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RESUMEN

La leptospirosis es una de las zoonosis mas distribuidas a nivel mundial, y en el
Per ha cobrado mucha importancia en la salud pablica debido al aumento en la
prevalencia de la enfermedad en la region amazédnica, sin embargo, su diagnéstico
es complicado ya que sus manifestaciones clinicas son inespecificas y muy
variables. Por esta razén se necesita de la implementacion de nuevas técnicas de
diagnostico que sean rapidas y efectivas, que sirvan para la construccion de la
epidemiologia de la enfermedad y faciliten el seguimiento del riesgo en animales
reservorios, identificando qué serovariedades albergan de modo que se puedan
crear vacunas eficientes que eviten brotes futuros de Leptospirosis. El presente
estudio tuvo como objetivo desarrollar una sistema basado en melting de alta
resolucion (HMR, por sus siglas en inglés) para la identificacion de subespecies
patdgenas de Leptospira presentes en muestras de orina de perros y cerdos
provenientes del sector 20 en el distrito de Belen-lquitos, para ello, se colectaron
63 muestras orina de perros domésticos y 88 muestras de orina de cerdos
provenientes camales clandestinos. Luego se seleccionaron los genes marcadores
lipL32, IpxC, secY, ompLl y wzy para el andlisis de melting, debido a sus
propiedades antigénicas, sin embargo solo los tres primeros se utilizaron para la
genotipificacion de Leptospira por el alto poder discriminatorio (DI=0.94) que se
conseguia al utilizarlos en simultaneo en 19 cepas de referencia de Leptospira
patogéna, ademas los tres presentaron un valor de sensibilidad de 10" bacteria/uL
y eficiencia de tipificacion mayor al 85%. La reproducibilidad del HRM fue de
100% vy el porcentaje de confidencia de los clusters generados fue mayor al 90%.

El sistema de genotipificacion en las muestras inicié con la deteccion de aquellas



que albergaban Leptospira patdgena, utilizando el gen lipL32 en un PCR
cuantitativo, donde se obtuvo 14 muestras positivas en perros y 13 en cerdos.
Luego se determind el genotipo en las muestras por comparacién con los
genotipos que se deteerminaron en las cepas de referencia, obteniéndose que 11 de
las muestras de perros correspondian a al genotipo 2, dentro del cual se
encuentran las serovariedades: L. interrogans Australis Australis Ballico, L.
interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami, L. Interrogans Djasiman Djasiman
Djasiman y L. interrogans Icterohaemorragiae Copenhageni M20 y una
pertenecia a la serovariedad L. kirschneri Grippatyphosa Gripatyphosa Moskava
V. En cerdos también se identificaron muestras pertenecientes al genotipo 2, sin
embargo, cuatro pertenecian a la especie L. santarosai, y dos a las especies L.
kirschneri y L. noguchii. Finalmente los genotipos fueron determinados por el
sistema fueron verificados mediante secuenciamiento y se encontr6 que todos
perfiles de melting obtenidos correspondian a un genotipo especifico. En
conclusion se reporta por primera vez un sistema de genotipificacion de
subespecies patogenas de Leptospira spp. realizado directamente de muestras de
orina de perros y cerdos (potenciales reservorios) con un alto poder
discriminatorio, ademas se reportan tres especies (L. santarosai, L. kirschneri y L.

noguchii) que no han sido identificadas en cerdos hasta la fecha.

Palabras clave: Leptospira spp., HRM, diagnostico, genotipificacion.



ABSTRACT

Leptospirosis is widely prevalent in the Peruvian Amazon. Animal reservoirs
contaminating water sources likely drive seasonal outbreaks of severe human
leptospirosis. Knowing animal isolate genotypes would help us understand the
transmission dynamics of leptospirosis in this environment. Culturing Leptospira
from animals is challenging in this setting, so we aimed to develop a genotyping
system based on High Resolution Melting (HRM) for the identification of
pathogenic subspecies of Leptospira, directly from animal urine samples from a

flood-prone area of Belen, Iquitos, Peru.

HRM profiles of 19 Leptospira reference strains were determined using lipL32,
IpxC and secY marker genes. Urine samples were collected from 63 dogs and 88
pigs from homes and a unlicensed slaughterhouse, and assayed using lipL32-
gPCR to detect pathogenic Leptospira. Genotypes of DNA in positive samples
were determined by HRM and verified by sequencing. The reproducibility, typing
efficiency and discriminatory index (DI) values of our test were 100%, 85% and
0.94, respectively. In total, 14 dog urine samples (22.2%) and 13 pig urine
samples (14.8%) were positive to lipL32 g°PCR. HRM showed 10 of the dog urine
samples contained a genotype 2 leptospire (serovars: L. interrogans Australis, L.
interrogans Autumnalis, L. interrogans Djasiman and L. interrogans
Copenhageni), one sample showed serovar L. kirschneri Grippatyphosa. Only
five pig urine samples contained genotype 2, however, four contained a L.
santarosai, and one each L. kirschneri and L. noguchii. Two samples each from
dogs and pigs did not amplify. We show that HRM has high discriminatory power

for genotyping pathogenic subspecies of Leptospira spp. Furthermore, three



pathogenic Leptospira species (L. santarosai, L. kirschneri and L. noguchii) had
not been previously identified in pigs in this area. In conclusion, HRM can be a
useful tool to investigate the genetic epidemiology of leptospirosis when culture is

not possible.

Key words: Leptospira spp., HRM, diagnosis, genotypification.



I. INTRODUCCION

La Leptospira es una bacteria en forma de espiroqueta perteneciente al orden
Spirochaetales y a la familia Leptospiraceae. Inicialmente el género Leptospira
constaba de dos especies, L. interrogans, especie patdgena que infecta humanos y
animales, y L. biflexa, especie no patégena que habita en el medio ambiente
(Mohammed et al., 2011). Actualmente, se conocen 21 especies de Leptospira
patogenas, basandose en su similitud a nivel de secuencia mediante la técnica de
hibridacion ADN-ADN (Ko et al., 2009). Sin embargo, desde una perspectiva
clinica y epidemioldgica, existe una clasificacion basada en diferencias
antigénicas con base en el test de Microaglutinacion (MAT), el cual es la técnica
de oro para la serotipificacion de Leptospira. Es asi que se conoce 200
serovariedades de Leptospira, las cuales a su vez pertenecen a 25 serogrupos en
funcién a la similitud de sus antigenos (Tilahun et al., 2013).

En el Per( se han aislado, a partir de muestras de sangre y orina, Leptospira
correspondientes a los serogrupos: Pomona, Hebdomadis, Canicola, Tarassovi,
Icterohaemorrhagie, Cynopteri, Bataviae, Grippotyphosa, Ballum, Pyrogenes,
Australis, Shermani, Javanica, Autumnalis y Panama, siendo los principales
reservorios domésticos: cerdos, perros y bovinos; mientras que en los reservorios
silvestres, encontramos a la rata de desagtie, la rata espinosa y los marsupiales en

la selva (Céspedes et al., 2006).

La leptospirosis se adquiere cuando una persona entra en contacto con animales
infectados, agua, suelo o lugares contaminados por la orina de los
reservorios. Esta enfermedad tiene una clara vinculacion ocupacional, asociada a

actividades que favorecen el contacto con los animales o sus productos. Este



es el caso de los veterinarios, criadores de animales, empleados de mataderos,
trabajadores rurales de zonas de humedales (arroceras y cafia de azlcar),

granjeros, trabajadores de alcantarillados y hurgadores de residuos.

En el area urbana, la poblacion mas vulnerable vive en condiciones precarias, sin
saneamiento, expuesta a contacto con roedores (Céspedes et al., 2003).Los
roedores frecuentemente son implicados como portadores y diseminadores de
Leptospira, sin embargo, existe un amplio rango de hospederos que también
pueden diseminar la enfermedad por largos periodos, este es el caso de los
animales domésticos y de crianza, como perros, gatos, cerdos y ovinos
(Petrakovsky et al., 2013). Por esta razon la leptospirosis puede ser controlada
mediante la reduccion de su prevalencia en animales salvajes y domésticos. En el
caso de los ultimos, el control puede generarse a través de la vacunacion, sin
embargo, es necesario conocer las serovariedades de Leptospira circundantes, ya
que sabe que un reservorio en particular presenta una predisposicion a infectarse
con un numero limitado de serovariedades de la bacteria (Bharti et al., 2003). Es
asi, que un correcto sistema de vacunacion con base en las serovariedades
circundantes en reservorios probablemente es el factor mas importante para evitar

gue la Leptospirosis se convierta en una epidemia critica.

En lugares con escaso control de vacunacién y bajos niveles de saneamiento como
el distrito de Belén en la region Loreto, la prevalencia de la enfermedad aumenta
sobre todo en temporadas con altos niveles de precipitacion por lo que se vuelve
necesaria la implementacion de controles de riesgo de leptospirosis a partir del

conocimiento de su epidemiologia (Céspedes et al., 2004).



El cultivo y el MAT (Test de Microaglutinacion) se siguen utilizando ya que estos
métodos son los estdndares para el diagnéstico de leptospirosis, sin embargo,
MAT es una técnica imperfecta ya que existe el riesgo de presentar reacciones
cruzadas entre serovariedades es y dificil de interpretar, ademas de que necesita de
subcultivos semanales de todas las serovariedades con mayor prevalencia en el

pais, lo que dificulta su realizacion.

Como una alternativa rapida en el diagndstico de Leptospira sp. se estan
implementando nuevos métodos moleculares rapidos y sencillos, entre ellos se
tiene al MLST (por sus siglas en inglés: Multilocus Sequence Typification), el
cual utiliza una PCR convencional para amplificar siete genes cuyas variantes
permiten asignar un genotipo a cada serovariedad de Leptospira (Musso y La
Scola, 2013), sin embargo, requiere un posterior secuenciamiento, lo que implica
una considerable pérdida de tiempo durante su realizacion. Ademas, se tienen
casos en los que los perfiles alélicos obtenidos mediante esta técnica no diferencia
entre dos serovariedades (Ahmed et al., 2006a). Por otro lado, el PCR en tiempo
real se ha convertido en una herramienta mucho més réapida y sensible, logrando
altos niveles de especificidad, en un periodo muy corto de tiempo, sin embargo,
solo permiten el diagnéstico de Leptospira, mas no una tipificacion a nivel de
serovariedades. Una de las modificaciones més recientes es el Analisis de Melting
de Alta Resolucion (HRM: por sus siglas en inglés, High Resolution Melting) la
cual es una técnica que permite detectar cambios en el perfil de melting entre dos
secuencias que se diferencian en un nucleétido, sin la necesidad de anélisis
adicionales de electroforesis o secuenciamiento (Naze et al., 2015), haciéndola

una herramienta valiosa para la genotipificacion de Leptospira spp.



Por esta razon, la presente tesis tiene como objetivo evaluar el potencial de un
sistema HRM en cepas de referencia de Leptospira como una herramientas en la
tipificacion de la bacteria que permita més adelante la construccion de la
epidemiologia de la leptospirosis, la evaluacion y seguimiento del riesgo de
animales domésticos o en constante contacto con el ser humano, como reservorios

de Leptospira.



II.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La prueba del MAT es el método de referencia para identificacion de
serovariedades de Leptospira, pero su desventaja es que necesita una gran
variedad de antigenos vivos, y depende de la realizacion de cultivos continuos
cuyo crecimiento es lento a comparacién de otros microorganismos, aumentando
el tiempo de diagnostico. Por otro lado, la asignacién del serogrupo por MAT es
compleja debido al alto grado de reacciones cruzadas y su sensibilidad es
relativamente baja comparada a otras pruebas de diagnostico utilizadas
comunmente. Adicionalmente, no se puede lograr un diagndstico temprano
utilizando MAT ya que los anticuerpos no aparecen en la sangre hasta el dia 7 u 8
de la fase aguda, a pesar de que se conoce la existencia de una relacion entre los
altos niveles de mortalidad ocurridos antes del quinto dia de infeccion con un
tratamiento tardio de la enfermedad (Sharp et al., 2016). Existen estrategias de
diagndstico que buscan la deteccion de la bacteria por métodos directos y
moleculares, este es el caso del ensayo de PCR en tiempo real que amplifica el
gen que codifica a la lipoproteina de membrana lipL32 (esta lipoproteina esta
asociada a la antigenicidad de la bacteria y esta asociada a especies patdgenas de
Leptospira), pero lamentablemente este PCR no es capaz de diferenciar entre
serovariedades. Por otro lado, la tipificacion de secuencias multilocus (MLST) y
el analisis de repeticiones en tandem (MLVA), son otras técnicas moleculares que
han cobrado relevancia en la diferenciacion de serovariedades de Leptospira, sin
embargo, ambas técnicas presentan algunas incongruencias entre el tipo de
secuencia o perfil alélico asignado por la técnica y la serovariedad, observandose

que algunas cepas que presentan el mismo serotipo son identificadas como



diferentes especies, ademas, requieren de un posterior analisis de
secuenciamiento, lo que consume tiempo y aumenta el costo-beneficio de la
técnica, y en el caso del MLST, aun no existe una un esquema para la

identificacion de serovariedades de la especie L. santarosai.



I1l. MARCO TEORICO

I11.1. Leptospirosis

La leptospirosis en una enfermedad zoonoética causada por especies patdgenas de
la bacteria Gram-negativa del género Leptospira y es principalmente trasmitida
por roedores, sin embrago existe un amplio rango de reservorios capaces de
diseminar la enfermedad como perros, gatos, animales de granja y algunas aves

(Evangelista y Coburn, 2010).

Esta enfermedad se puede manifestar con varias formas clinicas, que varian desde
formas asintomaticas a una enfermedad severa. Las presentaciones clinicas mas
observadas con la forma anictérica, ictérica o sindrome de Well, el sindrome de
hemorragia pulmonar severa y algunas manifestaciones cronicas (Mohammed et

al., 2011).

La mayoria de los casos reportados no requieren de atencion médica ya que las
infecciones son subclinicas, que incluyen escalofrios, dolor de cabeza y dolor
abdominal (Adler y de la Pefia Moctezuma, 2010). Por otro lado, la presentacién
clinica (Figura 1) de la leptospirosis anictérica inicia con una fase de
leptospiremia, diseminacion de la bacteria en la sangre, y termina en una fase de
leptospiruria, excrecion de la bacteria en la orina que también esta acomparfiada de
la produccion de anticuerpos (Acha et al., 2003). La leptospirosis ictérica presenta
la forma mas severa y se caracteriza porque la manifestacion clinica incluye
ictericia, falla renal y hemorragia pulmonar y se conoce que un 5-10% de los
casos de leptospirosis corresponden a esta forma con un alta tasa de mortalidad

que oscila entre el 5-15% (Galloway y Levett, 2010).
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Figura 1. Presentacion clinica de la leptospirosis. (Tomado de Ko et al., 2009).

I11.2. Leptospira

Leptospira es una espiroqueta Gram-negativa en forma de espiral (Figura 2), con

un diametro de aproximadamente 0.1 uM y una longitud entre 6-20 UM, posee

ambos extremos doblados en forma de ganchos similar a un signo de

interrogacion, dando origen al nombre de la primera especie descrita (Leptospira

interrogans), y a la vez esta caracteristica permite diferenciarla de otras

espiroquetas (Picardeau, 2017). Tiene dos flagelos axiales que le confieren un

movimiento tanto rotacional como circular. Pertenecen al grupo de bacterias

Gram-negativas ya que poseen doble membrana, la externa es rica en

lipopolisacaridos (LPS), los que le confieren su antigenicidad, sin embargo,

poseen una baja actividad como endotoxinas (Bulach et al., 2000).




En relacion a su comportamiento, son aerobias obligadas, productoras de catalasas
y oxidasas, su crecimiento es muy lento, ademas son muy moviles y su

temperatura de crecimiento oscila entre 28-30 °C (Levett, 2001).
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Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de Leptospira. (Tomado de Picardeau,

2017).

111.3. Clasificacion taxondémica de Leptospira
111.3.1. Clasificacion seroldgica.

El género Leptospira fue propuesto por Hideyo Noguchi en Japén (Noguchi,
1918), luego del estudio de varios aislados, con el fin de diferenciar a la
espiroqueta responsable de la enfermedad de Weil de otras ya conocidas como
Treponemma pallidium y Spironema. Esta diferencia se basé en estudios de
morfologia mediante pruebas de aglutinacion, es asi que en 1948 se reconocieron

4 especies de Leptospira: L. icterohaemorrhagiae, L. hebdomadis, L. biflexa, y L.



Canicola. Sin embargo, el nimero de estas especies fue aumentando
proliferativamente al no contar con un método de diferenciacion adecuado,
considerandose que la asignacién de especies basada en algunas diferencias
seroldgicas no tenia justificacion, por lo que en 1954 se sugirio el uso del término
serotipo (serovar) como unidad taxonémica basica. Se consideraba que dos cepas
pertenecian a serotipos distintos si luego de una absorcion cruzada, con una
cantidad adecuada de antigenos heter6logos, el 10% o mas del titulo homélogo
permanecia en cada uno de los dos antisueros, lo que resultd en la aparicion de
distintos serotipos (Stallman, 1984). Mas adelante, en 1962, el Subcomité
Taxonomico de Leptospira recomendé que las cepas patogenas debian llamarse L

interrogans y las cepas saprofiticas L. biflexa.

111.3.2. Clasificacién molecular.

Actualmente, las especies de Leptospira ya no corresponden a las dos especies
previamente reconocidas como L. interrogans y L. biflexa, ya que, existe un
sistema de clasificacion molecular que tiene como unidad sistematica a la especie,
y esta basada en hibridacion ADN/ADN, la cual mide el grado de relacion
genética y es considerada como la prueba de oro para la diferenciacion dentro del
género Leptospira. Es asi, que actualmente se conocen 21 genomo-especies de
Leptospira (Figura 3) (Picardeau, 2013), las cuales se distribuyen en especies
patogenas; que causan una patologia clinica y sélo se replican en el hospedero;
especies saprofitas, que solo se replican en el ambiente y no causan ninguna
patologia y finalmente especies intermedias que se encuentran en el ambiente pero
que a pesar de contar con algunos genes de virulencia no son capaces de ocasionar

un cuadro clinico en el hospedero (Fouts et al., 2016). Adicionalmente, esta
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agrupacion tiene respaldo en el analisis filogenético del gen ribosomal 16S, y

algunos genes de lipoproteinas de membrana como lipL32 (Yang et al., 2002).

111.3.3. Especie y serovariedad.

El sistema de clasificacion clasico de Leptospira se basa en serologia, ademas, las
técnicas moleculares han aportado grandes avances en cuanto a la taxonomia de
esta bacteria, sin embargo, ambas clasificaciones no presentan una relacién directa
ya que una especie puede presentar diferentes serovariedades (Bharti et al., 2003).
Se ha observado que diferentes especies tienen los mismos genes que intervienen
en la sintesis de lipopolisacéridos, lo que implica la existencia de transferencia
horizontal responsable del cambio a nivel genético de los determinantes

antigénicos del lipopolisacarido (Haake et al., 2004).

Las serovariedades se han establecido en base a la diversidad de carbohidratos que
componen los lipopolisacaridos de la membrana externa de la bacteria mediante
técnicas como el MAT (Blanco y Romero, 2012) y CAAT (Test de absorcion de
aglutinacion cruzada) (Levett, 2001). A pesar de que la serovariedad no es
considerada como una unidad taxondémica valida, la clasificacion con base en ella
se mantiene debido a que algunas serovariedades de la bacteria estan asociadas a
reservorios animales especificos. Actualmente se conocen 260 serovariedades
patdgenas, que pertenecen a 24 serogrupos y 60 serovariedades saprofitas

(Brenner et al., 1999).

11



Intermediates

L. licerasiae

L. inadai_L. fainei

L. wolffi

Saprophytes

L. meyeri L. wolbachii

L. terpstrae
L. vanthielii

L. broomii L. biflexa
L. yanagawae
Pathogens
Subgroup |
"oguchj L. kmetyi Subgroup IV

Subgroup Il

L. alstonii Subgroup Iil

Tree s?ale 0.1

Figura 3. Filogenia de Lepstospira. (Tomado de Picardeau, 2017).
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L. borgpetersenii Yasuda et al. (1987)
L. broomii Levett et al. {2006)

L. fainei Pérolat et al. (1998)

L. idonit Saito et al. (2013)

L. inadai Yasuda et al. (1987)
L. interrogans Faine and Stallman ( 1982)
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L. kmetyi Slack et al. (2009b)

L. licerasiae Matthias et al. (2008)
L. meyeri Yasuda et al. (1987)
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Figura 4. Clasificacion taxondmica de Leptospira basada en la técnica de
hibridacion ADN/ADN (Tomado de Picardeau, 2013).
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I11.4. Caracteristicas gendémicas de las especies de Leptospira.

Actualmente el género Leptospira cuenta con el genoma secuenciado de 20
especies de referencia (Figura 4). Las especies patdgenas L. interrogans han
retenido mas genes de su ancestro comun de vida libre, la mayoria de los cuales
estdn relacionados con la supervivencia en el medio ambiente externo.
Adicionalmente, esta especie tiene una considerable plasticidad genomica, es
decir, su genoma estd sujeto a inserciones de secuencias que median los re-

arreglos gendomicos (Xu et al., 2016).

Asi, el genoma de L. borgpetersenii (otra especie patdgena) mostrd una reduccion
de 700 kb comparada a L. interrogans y reveld una diferencia sustancial en el
contenido genético y su organizacion, lo que sugiere que la bacteria esta en un
proceso de reduccion gendmica y puede estar adaptandose a un ciclo estricto de
transmisidn hospedero-hospedero, lo cual esta respaldado por la pobre capacidad

de la especie para sobrevivir en el medio ambiente (Bulach et al., 2006).

Diversos estudios han hecho comparaciones a nivel genémico mediante
herramientas informaticas con el objetivo de identificar mecanismos de
patogenicidad que puedan explicar la diversidad de manifestaciones clinicas de la
enfermedad e identificar antigenos comunes entre especies para mejorar la
implementacion de técnicas diagnosticas y vacunas (Ahmed et al., 2006; Bulach
et al., 2000; Fouts et al., 2016). Es asi que se han encontrado diversos genes
propios del grupo de Leptospira patégena entre los cuales tenemos a los que se
encuentran en el loci del antigeno rfb/O también conocido como Antigeno-O loci.

Este loci se caracteriza por contener genes que codifican una serie de
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lipoproteinas y a la vez proteinas encargadas de su sintesis y modificacion
postraduccional. Varias proteinas encargadas del procesamiento de polisacaridos
en este loci son sintetizadas por mecanismos dependientes de la polimerasa Wzy,
codificada por el gen wzy, que a su vez solo se encuentra en especies patdgenas,

sin presentar ortdlogos en especies intermediarias (Fouts et al., 2016).

En el loci del Antigeno-O podemos encontrar 13 enzimas, involucradas en la
biosintesis del Lipido A, el cual es una endotoxina de Leptospira patdgena. La
toxicidad es conferida gracias a una fosforilacion en una posicion diferente en
comparacién con otras especies que presentan esta endotoxina, como Neisseria
spp. (Nahori et al., 2005). De las 13 enzimas involucradas en su sintesis, IpxC se

encuentra Unicamente en especies patdgenas de la bacteria.

Adicionalmente, también se encontraron proteinas involucradas en la sintesis de
acido sialico (acido N-acetilneuraminico), como neuB, el cual ha sido asociado a
mecanismos de evasion a neutrofilos que generalmente estd asociada a la
superficie de células de mamiferos, pero que también estd presente en bacterias

como Leptospira. (Fouts et al., 2016).

La identificacion y caracterizacion de componentes de la membrana externa de las
especies de Leptospira es compleja (Hernandez et al. 2014), sin embargo varias
proteinas y lipoproteinas han sido determinadas, ya que por su estratégica
localizacion son responsables de la interaccién entre la bacteria y su hospedero,
ademas estas proteinas participan muchas veces en mecanismos de evasion contra
la respuesta inmune. Asi, entre los genes que codifican proteinas de membrana

externa y que han sido reportados como candidatos para el diagnostico de
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Leptospira patégenas se encuentran lipL32 y ompLl, que codifican una
lipoproteina y una proteina de membrana externa, respectivamente. Ambas
proteinas de membrana se han visto involucradas en la respuesta del hospedero
por la activacion de receptores tipo Toll y en la invasién de la bacteria favorecida
por la adherencia de estos a la fibronectina, ya que esta tltima funciona como una
envoltura que permite el enmascaramiento de la bacteria hasta llegar a diversos

tejidos del hospedero (Hauk et al., 2008).
I11.5. Caracteristicas del ciclo de vida y el hospedero

Existe un amplio rango de hospederos tanto silvestres como domésticos capaces
de infectarse facilmente con la bacteria, lo cual resulta en una amplia distribucion
mundial de la enfermedad, adicionalmente su diseminacion es facilitada por la
capacidad de la bacteria de sobrevivir en fuentes hidricas y suelos humedos

(Ullmann y Langoni, 2011).

Los principales reservorios de la enfermedad son los roedores, aqui no sélo estan
incluidos las ratas y ratones sino también topos, musarafas, erizos y marsupiales.
En roedores la infeccion es asintomatica y se convierten en diseminadores y
transportadores crénicos de la bacteria en el ambiente, ademas pueden excretar a
la bacteria por la orina de forma intermitente o continuamente a lo largo de toda
su vida, por lo que son importantes en la conexion de los ciclos rurales y urbanos

de la enfermedad en zonas tropicales («<Human leptospirosis», 2003).

Los hospederos adaptados de la enfermedad como los perros, gatos, cerdos,
caballos, vacunos, ovejas, etc. presentan un amplio rango de manifestaciones

clinicas que van desde formas agudas, como fiebre y hemorragia pulmonar, hasta
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formas como la uveitis. Al presentar sintomatologia estos hospederos pueden
padecer de problemas reproductivos y provocar grandes pérdidas econémicas, sin
embargo algunas serovariedades no causan un dafio grave en hospederos que

estan altamente adaptados (Samir et al., 2015).

Luego de la excrecion de la bacteria por la orina de los hospederos esta puede
sobrevivir por semanas 0 meses siempre y cuando se encuentren en un ambiente
himedo provisto de fuentes hidricas, ello mediante la formacion de biopeliculas y
agregacion celular, caracteristica que también le sirve para mantenerse en el tejido

de sus hospederos (Ullmann y Langoni, 2011).

El humano es considerado un hospedero accidental de la bacteria y su infeccion
ocurre por contacto directo con la orina contaminada de los reservorios o indirecto
por contacto con fuentes contaminadas con orina infectada (McBride et al., 2005).
La bacteria ingresa a través de heridas 0 mucosas expuestas y se dirige al torrente
sanguineo para luego diseminarse en diferentes tejidos (Figura 5). A medida que
aumenta la produccién de anticuerpos en respuesta a la bacteria, la carga
bacteriana en drganos y tejidos desaparece, sin embrago, Leptospira puede
alojarse en sitios inmunoprivilegiados como los rifiones y el humor vitreo de los
0jos (Cruz et al., 2009). Los humanos no son buenos reservorios de leptospirosis
debido a la naturaleza acida de su orina y el bajo nUmero de bacterias que son

capaces de excretar (Lehmann et al.,2014).
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Figura 5. Ciclo de vida de Leptospira. (Tomado de Ko et al., 2009).
111.6. Relacion serovar-hospedero

La relacion serovar / reservorio de se caracteriza por la gran receptividad de la
animal al serovar en cuestion y la transmision eficiente de la enfermedad entre
animales de la misma especie, con una prevalencia relativamente alta de la
infeccion (30 a 50%), produccion de enfermedad crénica y una baja produccion de

anticuerpos contra el serovar infectante (Alonso et al, 2001; Fowler, 2003).

En contraste, la infeccidén serovar /hospedero accidental se caracteriza por una
prevalencia relativamente baja, alta patogenicidad para el animal, produccion de

enfermedad aguda y una marcada respuesta de anticuerpos. (Fowler, 2003).

En el caso de una infeccion cronica se observa un equilibrio entre el hospedero y
ciertas serovariedades; este es el caso de L. borgpetersenii serovar Hardjo y L.
interrogans serovar Hardjo en ganado, L. interrogans serovar Canicola en perros,
L. interrogans serovar Pomona en cerdos, y L. interrogans serovar Copenhageni
en ratas (Bharti et al.,, 2003). En estos casos el hospedero es comunmente

asintomatico y la bacteria es capaz de evadir la respuesta inmune para colonizar
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los tabulos renales y finalmente ser expulsada por la orina. Leptospira coloniza
los tdbulos renales de su hospedero a pesar de la activacién de varios procesos de
respuesta inmunolégica como la infiltracién de linfocitos en el intersticio, la
produccidn de anticuerpos contra la bacteria, la expresion del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad Il (CMH 11) y la activacion de los receptores de tipo Toll

(TLR).

Las diferencias en la susceptibilidad entre diferentes animales reservorios a un
serovar en particular han sido evaluadas desde la genética del mismo hospedero.
Un ejemplo de esto, es la activacién diferencial del TLR en humanos y murinos,
provocada por los diferentes lipopolisacaridos (LPS) o lipoproteinas de
Leptospira presentes en su membrana externa. La lipoproteina lipL32 activa a
TLR 2, generando una respuesta inflamatoria a nivel de los nefrones, mientras que
la lipoproteina lipL41 no induce a la nefritis (Yang et al., 2002). Adicionalmente
el TLR 4 agonista al lipido A, componente toxico activo de los LPS de
Leptospira, esta presente en humanos mas no en murinos, lo que sugiere que el
reconocimiento diferencial de este lipido A por diferentes especies hospederas
podria tener un rol importante en la susceptibilidad a una especie o serovariedad

de la bacteria y en la progresion de la enfermedad (Nahori et al., 2005).

Por otro lado, se han observado diferencias en la predisposicion genética de
individuos a presentar una infeccion crénica como resultado de las variantes
alélicas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad Il (CMH II). Estudios en
cerdos, mostraron una marcada variabilidad en la expresion de CMH Il y
distribucion durante la nefritis crénica provocada por Leptospira.

Interesantemente, el CMH 11 no presenta antigenos de la bacteria en los tdbulos
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que se encuentran colonizados por ella. Sin embargo, en los tdbulos adyacentes
donde la bacteria no coloniza, se observa una expresion variable de CMH I, lo
que sugiere un potencial mecanismo de defensa por parte del hospedero para
evitar la posterior colonizacion de la bacteria en otros tubulos renales gracias a la
activacion de los linfocitos T y la produccion de citoquinas proinflamatorias

(Radaelli et al., 2009).

La evasion al sistema de complemento también es muy importante durante la
colonizacion de la bacteria en los rifiones, ya que Leptospira cuenta con proteinas
de membrana capaces de unirse a proteinas del complemento como C4BP,
reclutandolas e impidiendo que se desencadene la opsonizacion (Lambris et al.,

2008).

Adicionalmente, se planted la hip6tesis de variacion en la expresion de proteinas
antigénicas debido a una regulacién negativa durante la infeccion crénica lo que
facilitaria la colonizacion de la bacteria en las tbulos renales y la persistencia de
la leptospiruria en la presencia de una respuesta inmune especifica (Faine, 1962).
Esta idea fue apoyada por un estudio en murinos donde se demostré que los
anticuerpos provenientes del suero de ratas infectadas cronicamente reaccionaban
con mas antigenos de Leptospira cultivada in vitro que con Leptospira

proveniente de la orina de las ratas infectadas (Mulla et al., 2006).

Finalmente, la relacién entre el hospedero y Leptospira es muy compleja y aln se
estd investigando, sin embargo, la evasion a la respuesta inmune en reservorios
estd ligada estrechamente a componentes de la membrana de la bacteria, lo que

apoya la existencia de serovariedades especificamente relacionadas a un
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determinado reservorio. En consecuencia, este hecho facilitaria la implementacion

de vacunas.

I11.7. Leptospirosis en Peru

En el Per( la Leptospirosis ha evidenciado un comportamiento endémico, con
brotes que correspondian a un determinado tiempo o lugar, causando una
transmision indirecta de las personas en contacto con agua contaminada por
Leptospira, principalmente en regiones de Loreto, Ucayali, Madre de Dios, Cusco,

Ayacucho y Lima (Alarcon-Villaverde et al., 2014).

Un estudio en la region Loreto reportd que la presencia de la especie L.
interrogans estaba asociada a la zona urbana de Belén, principalmente en
alcantarillas abiertas y en agua estancada de rio en comparacion con las fuentes
subterraneas de agua. Este hallazgo fue explicado por la presencia de roedores,
perros y cerdos cronicamente infectados. Ademas las ratas de Belén comUnmente
portan L. interrogans, sugiriendo la importancia de este animal en la transmision
de Leptospirosis en esa area (Johnson et al., 2004). Entre los afios 2012 y 2014
(Figura 6), en consecuencia a las intensas lluvias que se dieron desde Diciembre
de 2011, muchos rios incluyendo el Amazonas, Huallaga y Ucayali, sobrepasaron
su caudales maximos lo que terminé erosionando cauces Yy riberas provocando
inundaciones en las viviendas cercanas y el aislamiento de varios distritos en
Iquitos, como Puchana, San Juan Bautista y Belén. A raiz de ello, hubo un
incremento en el nimero de casos de leptospirosis, observandose que la region

Loreto representd el 70.6% de los casos confirmados a nivel nacional y dentro de
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esta region las provincias de Yurimaguas, Puchana, San Juan Bautista y Belén

representaron el 93.4% de los casos (MINSA, 2015).
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Figura 6. Casos de Leptospirosis en Peru hasta el 2014. (Tomado de Boletin
epidemioldgico del MINSA, 2014).
En consecuencia la reemergencia de la enfermedad, a partir del 2014, mejoro la
vigilancia epidemioldgica sobre todo en las regiones mas afectadas detectando los
principales riesgos como el servicio de alcantarillado, limpieza publica, contacto

con animales de compafiia y crianza, entre otros.

En otras regiones, se reportd un brote sin antecedentes en el distrito de Tambo

Grande en Piura en 2015, debido al colapso del sistema de agua y alcantarillado.

La situacidn de la leptospirosis tuvo una crisis en el 2017 a raiz del Nifo Costero”
(Figura 7), que vino acompafiado de huaycos originados por lluvias torrenciales
que en corto tiempo incrementaron las condiciones de riesgo de la enfermedad. Es
asi que los departamentos de Tumbes, La Libertad, Piura y Lambayeque
representan el 16% de casos a nivel nacional, valor que ha crecido de manera

exponencial en comparacion con afios anteriores. También hubo un incremento de
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casos en Cajamarca, provincia de Jaén, mientras que en la costa central hubo un
aumento de casos tanto en Lima como en Ica, en este Gltimo han aparecido nuevas

zonas de transmision (MINSA, 2017)
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Figura 7. Tendencia de los casos notificados entre el 2016-2017 por

inundaciones y huaycos. (Tomado de Boletin epidemiol6gico MINSA, 2017)

111.8. Diagnostico y tipificacion de Leptospira
111.8.1. Prueba de oro: Prueba de Microaglutinacion (MAT).

El diagnostico convencional de la leptospirosis se realiza mediante el cultivo de
muestras clinicas, la visualizacion directa de la bacteria por microscopia de campo
oscuro a partir de orina o sangre y la demostracion de la presencia de anticuerpos

contra Leptospira en sangre periférica mediante pruebas seroldgicas.
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Una de las técnicas seroldgicas utilizadas como prueba de oro es el MAT. En este,
el suero de los pacientes con leptospirosis reacciona con una suspension de
antigenos vivos de diversas serovariedades de Leptospira. Después de un periodo
de incubacion, la mezcla de suero es examinada por microscopia de campo oscuro
para determinar si hay una reaccion de aglutinacion y determinar cual es el titulo
mas alto al cudl el 50% de las bacterias permanecen libres o aglutinadas. Esta
reaccion puede darnos un indicio del posible grupo al cual pertenece la bacteria
infectante. Adicionalmente, es necesaria la utilizacion de muestras pareadas para
determinar si existe un aumento en los titulos de anticuerpos contra Leptospira,
que permita realizar el diagnostico de una enfermedad activa (4 veces el titulo o

un aumento mayor).

La principal desventaja radica en la necesidad en la utilizacion de una gran
variedad de antigenos vivos para su realizacion, lo cual implica hacer subcultivos
semanales, representando un riesgo de infeccidon y altos costos (Musso & La
Scola, 2013). Se ha tratado de utilizar antigenos formalizados pero no se ha
logrado obtener titulaciones altas durante el diagndstico. Otra desventaja, incluye
el riesgo de contaminacion cruzada de las cepas de referencia utilizadas, siendo
necesario verificar periodicamente la pureza de cada serovariedad. El resultado de
la prueba se determina por la dilucién mas alta de suero en la cual el 50% de las
bacterias se encuentran aglutinadas con respecto al control negativo, reportandose
una alta variedad en la lectura de las pruebas ain si estas son realizadas por
trabajadores de un mismo laboratorio (Palmer et al., 1987). Ademés la
determinacion del titulo de aglutinacion, la asignacion del serogrupo en algunas

situaciones se torna compleja, debido al alto grado de reacciones cruzadas que
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ocurren entre distintos serogrupos especialmente durante una fase aguda (Rak,

1983).
111.8.2. Pruebas de tamizaje y diagnostico.

Debido a la baja sensibilidad de MAT para detectar anticuerpos tipo IgM en la
etapa aguda de la enfermedad, se desarrollaron pruebas rapidas de tamizaje para la
deteccion de anticuerpos tipo IgM. Los anticuerpos IgM son detectables durante la
primera semana de la enfermedad y se ha reportado que la prueba de ELISA para
la deteccidn de estos anticuerpos en la primera etapa de la enfermedad es mas
sensible que la prueba del MAT (Mulla et al., 2006), sin embargo, un resultado
positivo mediante ELISA, no determina el serogrupo o serovar infectante y no es
suficiente para diagnosticar un caso de leptospirosis ya que debe ser confirmado

por MAT, PCR o cultivo.

Otras pruebas de tamizaje han sido desarrolladas utilizando como herramienta un
PCR convencional o cuantitativo, para ello, se han identificado un serie de
cebadores para diversos genes de mantenimiento, esenciales para el
mantenimiento de las funciones celulares basicas, o genes implicados en la
antigenicidad de la bacteria, entre los cuales tenemos rrs, rrl, flab, gyrB, ompL1,
lig, lipL32, lipL41 y secY, pero Unicamente pocos han sido validados y sujetos a

evaluacion clinica (Stoddard et al., 2009).

En la mayoria de laboratorios especializados o centros de referencia para la
leptospirosis, se han incluido las pruebas moleculares en el diagnostico de la
bacteria como una alternativa a los metodos seroldgicos (Taylor et al., 1991)

(Zuerner et al., 1993). Estos incluyen las técnicas de amplificacion isotérmica,
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amplificacion basada en secuencias de acidos nucleicos NSBA y amplificacion
isotérmica mediada por lazos LAM (Rahman et al., 2017). Sin embargo, en la
practica los métodos de amplificacion isotérmica han demostrado ser inferiores a

los métodos de PCR convencional.

I11.9. Tipificacion de serovariedades de Leptospira mediante meétodos

moleculares.

Debido a que los métodos de referencia para la identificacion de nuevos aislados
de Leptospira a nivel de especie y serovariedad se encuentran limitados a unos
pocos laboratorios de referencia a nivel mundial. Las técnicas moleculares han
cobrado importancia como herramientas alternas a la identificacion de nuevas
serovariedades de Leptospira. Actualmente los métodos mas utilizados son la
ribotipificacion, secuenciamiento y analisis filogenéticos de los genes codificantes
para los ARN ribosomales (Hookey, 1990). Sin embargo, las herramientas méas
utilizadas son la electroforesis de campo pulsado, andlisis de repeticiones en
tdndem de un numero variable de maltiples locus (MLVA) (Majed et al., 2005) y

la tipificacion de secuencias de multiples locus (MLST) (Ahmed et al., 2006b).

111.9.1. Tipificacion de secuencias de multiples locus (MLST)

ElI MLST es una técnica de tipificacién capaz de diferenciar de caracterizar
serovariedades de Lepstospira usando secuencias internas de 7 genes constitutivos
de aproximadamente 450 a 500 pb. Estas secuencias son amplificadas y
secuenciadas en ambas cadenas de ADN y cada secuencia diferente dentro de una

especie bacteriana es considerada como un alelo distinto. Finalmente para cada
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serovariedad, los alelos de cada uno de los siete loci definen un perfil alélico o

tipo de secuencia.

Para el genero Leptospira se cuenta con una base de datos en linea accesible a
cualquier investigador («Leptospira MLST Home Page», s. f.). Esta base de datos
fue disefiada para identificar serovariedades pertenecientes a las principales
especies patdgenas de Leptospira y cuenta con tres esquemas MLST (Caimi et al.,
2017) y cada uno cuenta con 216, 102 y 137 perfiles alélicos diferentes para cada
esquema respectivamente. Sin embargo, la mayor desventaja en que para la
especie L. santorosai Unicamente estan disponibles 21 perfiles alélicos (11 del
primer esquema, 6 del segundo y 11 del tercero), por esta razdén para poder
discriminar las 21 serovariedades es necesario utilizar los tres esquemas.
Adicionalmente, es necesario verificar el tamafio de los amplicones mediante
electroforesis, incluir gastos de secuenciamiento para todos los genes, y contar un
una gran cantidad de ADN, por lo que muchas veces es necesario un aislamiento
previo de la cepa proveniente de una muestra haciendo que el uso de esta técnica

se vuelva complicado y costoso.

111.9.2. Tipificacion mediante el analisis de melting de alta resolucion

(HRM)

Una de las modificaciones mas recientes al PCR en tiempo real es el analisis de
melting de alta resolucién (HRM, por sus siglas en inglés: High Resolution
Melting) , la cual es una técnica que tiene la capacidad de realizar el diagnostico y
caracterizar amplicones de PCR en un sistema cerrado, sin necesidad de

posteriores analisis de electroforesis (Gundry et al., 2003).
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Esta técnica consiste en el andlisis de mutaciones o polimorfismos genéticos e
inicia con la amplificacion de la region de interés, utilizando una técnica estandar
de PCR en tiempo real en la presencia de un fluoréforo de naturaleza saturante, es
decir, capaz de intercalarse totalmente a lo largo de toda la doble hebra. De este
modo, cuando el fluoroforo se una a las cadenas de ADN de doble hebra, la
fluorescencia sera alta mientras que el fluoréforo libre emitira una fluorescencia
muy pobre (Wittwer et al., 2003). Luego sigue el analisis de melting, donde la
secuencia amplificada es gradualmente denaturada por pequefios incremento de la
temperatura, ello para producir un perfil de melting caracteristico de la secuencia.
El marcador amplificado se denatura gradualmente liberando el fluoréforo, lo cual

resulta en una sefial de fluorescencia que serd medida por el equipo.
111.9.2.1. Principio del melting de alta resolucion

Durante décadas se ha llevado a cabo el analisis de melting de amplificados
posterior a un PCR con el fin de detectar dimeros de primers u otros productos
inespecificos en la amplificacion, llamandole a este procedimiento Anélisis de
Melting de Baja Resolucion (LRM) (LRM por sus siglas en inglés: Low
Resolution Melting). Este consistia en un incremento gradual de la temperatura en
0.5 °C que denatura el ADN amplificado, por lo que la fluorescencia decrece a la

medida que el ADN de doble hebra es denaturado.

La tasa mas alta de disminucion de la fluorescencia se da cuando el DNA
amplificado alcanza su temperatura de melting (TM). La TM esta definida como
la temperatura a la cual el 50% del ADN se encuentra en doble hebra y 50% en

hebra simple. Los datos de fluorescencia recogidos por el equipo durante el
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melting se pueden usar para inferir la TM por la construccion de gréficas de la
derivada de la fluorescencia (-dF/dT) vs. La temperatura (T) (Figura 8). El perfil
de melting depende del tamafio de los amplificados, su contenido de GC y su

secuencia.

-cF/dT

R EEEEEE EEEEEE Y EEE:
Temperature °C

Figura 8. Curva de melting en un analisis de baja resolucion. Pico
corresponde a la TM. (Tomado de Liew et al.,2004).

El principio del andlisis del HRM es el mismo a LRM, excepto que la diferencia
de temperatura entre cada lectura de fluorescencia puede reducirse, es decir,
mientras que en el melting de baja resolucion la temperatura incrementa en 0.5 °C
, en el HRM los incrementos de temperatura se reducen a valores entre los 0.008-
0.20 °C, esto lleva a un incremento en la densidad de la data de fluorescencia
colectada y ayuda a la generacion de un perfil de melting, lo que permite
visualizar la discriminacion entre diferentes secuencias. Cada una de estas

secuencias es asignada a un grupo (cllster) automaticamente por un software
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especializado en el andlisis de melting o manualmente, usando las diferentes

opciones de presentacion de datos.
111.9.2.2. Analisis de datos y obtencion del perfil de melting

En un andlisis de melting convencional, la data colectada sirve para construir la
grafica —dF/dT vs. T mencionada anteriormente, sin embargo en el caso de HRM

la data en crudo se puede utilizar para realizar diferentes analisis y obtener una
mejor visualizacion de la diferencia entre los perfiles de las diferentes secuencias
amplificadas. Para mejorar el entendimiento de cémo el software de HRM genera
la discriminacion, agrupamiento e identificacion de los perfiles de melting es
necesario tener en cuenta su funcionamiento. Es asi que los resultados del melting

son presentados por el software bajo tres formas:

a. Obtencion de la curva de baja calidad o en crudo, Los datos colectados
inicialmente durante el HRM tienen un rango inicial de fluorescencia
denominada pre-melt, donde la sefial es muy alta ya que los amplificados
se encuentran en mayor porcentaje en doble hebra. Sin embargo, esta
varianza dificulta el andlisis de los resultados a pesar de que se pueda
apreciar una diferencia de genotipos (Figura 9). Por ello, el programa

identifica areas de fluorescencia pre y post- melt para alinear la data.
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Figura 9. Curva pre y post melting. (Tomado de Eraly, Voelkerding y

Wittwer, 2008).

b. Obtencion de la curva normalizada, aqui la varianza de la sefial de
fluorescencia ha sido eliminada, y s6lo se muestra el rango de temperatura
entre las &reas pre y post melting, ello permite que los perfiles se
diferencien con una mayor notoriedad (Figura 10). Para ello, la data es
reescalada para que cada perfil se visualice en un rango de intensidad de
fluorescencia de 0 a 1 (méaxima sefial); de este modo, tanto el cambio en
la temperatura de melting (data proveniente del programa y visualizada
en el eje-X) y la forma de las curvas obtenidas en la grafica de
normalizacion (perfil de melting) son usadas para identificar diferencias
entre las secuencias amplificadas producto de la variacion en sus perfiles
de melting. Posteriormente el programa determina la probabilidad de la

distribucién de cada cluster basado en la desviacién estandar de las curvas
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de melting dentro del mismo cluster. De esta manera cada muestra es
colocada en un cluster particular en funcion de la similitud de la muestra a
los valores promedio de la curva de melting a lo largo de cada muestra en
el cluster. A este valor de probabilidad relativa de que una muestra
pertenezca a un cluster en particular se le denomina nivel de confidencia

y es representado por una cantidad porcentual.
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Temperature ('C)

Figura 10. Curva normalizada. (Tomado de Eraly et al., 2008).

c. Obtencidn de la gréafica de diferencia de curvas, Para visualizar con una
mayor facilidad la identificacion de los cluster, el programa construye un
gréfico de diferencia de curvas que muestra la diferencia de fluorescencia
(unidades RFU) entre una muestra (uno de los pocillos en la placa de
PCR) y la fluorescencia en una curva de referencia. La curva de referencia
deriva del promedio de la data de fluorescencia de todas las curvas
pertenecientes a un cluster de referencia el cual es elegido por el programa

(por lo general el cluster con un mayor nimero de muestras) (Figura 11).
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En consecuencia, a diferencia de los analisis de melting tradicionales
donde se identifica una secuencia en particular en funcion al cambio en su
temperatura de melting producto la variacion en la intensidad de
fluorescencia observado en el eje-X (Figura 6), en el analisis HRM, el
cambio en la intensidad de fluorescencia visto en el eje-Y, seguido de la
sustraccion de la sefial de referencia también puede ser usado para

identificar diferencias entre secuencias.

P

Nomalized minus (A/A) )
L ' i ' ' Rl
[=-1 [=:] £ ra (=} ra £ (-] [=-]

=

-12
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Temperature ('C)

Figura 11. Curva de diferencias. En rojo: cluster de referencia. (Tomado de

Eraly et al., 2008).
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IV.  JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La leptospirosis es una enfermedad con un gran potencial epidémico, que tiene
una mortalidad mayor al 10% a nivel mundial (WHO, 2016) y se encuentra entre
los diez primeros eventos de naturaleza infecciosa (Schneider, 2011), confirmando
su importancia en la salud publica, sobre todo en ambientes tropicales que estan
sometidos a fuertes lluvias y precipitaciones, como es el caso de la regién Loreto,
en Peru. Esta enfermedad afecta a un amplio rango de animales que pueden servir
como hospederos y no manifiestan signos clinicos de la enfermedad, lo que los
convierte en fuentes de infeccion para humanos, sobre todo en el caso de animales
domésticos, y otros animales que permanezcan en contacto directo con él.

(Abdulla, Karstad, & Fish, 1962).

En los reservorios, las bacterias se alojan en el rifién y luego son expulsadas por la
orina, a pesar de ello, la deteccion de la infeccion por Leptospira esta basada en
analisis seroldgico. Las interpretacion de las pruebas seroldgicas pueden ser
dificultosa debido a la baja respuesta de los reservorios adaptados a la infeccion,
ademas, los anticuerpos pueden permanecer en sangre a pesar de que la bacteria
ya no esta presente en la orina. Esto hace necesario la implementacion de métodos

que permitan la identificacién de una infeccidn reciente.

Una técnica molecular réapida, sensible y especifica como el HRM, propuesta en
este estudio, podria proveer algunas claves en la identificacion de serotipos de
Leptospira spp., con la ayuda de marcadores provenientes de regiones genéticas
implicadas en la reactividad serol6gica de la bacteria, ello, con el fin de estrechar

la relacion entre la serologia y los métodos moleculares realizados en un solo
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ensayo, evitando los problemas inherentes al aislamiento de este organismo,
como la necesidad de utilizar las técnicas de PCR convencional acompafiadas de

secuenciamiento, las cuales son costosas y laboriosas.

Finalmente, la confirmacién de una infeccion reciente, gracias a la identificacion
de la bacteria directamente de muestras clinicas como la orina, y que,
adicionalmente pueda relacionarse a un serovar especifico ayudaria a determinar
el rol de los animales reservorios en el mantenimiento de la enfermedad e intentar
construir la epidemiologia de la leptospirosis en el Distrito con mayor

endemicidad en la region Loreto (Belén).
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V. OBJETIVOS

V.1 OBJETIVO GENERAL

v Evaluar los marcadores genéticos para la tipificacién de Leptospira spp.
patbgena con mayor prevalencia en la region Loreto, utilizando un
analisis de melting de alta resolucion (HRM) en muestra directa de orina

de reservorios domésticos provenientes del distrito de Belén-Iquitos
V.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Seleccionar los genes marcadores para la genotipificacion de

serovariedades de Leptospira spp. patogena.

v Estandarizar el analisis HRM en 19 cepas de referencia de de Leptospira
spp. y determinar las medidas de eficiencia de la técnica:

Reproducibilidad, eficiencia de tipificacion e indice de diversidad.

v’ Caracterizar las serovariedades de Leptospira spp. en muestras de orina de

perros y cerdos del distrito de Belén, utilizando el sistema HRM.
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VI. METODOLOGIA

VI.1. DISENO DEL ESTUDIO

La presente tesis es un estudio experimental y transversal cuyo objetivo es evaluar
marcadores moleculares que permitan identificar eficientemente las
serovariedades de Leptospira spp. patdgena con mayor prevalencia en la region
Loreto a partir de muestra directa de orina de reservorios (perros y cerdos)
utilizando como herramienta de tipificacion el Analisis de melting de alta
resolucion.

Para ello, se siguio el esquema de la Figura 12. Se inicié seleccionando los genes
marcadores que sélo estén presentes en Leptospira spp. patdgena y se disefiaron
cebadores que amplifiquen secuencias entre 100-150 pb. Dichos marcadores
fueron utilizados en cepas de referencia de Leptospira utilizando la técnica HRM
con el fin de determinar sus perfiles de melting y los pardmetros de eficiencia de
la técnica (eficiencia de tipificacion, reproducibilidad e indice de diversidad
genetica). Luego, se detectaron las muestras de orina de perro y cerdos
(provenientes de Belén-Iquitos) que presentaban Leptospira patdgena utilizando
un PCR en tiempo real con base en la identificacion del gen lipL32. Finalmente,
las muestras positivas por PCR se sometieron a la tipificacion por HRM mediante
la comparacion de sus perfiles de melting con los obtenidos a partir de las cepas

de referencia. Los resultados obtenidos se verificaron por secuenciamiento.
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Evaluacién de marcadores
moleculares

!

| Seleccidon de genes marcadores I—‘ Disefio de cebadores
Reproducibilidad ‘—l l

Estandarizacion del andlisis

Eficiencia de Tipificacion +—— ,
HRM en cepas de referencia

Indice de diversidad 1J l

Caracterizacion de serovariedades

de Leptospira spp. en muestras de
orina mediante el sistema HRM

Deteccion de Determinacion de

Colecta de muestras | ,| muestras positivas a ) o serovariedades de
de orina de perros y Leptospira sp. Leptospira spp. en
cerdos en Belen patdgena muestras de orina

Figura 12. Disefio del estudio.

VI.2. POBLACION DE ESTUDIO.

La zona de estudio y muestreo se realizd en el distrito de Belén-lquitos en la
Region Loreto. Belén es un distrito en la ciudad de Iquitos perteneciente a la
Provincia de Maynas, esta considerado como barrio pobre en zona urbana y esta
ubicado exactamente en la planicie aluvial del Rio Amazonas. Belén cuenta con

dos sectores importantes: los sectores 20 y 21,

En el presente estudio se colectaron muestras provenientes solo del sector 20 por
ser la zona con mayor incidencia de leptospirosis humana debido a la acumulacion
de potenciales de riesgo como: la falta de servicios de agua y desagiie de manera

continua durante el dia, bajo nivel de saneamiento, elevados niveles de
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precipitacion y presencia de criaderos clandestinos de cerdos y aves. Este sector
comprende de 102 manzanas y gran parte del sector se encuentra inundado
durante la temporada de precipitacion (Enero-Marzo), por lo que las casas estan

construidas sobre pilotes o balsas.

La estrategia de muestreo fue colectar al menos dos muestras aleatorias de orina
por manzana con la ayuda de un veterinario y una guia que nos dirigia facilmente
hacia nuestros puntos de colecta. Para el transporte casa por casa fue necesario
contratar un bote cuando el nivel del agua era muy alto. Una semana antes del
muestreo, se realizé un censo de las personas que tenian canes, las cuales llenaron
fichas informativas (Anexo 1) y dieron su consentimiento para la toma de

muestras (Anexo 2).
VI1.3. COLECTA Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE ORINA.

Las muestras fueron colectadas con la previa aprobacion ante el Comité de Etica
del proyecto titulado “Rol de los animales domésticos en transmision de

Leptospirosis y bacterias resistentes a antibidticos en Iquitos” (Codigo SIDISI:

63691).
Colecta de muestras de orina de perro.

Debido al alto grado de dificultad en la toma de muestra de orina de perros por la
deshidratacion de los animales causado por el clima de la region y el transporte a
través del rio, no se contemplé que el nimero de muestras sea el requerido para
realizar una validacion del sistema ni verificar que exista correlacion entre
factores de riesgo observados durante el muestreo y la presencia de la bacteria en

orina.
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Para la toma de muestra se colocé un bozal al animal y con la ayuda del duefio se
le eché de costado sobre el suelo de modo que las patas traseras dejen la uretra
expuesta, inmediatamente el area fue desinfectada con alcohol de 96° y se
introdujo una sonda urinaria N° 6 en el caso de perros pequefios y medianos y N°
8 en caso de perros de raza grande. Las orinas se colectaron presionando la vejiga
del animal y se coloco en frascos estériles de 200 mL. La muestra de las hembras
se obtuvo por cistocentesis, que consiste en una puncién directa a la vejiga
utilizando jeringas estériles de 20 mL, para ello es necesario hacer una inspeccion
en la zona superior a la uretra hasta localizar la vejiga, se desinfecta la zona y se

realiza la puncion.
Colecta de muestras de orina de cerdo.

Las muestras de orina de cerdos fueron obtenidas durante las madrugadas, ya que
son las horas claves para sacrificar a los animales y asi puedan salir al mercado.
Las muestras provienen de tres mataderos clandestinos donde los animales
provienen de criaderos clandestinos también del sector 20. Las vejigas fueron

solicitadas inmediatamente después de que los cerdos fueran sacrificados.

La orina se obtuvo por puncién directa a la vejiga del animal muerto y se colect6

también en frascos estériles de 200 mL.

Se obtuvieron 63 muestras de orina de perros y 88 de cerdos, las muestras se
transportaron en un cooler y fueron empacadas con bolsas de gel helado hasta su
llegada al Laboratorio Satélite-lquitos de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia, donde se tomaron 13 mL de orina y se deposit6é en tubos de 15mL. Se

midio6 el pH de cada orina, para luego neutralizarla con Hidroxido de Sodio 0.1N
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en caso tenga un pH por debajo de 7. El sedimento de la orina fue eliminado
mediante centrifugacion a 1000 g. por 5 min. El sobrenadante fue centrifugado a
40 000 g. por 30 minutos para colectar las células. Se descart el sobrenadante y
el precipitado celular fue suspendido en 200 pL de solucion salina 1X. Las
muestras se almacenaron a -20 °C. Para el transporte de las muestras desde
Iquitos, estas se colocaron en cajas que contenian hielo seco para mantener el frio
y se enviaron por avion con la finalidad de que lleguen en menos de 12 horas al
Laboratorio de Microbiologia Molecular en Universidad Peruana Cayetano

Heredia en Lima (Figura 13).

Perros: * 12 mL de orina colectadas en tubos
Sondas urinarias falcon.
N°6
Belén —» Sector 20 *  Puncion directa * Medicion del pH.
. con jeringa
*  Obtencion de fichas informativas y consentimiento de :> :> * Neutralizacion con NaOH 0.IN.
los duefios de los perros.
Identificacion de mataderos clandestinos de cerdos. * Coleccion de células por
Cerdos: centrifugacion.
+  Puncion directa a
la vejiga. +  Resuspension celular en PBS 1X.

Figura 13. Esquema de colecta y procesamiento de las muestras.
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VI1.4. PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS

VI1.4.1 Seleccion de genes marcadores: Identificacion polimorfismos y

disefio de cebadores.

Para llevar a cabo la identificacion y disefio de cebadores de los marcadores

utilizados en este estudio, se trabajé con el esquema descrito en la Figura 14.

Obtencion de las secuencias de los
marcadores

Identificacion de polimorfismos entre
especies y subespecies

secY, wzy, omplLl, IpxC, lipL32, neuB |

Construccion de darboles filogenéticos

MEGA
Segmentos entre 100-150 pb.

MEGA
Neighbord joining
Bootstrap: 10 000.

Disefio de primers (Primer Premier)

OligoAnalyzer
Hairpin: AG>0
Self-dimer: > -3
Hero-dimer: > -5

mFold |

s

In silico
PCR

Primer-Blast

Figura 14. Esquema utilizado para la identificacion de marcadores y disefio

de cebadores.

En primer lugar, los genes marcadores fueron seleccionados por su participacion

en la respuesta inmune por ser proteinas antigénicas de memembrana, toxinas o

enzimas que participan en la sintesis de glicoproteinas (Tabla 1), y bajo el criterio

de que su presencia esté limitada a serovariedades patdgenas de Leptospira sp., lo

cual se verifico mediante BlastN utilizando la base de datos del NCBI (National

Center of Biotechnology Information). Es asi, que las secuencias de los genes

lipL32 (lipoproteina de membrana externa), neuB (Acido pseudoaminico

sintetasa), ompL1 (Proteina de membrana externa), secY (Proteina translocasa),
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wzy (Polimerasa del antigeno O) y IpxC (N-acetilglucosamina deacetilasa) (Fouts
et al., 2016; Hauk et al., 2008; Lambris et al., 2008), fueron seleccionadas y

extraidas de las serovariedades de referencia que se trabajaron en el estudio y que

estaban disponibles en la base de datos del Genbank.

Tabla 1. Funciones y caracteristicas de los genes marcadores para HRM.

Gen Funcion Caracteristica Referencia
secY Translocasa de Pertenece a un locus Perez y Goarant,
glicoproteinas altamente conservado  2010.
para analisis

filogeneéticos.

Wzy Polimerasa del  Proteinas involucradas  Wangroongsarb
cluster rfb  en la sintesis de etal., 2007.
(Antigeno-0) polisacéridos son wzy-

dependientes

neuB Acido Sintesis de  &cido  Matthias et al.,
pseudaminico sidlico, evasion a  2016.
sintetasa neutrofilos.

IpxC N- Sintesis de la  Matthias et al.,
acetilglucosamina endotoxina Lipido A 2016.
deacetilasa

lipL32-  Proteina de  Mecanismos de evasion  Stoddard et al.,

H membrana externa  a la respuesta inmune. 2009.

ompL1  Proteina de  Mecanismos de evasion  Hernandez et al.,

membrana externa  a la respuesta inmune. 2014.

Para el analisis de polimorfismos se realiz6 mediante el alineamiento de las
secuencias completas de todos los marcadores seleccionados utilizando el
programa Mega 6 (Kumar, Tamura, & Nei, 1994). Luego, se seleccionaron
fragmentos entre 100 y 150 pares de bases, dentro de cada marcador, que
presentaron al menos un cambio de nucle6tido entre serovariedades de una misma
especie. A partir de dichos fragmentos, se construyeron arboles filogenéticos

utilizando la misma herramienta Mega 6, empleando el método de Neighbord-
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Joining con 10 000 réplicas de bootstrap, para seleccionar los segmentos que

generen una visible separacion entre las serovariedades de Leptospira.

V1.4.1.1. Identificacion de mutaciones silenciosas y sinGnimas en los genes

marcadores.

Para identificar si las variaciones nucleotidicas observadas en el andlisis de
polimorfismos correspondieran a mutaciones no sinénimas, es decir, mutaciones
gue produzcan un cambio en la secuencia de aminoacidos de la proteian
resultante, se determind el nimero de mutaciones silenciosas y sinénimas
mediante alineamientos de secuencias de los marcadores seleccionados, utilizando

el software MEGA 6.0 (Kumar, Tamura, & Nei, 1994).

V1.4.1.2. Disefio de cebadores.

Los cebadores para los genes seleccionados fueron disefiados con el fin de
obtener productos de amplificacién cuyo tamafio oscile entre los 100 a 150 pb,
tamafio recomendado para aumentar la eficiencia del anélisis de melting,
utilizando el programa Primer Blast (Singh, Mangalam, Dwivedi, & Naik, 1998).
La formacién de estructuras secundarias se analizé utilizando la herramienta
OligoAnalizer (Owczarzy et al., 2008), donde los cebadores que presentaron un
AG mayor a 0 en hairpin (formacion de estructuras secundarias dentro del
primer), valores menores a -3 en el Self-dimer (formacion de dimeros entre
cebadores de un mismo sentido) y menores a -5 en Hetero-dimer (formacion de
dimeros entre cebadores de sentidos opuestos), fueron seleccionados. Para evaluar
la formacion de estructuras secundarias en la secuencia amplificada por los

cebadores se utilizo la herramienta mFold (Owczarzy et al., 2008). Los valores
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determinados con estos andlisis fueron comparados con los obtenidos mediante la
modificacién de los parametros por defecto proporcionados por las herramientas
in silico, de modo que se aumentd la concentracién de sales (Na+) de 10 mM a
200 mM, con el fin de simular las condiciones en las cuales el ADN purificado de
las muestras de orina tuviera alto contenido de sales y evaluar la posibilidad de
que se formen estructuras secundarias que causen un resultado inespecifico

durante los analisis posteriores.

Finalmente, se verifico que los cebadores sean especificos a la secuencia de
interés utilizando el programa Primer Blast y en los casos en que no se evidencid
dicha especificidad, se utilizé la herramienta In Silico PCR, la cual simula una
reaccién de PCR in silico, para predecir la aparicion de dicha amplificacion

inespecifica en un futuro ensayo de PCR.

Finalmente, los cebadores disefiados se mandaron a sintetizar en Laboratorios

GenLab en Seoul, Korea del Sur.
V1.4.2. Extraccion y purificacion del ADN.

Para la obtencion de ADN, diecinueve serovares de referencia de Leptospira
patdgena, una cepa de Leptospira intermedia (L. licerasiae) y una cepa de
Leptospira saprofitica (L. biflexa), provenientes del Centro de Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC) fueron cultivadas en medio EMJH (Miraglia,
de Moraes, Melville, Dias, & Vasconcellos, 2009) por 6 dias hasta que se alcanz6
una densidad celular de 3 x 10® células/mL, cuantificada en una camara Petroff
Houser. EI ADN fue extraido a partir de 500 L de cultivo utilizando el Genomic

Purification Kit de Thermo Scientific.
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Las muestras de orina almacenadas a -20 °C fueron descongeladas a 4 °C y
lavadas en 1 mL de Solucion Salina 1X, luego se centrifug6 a 13 000 xg. por 10
minutos. Se descartd el sobrenadante y el ADN total se extrajo siguiendo el
protocolo del Genomic Purification Kit de Thermo Scientific. EI DNA fue

almacenado a -20°C.

La calidad de las muestras fue verificada por electroforesis en gel de agarosa a 2.5
%.

V1.4.3 Estandarizacién del analisis HRM en cepas de referencia de

Leptospira sp.

V1.4.3.1. Identificacion de la temperatura optima de hibridacion de los

cebadores.

Antes de llevar a cabo el analisis de HRM en cepas de referencia, se identifico la
temperatura dptima de hibridacion de los cebadores lipl32-H, IpxC, secY-1, secY-
2, ompL1, wzy y neuB. Para ello, se llevo a cabo un PCR, cuya reaccién tuvo un
volumen tota de 20 pL: 10 pL de master mix que contiene la enzima polimerasa
hotstart, 3 ul de agua libre de DNasa, 1 uM (0.4 pl) de cada primer (forward y
reverse) y 5 uL (10 ng) de ADN de la cepa de referencia L. interrogans serovar

Copenhageni M20 (50 ng/pL).

Se programaron dos ensayos distintos en funcién a las temperaturas de melting de
referencia que se obtuvieron con Primer Blast. Para los genes marcadores lipL32-
H, IpxC, secY-1 y secY-2 se analizaron las siguientes temperaturas: 43.0, 43.3,
44.1, 45.0, 46.2, 47.2 y 48 °C, mientras que para los marcadores ompL1, neuB y

wzy se analizaron: 45.0, 45.3, 46.0, 47.0, 48.2, 49.2, 49.7, 50 °C. Las condiciones
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para la reaccion de PCR fueron las siguientes: 95°C por 2 minutos, 45 ciclos a 95
°C por 10 minutos, gradiente de temperatura analizada por 30 segundos y 72 °C
por 30 segundos. La temperatura donde se obtuvo una mayor sefial con el Cq méas

bajo fue considerada como la temperatura éptima de annealing.
V1.4.3.2. Determinacion de perfiles de melting en cepas de referencia.

El ensayo de PCR /HRM se llevé a cabo utilizando en ADN de las 19 cepas de
referencia de Leptospira patdgena. EI ADN extraido fue cuantificado y se
analizaron dos diferentes cantidades por reaccién: 50ng y 10ng . Esta Gltima
concentracion se analiz6 debido a que corresponde a un valor de Cq entre 20 y 30,
que a la vez coinciden con los valores obtenidos en muestras de orina. EI PCR
/HRM se condujo usando los cebadores de los genes lipl32-H, IpxC, secY-1, secY-

2, ompL1, wzy y neuB, en una reaccion de 20 pL como se describio antes.

Las condiciones para la reaccion de PCR fueron las siguientes: 95°C por 2
minutos, 45 ciclos a 95 °C por 10 minutos, 50 °C por 30 segundos y 72 °C por 30
segundos. Finalmente luego de la amplificacion, el andlisis de melting se realizo
incrementando la temperatura de 65 °C a 95 °C a una velocidad de 0.2

°C/segundo.

V1.4.3.2.1. Generacion de clusters.

Los datos de fluorescencia provenientes del analisis de melting, se analizaron con
el software HRM incluido en el equipo de PCR, con el fin de obtener los perfiles
de melting de las serovariedad de referencia. Para ello, el programa generd
clusters que corresponden a agrupamientos las cepas de referencia en funcion a su

perfil de melting. Se consider6 que cada cepa de referencia pertenecia a un
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cluster en particular si su nivel de confidencia (generado por el software) era

mayor al 90%. Adicionalmente, los pardmetros del programa, utilizados para la

generacion de clusters se mantuvieron por defecto y fueron los siguientes:

Cambio de temperatura (Temperature shift): Cambio de temperatura
aplicado para cada curva de fluorescencia normalizada a lo largo del eje de
la temperatura (eje-X). En el programa se puede modificar la altura de la
barra de cambio de temperatura utilizando un valor entre 0 y 1 (en la

grafica normalizada). Por defecto se utiliz6 0.2.

Sensibilidad de la curva de melting: Determina el nivel de rigor,
expresado en un valor porcentual, utilizado para clasificar las curvas de

melting dentro de diferentes clusters. Por defecto se utiliz6 50%.

Limite de diferencia de Tm: Determina la menor cantidad de diferencia
de Tm entre dos muestras que el software diferenciara en dos clusters. Se
pueden escoger valores entre el 0.05 al 1, sin embargo el programa utiliza

por defecto el valor de 0.15 grados.

Como control positivo, se utilizO ADN extraido de Leptospira interrogans ser.

Copenaghenii y agua ultra pura fue incluida como el control negativo. El tamafio

de los productos de PCR obtenidos fue verificado para todas las cepas de

referencia utilizadas mediante electroforesis en gel de agarosa al 2.5%.

Una vez se obtuvo el agrupamiento (formacién de clusters) por cada marcador

analizado, se determinaron los perfiles de melting de las cepas de referencia

mediante la combinacion de los clusters obtenidos para los genes lipl32-H, IpxC y
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secY-1. Finalmente, cada combinacion diferente fue considerada como un

genotipo particular.
V1.4.3.3. Sensibilidad del Analisis de HRM

Para determinar el limite de deteccion de los cebadores utilizados en el analisis
HRM, se realizaron diluciones seriadas 1:10 de la cepa de referencia L.
interrogans Icterohaemorragiae Copenhageni M20 (10’bacterias/uL a 10°
bacterias/pL). Las diluciones fueron inoculadas en orina de perro y cerdo sanos.
El ADN se extrajo y el analisis de PCR/HRM para los cebadores lipL32-H, IpxC y
secY-1, se llevo a cabo tanto para las diluciones inoculadas en orina como para
diluciones sin inocular, utilizando como estandar concentraciones conocidas de
ADN de la cepa M20 desde 10° copias de genoma/pL hasta 10° copias de
genoma/pL. El ensayo se realizd por triplicado y en tres reacciones de PCR
distintas, considerandose como limite de deteccion la dilucion mas alta que

amplifico por triplicado en las tres repeticiones.

V1.4.4. Caracterizacion de serovariedades de Leptospira spp. en muestras

de orina de perros y cerdos mediante un sistema de HRM.

La determinacion del perfil de melting de las serovariedades patégenas de
Leptospira detectadas en muestras de orina se condujo mediante el sistema
mostrado en la Figura 15. El sistema inicia con la deteccion de Leptospira
patégena en las muestras de orina mediante la PCR en tiempo real utilizando
cebadores del gen lipL32-D y continda con la identificacién de serovariedades

mediante HRM utilizando los genes lipL32-H, IpxC y secY.
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Muestras de orina
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Deteccion de Leptospira patogéna PCR: gen lipL32-D
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PCR/HRM
(lipL32-H, IpxC, secY)
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Andlisis de perfil de melting

Comparacion con
l cepas de referencia

Identificacion de serovariedades

Figura 15. Esquema del sistema HRM para la
genotipificacion de Leptospira en muestras de orina.

VI1.4.4.1. ldentificacion de muestras positivas a Leptospira patégenas

mediante la deteccion del gen lipL32.

Antes de la identificacion de serovariedades de Leptospira mediante HRM, se
identificaron las muestras que presentan ADN de Leptospira patdgenas. Para ello,
se realizé un PCR en tiempo real que utiliz6 como marcador un segmento de 250
pb del gen lipL32-D (Stoddard et al., 2009) y se determind su sensibilidad en

muestras de orina.

V1.4.4.1.1. Determinacion de la sensibilidad de la deteccion de gen

lipL32 en orina de perroy cerdo.

Para determinar la sensibilidad de la prueba de deteccion se cultivo la cepa L.

interrogans serovar Copenhageni M20 por 6 dias en medio EMJH hasta que
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alcanzé un crecimiento de 3x10° células/mL, cuantificado en una camara Petroff-
Housser. Se realizaron diluciones seriadas de 1:10 de modo que se parti6 de una
concentracion inicial de 1x10° bacterias/mL hasta 1x10° bacterias/mL. Las
diluciones fueron inoculadas en orina de perro y cerdo sanos. EI ADN fue
extraido y el anélisis de PCR para el primer lipL32-D (5-
ATCCAAGTCAACCCAATGTGG-3 y 5-
TCTGTGATCAACTATTAGGGATAC-3") se llevo a cabo utilizando como
estandar concentraciones conocidas de ADN de la cepa L. interrogans serovar
Copenhageni M20 desde 10° copias de genoma/pL hasta 10° copias de
genoma/pL. Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: 95°C por 2
minutos, 39 ciclos a 95 °C por 10 minutos, 60 °C por 30 segundos y 72 °C por 30
segundos. El ensayo se realiz6 por triplicado y en tres reacciones de PCR
distintas, considerandose como limite de deteccion la dilucion mas alta que

amplificd por triplicado en las tres repeticiones.

V1.4.4.1.2. Deteccion del gen lipL32 en muestras de orina de perros y

cerdos.

Para identificar las muestras que prestaban ADN de Leptospira patégena, 5uL de
cada muestra fue colocada por triplicado en un mix de 4.6 pL de agua de PCR, 0.2
uL de cada primer y 10 puL de enzima. Las condiciones de reaccion fueron las
siguientes: 95°C por 2 minutos, 39 ciclos a 95 °C por 10 minutos, 60 °C por 30
segundos y 72 °C por 30 segundos. Para obtener la concentracion de ADN de
Leptospira detectado en la muestra se realizd una curva estdndar mediante

diluciones seriadas del ADN de la cepa L. interrogans ser. Copenaghenii M20,
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desde 10° copias de genoma/pL hasta 10° copias de genoma/pL. Como control
positivo de la reaccion se utilizo ADN extraido de L. interrogans ser.
Copenaghenii, como control negativo se usé agua de PCR y como control de
cebadores el ADN de L. biflexa (especie saprofita) y L. licerasiae (especie

intermedia).

Una vez terminado el PCR, se seleccionaron las muestras que amplificaron en
mas de uno de los tres posillos que se cargaron por muestra. Dichas reacciones se
visualizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2.5%, para verificar
que el tamafio del producto amplificado correspondia a los 250 pb. Las muestras

cuyas bandas tenian el tamarfio esperado fueron consideradas positivas.

V1.4.4.2. Determinacion de serovariedades de Leptospira spp. en muestras

de orina de perros y cerdos mediante HRM.

El PCR/HRM se llevé a cabo utilizando el ADN de las muestras que resultaron
positivas a Leptospira patdgena por la deteccion del gen lipL32. Se utilizaron los
cebadores de los genes lipl32-H, IpxC, y secY-1 en tres reacciones separadas, con
un volumen final de 20 pL: 10 puL de master mix que contiene la enzima
polimerasa hotstart, 3 ul de agua libre de DNasa, 1 UM (0.4 pl) de cada primer

(forward y reverse) y 5 pL (5-10 ng) de ADN de la muestra.

Las condiciones para la reaccion de PCR fueron las siguiente: 95°C por 2 minutos,
45 ciclos a 95 °C por 10 minutos, 50 °C por 30 segundos y 72 °C por 30 segundos.
Finalmente luego de la amplificacion, el andlisis de HRM se realizo
incrementando la temperatura de 65 °C a 95 °C a una velocidad de 0.2

°C/segundo. Las curvas obtenidas usando HRM se analizaron con el software
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HRM incluido en el equipo de PCR y los parametros se mantuvieron por defecto.
Como control positivo se utilizo ADN extraido de Leptospira interrogans ser.

Copenaghenii cepa M20 y agua PCR fue usada como el control negativo.

La identificacion de los perfiles de melting en las muestras analizadas y su
respectivo genotipo fue hallado comparando los perfiles obtenidos en las cepas de

referencia de Leptospira sp.

El tamafio de los amplificados se verific6 mediante electroforesis en gel de

agarosa al 2.5%.

V1.4.5. Secuenciamiento de las muestras

Los productos de amplificacion de las muestras cuyo perfil fue identificado
mediante HRM, fueron purificados a partir del gel utilizando el kit Quick Gel
Extraction de Invitrogen Yy se mandaron a secuenciar a Macrogen (Corea). Se
utiliz6 la herramienta Mega 6 para la edicion de las secuencias la construccién de
arboles filogenéticos que permitieron verificar si los perfiles obtenidos con el

sistema HRM correspondian con su secuencia nucleotidica.

VI.5. ANALISIS ESTADISTICO.

VI1.5.1. Determinacion de las medidas de eficiencia del analisis HRM en

cepas de referencia y muestras

En cepas de referencia:

La reproducibilidad del sistema se evalué mediante 10 repeticiones de PCR-HRM

de dos serovariedades de Leptospira sp. en reacciones separadas. Si la

52



identificaciéon fue la misma en las 10 repeticiones, la reproducibilidad se

consideré como 100%.

La eficiencia de la tipificacion, proporcion de cepas que son asignadas a un tipo
por el sistema de tipificacién, se evalud utilizando la formula: T = Nt/N, donde Nt
es el numero de cepas que fueron asignadas a un tipo and N es el nimero de cepas

que fueron analizadas.

Para determinar el poder discriminatorio del sistema, la habilidad del sistema de
genotipificacion para diferenciar dos serovares no relacionados, se utilizd el
indice de Diversidad de Simpson (SI) y se consider6 un alto grado de

polimorfismo cuando el indice fue mayor a 90%.

En muestras:

En muestras el Unico parametro determinado fue la eficiencia de tipificacion.
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VIl. RESULTADOS.

VI1.1. Colecta de muestras y poblacién de estudio.

Durante la etapa de colecta de muestras en las casas en el secto 20 (Figura 16A),
se observo que éstas no contaban con servicios de agua y desagiie, y era comdn
ver roedores en ellas. Los habitantes del sector utilizan el agua estancada del rio
para bafiarse e incluso lavar sus alimentos, ademas, los bafios estan construidos de
modo que las deposiciones terminen en el agua. Existen zonas en las que el nivel
de agua es bajo y no permite el desplazamiento de los botes, por lo que se han
construidos caminos de madera (Figura 16B) lo cuales son muy angostos y donde

los perros callejeros suelen miccionar.

Los datos del censo arrojaron que en promedio hay 2 mascotas por vivienda (entre
perros y gatos). Los animales no pueden movilizarse facilmente durante la
inundacion, por lo que miccionan dentro de las casas, sobre el piso que esta
construido con troncos o tablas, permitiendo que la orina caiga al agua. Lo mismo
ocurre en las casas que tienen criaderos de cerdos. Por otro lado, el 25% de los
perros permanecen fuera de su casa durante el dia y este comportamiento no
cambia durante la temporada de inundaciéon ya que es comdn observar perros
nadando o siendo transportados en botes por sus mismos duefios. EI promedio de

personas que viven en las casas censadas fue de 6 personas.

Durante la toma de muestras en los mataderos clandestinos se observd que las
visceras de los cerdos es arrojada al agua y las personas que encargadas de hacerlo
estdn descalzas paradas sobre una balsa flotante que todo el tiempo esta en

contacto con el agua (Figura 16B).

54



Se obtuvieron un total de 63 muestras de orina de perro y 88 muestras de orina de

cerdo. Los datos obtenidos de los animales cuya muestra fue colectada

efectivamente se muestran en la Tabla 2.

Figura 16. Muestreo del sector 20 del distrito de Belén. A)
Zonas inundadas del sector 20. B) En la imagen de la izquierda:
Toma de muestra de orina de perros con sondas urinarias; a la
derecha: Camal clandestino, toma de muestra de orina de
cerdos por puncion directa a la vejiga del animal muerto.
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Tabla 2. Datos obtenidos de las muestras colectadas (Marzo 2016 y Marzo
2017).

PERROS CERDOS

Caracteristicas Caracteristicas
Poblacion de perro en Belén 415 Poblacion de cerdos en Beléen  ND*
NUmero de casas NUmero de casas

63 ND
seleccionadas seleccionadas
Numero muestral de perros 63 Numero muestral de cerdos 88
Machos 46 Machos ND
Hembras 17 Hembras ND
< 1 afio (Cachorros) 20
1 a 3 afios (Juveniles) 23 Data de edad ND
> 3 afios (Adultos) 20

ND*: No definido

VI1.2. Seleccidn de genes marcadores.

Las secuencias correspondientes a los 6 genes se alinearon para todas las
serovariedades utilizadas en este estudio experimental y otras 31 serovariedades
que pertenecen a las especies L. interrogans, L borgpetersenii, L. noguchii, L
santarosai, L. kirshneri y L. welli que se obtuvieron de la base de datos del

GenBank. El gen lipL32 (Figura 17) msotré una mayor cantidad de cambios de
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nucledtidos entre serovariedades, esta diferencia se evidencié en el arbol

filogenético obtenido (Figura 18).

Por otro lado, con respecto al andlisis in silico del PCR en diferentes
concentraciones de sal, los valores de AG obtenidos bajo condiciones normales
(50 mM Na+) y elevadas (300 mM Na+) de sales se observan en la Tabla 3. No se
verificaron mayores diferencias entre los valores de AG en ambas condiciones, sin
embargo, en el caso del marcador lipL32-H se obtuvo un valor menor al
contemplado en la formacion de estructuras secuendiarias del producto de

amplificacion (-5.75 kcal/mol).

Las caracteristicas de los 7 pares de cebadores disefiados en funcion a los genes

seleccionados se observan en la Tabla 4.
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Tabla 3. Andlisis de formacion de estructuras secundarias y dimeros de

cebadores en funcién a los valores de AG.

Direccién

[Sales] Harpin | Selfdimer | Heterodimer
Marcador del mFlod (AG)
(mM) (AG) (AG) (AG)
cebador
F 0.77 -3.57
50 -3.19 -3.4
R 0.96 -3.61
lipL32-H
F 0.66 -3.57
300 -3.43 -5.75
R 0.85 -3.57
F -1.13 -1.95
50 -5.02 -0.48
R 0.41 -3.61
secY
F -1.46 -3.17
300 -5.02 -1.66
R 0.43 -3.61
F 1.01 -3.61
50 -4.38 -2.34
R -0.09 -3.14
IpxC
F 0.84 -3.61
300 -4.38 -3.45
R -0.01 -3.14
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Tabla 4. Cebadores disefiados para el ensayo de Analisis de Melting de Alta Resolucion

. . Tamario del Temperatura de

Gen Primer Forward Primer Reverse producto (pb) Annealing (°C)
lipL32-H CCCATTTCAGCGATTACAGC TTCCAGGAACAAACGAAACC 163 59.9
ompL1 CGCTCAGTAAATTCGCAACA TGCAACCGTTGGTATCAAAT 170 58.9
neuB CGTCTCCGCTTTATAGGTTTG TTGTATGCCACAACCGATTC 161 59.4
secY-especies GTCCATAATGATCGCCCAAC GAAAAATGGTTCAGGCGAAA 164 60.1
secY-serovares CGTTTGCACCGTTCACTTTA CGGAGTCCATGGTTCAACTT 213 60.0
wzy AAATTCCACAAAACGCGAAA TTTTTGGGGAAGATTGTTCG 217 59.9
CCGCAGCTAAAAGATGTTCC TCCGGCAAAGAAGTCAATCT 190 59.8

IpxC
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Figura 18. Analisis filogenéetico de especies de Leptospira basado en el gen
lipL32-H. Construccion basada en el test de Neighbor-Joining con 10 000

repeticiones de bootstrap.
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VI1.2.1. Identificacion de mutaciones silenciosas en los marcadores lipL32-H,

secY y IpxC.

Luego de traducir a secuencia de aminoacidos a las secuencias de los genes
marcadores lipL32-H, secY y IpxC, se determin6 que todas las mutaciones con
respecto a la cepa de referencia L. interrogans Icterohaemorragiae Copenhageni
M20 eran de tipo silenciosas en el caso del gen lipL32-H (Tabla 5). Por otro lado,
el gen IpxC (Tabla 6) sélo presentd una mutacion no sinénima a nivel de la
posicién 85 (A/G), mientras que en el gen secY (Tabla 7) se observaron un total
de 7 mutaciones no sinénimas en las posiciones 21 (A/C), 33 (T/A), 34 (C/T), 47

(GIT-A), 56 (G/A), 67 (G/A), 107 (G/T) y 109 (T/G).
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Tabla 5. Tabla de mutaciones, indicando el niUmero de mutaciones silenciosas para el marcador lipL32-H.

Mutaciones

Serovariedad

. interrogans Australis Australis Ballico

. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami

. borgpetersenii Ballum Mus 127

. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienan

. interrogans Australis Bratislava Jez Bratislava

. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht

. weilii Calledoni Calledoni Calledoni

. interrogans Icterohaemorragiae Copenhageni M20
. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522C

. Interrogans Djasiman Djasiman Djasiman

. santarosai Mini Georgia Lt 117

. kirschneri Grippatyphosa Gripatyphosa Moskava V

. interrogans Icterohaemorragiae Icterohaemorragiae
GA

. hoguchii Panama Panama CZ214K

. borgpetersenii Trassovi Tarassovi Perepelitsin

. interrogans Sejroe Wolfii 3705

. interrogans Icterohaemorragiae Mankarso Mankarso
. interrogans Sejroe Hardjo Hrdjoprajino

. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem

rrrrrrrxr/r - rrr/\rrrr-r-/jr-/\r- -

Secuencia de referencia: L. interrogans Icterohaemorragiae
Copenhageni M20
50(C/IT), 83(T/A)
50(CIT), 83(T/A)
38(T/G), 41(G/A), 68(C/T), 83(T/A), 89(A/G), 122(T/C)
50(C/IT), 83(T/A)
50 (C/T)
41(G/A)
38(T/G), 41(G/A), 83(T/A), 89(AIG), 122(T/C)
0
41(G/A), 50(C/T)
41(G/A), 83(T/A), 89(A/G), 122(T/C)

41(GIA), 56(C/IT), 65(C/T), 68(CIT), 71(T/G), 83(T/A),
134(AIT)
41(GIA), 50(C/T), 83(T/A)

0
50(C/T), 83(T/A), 146(GIT)

38(T/G), 41(G/A), 83(T/A), 89(A/G), 122(T/C)
0

0

0

0
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Tabla 6. Tabla de mutaciones, indicando el nimero de mutaciones silenciosas para el marcador IpxC. En negrita: Polimorfismos.

Mutaciones

-

Serovariedad

. interrogans Australis Australis Ballico
. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami

. borgpetersenii Ballum Mus 127

. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienan

. interrogans Australis Bratislava Jez Bratislava
. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht

. weilii Calledoni Calledoni Calledoni

L.

interrogans Icterohaemorragiae Copenhageni

M20

L.
L.

L.

kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522C
Interrogans Djasiman Djasiman Djasiman

kirschneri Grippatyphosa Gripatyphosa

Moskava V

L.

interrogans Icterohaemorragiae

Icterohaemorragiae RGA

Secuencia de referencia: L. interrogans Icterohaemorragiae
Copenhageni M20

1(CIT), 3(CIA), 24(CIT), 126(T/A)
1(CIT), 3(CIA), 24(CIT), 126(T/A)

1(CIT), 3(CIA), 6(T/C), 15(T/A), 21(A/G), 30(A/G), 33(C/T),
45(T/C), 48(AIG), 66(CIT), 69(A/G), 84(T/C), 87(T/A), 90(C/T),
96(C/A), 102(T/G), 105(T/G), 108(C/T), 111(A/T), 123(G/T),
126(T/A)

1(CIT), 3(CIA), 24(CIT), 126(T/A)

0

0

0

1(CIT), 24(CIT), 126(TIA)
1(CIT), 3(CIA), 6(T/C), 15(T/A), 21(A/G), 33(C/T), 45(T/C),
51(T/C), 63(A/G), 66(C/T), 69(A/G), 78(T/G), 84(T/C), 85(A/G),
87(T/A), 90(C/G), 96(C/A), 102(T/A), 105(T/G), 111(A/C),
117(T/C), 123(GIT), 126(T/A)

1(CIT), 3(CIA), 24(CIT), 126(T/A)
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L. noguchii Panama Panama CZ214K 1(CIT), 3(C/A), 6(T/C), 15(T/A), 21(A/G), 33(C/T), 45(T/C),
51(T/C), 63(A/G), 69(A/G), 78(T/G), 84(T/C), 85(A/G), 87(T/A),
90(C/G), 96(C/A), 105(T/G), 111(A/C), 117(T/C), 123(GIT),

126(T/A)
L. borgpetersenii Trassovi Tarassovi Perepelitsin -
L. interrogans Sejroe Wolfii 3705 0
L. interrogans Icterohaemorragiae Mankarso 1(C/T), 3(C/A), 24(CIT), 126(T/A)
Mankarso
L. interrogans Sejroe Hardjo Hrdjoprajino 0
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem 0
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Tabla 7. Tabla de mutaciones, indicando el nimero de mutaciones silenciosas para el marcador secY. En negrita: Polimorfismos.

Mutaciones

Serovariedad

L. interrogans Australis Australis Ballico
L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami

L. borgpetersenii Ballum Mus 127

L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienan
L. interrogans Australis Bratislava Jez Bratislava
L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht

L. weilii Calledoni Calledoni Calledoni

L. interrogans Icterohaemorragiae Copenhageni
M20

L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522C

Secuencia de referencia: L. interrogans Icterohaemorragiae

73(T/C), 121(GIA)
0

A(TIC), 10(T/C), 22(GIA), 25(A/G), 28(T/C), 31(A/C), 33(T/A),
34(C/T), 35(G/A), 40(TIC), 46(CIT), 47(GIT), 52(A/G),
55(T/C), 58(A/G), 64(T/C), 67(T/A), 79(AIT), 91(T/C), 94(T/C),
103(A/G), 109(T/G), 112(G/A), 115(T/C), 116(T/C), 130(T/C),

133(G/A)
73(T/C), 121(G/A)
73(T/C)

73(T/C), 121(G/A)

10(T/C),19(T/C), 22(G/A), 25(AIG), 28(T/C), 31(A/C),
33(T/A), 34(CIT), 40(T/C), 46(CIT), 47(GIT), 52(A/G),
56(G/A), 58(A/C), 61(C/T), 64(T/C), 67(T/A), T9(A/C),
94(T/C), 98(G/T), 100(A/G), 103(A/G), 112(G/A), 121(A/G),

130(T/C).
0

16(T/C),19(T/C),25(A/G), 34(CIT), 37(A/G), 40(T/C), 47(GIA),
52(A/G), 56(G/A), 67(T/A), 70(C/T), 79(A/T), 94(T/C),
100(A/G), 103(A/G), 116(T/C), 130(T/C), 133(G/A), 136(C/T),

139(T/C).
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L. santarosai Mini Georgia Lt 117

L. kirschneri Grippatyphosa Gripatyphosa
Moskava V

L. interrogans Icterohaemorragiae
Icterohaemorragiae RGA

L. noguchii Panama Panama CZ214K

L. borgpetersenii Trassovi Tarassovi Perepelitsin

L. interrogans Sejroe Wolfii 3705

L. interrogans Icterohaemorragiae Mankarso
Mankarso

L. interrogans Sejroe Hardjo Hrdjoprajino
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem

4(T/C), 10(T/C),19(T/C), 22(G/A), 25(A/G), 28(T/C),
31(A/C),34(CIT), 37(A/G), 40(T/C), 46(CIT), 47(G/T),
52(A/G), 56(G/A), 58(AIT), 64(T/C), 67(TIA), 76(T/C),
79(A/T), 91(T/C), 94(T/C), 100(A/G), 103(A/G), 107(G/T),
109(T/C), 112(G/A), 115(T/C), 116(T/C), 121(A/G), 130(T/C)

16(T/C),19(T/C),25(A/G), 34(CIT), 37(A/G), 40(T/C), 47(GIA),
52(A/G), 56(G/A), 67(T/A), 70(C/T), 79(AIT), 94(T/C),
100(A/G), 103(A/G), 116(T/C), 130(T/C), 136(C/T), 139(T/C).

67(T/A), 73(T/C), 121(G/A).

7(GIA),10(T/C), 22(GIA),25(A/G), 34(CIT), 52(A/G), 61(C/T),
79(A/G), 94(T/C), 100(A/G), 106(G/A), 127(C/T), 136(C/T).

4(T/C), 10(T/C),16(T/C), 22(GIA), 25(AIG), 28(T/C), 31(A/C),
33(T/A), 34(C/T), 35(G/A), 40(T/C), 46(C/T), 47(GIT),
52(A/G), 56(G/A), 58(A/C), 61(C/T), 64(T/C), 67(TIA),
79(AIT), 91(T/C), 94(T/C), 103(A/G), 109(T/G), 112(G/A),
115(T/C), 116(T/C), 130(T/C), 133(G/A)

0
0
0
0
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VI1.3. Estandarizacion del analisis HRM en cepas de referencia de Leptospira
sp.
VI11.3.1. Identificacion de la temperatura optima de hibridacion.

Como resultado de la estandarizacion de la temperatura de hibridacion de los
primers correspondientes a los siete marcadores analizados se obtuvo una

temperatura 6ptima de 50°C.

VI11.3.2. Determinacion de perfiles de melting en cepas de referencia.

Posteriormente, se determiné el perfil de melting para 19 cepas de referencia de
Leptospira spp., donde, el gen marcador de la lipoproteina lipL32-H (Figura 19),
gener6 9 clusters con un nivel de confidencia mayor al 90% para cada uno de
ellos (Tabla 8). El nivel de confidencia se repitié para los demas marcadores, sin
embargo, el nimero de cluster generados vari6 entre ellos: EI marcador del gen
secY-1 generd 8 clusters; IpxC, 5; secY-2, 6; ompL, 3; wzy, 5 y finalmente el

marcador del gen neuB sélo generd 2 cluster (Anexo 3).

Difference Curve |E
T T T

Difference RFU

i i i i i
80 a1 82 83 84
Temperature

Figura 19. Perfil de melting utilizando el marcador lipL32, cada color
corresponde a un cluster distinto (rojo: cluster 8, morado: cluster 9, limon: 6,
rosa claro: 7, verde: cluster 2, Palo rosa: cluster 10, azul: cluster 3, verde
(extremo inferior): cluster 4, azul (extremo inferior): cluster 5.
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De los siete cebadores probados, solo lipL32-H, secY-1 y IpxC fueron
considerados para genotipificar serovariedades de Leptospira spp. debido a que
con ellos se obtuvieron un mayor numero de clusters formados. De esta manera,
cada serovariedad mostrd un genotipo, producto de la combinacion de los perfiles
obtenidos con los tres marcadores. Finalmente, se obtuvieron 15 genotipos, donde
13 de las cepas analizadas albergaban un genotipo tnico (Tabla 9). El tamafio de
los amplificados de PCR fue verificado mediante electroforesis, y no se observo

ningun amplificado inespecifico (Anexo 4).

Tomando en cuenta que la deteccion del ADN de Leptospira sp. se observé en un
Cqg mayor a 27, se gener6 un nuevo perfil de melting, pero esta vez se utilizé una
concentracion uniforme de ADN de 10 ng/reaccién (10* copias/pL = Cq 27), con el
fin de normalizar la concentracion de ADN a un valor més cercano al encontrado
en las muestras de orina y ademas porque el analisis de HRM aumenta su eficacia
cuando el ADN se encuentra entre 100 pg/ pL y 20 ng/uL. Estos perfiles de
melting se observan en la Tabla 10, junto a la temperatura de melting
correspondiente a cada cluster generado. La Tm obtenida para los marcadores
lipL32-H y secY oscilaron entre 88.8 °C a 82.2 °C y 75.2 °C a 75.4 °C,

respectivamente. Mientras que la Tm del marcador IpxC se mantuvo en 72.2 °C.
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Tabla 8. Porcentajes de confidencia de los clusters obtenidos con el marcador lipL32.

Serovariedad Cluster Porcentaje de

Serovariedad

Cluster

Porcentaje de

confidencia confidencia
Cluster 1 99.3 Cluster 2 91.9
L. interrogans Sejroe Wolfii 3705 Cluster 1 99.1 L. interrogans Autumnalis Akiyami Cluster 2 91.3
Cluster 1 98 Cluster 2 93
Cluster 1 97.5 Cluster 2 92.4
L. interrogans Icterohaemorragiae Copenhageni M20 Cluster 1 98.7 L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienan Cluster 2 92.2
Cluster 1 98.9 Cluster 2 92.8
Cluster 1 97.8 L L o Cluster 3 86.1
. . L. Interrogans Djasiman Djasiman Djasiman
L. interrogans Icterohaemorragiae Mankarso Mankarso Cluster 1 98 Cluster 3 97.5
Cluster 1 98.4 Cluster 3 97.1
Cluster 1 98 L. weilii Calledoni Calledoni Calledoni Cluster 3 96.8
L. interrogans Sejroe Hardjo Hrdjoprajino Cluster 1 98.1 Cluster 3 98.5
Cluster 1 98.2 Cluster 4 98.1
Cluster 1 97 L. santarosai Mini Georgia Lt 117 Cluster 4 98.1
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem Cluster 1 98.7 Cluster 4 98.3
Cluster 1 98 Cluster 5 98
Cluster 1 95.6 L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522C Cluster 5 98.1
L. interrogans Icterohaemorragiae Icterohaemorragiae RGA Cluster 1 91.3 Cluster 5 98
Cluster 1 97.4 Cluster 6 98.5
Cluster 1 97.8 L. kirschneri Grippatyphosa Gripatyphosa Moskava V Cluster 6 99
L. interrogans Australis Bratislava Jez Bratislava Cluster 1 95.1 Cluster 6 98.8
Cluster 1 98.5 Cluster 7 93.8
Cluster 2 97.3 L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht Cluster 7 96.1
L. noguchii Panama Panama CZ214K Cluster 2 92.8 Cluster 7 99.4
Cluster 2 95.8 Cluster 8 98.7
Cluster 2 92.8 L. borgpetersenii Ballum Mus 127 Cluster 8 97.9
L. interrogans Australis Australis Ballico Cluster 2 93 Cluster 8 96
Cluster 2 95 " . . L Cluster 9 99
. . . . . L. borgpetersenii Trassovi Tarassovi Perepelitsin
L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami Cluster 2 91.9 Cluster 9 98.7
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Tabla 9. Resumen de los clusters generados con seis marcadores y perfil de melting obtenido a partir de lipL32-H, secY y IpxC.

Serovares de Referencia lipL32-H IpxC secY-1 secY-2 ompL-1 wzy Perfil Genotipo

L. interrogans Australis Australis Ballico 2 2 2 1 2 2 2-2-2 1
L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami 2 2 5 1 2 1 2-2-5 2
L. borgpetersenii Ballum Mus 127 8 1 6 1 na na 8-1-6 3
L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienan 2 2 2 1 2-2-2 1
L. interrogans Australis Bratislava Jez Bratislava 1 1 8 1 1-1-8 4
L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht 7 1 2 1 7-1-2 5
L. weilii Calledoni Calledoni Calledoni 3 na na na na na 3 6
L. interrogans Icterohaemorragiae Copenhageni M20 1 2 1 1 2 1 1-2-1 7
L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522C 5 na na na na na 5 8
L. Interrogans Djasiman Djasiman Djasiman 3 3 1 2 na na 3-3-1 9
L. santarosai Mini Georgia Lt 117 4 5 7 6 na 5 4-1-7 10
L. kirschneri Grippatyphosa Gripatyphosa Moskava V 6 1 na 4 na na 6-1 11
L. interrogans Icterohaemorragiae Icterohaemorragiae RGA 1 2 3 1 1 3 1-2-3 12
L. noguchii Panama Panama CZ214K 2 4 4 3 3 4 2-4-4 13
L. borgpetersenii Trassovi Tarassovi Perepelitsin 9 1 na na na na 9-1 14
L. interrogans Sejroe Wolfii 3705 1 1 1 5 1 1 1-1-1 15
L. interrogans Icterohaemorragiae Mankarso Mankarso 1 2 1 1 1 1 1-2-1 7
L. interrogans Sejroe Hardjo Hrdjoprajino 1 2 1 1 1 1 1-2-1

L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem 1 2 1 1 1 1 1-2-1
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Tabla 10. Perfil de melting obtenido con lipL32-H, IpxC y secY. Concentracion de ADN de 10 ng/reaaccion.

Serovares de Referencia lipL32-H Tm IpxC ™m secY Tm Perfil Genotipo

L. interrogans Australis Australis Ballico 2 82.2 2 77.2 2 75.4 2-2-2 1
L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami 2 82.2 2 77.2 5 75.4 2-2-5 2
L. borgpetersenii Ballum Mus 127 8 82.0 1 77.2 6 75.4 8-1-6 3
L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienan 2 82.2 2 77.2 2 75.4 2-2-2 1
L. interrogans Australis Bratislava Jez Bratislava 1 81.8 1 77.2 8 75.2 1-1-8 4
L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht 7 81.8 1 77.2 2 75.4 7-1-2 5
L. weilii Calledoni Calledoni Calledoni 3 81.8 na -- na -- 3 6
L. interrogans Icterohaemorragiae Copenhageni M20 1 82.2 2 77.2 1 75.4 1-2-1 7
L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522C 5 82.2 na -- na -- 5 8
L. Interrogans Djasiman Djasiman Djasiman 3 82.2 3 77.2 4 75.4 3-3-1 9
L. santarosai Mini Georgia Lt 117 4 81.2 1 77.2 7 75.6 4-1-7 10
L. kirschneri Grippatyphosa Gripatyphosa Moskava V 6 81.4 5 77.2 na -- 6-1 11
L. interrogans Icterohaemorragiae Icterohaemorragiae RGA 1 82.2 2 77.2 3 75.4 1-2-3 12
L. noguchii Panama Panama CZ214K 2 82.2 4 77.2 na -- 2-4-4 13
L. borgpetersenii Trassovi Tarassovi Perepelitsin 9 82.4 1 77.2 na -- 9-1 14
L. interrogans Sejroe Wolfii 3705 1 82.2 1 77.2 3 75.4 1-1-1 15
L. interrogans Icterohaemorragiae Mankarso Mankarso 1 82.2 2 77.2 1 75.4 1-2-1 7
L. interrogans Sejroe Hardjo Hrdjoprajino 1 82.2 2 77.2 1 75.4 1-2-1 7
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem 1 82.2 2 77.2 1 75.4 1-2-1
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Una vez obtenido el perfil a partir de las cepas de referencia se evalud la
correspondencia entre los clusters generado por cada marcador y las secuencias de
las cepas de referencia mediante alineamientos y la construccion de sus
respectivos arboles filogenéticos (Figura 20, Figura 21, Figura 22). En el arbol
contruido a partir del marcador lipL32-H, el agrupamiento de las cepas L.
interrogans Icterohaemorragiae Copenhageni M20, L. interrogans Sejroe Wolfii
3705, L. interrogans Icterohaemorragiae Icterohaemorragiae = RGA, L.
interrogans Sejroe Hardjo Hrdjoprajino, coincidié con su agrupamiento en el
cluster 1 obtenido mediante HRM. Lo mismo sucedio para los demas clusters, con
excepcion de la cepa L. interrogans Australis Bratislava Jez Bratislava, que fue
agrupada en el cluster 1 por HRM y sin embargo, en el arbol filogenético se
encuentra agrupada con la cepa L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht,
la cual pertenece al cluster 7 por HRM. Finalmente, los arboles generados con los
marcadores IpxC y secY, mostraron una mayor coincidencia con los clusters

generados mediante HRM.
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Leptospira interogans strain Akiyami Lipl32
Leptospira interogans strain Hardjoprajitno
Leptospira interogans serowsr Diasiman
J.ntm icterohaemorrhagiae RGA Cluster 1
L.intermgans Batavae Van Tenen

L.interogans copenhageni M20
L.intermgans Ausralis

|

P Leptospira interogans strain Hond Utrecht

_ Cluster 7
Intermgans Bratslaw Jez Emtislaw

::El I Leptospim Kirschneri strain 5621 SChigtesS
Leptospim kirschneri strain LT1014

@ Leptospira santarosai strain LT117 ] Cluster 4

67, Leptospira weilii srain LTES-88 7] Cluster 3
-lLeptospi'a borgpeersens strain Perepelicin Jouters

B Leptospira weilii strain Cox
Bll.eptospira borgpeterseni st@in Mus 127 Jelster 8

Figura 20. Arbol filogenético generado con las secuencias de las cepas de referencia del estudio y su correspondencia con
los clusters generados mediante Analisis de Melting de Alta Resolucion (HRM) con el gen lipL32-H.
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eptospira inerrogans serowr Batislae Cluster 2

+IL.eptospura inerrogans seroar Copenhageni

Leptospira inerrogans serowar Copenhageni/ictemhaemorrhagiae
L @ Leptospira interrogans seowar Canicola 7] Cluster 1

Leptospira borgpeterseni serovar Ballum

@ Leptospira santarosai serowsr Shermani Jekste S

F—Um—|

Figura 21. Arbol filogenético generado con las secuencias de las cepas de referencia del estudio y su correspondencia con los

clusters generados mediante Analisis de Melting de Alta Resolucion (HRM) con el gen IpxC..

75



A3, Lepospim interrogans serowar Canicola strain Hond Utrecht
2 Lepbspim interrogans serowar Bratislava st@in Jez Bratislave | Cruster 2

40| L Leptospira interogans serower Batavae strain Van Tienen

Leptospira interrogans seroar Hardjo-prajitno strain Hardjoprajitno

Leptospira inerrogans seroar Pyrogenes
Lepbspia interrogans serowar Wolff Cluster 1
$’Lepbspin interrogans sero\ar Autumnals strain Akiyami
L. interrogans, Copenhageni. M20
94 Lepospim interrogans seroar Mankarso
Lepbspim interrogans serowar Icterohaemorhagiae strain RGA
Lepbspim interrogans serowr Diasiman
@ Leptospira noguchil serovar Panama str. CZ214 ]cu:e4

Leptospira kirschneri seroar Grippotyphosa stmin Moskwa V
—SI'L Leptospira kirschneri serowsr Cynopteri strain 2522C
Leptospira weilil serowar strain M335030

T Leptospira santansai serovar Geogia strain LT 117 ] Chuster 7

W Lepbspim borgpeterseni sero\ar Tarassov strain Pempelicin
EI: Leptospira bogpeterseni serovar Ballum stain Mus 127 p B e

o

Figura 22. Arbol filogenéticogenerado con las secuencias de las cepas de referencia del estudio y su
correspondencia con los clusters generados mediante Anélisis de Melting de Alta Resolucion (HRM) con
el gen secY.
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VI11.3.3. Sensibilidad del Andlisis de Melting de Alta Resolucién (HRM)

Se determind el limite de deteccion para los cebadores de los tres genes
marcadores utilizados en la genotipificacion por HRM y los cebadores de

deteccion de Leptospira sp. patogena (lipL32-D).

Como se observa en la Tabla 11, el nimero de copias de ADN bacteriano por
microlitro obtenidas mediante cuantificacion en el PCR se reduce casi 100 veces
en comparacion al nimero de bacterias que fueron inoculadas originalmente en la
orina de perro y cerdo. Esto sucedio para todos los cebadores analizados y en

ambos tipos de orina.

Se consider6é como limite de deteccion la dilucion mas alta que amplifico por
triplicado a una diferencia de Sq menos a 0.4. Es asi, que la sensibilidad de la
cepa M20 inoculada en orina de perro fue 10 bacterias/uL para todos los
cebadores. En el caso de la orina de cerdo la sensibilidad fue de 10? bacterias/uL
para los cebadores de los genes lipL32-H y IpxC (HRM) y 10" bacterias/uL para

secY (HRM) y lipL32-D (Deteccién).

Sin embargo, se planted la hipdtesis de que la concentracion de ADN en la orina
podia influenciar un cambio en el perfil de melting, modificando el valor del
limite de deteccion. Por lo que se analizd el perfil de melting de 7 diluciones
seriadas (10° bacterias/uL a 10° bacterias/uL) de la cepa L. interrogans
Icterohaemorragiae Copenhageni M20 inoculada en orina de perro y cerdo
(sanos) vs el perfil de melting de 7 diluciones seriadas (10° bacterias/uL a 10°
bacterias/pL) de la cepa M20 proveniente de cultivo puro en medio EMJH. Se

obtuvo que el perfil de melting fue el mismo en todas las diluciones provenientes
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de cultivo puro, mientras que el perfil de las diluciones inoculadas en orina varié
en la dilucién 10° bacterias/uL (Figura 23). Esta variacién se observ tanto en

orina de perros y cerdos.

Finamente, este resultado no cambid los resultados de sensibilidad, ya que
ninguno de los valores de limite de deteccion obtenidos coincide con la dilucion

donde se produce el cambio en el perfil de melitng.

Difference Curve @

008 o

006 L

Difference RFU

0.04 +

002 4. oo

000 +

Temperature

Figura 23. Perfil de la cepa M20 inoculada en orina de perro
y cerdo. De verde: Diluciones desde 10° bacterias/mL a 10*
bacterias/mL; de rojo: Dilucién de 10° bacterias/mL (se
muestran las tres repeticiones de la misma dilucion)
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Tabla 11. Valores de sensibilidad de los cebadores usados en HRM y para deteccion de Leptospira spp. patdgena.

CUANTIFICACION OBTENIDA

ORINA DE PERRO INCOULADA CON Leptospira spp.

ORINA DE CERDO INCOULADA CON Leptospira spp.

UEC/mL Analisis de Melting de Alta Resolucion (Sq) | Deteccion (Sq) Analisis de Melting de Alta Resolucion (Sq) Deteccidn (Sq)
ESPERADO | jipL32-H IpxC secY lipL32-D lipL32-H IpxC secY lipL32-D
1)(107 1.43E+05 2.94E+05 4,06E+04 2.15E+05 2.10E+05 3.16E+05 1.00E+05 2.02E+05
1x106 1.58E+04 2.38E+04 1.15E+04 2.33E+04 1.94E+04 2.68E+04 1.14E+04 2.49E+04
1)(105 9.60E+02 1.50E+03 5.96E+02 1.42E+03 1.70E+03 2.53E+03 1.03E+03 2.18E+03
1)(104 8.12E+01 1.61E+02 3.30E+01 1.32E+02 1.89E+02 3.01E+02 1.50E+02 2.43E+02
1x103 9.67E+00 1.67E+01 5.54E+00 1.44E+01 2.09E+01 3.85E+01 1.48E+01 2.29E+01
1x102 6.72E-01 2.46E+00 3.24E-01 2.09E+00 1.80E+00 2.49E+00 8.55E-01 2.25E+00
1x10" 1.15E-01 2.41E-01 8.90E-02 3.98E-01 2.02E-01 3.45E-01 3.99E-01 4.83E-01
1x100 7.03E-02 3.03E-01 8.53E-02 2.59E-01 3.43E-03 N/A 2.33E-01 3.13E-01
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VI11.3.4. Parametros de eficiencia del analisis HRM.

La eficiencia de tipificacion fue de 100% para el marcador del gen lipL32-H,
mientras que los marcadores IpxC y secY presentaron valores de eficiencia de
tipificacion de 84% y 80%, respectivamente. Sin embargo, todos los marcadores
tuvieron una eficiencia de tipificacion de 100% dentro de la especie L.
interrogan. La reproducibilidad fue determinada utilizando las cepas L.
interrogans Icterohaemorragiae Copenhageni M20 y L. interrogans Australis
Bratislava Jez Bratislava por 10 repeticiones del analisis. Este valor fue de 100%
para todos los marcadores analizados. El indice global de diversidad de la técnica

fue de 0.94 (Tabla 12).

Tabla 12. Parametros de eficiencia y diversidad de los genes marcadores para
HRM.

Eflc(;enua Eficienciade Eficiencia P
¢ tipificacion de Indice
Marcador tipificacion ) . ... . Reproducibilidad  Global de
(solo L. tipificacion L
(Para todas . Diversidad
interrogans) Global
las cepas)
lipL32-H 100% 100% 100%
IpxC 84% 100% 84% 100% 0.94
secY 80% 100% 100%
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VI1.4. Caracterizacion de serovariedades de Leptospira en muestras de orina

de perros y cerdos mediante un sistema HRM.

VI11.4.1. Identificacion de muestras positivas a Leptospira sp. patogena.

Mediante la deteccion del gen de la lipoproteina lipL32-D, 36 muestras (entre
perros y cerdos) mostraron un pico de amplificacién, sin embargo, se sabe que los
cebadores disefiados por Stoddard et al., 2009, pueden amplificar, en algunos
casos, una secuencia inespecifica de 150 pb; por lo que fue necesario confirmar
que el tamario de las secuencias amplificadas coincida con el esperado para el gen
lipL32-D de 250 pb, mediante un gel de electroforesis, donde se colocaron las
reacciones por triplicado provenientes del PCR. Es asi, que de las 36 muestras, 27
presentaron la banda esperada (Figura 24). En estas ultimas estaban incluidas las
muestras EP24, donde, de las tres racciones idenpendientes, dos tenian el tamafio
esperado; EP60, que presenta tanto la banda esperada como la banda inespecifica
en dos reacciones; EP21, la cual pesenta en las tres reacciones la banda esperada y
la inespecifica y EP211, que presenta dos reacciones con la banda esperada y una
con ambos tipos de banda. Mientras que las muestras restantes se consideraron
como negativas por pertenecer a amplificados inespecificos. Adicionalmente, de
las 27 muestras que se consideraron positivas, 14 provenian de orina de perros y

13, de orina de cerdos (Tabla 13 y Tabla 14 respectivamente).

Al analizar los datos de Tm y concentracion de ADN provenientes de analisis, se
obrservé que sélo nueve de las muestras presentaron mas de 1 copia /uL (Cq<34).
Todas las muestras que amplificaron en el analisis presentaron una Tm que

oscilaba entre 80.5 y 81.5, la cual correspondia al segmento amplificado, sin
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embargo, para tres de ellas (EP24, EP45 y EC201), la Tm no fue determinada por

el programa.

Finalmente, las muestras positivas fueron ubicadas en el mapa del sector 20 de

Belén y se observan en la Figura 25.

Tabla 13. Muestras de perros positivas a la deteccién de
Leptospira sp. patdgena.

N° Muestras Cq Copias/pL Tm

1 EP036 39.48  1.09x10" 81.50
2 EP021  36.34  1.12x10° 81.50
3 EP045 38.21  2.62x10"  Ninguno
4 EP060  29.09  1.64x10° 81.50
5 EP024 36.38 1x10° Ninguno
6 EP206 3824  4.33x10* 81.50
7 EP207  37.40  3.11x10° 81.50
8 EP208  20.17  9.63x10° 81.50
9 EP209  36.81 3.31x10* 81.50
10 EP210  28.04  7.31x10' 81.50
11 EP211 3579  6.35x10" 81.00
12 EP212*  36.76  3.31x10™ 81.50
13 EP213 20.38  2.55x10° 81.50

14 EP214* 36.64  6.04x10™ 81.50

(*): Muestra que no amplifico en el PCR/HRM.
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Tabla 14. Muestras de cerdos positivas a la deteccion
de Leptospira sp. patdgena.

N°  Muestra Cqg  Copias/puL ™™

1 EC185*  34.34  8.14x10° 81.00
2 EC165 37.77 1x10° 81.00
3 EC168 3556  6.81x10™ 81.00
4 EC183 3950 3.71x10* 81.00
5 EC186 3433  8.14x10° 80.50
6
7
8
9

EC201 43.73  5.86x10"  Ninguno
EC215  37.36 1x10° 81.50
EC216 3559  6.81x10™ 81.50
EC217 3397  2.01x10’ 81.50

10 EC218 36.03 5.61x10" 81.00

11 EC219 22.32 1.86x10" 81.50
12 EC220* 34.34  8.14x10° 80.50
13 EC221* 4043  5.36x107 81.00

(*): Muestra que no amplificé en el PCR/HRM.
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P2 Neg @35 = Epas, e

M | ¢+ EC215 Neg Neg % Neg EP185 EP206 i M

M | ¢+ EP207 EP208 Neg N Neg EC216 EP209

M c EC217 EC218 EP210 EP211 EC219 EP212 e | M

M | ¢ EP213 EP214 EC220 Neg Neg EC221 ¢ || M

Figura 24. Confirmacion de las muestras positivas a
Leptospira sp. patégena mediante electroforesis. De las 36
muestras provenientes de las reacciones de PCR en triplicado,
27 fueron consideradas como positivas y se muestran por
codigos, mientras que las 9 restantes fueron negativas. M:
Marcador de 100 pb; C+: Control positivo (250 pb); C-:
Control negativo; Neg: Muestras negativas.
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Figura 25. Distribucién de las muestras positivas a Leptospira patdgena en el
sector 20 del distrito de Belén. En azul: Muestras negativas. En rojo:
Muestras positivas.

VI1.4.2. Determinacion de los perfiles de melting en muestras de orina

mediante HRM

De las 27 muestras que resultaron positivas para Leptospira sp. patdgena, solo 22
amplificaron para al menos uno de los tres marcadores utilizados. Luego, s6lo 11
muestras (entre perros y cerdos) mostraron un perfil de melting para los tres
marcadores (Tabla 15). Obteniéndose una eficiencia de tipificacion de 0.5. Todos
los perfiles de melting de las muestras positivas correspondieron genotipo de la
cepa L. interrogans Icterohaemorragiae Copenhageni M20 inoculada en orina

(genotipo 2).
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Para las muestras de cerdo, s6lo 3 de las orinas positivas amplificaron para los tres
marcadores, 2 amplificaron para lipL32-H y IpxC, 4 amplificaron sélo para
lipL32-H y 4 no amplificaron para ninguno de los tres marcadores. En el caso de
las muestras de perros, 8 amplificaron para los tres marcadores, 2 amplificaron
para dos de los marcadores, 3 amplificaron s6lo para lipL32-H y 1 no amplifico
para ninguno de los marcadores utilizados. Los amplificados de las 11 muestras

que amplificaron para los tres marcadores se mandaron a secuenciar.

Adicionalmente, para el marcador lipL32-H, 5 muestras de cerdo y tuvieron
perfiles que no correspondian a ninguno de los obtenidos con las cepas de
referencia (10 y 12) y dos muestras (una de perro y otra de cerdo) correspondian
al cluster de la cepa L. kirschneri Grippatyphosa Gripatyphosa Moskava V.

Debido a esto, los amplificados de estas 7 muestras también fueron secuenciados.

Para corroborar que la secuencia de las 11 muestras corresponde a las secuencias
de las serovariedades que presentan el genotipo nimero dos, se generd un
alineamiento de dichas muestras con todas las secuencias de las serovariedades
analizadas en este estudio. Finalmente se gener6 un arbol filogenético que
confirmo los resultados del HRM (Figura 26, Figura 27 y Figura 28) y permitio
observar la cercania genética de las muestras que presentaron un perfil distinto
para el marcador lipL32-H. Es asi, que las muestras que pertenecian al cluster 10
(consenso 12 y 13 en el arbol) tenian la misma secuencia correspondiente a L.
santarosai, mientras que la muestra que pertenecia al cluster 12 correspondia a la

secuencia de la especie L.noguchii (consenso 17).

86



Tabla 15. Genotipos identificados en las muestras de perros (EP) y cerdos (EC).

N MUESTRA lipL32-H IpxC secY-1 PERFIL GENOTIPO
1 EC165 10* na na ND ND
2 EP168 1 na na ND ND
3 EP183 1 2 1 1-2-1 2
4 EC186 10* na na ND ND
5 EP024 1 2 1 1-2-1 2
6 EP021 1 2 1 1-2-1
7 EPO60 1 2 1 1-2-1
8 EC215 5 na na ND ND
9 EC206 10* na na ND ND
10 EPO45 1 na na ND ND
11 EP036 1 2 1 1-2-1 2
12 EC201 12* 2 na ND ND
13 EP207 1 2 na ND ND
14 EP208 1 2 1 1-2-1 2
15 EC216 10* 2 na ND ND
16 EP209 1 na na ND ND
17 EC217 1 2 1 1-2-1
18 EC218 1 2 1 1-2-1
19 EP210 1 2 1 1-2-1
20 EP211 5 na 1 ND ND
21 EC219 1 2 1 1-2-1
22 EP213 1 2 1 1-2-1

na: No hubo amplificacion
ND: No definido.
(*): Clusters definidos en el andlisis de las muestras
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CONSENSO 1

L.intemogans copenhageni M20
L.intemogans Australis

51| L.intemegans B atvas Wan Tienen

L.intemogans icterchaemorhagize RGA

q W AFMBO2000144. 1:c159451-18543 Leptospira intemogans serowar Djasiman str. LT1845 cigT 12000000
AW 451202 1 Leptospira interrogans strain A kiyami LipL32 (lipL32) gens partial cds

= AW 451205 1 Leptospira interrogans strain Hardjoprajitne Lipl32 (ipl32) gens partisl cds

CONSENSO 2

LE{A‘MEJEMJ Leptospira intermogans strain Hond Utrecht LipL3Z (lipL32) gens partisl cds

L.intemogans Betislaw Jezr Bmtislaws

L.interogans Canicols Hond Ultrech

AM451317.1 Leptospira kirschneri strain 5621 LipL32Z (lipL32) gene partizl cds
i |A‘r'461514.1 Leptospira kirschneri strain LT1014 Lipl32 (lipL32) gene partizl cds
COMSENSO 16
CONSENSO 17

BHL | noguechii LT

7 A 481530.1 Leptospira weilii strain LTES-GE LipL32 {ipl22) gene partial cds
AY451853. 1 Leptospira borgpetersenii strain Perepelicin Lipl32 {lipL32) gene partis| cds
] AN 4815251 Leptospira wsilii strain Cooc LipL32 {lipL32) gens partial cds
—E1AY4E1BE-4.1 Leptospira borgpetersenii stmin Mus 127 LipL32 {lipL32) gene parial ods
COMSENSO 12

il |

2] |CONSEN50 12
AY451523.1 Lepiospim santarosai strain LT11T Lipl32 {lipl32) gene partisl cds

Iﬁm—|

Figura 26. Arbol filogenético de lipL32-H con cepas de referencia y muestras. Secuencias consenso 1 Y 2
corresponden al grupo de cepas pertenecientes al cluster 2 (azul). Consenso 16 corresponde a la especie |. kirschneri
(verde); consenso 17, a la especie L. noguchii (naranja) y consensos 12 y13 a la especie L. santarosai (negro).
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gb|CPO11410.1:20547 15-2085732 Leptospira inerrogans serovar Bratislawa strain Pighl 151 chromosome | complete sequence
F3| CONSEMED 1
ghlAED18823. 1[: 1555585-2000558 Leptospira inermegans serowar Copenhageni str. Fiecruz L1-130 chromosome | complete sequence

CPO15146.1: 155309415532 15 Lepiospira intermogans serowar Copenhageni/icterchaemorhagize strain Piscina chromosome 1 sequence
COMNSEMSO 2

CPQZ2ERE. 1:2242324-7242448 Leptospira intemogans semwar Canicola strain RUFN chromesome |

I—gbI{P:lh_:QE 1]: 1Z5E8T3-1255658 Leptospira borgpetersenii serovar Ballum strain 56504 chromosome 1 complete sequence

H

ghlCP 0086594 1[: 1830735-18217232 Leptospira santarosa serowar Shermani str. LT 521 chromosome | complete sequence

Figura 27. Arbol filogenético de IpxC con cepas de referencia y muestras. En azul, secuencias consenso 1 Y 2 corresponden al grupo
de cepas pertenecientes al cluster 1.
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45, EU3ETEEL 1 Leplospis intermogans serowar Hardjo-prajitne strain Hardjoprajitne S=c {s2c) gene partisl o
A9 | AKWNIZD00400.1: 0500845625 Leptospira intermgans serowar FPyrogenes str. 200701872 ctgl 1202857855
EUZ5T551.1 Leptospira interrogans serowar Canicola strain Hond Utrecht W Sec’y (sec’Y) gene partisl cd:

an EUZ5T7535.1 Leptospira interrogans serowar Bratislaw strain Jez Bmtislaw Sec’y (se=cY) gene partial cds

CONSENso 2
CONSENSO 3
EU3ET355.1 Lepiospim interrogans serowar Batavise strain Van Tienen Sec (sec’y) gene partial cds

S T o e e o = S e e e A
e EUZ5TSEE. 1 Leptospira interrogans serowar Wol strain 3705 Sech (s=c) gene partial cds

EUZETSET. 1 Leptospira interrogans serowar lctermhaemorrhagize strain RGA Sec’y (sec) gene partial cds
EUZETS5E. 1 Leptospira intermogans serovar Mankarso Sec’y’ (sec) gene parisl cds
EUZ5T343.1 Leptospira interrogans serowar Autumnalis strain Akiyami A Sec’y (sec) gene parfial cds

CONSEnso |

CONSENSO 8

L. interrogans. Copenhageni M20

ARPWNYDZ000014. 1: 12781 2-125184 Leptospira noguchii sercwr Panama str. CZ214 ctgl 134733785323 whole ganoms
r EU35B0ZE. 1 Leptospira kischnern serowar Grippotyphosa strain Mosks WV Sec’y (sec) gene partial cds

Bl EU3SS0ET 1 Leptospira kirschner serowar Cynopteri strain 3522 C S=cY (52c) gene partial cds

EUZ5B0GEE.1 Leptospira weilii serowar Langati strain M 35050 Sech (s=c) gene partial cds

T EU258033.1 Leptospira santarosai serowar Georgia strain LT 117 Sec’y (s=c’) gene partial cds

a2] EUZ5B0ET.1 Leptospira bomgpetersenil serovar Tarasso strain Perepelicin Sec’ (sec) gene partial cds
EI: ELRETEE3 1 Laptospira borgpetesanii semar Ballum strain Mus 127 Sec (s=20Y) gene partisl cds

i

Figura 28. Arbol filogenético de secY con cepas de referencia y muestras. Secuencias consenso 2 y 3 corresponden
una serovariedad perteneciente al cluster 3 (azul). Consenso 1y 9 corresponde al grupo de las especies del cluster
2 (verde).
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VIII. DISCUSION.

VII11.1. Colecta de las muestras.

En un estudio realizado en diferentes distritos dentro de la region Loreto, que
incluy6 a Belén, se identificaron dos principales factores de riesgo para la
positividad a Leptospirosis: Nivel de educacidn, el cual iba a compafiado de una
escaza higiene, y localizacion de las viviendas cerca al rio (Johnson et al., 2004).
Durante el censo y colecta de muestras en este estudio, se observo la falta de
concientizacion e informacion que tienen los pobladores con respecto a
leptospirosis, debido a la costumbre generalizada de utilizar el agua de rio tanto
para bafiarse, como para el consumo humano y lavado de alimentos. Por otro lado,
el hacinamiento de las casas en el sector 20 del distrito, generaba que el agua del
rio no fluya de manera natural, convirtiendo varias zonas en un estanque, donde
las personas mantienen las mismas costumbres antes mencionadas, a pesar del

evidente estado insalubre del agua.

Por otro lado, durante la colecta de la orina de los perros se pudieron detectar
algunos posibles factores de riesgo que los expondrian a una infeccion con la
bacteria. Muchos de los habitantes que tienen mascotas en casa evitan darles agua
durante las inundaciones debido a la disponibilidad del agua del rio, exponiendo a
sus mascotas a actuar como reservorios de la bacteria. Ello aumenta gracias al
nivel de estrés provocado por el encierro y escaso desplazamiento de los animales
durante la crecida del rio. Adicionalmente, se observo que algunos de estos perros
eran capaces de nadar, aumentando su contacto con el agua favoreciendo la

posible transmisién de la enferemedad.
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En el caso de los cerdos, la colecta tuvo algunas dificultades ya que las personas
se negaban a corroborar su condicion de criadores de dichos aminales, debido a
que esta actividad esta prohibida por el municipio del distrito. En consecuencia las
muestras de orina de cerdo se obtuvieron de los mataderos clandestinos que
operan de madrugada. En estos lugares, los encargados de extraer las visceras a
los animales muertos estaban descalzos todo el tiempo, y operaban en una balsa
que se encontraba en constante contacto con el agua y con los fluidos del animal.
Dichas viceras eran eliminadas en el agua de rio o se utilizaba para alimentar a los

perros guardianes.

Una de las dificultades durante el prcedimiento de toma de muestra de orina en
perros, era que las sondas urinarias no era lo suficientemente pequefias para
facilitar la entrada a la uretra de las hembras, por lo que hubo muchos intentos
fallidos en la colecta de orina, obteniéndose un numero de muestras en hembra
menos al de los machos. Sin embargo, la aplicacion de citocentesis, redujo
considerablemente el problema, pero su éxito dependié mucho de la destreza del

veterinario.

Finalmente, debido al alto grado de dificultad de la toma de muestra, no se obtuvo
el nimero de muestral requerido para validar la técnica de tipificacion propuesta
en este estudio. Dicho nimero se calculd utilizando un nivel de significancia de
95%, una potencia de 85% y un valor de prevalencia referencial de 10% en perros
y 30% en cerdos, lo que resultaba en un total de 140 perros y 120 cerdos
requeridos para el estudio. Sin embargo, sélo se lograron colectar 63 muestas de
orina de perros distribuidas en las 107 manzanas del distrito de Belén, y 88

muestras de orina de cerdos provenientes de los mataderos informales.
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VI11.2. Seleccion de genes marcadores.

Para tipificacion de Leptospira en muestras de orina de cerdos (88) y perros (63)
de Belén en Iquitos independiente de cultivo, se utilizé la técnica de tipificacion
basada en un melting de alta resolucion (HRM) la cual es rapida, sencilla,
presenta un alto grado de especificidad y ha sido utilizada en para la identificacion
de variantes genéticas de diversos microorganismos, entre ellos Brucella spp.
(Winchell et al.,, 2009), Staphylococcus aureus (Stephens et al.,2008),
Pseudomonas aeruginosa (Naze et al., 2010) y algunos tipo de adenovirus (Steer
et al., 2008). Adicionalmente, con el objetivo de estrechar la relacién entre la
serologia de la bacteria y métodos moleculares de diagnostico, el sistema HRM se
trabajo con regiones genéticas que influyan directamente en la reactividad
serologica de Leptospira; de esta forma se amplifica la adquisicion de datos
seroldgicos, epidemioldgicos y genéticos mientras se utiliza una prueba molecular
rapida (Agampodi et al., 2013); por lo que se identificaron genes marcadores que

estén asociados a la antigenicidad de la bacteria.

Debido a que los genes de las lipoproteinas y los genes implicados en la sintesis
de LPS son un blanco preferido para el diagnostico y tipificacion molecular
(Bulach et al., 2000), se eligieron genes marcadores que s6lo se encuentran
presentes en las variedades patdgenas de Leptospira y que correspondan a las
caracteristicas antes mencionadas. Asi mismo, se incluyé un gen IpxC, que
participa en la sintesis del Lipido A, que estd asociado a la toxicidad de la
bacteria. Los arboles filogenéticos elaborados durante la seleccion de los genes
marcadores arrojaron que el marcador del gen lipL32 y secY mostraron un mejor

agrupamiento. Esto se debe a que lipL32, pertenece a un grupo de lipoproteinas
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que tienen funcion de adherencia, cuyos roles en la adaptacion de la bacteria a
diferentes ambientes y hospederos es hasta ahora una especulacién, sin embargo,
la mayoria de ellas tien una presencia restringida a ciertas especies de
Leptospiraes, mientras que lipL32 se ha observado en todas las especies patdgenas
de la bacteria (Fouts et al., 2016), adicionalmente, se ha descrito un aumento
significativo de su expresion durante el proceso de infeccién en mamiferos en
comparacién con otras lipoproteinas (Haake et al., 2000), como también su
capacidad de adherirse al plasmindgeno y a proteinas reguladoras del sistema de
complemento (Xu et al., 2016). Por otro lado, SecY, es una proteina translocasa
que permite el transporte de lipoproteinas hacia la membrana externa de
Leptospira sp. (Ko et al., 2009) y se encuentra sélo en especies patogenas de la
bacteria, ademas de que es uno de los genes que ha sido utilizado como marcador

en analisis filogenéticos de Leptopsira sp. por su alto grado de conservacion.

Por otro lado, a pesar de que el agrupamiento observado en los arboles
filogenéticos construidos en base a secuencias nucleotidicas, en este estudio,
corresponde con los patrones de agrupacion de especies observados en estudios
filogenéticos que utilizaron como marcadores secuencias aminoacidicas de los
genes lipL32 y secY (Balamurugan et al., 2013; Fouts et al., 2016; Gamberini et
al., 2005), se observo que los polimorfismos analizados eran en su mayoria
mutaciones silenciosas. Las mutaciones silenciosas, son aquellas que no alteran la
secuencia de aminoacidos de la proteina traducida, y para que la presencia de
estas no afecte posteriormente el perfil de melting, deberian tener tasas de
mutacién bajas. Sin embargo, sélo se sabe que el gen IpL32 es el segundo gen més

conservado entre especies dentro del género Leptospira después del gen 16S
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RNAr (Vedhagiri et al., 2009) y secY es uno de los genes méas conservados dentro
de las bacterias Gram negativas (Boonsilp et al., 2013). Mientras que el grado de
conservacion del gen IpxC es desconocido, sin embargo, se sabe que codifica a
una de las trece enzimas encargada de la sintesis del Lipido A, cuya estructura es

altamente conservada en el género Leptospira (Nahori et al., 2005).

Una posible razén del por qué estas mutaciones silenciosas generan una
agrupacién de especies que coincide con estudios de filogenia, es el fendbmeno
observado en bacterias denominado codon bias (Lyons y Lauring, 2017), donde
mutaciones silenciosas dentro de un codon suelen fijarse en la poblacion
bacteriana. Se conoce muy poco acerca de los factores que inducen a este codon
bias, sin embargo, se ha observado que en bacterias Gram negativas como E. coli,
existe una predisposicion a la fijacion de mutaciones silenciosas (dentro de los
primeros 30 bp en el ARMm) cuya secuencia facilita la formacién de estructuras
secundarias que confieren una mayor afinidad al ribosoma durante al traduccion;
asi también, existen mutaciones silenciosas que se fijan entre los 100-150 pb del
ARNm y promueven un lento desplazamiento del ribosoma, lo que asegura un
proceso de traduccién sin errores (Plotkin y Kudla, 2011), favoreciendo la

expresion de determinados genes.
VI11.3. Estandarizacion del anaisis HRM en cepas de referencia.

La evaluacion de los marcadores dentro de una sistema de genotipificacion de
serovariedades de Leptospira sp. patdgena a partir de muestras de orina de
reservorios, se llevé a cabo utilizando un técnica especifica y reproducible. El

analisis HRM estandarizado en este estudio tuvo un buen valor de
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reproducibilidad (100%), los valores de eficiencia de tipificacion (84%) e indice
de discriminacion (0.94) fueron bajos ya que no todas las serovariedades de
referencia fueron discriminadas a nivel de serovariedad (15/19: 84%). La baja
eficiencia de tipificacion se debid a que los cebadores de los genes IpxC y secY no
fueron capaces de amplificar en todas las cepas utilizadas en el estudio, a pesar de
ajustar la concentraciéon de ADN a la sugerida en un ensayo de HRM ( 5 a 10
ng/uL) y probar diferentes concentraciones de cebadores, una de las razones de
que suceda ello, puede deberse al bajo contenido de GC en dichos cebadores que
oscilaba que fue de 42 % y 28% para IpxC y secY, respectivamente. Por otro lado,
bajo las condiciones normales y altas de salinidad, no se observé un cambio
significativo en los valores de AG in silico (variacion en la energia libre), por lo
que disminuye la probabilidad de que se hayan formado estructuras secundarias o
dimeros que impidan una correcta amplificacion, meno aun usando un kit de
purificacién comercial automatizado y eficiente como el que se us6 en este
estudio. Pro otro lado, se podria especular que las cepas que no amplificaron para
dichos marcadores hayan mutado en las regiones de complemetariedad con el
cebador producto de los pasajes seriados a los que se someten cada dos semanas
para su mantenimiento, sin ambargo esto sélo podria ser posible en el caso del
marcador IpxC, ya que es un gen reportado recientemente en el género Leptospira
que existe en una sola copia del gen en el genoma y no se tiene informacion de su

grado de conservacion ni si esta sometido a presion de seleccion.

Por otro lado, el bajo indice de discriminacion pudo deberse a que la tipificacion
seroldgica no sélo estd basada en las proteinas de membrana sino en la secuencia

de carbohidratos presente en los lipopolisacaridos en membrana externa (Smythe
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et al., 2009), lo que no siempre permite una buena correlacion entre la
identificacion seroldgica y los métodos moleculares que utilizan el andlisis de

secuencias de ADN.

Aunque, por si solo, ningin marcador diferenci6 efectivamente a cada una de las
19 serovariedades analizadas (lipL32-H= 9 clusters; IpxC = 4 clusters; secY = 6
clusters), el marcador lipL32 tuvo una eficiencia de tipificacion del 100 %, lo que
permitiria utilizarlo en un primer paso en la tipificacion, y en funcién a los
resultados obtenidos aumentar el nivel de discriminacion utilizando los otros dos
genes del sistema. Por otro lado, el agrupamiento de las serovariedades analizadas
por HRM mostré concordancia con el obtenido mediante el andlisis filogenético
realizado durante la seleccién de los marcadores (Figura 20, Figura 21 y Figura

22).

Los analisis moleculares como MLST, MLVA, PFGE y HRM, pueden reportar
diferentes niveles de discriminacién de Leptospira dependiendo del método
utilizado. Por ejemplo, los serovares Pomona y Gatarula poseen un mismo perfil
en la tipificacion por MLST, pero pueden ser diferenciados mediante PFGE
(Galloway y Levett, 2008). En el caso de L. interrogans, se aprecia una
diferenciacion entre las serovariedades Copenhageni e Icterohaemorrhagiae
mediante el analisis HRM reportado en este estudio, sin embargo, estas
serovariedades son indistinguibles al utilizar las técnicas de MLVA y PFGE
(Naze et al., 2015). En consecuencia, estos métodos moleculares podrian
utilizarse de manera complementaria para mejorar la precision en la tipificacion,
lo cual es una ventaja ya que en la actualidad ningin método molecular cumple

todos los requisitos requeridos para determinar de manera inequivoca y con una

97



alta resolucion a los aislados de Leptospira provenientes de pacientes o

reservorios silvestres y domeésticos.

Por otro lado, se conocen 200 serovariedades patdgenas dentro del género
Leptospira, sin embargo, durante la validacion de los distintos métodos
moleculares de tipificacion se utilizaron entre 50 a 100 serovares, los cuales
presentaban la mayor prevalencia a nivel mundial (Naze et al., 2015). Esto
representa una limitante en este estudio, ya que soOlo se analizaron 19
serovariedades patogenas, las mas prevalentes en el pais. Por este motivo, los
genotipos obtenidos solo reflejan la discriminacion de las serovariedades

utilizadas méas no de todas las existentes.

Adicionalmente, los perfiles de melting obtenidos para cada serovariedad no
estarian completamente relacionados al fenotipo de la bacteria debido a la gran
cantidad de mutaciones silenciosas encontradas en los polimorfismos analizados;
asociacion que se queria demostrar utilizando marcadores que participaran en la
antigenicidad de Leptospira. Estas mutaciones podrian haberse fijado en estos
genes regulando su expresion como se explicd anteriormente, sin embargo, esta
teoria s6lo puede ser confirmada mediante un andlisis poblacional que evidencie
la fijacion de mutaciones silenciosas en los genes de Leptospira analizados en este

estudio.

VI11.4. Sensibilidad del HRM.

A pesar de que MLST y MLVA son las técnicas moleculares han demostrado
proveer un mayor informacion respecto a la identificacidn de especies (Ahmed et

al., 2006), éstas requieren de reactivos costosos y grandes cantidades de ADN de
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buena calidad, lo que esta sujeto a un previo aislamiento de la bacteria en cultivo
puro a partir de la muestra clinica, impidiendo un diagnéstico directo a partir de
muestras cuya carga bacteriana es baja y presenta impurezas, como es el caso de
la orina (Majed et al., 2005). Actualmente, se busca que el analisis de MLST
pueda ser utilizado directamente en muestras de suero, pero la sensibilidad
obtenida ha sido muy baja: 10% bacteriassmL a 10* bacterias/mL (Datos no
publicada). Mientras que la sensibilidad de los cebadores utilizados en el analisis
HRM de este estudio, oscilé entre 10" bacterias/uL y 10° bacterias/pL, en
comparacion con el reportado por Naze et al., 2015, que fue capaz de detecta
hasta 1 bacteria/pL, en un estudio donde detectd serovariedades de Leptospira a
partir de muestras de suero de pacientes febriles mediente HRM utilizando como
marcadores a secuencias VNTR (nimero variable de repeticiones en tandem), sin
embargo, la diferencia entre este estudio y el de Naze radica en el tipo de muestra
utilizada y en el tratamiento de la misma, donde se pierde una alta carga

bacteriana producto del proceso de eliminacion de cristales en la orina.

Finalmente, s6lo se evidencio un cambio en el perfil de melting sélo en muestras
con carga bacteriana menores o iguales a 10° bacterias/uL, lo que no modifica el

resultado de sensibilidad obtenida en este estudio.

VIIL5. Caracterizacion de serovariedades de Leptospira spp. en muestras

de orina de perros y cerdos mediante el sistema HRM.
Positividad a Leptospira sp. patdgena asociada al reservorio.

Como primer paso en la caracterizacion de serovariedades de Leptospira spp. en

muestras se identificaron las aquellas que eran positivas a la presencia de la
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bacteria. Se encontr6 que el 22 % (14/63) de las muestras de perros del distrito de
Belén, fueron positivas para Leptospira sp. patogénica mediante PCR cuantitativo
utilizando como marcador el gen lipl32-D, siendo este, el primer estudio realizado
en este distrito. Por otro lado, los estudios de diagnéstico de Leptospira patégena
en muestras de orina en perros que han utilizado técnicas basadas en PCR
convencional reportan prevalencias de 0.5-1 % (Gentilini et al., 2015). En el Perd,
la seroprevalencia en muestras de suero de perros domésticos de Chancay-Lima
donde se utilizd diagndstico por MAT, es de 27.8% (Ceéspedes et al., 2007),
debido a que los anticuerpos contra la bacteria permanecen en la sangre aun

cuando la leptospiruria es ausente.

La mayoria de las muestras positivas presentaron un Cq mayor a 34 (~5 x10°
copias/reaccion). Esta baja cantidad de copias puede estar relacionada a la pérdida
de bacteria durante el procesamiento de las muestras de orina, ya que antes de la
extraccién de ADN, las muestras deben someterse a dos centrifugaciones para
eliminar el exceso de cristales que podria dafiar el ADN y disminuir la eficiencia
del HRM (Wittwer et al., 2003). Esto se observa en los valores obtenidos en el
andlisis de sensibilidad para el marcador lipL32-D, con una disminucién de 100
veces el nimero de copias presentes inicialmente en la orina. Ello se convierte en
una gran limitacion, ya que al disminuir la concentracion de ADN, existe una

mayor probabilidad de que no sea detectado eficientemente en el ensayo de PCR.

Para el caso de los cerdos, no se han reportado aun estudios en el diagnostico
directo a partir de orina utilizando técnicas de PCR, sin embargo existen datos de
seroprevalencia como el reportado por Liceras y col., donde el 25 % de los cerdos

provenientes de mataderos en la ciudad de Huanuco resultaron positivos a la
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prueba de MAT (De Hidalgo et al., 1981). En la regién Loreto, los estudios de
seroprevalencia solo se han dado a nivel de sajinos, reportando valores de 90%
(Becerra y Patricia, 2004), mientras que un estudio hecho en mataderos de Lima
report6 el 85% (Anampa et al., 2012). En el presente estudio el 15% (13/88) de
los cerdos provenientes de los criaderos en Belén resultaron positivos a
Leptospira patégena mediante la deteccion del marcador lipl32-D, esto implicaria
que a pesar de que lo cerdos estan mas propensos a infectarse con la bacteria, la
leptospiruria no es comdn o0 no se extiende por tiempos prolongados, una de las
razones por las que ocurriria esto estaria vinculada al tipo de serovariedad que
haya infectado al animal, es asi, que si se trata de un variedad no adaptada al
hospedero la bacteria se elimina por la orina en cortos periodos de tiempo

(Llewellyn et al., 2016).

Determinacion de los perfiles de melting de Leptospira spp. en muestras de

orina mediante HRM.

De un total de 27 muestras positivas (entre perros y cerdos) a Leptospira
patdgena, 22 amplificaron por lo menos uno de los tres marcadores utilizados en
el anélisis HRM, mientras que 5 de ellas no amplificaron para ninguno (EP212,
EP214, EC220, EC221, EC185) (Tabla 13 y Tabla 14). Esto no estuvo
relacionado con la cantidad de ADN presente en la orina, ya que muestras como
EC185 y EC220 presentaron més de 10° copias de genoma/pL en comparacion
con muestras que tenian una menor carga bacteriana y aun asi fueron detectadas
durante el HRM. Una posible razon de la ausencia de amplificados en estas
muestras es la calidad de las mismas, ya que la orina puede contener gran cantidad

de cristales capaces de inhibir la reaccion de PCR.
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En relacion a la eficiencia de tipificacion de la técnica HRM en muestras (50%-
11/22), esta supera al reportado en un estudio donde se identificaron
serovariedades patdgenas de Leptospira spp. a partir de muestras de suero de
pacientes infectados con la bacteria (40%) (Naze et al., 2015b), tomando en
cuenta que las muestras de orina tienen mayores contaminantes que pueden

interferir en el PCR comparadas con muestras de suero.

Por otro lado, el restante 50% de las muestras s6lo amplificaron para dos de los
tres marcadores analizados, debido al bajo porcentaje de eficiencia de tipificacion
obtenido para IpxC (64%-14/22) y secY (56%-12/22) comparado con el marcador
lipL32-H (77%-17/22), donde quince de las muestras correspondian al cluster 1y
dos muestras al cluster 5 (L. kirschneri Grippatyphosa Gripatyphosa Moskava

V). Mientras que cinco de ellas se agruparon en dos nuevos clusters (10 y 12).

En el caso de las muestras, la eficiencia tipificacion es menor que la obtenida en
las cepas de referencia, ello puede deberse a dos razones, una de ellas, es la baja
eficiencia de los cebadores que se ha discutido anteriormente y la otra es que para
el disefio de los mismos se tomé como referencia las secuencias de referencia
disponiblen en GenBank, sin embargo, no todos los aisaldo ni todas las especies
reportadas hasta la fecha estan disponibles en dicha base de datos. Por esta razén,
se puede plantear un andlisis adicional de dichas muestras que no amplificaron
utilizando nuvos cebadores que se unan a regiones conservadas y amplifiquen una
secuencia mas grande donde se encuentre contenido el gen que no pudo ser

detectado.
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Las muestras de perros identificadas correspondian al genotipo 2 (perfil 1-2-1),
que coincide con las serovariedades con mayor prevalencia en humanos
pertenecientes al distrito de Belén- Iquitos (Datos no reportados), estas son: L.
interrogans Australis Ballico, L. interrogans Autumnalis Akiyami, L. Interrogans
Djasiman y L. interrogans Icterohaemorragiae Copenhageni M20. Por otro lado,
L. kirschneri Grippatyphosa Gripatyphosa Moskava V también es otra
serovariedad frecuente en pobladores de Belén (Datos no reportados) y que fue
encontrada en una de las muestras de perro que solo amplifico para el marcador

lipL32-H.

Estos resultados muestran que los perros domésticos comparten las mismas
serovariedades prevalentes en las personas de dicho distrito. Sin embargo, en este
estudio no se tomaron muestras de suero de los duefios, que puedan corroborar la
hipétesis de transmision de la bacteria por contacto con el reservorio, pero se pone
en evidencia un potencial riesgo de transmision de serovariedades patdgenas a

través de las mascotas que permanecen en constante contacto con los humanos.

Para el caso de los cerdos, observamos que la diversidad de especies encontrada
es un poco mas amplia ya que ademas de encontrar muestras que presentaron el
genotipo 2 (perfil 1-2-1), también cuatro de ellas pertenecian a la especie L.
santarosai, y dos a las especies L. kirschneri y L. noguchii. Estas Ultimas tres
especies no han sido reportadas en cerdos hasta la fecha. Por otro lado, la
prevalencia de las especies L. santarosai y L. noguchii es escaza en humanos, por
lo que podrian ser serovariedades con predisposicion a un determinado hospedero

(Petrakovsky M et al., 2013).
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Cinco de las muestras (EC165, EC186, EC216, EC201 y EP206) que fueron
agrupadas en dos nuevos clusters (10 y 12), no observados en las cepas de
referencia, presentaron la misma secuencia al compararlas con las cepas
pertenecientes a la especie L. santarosai y L. noguchii utilizadas en este estudio,
aunque mostraron un perfil de melting distinto. Ello podria deberse a la baja
concentracion de ADN en dichas muestras (<1x10° copias/pL), coincidiendo con
lo observado en el ensayo de sensibilidad donde las muestras de orina inoculadas
con la bacteria a una dilucién de 1x10° bacterias/mL cambiaban su perfil de

melting.

VI11.6. Importancia epidemiolégica del estudio.

El éxito del control y prevencién de Leptospirosis depende en gran medida del
conocimiento de las fuentes de infeccion y el diagndstico oportuno de la
enfermedad, ya que la inmunidad hacia Leptospira se caracteriza por ser
especifica a una determinada serovariedad. Por esta razdn, es necesario
identificarlas correctamente en muestras de orina en las regiones de mayor

incidencia de la enfermedad.

En el pais, los unicos estudios epidemiologicos de leptospirosis en reservorios se
han basado en pruebas serologicas, como MAT, para la tipificacién de
serovariedades de Leptospira spp., sin embargo, esta técnica no puede diferenciar
entre una infeccion reciente o pasada, ademas, su interpretacion es complicada
debido a la gran cantidad de reacciones cruzadas que existe entre serogrupos (Rak,
1983) y la toma de muestra continua es necesaria para confirmar una infeccion
aguda. Ademas, a pesar de que MAT es considerada la prueba de oro para la

identificacion de Leptospira, ha demostrado un bajo poder de resolucion, ya que
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s6lo es preciso en un 33% de los casos (Smythe et al., 2009). Por otro lado, es un
método laborioso ya que requiere de un panel de cultivos de cepas de referencia
como antigenos y se necesita una cantidad excesiva de material de laboratorio ya
que por cada muestra se utilizan alrededor de 3 placas de ELISA (la aglutinacion
sucede en cada pocillo frente a diferentes diluciones de cada cepa de referencia) y
un gran nimero de ldminas para realizar la lectura en el microscopio de campo
oscuro. (Musso y La Scola, 2013). Por lo tanto, este estudio remarca la
importancia de implementar técnicas moleculares confiables para la tipificacion
de Leptospira spp. que sean rapidas, sensibles y especificas, y para ello, la
seleccion y optimizacion de los marcadores a utilizar es un punto critico en ese
estudio. Estos marcadores han mostrado ser promisorios y a pesar de no haber
alcanzado una gran eficiencia de tipificacion, esto puede mejorarse a futuro
degenerando la secuencia de cebadores con el fin de que tengan una cobertura mas
amplia de la mayoria de serovariedades de Leptospira spp. cuya secuencia esté
disponible. Ademas, se describe por primera vez un sistema basado en técnicas
moleculares, capaz de identificar directamente, sin la necesidad de un cultivo
previo, serovariedades de la bacteria en muestras de orina, y con el futuro
potencial de ser utilizado en mejorar la vigilacia epidemiologica de la

leptospirosis.
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IX.

CONCLUSIONES

v Se encontrd Leptospira patdégena en el 22% muestras de orina de perros y

el 15% de muestras de orina de cerdos del distrito de Belén zona 20, que
significa la presencia de animales de crianza con una infeccién actual
cronica o aguda.

El sistema HRM sdlo identifico el 84% de las 19 cepas de referencia
patdgenas de Leptospira hasta nivel de serovariedad con un poder
discriminatorio mayor al 90%.

El sistema de genotipificacion HRM de serovariedades de Leptospira spp.
realizado directamente en muestras de orina de perros y cerdos, utilizando
marcadores genéticos asociados a la antigenicidad de la bacteria, no es
completamente concluyente, debido a la baja representatividad del nimero
de cepas de referencia analizadas, su baja eficiencia de tipificacion en
muestras (50%) y la presencia de mutaciones silenciosas que participan en
el cambio del perfil del melting.

El 50% de las serovariedades identificadas en muestras de orina de perros
pertenecian el genotipo 2 representado por las serovariedades L.
interrogans Australis Australis Ballico, L. interrogans Autumnalis
Autumnalis Akiyami, L. Interrogans Djasiman Djasiman Djasiman y L.
interrogans Icterohaemorragiae Copenhageni M20.

El sistema HRM permiti6 identificar, con el apoyo del secuenciamiento,
tres especies de Leptospira antes no reportadas en cerdos: L. kirschnerii, L.

santarosai y L. noguchii.
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X.

LIMITACIONES

La toma de muestra de orina de los perros fue la mayor limitacion del
estudio, ya que estuvo sujeta a una serie de dificultades como la
deshidratacién a la que estan expuesto los perros debido a las altas
temperaturas, en el caso de las hembras la cistocentesis solo fue exitosa
cuando la vejiga era prominente, que estaba sujeto a la cantidad de orina
en ella, el transporte también fue un obstaculo ya que se perdi6 tiempo
durante el desplazamiento en bote.

La naturaleza de la muestra, también fue una limitacion ya que para
aumentar la pureza del ADN extraido, la orina se tuvo que someter a una
tratamientos adicionales que facilitaron la pérdida de la carga bacteriana.
El nimero de cepas de referencias disponibles (21) fue insuficiente para
realizar un analisis significativo, ya que no abarca todas las serovariedades
patogenas de Leptospira. Aun asi, se trabajo con las cepas con mayor
prevalencia en la region Loreto y que a su vez son utilizadas en el
laboratorio de referencia para el diagnostico de Leptospira del Instituto
Nacional de Salud.

Finalmente, el alto grado de dificultad de la obtencion de las muestras no
permitié conseguir el nimero muestral deseado para obtener una valor de
prevalencia de las serovariedades identificadas en la orina de ambos

reservorios y para validar el sistema propuesto.
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XI.

PERSPECTIVAS FUTURAS

El objetivo en el futuro es validar el sistema comparandolo con una prueba
de oro y con un mayor numero de cepas de referencia.

Se podria implementar nuevos marcadores en funcion a la data de
serovariedades circundantes en los distintos focos epidemioldgicos del
pais.

La construccion del comportamiento epidemioldgico de la enfermedad
gracias a la identificacion de las serovariedades presentes en animales
reservorios u otras fuentes de contaminacion, permitird deducir los
patrones epidemiologicos de infeccidn y contribuir con el desarrollo de
medidas de control y prevencion mas eficientes.

Se podran identificar las serovariedades con mayor prevalencia en la
region amazonica y fortalecer el desarrollo de nuevas vacunas para

prevenir casos de Leptospirosis tanto animal como humana.
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XIll.  ANEXO
ANEXO 1
FICHA DE MUESTREO N°

Responsable: ANIKA GUADALUPE ECA AVILA

Fecha: / / Hora
A. INFORMACION BASICA DE LA LOCALIDAD
Departamento: Iquitos Distrito: Belén Sector: Cadigo:
Direccion:
Persona Entrevistada (jefe del hogar): Padre ( ) Madre ( )
otro
B. INFORMACION SOBRE LOS ANIMALES QUE VIVEN EN EL DOMICILIO
1.- Tipoy Nimero: Perro( ) Gato( )
Cerdo ( ) Otro
2.- Antigliedad del animal: Perro _ Cerdo
4.- Sexo del animal: Perro ___ Cerdo
5.- Promedio de horas que el animal pasa fuera del domicilio:
6.- Presencia de desnutricién si( ) No( )
7.- Sarna si( ) No( )

C. INFORMACION SOBRE LA FAMILIA

8.- ¢Cuantas personas habitan en
la vivienda?

9.- ¢Cuantos miembros tiene su

familia?
10. Material de construccion: Alto( ) Medio( ) Bajo( )
15.- ¢Ha presentado sintomas
e P Si () No ()
febriles
D. DATOS DEL ANIMAL:
Cddigo del animal Edad Nombre Observaciones

AEA001




ANEXO 3.

Porcentajes de confidencia y perfiles de melting de cepas de referencia de
Leptospira spp. obtenido con los marcadores del estudio usando el analisis
HRM.

Tabla 1A. Porcentajes de confidencia de los clusters obtenidos con el

marcador IpxC.

Percent Percent
Sample Cluster Confidence Sample Cluster Confidence

Cluster 96.7 5 Cluster 2 91.1
L interrogans Australis Bratislava Jez Bratislava | Cluster 97.4 L interrogans Icterohaemorragiae cterohaemorragiae [==rors 946
Cluster 98 RGA Cluster 2 989

uster

. . Cluster 1 95.5 Cluster 2 94

L. interrogans Icterohaemorragiae Copenhageni M20| Cluster 1 973 L interrogans Australis Australis Ballico Cluster 2 o977
Cluster 97.8

- Clustor 977 Cluster 2 97.8
L. interrogans Icterohaemorragiae Mankarso Cluster 98:2 Cluster 2 98.4
Mankarso Cluster 1 086 L interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami Cluster 2 ar7
Cluster a9 Cluster 2 974
L. interrogans Sejroe Hardjo Hrdjoprajino Cluster 98.3 Cluster 2 98.2
Cluster 97 6 L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienan Cluster 2 98.7
Cluster 1 99.2 Cluster 2 98.2
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem Cluster 1 992 Cluster 3 99.5
Cluster 1 98.6 L. Interrogans Djasiman Djasiman Djasiman Cluster 3 99.4
o ) Cluster 1 99 Cluster 3 99.8

L. santarosai Mini Georgia Lt 117 Cluster 1 988 Cluster 4 08
Cluster 1 98.5 L. noguchii Panama Panama CZ214K Cluster 4 98.1
ELSiET 906 Cluster 4 974

L. borgpetersenii Trassovi Tarassovi Perepelitsin Cluster 1 982

Cluster 1 | 985 . . . Clster s 28.7
Cluster 1 985 L. kirschneri Grippatyphosa Gripatyphosa Moskava V' | Cluster 5 99.8
L. interrogans Sejroe Walfii 3705 Cluster 98.2 Gl e 994
Cluster 903 Cluster 1 N/A
~ Cluster 983 L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht Cluster 1 N/A
L. borgpetersenii Ballum Mus 127 Cluster 1 97 2 Cluster 1 NA

Normalized Melt Curve

Normalized RFU

74 7

0 82 84
Temperature

Figura 1A. Perfil de melting utilizando el marcador IpxC.




Tabla 2A. Porcentajes de confidencia de los clusters obtenidos con el
marcador secY-1.

Percent Percent
Sample Cluster Confidence Sample Cluster Confidence
Cluster 1 974 . . Cluster 3 96.8
L. interrogans Icterohaemorragiae Copent M20 Cluster 1 98.4 L. interrogans lctemhaen:ér:gme Ieterohaemarragiae (Cluster 3 96.9
Cluster 1 98.3 Cluster 3 86.9
Cluster 1 99.5 Cluster 3 98.7
L. interrogans Icterohaemorragiae Mank Mank Cluster 1 99.9 L. interrogans Sejroe Wolfii 3705 (Cluster 3 99.3
Cluster 1 97.9 Cluster 3 99.4
Cluster 1 989 (Cluster 4 974
L. interrogans Sejroe Hardjo Hrdjoprajino Cluster 1 988 L. Interrogans Djasiman Djasiman Djasiman Cluster 4 99.6
Cluster 1 99.1 (Cluster 4 99.6
Cluster 1 979 (Cluster 5 958
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem Cluster 1 99.9 L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami (Cluster 5 95.2
Cluster 1 99.9 (Cluster 5 91.9
Cluster 2 96.1 (Cluster 6 99.7
L. interrogans Australis Australis Ballico Cluster 2 934 L. borgpetersenii Ballum Mus 127 (Cluster 6 99.9
Cluster 2 90.5 Cluster 6 99.8
Cluster 2 922 (Cluster 7 993
L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienan Cluster 2 876 L. santarosai Mini Georgia Lt 117 (Cluster 7 99.7
Cluster 2 91.6 Cluster 7 98.7
Cluster 2 939 (Cluster § 97
L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht Cluster 2 95.9 L. interrogans Australis Bratislava Jez Bratislava (Cluster § 97.7
Cluster 2 95.3 Cluster § 97

Normalized Melt Curve

Normalized RFU

Temperature

Figura 2A. Perfil de melting utilizando el marcador secY-1.



Tabla 3A. Porcentajes de confidencia de los clusters obtenidos con el

marcador secY-2.

Normalized Meit Curve

Nermalized RFU

Temperature

Figura 2A. Perfil de melting utilizando el marcador secY-2.

Percent Percent
Sample Cluster o Sample Cluster Confidence,
Cluster 1 98.6 Cluster 2 98.7
L. interrogans Australis Bratislava Jez Bratislava Cluster 98 L. Interrogans Djasiman Djasiman Djasiman Cluster 2 98.6
Cluster 98 Cluster 2 99
) ) Glug =0 9.4 Cluster 3 97.9
L. interrogans Icterohaemorragiae Copenhageni M20 [ Cluster 989 L. noguchii Panama Panama CZ214K Cluster 3 98
Cluster 99.4
T 998 Cluster 3 98.5
L. interrogans Icterohaemorragiae Mankarso Mankarso [ Cluster 99.8 . A . et 9.9
Cluster 100 L. kirschneri Grippatyphosa Gripatyphosa Moskava V Cluster 4 991
Cluster 908 Cluster 4 99.2
L. interrogans Sejroe Hardjo Hrdjoprajino Cluster 987 L interrogans Sejroe Wolfii 3705 Cluster 5 99.6
Cluster 98.3 Cluster 5 99.4
Cluster 1 99.8 Cluster 6 99.2
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem Cluster 99.7 L santarosai Mini Georgia LU 117 Cluster 6 99.3
Cluster 99.5
L. interrogans Icterchaemorragiae Icterohaemorragiae | Cluster 983
RGA Cluster 98.6
Cluster 1 99.5
L. interrogans Australis Australis Ballico Cluster 99,
Cluster 99
Cluster 98.4
L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami Cluster 97
Cluster 1 97.8
Cluster 9.7
L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienan |_Cluster 9.6
Cluster 9.6
Cluster 99
L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht Cluster 1 988
Cluster 1 98.7




Tabla 4A. Porcentajes de confidencia de los clusters obtenidos con el

marcador ompL1.

Normalized Melt Curve

Normalized RFU

76
Temperature

Figura 4A. Perfil de melting utilizando el marcador ompL1.

Sample Cluster C::Irlzz:tc " Sample Cluster C::ﬁr:‘:]?r‘ltce
Cluster 1 982 Cluster 2 94
L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht Cluster 1 088 L. interrogans Australis Australis Ballico Cluster 2 97.7
Cluster 1 991 Cluster 2 83.1
Cluster 1 99.4 Cluster 2 997
L. interrogans Icterohaemorragiae Mankarso Mankarso Cluster 1 98.9 L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienan Cluster 2 99.2
Cluster 1 99.6 Cluster 2 984
Cluster 1 98.1 Cluster 2 98.3
L. interrogans Sejroe Hardjo Hrdjoprajine Cluster 1 993 L. interrogans Australis Brati: Jez Bratisl Cluster 2 99.3
Cluster 1 99.7 Cluster 2 98.1
Cluster 1 98.5 Cluster 2 98.8
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem Cluster 1 97.7 L. interrogans Icterohaemorragiae Copenhageni M20 Cluster 2 98.5
Cluster 1 98.3 Cluster 2 974
Cluster 1 99.2 Cluster 3 992
L. interrogans Icterohaemorragiae Icterohaemorragiae RGA | Cluster 1 98.7 L. noguchii Panama Panama CZ214K Cluster 3 98.6
Cluster 1 991 Cluster 3 99
Cluster 1 982
L. interrogans Sejroe Wolfii 3705 Cluster 1 96.9
Cluster 1 979
Cluster 1 96.3
L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami Cluster 1 96.2
Cluster 1 932




Tabla 5A. Porcentajes de confidencia de los clusters obtenidos con el

marcador wzy.

Percent Percent
Sample Cluster Confidence Sample Cluster Confidence

iz 998 Cluster 2 962

L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht g:ﬂ::z: :Il ggs L interrogans Australis Australis Ballico Cluster 2 081
Cluster 1 gg- 4 Cluster 2 98.1
L interrogans Icterohaemorragiae Mankarso Mankarso | Cluster 1 97.8 . . ) Cluster 2 88.7
Cluster 1 048 L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienan Cluster 2 085

Cluster 1 99.3 Cluster 2 98
L. interrogans Sejroe Hardjo Hrdjoprajino Cluster 1 98.9 Cluster 2 959
Cluster 1 981 L. interrogans Australis Bratislava Jez Bratislava Cluster 2 98.7
Cluster 1 996 Cluster 2 98.7
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem Cluster 1 09.4 Cluster 3 97 8
Cluster 1 998 L interrogans Icterohaemorragiae Icterchaemorragiae Cluster 3 078

RGA uster
. Cluster 1 96.9
L. interrogans Sejroe Wolfii 3705 Cluster 3 849
Cluster 1 98.7

Cluster 1 859 Cluster 4 98.6
L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami Cluster 1 97' 1 L noguchii Panama Panama CZ214K Cluster 4 994
Cluster 1 836 Cluster 4 99.5
L. interrogans Icterohaemaorragiae Copenhageni M20 Cluster 1 959 L santarosai Mini Georgia Lt 117 Cluster 5 985
Cluster 1 943 Cluster 5 995

08

°
S

Normalized RFU

°
w

0.0

Normalized Melt Curve

Temperature

Figura 5A.

Perfil de melting utilizando el marcador wzy.




Tabla 6A. Porcentajes de confidencia de los clusters
obtenidos con el marcador neuB.

Percent
Sample Cluster Confidence
Cluster 1 98.4
L. santarosai Mini Georgia Lt 117 | Cluster 1 98.8
Cluster 1 991
Cluster 2 99 4
L. borgpetersenii Ballum Mus 127 | Cluster 2 98.1
Cluster 2 99.2

Normalized Melt Curve

Figura 6A. Perfil de melting utilizando el marcador neuB.



ANEXO 4.

M L. interrogans Australis Australis Ballico L. interrogans Autumnalis A It L b ii Ballum Mus 127 L. interrogans Bataviae Bataviae Van M
Akiyami Tienan

T T L L L bl DL PR TTastgaanall we

lipl32  IpxC secY-1 secY-2 lipl32 IpxC secY-1 secY-2 [lipl32 IpxC secY-1 secY-2 lipl32 IpxC secY-1 secY-2

4 L. interrogans Canicola Canicola Hond | L. weilii Calledoni Calledoni Calledoni L. kirschneri Cynopteri Cynopteri Mm23 c- M
Utrecht 3522C

T et seesed PN L.,

sec-.‘! lipL32

M L. Interrogans Djasiman Djasiman L. santarosai Mini Georgia Lt 117 L. kirschneri Grippatyphosa L. interrogans Icterohaemorragiae [ M
Djasiman Gripatyphosa Moskava V/ Icterohaemorragiae RGA

lipt32  IpxC  secY-1 secY-2 lipl32  IpxC secY-1 secY-2 lipl32 IpxC secY-1 secY-2 lipl32 IpxC secY-1

L. borgpetersenii Trassovi Tarassovi m23 c- M

L. noguchii Panama Panama CZ214K 2
Perepelitsin

Nemdiann

ch-Z

M L. interrogans Australis Bratislava Jez L. interrogans Icterohaemorragiae
Bratislava Copenhageni M20

L. interrogans Icterohaemorragiae L. interrogans Sejroe Hardjo
Mankarso Mankarso Hrdjoprajino

secY-1 | secY-2

L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes
Salinem

Figura 7A. Gel de electroforesis. Las bandas corresponden a los productos de
PCR generados con los cebadores lipL32, IpxC, secY-1y secY-.



m ompl1 neuB M

™M neuB wzy ™M

L. noguchii Panama Panama
Cz214K M

L. Interrogans Djasiman L. santarosai Mini Georgia Lt 117 | L

. ki i Gri L
Djasiman Djasiman Gripatyphosa Moskava V icterohaemorragiae RGA

M L. borgpetersenii Trassovi Tarassovi L. interrogans
Perepelitsin Sejroe Wolfii 3705

Figura 8A. Gel de electroforesis. Las bandas corresponden a los productos de
PCR generados con los cebadores ompL, neuB y wzy.



