajo las dos
condiciones en el medio convencional el gen lipL32 se expresé en la cepa aislada
en los dias analizados. Bajo estas mismas condiciones, la expresion del gen en la
cepa control tuvo el mismo comportamiento en el medio convencional, y no se
expreso el primer dia y el valor Crossing Point (CP) fue similar en condiciones
estaticas y de agitacion. En el medio modificado por el contrario el gen presentd
una expresion diferente en la cepa aislada y control. En los dias establecidos
como no determinados por la plataforma de gPCR (ND) no fue posible establecer
la tendencia en los niveles de expresion, a pesar que se realizaron diversos

ensayos de gPCR y se corroboré la presencia de cDNA con PCR convencional.
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Tabla 9. Expresion del RNA del gen /ipL32 normalizados con el gen rrl
(housekeeping o normalizador).

MEDIO EMJH CONVENCIONAL EMJH MODIFICADO
DIAS 1 2 7 9 12 1 2 7 9 12
CONDICION CEPAS
Estatica Aislada 41 2,0 2,1 9,2 29 ND
Control ND 3,3 3,6 ND 3,0 | 31
Agitacion Aislada 29 | 1,8 ND ND
Control ND | 3,6 ND 3,7

TEl valor esta dado en Unidades Arbitrarias de Expresion obtenidas de la normalizacién de los
valores de Crossing Point (CP) del gen de interés (/ipL32) con el Housekeeping (rrl). ND: No
determinado por la plataforma de PCR tiempo real empleada en el estudio.

La Figura 14 muestra la imagen representativa del gen lipL32 (423 pb) en
muestras de cultivos convencional y modificado de Leptospira interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae. Para los productos obtenidos por RT y PCR tiempo real, se
realizd una electroforesis utilizando un marcador de pesos molecular (M) con el fin
de corroborar el tamafo de los amplificados. Los productos de PCR se separaron
en un gel de agarosa al 1.5%, tefido con bromuro de etidio y visualizado con un

transiluminador.
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Figura 14: Electroforesis del gen /ipL32, fragmentos obtenidos por RT y PCR en tiempo
real. Carril 1 Marcador de peso molecular. Carril 2: L. Icterohaemorrhagiae aislada
convencional dia 1. Carril 3: Icterohaemorrhagiae aislada modificado dia 1. Carril 4: L.
Icterohaemorrhagiae aislada modificado dia 12. Carril 5: L. Icterohaemorrhagiae control
modificado dia 1. Carril 6: L. Icterohaemorrhagiae control convencional dia 1. Carril 7: L.
Icterohaemorrhagiae aislada convencional agitado dia 2. Carril 8: L. Icterohaemorrhagiae
aislada convencional agitado dia 7. Carril 9: L. Icterohaemorrhagiae aislada modificado
agitado dia 2. Carril 10: L. Icterohaemorrhagiae aislada modificado agitado dia 7. Carril
11. L. Icterohaemorrhagiae control modificado agitado dia 2. Carril 12: L.
Icterohaemorrhagiae control convencional dia 2.Carril 13: L biflexa. Carril 14: E coli. Carril
15. Blanco de reaccion. Carril 16: Marcador de peso molecular.
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6. DISCUSION

Las leptospiras se caracterizan porque requieren condiciones nutricionales
especificas para su viabilidad y mantenimiento; esto ha generado la realizacién de
diversos estudios que evaltan diferentes fuentes nutricionales para que el medio
de cultivo sea selectivo y enriquecido con el fin de garantizar un crecimiento
optimo y eficiente de los microorganismos (Gonzélez et al., 2003; Cameron et al.,
2008). Los resultados obtenidos mostraron que las cepas de Leptospira
interrogans serovar Icterohaemorrhagiae, control y aislada de bovino, crecieron y
se mantuvieron en el medio de cultivo EMJH modificado al que se le sustituy6 el
suplemento convencional por un subproducto industrial de desecho que conservé
la fuente de carbono y energia, bajo condiciones estaticas y de agitacion. Esto
concuerda con estudios realizados sobre componentes nutricionales del medio
basal EMJH para el crecimiento de estos microorganismos donde se evidencia la
presencia de sales de amonio como fuente de nitrégeno, factores de crecimiento,
cloruro de sodio y buffer de fosfatos; como también, la adicién del suplemento
convencional constituido por albumina sérica bovina y Tween 80 que aporta la
fuente principal de carbono y energia (Ratham, 1994; Faine, 1999; Levett, 2001;
Murray et al., 2009; Adler y Moctezuma, 2010). Los resultados obtenidos en este

estudio confirman la importancia de los acidos grasos de cadena larga para el
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metabolismo de Leptospira spp, los cuales son requeridos como unica fuente de
carbono y son metabolizados por B-oxidacion (Gonzalez et al., 2006; Xue et al.,
2010). El aporte de acidos grasos a los medios de cultivo ha sido evaluado por
Gonzélez et al., 2003 quienes utilizaron diferentes concentraciones de Tween 80
(1.25 a 5.25 mg/mL) frente a una cepa de Leptospira interrogans serovar Mozdok;
observando que el crecimiento es adecuado hasta una concentracion de 3.25
mg/mL. Este comportamiento frente a concentraciones de Tween 80 inferiores a
3.25 mg/mL, también ha sido observado en el serovar Ballum y Pomona, donde se
observé una estimulacién del crecimiento para estos serovares (Gonzalez et al.,
2003). Para concentraciones mayores de 3.25 mg/mL se ha determinado un bajo
rendimiento celular que se argumenta por una saturacién de los acidos grasos
libres; lo cual aumenta la toxicidad y el efecto negativo sobre el crecimiento y la
fisiologia de Leptospira spp, causando células muertas y abundantes detritos
(Gonzalez et al., 2002). Teniendo en cuenta lo anterior, para el medio de cultivo
EMJH modificado se utilizé una concentracion de 1.25 mg/mL de Tween 80 debido
a que los acidos grasos, son nutrientes esenciales para el crecimiento de

Leptospira spp in vitro (Ricaldi et al., 2008).

Con los datos encontrados en la pruebas fisico-quimicas de los suplementos, se
observaron diferencias significativas (p<0.05) entre los porcentajes obtenidos de
proteina, azlcares totales y reductores, humedad, cenizas y grasa, observandose
que el suplemento modificado presenta menor porcentaje de proteina, frente al
convencional. Este bajo porcentaje de proteina en el suplemento modificado,

aporta una rica y balanceada fuente de aminoacidos esenciales, como treonina,
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cisteina, metionina, valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, lisina, histidina y
tripté6fano; encontrandose por literatura, mayor cantidad de leucina y lisina (Ha y
Zemel, 2003; lorahim et al., 2005). Esto hace pensar, que L. interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae, no solamente sintetiza los aminoacidos a partir de las sales
de amonio (Faine et al., 1999) suministradas por el medio de cultivo, sino que las
toma de la fuente suministrada por el medio modificado. De esta manera, se
sustentan los resultados en cuanto a crecimiento, debido a que Leptospira spp,
posee un mecanismo de transporte de aminodacidos libres, dipéptidos y péptidos
de bajo peso molecular que permite simultaneamente asimilar una gran cantidad
de moléculas nitrogenadas, esto conlleva a un ahorro energético; adicionalmente,
la bacteria presenta todos los genes que activan los sistemas enzimaticos para la

biosintesis de aminoacidos (Ren et al., 2003).

Dentro del analisis bromatoldgico, la humedad y las cenizas son determinantes,
porque esto representa la cantidad de agua y el suministro de los micronutrientes
en el medio de cultivo, indicando que si estos compuestos quimicos presentan
afinidad por el agua se favorecen las reacciones metabdlicas y aumenta la
disponibilidad de los solutos hacia el interior de las células bacterianas (Brooks y
Butel, 2005). Los minerales como el calcio, magnesio y potasio son necesarios
para el crecimiento de Leptospira spp, porque estan estrechamente relacionados
con condiciones fisiolégicas como la estabilidad de la pared, la membrana y los
ribosomas (Brooks y Butel, 2005; Johnson et al., 1973; Staneck et al., 1973;
Amiot, 1991). Al presentarse un mayor porcentaje de cenizas en el medio

modificado con respecto al convencional, se puede explicar que los minerales
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presentes en el suplemento modificado pudieron facilitar la viabilidad y el

crecimiento de L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae.

La adicién de micronutrientes a los medios de cultivo para el crecimiento de
Leptospiras spp tuvo su auge en la década de los 90; sin embargo, son pocas las
evaluaciones que se han realizado para los diferentes serovares de Leptospira
spp; uno de los grandes aportes a la comunidad cientifica, fue el medio de cultivo
bajo o libore de proteina, desarrollado por Russell y Russell en 1978; estos
investigadores inocularon cepas de leptospiras patégenas (L. interrogans) y
saprofitas (L. biflexa) en los medios de cultivo propuestos y lograron establecer
que los serovares Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona, Grippotyphosa vy
Hardjo crecieron en el medio libre de proteinas con adicién de cianocobalamina,
tiamina, magnesio, manganeso, hierro, zinc, potasio y piruvato obteniendo, a partir
de indculos pequefios (10 x 10° cel/mL), rendimientos celulares de 4 hasta 11 x
10® células/mL y entre 5 a 10 dias de crecimiento respectivamente. Estos
resultados coinciden con los rendimientos celulares de las cepas de L. interrogans
serovar Icterohaemorrhagiae obtenidos en el medio modificado, probado en este

estudio.

En otra investigacion realizada por Gonzalez et al, 2006 se incrementé la
concentracion de macronutrientes como el hierro y la fuente de carbono en el
medio de cultivo EMJH convencional y se determind que no se estimula el
rendimiento de biomasa, ni la velocidad especifica de crecimiento; por lo tanto, al

aumentar las concentraciones de estos macronutrientes no se limita el
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crecimiento, especialmente para las cepas candidatas vacunales del serogrupo
Ballum. Esto indica que se deben seguir realizando investigaciones,
especialmente con las cepas nativas en el medio modificado propuesto porque no

todos los serovares crecen bajo las mismas condiciones.

El aporte de grasa al medio EMJH fue del 0.6% en el suplemento modificado y de
0.1% en el suplemento comercial; esto hace pensar que hay un incremento de
concentracion de acidos grasos suministrados en el modificado; ademas, este
contenido en el porcentaje de acidos grasos presento un numero de atomos de
carbono similar a los acidos grasos insaturados y puede explicar por qué se
mantuvo el crecimiento de Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae
con un bajo gasto energético en condiciones estaticas de crecimiento. Es
necesario indicar que diversos estudios han evaluado la importancia de los acidos
grasos, especialmente de cadena larga, en el metabolismo de Leptospira spp los
cuales son requeridos como fuente exdégena de lipidos debido a que este
microorganismo no es capaz de sintetizar acidos grasos de novo; ademas, son la
fuente principal de carbono y energia (Gonzalez et al., 2006; Johnson y Walby,

1972).

Los resultados obtenidos del porcentaje de azlcares totales y reductores
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) observandose una
mayor cantidad en el suplemento modificado frente al convencional, teniendo en
cuenta que Leptospira spp, no utiliza los carbohidratos como fuente de energia

(Gonzalez et al., 2003), estos datos son de interés en esta investigacion, porque
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pueden explicar porque se logré el crecimiento de las cepas de Leptospira
interrogans serovar Icterohaemorrhagiae en el medio de cultivo modificado; sin
embargo, estudios realizados por Ellinghausen, 1968 indican que la incorporacién
de glucosa al medio EMJH favorece el crecimiento de algunas cepas de
Leptospira spp; esto indica, que es importante identificar bioquimicamente los
carbohidratos presentes en el medio modificado y evaluar su efecto en L.
interrogans serovar Icterohaemorrhagiae y en otros serovares para futuras
investigaciones con el fin de clarificar la participacion de los azucares en el

crecimiento de las cepas.

Los resultados obtenidos de la evaluacion cinética mostraron que las cepas de L.
interrogans serovar Icterohaemorrhagiae mantuvieron su crecimiento en el medio
modificado; lo cual indica que las dos cepas se adaptaron metabdlicamente a los
compuestos nutricionales ofrecidos por el medio de cultivo modificado. Al
comparar los datos de crecimiento obtenidos se observaron diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) en los medios de cultivo (Anexos 17 y 22).

Con los resultados de los parametros cinéticos se pudo establecer que la
condicién de agitacion favorecid el rendimiento celular en la cepa aislada y control
cultivada en el medio EMJH modificado y convencional, también se observd que
la velocidad de crecimiento fue mayor en las dos cepas en el medio convencional,
y los tiempos de duplicacion fueron menores frente al medio modificado. Estos
resultados de rendimiento celular se pueden comparar con los obtenidos por

Gonzalez et al., en el 2003, donde evaluaron la cinética de crecimiento de
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Leptospira interrogans serovar Ballum y Canicola, en medio de cultivo EMJH bajo
condicion de agitacién con rendimientos celulares de 2 x 10° células/mL (Canicola)
y 7 x 108 células/mL (Ballum) después de 4 dias de incubacién. Por lo tanto, se
observa que Leptospira spp €s un microorganismo aerobio que requiere de
oxigeno, el cual es suministrado por movimiento vigoroso en condiciones de
agitacion; igualmente, esta condicién favorece el crecimiento microbiano debido
a que los nutrientes se encuentran distribuidos de manera homogénea en el medio
de cultivo (Brooks y Butel, 2005). La cinética de crecimiento de Leptospira
interrogans serovar Icterohaemorrhagiae también se ha establecido en
condiciones estaticas en otros medios de cultivo como Cox, Stuart y Korthof con
tiempos de generacion de 11.6, 10 y 23.6 horas; logrando determinar que la fase
de adaptacion se establece a las 24 horas y el final de la fase exponencial el dia
11 (Larson et al, 2010); estos resultados coinciden con los obtenidos en este
trabajo donde se utilizd el medio EMJH convencional con la cepa aislada de
Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae y se obtuvo el mismo tiempo

para la fase de adaptacion y la fase exponencial.

El medio de cultivo modificado utilizado en este estudio permitié el crecimiento y el
mantenimiento de las cepas estudiadas; ademas, se determind que presenta un
bajo porcentaje de proteinas; esto representa un buen aporte debido a que
diversos estudios muestran que cepas patégenas, utiles como candidatos
vacunales, requieren de medios de cultivo con bajo porcentaje de proteina con el

fin de evitar reactogenicidad de pequefas trazas de proteinas séricas en el
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producto biolégico contra la leptospirosis (Gonzalez et al., 2003; Gonzalez et al.,
2002; Gonzélez et al., 2004). En un estudio realizado por Gonzélez et al., 2006;
se reporta que para la incorporacion del Lesptospira interrogans serovar Ballum en
una nueva formulaciéon vacunal resultara de marcado interés la obtencién y
optimizacién de un medio libre de proteinas que sustente un buen crecimiento de
estas cepas exigentes, sin afectar otras propiedades importantes como su
virulencia, antigenicidad e inmunogenicidad. En este sentido, el medio modificado
empleado en el presente estudio se puede convertir en un buen producto para
evaluar otras cepas vacunales garantizando un crecimiento adaptativo y
disminuyendo la posibilidad de reactogenicidad al presentar un bajo porcentaje de

proteina.

En cuanto a la identificacion de los genes lipL32 (423 pb) y ompL1 (960 pb) en las
dos cepas de Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae, los resultados
indicaron la presencia de estos genes asociados con patogenicidad durante el
crecimiento bacteriano en los dos medios de cultivo EMJH modificado vy
convencional bajo condiciones estaticas y de agitacion. La presencia de estos
genes ha sido confirmada por otros autores, obteniendo productos amplificados en
cepas de leptospiras patégenas y la ausencia de estos en las cepas de
Lesptospira sapréfitas; asi como, E. coli y Salmonella spp, utilizadas como
controles negativos (Haake et al., 2000; Cullen et al., 2002; Haake et al., 2004;
Cullen et al., 2005; Dong et al., 2008; Vivian et al., 2009, Hauk et al., 2009; Levett
et al, 2005; Agudelo-Flérez et al, 2009; Mayer-Scholl et al., 2010;

Natarajaseenivasan et al., 2005; Vedhagiri et al., 2009; Chen et al., 2010); sin
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embargo, la relevancia de la lipoproteina LipL32 y la porina OmpL1 se fundamenta
en el efecto antigénico que generan, considerandose candidatos vacunales,
debido a que son altamente conservadas en Leptospiras patégenas (Haake et al.,

1999; Seixas et al., 2007; Hauk et al., 2008).

Con este trabajo se logré estandarizar la técnica de PCR en tiempo real
permitiendo realizar un analisis en la expresion génica, por lo tanto, el gen lipL32
se expreso en la cepa aislada en el medio convencional y mantuvo la expresion
durante los dias seleccionados de crecimiento en condiciones estaticas y de
agitacion; mientras que la expresion del gen en la cepa control se expresé en el
medio convencional y en las dos condiciones de cultivo, excepto el primer dia que
no se detectd en condiciones estaticas ni de agitacién. Los resultados en la
expresion del gen en el medio modificado en ambas cepas y en las dos
condiciones presentaron una expresion diferente. Estos resultados confirman que
la expresién es regulada hasta niveles no detectables durante la infeccién in vivo o
en condiciones in vitro que imitan el ambiente hospedero, tales como las
temperaturas superiores a 30°C, la limitacién de hierro, y la osmolaridad (Haake et
al., 1998; Barnett et al., 1999; Cullen et al., 2002; Lo et al., 2006; Matsunaga et
al., 2007).

Con este trabajo a pesar de que se pretendia solamente establecer si habia o0 no
expresiéon del gen se logro establecer de manera preliminar el comportamiento de
la expresion del gen en los dos medios de cultivo, indicando que el mas alto nivel

de expresidén en la fase lag, lo obtuvo la cepa aislada en el medio modificado
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durante el crecimiento en condiciones estaticas, esto concuerda con un estudio
realizado con cepas patégenas de Leptospira spp en donde mostraron que existen
altos niveles de expresion del gen lip/32 tanto in vitro como in vivo (Haake et al.,
2000), lo que despierta interés para el diagndéstico debido a la expresiéon del gen
en cepas de Leptospira cultivadas en el medio modificado y utilizando la técnica
en tiempo real util para el diagnéstico temprano de la enfermedad (Guerreiro et al.,
2001). En un estudio realizado por Ko et al., 2009, se afirma que en el cultivo in
vitro, no se dan los niveles mas altos de expresion del gen lipL32; sin embargo, en
este trabajo se lograron establecer niveles altos de expresion del gen lipL32 en las
dos cepas de Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae en los medios
de cultivo EMJH modificado y convencional bajo condiciones estaticas del cultivo
in vitro, lo cual es de importancia en la investigacion y aporta sustancialmente a la
comunidad cientifica. Por ultimo se observé que la expresion del gen disminuy6 en
la cepa aislada en los dos medios de cultivo bajo condiciones estaticas durante el
crecimiento, esto coincide con un reporte de Vieira et al., 2009, en donde se
establece que Leptospira spp, es dificil de cultivar y la expresion se ve afectada
después de un largo periodo de crecimiento en el medio de cultivo; explicando la
expresion diferencial de los factores de virulencia esenciales se pueden afectar y

suprimirse de acuerdo con las condiciones ambientales.
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1.

7. CONCLUSIONES

El subproducto industrial utilizado en el medio de cultivo EMJH modificado
permiti6 confirmar la buena calidad microbiol6gica durante los procesos
tecnoldgicos de fabricacién aplicando las buenas practicas de manufactura.
Ademas se logré en este medio modificado el crecimiento y mantenimiento
de cepas de Leptospiras interrogans serovar Icterohaemorrhagiae de dificil
crecimiento por las exigencias nutricionales y la complejidad metabdlica de
la bacteria.

Quimicamente se determindé que el medio modificado presentd un bajo
porcentaje de proteinas, con respecto al convencional, esto despierta
interés en la comunidad cientifica debido a que no necesita de suero o
albumina sérica bovina los cuales pueden generar reactogenicidad y
aumentar considerablemente los costos, afectando el escalado en la

produccién de vacunas.

Las dos cepas de Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae se
mantuvieron y crecieron en los dos medios de cultivo, indicando la
viabilidad de las cepas; sin embargo, se observaron mejores rendimientos
celulares y velocidad de crecimiento en el medio convencional frente al
modificado; la diferencia en estos parametros cinéticos se puede explicar
por los distintos porcentajes en los componentes quimicos de los
suplementos empleados.
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4. En condiciones estaticas y de agitacion las dos cepas de Leptospira
interrogans serovar Icterohaemorrhagiae cultivadas en el medio modificado
y convencional expresaron los genes asociados con patogenicidad durante

la mayoria de dias de las fases de crecimiento bacteriano.

5. Este trabajo se presenta como una contribucién importante en el desarrollo
de medios de cultivo modificados que permitan el crecimiento y
mantenimiento de cepas de Leptospira spp sin afectar la expresion de

genes asociados con patogenicidad.
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8. PROYECCIONES

Con los resultados obtenidos del presente trabajo se pueden plantear nuevas

investigaciones que permitan:

1.

Establecer si existe expresion diferencial de los genes estudiados
realizando cuantificacion de la expresion del RNA en las diferentes fases de

crecimiento bacteriano y bajo las condiciones planteadas en este trabajo.

Determinar si los resultados de crecimiento y expresion de genes asociados
con patogenicidad in vitro se pueden escalar para aprovechar esta

informacién a nivel industrial.

Evaluar bajo el modelo de crecimiento y expresién realizado en este trabajo
diferentes modificaciones al medio probado que permitan optimizar el
crecimiento de otras cepas de Leptospira spp debido a la dificultad en su
cultivo y mantenimiento por las exigencias nutricionales de cada serovar y

por el lento crecimiento de este microorganismo.
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9. RECOMENDACIONES

Para la realizacion del recuento microbiano se aconseja utilizar formol al
10% en solucién salina con el fin de facilitar la lectura debido a la movilidad

de las Leptospira spp.

. Se recomienda para futuras investigaciones utilizar un set de primers que

generen un producto de menos de 500 pb, para establecer el perfil de
expresién de la porina OmpL1 debido a que la plataforma del sistema
LightCycler ® no permite la deteccion de amplicones de un tamafo mayor

a 750 pb, y el tamano del producto esperado de este gen es de 960 pb.

Es necesario seguir evaluando la expresion de los genes lipL32, ompL1y
otros genes asociados con patogenicidad en diferentes cepas de Leptospira
spp en el medio de cultivo modificado para validar la técnica de gPCR vy

evitar el uso de animales de experimentacion.
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EVALUACION
FISICO-QUIMICA

SUPLEMENTOS:

MODIFICADO Y CONVENCIONAL
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Anexo 1. PROCEDIMIENTO METODO BIURET SUPLEMENTO MODIFICADO Y
CONVENCIONAL.

Pesar las muestras de albuminay las muestras del suplemento modificado y
convencional en balanza analitica

Adicionar solucién salina 10% y aforar a 100 mL

Realizar la diluciones y adicionar reactivo de biuret

Incubar a temperatura ambiente por 20 minutos

Leer en el espectrofotdmetro a 540 nm

Determinar las concentraciones de las muestras problema

Realizar los calculos

promI—  pee—  ee— e—
—f @ Eeaa—y’  See———rt ———
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EXPRESION Y CALCULO PARA LA DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE
PROTEINA POR EL METODO DE BIURET DEL SUPLEMENTO MODIFICADO Y
CONVENCIONAL.

SUPLEMENTO MODIFICADO

Espectrofotdmetro: Génesys.
Longitud de onda: 540 nm.

0.5030 g Albtmina A 100mL 1.006 g Albuimina
; —— X =
50 mL de dilucién 1dL dL

Patrén de Albimina =

Tabla. PROTOCOLO PARA LA CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL
METODO DE BIURET.

REACTIVOS RESULTADOS
TUBOS P?J:gx ADEL AiEA R'E(’::SET ABSORBANCIA CONCE;ZfAC'ON %PROTEINA PROMEDIO D.?sstﬁﬁﬁﬁ"
Blanco 0 1000 1 0
1 125 875 1 0.067 0.125
2 250 750 1 0.139 0.250
3 500 500 1 0.267 0.500
4 750 250 1 0.406 0.750
5 1000 0 1 0.498 1.000
MUESTRAS
M1 1000 pL 0 1 0.226 0.4287 0.83%
*M2 1000 pL 0 1 0.232 0.4407 0.88%
*M3 1000 pL 0 1 0.215 0.4065 0.81%
*M4 1000 pL 0 1 0.231 0.4387 0.88% 0.85% 0.03

*M1, M2, M3, M4: Suplemento Modificado.
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REPRESENTACION CURVA DE CALIBRACION
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EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Teniendo en cuenta los pesos de las muestras y los factores de dilucion, se
calcula el contenido de las proteinas en las diferentes muestras, en g/dL y el
porcentaje en peso. Los célculos para la determinacién del porcentaje de proteina
fueron los siguientes:

CALCULO PARA LA DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE PROTEINA.

Concentraciéon muestra g X 1dL

m ToomL X Dilucion X 1mL muestra

% PROTEINA = X100

Peso de la muestra (g)

CALCULOS PARA EL SUPLEMENTO MODIFICADO

0.4287 g 1dL 1mL
/qr X /100 mL X /0.5 mr X 1mL muestra

% PROTEINA = = 0.83%
1.0274 g
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0.4407
90X 1L 00mL X T™/o 5y X 1 mL muestra

% PROTEINA = = 0.88%
1.0024 g
0.4065
9/ X 1/ 0o mn X 1™/g 5y X 1 mL muestra
% PROTEINA = = 0.81%
1.0007 g
0.4387
9/ X Y/ 0o mn X 1™/ 5y X1 mL muestra
% PROTEINA = = 0.87%

1.0033 g

El promedio para el porcentaje de proteina del suplemento modificado fue de
0.85% y una desviacién estandar de 0.03
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EXPRESION Y CALCULO PARA LA DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE
PROTEINA POR EL METODO BIURET

SUPLEMENTO CONVENCIONAL
Espectrofotdmetro: Génesys.
Longitud de onda: 540 nm.

1.0041 gAlbimina X 100 mL
100 mL

Patron de Albumina: =

= 1.0041g/dL.

Tabla PROTOCOLO PARA LA CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL
METODO DE BIURET.

REACTIVOS RESULTADOS
TUBOS PATRON DE AGUA | R.BIURET | ABSORBANCIA | CONCENTRACION | %PROTEINA | PROMEDIO Desviacion
PROTEINA pL (mL) g/dL Estandar
uL
Blanco 0 1000 1
1 100 900 1 0.059 0.100
2 150 850 1 0.091 0.151
3 200 800 1 0.130 0.201
4 250 750 1 0.166 0.251
5 300 700 1 0.206 0.301
6 350 650 1 0.246 0.351
7 400 600 1 0.274 0.402
8 450 550 1 0.323 0.452
9 500 500 1 0.356 0.502
10 550 450 1 0.396 0.552
11 600 400 1 0.434 0.602
12 650 350 1 0.477 0.653
13 700 300 1 0.514 0.703
14 750 250 1 0.550 0.753
15 800 200 1 0.593 0.803
16 850 150 1 0.625 0.853
17 900 100 1 0.666 0.904
18 950 50 1 0.742 0.954
19 1000 0 1 0.752 1.004
MUESTRAS
*M1 1000 0 1 0.041 0.0897 9.0
*M2 1000 0 1 0.047 0.0974 9.5
*M3 1000 0 1 0.045 0.0948 9.3 9.3% 0.3

*M1, M2, M3 = Suplemento convencional.
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REPRESENTACION CURVA DE CALIBRACION
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CALCULO PARA EL SUPLEMENTO CONVENCIONAL

0.0897
9L X 1AL/ 00 mp X 100™mL/ 1 X 1 mL muestra

% PROTEINA = = 9.0%

1.0006 g
0.0974
9/ X 1/ 00 mp X 100™L/ 0 X 1 mL muestra

% PROTEINA = = 9.5%

1.0232 g
0.0948
9/ X 1A/ 00 my X 100™mL/ X 1 mL muestra
% PROTEINA = = 9.3%

1.0156 g

El promedio del porcentaje de proteina para el suplemento comercial fue de 9.3%
y la desviacién estandar fue de 0.3.
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Anexo 2. DETERMINACION DE PROTEINA TOTAL Y COMPUESTOS
NITROGENADOS, METODO KJELDAHL DEL SUPLEMENTO MODIFICADO Y
CONVENCIONAL.

(DIGESTIC')N DE LA MUESTRA\ Pesar en Balanza Analitica los patrones de
Albumina y Caseina

’

Depositar en los tubos digestores del equipo
\ J Kjeldahl + 10 mL de acido sulfurico
concentrado + pastilla Kjeldahl

TIEMPO: 3 HORAS

DESTILACION: ARRASTRE DE VAPOR - Los tubos digestores, se llevaron al
AMONIACO PRODUCIDO equipo de destilaciéon
é )

A cada tubo digestor se les adiciond,
hidroxido de sodio al 33%

\, J

2

Se llevaron erlenmeyers al equipo de
destilacion, con 100 mL de acido borico e
indicador de tashiro

\ J
v

Cambio de color azul verdoso. Indica la

presencia de amoniaco.

) . ) e
TITULACION: VALORACION ACIDO- Las muestras se titularon con acido

BASE DEL AMONIACO "I clorhidrico 0.1 N.
\

y

Registro Volumen 4cido gastado.
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EXPRESION Y CALCULO PARA LA DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE
PROTEINA TOTAL Y COMPUESTOS NITROGENADOS POR EL METODO
KJELDAHL DEL SUPLEMENTO MODIFICADO Y SUPLEMENTO
CONVENCIONAL.

Tabla DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE PROTEINA DEL
SUPLEMENTO MODIFICADO

Vol (mL)
PESO VOLUMEN DE HCI 0.116N PORCENTAJE DE DESVIACION
@) HCI0.116 N gastado - PROTEINA PROMEDIO ESTANDAR
9 GASTADO mL Vol (mL)
HCI Blanco
Blanco 0.28
Patronde | 1447 9.55
albumina
Patronde | o557 5.73
caseina
SUPLEMENTO MODIFICADO
*M1 5.0006 4.31 4.03 0.8179
*M2 5.0003 4.30 4.02 0.8160
*M3 5.0010 4.05 4.05 0.8219 0.82% 0.003

*M1,* M2, *M3 = Suplemento modificado.
FORMULA DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE PROTEINA

% Proteina = (Ve * Nugi*14 *6.25*100) / (Peso Muestra*1000)
DETERMINACION DEL VOLUMEN DE HCI 0.116 N Y HCI 0.1232 N.
Se obtiene restando el volumen de &cido clorhidrico gastado del patron con el
volumen gastado de 4&cido clorhidrico del blanco. Como se muestra a
continuacion:

PATRON DE CASEINA

A. Determinacion del volumen de HCI 0.116 N para el patron de proteina:
573 mL-0.28 mL =545 mL

% Proteina = (5.73 mL*0.116 N*14*6.25*100) / (0.0557g*1000) = 99.3 %
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Tabla. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE PROTEINA DEL
SUPLEMENTO CONVENCIONAL.

Vol (mL)
PESO VOLUMEN DE HCI 0.1232N PORCENTAJE DE DESVIACION
@ HCI 0.1232 N gastado — PROTEINA PROMEDIO ESTANDAR
9 GASTADO mL Vol (mL)
HCI Blanco
Blanco 0.28
Patronde | 4471 9.06
caseina
SUPLEMENTO CONVENCIONAL
*M4 1.0279 8.79 8.51 8.9248
*M5 1.0273 8.84 8.56 8.9824
*M6 1.0275 8.82 8.54 8.9597 8.96% 0.03

*M4, *M5, *M6 = Suplemento convencional.

B. Determinacién del volumen de HCI 0.1232N para el patrén de proteina:
9.06 mL —0.28 mL = 8.78 mL

% Proteina = (8.78 mL*0.1232*14*6.25*100) / (0.1071g*1000) = 88.4 %
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Anexo 3. PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE AZUCARES
TOTALES Y REDUCTORES DEL SUPLEMENTO MODIFICADO Y
CONVENCIONAL.

Hidrolizar la Muestra : Pesar 1 a 5 g de la Muestra en Balanza Analitica

Adicionar 5 mL de Agua Destilada + 5 mL de Acido Clorhidrico al 37%.

Llevar a Incubar al bafio de maria a 37 °C por 2 horas.

| Dejar enfriar y neutralizar con Hidréxido de Sodio al 10%. I

Transferir la solucién neutralizada en un balén Aforado de 100 mL y aforar con
Agua Destilada.

\ Realizar la Técnica de DNS l
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EXPRESION Y CALCULO PARA LA DETERMINACION DE

TOTALES DEL SUPLEMENTO MODIFICADO Y CONVENCIONAL.

SUPLEMENTO MODIFICADO
CURVA DE CALIBRACION

PATRON DE GLUCOSA: 0.1059 g de Glucosa Anhidra

0.1059 g Glucosa . 1000 mg
50 mL Soluciéon 1g

Conversién a mg / mL: = 2.118 mg/mL

TABLA. DETERMINACION DE LA CURVA DE CALIBRACION.

TUBOS PATRON DE | AGUA | ABSORBANCIA | CONCENTRACION
GLUCOSA uL mg/mL
pL
Blanco 0 1000 0 0
1 100 900 0.128 0.2118
2 150 850 0.219 0.3177
3 200 800 0.287 0.4236
4 250 750 0.388 0.5295
5 300 700 0.478 0.6354
6 350 650 0.534 0.7413
7 400 600 0.618 0.8472
8 450 550 0.719 0.9531
9 500 500 0.783 1.0590
10 550 450 0.871 1.1649
1" 600 400 0.959 1.2708
12 650 350 1.022 1.3767

REPRESENTACION CURVA DE CALIBRACION

y=0,7617x- 0,0195
R2 = 0,9988

£
=
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=
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S
-
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=
=
]
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0,8 1

Concentracion mg/mL
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EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Teniendo en cuenta los pesos de las muestras y los factores de dilucién, se
calcula el contenido de azucares totales en g de azucares totales por 100 g de
muestra.

CALCULO PARA LA DETERMINACION DE AZUCARES TOTALES Y
REDUCTORES

Concentracibn muestrag v nyision X 1 mL muestra
mL de soluciéon
X 100

% Azlcares Totales =
y/o Reductores

Peso de la muestra (g)

TABLA. PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DE AZUCARES TOTALES
Y REDUCTORES.

% Azucares | Prorr]edio % Azucares o Prorr]edio
Muestras totales % Azlcares reductores % Azlcares
(mg/mL) totales (mg/mL) reductores
(mg/mL) (mg/mL)
1 3.63 1.73
Suplemento 2 3.60 3.60 +/- 0.03 1.72 1.72 +/- 0.01
modificado 3 3.56 1.70
1 0.47 0.10
Suplemento 2 0.48 0.48 +/- 0.01 0.10 0.11 +/- 0.01
convencional 3 0.48 0.12

El promedio de azucares totales y reductores para el suplemento modificado fue
de 3.60% y 1.72%, con una desviacién estandar de 0.03 y 0.01 respectivamente,
mientras que para el suplemento convencional fue de 0.48% y 0.11% con una
desviacion estandar de 0.01.
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Anexo 4. PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DEL PORCENTAJE
DE HUMEDAD Y CENIZAS DEL SUPLEMENTO MODIFICADO Y
CONVENCIONAL.

DETERMINACION DETERMINACION
PORCENTAIJE DE PORCENTAJE DE
HUMEDAD CENIZAS
\_
2 2
”
Colocar la capsula en Homogenizar la muestra al bafio
estufa a 105°C x 2 horas de maria por 30 minutos
\ .
v
\\ # 4 N
Enfriar a temperatura ambiente
Pasar a desecador ) durante 30 minutos
durante 2 horas y pesar \ . s
la cdpsula tarada en 4 N
. Colocar el crisol en la mufla a 550°C
balanza analitica.
por 30 minutos
g : J
\_ | J
4 N v
Adicionar a la capsula e b N
tarada 3 mL de muestra Enfriar a temperatura am' iente en
L | ) el desecador y pesar el crisol en
v balanza analitica
\. . J
Colocar la cépsula con la *
muestra en la estufa a Depositar 3 mL de la muestra en el
105°C hasta peso crisol, llevarlo al bafio marfa
constante por 7 horas (evaporacion a sequedad por vapor
\_ | ) directo
v \_ J
\ q N
Retirar la capsula de la Llevar el crisol a la mufla hasta
estufa y pasarla al obtener cenizas libres de carbén
\ J

desecador, dejar enfriar
y pesar en balanza
analitica

. J
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EXPRESION Y CALCULO PARA LA DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE
HUMEDAD DEL SUPLEMENTO MODIFICADO Y CONVENCIONAL.

TABLA. VALORES EXPERIMENTALES EN LA DETERMINACION DEL
PORCENTAJE DE HUMEDAD.

PESO PESO
CAPSULA ‘ PESO CAPSULA % :
MUESTRA VACIO (g) CAPSULA + MUESTRA HUMEDAD PROMEDIO DESVIACION
+ MUESTRA - ESTANDAR
P4 ANTES DE LA DESPUES DE LA
TARADO ESTUFA (g) P, ESTUFA (g) Ps
SUPLEMENTO MODIFICADO
*M1 39.1213 41.4102 39.2531 94.2418
*M2 39.1910 41.4121 39.3176 94.3001
*M3 39.1012 42.4003 39.2839 94.4621 94.3% 0.1
SUPLEMENTO CONVENCIONAL
*M4 52.8433 55.7825 53.1678 88.95
*M5 52.8405 55.7836 53.1631 89.039
*M6 52.8411 55.7821 53.1595 89.17 89.1% 0.1

*M1, *M2, *M3 = Suplemento modificado. *M4, *M5, *M6 = Suplemento convencional.

CALCULOS:

g humedad = P; - P,

Masa de muestra= P, - P;

%HUMEDAD = g humedad / masa de muestra (g) X 100

% HUMEDAD =

P3-P1
P2 - P1

x 100
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EXPRESION Y CALCULO PARA LA DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE
CENIZAS DEL SUPLEMENTO MODIFICADO Y CONVENCIONAL.

TABLA. VALORES EXPERIMENTALES EN LADETERMINACION DE CENIZAS

PESO
CRISOL PESO CRISOL PESO CRISOL
MUESTRA , %
VACIO (g) + MUESTRA + MUESTRA .
P, ANTES DE LA DESPUESDELA | CENIZAS | PROMEDIO Zii‘gﬁngN
TARADO ESTUFA (g) P, ESTUFA (g) Ps
SUPLEMENTO MODIFICADO
M 20.9204 25.9126 20.9387 0.3666
M2 20.9238 25.9208 20.9435 0.3942
M3 20.9216 25.0243 20.9392 0.3518 0.37% 0.02
SUPLEMENTO CONVENCIONAL
M4 23.3758 32.0872 28.3829 0.1539
M5 28.3746 32,9532 28.3825 0.1725
M6 28.3607 32.9612 28.3784 0.1895 0.17% 0.02

*M1, *M2, *M3 = Suplemento modificado. *M4, *M5, *M6 = Suplemento convencional.

CALCULOS

g cenizas = P3 - P,

Masa de muestra= P, - P,

%CENIZAS= g cenizas / masa de muestra (g) X 100

% CENIZAS = -

P3-P1 x 100
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Anexo 5. PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DEL PORCENTAJE
DE GRASA DEL SUPLEMENTO MODIFICADO Y CONVENCIONAL.

Preparar un blanco, solo con los reactivos.

MANTENER LA MUESTRA A 20°C.

HOMOGENIZAR LA MUESTRA vy calentar al bafio de Maria a 38°C.

Enfriar la muestra x 30' y agitar evitando formar burbujas de aire

Colocar 10 mL de Acido Sulfurico, en el Butirdmetro de Gerber

Depositar 11 mL de la muestra,dejando deslizar por las paredes del Butirdmetro

( Se forma una capa de separaciodn sobre la superficie del 4cido ).

Adicionar por las paredes del butirémetro 1 mL de Alcohol Isoamilico o Amilico.

ey "aesaa—d ey’ ey’ Sy ey ey S

| Agitar y evitar formar burbujas de aire.

| Cerrar el butirémetro con el tapdn de goma y agitar vigorosamente de arriba hacia abajo. I

Calentar la mezcla durante 5 a 15' en Bafio de Maria a 65°C.

Centrifugar de 10-15' en Centrifuga Gerber de 1000 a 1200 r.pm.

Colocar el Butirémetro en Bafo de Maria a 65 °C X 5'. La porcién de la columna de grasa debe
qguedar sumergida en el agua.

De 5a 10'leer el % de grasa, ajustando el menisco inferior de la columna al cero de la escala
mediante el tapén de goma.
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EXPRESION Y CALCULO PARA LA DETERMINACION PORCENTAJE DE
GRASA- METODO GERBER (BUTIROMETRICO) DEL SUPLEMENTO

MODIFICADO

La Figura 1 muestra el porcentaje de grasa del Suplemento modificado, que fue de
0.6% plv.

2010/09/17

Figura 1. Porcentaje de Grasa. Fuente: Planta Piloto. Zootecnia. Universidad de La
Salle-Norte, 2010

EXPRESION Y CALCULO PARA LA DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE
GRASA POR EL METODO GERBER (BUTIROMETRICO) DEL SUPLEMENTO

CONVENCIONAL.

Figura 2. Porcentaje de Grasa. La muesta del suplemento comercial por el
método gerber, determind que no tenia grasa. Fuente: Planta Piloto. Zootecnia.
Universidad de La Salle-Norte, 2010
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Anexo 6. Resultados estadisticos para las pruebas quimicas del suplemento

convencional y modificado.

PROTEINAS BIURET

Estadisticos de muestras relacionadas

Desviacion Error tip. de
Media N tip. la media
Par1  ProtConv 9,2667 3 ,25166 ,14530
ProtMod ,8400 3 ,03606 ,02082
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de
confianza para la
Deswviacion | Error tip. de diferencia
Media tip. la media Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par1  ProtConv - ProtMod 8,42667 ,23159 ,13371 7,85137 9,00196 63,023 ,000

Se observan diferencias estadisticamente significativas p= 0,000 entre las proteinas
determinadas por Biuret para el suplemento convencional y modificado.

PROTEINA KJELDHAL
Estadisticos de muestras relacionadas
Desviacién Error tip. de
Media N tip. la media
Par1 ProtKConv | 8,955633 3 ,0290145 ,0167516
ProtKMod ,818600 3 ,0030116 ,0017388
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de
confianza para la
Desviacién | Error tip. de diferencia
Media tip. la media Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par1  ProtKConv - ProtKMod |8,1370333 ,0297574 ,0171804 |[8,0631118 |[8,2109548 473,622 ,000

Se observan diferencias estadisticamente significativas p= 0,000 entre las proteinas
determinadas por Kjeldahl para el suplemento convencional y modificado.
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HUMEDAD

Estadisticos de muestras relacionadas

Desviacion Error tip. de

Media N tip. la media

Par1  HumedCon |89,053000 3 ,1106662 ,0638931
HumedMod [94,334667 3 ,1141454 ,0659019

Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas

95% Intervalo de
confianza para la

Desviacién | Error tip. de diferencia
Media tip. la media Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par1  HumedCon - HumedMod -5,28167 ,0178119 ,0102837 -5,32591 -5,23742 -513,596 2 ,000

Se observan diferencias estadisticamente significativas p= 0,000 entre los resultados de
humedad para el suplemento convencional y el modificado.

CENIZAS
Estadisticos de muestras relacionadas
Desviacion Error tip. de
Media N tip. la media
Par1  CenizCon ,171967 3 ,0178060 ,0102803
CenizMod ,370867 3 ,0215196 ,0124243
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de
confianza para la
Desviacion Error tip. de diferencia
Media tip. la media Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par1  CenizCon - CenizMod | -,1989000 ,0320144 ,0184835 | -,2784281 | -,1193719 -10,761 2 ,009

Se observan diferencias estadisticamente significativas p= 0,009 entre los resultados de
cenizas para el suplemento convencional y el modificado.
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AZUCARES TOTALES

Estadisticos de muestras relacionadas

Desviacién Error tip. de
Media N tip. la media
Par1  AzucToCon , 476667 3 ,0057735 ,0033333
AzucToMod | 3,596667 3 ,0351188 ,0202759
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de
confianza para la
Desviacion | Error tip. de diferencia
Media tip. la media Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par1  AzucToCon - AzucToMod| -3,12000 ,0400000 ,0230940 | -3,21937 | -3,02063 | -135,100 ,000

Se observan diferencias estadisticamente significativas p= 0,000 entre los resultados de
azulcares totales para el suplemento convencional y el modificado.

AZUCARES REDUCTORES

Estadisticos de muestras relacionadas

Desviacion Error tip. de
Media N tip. la media
Par1  AzucRedConv ,106667 3 ,0115470 ,0066667
AzucRedMod 1,716667 3 ,0152753 ,0088192
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de
confianza para la
Desviacion | Error tip. de diferencia
Media tip. la media Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par1  AzucRedConv -
AzucRedMod -1,61000 ,0264575 ,0152753 -1,67572 -1,54428 -105,399 ,000

Se observan diferencias estadisticamente significativas p= 0,000 entre los resultados de
azucares reductores para el suplemento convencional y el modificado.
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EVALUACION
MICROBIOLOGICA

SUPLEMENTOS:

MODIFICADO Y CONVENCIONAL
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Anexo 7. PROCEDIMIENTO PARA LA EVALUACION MICROBIOLOGICA DEL
SUPLEMENTO MODIFICADO Y CONVENCIONAL.

Adicionar 10 mL de la Muestra y depositarlo dentro de un erlenmeyer con 90 mL de Peptona 0.1%. Rotulando como dilucién 10"

v
Homogenizar y realizar diluciones hasta 10°
\ 4

7
Tomar 1 mL de la dilucién 107, y pasarlo a la dilucién 107, homogenizar y tomar 1 mL de esta dilucién y pasarlo a la dilucién 107,
homogenizar y tomar 1 mL de esta dilucion y pasarlo a la dilucion 10* y asi sucesivamente hasta la 10°

\
Agregar 1 mL de cada una de las diluciones, desde 10™ hasta 10° en cajas de Petri estériles, por duplicado.

7
Recuento Total de Meséfilos: Adicionar medio de cultivo para recuento Plate Count en cada caja de Petri por dilucién (Total 12 cajas), e
incubar a 37°C de 24 a 48 horas.

\,
Recuento Mohos y Levaduras: Adicionar medio de cultivo Saboreaud en cada caja de Petri por dilucién (Total 12 cajas), e incubar a 23°C x
24 a 48 horas.

7
Coliformes Totales: Tomar 1 mL de las diluciones de peptona 10™, 10”y 10y adicionar por duplicado a los tubos con caldo Brilla, que
contengan campanas Durham invertidas. Incubar e incubar a 37°C de 24 a 48 horas.

G

7
Coliformes Fecales: Tomar 1 mL de las diluciones de peptona 10™, 107y 10”y adicionar por duplicado a los tubos con caldo Brilla, que
contengan campanas Durham invertidas. Incubar e incubar a 44.5°C de 24 a 48 horas.

A\

7
Recuento Staphylococcus aureus: Tomar 0.1 mL de las diluciones 107, 107y 10, depositarlos en cajas de Petri que contengan medio de
cultivo agar salado manitol y sembrar por difusion. Incubar a 37°C de 24 a 48 horas.

A\

7
Determinacién de Salmonella spp: Tomar 1 mL de la dilucién 10™ y depositarlo en un tubo con 9 mL de medio de cultivo Tetrationato,
incubar a 37°C x 24 horas. Tomar 0.1 mL del caldo TT y depositarlo en dos cajas con medio de cultivo XLD. Llevar a incubar a 37°C x 24
horas.

A\

’
Determinacion de Listeria monocytégenes: Tomar 0.1 mL de las diluciones 107, 10 y 107?, depositarlos en cajas de Petri que contengan
medio de cultivo PALCAM y sembrar por difusion. Incubar a 37°C de 24 a 48 horas.

G
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Anexo

SERIE A

DILLC l'm 10

=

8. PROCEDIMIENTO PREPARACION DE DILUCIONES E
INOCULACION EN MEDIOS DE CULTIVO PARA RECUENTO MICROBIANO
DELSUPLEMENTO MODIFICADO Y CONVENCIONAL.
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Fuente: (Adaptado) Desilvestri J, 2002
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Listeria monocytogenes




EXPRESION Y CALCULO PARA EL RECUENTO MICROBIANO

El recuento microbiano se realizé6 mediante la siguiente férmula:

U.F.C/ g 6 mL = Colonias contadas x factor de dilucion x alicuota

Donde:

Colonias contadas = Es el promedio de colonias contadas en dos o méas cajas de
Petri de la dilucion correspondiente.

Factor de Dilucion= 1/valor de la dilucion.

Factor de Alicuota = 1/ Alicuota inoculada.
Recuento total de microorganismos mesofilos

Figura 4. U.F.C/ mL de (m.a.v) y My L <10. Suplemento modificado

Recuento de Hongos y Levaduras

109



Determinacion Recuento de Estafilococo coagulasa positivo

Los resultados obtenidos fueron de U.F.C = < 10.

Figura 6. Recuento de Estafilococos coagulasa positivo (S. aureus). U.F.C < 10,

para el Suplemento convencional y modificado.

Por ultimo, los resultados para el crecimiento de Salmonella spp y Listeria
monocytogenes, fueron negativos reportandose como ausentes en ambos

suplementos.
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Anexo 9. DETERMINACION NUMERO MAS PROBABLE (NMP) COLIFORMES
TOTALES Y FECALES
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I i .
[ S

[
u
j g

<

[l

7
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. ; 1
’ =/
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Mye -
h Seetnini, — =

Figura 7. NMP = < 10, para el Suplemento convencional y modificado

EXPRESION Y CALCULO DEL NUMERO MAS PROBABLE

La férmula para calcular el NMP (NUMERO MAS PROBABLE) es la siguiente:

NMP/g 6 mL = Nimero de tubos positivos
\/ mL o g de muestra negativos x mL o g de muestra en todos los tubos
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VALORES DE NMP/ g 6 mL

Determinacién del NMP, segun la inoculacion realizada de las distintas diluciones

en sus respectivas series, como se muestra en la siguiente tabla

NUMERO DE TUBOS | NUMERO DE TUBOS | NUMERO DE TUBOS
POSITIVOS ENLA | POSITIVOS ENLA | POSITIVOS EN LA

DILUCION 10’ DILUCION 107 DILUCION 107 NMP
0 0 0 <3
0 0 1 3
0 1 0 3
1 0 0 4
1 0 1 7
1 1 0 7
1 1 1 11
1 2 0 11
2 0 0 9
2 0 1 14
2 1 0 15
2 1 1 20
2 2 0 21
2 2 1 28
3 0 0 23
3 0 1 39
3 0 2 64
3 1 0 43
3 1 1 75
3 1 2 120
3 2 0 93
3 2 1 150
3 2 2 210
3 3 0 240
3 3 1 460
3 3 2 1100
3 3 3 > 0 = 2400

Fuente: Mossel, 2002
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Anexo 10. Procedimiento preparacion medio de cultivo EMJH.

Pesar 2.3 g de medio de cultivo EMJH (Difco) y disolver en 900 mL de agua destilada

Llevar a esterilizar en calor himedo a 121 °C durante 15 minutos.

Adicionar suplemento convencional o modificado y antibidtico 5"Fluorouracilo.

Distribuir asepticamente 5 mL en tubos tapa rosca.

Realizar control de esterilidad a 37 °C durante 24 horas.

Almacenar a 4-8°C.
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Anexo 11. Estudio Piloto para la estandarizacion del protocolo de extraccion

de RNA bacteriano, Retrotranscripcion, PCR convencional y PCR en Tiempo

Real

Se realiz6é un estudio piloto para la estandarizacion del proceso de extraccién del

RNA bacteriano debido a los problemas reportados en estudios previos del grupo
de investigacion BIOMIGEN de la Universidad de La Salle (Baquero, 2010).

Objetivos

Determinar el protocolo de mantenimiento para mejorar la calidad del RNA
bacteriano.

Estandarizar los protocolos para la extraccibn de RNA bacteriano, la
Retrotranscripcion, la PCR convencional y la PCR en Tiempo Real.

Metodologia

a. Extraccion de RNA bacteriano: Se tomaron seis muestras de 1 mL a

partir del mismo cultivo bacteriano en el cual se habia comprobado
previamente el crecimiento de la bacteria mediante observacion directa por
campo oscuro. Para la extraccion del RNA bacteriano se utilizd el kit de
extraccion ZR Fungal/Bacterial RNA MicroPrep (Zymo Research®). La
extraccion se realizé a partir de 1 mL de cultivo liquido de la bacteria
obtenido de los puntos previamente seleccionados Estas muestras fueron
sometidas a tres diferentes protocolos de extraccion y conservacion como
se describe a continuacion:
Protocolo 1: 2 muestras fueron extraidas de forma directa con el kit
previamente citado siguiendo las indicaciones de la casa comercial.
Protocolo 2:2 muestras fueron obtenidas y almacenadas de forma rapida
a -70°C. A estas muestras se les realizd la extraccion de RNA dos dias

después del almacenamiento.
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Protocolo 3:2 muestras fueron obtenidas, conservadas en glicerol (1:1) y
almacenadas a -70°C. A estas muestras también se les realizd

extraccion dos dias después.

En el estudio también se incluy6 una cepa de Salmonella spp como control del
proceso. Posterior a la extraccion se realizd la Retrotranscripcion del RNA
bacteriano (RT) para la obtencion de cDNA y la PCR del gen lipL32 de acuerdo
con el protocolo descrito en un estudio previo (Baquero, 2010). Los productos
amplificados mezclados con 3 pL de azul de bromofenol fueron sembrados en
un gel de agarosa al 1,5% tefido con bromuro de etidio y visualizados en un

transiluminador.

b. PCR convencional y electroforesis: Una vez se realiz6 la extraccién del
RNA bacteriano, las muestras fueron sometidas a RT, PCR y electroforesis con
el fin de corroborar la obtencion de RNA. La RT, la PCR y la electroforesis se
realizaron de acuerdo al procedimiento descrito en un estudio previo (Baquero,
2010).
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Anexo 12. Ficha técnica del suplemento convencional.

L-000525JAA (0902)

&BD

"~ (17)11223(10)9356197(30)06

273510

Difco™ Leptospira °* '™

Enrichment EMJH

For use with Difco™ Leptospira Medium
Base EMJH in cultivating Leptospira. «

For Laboratory Use

Approximate Formula* per Liter of Purified Water
Bovine Albumin, 100 g; Polysorbate 80, 12.5 g;
Growth Factors, 1.6 g.

*Adjusted and/or supplemented as required

to meet performance criteria.

BD and BD Logo are trademarks of Becton, 8°C
Dickinson and Company. Difco is a trademark
of Difco Laboratories, subsidiary of Becton,
Dickinson and Company.

Becton, Dickinson and Company
Sparks, MD 21152 USA

9356197 s 2011-12-23
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DETERMINACION DE LA CINETICA DE
CRECIMIENTO MICROBIANO EN MEDIO DE
CULTIVO EMJH CON LOS SUPLEMENTOS
MODIFICADO Y CONVENCIONAL
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Anexo 13. CEPA AISLADA — MEDIO DE CULTIVO EMJH CONVENCIONAL.

CULTIVO ESTATICO

(Lic1A)

Dias

cexlsrroNicCcmNo RGN O

WWWWwwNhNDMPPDNPDNDMNDNDNDDNDDND
O OWON—-220 000N, WDN-—=LO

Horas
0
24
48
72
96
120
144
168
192
216
240
264
288
312
336
360
384
408
432
456
480
504
528
552
576
600
624
648
672
696
720
744
768
792
816
840

Absorbancia Cel/mL

0,003
0,021
0,047
0,077
0,093
0,095
0,122
0,181
0,183
0,185
0,241
0,344
0,49

0,492
0,492
0,493
0,499
0,509
0,574
0,587
0,589
0,593
0,482
0,477
0,471
0,467
0,461
0,457
0,406
0,378
0,297
0,29

0,292
0,189
0,196
0,194
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1,5E+08

1,05E+09
2,35E+09
3,85E+09
4,65E+09
4,75E+09
6,1E+09
9,05E+09
9,15E+09
9,25E+09
1,21E+10
1,72E+10
2,45E+10
2,46E+10
2,46E+10
2,47E+10
2,5E+10
2,55E+10
2,87E+10
2,94E+10
2,95E+10
2,97E+10
2,41E+10
2,39E+10
2,36E+10
2,34E+10
2,31E+10
2,29E+10
2,03E+10
1,89E+10
1,49E+10
1,45E+10
1,46E+10
9,45E+09
9,8E+09

9,7E+09

Log
8,17609126
9,0211893
9,37106786
9,58546073
9,66745295
9,67669361
9,78532984
9,95664858
9,96142109
9,96614173
10,080987
10,2355284
10,3891661
10,3909351
10,3909351
10,3918169
10,3970705
10,4056878
10,4578819
10,4676081
10,4690853
10,4720247
10,382017
10,3774884
10,3719909
10,3682869
10,3626709
10,3588862
10,307496
10,2764618
10,1717265
10,161368
10,1643529
9,97543181
9,99122608
9,98677173

Ln
18,8261459
20,772056
21,5776812
22,071339
22,2601331
22,2814105
22,5315546
22,9260306
22,9370197
22,9478894
23,2123305
23,5681752
23,921939
23,9260123
23,9260123
23,9280427
23,9401397
23,9599816
24,080163
24,1025584
24,1059597
24,112728
23,9054777
23,8950501
23,8823917
23,8738628
23,8609316
23,852217
23,7338867
23,6624278
23,4212657
23,3974145
23,4042874
22,9692806
23,0056482
22,9953917



GRAFICAS cepa aislada medio de cultivo EMJH convencional (Lic1A).
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Calculo parametros de crecimiento microbiano para la cepa aislada en el
medio de cultivo EMJH convencional (Lic1A) Leptospira interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae.

NUMERO DE GENERACIONES (FASE EXPONENCIAL):

Densidad Poblacional L
og cel /mL
cel /mL
Poblacién Final (Nf) 1,72E+10 10,2355284
Poblacion Inicial (No) 1,03E+09 9,0211893
n=3,3*LogNf-logNo
n= 3,3%(10,2355284 - 9,0211893)
n= 4.00 x 10* células / mL.
VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO
DensidEad Poblacional | Densidad Poblacional (Logaritng natural)
n Horas cel /mL
Nf y No
Tiempo Final (T) 264 1,72E+10 23,5681752
Tiempo Inicial o4 1,03E+09 20,772056
(To)

W = InNf — InNo / (Tf- To)
W = (23,5681752 - 20,772056) / (264 - 24)

p=1.2 x 102 células/h
CONSTANTE DE VELOCIDAD RELATIVA DE CRECIMIENTO

K =2.303* (logNf- logNo/ Tf-To)
K =2.303" (10,2355284 - 9,0211893) / (264 - 24)

K=1.2 x10? células/h
TIEMPO DE DUPLICACION (Td)
Td=t/n

Td = (264 - 24) / 4.00 x 10* cel / mL
Td = 59.89 HORAS
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Anexo 14. CEPA CONTROL — MEDIO DE CULTIVO EMJH CONVENCIONAL

(Lic2A)

Dias

caxlsaroNisCcdNOORBN O

W W WWWWMNDMNDNPDNDNDNDNDDNDDNDDN
O, WON-—->20O0C0O0ONOOOGTPA~AWDN—=O

Horas
0
24
48
72
96
120
144
168
192
216
240
264
288
312
336
360
384
408
432
456
480
504
528
552
576
600
624
648
672
696
720
744
768
792
816
840

Absorbancia Cel/mL

0,007
0,017
0,027
0,076
0,12

0,127
0,238
0,234
0,158
0,154
0,29

0,278
0,394
0,435
0,397
0,396
0,432
0,433
0,456
0,492
0,475
0,466
0,393
0,395
0,395
0,341
0,324
0,352
0,312
0,318
0,272
0,198
0,155
0,155
0,150
0,135
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1,5E+08
3,64E+08
5,79E+08
1,63E+09
2,57E+09
2,72E+09
5,1E+09
5,01E+09
3,39E+09
3,3E+09
6,21E+09
5,96E+09
8,44E+09
9,32E+09
8,51E+09
8,49E+09
9,26E+09
9,28E+09
9,77E+09
1,05E+10
1,02E+10
9,99E+09
8,42E+09
8,46E+09
8,46E+09
7,31E+09
6,94E+09
7,54E+09
6,69E+09
6,81E+09
5,83E+09
4,24E+09
3,32E+09
3,32E+09
3,21E+09
2,89E+09

Log
8,17609126
8,56144214
8,76235698
9,21180681
9,41017447
9,43479694
9,70757018
9,70020908
9,52965031
9,51851394
9,79339122
9,77503801
9,92648944
9,96948248
9,92978373

9,9286884
9,96647697
9,96748112
9,98995806
10,0229583
10,0076868
9,99937914
9,92538577
9,92759031
9,92759031

9,8637476
9,84153823
9,87753588
9,82514781
9,83342034
9,76556212
9,62765841
9,62132492
9,52132492
9,50708448
9,46132699

Ln
18,8261459
19,713449
20,1760726
21,210969
21,6677274
21,7244228
22,3525064
22,3355568
21,9428307
21,9171883
22,5501166
22,5078568
22,8565866
22,9555817
22,864172
22,8616499
22,9486613
22,9509734
23,0027285
23,0787144
23,0435505
23,0244213
22,8540453
22,8591215
22,8591215
22,7121182
22,6609792
22,7438669
22,6232389
22,6422871
22,4860378
22,1685027
21,9236608
21,9236608
21,890871
21,7855105



GRAFICAS cepa control medio de cultivo EMJH convencional (Lic2A).

CURVA DE CRECIMIENTO Lic2A
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21,5
21
0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (Dias])
DERIVADA - Lic2A
_ N

dP/dt

TIEMPO (Dias)
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Calculo parametros de crecimiento microbiano para la cepa control en el
medio de cultivo EMJH convencional (Lic2A) Leptospira interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae.

NUMERO DE GENERACIONES (FASE EXPONENCIAL):

Densidad Poblacional
Log cel / mL
cel /mL
Poblacion Final (Nf) 8,443E+09 9,92648944
Poblacién Inicial (No) 1,63E+09 9,21180681
n=3,3*LogNf-logNo
n=3,3%(9,92648944 - 9,21180681)
n=2.35 x 107 células/mL.
VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO
Densidad Densidad Ln
Poblacional Poblacional (L:;irrl;rlr)lo
En Horas cel / mL Nf y No
Tiempo Final (Tf) 288 8,443E+09 22,8565866
Tiempo Inicial (To) 72 1,63E+09 21,210969

U = InNf — InNo / (Tf- To)
U = (22,8565866 - 21,210969) / (288 - 72)

M=7.6x102 células/h
CONSTANTE DE VELOCIDAD RELATIVA DE CRECIMIENTO

K = 2.303* (logNf- logNo/ Tf-To)
K =2.303" ((9,92648944 - 9,21180681) / (288 - 72))

K=7.6x103células/h
TIEMPO DE DUPLICACION (Td)
Td=t/n

Td = (288 -72)/2.35x 10" cel / mL
Td = 91.58 HORAS
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Anexo 15. CEPA AISLADA — MEDIO DE CULTIVO EMJH MODIFICADO

(Lic1B)

Dias

s larronloCmNOaA®N O

W W WWWWMNDMNDNPDNDNDNDNDDNDDNDDN
O, WON-—->20O0C0O0ONOOOGTPA~AWDN—=O

Horas
0
24
48
72
96
120
144
168
192
216
240
264
288
312
336
360
384
408
432
456
480
504
528
552
576
600
624
648
672
696
720
744
768
792
816
840

Absorbancia Cel/mL

0,32
0,333
0,355
0,395
0,395
0,401
0,423
0,447
0,452
0,476
0,479
0,482
0,492
0,512
0,517
0,526
0,546
0,552
0,557
0,559
0,563
0,545
0,661
0,654
0,653
0,651

0,65

0,65
0,635
0,634
0,489
0,435
0,428
0,393
0,352
0,296

1,5E+08

1,56E+08
1,66E+08
1,85E+08
1,85E+08
1,88E+08
1,98E+08
2,1E+08
2,12E+08
2,23E+08
2,25E+08
2,26E+08
2,31E+08
2,4E+08
2,42E+08
2,47E+08
2,56E+08
2,59E+08
2,61E+08
2,62E+08
2,64E+08
2,55E+08
3,1E+08
3,07E+08
3,06E+08
3,05E+08
3,05E+08
3,05E+08
2,98E+08
2,97E+08
2,29E+08
2,04E+08
2,01E+08
1,84E+08
1,65E+08
1,39E+08
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Log
8,17609126
8,19338551
8,22116963
8,26753838
8,26753838
8,27408565
8,29728165

8,3212488
8,32607972
8,34854823
8,35127679
8,35398832
8,36290638
8,38021124
8,38443182
8,39192702
8,40813392
8,41288036
8,41679648
8,41835309
8,42144968
8,40733778
8,49114274
8,48651903
8,48585446
8,48452227
8,48385464
8,48385464
8,47371501
8,47303054
8,36025014
8,30943054
8,30238505
8,26533383
8,21748394
8,14223299

Ln
18,8261459
18,8659673
18,9299426
19,0367106
19,0367106
19,0517863

19,105197
19,1603835
19,171507
19,2232427
19,2295255
19,235769
19,2563036
19,2961495
19,3058677
19,3231261
19,3604438
19,3713729
19,3803901
19,3839743
19,3911045
19,3586107
19,5515787
19,5409322
19,539402
19,5363345
19,5347972
19,5347972
19,5114499
19,5098738
19,2501873
19,1331709
19,1169481
19,0316345
18,921456
18,7481843



GRAFICAS cepa aislada medio de cultivo EMJH modificado (Lic1B).

CelfmlL

1.2E+10
1E+10
8E+09
GE+09
4E+09
2E+09

0
-2E+09

CURVA DE CRECIMIENTO LiclB

v=-2E=07x*+ 8E+08% - 3E=08
R2=0.9369

S 10 15 20 25 30 35 40

TIEMPO

Ln (cel/ml)

19,6
19.5
19.4
19.3
19,2
19,1

19
18,9
18,8

EXPONENCIAL- LiclB

v =0.0237x+ 18,961
R:=0,9321

5 10 15 20 25

Tiempo [Dias)

dP/dt

1,5E+09

1E+09

500000000

0

-5E+08

-1E+09

-1,5E+09

DERIVADA- LiclB

N

AN I ]\

40

VW] V] \_n

TIEMPO ([Dias)
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Calculo parametros de crecimiento microbiano para la cepa aislada en el
medio de cultivo EMJH modificado (Lic1B) Leptospira interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae.

NUMERO DE GENERACIONES (FASE EXPONENCIAL):

Densidad Poblacional L
og cel / mL
cel /mL
Poblacién Final (Nf) 3,1E+08 8,49114274
Poblacién Inicial (No) 1,66E+08 8,22116963
n=3,3*LogNf-logNo
n= 3,3%(8.49114274 - 8.22116963)
n= 0.89 x 10° células / mL.
VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO
Densidad Densidad (Lo I;rrlitmo
Poblacional Poblacional ngtural)
En Horas cel / mL Nf y No
Tiempo Final (Tf) 528 3,1E+08 19,5515787
Tiempo Inicial (To) 48 1,66E+08 18,9299426

i = InNf — InNo / (Tf- To)
U= (19.5515787 - 18.9299426) / (528 - 48)

p=13x103células / h
CONSTANTE DE VELOCIDAD RELATIVA DE CRECIMIENTO

K =2.303* (logNf- logNo/ Tf-To)
K =2.303" ((9,969882 - 9,021189) / (528 - 48))

K=1.3x103células/h

TIEMPO DE DUPLICACION (Td)
Td=1t/n

Td = (528 - 48) /0.89 x 10° cel / mL
Td = 538.77 HORAS
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Anexo 16. CEPA CONTROL — MEDIO DE CULTIVO EMJH MODIFICADO

(Lic2B)

Dias

23iIzcianis0eNOaRGN O

W W WWWWMNDMNDPPDNDNDNDMNDDNDDNDDN
O, WON-—=>2O0 00N~ WDN—=O

Horas
0
24
48
72
96
120
144
168
192
216
240
264
288
312
336
360
384
408
432
456
480
504
528
552
576
600
624
648
672
696
720
744
768
792
816
840

Absorbancia Cel/mL

0,32
0,333
0,355
0,395
0,395
0,401
0,482
0,447
0,452
0,476
0,423
0,479
0,492
0,512
0,526
0,517
0,546
0,552
0,557
0,559
0,563
0,563
0,631

0,65
0,661
0,654
0,653
0,634
0,635
0,651
0,651

0,65
0,649
0,648

0,68

0,65
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1,5E+08
1,56E+08
1,66E+08
1,85E+08
1,85E+08
1,88E+08
2,26E+08

2,1E+08
2,12E+08
2,23E+08
1,98E+08
2,25E+08
2,31E+08

2,4E+08
2,47E+08
2,42E+08
2,56E+08
2,59E+08
2,61E+08
2,62E+08
2,64E+08
2,64E+08
2,96E+08
3,05E+08

3,1E+08
3,07E+08
3,06E+08
2,97E+08
2,98E+08
3,05E+08
3,05E+08
3,05E+08
3,04E+08
3,04E+08
3,19E+08
3,05E+08

Log
8,17609126
8,19338551
8,22116963
8,26753838
8,26753838
8,27408565
8,35398832

8,3212488
8,32607972
8,34854823
8,29728165
8,35127679
8,36290638
8,38021124
8,39192702
8,38443182
8,40813392
8,41288036
8,41679648
8,41835309
8,42144968
8,42144968
8,47097064
8,48385464
8,49114274
8,48651903
8,48585446
8,47303054
8,47371501
8,48452227
8,48452227
8,48385464
8,48318598
8,48251629
8,50345019
8,48385464

Ln
18,8261459
18,8659673
18,9299426
19,0367106
19,0367106
19,0517863

19,235769
19,1603835
19,171507
19,2232427
19,105197
19,2295255
19,2563036
19,2961495
19,3231261
19,3058677
19,3604438
19,3713729
19,3803901
19,3839743
19,3911045
19,3911045
19,5051307
19,5347972
19,5515787
19,5409322
19,539402
19,5098738
19,5114499
19,5363345
19,5363345
19,5347972
19,5332576
19,5317156
19,5799177
19,5347972



GRAFICAS cepa control medio de cultivo EMJH modificado (Lic2B).

350000000

CURVA DE CRECIMIENTO Lic2B

300000000
250000000

A

/ o

E 200000000
—

y=-259222x%% + 1E+07x + 1E+08

& 150000000

RI=0,919
100000000
50000000
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40
TIEMPO
EXPONENCIAL- Lic2B
3250000000
300000000
250000000
TE' 200000000
‘T‘: v =5E+06x + 2E+0B
o 150000000 RI=0,9096
100000000
50000000
]
o 5 10 15 20 25
Tiempo [Dias])
DERIVADA- Lic2B
F-=n
N A [
R |
-~
s 7\ l’ "’\v/\ | A
0 5 IU 15 20 2 30 35 40
v
TIEMPO (Dias)
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Calculo parametros de crecimiento microbiano para la cepa control en el
medio de cultivo EMJH modificado (Lic2B) Leptospira interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae.

NUMERO DE GENERACIONES (FASE EXPONENCIAL):

Densidad Poblacional
Log cel / mL
cel / mL
Poblacién Final (Nf) 2,96E+08 8,47097064
Poblacién Inicial (No) 1,66E+08 8,22116963
n=3,3*LogNf-logNo
n= 3,3%(8,47097064 - 8,22010809)
n= 0.82 x 10° células / mL.
VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO
Densidad Densidad Ln
Poblacional Poblacional (L:agjtirrlet‘rlr)lo
En Horas cel / mL Nf y No
Tiempo Final (Tf) 528 2,96E+08 195051307
Tiempo Inicial (To) 48 1,66E+08 18,9299426

K = InNf —InNo / (Tf- To)
M= (19,5051307 - 18.9299426) / (528 - 48)

pm=12x103células /h
CONSTANTE DE VELOCIDAD RELATIVA DE CRECIMIENTO

K =2.303* (logNf- logNo/ Tf-To)
K =2.303" (8,47097064 - 8,22010809) / (528 - 48))

K=1.2x10%células/ h

TIEMPO DE DUPLICACION (Td)
Td=t/n

Td = (528 - 48) /0.82 x 10° cel / mL
Td = 582.28 HORAS
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Anexo 17. Resultados estadisticos del crecimiento bacteriano en los medios EMJH
convencional y modificado bajo condiciones estaticas.

A partir del plan de analisis se utilizd el programa spss para determinar las medidas de
tendencia central en cada uno de los grupos de datos y la relacién en los grupos

experimentales.

CULTIVO ESTATICO

T1=>Cepa aislada medio convencional
T2=>»Cepa control medio convencional
T3=>»Cepa aislada medio modificado
T4=>»Cepa control medio modificado

Oraaiverdis
\idlise@ch
Fedaa
B

et lie
(e (SAE:LY raizly fiofin ) i
ey 1 2 1&ED Y| 1Ee ® &0
3 BIED Y| 1D ) =D
4 1EED *| 1ED ® 1D
2 1 AEED *| 1Em ) 78D
3 5D *| 1ED ® GED
4 D 16ED ® GED
3 1 “BEED Y| 1ED ® AED
2 5D Y| 1ED ® 75D
4 D JLizt) w =D
4 1 “FHED Y| 1ED ® AED
2 RS Y| 1Em ) 26D
3 TR 16D 1 IHD

Para determinar la existencia de variaciéon entre cada uno de los medios de cultivo y
condiciones del cultivo planteadas en el trabajo se realiz6 el test de Kolmogorov-Smirnov
y Shapiro-Wilk para determinar normalidad y la prueba de Levene para homocedasticidad.
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Pruebas de normalidad

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

CelxmL
N 144
Pardmetros normales &b Media 5,8E+09
Desviacion tipica 8,3E+09
Diferencias mas Absoluta ,264
extremas Positiva ,264
Negativa -,248
Z de Kolmogorov-Smirnov 3,172
Sig. asint6t. (bilateral) ,000

a. La distribucién de contraste es la Normal.
b. Se han calculado a partir de los datos.

p<0.05 Se rechaza la hipdtesis y se concluye que los datos no provienen de una
distribuciéon normal.

Tratamiento Kolmogorov-Smirnov(a) ‘ Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
CelxmL  T1 ,196 36 ,001 917 36 ,010
T2 ,150 36 ,039 ,938 36 ,046
T3 ,120 36 ,200(%) ,950 36 ,108
T4 ,191 36 ,002 ,908 36 ,006

p<0.05 Se rechaza la hipdtesis y se concluye que los datos no provienen de una
distribucion normal.

En general, la falta de normalidad de los residuos no tiene gran efecto en el nivel de
significancia del test F (La prueba F es estadisticamente robusta).

Prueba de Homogeneidad

El valor de importancia para la homogeneidad de las diferencias es <0.05, por lo que las
varianzas de los grupos son significativamente diferentes. Dado que este es un supuesto
de analisis de varianza, se fue muy cuidadoso en la interpretacién de los resultados de
esta prueba:
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Estadistico de
Levene gl gl2 Sig.

CelxmL Basandose en la

media 116,653 3 140 ,000

Basandose en la

mediana. 99,823 3 140 ,000

Basandose en la

mediana y con gl 99,823 3 44,657 ,000

corregido

Basandose en la

media recortada 114,975 3 140 ,000

p<0.05 No se cumple el supuesto de homogeneidad de varianza. En este caso se calcul
adicionalmente el Test de Welch prueba de comparacién de medias que toma en cuenta
este problema.

ANOVA
CelxmL
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 6453205722 2151068574
3541600000 3 | 1180550000 91,105 ,000
00,000 00,000
Intra-grupos 3305534804 2361096289
9722200000 140 | 2658720000
00,000 ,000
Total 9758740527
3263800000 143
00,000

Este es el resultado de ANOVA principal. El valor de significacién comparando los grupos
(El crecimiento cel/mL en cada Grupo experimental) es (<0.05), por lo que podria rechazar
la hipotesis nula (no hay diferencia en las puntuaciones medias del crecimiento entre los
Sin

significativamente diferentes, esto podria ser la respuesta equivocada. Por tal motivo se

cuatro grupos experimentales). embargo, dado que las varianzas son

calculé el Test de Welch y las estadisticas de Brown-Forsythe que permiten utilizar los

datos en estas circunstancias:
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Pruebas robustas de igualdad de las medias

CelxmL

Estadistico’ gl gl2 Sig.
Welch 78,742 3 70,004 ,000
Brown-Forsythe 91,105 3 42,693 ,000

a. Distribuidos en F asintéticamente.

El valor de significacion de estas pruebas son a la vez <0.05, por lo que todavia se
rechaza la hipétesis nula. Sin embargo, este resultado no estd indicando que el
crecimiento (cel/mL) es responsable de la diferencia, por lo que se requiere el resultado
de la prueba post hoc:
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——
* La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.

La prueba de Tukey se basa en la homogeneidad de la varianza, por lo que se ignoraron
estos resultados. La Games-Howell prueba post-hoc no se basa en la homogeneidad de
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varianza (es por eso que se utilizd esta prueba post-hoc) y por lo tanto pueden ser
utilizados los resultados.

Resultado: Los cuatro modelos experimentales producen resultados significativamente
diferentes. Hay una diferencia significativa entre el crecimiento (cel/mL) del medio
modificado y el convencional para las dos cepas estudiadas; sin embargo, como se
observa en los resultados de la prueba entre el grupo 3 y 4 no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas; lo cual indica que el crecimiento para la cepa aislada y

control en el medio modificado fue similar pero se diferencié del convencional.
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CULTIVO AGITADO

Anexo 18. CEPA AISLADA — MEDIO DE CULTIVO EMJH CONVENCIONAL

AGITADO (Lic1AC).

Dias

0,183
0,256
0,328
0,799
0,872
0,776
0,783
0,49
0,527
0,519
0,481

O© 0O NO O~ WODN—=O

—_
o

GRAFICAS cepa aislada medio de cultivo EMJH convencional agitado

Absorbancia

Cel/mL

9,15E+09

1,28E+10

1,64E+10
3,995E+10
4,36E+10

3,88E+10
3,915E+10
2,45E+10

2,635E+10
2,595E+10
2,405E+10

Log

9,96142109
10,10721
10,2148438
10,6015168
10,6394865
10,5888317
10,5927318
10,3891661
10,4207806
10,4141374
10,3811151

Ln

22,9370197
23,272711
23,5205472
24,4108945
24,498323
24,3816861
24,3906663
23,921939
23,9947341
23,9794374
23,9034008

(Lic1AC).
CURVA DE CRECIMIENTO LiclAC
10.8
10.7
10.6
— 10,5
E 10,49 -.r'——l"l 01992 = 0 2435 =
= 103 R:=0.9034
] ;
“en 10,2
5101
10
9.9
9.8
0 2 [ 8 10 12
Tiempo [Dias}
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Exponencial LiclAC

24,60000000
24, 40000000
24.20000000
24, 00000000
23, 850000000
22,60000000

23, 40000000
23,20000000 - v =10,1669x = 22 835
: : R:ZI=10,9132

2300000000
/

22 . 530000000 |
22 60000000

Ln{Cel/ml]

Lo 0.5 a 1.5 2 2.5 E] 3.5
Tiempo (Dias)

DERIVADA - LiclAC

Titulo del eje

Q
I
&5
(=1}
=]
i
Q
N

Titulo del aje

Calculo parametros de crecimiento microbiano para la cepa aislada en el
medio de cultivo EMJH convencional agitado (Lic1AC) Leptospira
interrogans serovar Icterohaemorrhagiae.

NUMERO DE GENERACIONES (FASE EXPONENCIAL):

Densidad Poblacional
cel / mL Log cel / mL
Poblacién Final (Nf) 4E+10 10,6015168
Poblacion Inicial (No) 9,15E+09 9,96142109

n=3,3*LogNf-logNo
n= 3,3*(10,6015168 - 9,96142109)
n=2.11 x 10° células / mL.
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VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO

i ; Ln
Densidad Densidad .
Poblacional Poblacional (Lr?agtz':;llt)w
En Horas cel / mL Nf y No
Tiempo Final (Tf) 264 4E+10 24,4108945
Tiempo Inicial (To) 240 9,15E+09 22,9370197

U = InNf — InNo / (Tf- To)

U = (24,4108945 - 22,9370197) / (264 - 192)
M=20x102células /h

CONSTANTE DE VELOCIDAD RELATIVA DE CRECIMIENTO

K = 2.303* (logNf- logNo/ Tf-To)
K =2.303*((10,6015168 - 9,96142109) / (264 -192))

K =2.0x10?células/ h

TIEMPO DE DUPLICACION (Td)
Td=t/n
Td = (264 - 192) / 2.36 cel / mL

Td = 34.08 HORAS
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Anexo 19. CEPA CONTROL — MEDIO DE CULTIVO EMJH CONVENCIONAL

AGITADO (Lic2AC)

GRAFICAS cepa control medio de cultivo EMJH

Dia Absorbancia Cel/mL Log Ln

0 0,158 3,39E+09 19,5302 21,9440958
1 0,238 511E+09 9,70812 22,3537714
2 0,293 6,29E+09 9,79841 22,5616733
3 0,324 6,95E+09 9,842088 22,6622442
4 0,342 7,34E+09 9,865569 22,7163115
5 0,408 8,75E+09 9,942203 22,8927679
6 0,63 1,35E+10 10,13088 23,3272205
7 0,874 1,88E+10 10,27305 23,6545811
8 0,814 1,75E+10 10,24217 23,5834611
9 0,473 1,01E+10 10,0064 23,0405961
10 0,438 9,40E+09 9,973017 22,9637196

convencional agitado

(Lic2AC).

CURVA DE CRECIMIENTO Lic2AC
10,1

. 10 / —
E 9.9
= os
w97

— 96 w=-0,0073x2+ 0,1141x + 9,5657
% R =0,9716
9.5
2 4 5] 8 10 12
Tiempo (Dias)
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Exponencial- Lic2AC

23,2
22.8 o
:€22,6 —— /
“awe
22 A
21.8 |
0 2 4 G 8
Tiempo [Dias])
DERIVADA- Lic2AC
N
/ \

dp/dt

(4] 2 4 (] \8 /10 i

N”

Tiempo [Dias)

Calculo parametros de crecimiento microbiano para la cepa control medio de
cultivo EMJH convencional agitado (Lic2AC) Leptospira interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae.

NUMERO DE GENERACIONES (FASE EXPONENCIAL):

Densidad Poblacional
cel / mL Log cel / mL
Poblacién Final (Nf) 1,35E+10 10,13088
Poblacién Inicial (No) 3.39E+09 9,5302

n=3,3*LogNf-logNo
n=3,3*(10,13088 - 9.5302)
n= 1.55 x 107 células / mL.
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VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO

. . Ln
Densidad Densidad .
Poblacional Poblacional (L:agjtirrlet‘rlr)lo
En Horas cel / mL Nf y No
Tiempo Final (Tf) 336 1,35E+10 23,3272205
Tiempo Inicial (To) 192 3,39E+09 21,9440958

i = InNf — InNo / (Tf- To)
U = (23,3272205 - 21,9440958) / (336 - 192)

pH=7.5x102células / h

CONSTANTE DE VELOCIDAD RELATIVA DE CRECIMIENTO

K =2.303* (logNf- logNo/ Tf-To)
K =2.303%(9.999929 - 9.5302) / (336 - 192))

K =7.5x102células / h
TIEMPO DE DUPLICACION (Td)

Td=t/n
Td = (336 - 192) / 1.98 cel / mL

Td = 72.64 HORAS
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Anexo 20. CEPA AISLADA — MEDIO DE CULTIVO EMJH MODIFICADO
AGITADO (Lic1BC)

Dia Absorbancia Cel/mL Log Ln

0 0,132 2,12E+08 8,32633586 19,1720968
1 0,474 7,61E+08 8,88154027 20,4505022
2 0,643 1,03E+09 9,0139729 20,7554396
3 0,639 1,03E+09 9,01126279 20,7491994
4 0,64 1,03E+09 9,0119419 20,7507631
5 0,641 1,03E+09 9,01261996 20,7523244
6 0,635 1,02E+09 9,00853566 20,7429199
7 1,002 1,61E+09 9,20662965 21,1990482
8 1,137 1,83E+09 9,26152239 21,3254434
9 1,277 2,05E+09 9,31195283 21,4415638

—_
o

1,183 1,9E+09 9,27874667 21,3651038

GRAFICAS cepa aislada medio de cultivo EMJH modificado agitado (Lic1BC).

CURVA DE CRECIMIENTO Lic1BC

9.4

9.2
= 9
E
=
& 8.8
oo yv=-0,0117x2+ 0,2107x + 8,3325
5 8.6 R =0.9974

8.4

8.2

0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (Dias)
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Exponencial Lic1BC

21,4
oo 312 ;
E __—
a
< 20,8
£ / y=0,1131x + 20,425

204 - RZ=0,9335

20,4

0 1 2 3 4 5 6 7 8
TTiempo [Dias)
DERIVADA- LiclBC
1] 2 4 (5] 8 10 12
Tiempo(Dias)

Calculo parametros de crecimiento microbiano para la cepa aislada en el
medio de cultivo EMJH modificado agitado (Lic1BC) Leptospira interrogans
serovar Icterohaemorrhagiae.

NUMERO DE GENERACIONES (FASE EXPONENCIAL):

Densidad Poblacional
cel / mL Log cel / mL
Poblacion Final (Nf) 1,61E+10 9,20662965
Poblacion Inicial (No) 5,12E+08 8,32633586

n=3,3*LogNf-logNo
n= 3,3%(9,20662965 - 8,32633586)
n=2.90 x 10’ células / mL.
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VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO

. . Ln
ngrasczi(:)a:al ngrasc:iti)a:al (Lr?agtz';'i::lt)m
En Horas cel /mL Nf y No
Tiempo Final (Tf) 360 1,61E+10 21,1990482
Tiempo Inicial (To) 192 2.12E+08 19,1720968

K = InNf — InNo / (Tf- To)
M =(21,1990482 - 19,1720968) / (360 - 192)

M=4.5x102células / h

CONSTANTE DE VELOCIDAD RELATIVA DE CRECIMIENTO

K = 2.303* (logNf- logNo/ Tf-To)
K = 2.303%(9,20662965 - 8,32633586) / (360 - 192))

K= 4.5x103 células/ h

TIEMPO DE DUPLICACION (Td)

Td=t/n
Td = (360 - 192)/2.90 x 10" cel / mL

Td = 57.83 HORAS
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Anexo 21. CEPA CONTROL - MEDIO DE CULTIVO EMJH MODIFICADO

AGITADO (Lic2BC)

GRAFICAS cepa control medio de cultivo EMJH modificado agitado (Lic2BC).

Dia

0,452
0,497
0,646
0,681
0,736
0,886
1,124
1,432
1,437
1,194
1,106

© O N O h~WDN—-O

—_
o

Absorbancia Cel/mL

2,12E+08
2,33E+08
3,03E+08
3,19E+08
3,45E+08
4,16E+08
5,27E+08
6,72E+08
6,74E+08
5,6E+08
5,19E+08

Log

8,32633586
8,36755381
8,48142994
8,50434454
8,53807524
8,61863115
8,72196374
8,82714044
8,82865419
8,74820175
8,71495255

Ln

19,1720968
19,2670047
19,5292142
19,581977
19,6596448
19,8451316
20,0830637
20,325242
20,3287275
20,1434789
20,0669198

Log (Cel/mL)

8.9
8.8
8.7
8.6
8.5
8.4
8,3
8,2

CURVA DE CRECIMIENTO Lic2BC

P —
7 y =-0,0053x%2+ 0,1011x + 8,2856
/ R*=0,9127
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (Dias}
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Exponencial Lic2BC
20,2
20,1
20
19,9
—
£ 19.8
i.‘: 19,7 ~
=195 v =0,1459x = 19,15
g P RZ=0,9527
19,3 -
19,2
0 1 7 3 4 5 6 7
Tiempo [(Dias}
DERIVADA - Lic2BC
5
[«
-
0 2 a 6 \ 8 10 12
Tiempo([Dias)

Calculo parametros de crecimiento microbiano para la cepa control en el
medio de cultivo EMJH modificado agitado (Lic2BC) Leptospira interrogans

serovar Icterohaemorrhagiae.

NUMERO DE GENERACIONES (FASE EXPONENCIAL):

Densidad Poblacional
cel / mL Log cel /mL
Poblacién Final (Nf) 5,27E+08 8,72196374
Poblacién Inicial (No) 2,12E+08 8,32633586

n=3,3*LogNf-logNo
n= 3,3%(8,72196374 - 8,32633586)
n=1.17 x 10° células / mL.
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VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO

i ; Ln
Densidad Densidad .
Poblacional Poblacional (Logaritmo
En Horas cel / mL natural)
Nf y No
Tiempo Final (Tf) 336 5,27E+08 20,0830637
Tiempo Inicial (To) 192 2,12E+08 19,1720968

i = InNf — InNo / (Tf- To)
I = (20,0830637 - 19,1720968) / (336 - 192)

M =6.80 x 103 células / h

CONSTANTE DE VELOCIDAD RELATIVA DE CRECIMIENTO

K = 2.303* (logNf- logNo/ Tf-To)
K =2.303%(8,721963737 - 8,326335861) / (336 - 192))

K = 6.80 x 103 células / h

TIEMPO DE DUPLICACION (Td)

Td=t/n
Td =(336-192)/1.17 x 10° cel / mL

Td = 102.60 HORAS
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Anexo 22. Resultados estadisticos del crecimiento bacteriano en los medios
EMJH convencional y modificado bajo condiciones de agitacion.

A partir del plan de analisis se utilizd el programa spss para determinar las medidas de
tendencia central en cada uno de los grupos de datos y la relacién en los grupos

experimentales.

CULTIVO AGITADO

T1=>Cepa aislada medio convencional
T2=>»Cepa control medio convencional
T3=>»Cepa aislada medio modificado
T4=>»Cepa control medio modificado

Descriptivos
CelxmL
Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo

1 11 2,7E+10 1,175E+10 | 3,54E+09 1,947E+10 3,5E+10 9,2E+09 | 4,36E+10
2 11 9,7E+09 | 4948435014 1,49E+09 | 6414687032 1,3E+10 3,4E+09 | 1,88E+10
3 11 1,2E+09 555519462 1,67E+08 | 854342401,8 1,6E+09 2,1E+08 2,1E+09
4 11 4,3E+08 165622078 | 49936935 | 323279028,6 5,5E+08 2,1E+08 6,7E+08
Total 44 9,7E+09 1,257E+10 | 1,89E+09 | 5868968453 1,4E+10 2,1E+08 | 4,36E+10

Para determinar la existencia de variacion entre cada uno de los medios de cultivo y
condiciones del cultivo planteadas en el trabajo se realiz el test de Kolmogorov-Smirnov
para determinar normalidad y la prueba de Levene para homocedasticidad.

Pruebas de normalidad

CelxmL
N 44
Media 96900681
81,818180
Parametros normales(a,b) Desviacion tipica 12568258
152,79282
00
Diferencias méas extremas Absoluta ,228
Positiva ,228
Negativa -,225
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,515
Sig. asintot. (bilateral) ,000
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p<0.05, se rechaza la hipétesis y se concluye que los datos no provienen de una

distribucién normal.

En general, la falta de normalidad de los residuos no tiene gran efecto en el nivel de
significancia del test F (La prueba F es estadisticamente robusta).

Prueba de Homogeneidad

El valor de importancia para la homogeneidad de las diferencias es <0.05, por lo que las
varianzas de los grupos son significativamente diferentes. Dado que este es un supuesto
de analisis de varianza, se fue muy cuidadoso en la interpretacién de los resultados de
esta prueba:

Prueba de homogeneidad de varianzas

CelxmL

Estadistico
de Levene gl gl2 Sig.
17,378 3 40 ,000

p<0.05, no se cumple el supuesto de homogeneidad de varianza. En este caso se calculo
adicionalmente el Test de Welch prueba de comparacién de medias que toma en cuenta

este problema.

ANOVA
CelxmL
Suma de Media
cuadrados gl cuadrdtica F Sig.
Inter-grupos 5,164E+21 3 1,72E+21 42,293 ,000
Intra-grupos | 1,628E+21 40 | 4,07E+19
Total 6,792E +21 43

Este es el resultado de ANOVA principal. El valor de significacién comparando los grupos
(el crecimiento cel/mL en cada Grupo experimental) es <0,05, por lo que podria rechazar
la hipotesis nula (no hay diferencia en las puntuaciones medias del crecimiento entre los
cuatro grupos experimentales). Sin embargo, dado que las varianzas son
significativamente diferentes, esto podria ser la respuesta equivocada. Por tal motivo se
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calculé el Test de Welch y las estadisticas de Brown-Forsythe que permiten utilizar los

datos en estas circunstancias:

Pruebas robustas de igualdad de las medias

CelxnlL

Estadistco | gt g2 Sig.
Welch 36,049 3 17,556 ,000
Brown-Forsythe 42,293 3 13,496 ,000

a. Distribuidos en F asintticarrente.
El valor de significacion de estas pruebas son a la vez <0.05, por lo que todavia se
rechaza la hipétesis nula. Sin embargo, este resultado no esta indicando que el
crecimiento (cel/mL) es responsable de la diferencia, por lo que se requiere el resultado
de la prueba post hoc:

Comparaciones muiltiples

Variable dependiente: CelxmL

Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Limite

() NoTratamiento  (J) NoTratamiento medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inferior superior
HSD de Tukey 1 2 1,762E+10 | 2,72E+09 ,000 1,033E+10 2,5E+10
3 2,613E+10*| 2,72E+09 ,000 1,884E+10 3,3E+10

4 2,692E+10 *| 2,72E+09 ,000 1,963E+10 34E+10

2 1 -1,7620E+10 *| 2,72E+09 000 | -2,4912E+10 | -1,0E+10
3 8511545455* | 2,72E+09 ,017 1219804924 1,6E+10

4 9304545455* | 2,72E+09 ,008 2012804924 1,7E+10

3 1 -2,6132E+10 *| 2,72E+09 ,000 | -3,3423E+10 -1,9E+10
2 -8511545455* | 2,72E+09 ,017 | -1,5803E+10 -1,2E+09

4 793000000,0 2,72E+09 ,991 | -6498740531 8,1E+09

4 1 -2,6925E+10 *| 2,72E+09 ,000 | -3,4216E+10 -2,0E+10
2 -9304545455* |  2,72E+09 ,008 | -1,6596E+10 -2,0E+09

3 -793000000 2,72E+09 ,991 | -8084740531 6,5E+09

Games-Howell 1 2 1,762E+10 | 3,84E+09 ,002 6390303934 2,9E+10
3 2,613E+10*| 3,55E+09 ,000 1,529E+10 3,7E+10

4 2,692E+10 * | 3,54E+09 ,000 1,609E+10 3,8E+10

2 1 -1,7620E+10 *| 3,84E+09 ,002 | -2,8850E+10 -6,4E+09
3 8511545455* | 1,50E+09 ,001 3938675045 1,3E+10

4 9304545455* | 1,49E+09 ,000 4739251403 1,4E+10

3 1 -2,6132E+10 *| 3,55E+09 ,000 | -3,6970E+10 -1,5E+10
2 -8511545455* | 1,50E+09 ,001 -1,3084E+10 -3,9E+09

4 793000000,0 *| 1,75E+08 ,003 | 2725349014 1,3E+09

4 1 -2,6925E+10 *| 3,54E+09 ,000 | -3,7760E+10 -1,6E+10
2 -9304545455* |  1,49E+09 ,000 | -1,3870E+10 -4,7E+09

3 -793000000* | 1,75E+08 ,003 | -1313465099 | -2,7E+08

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

* La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.

La prueba de Tukey se basa en la homogeneidad de la varianza, por lo que se ignoraron

estos resultados. La Games-Howell prueba post-hoc no se basa en la homogeneidad de
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varianza (es por eso que se utilizd esta prueba post-hoc) y por lo tanto pueden ser
utilizados los resultados. Resultado: Los cuatro modelos experimentales producen
resultados significativamente diferentes. Hay una diferencia significativa entre el
crecimiento (cel/mL) del medio modificado y el convencional para las dos cepas
estudiadas en condiciones de agitacion.
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Anexo 23. Resultados directos del Trabajo.
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i Evaluation of the culture EMJH conventional and modified medinm for the growth of Leptospira

+__|: interrogans serovar Icterohaemorrhagiae under two conditions: static and agitated.
£

el

Rosario Santas Arias'*, Arlen Gémez Ramirez™?, **¢ Patricia Hernindez-Rodriguez

'Biology and Microbiology Laboratory - Department of Basic Sciences; t'F,pichz:::lial:]gy and Public
. Health Research Group; * Baculty of Agricultural Sciences - Veterinary Medicine Program; ‘Director of |
“ Molecular Biology and Immunogenetics Research Group — BIOMIGEN; *Department of Basic Sciences 5
I . Biology Program; ®Animal Medicine and Reproduction Research Center - CIMRA. Universidad de La =

' Salle. Bogotd, Colombia.

“ The nufritional requirements of Leptospira spp make it a slow-growing organism and difficult to =
I maintain, so that several smdies have evaluated the chemically defined nutrient medium that stimulate =3
L growth and promote sustainability. However, maintenance of the strains increase in research costs, then =
you must make successive subculiures that cause loss of virulence of the strains. The objective of this
- research project was to cvaluate the Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) medium
= conventional and modified against the growth of ATCC control Leptospira interrogans Serovar 'Lﬂ

nE

“7 Jeterohnemorrhagiae strain and a strain of Leprospira interrogans serovar Icterohacmorrhagiae isolated —)
of hovine urine. Population density was determined under controlled growing conditions for the static !
medium and agitation by spectrophotometry. The results showed that the growth rate under static 1,
= conditions of Leptospira inferrogans serovar, Icterohaemorrhagise isolated was 6.7 x10° cellm' 55
= conventional medium > 1.7 x 104 cell/h™ modified medium and the reference strain of 2.8 x 10° cell/h’
=1 conventional medinm > 3.2 x10° cell/h? modified medium. For the condition of agitalion, the growth *
rate of the control strain in conventional medium was 9 x 10° celUh™ > 8.1 x 10° cellh’ modified
medium. The growth rate of the isolated strain in conventional medium was 3.4 x cell/h” 107> 7.5 x 10° i
- cellVh ' modified medium. It was concluded that the growth rate was better in the conventional medium '
-, with respect to modified under both growth conditions; however, the results showed that growth during i.lj

the exponential phase was maintained for Jonger during the modified crop in agitation. From the results r.':_—J
obtained of the culture medium modified and agitation to help reduce maintenance costs of the strains of '[L_-n
]

" Leplospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae and will be useful for further research with other f
= serovars of difficuit growth. &)
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B Dear Dr Hernandez-Rodriguez,

Iam the head of pharmaceutical development at Imaxio, a french company which produces and distributes the human
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tél: + 33 (0) 6 896 843 37
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