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RESUMEN

Actualmente, existen dos esquemas principales de tipificacion para Leptospira por
MLST (tipificacion por secuenciacion de locus muiltiples), el primero propuesto
para L. interrogans (intra-especie) y otro para clasificar cepas de 6 especies
(inter-especie). Las dos propuestas difieren completamente en cuanto el nimero y
tipo de genes utilizados, asi mismo, carecen de una evaluacion de los genes
utilizados y existe incertidumbre sobre la utilidad de cada uno. Por lo que en el
presente trabajo, se realiz6 una comparacion de las dos propuestas a la vez que
se evalud el gen gspD codificante de la secretina del sistema de secrecion tipo |l
de Leptospira para mejorar un esquema de caracterizacion por MLST. El sistema
mejorado fue aplicado para la caracterizacién de 18 aislados obtenidos en México
y 12 cepas de referencia de 6 especies patdgenas de Leptospira. Los tipos de
secuencia obtenidos (STs), se compararon con las bases de datos; con el
esquema inter-especie (Ahmed et al., 2006), se logré obtener el ST de todas las
cepas y aislados utilizados, mientras que con el esquema intra-especie
(Thaipadungpanit et al., 2007), s6lo se obtuvieron los STs de las cepas y aislados
de L. interrogans y L. kirschneri. Los aislados CEL60, LOCaS28, LOCaS31,
LOCaS34, LOCaS46, LOCaS59 y UADY22 de origen canino y Sinaloa ACR de
origen porcino, compartieron el mismo ST que la cepa Canicola Hond Utrecht IV;
los aislados de ratén Cranl3, Cranl4 y Cran28, compartieron el ST con la cepa
Ballum Mus 127; los aislados Palo Alto y LOVe30 tuvieron el mismo ST que la
cepa Icterohaemorrhagiae RGA,; los aislados de bovino CAL6 y H89 compartieron
el ST con la cepa Hardjoprajitno; en contraste los aislados de bovinos CAL4, CAL7
y MOCA45 mostraron STs nuevos, solo reportados en México. La cantidad de
fragmentos amplificados por PCR y el nimero de sitios polimérficos obtenidos fue
mayor utilizando el gen gspD en comparacion con los genes utilizados en ambas
propuestas. MLST es una técnica que permite identificar la especie y serovariedad
de cepas de Leptospira; gspD, mostr6 un mejor poder discriminatorio para ser
utilizado en MLST.



SUMMARY

Leptospira is classified into 14 pathogenic species, including more than 25
serogroups and 260 serovars that cause leptospirosis, a zoonotic and infectious
disease affecting domestic and wild animals. There are two main MLST schemes,
for L. interrogans typification, an intra-species scheme (Thaipadungpanit et al.,
2007) and an inter-species scheme (Ahamed et al., 2006). The two proposals are
completely different, there is not evaluation of the genes used and there is
uncertainty about the usefulness of each scheme. A comparison of the two
proposals was performed. In addition, the Leptospira type Il secretion system
secretin gspD encoding gene was used for the characterization of 18 isolates
obtained from Mexico, as well as 18 reference strains from 6 pathogenic species
Their sequence types (STs) were compared with the databases of each proposal.
The Inter-species scheme was suitable to obtain the sequence type (ST) from all
strains and isolates used, whereas with the intra-species scheme only the STs of
strains of the species L. interrogans and L. kirschneri, were obtained. Dog isolates
CEL60, LOCaS28, LOCaS31, LOCaS34, LOCaS46, LOCaS59 UADY22 and the
porcine isolate Sinaloa ACR, showed the same ST as serovar Canicola strain
Hond Utrecht IV; the mouse isolated CRAN13, CRAN14 and CRAN28 shared the
same ST with serovar Ballum strain Mus 127; isolates LOVe30 and Palo Alto
showed the same ST as that of serovar Icterohaemorrhagiae strain RGA and the
bovine isolates CAL6 and H89 had the same ST than serovar Hardjo strain
Hardjoprajitno. In contrast, the CAL4, CAL7 and MOCAA45 bovine isolates showed
new STs not previously reported in Mexico. The amount of PCR amplified
fragments and the number of polymorphic sites obtained with gspD was higher
than the values of the genes used in the two proposals. The inter-species MLST
scheme is more discriminatory, allowing the identification at the Leptospira species

and serovar level; gspD showing a better discriminatory power to be used in MLST.



CAPITULO 1. REVISION DE LITERATURA

La leptospirosis es una enfermedad bacteriana causada por diferentes especies

de espiroquetas patdgenas del género Leptospira 2

, que afecta tanto a
mamiferos domésticos como a silvestres y es considerada una de las zoonosis
mas difundidas en el mundo B3,

La leptospirosis tiene una distribucién geografica amplia y se presenta
principalmente en las zonas tropicales, subtropicales y templadas. En la mayoria
de los paises de la regidén del sureste asiatico la leptospirosis es endémica, en
promedio se producen anualmente en el mundo 10,000 casos graves que
requieren hospitalizacion .

La leptospirosis también es considerada una enfermedad ocupacional que afecta a
personas que se dedican a la agricultura, limpieza de drenajes, mineria y aquellos
que tienen contacto directo o indirecto con animales 19,

Por tal razén, en humanos la leptospirosis también es conocida como enfermedad
de los porqueros, fiebre de los arrozales, fiebre de los cafaverales, fiebre del
fango, fiebre de los pantanos, fiebre icterohemorragica y fiebre del verano, entre
otros. El hombre es introducido a la cadena epidemiolégica de manera accidental
ya que adquiere la infeccion por contacto directo con la orina de los animales
infectados (domeésticos o silvestres), o indirectamente por contacto con agua
corriente 0 estancada, suelo himedo o lodo contaminados con orina de dichos
animales Y.

En paises desarrollados, la incidencia de la enfermedad se ha reducido
considerablemente y la mayoria de los casos que ocurren actualmente son
asociados a actividades recreativas con la exposicion al agua contaminada. En
contraste, la leptospirosis ha sido reconocida como un problema de salud publica
emergente de proporciones importantes donde la incidencia parece estar

aumentando en los paises en vias de desarrolio 2 131,



El diagnostico de leptospirosis es dificil de confirmar debido por un lado, a la gran
diversidad de signos clinicos presentes en individuos enfermos, sean humanos o
animales y por otra parte, a la dificil adaptabilidad del microorganismo a las
condiciones de laboratorio, que lo hacen de aislamiento dificil y lento 2419, Por
estos motivos, el diagnostico principalmente se ha basado en técnicas de
laboratorio indirectas como la deteccién de anticuerpos séricos mediante la prueba
de Aglutinacion Microscopica (AM) y la observacion de leptospiras mediante
microscopia de campo oscuro (CO), siendo esta Ultima, una alternativa con poca
sensibilidad y alto grado de inespecificidad % 26,

Por tal motivo, se han usado otras alternativas de diagnéstico incluyendo las
pruebas biologicas (inoculacibn en hamsteres o cuyos), histopatologia con
tinciones argénticas (Warthin Starry o Levaditi), estudios de laboratorio clinico,
otras pruebas inmunolégicas (ELISA, inhibicibn de la hemoaglutinacién,
aglutinacion macroscoépica, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica) y la

deteccion de ADN de leptospiras patdgenas en muestras clinicas 1729,

1.1 EPIDEMIOLOGIA DE LA LEPTOSPIROSIS

Para que la leptospirosis se establezca, como cualquier infeccidn, es necesaria la
interaccion de varios factores como la existencia de animales reservorios y
portadores del agente, condiciones ambientales favorables (humedad relativa alta,
temperatura templada, pH neutro), asi como la presencia de un hospedero
susceptible, lo que constituye la “triada epidemioldgica” de la enfermedad ©
(Figura 1).

La epidemiologia de la leptospirosis es compleja debido al amplio rango de
serovariedades, posibles hospedadores, diversidad de nichos ecologicos y
presentaciones clinicas participantes en la misma 27,

El habitat natural de serovariedades de Leptospira patégenas son los tdbulos
contorneados renales de los animales reservorios, mientras que el habitat natural

de las leptospiras no patdogenas es el agua de estanques Yy lagos, por otro lado, el



ambiente ideal para la supervivencia de leptospiras patdégenas fuera del huésped
son las superficies de agua y lodo, donde pueden sobrevivir con las condiciones
fisico-quimicas adecuadas como pH neutro a ligeramente alcalino, protegidas de
la luz del sol y a temperaturas templadas (15°C) 24,

AMBIENTE HOSPEDERO

FIGURA 1: Triada epidemioldgica de la leptospirosis.

La frecuencia de la leptospirosis aumenta durante los meses lluviosos y es
endémica en zonas tropicales, pudiéndose presentar importantes que estan

asociados con un incremento inusual de las lluvias, inundaciones o desastres
5



naturales que aumenta la probabilidad de exposicion del huésped con aguas
contaminadas %2,

Leptospira no tolera la presencia o competencia con ciertas bacterias ambientales
por lo tanto es importante que el agua donde se encuentre tenga una baja
concentracio bacteriana, en general las leptospiras pueden sobrevivir hasta seis
meses en suelos saturados de agua, algunos meses en agua corriente y algunas
semanas en agua estancada, pero pueden permanecer viables en agua destilada
por 152 dias. Trueba y colaboradores observaron una aparente agregacion celular
que favorece la supervivencia de Leptospira en medios acuosos 2%, También hay
relacion con otros microorganismos como Sphingomonas spp. que favorece la
superviviencia de leptospiras patogenas en vida libre, a diferencia de la relacion
con Flavobacterium spp. la cual fue antag6nica para Leptospira, lo que sugiere
gue su sobrevivencia en el ambiente puede estar influenciada por la composicién
de la microbiota presente en los nichos ecolégicos 24,

Leptospira es altamente sensible a la accion de los agentes externos, medios
acidos, putrefaccion, desecacion, congelacion, calor (50° C durante 10 minutos),
antisépticos y desinfectantes de uso comun (jabdn, sales biliares, detergentes), asi
como a las accion de la mayoria de antibidticos, incluyendo penicilinas, sin
embargo, es resitentes a la neomicina, acido nalidixico y rifampicina .

La transmision de la leptospirosis se produce mas comunmente de manera
indirecta y ésta ocurre por exposicion de animales susceptibles a fuentes de agua,
suelo o lodo contaminados con orina de animales infectados y que generalmente
ocasionan focos epidémicos ?°. La via directa, ocurre por contacto a través de la
piel erosionada y de las mucosas (bucal, nasal y conjuntival) con orina o fluidos
uterinos de los animales infectados. También se puede dar la infeccién por
transmision venérea, por via placentaria al feto y a travées de los fluidos
placentarios al exterior, por medio de la leche e ingesta de tejidos infectado, la

frecuencia de transmision aumenta con el hacinamiento ¥ 22

. Por lo tanto, la
transmision indirecta de la leptospirosis puede aumentar cuando los factores
ambientales son favorables para la supervivencia de Leptospira. En areas aridas o

6



durante las sequias son mas comunes las infecciones de huéspedes accidentales

(el hombre principalmente), alrededor de fuentes de agua 7).

1.2 LEPTOSPIROSIS: RELACION HOSPEDERO-PARASITO

Epidemiologicamente la infecciéon por Leptospira se puede entender en dos
amplias categorias: leptospirosis adaptada y no adaptada al hospedero. Un animal
infectado con una serovariedad adaptada se comporta como un hospedero de
“‘mantenimiento” o “reservorio”, en tanto la exposicion de animales susceptibles a
serovariedades no adaptadas produce una infeccion accidental. Algunas
serovariedades tienen un hospedero de mantenimiento en particular, aunque
pueden causar enfermedad en cualquier especie de mamfferos. Por lo tanto, una
serovariedad se comporta de forma diferente dentro de su especie de
mantenimiento que en un hospedero accidental 2% (Cuadro 1).

Las ratas (Rattus norvergicus, R. rattus), ratones (Mus musculus) y otros roedores,
son considerados como los reservorios ecolégicos mas frecuentes de Leptospira
28,291 " por |o tanto, se consideran reservorios tipicos de Leptospira a los roedores,
en particular de las serovariedades Ballum, Icterohaemorrhagiae y Copenhageni;
los perros de la serovariedad Canicola y otros animales domésticos como bovinos
de la serovariedad Hardjo; los porcinos de las serovariedades Bratislava, Pomona
y Tarassovi y los equinos de las serovariedades Bratislava y Pomona. Cuando
estos animales se encuentran infectados por serovariedades adaptadas se

presentan cuadros subclinicos o asintomaticos 28 (Cuadro 2).



CUADRO 1: CARACTERISTICAS DE LA LEPTOSPIROSIS EN EL HOSPEDERO

DE MANTENIMIENTO Y ACCIDENTAL

HOSPEDERO DE MANTENIMIENTO

HOSPEDERO ACCIDENTAL

Transmisiéon endémica entre individuos de la
especie.

Susceptibilidad alta a la infeccion pero
patogenicidad relativamente baja.

Tendencia a sufrir una enfermedad de curso
cronico.

Persistencia de la serovariedad en los
rifones y el aparato genital.

Una respuesta de anticuerpos baja frente a
la infeccion, que dificulta el diagnéstico.

Eficacia baja de la vacunacion para prevenir
la infeccion.

Susceptibilidad relativamente baja a la
infeccion, pero una patogenicidad alta para
el hospedero.

Tendencia a sufrir una enfermedad aguda,
en lugar de cronica.

Transmision esporadica en la especie del
hospedero y adquisicion de la infecciéon de
otra especie, a menudo, en forma
epidémica.

Una fase renal (leptospiruria) corta.

Una respuesta de anticuerpos intensa frente
a la infeccion, facilitando el diagnéstico.

Las vacunas son mas eficaces para prevenir
la infeccion.

Modificado de Radostits Otto M 1999, 2

La asociacion con hospederos accidentales usualmente desencadena una

leptospirosis aguda por ejemplo: bovinos con Pomona, perros con

Icterohaemorrhagiae y humanos con todas las serovariedades. Sin embargo, esta
asociacion no es absoluta y bajo ciertas circunstancias varias serovariedades
pueden infectar diversas especies que se caracterizan por ser excretores de corta

duracién con cuadros clinicos aparentes 129,



CUADRO 2: SEROVARIEDADES MAS REPORTADAS EN DIVERSAS
ESPECIES ANIMALES

HOSPEDERO
SEROGRUPO | SEROVARIEDAD o
(@] o (@] = o O
S |s |2 | |8 |3 |=s =&
S st — S ] @ c 17}
218 |28 |5 |5 |8 |58
m ©) L nd c =
< o
Australis + +
Australis
Bratislava + + +
Autumnalis Autumnalis + +
Ballum Ballum + +
Bataviae Bataviae + +
Canicola Canicola + + + + +
Grippotyphosa | Grippotyphosa + + + + + +
Hebdomadis +
Hebdomadis
Szwajizak +
Icterohaemo- Icterohaemorrhagiae| + + + + + +
hagiae Copenhageni + + +
Pomona Pomona + + + + + +
Balcanica +
_ Hardjo + + +
Sejroe
Saxkoebing +
Sejroe + + +
Tarassovi Tarassovi +

Modificado de Quinn PJ 2002 1




1.3 AGENTE ETIOLOGICO

Leptospira Pertenece al Reino Bacteria (eubacteria); phylum Spirochaetes; clase

Spirochaetes; orden Spirochaetales; familia Leptospiraceae; genéro Leptospira

(Figura 2).
Chromisia Algae
Alveolnta Plantae
Rhimria Amoehomon
Excavain Animalia
Fungi
Crenarchasoin EUKARYA
Nanoarchaeoin Firmmisots
Euryarchaesin Chlamydine
ARCHAEA Fibrohacteres
¥ Baeteroidetes
i Actinobacterin
L! HACTERIA Planctomycetes
Proteobacteria Spirochactes
o Aruificae

Acidohacteria Fusahacterin-Thermotogae

Deinococcus-Thermus ’
Cyanohacterin

/‘

Clase: Spirochaetes
Orden: Spirochaetales
Familias: Brachyspiraceae
Género: Brachyspira
Spirochaetaceae
Géneros: Borrelia
Treponema
Leptospiraceas
Géneros: Leptonema
Tumeriella
Leptospira

N

Brachyspira hyodisenterae

Borrelia burgdorfen
Treponema pallidum

Leptonema illini
Tumerniella parva

14 especies patdgenas

4 especies no patogenas

FIGURA 2: Representacién esquematica de la relacién entre los Spirochaetes con otras bacterias.

1.4 Leptospira: HISTORIA DE SU CLASIFICACION

Aln cuando Mathieu en Francia y Adolf Weil en Alemania, en 1886 describieron

cuadros agudos febriles con ictericia y manifestaciones de dafio renal & 31, no fue

hasta 1907 cuando Stimson, utilizando la técnica de Levaditi realizd tinciones en

secciones de tejido renal

donde observd numerosas estructuras con morfologia

en espiral y con ganchos en sus extremos, a las cuales denomind “Spirochaeta

interrogans”, considerandose ésta la primera descripcion de la morfologia de

Leptospira B2,
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En 1914, Wolbach y Binger, observaron al microscopio de campo oscuro
preparaciones de agua estancada tefidas con la técnica de Giemsa, donde
observaron espiroquetas que, debido a su morfologia y movimiento, denominaron
“Spirochaeta biflexa” 2.

Inada e Ido durante los afios de 1914 y 1915 en Japon, descubrieron y aislaron
por primera vez al agente etiolégico en sangre en un paciente con enfermedad de
Weil, reportandolo como una “espiroqueta” y a la cual denominaron “Spirochaeta
icterohaemorrhagiae” ¥ (Figura 3).

En 1915, los alemanes Huebener y Reiter, también reportaron la enfermedad de
Weil, demostrando la presencia de cuerpos en forma de flagelos en la sangre de
pacientes, denominandolos “Spirochaeta nodosa” 4. En el mismo afio, Uhlenhuth
y Frommee reportaron por primera vez la leptospirosis anictérica que era causada
por una espiroqueta similar a la anteriormente descrita y a la que denominaron
“Spirochaeta icterogenes” &%,

La creacion del género Leptospira se atribuye al investigador japonés Hideyo
Noguchi quien al haber estudiado varias cepas aisladas en diferentes lugares
(Japon, Bélgica y Estados Unidos), entre 1917 vy 1918 y con base en su
morfologia y caracteristicas generales, finalmente la denominé Leptospira 12¢).
Durante esos afos, los investigadores notaron que los aislados obtenidos
reaccionaban de manera diferente al ser enfrentados a sueros de pacientes que
habian padecido la enfermedad, esta caracteristica sentdé las bases para la
clasificacion serolégica del microorganismo. Desde entonces alrededor de 268

serovariedades patégenas han sido descritas 78 (Cuadro 3).
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FIGURA 3: 15) Espiroqueta en piel de cobayo 10 horas después de la infeccién. 16, 17 y 18)
Espiroquetas escretadas en orina de pacientes. Tomado de Inada et al. (1916) 33

12



CUADRO 3: EJEMPLOS DE SEROGRUPOS Y SEROVARIEDADES
PRESENTES EN EL GENERO Leptospira (PATOGENAS Y APATOGENAS)

LEPTOSPIRAS PATOGENAS
SEROGRUPO SEROVARIEDAD
Australis Australis, Bratislava, Lora
Autumnalis Autumnalis, Fortbragg, Bim, Weerasinghe
Ballum Ballum, Arborea
Bataviae Bataviae
Canicola Canicola
Celledoni Celledoni
Cynopteri Cynopteri
Djasiman Djasiman
Grippotyphosa Grippotyphosa, Canalzonae, Ratnapura
Hebdomadis Hebdomadis, Jules, Kremastos
Hurstbridge Hurstbridge
Icterohaemorrhagiae, Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Lai, Zimbabwe
Javanica Javanica
Louisiana Louisiana, Lanka
Lyme Lyme
Manhao Manhao
Mini Mini, Georgia
Panama Panama, Mangus
Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes
Ranarum Ranarum
Sarmin Sarmin
Sejroe Sejroe, Saxkoebing, Hardjo
Shermani Shermani
Tarassovi Tarassovi
No identificadas AGC, Peru, Wawain, 83-015437, 84011370
LEPTOSPIRAS APATOGENAS
SEROGRUPO SEROVARIEDAD
Andamana Andamana
Codice Codice
Semaranga Patoc, Saopaulo, Semaranga
No identificadas Biflexa, Gent, Holland

Modificado de Legotosplra molecular biology homepage Institut Pasteur (www.pasteur.fr/resherche
/leptospira. html)
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1.5 CLASIFICACION

La serovariedad es el taxdn basico y fue formulado por Wolff y Broom en 1954,
tanto para clasificar como para explicar, de forma practica, la relacién parasito-
hospedador 9. Esta identidad antigénica es resultante de diferencias en la
estructura de las cadenas de carbohidratos del lipopolisacarido (LPS) ! 4142 por
lo tanto, la amplia lista de serovariedades de leptospiras patégenas que existe
actualmente refleja la importancia de la diversidad de la estructura del su LPS.
Esta clasificacion esta basada en la respuesta serolégica de Leptospira a sueros
hiperinmunes en métodos de absorcion-aglutinacién y actualmente, se enlistan
mas de 260 serovariedades patdgenas que se agrupan en mas de 26 serogrupos.
Mientras que leptospiras saprofitas agrupan actualmente a poco mas de 60
serovariedades 3! (Cuadro 3).

Por otro lado, de acuerdo al analisis de la secuencia de los genes del ARN
ribosomal (16S) y a estudios de hibridacion de acidos nucleicos, el sub-comité de
expertos en Leptospira considera actualmente catorce especies patdogenas de
Leptospira: L. alexanderi (genomoespecie 2), L. alstonii (genomoespecie 1), L.
borgpetersenii, L. broomii, L. fainei, L. inadai, L. interrogans, L. kirschneri, L.
licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae (genomoespecie 3), L. weilli, y L.
wolffii y seis especies de leptospiras saprofitas: L. biflexa, L. kmetyi, L. meyeri, L.
vanthielii (genomoespecie 4), L. wolbachii y L. yanagawae (genomoespecie 5) 2*
44431 (Cuadro 4).

Es importante aclarar que ambas clasificaciones (genética y antigénica) coexisten
y que la mayor parte de la investigacion epidemioldgica y de diagndéstico se ha
realizado con base en la clasificacién serolégica . En varios casos, los miembros
de diferentes especies son seroldégicamente indistinguibles y pertenecen a la
misma serovariedad. Por ejemplo, distintas cepas de la serovariedad Hardjo
pertenecen a las especies L. interrogans (Hardjoprajitno), L. borgpetersenii
(Hardjobovis) y L. meyeri (Went 5) [43 46,
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CUADRO 4: ESPECIES DE Leptospira ASOCIADAS CON LOS SEROGRUPOS

SEROGRUPO ESPECIES
Andamana L. biflexa
Australis L. interrogans, L. noguchii, L. borgpetersenii, L. kirschneri
Autumnalis L. interrogans, L. noguchii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. kirschneri
Ballum L. borgpetersenii
Bataviae L. interrogans, L. noguchii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. kirschneri
Canicola L. interrogans, L. inadai, L. kirschneri
Celledoni L. weilii, L. borgpetersenii
Codice L. wolbachii
Cynopteri L. santarosai, L. kirschneri
Djasiman L. interrogans, L. noguchii, L. kirschneri
Grippotyphosa L. interrogans, L. santarosai, L. kirschneri
Hebdomadis L. interrogans, L. weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. kirschneri,
L. alexanderi
Hurstbridge L. fainei
Icterohaemorrhagiae |L. interrogans, L. weilii, L. inadai, L. kirschneri, L. vanthielli
Javanica L. weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. meyeri, L. inadai, L. alexanderi
Khorat L. Wolffi
Louisiana L. interrogans, L. noguc hii
Lyme L. inadai
Manhao L. weilii, L. inadai, L. alexanderi
Mini L. interrogans, L. weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. meyeri, L. alexanderi
Panama L. noguchii, L. inadai
Pomona L. interrogans, L. noguchii, L. santarosai, L. kirschneri
Pyrogenes L. interrogans, L. noguchii, L. weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii
Ranarum L. interrogans, L. meyeri, L. alstonii
Sarmin L. interrogans, L. weilii, L. santarosai
Sejroe L. interrogans, L. weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. meyeri
Semaranga L. meyeri, L. biflexa, L. yanagawae
Shermani L. noguchii, L. santarosai, L. inadai
Tarassovi L. noguchii, L. weilli, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. inadai, L. kmetyi
Varillal L. licerasiae
No designado L. terpstrae
5399 L. broomii

Modificado de Levett PN 2001, Matthias et al, 2008, Slack et al, 2008, Slack et al, 2009 y
LeptosP‘ilg]a molecular biology homepage Institut Pasteur (www.pasteur.fr/resherche/leptospira.html)

[39, 43 4
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1.6 MORFOLOGIA

El género Leptospira comprende a un grupo de microorganismos que miden de
0.1-0.2 pum de diametro por 10 a 20 um de longitud, tienen forma espiral
(espiroquetas) y son altamente mdviles debido a la presencia de dos flagelos
periplasmicos ® °% (Figura 4).

Como otras espiroquetas, Leptospira tiene una pared celular con una estructura
similar a la de bacterias Gram negativas con una membrana externa que esta
compuesta por proteinas, fosfolipidos y el LPS, que aunque mucho mas corto que
el de una tipica bacteria Gram negativa, diferencia a las mas de 260

serovariedades Y,

6-20 pum

yz‘} pm

01+02 pm 05 pm

FIGURA 4. Representacion esquematica de Leptospira que muestra su morfologia caracteristica
terminada en ganchos, asi como medidas del microorganismo largo, ancho y espacio entre
espirales.

Las leptospiras presentan una composicion antigénica compleja, los anticuerpos
generados frente a los antigenos superficiales de la pared celular tienen caracter
protector (LPS y PMESs); mientras que aquellos formados frente a los antigenos
profundos (por ejemplo el flagelo), no son protectores ni especfficos P2, La
variabilidad del LPS juega un papel importante en cuanto a la inmunogenicidad y

se ha considerado el antigeno mas importante en Leptospira ®°. Los anticuerpos
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contra el LPS de Leptospira son protectores en ciertas especies animales como
los hamsteres 2 pero no asf en bovinos B4,

Debido a que las leptospiras son extremadamente delgadas, no se pueden
visualizar con los procedimientos de tincién habituales y para observarlas sin tefiir
se utiliza microscopia de campo oscuro (CO), de contraste de fases (CF) o
electronica *® (Figura 5).

Por medio de microscopia de CO, se observan como finos filamentos espirales
con extremos en gancho y con microscopia electronica, se ha observado un
cilindro protoplasmatico enrollado alrededor de un filamento axial envuelto por la
cubierta externa 1°. Algunas de las abundantes PMEs estan expuestas a la
superficie y pudieran estar involucradas en la patogénesis e inmunidad, muchas
de ellas han sido estudiadas, predominantemente las de naturaleza lipoproteica
LipL21, LipL32, LipL36 y LipL41 B,

El complejo peptidoglicano esta separando de la envoltura externa por el espacio
periplasmico y contiene una estructura fibrilar compuesta de acido muramico 8,
El peptidoglicano es el responsable de su forma helicoidal y el contenido celular en
el citoplasma comprende material nuclear, mesosomas Yy ocasionalmente

inclusiones no identificadas .

1.7 MOVILIDAD

Leptospira posee dos flagelos que se fijan uno en cada polo y se localizan en el
espacio periplasmico entre la membrana externa y el peptidoglicano (endo-
flagelos). Los flagelos tienen una estructura general semejante a la de otras
bacterias Gram negativas y estan constituidos por dos tipos de proteinas, el
primero es una proteina con alta homologia a las flagelinas bacterianas FlaA y que
forma la médula del flagelo; mientras que el segundo tipo forma la envoltura del
flagelo, FlaB. Ambas flagelinas son conservadas entre las distintas especies de

Leptospira 5969,
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FIGURA 5: Microscépia de campo oscuro (3000 x) de un cultivo de leptospiras en medio semisélido
con suero de conejo de 3 semanas de edad, aisladas a partir de ratas en Guayaquil en 1919
denominada por Hideyo Noguchi como “Leptospira icterohaemorrhagiae” cuando se creia que
Leptospira era la causante de la fiebre amarilla. Tomado de Noguchi (1919) f61],

Por otro lado, Leptospira posee ganchos en uno o ambos polos y tienen un
movimiento de rotacion sobre su eje longitudinal y de contorsion constantes en
medios liquidos y semisdlidos. El funcionamiento de los flagelos y el tipo de
movilidad en espiroquetas es algo mas complejo que en otras bacterias. Cuando
los flagelos giran en direccion contraria a las manecillas del reloj el extremo de la
célula asume una forma espiral y la célula tendera a moverse en la direccién
sefialada por ese flagelo y si los dos flagelos giran en la direccion de las
manecillas del reloj entonces los extremos adquieren la forma de gancho y la
célula no se desplaza, entonces la célula rota sin moverse en una direccion

definida *® (Figura 6).
18



FIGURA 6: Movimiento de L. illini en medio liquido. A y B) Formas sin desplazamiento con los
extremos (A) en terminacién gancho-gancho o (B) en terminacién espiral-espiral. C) Célula en
movimiento que tiene un extremo terminal en gancho y el otro en espiral. Las células se mueven en
direccion del gancho terminado en espiral. Tomado de Goldstein et al. (1990) [56]

Se ha sefialado que las leptospiras como otras espiroquetas estan adaptadas a
medios viscosos a los que tienen una atraccién conocida como viscotaxis %2l En
estos medios, las espiroquetas desarrollan una movilidad direccional y su
capacidad de desplazamiento no es superada por otras bacterias. Esta movilidad
similar a la de un sacacorchos, probablemente contribuye a la capacidad invasiva
de esta bacteria, asi como, a la supervivencia del microorganismo fuera del

hospedador 2.

1.8 METABOLISMO

Las leptospiras son microorganismos aerobios o microaerofilicos cuya temperatura
optima de desarrollo estd comprendida entre 28 y 30 °C con un pH de 7.2 a 7.6.
Su tiempo medio de replicacién es de unas 12 a 24 horas .. Las leptospiras son

microorganismos exigentes en sus requerimientos nutricionales y su principal

19



fuente de energia son acidos grasos de mas de 15 carbonos (cadena larga), que
son requeridos como fuente de lipidos celulares y también como principal fuente
de carbono para la B-oxidacion, las leptospiras no pueden sintetizar acidos grasos
de novo. No fermentan los azUcares ni pueden utilizarlos como fuente de carbono,
pero pueden sintetizarlos por medio del ciclo del cido tricarboxilico 62631,

Los &cidos grasos utilizados para las rutas metabdlicas energéticas son
probablemente liberados de los fosfolipidos por medio de fosfolipasas. Algunos
otros requerimientos son vitamina B1 (tiamina), B12 (cianocobalamina), algunas
cepas también requieren vitamina B6 (biotina), cloruro de amonio (como fuente de
nitrégeno celular), piruvato de sodio (en los primo cultivos a partir de muestras
clinicas) 6465,

En contraste con la mayoria de las células procariotas, las leptospiras incorporan
bases puricas (adenina y guanina) pero no bases pirimidicas (timina y citocina)
exdgenas en sus acidos nucleicos. Razdn por la cual no desarrollan en presencia
de 8-azaguanina, (analogo de las bases pduricas), pero si en presencia de 5-
fluoruracilo (analogo de las bases pirimidicas) °®¢71, siendo este Gltimo compuesto
utilizado como inhibidor bacteriano en los cultivos de leptospiras.

Todas las leptospiras son oxidasa y peroxidasa positivas, la enzima catalasa esta
presente en todas las cepas patdgenas pero ausente en las cepas apatogenas °2/;
muchas de ellas tienen actividad lipolitica y algunas producen ureasa. Se ha
reportado que L. borgpetersenii, L. noguchii, L. santarosai y L. weilii no producen
lipasas, pero estudios moleculares mas recientes contradicen estos reportes. Sin
embargo, debido a que tienen un débil metabolismo y por su dificultad para
desarrollarse in vitro, no es posible aplicar pruebas bioquimicas para su
identificacion. Por lo tanto la identificacién, mas alla del género, tradicionalmente
se ha basado en reacciones de aglutinacién-adsorcion con sueros hiperinmunes

especificos .
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1.8.1 DESARROLLO in vitro

Los medios tradicionales para cultivo in vitro son esencialmente de dos tipos,
aguellos que contienen suero de conejo en concentraciones que van del 8 al 10%
(Stuart, Fletcher, Korthof, Cox) y los que utilizan la fracciéon V de la albumina
sérica bovina (BSA) al 1% (EMJH) ©°. El medio sintético EMJH (Ellinghausen y
McCullogh modificado por Johnson y Harris) con albimina sérica bovina y
polisorbato (Tween 80), es considerado un medio superior en comparacion con
otros medios de cultivo tradicionales 2. Los acidos grasos libres, producto de la
hidrélisis espontanea de los enlaces ésteres del Tween 80, son toxicos para las
leptospiras a concentraciones relativamente bajas por lo que el medio se tiene que
suplementar con la fraccion V de la albumina bovina que actia como un
destoxificante y estabilizador, al ser capaz de unir a su estructura los acidos
grasos libres en el medio de cultivo y de esta forma, neutralizar su actividad
citolitica. Este medio es actualmente el mas utilizado para el aislamiento y cultivo
de cepas de Leptospira ['%,

La mayoria de los medios de cultivo son liquidos o semisélidos y sélo se observa
desarrollo después de trascurrida una semana en cepas ya adaptadas a
condiciones de laboratorio, en contraste, los primo cultivos pueden requerir hasta
las 13 semanas o mas de incubacién 3. En medio liquido, el desarrollo se aprecia
por turbidez discreta, mientras que en los medios semisélidos, el desarrollo inicial
es facil de visualizar como uno o mas anillos densos de desarrollo situado
aproximadamente 0.5 cm por debajo de la superficie del medio, a este desarrollo

se le denomina “anillo de Dinger” o0 “zona de Dinger” 9.

1.9 FACTORES DE PATOGENICIDAD

El término patogenicidad hace referencia a las propiedades genotipicas de los
microorganismos, las cuales pueden o no ser expresadas, en cambio el término
virulencia se refiere a las propiedades fenotipicas que son expresadas por un

microorganismo produciendo cambios patoldgicos que afectan al hospedador .
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En Leptospira algunos factores potenciales de virulencia incluyen las hemolisinas,
el LPS, glicolipoproteinas, peptidoglicano, proteinas de choque térmico y la
flagelina entre otros, sin embargo, los mecanismos de patogenicidad aun no han
sido esclarecidos con profundidad ["2.

En el caso de las hemolisinas de Leptospira se ha sido sugerido que pueden ser
fosfolipasas con actividad sobre eritrocitos y otras membranas celulares que
contengan el sustrato fosfolipido desencadenando por consiguiente la citolisis. En
1986, fue purificada la esfingomielinasa C con actividad hemolitica a partir de L.
interrogans serovariedad Pomona y posteriormente la de L. borgpetersenii
serovariedad Hardjo ">, En otros estudios se comprobé la actividad citotdxica de
la hemolisina SphH que no tiene actividad de esfingomielinasa o de otra
fosfolipasa y que se sugiere que puede causar la formacion de poros en la

membrana del eritrocito con la consecuente lisis '@

. Otros ejemplos son las
hemolisinas de las serovariedades Ballum, Hardjo, Pomona y Tarassovi que son
también esfingomielinasas. Las serovariedades Pomona y Copenhageni elaboran
una proteina citotoxica que es detectada en el plasma de los animales infectados
28 | a movilidad y la respuesta quimiotaxica hacia la hemoglobina le permiten
penetrar tejidos del hospedador durante la infeccidn, lo que pudiera también estar
asociado con virulencia 3!,

EILPS de Leptospira tiene actividad endotdxica, es pirogénico, induce la secrecidén
de interleucina 1 e interferén en macrofagos, asi como la liberacion del TNFa a
partir de monocitos, lo que explica el dafio a las células endoteliales, hemorragias,
trombocitopenia, agregacion plaquetaria y es mitdgeno para células B, pero no
para células T ni células NK (modelo murino), hay evidencias que puede causar
trombocitopenia en animales y humanos infectados, esto acompafiado de
fibrindlisis con coagulacién intravascular diseminada (CID), sin embargo es hasta
diez veces menos potente que el LPS de bacterias Gram negativas .

Las cepas patdgenas de Leptospira recién aisladas que son letales para los
hamsteres, pierden rapidamente la virulencia después de repetidos subcultivos en

medios artificiales, por lo tanto, estos cultivos pueden llegar a ser avirulentos. Sin
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embargo, la virulencia se puede mantener si a estos cultivos se les realizan pases
en sistemas vivos ya sean cobayos o hamsteres o bien si se congelan en

nitrégeno liquido ©°.

1.10 ORGANIZACION GENETICA DEL GENERO Leptospira
1.10.1 CROMOSOMAS | Y |I

Los analisis tempranos de electroforesis en gel con campos pulsados (PFGE)
revelaron que el tamafo del genoma de L. interrogans es de 4.75 a 4.9
megabases (Mb) y tiene dos cromosomas circulares: el cromosoma | (Cl) de 4.4 a
4.55 Mb y el cromosoma I (Cll) de 350 Kb 7780

El Cl se asemeja a los cromosomas de otros géneros bacterianos, pero con la
caracteristica unica de la dispersion de los genes del ARNr codificantes de las
subunidades 16S, 23S y 5S (genes rrs, rrl y rrf respectivamente), estos genes en
la mayoria de las bacterias estan agrupados y son co-transcritos . El gen rrf fue
identificado junto con el gen jag, un gen que normalmente se encuentran cerca de
los origenes de replicacion del cromosoma y que codifican para una proteina de
unién al ARN 78,

El Cll esta presente en todas las serovariedades patdégenas de Leptospira y
muestra una variacién de tamafio 2, asi mismo, existe en una proporcién de 1:1
con respecto al ClI [79]. El CIl contiene genes responsables del metabolismo de
lipidos, carbohidratos y proteinas 7.

La organizacion genética de las serovariedades Lai y Copenhageni de L.
interrogans, genéticamente similares pero distintas serolégicamente, se
compararon, revelando que el genoma de Leptospira es muy variable,
identificando varios reordenamientos (inserciones, deleciones e inversiones).

Algunos cambios abarcan casi el 30% del genoma ¥ 83

. En comparacion, cuando
tales reordenamientos ocurren en otros géneros bacterianos a menudo pierden su
viabilidad, sin embargo, algunos cambios cromosémicos pueden estar asociados

con la variacién antigénica 4,

23



La primera secuencia completa del genoma de un representante de Leptospira
interrogans fue el de la serovariedad Lai del serogrupo icterohaemorrhagiae, que
consiste en un cromosoma grande de 4.33 Mb y un cromosoma pequeiio 359 Kb,
que codifican un total de 4,768 genes ¥ (Figura 7). El genoma de Leptospira
interrogans difiere ampliamente en cuanto a los genes que determinan las
caracteristicas fisiologicas de otras espiroquetas patdgenas estrictamente
parasitarias como Treponema pallidum Yy Borrelia burgdorferi, aunque existen
similitudes en los genes que regulan sus caracteristicas morfolégicas. La
secuenciacion del genoma proporciona un analisis de los genes de quimiotaxis,
motilidad y el descubrimiento de una serie de genes posiblemente relacionados
con la adhesion, invasion y los cambios hematolégicos que caracterizan a la
leptospirosis, esto ha proporcionado pistas sobre como un organismo ambiental

podria convertirse en unimportante patégeno humano % 81,
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FIGURA 7: Diagrama circular de la estructura cromosémica de L. interrogans serovariedad Lai. A) cromosoma grande (CIl), B) cromosoma pequefio
(ClI). La escala exterior es mostrada en kilobases. En el Cllos circulos van del 1 (circulo exterior) al 6 (circulo interior). En el Cll los circulos van del |
(circulo exterior) a IV (circulo interior). Circulos de 1/1'y 2/l son secuencias de los genes, adelantada y reversa; circulo 3, genes de ARNt; circulo 4,
genes de ARNI; circulo 5/1l1, la parcialidad de GC ((G-C)/(G+C), el rojo indica los valores> 0; verde indica que los valores <0); Ciruclos 6/IV indican el
contenido de G + C. Todos los genes estan codificados por color de acuerdo a las funciones: naranja para la biosintesis de aminoacidos, verde para
las purinas, pirimidinas, nucledsidos y nucleétidos, azul para los acidos grasos y metabolismo de los fosfolipidos, magenta para la biosintesis de
cofactores, grupos prosteticos y acarreadores, de color caqui para el metabolismo intermediario central, cian para el metabolismo energético, la
orquidea para el transporte y las proteinas de unién, amarillo para el metabolismo del ADN, verde oscuro para la transcripcion; café para la sintesis de
proteinas; rojo para lipoproteinas, verde amarillento para funciones regulatorias; rosa para la pared celular; salmén para los procesos celulares; azul
marino para otras categorias; gris claro para regiones conservadas; gris oscuro para proteinas hipotéticas, gris pizarra para proteinas de funcion
desconocida y negro para el ARNt y ARNr. Tomado de Ren et al. (2003) [8s]
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Posteriormente, en 2004 se realiz6 la comparacion de los genomas de la
serovariedad Lai con el de la serovariedad Copenhageni de L. interrogans,
donde se reporté una gran inversion cromosémica y una variacion amplia en
el nimero y la distribucion de secuencias de insercién (Figura 8). Ademas,
existe una amplia gama de proteinas de regulacion transcripcional y dos
nuevas familias de adhesinas no fimbriales que potencialmente contribuyen
a la colonizacion de los tejidos en los pasos iniciales de la infeccion [l
(Figura 9).

Los genomas de dos especies diferentes de Leptospira que varian en su
distribucion en la naturaleza y en el modo de transmision fue comparado por
Bulach et al., en el afio 2006, donde los genomas de dos serovariedades de
Leptospira interrogans (Lai y Copenhageni) y dos genomas de Leptospira
borgpetersenii serovariedad Hardjo con diferente fenotipo y virulencia.
Mencionando que entre las dos cepas de Hardjo tienen un contenido
genético casi idéntico, con algunas mutaciones puntuales. También existen
algunas regiones limitadas de sintenia que se reparten entre los
cromosomas grandes de L. borgpetersenii y L. interrogans que
probablemente son el resultado de los eventos de recombinacion producidas
por las secuencias de insercion, el genoma de L. borgpetersenii es = 700 kb
mas pequefio que el de L. interrogans y tiene una menor codificacion (Figura
10). La pérdida de funcion de genes no es aleatoria, ya que el principal
deterioro se encuentra en los genes de sobrevivencia en el medio ambiente,
transporte 'y metabolismo. Estas caracteristicas distinguen a L.
borgpetersenii como una especie en declive genético, ya que de sobrevivir
en ambientes acuaticos paso a ser un parasito del bovino. Por tal razén, se
concluye que L. borgpetersenii esta evolucionando hacia la dependencia de

un ciclo de transmisién estricto de hospedero a hospedero ! (Figura 11).
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FIGURA 8: Mapas circulares de los cromosomas del genoma de Leptospira interrogans serovariedad Copenhageni. Los circulos 1y 2 (de afuera
hacia el interior, sentido adelantado y reverso de la cadena, respectivamente), son regiones predichas codificantes de proteinas. El color se refiere a la
categoria del gen. El circulo 3 indica el contenido de G + C. Los nimeros en el circulo exterior corresponden a los pares de bases. Genes del ARNT,
rrl, rrs y rrf que codifican para las subunidades 23S, 16S y 5S, respectivamente. Nota: los dos replicones no estan esquematizados con misma escala.

Cll es 12 veces menor que Cl. Tomado de Nascimento et al. (2004) [8el,
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FIGURA 9: Inversién del cromosoma | de serovariedades de L. interrogans. (A) Alineacidn de nucleétidos obtenidos, se basa en las coincidencias
exactas de al menos 20 pb. Cada punto en la figura es un alineamiento exacto. Las lineas oscuras o diagonales principales resultan de la alta
densidad de puntos con la identidad de secuencia a lo largo del cromosoma | de las dos serovariedades. Los puntos dispersos fu era de las diagonales
principales representar a otras regiones cortas con identidad de secuencia. (B) EI esquema muestra los genes que flanquean los puntos de
interrupcion de la inversion. Los pares de ?enes ortélogos tiene la misma secuencia. Las flechas negras representan secuencias de insercién
(ISs). Tomado de Nascimento et al. (2004) I,
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De acuerdo a la comparacion de genomas, se sugiere que L. borgpetersenii
esta experimentando la reduccion del genoma mediado por secuencias de
insercion lo que contribuye a numerosos reordenamientos cromosoémicos, la
formacion de pseudogenes y en consecuencia, una codificacion de menor
cantidad de genes que L. interrogans ©). Sin embargo, los cambios en la
organizacién genética y la pérdida de genes no dafian la virulencia. Tanto L.
borgpetersenii como L. interrogans pueden causar infecciones mortales en
hospederos que no son de mantenimiento. La pérdida de genes en L.
borgpetersenii parece afectar la tolerancia a la privaciéon de nutrientes,
incrementando la dependencia a un hospedero necesitando del contacto

directo para la transmisién de la enfermedad ©71.
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FIGURA 10: Mapas de los cromosomas de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo. Informacion funcional de los cromosomas los grande (IC) y pequefio
(ClI), se presentan en anillos concéntricos (los mapas no estan dibujados a escala, el tamafio del replicon se muestran en pb). Empezando del exterior:
genes codificantes (primer anillo), genes codificados en el fondo de la cadena (segundo anillo), transposasas (tercer anillo) y pseudogenes (cuarto
anillo). Los genes estan coloreados segun las categorias funcionales correspondientes mostradas en la figura. El quinto anillo muestra las
desviaciones del contenido GC a partir del promedio genémico calculado usando una ventana de 10 kb en los pasos de 1 kb; valores mayores que el
promedio quedaron fuera del anillo y valores menores al promedio quedaron dentro del anillo. El anillo mas profundo muestra sesgo de GC calculado,
usando ur}gl?]ventana de 10 kb en pasos de 1 kb; se muestra sesgo positivo en color verde y el sesgo negativo en color plrpura. Tomado de Bulach et
al. (2006) *".
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FIGURA 11: Comparacion de los cromosomas grandes (Cl) de Leptospira. Los cromosomas
| de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo cepas L550 y BJ197 y L. interrogans
serovariedades Lai y Copenhageni. Las lineas de color trazadas entre los dos cromosomas
adyacentes (lineas horizontales en negro) muestran la ubicaciéon de los genes homologos e
indican la misma orientacion (rojo) u opuesta (negro) en relacién con el cromosoma
inmediatamente superior. Nota: EI Cl de L550 se alinea con los replicones del Cl de
cualquiera de la dos serovariedades de L. interrogans de forma similar al mostrado por la
cepa JB197. Tomado de Bulach et al. (2006) (871,

Para realizar la comparacion de leptospiras patégenas y no patégenas, fue
secuenciado el genoma de Leptospira biflexa serovariedad Patoc cepa

Patocl (cepa Ames) que consta de tres replicones con un total de 3,956,086
pb (Figura 12).
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FIGURA 12: Mapa circular de los tres replicones de L. biflexa. 1) Inicio 0 pb. 2) rosa oscuro: genes unicos en L .biflexa, no encontrados en L.
interrogans serovariedad Copenhageni y en L. borgpetersenii serovariedad Hardjobovis. 3) pUrpura oscuro: los genes que se encuentran en L. biflexa,
L. interrogans y L. borgpetersenii. 4) rojo: los genes que se encuentran en L. biflexa y en L. borgpetersenii, pero no en L. interrogans. 5) marrén: los
genes que se encuentran en L. biflexa y en L. interrogans pero no en L. borgpetersenii. 6) azul: genes que se encuentran en L. biflexa y en otras
espiroquetas con genoma secuenciado (Borrelia afzelii, Borrelia burgdorferi, Borrelia garinii, Treponema denticola y Treponema pallidum). 7) El anillo
mas interno muestra inclinacion GC; sesgo positivo se muestra en gris, y el sesgo negativo se muestra en negro. Tomado de Picardeau et al. (2008) =
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Los dos cromosomas grandes tienen alta similitud con los dos cromosomas
de L. interrogans Yy L. borgpetersenii y por lo tanto se les nombra como
cromosoma | (Cl: 3,603,977 pb; GC 38.89%) y cromosoma Il (Cll: 277,995
pb; GC 39.27%). Leptospira biflexa posee un replicén circular de 74,114 pb
(37.47% GC) el cual se designé como p74 y no se encuentra en las
secuencias de las especies patdogenas de Leptospira. EI genoma de
Leptospira biflexa tiene 3,590 genes codificadores de proteinas distribuidos
en los tres replicones circulares, el analisis comparativo de las secuencias
demuestra que 2,052 genes (61%) representan el genoma progenitor que
existia antes de la divergencia de las especies de leptospiras saprofitas y
patdégenas. Casi un tercio de los genes de L. biflexa estan ausentes en el
genoma de leptospiras patdgenas M.

En L. biflexa hay limitada presencia de elementos transponibles, por el
contrario, los genomas de las especies patdogenas de Leptospira
experimentaron reordenamientos frecuentes, a menudo con la
recombinacion por secuencias de insercion. Se han identificado genes
comunes a las dos especies patdgenas (L. interrogans Yy L. borgpetersenii)
pero ausentes en L. biflexa lo cual es coherente debido al papel de los genes
en la patogénesis de la enferemedad. Las diferencias en la capacidad de
sorevivencia en el ambiente entre L. interrogans Y L. borgpetersenii sugieren
que la pérdida de las funciones de transduccion de sefiales en L.
borgpetersenii ha perjudicado su supervivencia fuera de un huésped
mamifero, mientras que L. interrogans ha conservado funciones que facilitan
la transmision de la enfermedad a través del agua y la supervivencia en el

medio ¥ (Cuadro 5 y Figura 13).
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CUADRO 5: COMPARACION ENTRE LOS CROMOSOMAS DE L. borgpetersenii, L. interrogans Y L. biflexa

L. borgpetersenii L. interrogans L. biflexa
CARACTERISTICA
Cl Cll Cl Cll Cl Cll p74 LE-1 Profago
Medida (bp) 3,614,456 | 317,335 | 4,277,185 | 350,181 | 3,603,977 | 277,995 | 74,116 73,623
Contenido G+C (%) 41.0 41.2 35.1 35.0 38.9 39.3 375 385
. i :
% Proteinas codificadas 80 80 74.9 75.5 92.3 03.3 90.9 03.4
Secuencias codificantes
6 Protoinas (CDS) 2,607 237 3,105 274 3,268 266 56 82
Genes con funcion
asighada 1,644 135 1,817 159 2,042 141 31 19
Genes conservados 373 32 484 34 464 43 5 2
hipoteticos
Unicamente hipoteticos 590 70 804 81 762 82 20 61
Trans posasas 215 26 26 0 8 1 1 0
Pseudogenes 340 28 38 3 32 1 0 0
Genes de ARNt 37 0 37 0 35 0 0 0
Genes de ARNr
23S 2 0 2 0 2 0 0 0
16S 2 0 2 0 2 0 0 0
53 1 0 1 0 2 0 0 0

Modificado de Picardeau et al. (2008) [
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1.10.2 ISLAS DE PATOGENICIDAD

El andlisis por electroforesis de campos pulsados revelé un fragmento circular
de ADN de 54 kb de Leptospira interrogans serovariedad Lai el cual no se
encuentra en la serovariedad Copenhageni sugiriendo que este locus es una
isla genémica, mas conocida como isla gendémica Lai | (LaiGl I). Esta isla
gendmica contiene genes que tienen una funcién importante como factores de
virulencia y esta flanqueada por supuestos rhs (puntos calientes de
reordenamiento), y por una secuencia de insercion que pertenece a la familia
IS4, estos componentes pertenecen a un conjunto de elementos compuestos
gue se encuentran en el cromosoma de Escherichia coli y son tipicamente las
secuencias codificantes (CDS) de largo con repeticiones. Entre los genes que
se encuentran en esta isla existen los genes concernientes con una proteina
relacionada con los miembros de las RNAsas H, esta isla de patogenicidad se
ha encontrado en las serovariedades Australis, Bataviae, Canicola,
Hebdomadis y Pyrogenes 8. Su contenido de G + C difiere de la del
cromosoma de la bacteria. Todas estas caracteristicas se han encontrado en

islas de patogenicidad de otras especies bacterianas 8,

1.10.3 ELEMENTO EXTRACROMOSOMICO

De acuerdo con la secuenciacion del genoma de L. biflexa existe una tercera
estructura genética circular de 74,114 pb (37,47% GC), que se designé como
p74. Este replicon no se encuentra en las secuencias de especies patdégenas
de Leptospira. Trece de los genes esenciales para la supervivencia que se
encontraron en p74 se encuentran situados en el cromosoma | (Cl) de
leptospiras patdégenas, lo que sugiere que p74 es esencial para la
supervivencia de L. biflexa, sin embargo, no esta claro si p74 funciona como un

cromosoma o un elemento extracromosémico (plasmido) .

1.10.4 SECUENCIAS DE INSERCION (IS)

Las mutaciones genéticas espontaneas se dan en forma aleatoria durante la

replicacion normal de la bacteria y como resultado de sus interacciones con el
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medio y alteraciones en el mismo, la mayoria aparecen por errores en los
procesos de replicacion, reparacion o recombinacion del ADN B9 |a
comparacion de los genomas de L. interrogans serovariedades Lai y
Copenhageni a mostrado un gran ndmero de mutaciones puntuales entre
transiciones o transversiones: también se han encontrado mutaciones por
desplazamiento 586,

La comparacién entre L. interrogans y L. borgpeterseni demuestra la presencia
de grandes deleciones y la eliminacion de cientos e incluso miles de
nucleétidos contiguos de genes 71,

Varios elementos moviles de ADN se han detectado en el genoma de
Leptospira. Las secuencias de insercion (IS) son elementos genéticos méviles
que usualmente codifican la capacidad de catalizar su incorporacion a nuevos
sitios y a menudo contribuyen a la generacion de reordenaciones que generan
diversidad en el genoma de las células procariotas 1°°,

La presencia de secuencias de inserciéon (IS) ha dado origen a distintos
fendbmenos de mutacién como inversiones genéticas del material intercalado
entre dos copias de la IS, cambio de orientaciébn de un segmento de ADN,
traslado de un segmento a otro lugar y translocaciones del material intercalado
entre esas secuencias de insercion. Mas de 40 copias de 1S1533 (alrededor
del 1% del genoma total) se han identificado en L. borgpetersenii, la presencia
de IS1533 en pocas cepas y la falta de cambios en las cepas mantenidas in
vitro sugieren que los cambios genéticos producidos por 1S1533 son raros 87,
Sin embargo, existen pocos datos disponibles sobre los sitios en los que las IS
se encuentran en Leptospira. Un analisis en L. borgpetersenii serovariedad
Hardjo subtipo Hardjobovis revel6é que el loci rfb que codifica para la biosintesis
del LPS esta flanqueado por las copias de 151533 Y. Todos estos genes de
biosintesis de LPS se comparten con L. interrogans serovariedad Hardjo
subtipo Hardjoprajitno 2. Por lo tanto, 1S1533 puede haber jugado un papel
en la transferencia lateral de estos genes. Con la secuenciacion de los
genomas de L. interrogans se detectd una nueva secuencia de insercion
designada ISlin1 ®°. Se ha detectado en Leptospira interrogans serovariedad

Icterohamorrhagiae cepa Ictero No. 1 un elemento repetitivo de ADN como de
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4.8 kb que contiene genes que codifican enzimas asociadas con beta-oxidacion
de acidos grasos 2.

Con la secuenciacion de los genomas de Leptospira se sabe que en el Clde la
serovariedad Lai cuenta con 57 IS altamente conservadas, mientras que en la
serovariedad Copenhageni soélo hay 26. El Cll de la serovariedad Lai contiene
nueve elementos transponibles (una copia de la 1IS1500, dos copias de la
IS1501, y seis copias de la ISlinl), mientras que el CIl de la serovariedad
Copenhageni no tiene ninguno. Sin embargo, Copenhageni tiene cinco copias
de IS1501 que se encuentran exclusivamente en el Cl, mientras que la
serovariedad Lai presenta tres, uno localizado en el Cl y dos copias situadas en
el Cll ¥ La 1S1500 se distribuye por igual en ambos genomas (ocho
ejemplares), mientras que las 1S1533 e IS1502 se encuentran en la misma
ubicacién en ambos genomas 4%,

En los genomas de las serovariedades Lai y Copenhageni se confirmo la
presencia de los elementos 1S1500, 1S1501 e 1S1502 3%l un estudio
realizado sobre la organizacioén genética en L. interrogans sugieren que 1S1500
puede ayudar a generar reordenamientos 3. También se han detectado en

Leptospira ISs pertenecientes a las familias 1S3, IS5 y 1S110 [®% 9394,

1.10.5 VARIACIONES GENETICAS ASOCIADAS A LA
TRANSFERENCIA DE MATERIAL GENETICO

El fendbmeno de transformacion no ha sido documentado en forma natural en
Leptospira. Se han realizado intentos fallidos por transformar con ADN de la
cepa Shibaura de L. interrogans serovariedad Icterohaemorrhagiae, que fue
resistente a la estreptomicina y capaz de desarrollar en medio de Shenberg a
7 cepas receptoras (cinco cepas de la serovariedad Icterohaemorrhagiae, una
cepa serovariedad Copenhageni y una cepa de la serovariedad Kremastos),
pero todas tuvieron resultados negativos °°.

Tres bacteriéfagos LE1, LE2 y LE3, han sido caracterizados y se limitan a la
replicacion en L. biflexa serovariedad Patoc y parecen experimentar un ciclo
ltico pero no un ciclo lisogénico aunque la transduccién no se ha detectado °7.
Por lo tanto, el uso de fagos para el andlisis genético de Leptospira es limitado,
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sin embargo, el desarrollo de herramientas para la manipulacién genética de
Leptospira a partir de estos fagos es posible 2.

El bacteriéfago LE1 es capaz de infectar a unas pocas cepas saprofitas pero no
se replica en las cepas patdgenas, presenta un genoma de ADN de cadena
doble de aproximadamente 74 kb y se replica como un plasmido circular. Este
bacteriéfago ha sido una valiosa herramienta para el desarrollo de vectores tipo
“Shuttle” (pGKlep4) con resistencia a la kanamicina y que ha sido utilizado
como un marcador de seleccién en cepas de E. coli y L. biflexa transformadas
98991 " Dicho plasmido permitié el primer ensayo de mutagénesis dirigida en
Leptospira, generando variantes no moviles al mutar el gen flaB de L. biflexa
[50].

Hasta la fecha, no existen datos de conjugacion natural en Leptospira, sin
embargo, se ha realizado la conjugacion experimental entre E. coli y Leptospira
utiizando el pldsmido Himarl (Figura 14). La transferencia de ADN se
demostrd por contacto célula—célula entre L. biflexa con E. coli y L. interrogans
con E. coli dando transconjugates en frecuencias muy bajas que van de 1x10°
a 8.5x10°8. Analisis de los mutantes indica que la transposision se produce al
azar en los sitios individuales del genoma de Leptospira, lo que permite la

utilizacion de este sistema para generar bibliotecas de mutantes por

&

transposones .

FIGURA 14: Fotografia electronica que muestra el fendmeno de conjugacidn entre E. coli y
Leptospira biflexa
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Estos fenbmenos suministran la materia prima sobre la que puede actuar la
seleccién, de modo que las poblaciones pueden ir evolucionando con el paso

del tiempo, en funcion de presiones ambientales.

1.11 LOS SISTEMAS DE SECRECION

Las bacterias secretan un gran niumero de proteinas al medio extracelular entre
las que se incluyen toxinas, adhesinas y diversas enzimas hidroliticas que se
requieren en diferentes aspectos del ciclo de vida bacteriano, como por
ejemplo, en la biogénesis de organelos, la adquisicion de nutrientes y la
expresion de factores de virulencia. A pesar del ndmero, la diversidad y la
amplia variedad de funciones que desempefian las proteinas secretadas
(protedlisis, hemodlisis, citotoxicidad, reacciones de fosforilacion), a la fecha solo
se han descrito siete sistemas de secrecién 7,

El sistema de secrecion tipo | (T1S) es utilizado para la secrecion de toxinas,
proteasas y lipasas; la secrecidn proteica se da en un solo paso desde el

citosol hasta el exterior celular Y

. Esta constituido por tres componentes: un
canal en la membrana externa denominado PME (proteina de membrana
externa), un transportador ABC (de sus siglas en inglés ATP binding cassette)
en la membrana interna (MI) y una proteina periplasmica que también esta
anclada a la membrana interna y que se denomina proteina de fusién 202103,
Los sistemas de transporte ABC pertenecen a una superfamilia de
transportadores que también son utilizados por bacterias Gram-positivas y que
existen en eucariontes, desde la levadura hasta el humano, siendo los
responsables del transporte de un gran nimero de iones y moléculas pequefias
[104].

El sistema de secrecion tipo Il (T2S) es responsable de secretar una gran
cantidad de enzimas hidroliticas y toxinas. Esta es la principal via de secrecién
y ocurre en dos etapas. Primero, el transporte a través de la membrana interna
donde se transloca el sustrato con péptido lider a través de la membrana
plasméatica mediante el sistema general de secrecion Sec. El poro de
translocacion de la via Sec esta compuesto por tres proteinas denominadas

SecY, E y G, que pueden aceptar sustratos de dos diferentes fuentes. Por un
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lado, la proteina precursora se mantiene en un estado de secrecion
competente o desplegado gracias a la union con la proteina chaperona SecB,
quien la dirige a la subunidad periférica SecA (ATPasa) del complejo de
translocacién heterotrimérico SecYEG, en la membrana citoplasmica [0,
Una vez que los polipéptidos se translocan, actia una peptidasa que procesa el
péptido lider, para finalmente liberar a la proteina madura en el espacio
periplasmico.

En una segunda etapa, se realiza el transporte a través de la membrana
externa de la proteina que perdio su péptido sefial y adquiere su conformacion
nativa en el espacio periplasmico, para posteriormente ser secretada a través
de la ME por un complejo sistema multiprotéico llamado tipo Il (T2S) o
secreton. El transporte a través de la ME esté constituido por 12 a 16 proteinas
accesorias, y la nomenclatura de los componentes incluye las siglas GSP del
inglés (general secretion protein) %% 1% E| T2S en E. coli incluye dos
componentes en la membrana externa: la proteina GspD y la GspS. La
proteina GspD, pertenece a la familia de las secretinas y esta insertada en la
membrana externa en forma un anillo dodecameérico. GspS es una lipoproteina
de la ME que actta como chaperona de GspD para su correcto plegamiento y

actividad 1%,

La mayoria de las proteinas de este sistema
(GspBCFGHIWJKLMNO) se localizan en la membrana interna o en el periplasma
asociadas a la membrana interna 1107:108],

El sistema de secrecion tipo Il (T3S) requiere de mas de 20 proteinas que se
ensamblan en largas estructuras macromoleculares que atraviesan ambas
membranas bacterianas y también la membrana plasmatica eucarionte. Es a
través de dichos complejos macromoleculares que ocurre el proceso de
secrecion. La nomenclatura utilizada para los componentes de la maquinaria de
secrecion incluye las siglas ysc (del inglés Yersinia secretion) y 11 proteinas
gque estan conservadas en los diferentes T3S (YscCDJLNQRSTUV), de las

cuales 10 comparten a su vez similitud con el aparato de exportacion flagelar
[109]
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La mayoria de las proteinas se localizan en la membrana interna y estan
relacionadas con los componentes del cuerpo basal del flagelo; s6lo YscN,
YscQ y YscL estan en el citosol o periféricos a la membrana 1% 119,

En este sistema YscN es una ATPasa altamente conservada en los diferentes
T3S. Aun cuando es sec-independiente, involucra etapas que requieren al
sistema Sec y la proteina YscC es la secretina ortéloga en el T2S (GspD)
encargada de formar un canal en la ME.

El sistema de secrecion tipo IV (T4S) secreta tanto acidos nucleidos como
proteinas. Se han identificado sistemas homologos en diferentes patdogenos
como Bordetella pertussis, Legionella pneumophila, Helicobacter pylori y
Brucella suis, entre otros %,

El sistema modelo o prototipo para ejemplificar esta maquinaria de secrecién
es el del transporte de DNA oncogénico y proteinas efectoras. Este sistema
consiste de 12 componentes denominados VirB1 a VirB11l y VirD4, que
transfieren el complejo proteina-DNA en un solo paso desde el citoplasma
hasta la célula eucarionte a través del pilus-T. La nocion general aceptada para
esta via es que no requiere de intermediarios periplasmicos, por lo que la
secrecion es Sec-independiente. La toxina pertussis es considerada una
excepcion ya que las subunidades se exportan al periplasma a través de la
maquinaria Sec y su asociacion en dicho compartimento celular es necesario
para una secrecion eficiente 1121131,

A través del sistema de secrecion tipo V (T5S) se exportan proteinas con
diferentes funciones incluyendo proteasas, toxinas, adhesinas e invasinas.
Representa una via Sec dependiente; sin embargo, las proteinas no requieren
de factores adicionales para transitar del periplasma hacia el exterior celular ya
que estas dirigen su propia exportacion (autotransportadores). El extremo
carboxilo terminal de la proteina dirige la secrecion de la region amino terminal
a través de la membrana externa [101192]

La proteina a secretarse presenta tres diferentes regiones funcionales: una
secuencia sefial en el amino terminal para atravesar la membrana interna
donde la sefial se procesa dando lugar a un intermediario periplasmico,

seguida de un dominio también llamado pasajero, que dara origen a la proteina
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expuesta a la superficie celular y el dominio en el carboxilo terminal, que
permite la secrecién a través de la membrana externa formando una estructura
de barrii con 10-18 hebras antiparalelas, el dominio se inserta
espontineamente en la ME [% para posteriormente terminar en un
plegamiento similar al que adquieren otras proteinas de la membrana externa.
Para este proceso no se requiere un acoplador energético 114*°. Una vez que
la proteina se localiza en la superficie celular, el destino del dominio pasajero
es diferente en los distintos organismos, puede permanecer asociado o ser
liberado por protedlisis. Cabe mencionar que este sistema ha sido considerado
en algunos reportes como un T4S o también se conoce como sistema de
autotransportadores.

El sistema de secrecion tipo VI (T6S) ha sido estudiado primariamente en el
contexto de interaccion patogénica entre bacteria y hospedador. Datos
recientes sugieren la versatilidad del sistema de secrecion con una funcion tal
vez de promotor (comensal o mutualismo) de la relacion entre bacteria y
eucariotes mediante interacciones cooperativas 0 competitivas entre bacterias.
[116] 'E| T6S son macromoléculas transmembranales codificadas en el genoma
de la mayoria de las bacterias Gram negativas patégenas de plantas, animales
y humanos incluyendo microorganismos saprofitos del suelo y del medio. El
T6S esta involucrado en una amplia variedad de funciones desde la formacién
de pelicula hasta la deteccidén de estrés. Esta gran variedad de funciones se
refleja en una gran diversidad de mecanismos de regulacion: represion por
proteinas semejantes a histonas y la regulacion por deteccion de
concentracion, factores transcripcionales, sistemas de dos componentes,
factores sigma alternativos o pequefios ARNSs reguladores. El T6S puede estar
en un estado inactivo y se activa a través de la accion de una cascada de
fosforilacion postraduccional. Los datos actuales revisados sugieren que las
proteinas de T6S se adaptan a las necesidades especificas de las bacterias
[117].

Evidencias recientes muestran que las micobacterias han desarrollado nuevos
sistemas especializados para el transporte y secrecibn de proteinas

extracelulares a través de sus pared celular impermeable hidrofébica llamado
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sistema de secrecion de tipo VII (T7S) y esta implicado en la migracién de la
célula. Hay que considerar que pueden existir variantes presentes en diversas

bacterias Gram positivas 118121,

1.11.1 LOS SISTEMAS DE SECRECION ENCONTRADOS EN EL
GENERO Leptospira
1.11.1.1 EL SISTEMA DE SECRECIONTIPO | (T1S)

El T1S es el sistema de secrecion con menos componentes en Leptospira y
consta de un transportador en la membrana citoplasmatica conocida como
proteina de unién al ATP (ABC). Los transportadores de la superfamilia ABC
utilizan la hidrélisis de ATP para activar diversos sistemas biologicos. Consta
de dos regiones conservadas: un cassette de union al ATP (ABC) y un dominio
transmembranal menos conservado (TTM). Estos se pueden encontrar en la
misma proteina o en dos distintas, la mayoria de los transportadores ABC
funcionan como un dimero, por lo que estan constituidos por cuatro dominios,
dos médulos de ABC y dos TTM [122]

Los transportadores ABC en eubacterias estan involucrados en la exportacion o
importacion de una amplia variedad de sustratos que van desde pequefios
iones hasta macromoléculas. La funcion principal de los sistemas de
importacion de ABC es proporcionar los nutrientes esenciales para la bacteria,
también participan en los sistemas se secrecidon de sustancias nocivas, toxinas
extracelulares y la focalizacién de los componentes de la membrana 121,
Ademas consta de dos proteinas, una proteina de fusion a la membrana
codificada por el gen tolB y una proteina de la membrana externa codificada
por el gen tolC, que en otros microorganismos estan involucrados en la
secrecion de proteinas como hemolisinas, carbohidratos, farmacos y metales
pesados toxicos, transportadores de aminoacidos, sistema de transporte para
cinasas, proteinas transportadoras de acidos grasos, proteinas facilitadoras
para la difusion de (glicerol, diferentes tipos de permeasas, proteinas
acarreadoras de fosfatos, transportadores de sodio, glucosa, biopolimeros,
cationes divalentes, hierro, magnesio, niquel y amonio, proteinas formadoras

de poro, secretinas de la MC y componentes de sistemas de secrecion Sec
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independientes. Estos genes no estan transcritos en el genoma de Leptospira
8¢l (Figura 15 y Cuadro 10).

21

FIGURA 15: Modelo de ensamble del sistema de secrecion tipo 1 (T1S) mostrando sus tres

componentes.

CUADRO 6: COMPONENTES DEL SISTEMA DE SECRECION TIPO | (T1S)

externa

. LONGITUD pb
NO. | locus FUNCION
L. interrogans L. borgpetersenii | L. biflexa

Componente del complejo

ABC - ATPasay permeasa 1,881 1,890 1,884
1 ABC Componente del complejo

ABC- dipéptido 1,560 1,554 1,425

transportador

Proteina de fusién a la
2 tolB membrana 7,767 7,764 7,935
3 tolC Proteina de la membrana 2,031 1,557 1,419

Modificado de Ren et al. (2003), Nascimento et al. (2004), Bulach et al. (2006), Picardeau et al.

(2008) [1, 85-87]
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1.11.1.2 EL SISTEMA DE SECRECIONTIPO Il (T2S)

Las primeras evidencias genéticas demostraron la presencia de genes que
codifican para proteinas del sistema se transporte tipo 2 en leptospiras

patdgenas de Leptospira interrogans en las serovariedades Lai 8

Copenhageni e Icterohaemorrhagiae del serogrupo Icterohaemorrhagiae ¢ 124
y recientemente en la serovariedad Canicola ?°\. En todas ellas el loci gsp es
un operdn que esta compuesto por 17 genes; por otro lado en L. borgpetersenii
serovariedad Hardjobovis estd conformado por 14 genes 7 (Cuadro 7).
También existen evidencias de la presencia del T2S en leptospiras no
patdgenas por estudios secuenciado genes de la serovariedad Patoc ' %

(Figura 16 y 17).

Feriplasm

DDDDD

Exoproteins
O

ADF +FI £/ GspG-l(K7)
' L
ATP [

FIGURA 16: Modelo de ensamble del sistema de secrecidn tipo Il (T2S) mostrando todos sus
componentes.
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CUADRO 7: COMPONENTES DEL SISTEMA DE SECRECION TIPO Il (T2S)
EN Leptospira

. LONGITUD pb
NO. | locus FUNCION
L. interrogans | L. borgpetersenii L. biflexa
1 gspA Lipoproteina 375 375 393
2 gspB Metalopeptidasa 1,011 924 1,005
Reconocimiento de proteinas que
3 gspC son secretadas por este sistema y 909 906 915
promueve el ensamblaje de
pseudopilinas
4 gspD Secre.tlna del S|ster)1f’;1, que forma 1791 1,797 1764
un anillo dodecamérico
ATPasa (GspE) puede proveer la
energia necesaria para la
translocacion o para el ensamblaje
5 gspE del pseudopili a través de ciclos 1674 1674 1677
repetitivos de unién e hidrdlisis de
ATP
6 gspF 1,227 1,227 1,227
7 gspG 477 477 462
8 gspH (GspG, H, I,J yK), Son similares a | 570 570 519
9 gspl If’;\s subunidades de pilina del pili 537 630 162
tipo IV, por lo que se han
10 gspJ denominado pseudopilinas 645 645 672
11 gspK 1,176 1,227 1,044
Energiza el proceso, se localiza en
12 gspL el citoplasma e interactda con la 1,623 1,626 1,623
ATPasa GspE
Proteina hipotética, su funcion no
13 gspM es conocida, aunque esta en el 528 528 525
periplasma
Proteina hipotética, su funcion no
14 gspN es conocida aunque esta en el 942 927 963
periplasma
Procesa la secuencia sefial de las
15 gspO prepilinas para ser exportada al 744
periplasma.
16 gspP 228
17 gspQ 267
Lipoproteina de la ME que da
soporte y actia como chaperona .
) No se encontré
para GspD, contribuyendo asu
18 gspS . . en los
correcto plegamiento y actividad,
. genomas
protege a la secretina contra
degradacioén proteolitica

Modificado de Ren et al. (2003), Nascimento et al. (2004), Bulach et al. (2006), Picardeau et al.

(2008) 85871
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FIGURA 17: Representacion esquematica de los loci gsp de diferentes especies de Leptospira. (A) gsp en L. interrogans costa de 17 marcos abiertos
de lectura, L. borgpetersenii (B) y L. biflexa (C) tiene 14 marcos abiertos de lectura, estas especies son carentes de los tres Ultimos genes.
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1.11.2 gspD SU PRESENCIA EN EL GENERO Leptospira

En los dltimos afios, con el estudio de los componentes de la membrana
externa de Leptospira ha dado pie al descubrimiento del T2S compuesto por 17
marcos abiertos de lectura que codifican para 17 proteinas, una de los cuales
codifica para una secretina de 66.3 kD conocida como GspD por la que
Leptospira potencialmente exterioriza enzimas y toxinas 127

Estudios de secuenciacién de gspD han demostrado que se encuentra tanto en
leptospiras no patdégenas (serovariedad Patoc) donde su longitud es de 1,788
pb 1281 como en leptospiras patégenas donde en Copenhageni la longitud es
de 1,791 pb ®%: en Hardjobovis es de 1,794 pb ¥y en Lai de 1,848 pb ©:
dentro de las serovariedades patdégenas hay una similitud de un 83 a 99 % y de
59% con la serovariedad Patoc ?°. GspD es una proteina homéloga de otras
secretinas encontradas en diferentes géneros bacterianos (Figura 18).
Actualmente, se tienen indicios de que la proteina GspD es la secretina que se
encuentra anclada a la membrana externa de Leptospira y que es expresada in

vitro e in vivo en tejidos de animales y que es inmunogénica 127128l
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FIGURA 18: Arbol filogenético basado en las secuencias de gspD de cinco serovariedades de
Leptospira y 15 géneros de bacterias Gram negativas
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1.12 DIAGNOSTICO DE LEPTOSPIROSIS Y CARACTERIZACION DE
LEPTOSPIRAS

La signologla clinica de la leptospirosis en la mayoria de los casos es muy
variable y no es representativa de la enfermedad, por tal razén el diagnostico
definitvo no se puede realizar sin confirmacién del laboratorio y por
consiguiente, los procedimientos de laboratorio son herramientas muy
importantes en el diagnéstico temprano de leptospirosis. Las técnicas mas
comunes que se utilizan para el diagnostico incluyen, pruebas serologicas,
examen microscopico de campo oscuro, inmunofluorescencia y técnicas de
biologia molecular. El aislamiento del microorganismo e inoculacion de
muestras clinicas en animales de laboratorio debe ser utilizado para confirmar

la infeccion y con fines de tipo epidemiolégico 129,

1.12.1 AISLAMIENT O DEL MICROORGANISMO

El diagndstico definitivo de leptospirosis se realiza mediante el aislamiento en
medios de cultivo artificiales, los aislamientos también son necesarios para la
tipificacion, como antigenos especificos en las pruebas seroldgicas y para la
determinacion de la patogenicidad 3%31. E| ¢rgano blanco de Leptospira es el
rifidn, por lo que pueden ser aisladas a partir de orina y rifiones de animales
infectados (fase de leptospiruria), pero también se pueden considerar otros
tejidos (higado) y fluidos (liquido ascitico, cerebroespinal y contenido abomasal
de fetos) como posibles fuentes para el aislamiento (fase de leptospiremia) 32,
La principal ventaja del cultivo bacteriolégico es que las leptospiras de
cualquier serovariedad pueden ser potencialmente aisladas y posteriormente
identificadas, sin embargo, los procedimientos bacteriol6gicos de cultivo son
caros, lentos y poco eficaces para ser aplicados rutinariamente, ya que en
muestras clinicas son necesarias incubaciones de 4 a 6 meses para obtener
resultados concluyentes 3. Para realizar la seleccion de las muestras que se
utilizaran para el aislamiento, es importante determinar primero la etapa de la
enfermedad, en los casos de enfermedad aguda, el aislamiento debe intentarse
a partir de muestras de sangre (leptospiremia), mientras que la fase cronica,
después del desarrollo de la respuesta inmunologica, el aislamiento se debe
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intentar a partir de orina. En el caso de presentarse la enfermedad clinica y
muerte del animal o con fetos abortados, el aislamiento se debe intentar de
riidn, higado, humor acuoso y contenido estomacal (abomasal en rumiantes)
(131 E| cultivo del microorganismo a partir de muestras clinicas también se
puede realizar mediante la inyeccion por via intraperitoneal de macerados de
muestras frescas directamente en hamsteres o cuyos, los animales se

observan diariamente para poder detectar signos de infeccién 134,

1.12.2 MICROSCOPIA DE CAMPO OSCURO (CO)

El examen microscépico por campo oscuro de la orina centrifugada se a
considerado como una prueba de diagnéstico rapida, sin embargo, la
observacion de la muestra por CO no es sensible y requiere de un observador
experto para diferenciar leptospiras de artefactos *%. Para la caracterizacion
de aislados, el campo oscuro solo puede llegar hasta la identificacion de la
familia Leptospiraceae, ya que no se puede diferenciar entre los géneros

Leptospira, Turneriella y Leptonema .

1.12.3 PRUEBAS SEROLOGICAS

El diagndstico de la leptospirosis tanto para animales como para el humano se
basa principalmente en pruebas seroldgicas, sin embargo, estas purebas no
diferencian entre los titulos obtenidos por vacunacion o por una infeccién de
campo, en humanos el uso de la vacunacion para prevenir la enfermedad se ha

aplicado en algunos paises como Cuba, China, Rusia .

1.12.3.1  AGLUTINACION  MICROSCOPICA (AM) Y
CARACTERIZACION SEROLOGICA DE AISLADOS
(SEROTIPIFICACION)

La prueba de aglutinacion microscopica (AM) fue descrita originalmente en
1965 %! y posteriormente fue modificada por Cole JR Jr (1973) [136]
actualmente es la prueba de referencia a nivel internacional para realizar el

diagndstico serolégico de leptospirosis .
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La prueba de AM tiene como fundamento las diferencias antigénicas del LPS
de las diferentes SVs de Leptospira, como desventajas se puede mencionar
que es laboriosa 3"y que no diferencia entre los titulos obtenidos después de
la vacunacion y los titulos por infeccion natural, asi mismo, el uso de cultivos
vivos de leptospiras patégenas implica un riesgo de infeccién al hombre 138,
Antes de la genotipificacién, la serotipificacion era el Unico método de
clasificacion que utilizaban los laboratorios especializados en leptospirosis, la
serotipificaciéon consiste en subdividir al género Leptospira en diversas
serovariedades segun los caracteres de sus aglutinégenos, determinados por
reacciones de aglutinacién y de adsorcion cruzada mediante sueros inmunes
producidos en conejo. Con base en los acuerdos del subcomité de leptospiras
de la Comision Internacional de Nomenclatura Bacteriolégica en el sexto
Congreso Internacional de Microbiologia celebrado en 1953, se consideré que
dos cepas pertenecen a serovariedades distintas si, después de la adsorcion
cruzada con cantidades adecuadas de antigeno heterdlogo, el antisuero de
cada cepa conserva regularmente el 10% o mas del titulo obtenido en la cepa
homéloga %1,

Por las caracteristicas genéticas del microorganismo la aglutinacién adsorcion
cruzada ha sido considerada el método de referencia para la identificacion de la
serovariedad, pero es incapaz de distinguir diferencias entre serovariedades
presentes en diferentes especies de Leptospira como Grippotyphosa, Hardjo o
Canicola 4 139,

Aunado a esto, la reproducibilidad del método serol6gico no es satisfactoria,
ademas de ser laborioso y tardado. En 1967 Kmety propuso el sistema
antigénico para ser usado en la taxonomia de leptospiras, este método fue una
mejoria considerable en el sistema de clasificacion, sin embargo, variaciones
en los lotes de suero inmune llevan a la falta de reproducibilidad de la técnica,
junto con la premisa de que una gran cantidad de serovariedades no pueden
ser identificadas *%. Por ejemplo, en el serogrupo Sejroe, no es posible
demostrar las diferencias antigénicas entre las serovariedades Hardjobovis y
Hardjoprajitno. Otro inconveniente de la clasificacion por serovariedad es la

falta de relacién directa con manifestaciones clinicas, distribucion geografica u
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otros marcadores epidemioldgicos. Por tal razén, como alternativa a la
serologia se han explorado otras técnicas basadas en el ADN para la

caracterizacion de leptospiras 141!

1.12.32 ENZAYO POR INMUNOABSORCION LIGADO A
ENZIMAS (ELISA)

Esta prueba es muy sensible, facil de realizar y puede medir los niveles de
anticuerpos de las clases IgM e IgG en suero sin fraccionamiento previo,
mediante el uso de anticuerpos especfficos anti-IlgM y anti-lgG 242, Tiene una
serie de ventajas con respecto a la prueba de aglutinacién microscopica ya que
utiliza antigeno inactivado y los resultados se pueden leer objetivamente 271, La
prueba de ELISA para la deteccion de anticuerpos anti-Leptospira se ha
desarrollado utilizando antigenos de superficie como las lipoproteinas LipL32
[143.144] ') ipL41 2491y OmpL1 1481 hasta células completas existiendo protocolos
para realizar la prueba en placas y tiras reactivas. En general, las pruebas de
ELISA son muy sensibles ya que los anticuerpos anti-lIgM se pueden detectan
desde la primera semana después de la infeccién, aun antes de que los
anticuerpos aglutinantes esten presentes, sin embargo, la prueba carece de

especificidad para determinar la serovariedad 2471,

1.12.3.3 FIJACION DEL COMPLEMENTO

La fijacion del complemento puede ser una prueba Util en la deteccion de la
infeccidn activa por leptospirosis, asi mismo, puede ser utilizada para detectar
sueros positivos antes de realizar la prueba de aglutinacién microscépica 1481,
Esta técnica tiene la desventaja de que es mucho menos sensible que la

aglutinaciéon microscopica y no puede detectar niveles bajos de anticuerpos
[149]

1.12.3.4 AGLUTINACION EN MICROCAPSULA (MCAT)

La aglutinacién en microcdpsula es una técnica que se presentd como posible

opcion a las utilizadas habitualmente. En ella, se utiliza antigeno de leptospiras
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transportado en microcapsulas de un polimero sintético. Se ha mencionado que
la técnica de MCAT es una prueba muy especifica y sensible, ya que es mas
reactiva a los anticuerpos IgM en comparacion con la prueba de aglutinacion
microscoépica (AM) y es superior en la deteccién de anticuerpos en la fase

aguda de la enfermedad 20151,

1.12.3.5 INMUNOFLUORESCENCIA (IF)

La prueba de inmunofluorescencia es muy Util para la demostracion de
leptospiras en tejidos de animales que han muerto de leptospirosis (incluyendo
fetos) 152 En un estudio realizado en 1966 se reporté que la prueba de IF fue
superior a los métodos de cultivo bacteriolégico e histopatologia en la
demostracién de la presencia de leptospiras en muestras autolisadas ™°% y
aplicada a muestras de orina y cultivos es un método de diagnéstico rapido y
preciso para detectar la presencia de leptospiras y para la identificacion de

[154]

serovariedades . Asi mismo, se puede utilizar con tejidos frescos o

congelados y en caso de orina ayuda en la discriminacion de leptospiras de

artefactos %%,

1.12.3.6 INMUNOHISTOQUIMICA

La inmunohistoquimica (IHQ) combina elementos inmunolégicos, histolégicos y
bioquimicos, esta técnica permite detectar un antigeno y ubicarlo
histolégicamente en una muestra determinada, a diferencia de la
inmunofluorescencia. La IHQ se ha utilizado en el diagnostico de diversas
enfermedades de muy distintas etiologias, asi como en estudios de biologia
celular 28 También se ha descrito su aplicacién para diagndstico de
leptospirosis por lo que seria posible utilizar esta técnica para detectar
antigenos de Leptospira en muestras de animales donde se sospecha de

leptospirosis 8.
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1.12.3.7 HEMOAGLUTINACION (HAI)

La hemoaglutinacion pasiva o hemoaglutinacion indirecta (HAI) es una técnica
atil, sencilla y no requiere de ningun equipo especializado, esta prueba puede
determinar la infeccidn reciente en los casos de leptospirosis en la cual se ha
observado una sensibilidad del 92 % y una especificidad de 95 %,
detectandose anticuerpos del tipo IgM, lo que permite el diagndstico de las
infecciones recientes, su utilidad se reduce a solo dar informacion del género.
En esta técnica se utilizan eritrocitos de carnero sensibilizados con una cepa de
Leptospira, que por lo general son cepas no patdgenas *°®. La HAI unida a la
informacidn clinica y epidemioldgica ha sido de vital importancia para el control
de la enfermedad en el hombre. Una estrategia semejante pudiera ser efectiva
en animales domésticos. Esta técnica de diagnéstico ha sido muy bien
estandarizada y validada. Entre los inconvenientes se encuentran la reactividad

positiva por la presencia de especies no patdgenas en la especie animal ™7,

1.12.4 ESTUDIOS PATOLOGICOS

A pesar del gran volumen de literatura que se ha escrito sobre las
descripciones clasicas de la patologia post-mortem de la leptospirosis, las
lesiones no son caracteristicas de la enfermedad y los casos clasicos son la
excepcion a la regla 58159,

Las lesiones méas frecuentes se observan en los rifiones, donde la necrosis
cortical celular, petequias y hemorragias equiméticas ocurren especialmente en
los glomérulos vy los tubulos contorneados proximales. Sin embargo, el alcance
y la gravedad de las lesiones dependen de la serovariedad infectante, la edad
del animal y el estadio de la enfermedad 7.

Las principales lesiones patolégicas que pueden observarse en forma aguda,
son anemia, ictericia, hemoglobinuria y hemorragias. En los animales
recuperados de la forma aguda de la enfermedad el hallazgo caracteristico es
la nefritis intersticial progresiva. En el caso de aborto en la placenta se puede

observar edema y placentitiss, en el feto se puede detectar nefritis 21,
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1.12.5 PRUEBAS MOLECULARES

Para entender la epidemiologia cambiante de la enfermedad es esencial
conocer la identidad de las cepas hasta su serovariedad y sin embargo, pocos
laboratorios poseen los recursos para realizar la identificacion serolégica
tradicional. Con los casos de bioterrorismo, aumentaron los problemas en
tramites de importacion y exportacion de biologicos, siendo este un proceso
tardado. Por lo tanto, la mayoria de los aislados no se identifican plenamente.
Varios métodos moleculares basados en patrones electroforéticos y en
secuenciacion de ADN se han aplicado para realizar la identificacion de

leptospiras [12% 160. 161]

1.12.5.1 HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La hibridacion con sondas de ADN gendmico se ha utilizado ampliamente para
el diagnéstico rapido, especffico y sensible de muchas enfermedades
infecciosas, entre ellas la leptospirosis [162-164,

La deteccion de leptospiras en muestras clinicas utilizando una sonda de ADN
fue descrita por primera vez en 1987 por Terpstra y colaboradores para
detectar L. interrogans en muestras de sangre, higado y orina, no detectando
hibridacién cruzada con otras bacterias %2, LeFebwre en el mismo afio
describié una sonda de ADN que permitia identificar el subtipo Hardjobovis en
ganado 1%, Mas tarde, Zuerner y Bolin en 1988 clonaron una secuencia de
ADN repetitivo de Hardjobovis encontrando que la técnica de hibridacion de
ADN es sensible y especifica para el diagnostico de leptospirosis causada por
el subtipo Hardjobovis %€, Asi mismo, en un estudio comparativo se mostré
que la hibridacion de ADN fue méas sensible que la prueba de
inmunofluorescencia (IF) y las técnicas de cultivo para el diagndstico de la

leptospirosis bovina 131,

1.12.5.2 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La técnica de PCR es una prueba rapida y sensible para el diagnéstico de

s [167].

leptospirosi Varios han sido los investigadores que han aplicado esta

técnica a muestras clinicas, en 1989 se desarroll6 un ensayo de PCR donde se
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pudieron detectar 10 microorganismos del subtipo Hardjobovis en muestras de

orina de bovino [167]

. También se han descrito protocolos para preparar
muestras de orina de la especie bovina con el fin de mejorar la sensibilidad de
la prueba de PCR (% Actualmente la técnica de PCR se utiliza en
laboratorios de diagnostico para la deteccion de leptospiras en tejidos y fluidos
corporales de animales y humanos. Una variedad de oligonucle6tidos para
realizar la PCR se han diseflado para identificar no soélo el género Leptospira,

también especies patégenas y en algunos casos la serovariedad 1%,

1.12.5.3 POLIMORFISMO DE LA LONGITUD DE LOS FRAGMENTOS
DE RESTRICCION (RFLP)

La técnica de RFLP ha sido empleada para clasificar e identificar leptospiras,
incluidas cepas que son seroldgicamente indistinguibles 1168 170 1711 | 5
identificacion de serovariedades de Leptospira interrogans por RFLP fue
descrita por primera vez en 1981 172 estudios posteriores han confirmado la
utiidad de la técnica como una forma de identificar serovariedades de
Leptospira y ha encontrado diferencias entre los genotipos aislados de campo y
las cepas de referencia, asi como ha permitido la diferenciacién entre
serovariedades estrechamente relacionadas ",

En esta técnica, un gran numero de fragmentos se generan después de la
restriccion con una enzima endonucleasa como EcoRI, Hhal o Hindlll
posteriormente los fragmentos son visualizados con tinciones de plata en geles
de poliacrilamida (PAG) o en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio.
Sin embargo, se menciona que hay una mejor resolucion de los fragmentos

tefiidos con plata en comparacién con el bromuro de etidio 142 1731741

1.12.54 ELECTROFORESIS EN GEL CON CAMPOS PULSADOS
(PFGE)

La PFGE ha sido ampliamente utilizada para caracterizar células eucariotas
superiores, incluidos los seres humanos. También se ha empleado para
estudios filogenéticos y epidemioldgicos de bacterias patdogenas. La técnica de

PFGE es un método alternativo para la identificacion de serovariedades de
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Leptospira y tiene la capacidad de diferenciar entre las cepas de las
serovariedades que pertenecen a especies diferentes, también es apta para
resaltar rapidamente aislados que pueden representar nuevas especies 0
serovariedades, por lo que es una herramienta muy util para los propésitos

taxondémicos. Se ha utilizado en la identificacion del serovariedades aisladas
obtenidas de animales y del hombre 417317 (Figura 19).
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FIGURA 19: PFGE de serovariedades del serogrupo Canicola cortadas con Notl. Carriles:

1:marcador de peso maloecular y del 2 al 14 serovariedades Canicola, Bindjei, Malaya,
Portlandvere, Sumneri, Jonsis, Bafani, Benjamini, Galtoni, Schueffneri, Broomi, Kuwait y
Kamituga. Tomado de Herrmann et al. (1992) 7]

Por tener como base la relacion de patrones de bandeo, la PFGE de Leptospira
ha tenido uso limitado en algunos laboratorios, ya que dificulta la comparacion
de datos y requiere ser optimizado con una segunda enzima para diferenciar

entre algunas serovariedades que estan muy relacionadas “* 173 (Cuadro 8).
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CUADRO 8: SEROVARIEDADES DE Leptospira INDISTINGUIBLES O
ESTRECHAMENTE RELACIONADAS POR ELECTROFORESIS DE CAMPOS

PULSADOS
SEROVARIEDADES ESPECIES NO. DE
COMPARADAS FRAGMENTOS
DIFERENTES
Bataviae (cepa Van .
Tienen), 26-73 L. interrogans 0
Kennewicki/Pomona (cepa L int 0
164), Guaratuba - Interrogans
Pinchang, Sichuan Genomospecies 1 0
Lyme, Kaup L. inadai 0
Aguaruna, Valbuzzi L. inadai, L. kirschneri 0
Castellonis, Ballum (cepa .
S102) L. borgpetersenii 0
Icterohaemorrhagiae, L. interroaans 1
Copenhageni ' 9
Roumanica, Wolffi L. interrogans 2
Panama, Pomona (cepa -
24K) L. noguchii 2
Georgia, Szwajizak (cepa L santarosai 5
Oregon) '
Lyme/Kaup y , . : ,
Aguaruna/Valbuzzi L. inadai, L. kirschneri 2
Yunxian, Qunjisn :_n.tgr?;%p:r::rsenu, L 2
Bratislava, Lora L. interrogans 2

Tomado de Herrmann et al. (1992) (273,

1.12.5.5 DNA POLIMORFICO AMPLIFICADO AL AZAR (RAPD)

Es una técnica desarrollada en el afio 1990 donde se usa una coleccion de
decanucleétidos para amplificar por PCR areas especfficas distribuidas al azar
en el genoma. La secuencia corta y la baja temperatura de alineamiento (36°C)
favorecen que los decanucleétidos se unan con infinidad a secuencias en el
genoma para amplificar muchos fragmentos de DNA. Los fragmentos
separarados en geles de agarosa muestran perfiles electroforéticos que
variaran segun el polimorfismo de los distintos individuos o grupos de
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individuos. La RAPD utilizada en la diferenciacién de cepas de Leptospira
puede dar patrones de bandas diferentes, consistentes y reproducibles para
cada cepa. [12% 176-180 (Figura 20).

La técnica de RAPD es una herramienta potencialmente Util en el seguimiento
de brotes de leptospirosis, ayudando a la rapida identificacion de las cepas, lo
cual es un proceso necesario para las estrategias de control,

esta técnica de RAPD es muy comoda, rapida, requiere poco DNA que ademas
Nno necesita estar muy puro, N0 presupone conocimientos previos sobre la
secuencia y se pueden distinguir rapida y simultineamente entre muchos
organismos. Sin embargo, también existe la desventaja de la incapacidad para
distinguir entre miembros muy relacionados genéticamente por ejemplo;
serovariedades del serogrupo Australis, Jalna, Bratislava y Lora, asi como la
incapacidad de distinguir entre las serovariedades Icterohaemorrhagiae y
Copenhageni del serogrupo Icterohaemorrhagiae, no obstante el uso de otros

decanucleétidos puede resolver este problema 284,

FIGURA 20: RAPD de serovariedades de leptospiras. Linea M) marcador de peso molecular de
100 pb; carril 1) Serovariedad Pomona cepa Pomona; carril 2) Serovariedad Lora cepa Lora;
carril 3) Serovariedad Icterohaemorrhagiae cepa RGA,; carril 4) Serovariedad no probada cepa
Vajany; carril 5) Serovariedad Mozdok cepa 5621; carril 6) Serovariedad Djatzi cepa HS 26;
carril 7) Serovariedad Grippotyphosa cepa Moskva V; carril 8) Serovariedad Sejroe cepa M84;
carril 9) Serovariedad Istrica cepa Bratislava; carril 10) Serovariedad Polonica cepa 493
Polonia; carril 11) Serovariedad Saxkoebing cepa Mus 24; carril 12) Serovariedad Sorexjalna
E:epa )S[cl)gle]x Jalna; carril 13) Serovariedad Arborea cepa Arborea. Tomado de Resch et al.
2007 .
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1.12.5.6 AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS POLIMORFICOS
FLUORESCENTES (FAFLP)

La técnica de FAFLP se basa en la amplificacién por PCR de los fragmentos de
restriccion del el ADN gendmico digerido. La técnica consiste en tres pasos:

A) Larestriccion del ADN y ligacion de adaptadores oligonucle6tidos.

B) La amplificacion selectiva de los conjuntos de fragmentos de restriccion.

C) Analisis del gel de los fragmentos amplificados.
El método permite la co-amplificacién especifica de un elevado ndmero de
fragmentos de restriccion. EI nimero de fragmentos que pueden ser analizados
al mismo tiempo, sin embargo, depende de la resolucién del sistema de
deteccion. Por lo general 50 a 100 fragmentos de restriccion se amplifican y se
detectan en geles de poliacrilamida desnaturalizante. La FAFLP proporciona
una nueva y poderosa técnica para la toma de huellas dactilares de ADN de

cualquier origen o complejidad ™82 (Figura 21).

restriction fragrrent
AATTCCAC TCarT
GaT G A CHC A AT
*Mw
frd i ] U b e
CTCATAGACTACATACCAATT AT TG TAGTCAQAACTCAT )
| CATCTOACOCATAGAT TAAGGTG AGCAATAAGTCC TOAGT AGCAG
i i
' 1
PP pricear 1 :
GACTOCOATACCAATT ]
GAGCATCTAACGC ATGGTT AR AGCAATSAQGTCCTOAGT AGC &G
1
1
CTCATAQACTGCOTACCAAT TCCAC TTACTCAGGAC TCATCATE
ATOGAGTCCTGAGTAG
+ T ML priear
bt bt
amplification

FIGURA 21: Representacion esquemética de la técnica de FAFLP. Arriba: fragmento de
restriccién EcoRI-Msel con terminaciones coesivas en 5'. Centro: el mismo fragmento después
de la ligadura de los adaptadores EcoRIl y Msel. Abajo: las dos hebras del fragmento con sus
correspondientes iniciadores. El extremo 3 ‘de los iniciadores y su secuencia de reconocimiento
en el fragmento EcoRI-Msel se destacan. Tomado de Vos et al. (1995) [182]
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Esta técnica se ha utlizado eficazmente para estudiar el registro
epidemiolégico de algunas enfermedades infecciosas y para entender la
evolucién de los patégenos 1831891,

Se ha analizado la relacién filogenética entre los aislados de leptospiras
recuperados a partir de brotes grandes y de varios casos esporadicos con el
objetivo de entender la distribucién y evolucién de este microorganismo y asi
mismo, estudiar la asociacion entre la naturaleza genética de las cepas que
infectan y la presentacién clinica de los casos. Los perfiles generados (con
disposicion electronica) pueden ser Utiles para las comparaciones entre
laboratorios y para el almacenamiento en bases de datos clinico-
epidemiolgica 129,

1.12.5.7 NUMERO VARIABLE DE REPETICIONES EN TANDEM
(VNTRS)

El genoma de Leptospira ademas de tener ISs también contiene abundantes
secuencias repetitivas de ADN. Entre estas repeticiones de ADN, las
repeticiones en tandem de secuencias cortas son tipicas. Las repeticiones en
tandem consisten en secuencias de 10 a 100 pb que se repiten en el genoma.
El estudio del nimero de repeticiones en tAndem y el polimorfismo de cada una
es llamado Numero Variable de Repeticiones en Tandem (VNTRS) vy
recientemente, el uso de VNTRs igualmente se ha descrito para estudios
filogenéticos y epidemiolégicos de bacterias patdégenas. Este método es rapido
y facil y contribuye en gran medida a un mejor conocimiento de la
epidemiologia de Leptospira 1161 186

En comparacién con otras bacterias, Leptospira presenta un alto nimero de
repeticiones en tAndem con una longitud total superior a 100 pb (27 y 29 por
Mb para las cepas Fiocruz y Lai, respectivamente). La comparacién gendémica
entre las serovariedades Lai y Copenhageni mostré que existen 131 loci VNTR,
con un largo de secuencia repetitiva de entre 5 y 500 pb B58.1871 Ep |
interrogans, 40 secuencias de VNTRs fueron analizadas de las cuales, los siete
loci VNTR mas discriminativos fueron, VNTR4, VNTR7, VNTR9, VNTR10,

VNTR11, VNTR19 (Figura 22) y VNTR23, estos proporcionan suficiente
63



robustes para la identificacion de serovariedades, estudios de epidemiologia y
filogenéticos en L. interrogans.

Al igual que la PFGE, la técnica de VNTR no fue capaz de discriminar entre las
serovariedades Icterohaemorrhagiae y Copenhageni de L. interrogans,
tampoco entre las serovariedades Bratislava y Australis del serogrupo Australis
de L. interrogans, sin embargo, las dos serovariedades fueron diferenciadas
por PFGE 173 como sucede con las serovariedades Roumanica y Wolffi del

serogrupo Serjoe %Y (Figura 23).
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Cani « TGGTTAACGATTTAGGTTTTGGTTTT TTAAATGACTAGTTTATTTT

Lai . .TGGTTAACGATTTAGGTTTTGGTTTTTTAA-TGACTAGTTTATTTT
Grip . . TGGTTAACGATTTAGGTTTTGCTTT T TTAAATGACTAGT T TATTTT Left flank
Autu . . TGGTTAACGATTTAGG TTTTGCTT P TTAA - TGACTACT P TATTTT region
Cope . TGGTTAACGATTTAGG TTTTGGTT T T TTAAATGAC TACT T TATTTT
Aust « TGETTAACGATTTAGGTTTTGCTT T T TTAAATGACTAGTTTATTTT
Cani r AATTCTAMATTGTOGGAACTCTTACAAGTTAINGCTTTTGCAGATA

Lai AT TCTAMAT TG TGGGAACT CTTACAAGTTAMAGC T TITGCAGATA
Gtip AT TCTAAMAT TG TGGGAACTC T TACAAGCTTAAGS T TTTTSGCAGATA
Autu AT TCTAARAT T G TGGGARCTC I TACAAGT TARRGC T TTTGCAGATA
Cope AATTCTAARAT T GTOGGARCTC T TACAAGT TARGAC T TTTACAGATA
Aust ' ARTTCTAARATTGTGGGAACTC TTACAAGTTAAGGC T TTTACAGGTAAATTTTT, |
Cani [ AATTCTAAAATTGTGGGAACTCTTACAAGTTALAGCTTTTGCAGATA

Lai AATTCTAARATTGTGGGAACTC TTACAAGTTAAGACTTITACAGATA
Geip ARATCTAARATTGTGGGAACTC TTACAAGTTARGGT PTTTACAGATA
Autu AATTCTAARATTGTGGGAACTC T TACAAGTTAAGACT TTTACAGATA
Cope \  AATTCTAAAATTGTGGGAACTCTTACAAGTTAAGACT TT-GCAGATARATTTTT. .
Cani ¢ AATTCTAAAATTGTGGGAACTCTTACAAGTTAAGETTTTTGCAGATA

Lai AATTCTAARATTGTGGGAACT CTTACAAGTTAAGAC TTTTACAGATA
Grip AATTCTAARATTGTGGGAACT CTTACAAGTTAAGACTTTTACAGATA
Autu A\ AATTOTAARAAT TG TGGGAACT C T TACAAGTTAAGACT TTTGCAGATAAATTTIT. .
Cani F AATTCTAAMATTIGTGGGAACT CTTACAAGTTAIAGC TTTTGCAGATA

Lai AAATCTAARRAT TG TOGGAACT CTTACAAGTTAAAGCTTTTACAGATA
Grip v AATTCTAARATTGTOGGAACTCTTACAAGTTAAGACTTTTACAGATA
Cani F AAATCTAAMATIGTGGGAACT CTTACAAGTTAAGGTTTTTGCAGATA

Lal AATTCTAARATTCTOGGAACTCTTACAAGCTTARAGCTTTTACAGATA
G!‘ip AT TCTAAMAT I G TOSGAACT C T TACAAGT T A MG T TTG-CAGAT AJAATTTTT . .
Cani [ AT TCTAARAT TG TGEGARCT C T TAC AAGTTARGET T TTGCAGATA

Lai AT T A AT TG TGEEAACT C T TACAAGT I ANGACZ TTTGCAGAT RAATTTTIT. .
Cani [ AATICTAAAAT LG TOSGARCTC T TACAAGTTAGGE T T TT-GOAGATA
Cani {  AASTCTAARATTGTGSGARCT CTTACAAGT TARGGT PTTTSCAGATA
Cani [  AATTCTARAATTGTOGGAACTCTTACAAGTTAAGGCTTTTGCAGATA
Cani { AATTCTAAAATTGTGGGAACTCTITACARGTTGARGC? TTTACAGATARATTITTT.

FIGURA 22: Alineacién de la secuencia del los loci VNTR19. Las llaves de la izquierda indican
las unidades de repeticién. Cani, L. interrogans serovariedad Canicola; Lai, L. interrogans
serovariedad Lai; Grip, L. interrogans serovariedad Grippotyphosa; Autu, L. interrogans serovar
Autumnalis; Cope, L. interrogans serovariedad Copenhageni; Aust, L. interrogans serovar
Australis. Tomado de Slack et al. (2005) [186]
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VNTR4
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VNTRI0
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FIGURA 23: Dendrograma de los VNTRs de las serovariedades de L. interrogans. El nimero
de copias de cada locus VNTR. Las serovariedades y serogrupos de las cepas de referencia se
indican. Los productos de PCR que fueron secuenciados aparecen subrayados. VNTR31 se
utiliza para diferenciar entre las serovariedades Canicola y Portlandvere del serogrupo Canicola
de L. interrogans. Slack et al. (2005) [186]
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1.12.5.8 ELECTROFORESIS DE MULTIPLES ENZIMAS (MLEE)

Electroforesis de mdltiples enzimas o MLEE por sus siglas en inglés (multilocus
enzyme electrophoresis) es un método fenotipico, ampliamente utilizado en
procariotas asi como en eucariotas, posee la deseable combinacion de
deteccién/determinacién de clones con independencia de su estabilidad %8,
Puede definirse como un método genético que analiza la movilidad
electroforética de enzimas metabolicas celulares (generalmente entre 14 y 25)
solubles en agua, la electroforesis es realizada en geles de almidon o
poliacrilamida para estimar los niveles de variacibn genética dentro de
poblaciones y para observar la relacion genética entre los aislamientos, las
poblaciones, y las especies. Las variaciones observadas en los perfiles
electoforéticos corresponden con variaciones en el locus o gen codificante de
cada enzima. Por lo tanto, cada variante se define como “variante alélica” y los
diferentes alelos de cada uno de los genes conforman el perfil alélico que a su
vez define el tipo electroforético 819U Esta informacién se ha utilizado en
estudios a gran escala para estimar la diversidad genética y estructura de las
poblaciones de una gran variedad de especies de bacterias.

El MLEE tambien ha sido utilizado en la genética de poblaciones de Drosophila
(189 plantas °? y humanos 1% convirtiéndose en una técnica estandar en la
biologia evolutiva de células eucariotas. La aplicacion de la técnica ha sido
utilizada con cautela por carecer de robustez en la diferenciacion de especies
de eucariotas donde los perfiles electroforéticos de las enzimas no han sido
significativos para la clasificacion, por ejemplo: los patrones electroforéticos de
chimpancés y de seres humanos no muestran diferencias sobre la base de
electroforesis debido a que movilidad de ciertas enzimas es idéntica, esto es
debido a la cercania filogenética entre estos primates 19419/,

Esta técnica se utilizé desde 1963 para distinguir cepas bacterias y demostro el
poder para revelar la variacion genética dentro y entre las diferentes especies.
El primer estudio serio sobre genética de poblaciones de una bacteria se
realizd en 1973 %! en donde se midié la variacion alélica enzimatica en cinco
loci en mas de 800 cepas de E. coli. Posteriormente, se realizaron otros

trabajos en E. coli y mas recientemente se ha aplicado en estudios a gran
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escala de la estructura genética de poblaciones de Legionella pneumophila,
Haemophilus influenzae, Salmonella newport, Bordetella spp., Neisseria
meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Legionella spp., Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus spp., Yersinia ruckeri, Klebsiella oxytoca, y
Rhizobium spp. entre otros, con el objetivo principal de distinguir cepas en
estudios epidemioldgicos 197191

Estudios recientes de varias proteinas de secuencia conocida indican que la
electroforesis en gel puede detectar una variacion de entre 80-90% de las

sustituciones de aminoacidos %%,

Sin embargo, debido a que algunas
sustituciones no afectan a la movilidad electroforética, principalmente por
sustituciones silenciosas 2%, En contraste el estudio genético podria aun en el
caso de encontrar tan sélo cuatro alelos por locus, estudiando 20 loci, se
podrian conseguir hasta 420 genotipos diferentes. El hecho de utilizar enzimas
metabdlicas, no sometidas a presiéon selectiva, permite detectar variaciones
neutras que definen lineas clonales relativamente estables. En este caso el
marcador tiene alguna de las cualidades deseables en la epidemiologia a largo
plazo, pero estd nuevamente basado en la generacion de patrones de bandas
en geles, con los inconvenientes ya sefalados anteriormente. Asi pues, las
actuales facilidades de acceso a la secuenciacion del ADN en muchos de los
laboratorios de microbiologia permitieron el desarrollo del MLST manteniendo
los principios del MLEE [2°%,

En la figura 24 se muestra el filograma derivado de MLEE en Leptospira a partir
de las enzimas aconitasa, adenilato kinasa, fumarasa, isocitrato
deshidrogenasa, fosfoglucosa  isomerasa, malato deshidrogenasa,
manosafosfato isomerasa, catalasa, peptidasas 4 y 5, fosfatasa alcalina y
glutamato deshidrogenasa 2. Con la combinacién de estas doce enzimas, de

30 cepas utilizadas se obtuvieron 25 tipos electroforéticos 292,
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FIGURA 24: Filograma que representa la relacion genética del genéro Leptospira por MLEE. El
namero corresponde a cada uno de los 25 tipos electroforéticos obtenidos para las cepas
patégenas (P), Intermedias (I) y saproftas (S). Letocart et al. (1999) [202],

1.12.59 TIPIFICACION POR SECUENCIACION DE LOCUS
MULTIPLES (MLST)

Es un método para caracterizacion de aislados microbianos por medio de la
amplificacion 'y posterior secuenciacion de fragmentos internos de
aproximadamente 500 pb de longitud, de seis a ocho genes altamente
conservados, previamente seleccionados. Posteriormente, se realiza el analisis
y la comparacién de las secuencias con herramientas de informética, donde a
cada gen se le atribuye una numeracién arbitraria y progresiva de acuerdo al
numero de alelos encontrados. A cada combinacion de alelos o al perfil, se le
asigna entonces un namero de tipo de secuencia (ST). Con esta informacién se
crea una base de datos, la cual puede ser constatada y puesta a disposicion de
la comunidad 2°Y. Esta técnica fue disefiada principalmente para estudios

epidemiologicos globales y tiene la ventaja de ser reproducible. Ademas, los
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datos pueden ser compartidos electronicamente sin la necesidad del transito de

(2031 Al estar basada en secuenciacién de ADN produce

cultivos vivos
resultados objetivos y son facilmente almacenados en bases de datos
accesibles en un sitio de la red [0 2042051 Esta informacién esta conformada
por una serie de datos clinicos, epidemiolégicos y microbiolégicos, que son
definidos por el grupo o grupos responsables del desarrollo del método
(curador o curadores) en la especie en cuestion (www.mlst.net, pubmist.org,
www.pasteur.fr/recherche/ genopole/PF8/mlst/, mlst.ucc.ie/mlist/dbs/,
mistdb.hku. hk:14206/MLST _index. html).

El sistema esta disefiado de forma dindmica, para poder enviar las secuencias
de los nuevos aislados, solicitar la asignacion de los nimeros de alelos y tipo
de secuencias. Esta nueva asignacion es gestionada por el curador, que
supervisa los datos suministrados por el usuario en un archivo de Excel. Si se
trata de un alelo nuevo, no incluido en la base de datos, entonces es preciso
enviar los cromatogramas en archivo (*.abl) generado por el secuenciador
automatico 120,

Este método de identificacion permite realizar comparaciones evolutivas entre
las cepas aisladas en la region de estudio y otras encontradas en otras partes
del mundo, favoreciendo el intercambio rapido y preciso de informacién entre
diferentes laboratorios alejados geograficamente entre si. Lo anterior es de
ayuda para realizar estudios epidemiolégicos precisos de la variabilidad
acumulada en el genoma del microorganismo de interés en su proceso de
dispersién geografica y temporal 1204,

Por la utilizaciéon rutinaria de la secuenciacion de nucleétidos y por la sencillez
del andlisis de datos, la MLST es ampliamente utilizada en la epidemiologia
molecular de diferentes microorganismos; actualmente existen esquemas
desarrollados para mas de 60 bacterias (la mayoria patdgenas) [203], asi como
para hongos unicelulares y pluricelulares 2°72%1 y cuyas bases de datos han
estado disponibles desde varios afios 2% 209

Esta técnica fue desarrollada originalmente en cepas de Neisseria meningitidis,
aun cuando la estructura poblacional de Neisseria no es clonal por MLST 21,

Adicionalmente, también sirvi6 para determinar que los procesos de
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recombinacion provocan una rapida diversificacion de los clones, lo que supone
un aumento en la dificultad para reconocer las lineas clonales tras un proceso
de evolucion geogréafica y temporal. EIl MLST clasificé las lineas clonales
hipervirulentas, identificando el desplazamiento geografico y temporal, de todas
las variantes genéticas que evolutivamente van surgiendo, asignando la misma

[211]

linea clonal hipervirulenta a esas variantes . Esto ha permitido hipotetizar

que muy probablemente las lineas clonales hipervirulentas evolucionan muy

rapidamente 212,

La identificacion de nuevas lineas clonales hipervirulentas que sustituyen a las

que circulan en una zona geografica concreta, puede predecir la aparicion de

ondas epidémicas ?*¥l lo que es de gran utilidad en la toma &gil de decisiones

en salud publica 214,

El procedimiento general de andlisis por MLST puede resumirse de la

siguiente forma.
A) El primer paso consiste en la amplificacion y posterior secuenciacion
de los fragmentos de los genes previamente seleccionados. La
secuencia de cada uno de los loci se alinea con las secuencias ya
existentes en la base de datos, si la secuencia coincide, el programa
asigna uno de los nimeros de alelos ya identificados; en caso contrario,
asigna un nuevo numero a ese nuevo alelo. La asignacion de los alelos
se realiza de forma inequivoca al secuenciar ambas hebras de ADN, por
lo que las variaciones en la secuencia de ADN son de esta forma
verificadas por un curador.
B) Una vez asignado un numero a cada alelo, siempre utilizando el
mismo orden de los genes, podemos generar un perfil alélico que sera la
combinacion de los seis o siete alelos ya asignados.
C) La comparacién entre las cepas se realiza exclusivamente con el
perfil alélico y asi se adjudica el tipo de secuencia. Con este sistema, es
sencilla la valoracion del grado de proximidad entre los aislados,
simplemente comprobando el numero de alelos compartidos entre

perfiles diferentes 1206 209
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La existencia de bases de datos para cada microorganismo en el que se ha
desarrollado MLST estan accesibles mediante pagina web y funciona como
nexo comun para todos los posibles usuarios, pudiendo realizarse todo el
proceso de consultas y analisis asi como enviar las propias secuencias de los
nuevos aislados para la inclusién en las bases de datos desde cualquier lugar
del mundo 2% 2131,

Este método ha sido adaptado para poder ser aplicado en muestras biolégicas
(LCR, sangre, suero, exudados, etc.) en ausencia de cultivo 2%, En este caso,
la estrategia pasa por la realizacion de una PCR anidada con iniciadores
disefiados en las regiones flanqueantes de los fragmentos amplificados en el
esquema normal de MLST. Esta estrategia funciona a partir de muestras
clinicas para neumococos y meningococos lo que indica que puede ser
utilizada en todos los microorganismos en los que se ha desarrollado MLST
(Cuadro 9).

La caracterizacion de los aislados de Leptospira mediante MLST ha
demostrado ser una técnica altamente robusta, portatil, no ambigua y no esta
basada en patrones electroforéticos, lo cual permite conocer la especie,
serogrupo y serovariedad de los aislados.

La primera propuesta de la técnica de MLST aplicada en la tipificacion de
cepas de Leptospira propuso los genes adk (adenilato cinasa), icdA (isocitrato
deshidrogenasa), secY (pre-proteina translocasa SecY), lipL32 (lipoproteina de
membrana externa LipL32), lipL41 (lipoproteina de membrana externa LipL41)
y rrs (16S rRNA) para clasificar a 41 cepas de referencia y 79 aislados de 6
especies diferentes que contienen el mayor porcentaje de serovariedades
patégenas, donde los Ultimos tres genes presentan mediano poder
discriminatorio 271, la publicacién carece de los tipos de secuencias (ST) de
cada serovariedad. Técnicamente, al utilizar genes altamente variables
aumenta la robustez de la técnica por tal razdn es necesario sustituir los genes

que presentan menor variabilidad 217,
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CUADRO 9: PAGINAS ELECTRONICAS DE MLST Y MICRORGANISMOS EN LOS QUE SE HA APLICADO LA TECNICA

Colegio Imperial de
Londres
(http://www.mlst.net)

Universidad de Oxford
(http:/pubmlst.org)

Instituto Pasteur
(http://www.pasteur.fr/rech
erche/genopole/PF8/mist/)

Universidad de Cork
(http://mist.ucc.ie/mls
t/dbs/)

Centro de Investigacion sobre
Inmunidad e Infeccion
(http://mistdb.hku.hk:14206/MLST _i
ndex.html)

Borrelia burgdorferi
Bacillus cereus
Burkholderia pseudomallei
Candida albicans

Candida glabrata

Candida krusei

Candida tropicalis
Campylobacter jejuni
Cryptococcus.neoformans
Escherichia coli
Enterobacter faecalis
Enterobacter faecium
Haemophylus influenzae
Helicobacter pylori
Leptospira spp.

Moraxella catarrhalis
Neisseria meningitidis
Streptococcus agalactiae
Staphylococcus aureus
Salmonella enterica
Streptococcus.epidermidis
Streptococcus.pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Streptococcus suis

Vibrio vulnificus

Acinetobacter baumannii
Arcobacter spp.

Bacillus cereus

Bordetella spp.

Brachyspira hyodysenteriae
Brachyspira intermedia
Brachyspira spp.
Burkholderia cepacia
Campylobacter fetus
Campylobacter helveticus
Campylobacter insulaenigrae
Campylobacter jejuni
Campylobacter coli
Campylobacter lari
Campylobacter upsaliensis
Chlamydiales spp
Clostridium botulinum
Clostridium difficile
Clostridium septicum
Corynebacterium diphtheriae
Cronobacter spp
Haemophilus paraseis
Helicobacter pylori
Mannheimia hae molytica
Neisseria spp

Pasteurella multocida
Porphyromonas gingivalis
Propionibacterium acnes
Pseudomonas aeruginosa
Sinorhizobium spp
Stenotrophomonas maltophilia
Streptococcus agalactiae
Streptococcus oralis
Streptococcus uberis
Streptococcus zooepidemicus
Streptomyces spp

Vibrio parahaemolyticus
Vibrio vulnificus

Wolbachia spp

Xylella fastidiosa

Acinetobacter baumannii
Bifidobacterium

Clostridium difficile
Escherichia coli
Flavobacterium psychrophilum
Klebsiella pneumoniae
Lactobacillus casei

Listeria monocytogenes
Pantoea agglomerans
Plesiomonas shigelloides
Propionibacterium freudenreichii
Streptococcus thermophilus

Escherichiacoli

Moraxella catarrhalis
Salmonella enterica

Y ersinia pseudctuberculosis

Laribacter hongkongensis
Pencillium marneffei
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En una segunda propuesta se utilizaron los genes pntA (NAD(P) transhidrogenasa
subunidad alfa), sucA (2-oxoglutarato deshidrogenasa decarboxilasa), pfkB
(ribocinasa), tpiA (triosefosfato isomerasa), mreA (proteina determinante de la
forma bacilar rodA), gimU (UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa) y fadD
(ligasa de CoA y acidos grasos de cadena larga), donde se obtuvo el mismo tipo
de secuencia en aislados de humanos y roedores de la misma region geogréfica,
asumiendo que es la misma cepa infectante de la especie L. interrogans. La base
de datos se encuentra en el sitio web y no da informacién del uso en las otras
especies 81,

En una tercera propuesta se utilizaron los genes accA2 (probable cadena alfa
acetil-propionil-coenzima A carboxilasa), ccmF (Citocromo C), czcA (bomba de
eflujo de metales pesados), gcvP (glicina deshidrogenasa), groEL (chaperonina de
choque térmico), polA (ADN polimerasa 1) y recF (proteina de replicacién y
reparacion de ADN), la cual solo fue presentada en la 5ta reunion de la
International Leptospirosis Society 219,

Las tres propuestas difieren en su totalidad en los genes utilizados y carecen de
informacion a cerca de las caracteristicas discriminatorias de cada gen. Esto crea

confusion en cuanto a que esquema utilizar y los alcances de cada propuesta.
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CAPITULO 2. HIPOTESIS

La variacion genética del gen codificante de GspD proporciona suficiente poder
discriminatorio para ser utilizado en la técnica de Multiple Locus Sequencing

Typing (MLST), para la caracterizacion de cepas de Leptospira.
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CAPITULO 3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el gen gspD en la técnica de Multiple Locus Sequencing Typing (MLST),
para la caracterizacion de aislados de Leptospira.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar los tipos de secuencias (STs), de cepas de referencia
representantes de 6 especies de Leptospira y de 18 cepas aisladas en
México.

e Comparar los tipos de secuencias encontrados entre cepas de referencia y
aislados nacionales de Leptospira.

e Comparar los dos esquemas de MLST, el propuesto por Ahmed et al.
(2006), que utiliza los genes: adk, icdA, secY, lipL31, lipL42 y rrs2 y el
propuesto por Thaipadungpanit et al. (2007) que utiliza los genes: pntA,
SucA, pfkB, tpiA, mreA, gimU y fadD.

¢ Identificar los tipos de secuencias (STs) encontrados por region del pais y
en cada especie animal.

o Obtener los alelos de gspD a partir de cepas de referencia representantes
de diferentes especies y cepas de Leptospira aisladas en México.

e Comparar la variabilidad alélica entre gspD y los demas genes propuestos

en los dos esquemas.
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Abstract

Rodents are the main reservoirs of pathogenic leptospires which spread the
organism to the environment and become a major risk factor for infection to
both, animals and humans. In order to evaluate this, 50 mice were caught in a
dairy farm whit history of leptospirosis in central Mexico. All rodents were
identified as Mus musculus. Positive titers (=1:20), were obtained in 46% of
them by the microscopic agglutination test (MAT), where the most common
serovars detected were: Ballum, 38% (n=19), Canicola, 10% (n=5) and
Australis, 2% (n=1). Three isolates (6%) were obtained from kidneys by cultures
of macerates. The cultures were identified as L. borgpetersenii serovar Ballum
by the cross-MAT, IS1533-based PCR assay, the rrs2 gene sequence analysis,
a restriction fragment length polymorphism (RFLP) on a 1,650 bp gspD to gspE
DNA amplicons, and by multiple locus sequence typing (MLST). As far as we
know, this is the first report on the isolation of L. borgpetersenii, serovar Ballum,
recovered from Mus musculus in Mexico.

Keywords: Mus musculus; mice; leptospirosis.
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Introduction

Leptospirosis is an infectious disease caused by pathogenic Leptospira
serovars. Within this genus, thirteen pathogenic species have been identified: L.
alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii, L. fainei, L. inadai, L. interrogans, L.
kirschneri, L. licerasiae, L. noguchii, L. santarosai, L. terpstrae, L. weilii,
L.wolffii, (International Committee on Systematics of Prokaryotes, 2008) and six
non-pathogenic species: L. biflexa, L. kmetyi, L. meyeri, L. vanthielii, L.
wolbachii and L. yanagawae, (Cerqueira and Picardeau, 2009; Adler and De la
Pefia-Moctezuma 2010). These species include over 300 serovars,
morphologically non distinguishable. L. interrogans includes the highest number
of pathogenic serovars, however, other serovars from different species have
also shown to cause disease in man and domestic animals (Ko etal., 2009).
Since the discovery of the disease, rodents have been recognized as the major
resenvoirs of pathogenic leptospires eliminating large numbers of infecting
organism in the urine (Ko et al., 2009), thus participating directly and indirectly
in the transmission of leptospirosis to man and other animal species coexisting
in a geographical area, in countries with favorable climatic conditions (Laras et
al., 2002), (Vijayachari, 2008). Important outbreaks caused by serovar Ballum
have been identified in Cuba, assuming that rodents were the source of the
infection and the potential source of infection to other animal species (Gonzalez
etal., 2004), (Ko et al., 2009).

Inspite of improvement in diagnostic techniques and control measures,
leptospirosis is still a major public health problem, mainly in under-developed

areas of developing countries (Ko et al.,, 2009). Routine diagnosis of the
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disease is done by serological methods (MAT and ELISA) however; it is always
important to recover the organism in culture, not just as an irrefutable proof of
the disease, but also because of the epidemiological data obtained for further
prevention and control. The identification of the infecting strain provides
information about the common serovars circulating in a given area and so,
appropriate control measures might be implemented Isolates identification has
been achieved among others, by cross absorption agglutination (Ko et al.,
2009), restriction fragment length polymorphism, arbitrarily primed PCR (Perolat
et al., 1994), pulsed field gel electrophoresis (Herrmann et al., 1992),
fluorescent amplified fragment length polymorphism (Vijayachari et al., 2004),
analysis of the Variable Number of Tandem Repeats (VNTR) (Majed et al.,
2005), and the Multi Locus Sequencing Typing (MLST) (Ahmed et al., 2006). In
Mexico, previously reported Leptospira isolates have been identified as L.
interrogans by traditional approaches (Moles et al., 2002). On the other hand,
MAT studies have detected the presence of antibodies against other serovars,
which nevertheless have not yet been isolated. This work reports three
Leptospira isolates obtained from mice captured in a dairy farm in central
Mexico and their characterization as Leptospira borgpetersenii serovar Ballum
by a modified MLST and a gspD - gspE RFLP approach. Characterization was
further verified by cross microscopic agglutination, the 1S1533- based PCR

assay, and rrs2 gene sequence analysis and MLST.
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Materials and Methods

Capture of rodents and culture of samples

Fifty mice (Mus musculus) were captured in different areas of a dairy farm
located in central Mexico (19° 44' 11" N, 99° 9' 1" E; 2,295 MASL). Sherman-
type traps used to capture mice were randomly distributed to give the same
effort unit per trap. Captured rodents were transported alive to the laboratory
where they were euthanized by intraperitoneal inoculation of sodium
pentobarbital (100-180 mg/kg). Blood was obtained by cardiac puncture and
sera obtained to perform the MAT. Necropsies were practiced under aseptic
conditions and the liver and one kidney were collected and used for culture in
semisolid Fletcher and liquid EMJH media (Myers, 1985). Two ten fold dilutions
in each media were performed and the cultures incubated at 30 °C for up to four

months.

Cross-agglutination

Hyperimmune sera were produced in 1.5 kg rabbits by intravenous inoculation
of Leptospira in Fletcher medium cultures (30 °C per 7 — 10 days). Inocula were
obtained in volumes of 1, 2, 4 and 6 ml, from the so called Dinger zone at one
week intervals. Leptospires were inactivated at 56 °C for half an hour, before
inoculation into rabbits (Myers, 1985). Rabbit's sera were clarified by
centrifugation at 903 xg / 5 min and kept frozen until the MAT was performed.
Twenty nine Leptospira reference strains were used; the strains were kindly
donated by the WHO/FAO/OIE-Collaborating Centre for Reference and

Research on Leptospirosis, Australia and Western Pacific Region, in Brisbane,
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Queensland, Australia (Table 1). The reference strains were cultured in liquid
EMJH medium at 30 °C for 7 days and the MAT was performed as previously
described (Myers 1985). A titer of 1:20 was considered as the positive cutoff

point (Sotomayor-Bonilla et al., 2009).

DNA extraction and Polymerase Chain Reaction

Isolates obtained were grown in 100 ml of EMJH medium and centrifuged at
10,000 xg for 30 min. DNA extraction was performed by the guanidine
thiocyanate and chloroform-isoamyl alcohol method as described previously
(Boom et al., 1990). To determine whether isolates were pathogenic or
nonpathogenic, two PCR assays were done using the Gl : Gll and B64-1 : B64-
2 sets of primers, specific for pathogenic serovars (Gravekamp et al., 1993),
and the MILL1801 and MILL1802 pair of primers, specifically designed for the
amplification of a 1,289 bp DNA fragment expanding genes in the rfb
lipopolysaccharide biosynthetic locus of non-pathogenic leptospires (Mena,
2006). The amplified DNA fragments were visualized on ethidium bromide-
stained agarose gels. Analysis of the obtained DNA amplicons was done in an

image analyzer apparatus (Gel Logic 200, Kodak®).

IS1533-based PCR assay

The assay was performed as previously described (Zuerner et al., 1995) with
slight modifications. PCR reactions were done in a 50 ul final volume,
containing 25 ng DNA, 10 pmol of the forward EPL-2 and the EPR-2 reverse
primers, 200 ymol of dNTPs (Roche®), 2 U of Expand Long High Fidelity DNA-

polymerase (Roche®) and 3.5 mM MgCl,. Conditions were as follow: one step
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of denaturation at 94 °C / 5 min, followed by 40 cycles of denaturation at 94 °C /
30 sec, alignment at 55 °C / 50 sec and extension at 68 °C / 6 min, increasing
10 seconds to each cycle from cycle 15 up to cycle 40, and a final extension
step at 68 °C / 7 min. Amplified DNA fragments were analyzed as described for

PCR amplicons (Zuerner et al., 1995).

RFLP of a gspD-gspE DNA amplicons

One set of two degenerate primers was designed: the forward MILL2357 primer
and the reverse MILL2358 primer (Table 2), to amplify a 1,650 bp DNA
fragment expanding from gspD through to gspE, (Mena, 2006). DNA
amplification was done in 50 ul reactions, containing 25 ng DNA, 10 pmol of
each primer, 200 uymol dNTPs (Invitrogen®), 2 U of Tag DNA Polymerase
(Roche®) and 3.5 mM MgCl,. PCR conditions were: an initial denaturation step
at 94 °C / 5 min, followed by 40 cycles of denaturation at 94 °C / 50 sec,
alignment at 58 °C / 50 sec, and extension at 72 ° C / 110 sec and a final
extension step at 72 °C / 7 min. PCR products were digested with each Hindlll,
EcoRV, Bglll, Clal and Kpll restriction enzymes (Invitrogen®), in a final reaction
volume of 25 pl, including 1 pl BSA buffer (Invitrogen®). Digestions were
incubated at 37 °C for 1 h and DNA digests were analyzed as described for

PCR reactions.

rrs2 sequencing.
The sequencing of the 16S rRNA gene (rrs2), was performed at the Fio-Cruz
Institute molecular biology laboratory, Salvador, Brazil. Editing and sequence

alignment was done with the Sequencher® version 4.6 software. Sequences
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analysis was performed using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST,
at: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), to search for similar sequences in the
databases (Altschul et al., 1990). Alleles were grouped based on the alignments
obtained with the BioEdit tool (Hall, 1999). A phylogenic tree was constructed
using the Neighbor-Joining method with 2,000 replicates and the Kimura 2-
parameters model in the MEGA 4.0 program (Felsenstein, 1985); (Saitou and

Nei, 1987); (Tamura et al., 2007).

Multiple Locus Sequencing Typing (MLST)

The first Leptospira MLST scheme was reported by Ahmed et al. (2006), such a
scheme is based on the comparative analysis of genes adk, secY, icdA, lipL32,
lipL41 and rrs2. On the other hand, the available website for Leptospira MLST
(http://leptospira.mist.net), operates with a complete different list of genes
including glmU, pntA, sucA, tpiA, mreA, pfkB and fadD (Thaipadungpanit et al.,
2007). In order to determine the efficiency of such MLST schemes, we
compared both to characterize three Leptospira isolates. Primer sets and PCR
conditions were as previously reported. Amplicons were submitted for
sequencing to Macrogen Inc., Seoul, Korea. Sequence analysis and editing
were done with the Sequencher® version 4.6 package. The sequence type (ST)
for the isolates was obtained by comparison of the amplicons sequences with a
data base kindly provided by Professor Niyaz Ahmed, School of Life Sciences,
Hyderabad University, Hyderabad, India. Similarly, the ST for Thaipadungpanit
et al. scheme was obtained by submission of the sequences of the

corresponding alleles to the Leptospira MLST website.
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Results

Isolates, PCR and cross-agglutination identification

Twenty three out of 50 mice (46%) were considered as positive to the MAT at
titers = 1:20. Serovars detected were: Ballum 38% (n=19), Canicola 10% (n=5)
and Australis 2% (n=1). The highest antibody titers were 1:80 for serovar
Ballum. Three isolates (6%), were obtained and identified as pathogen
leptospires by the amplification of a 285 bp DNA fragment with the specific
primers set Gl : Gll (Gravekamp et al., 1993); no amplification was obtained
with the B64-1 : B64-2 set of primers or the MILL1801 : MILL1802 specific
primers for non pathogenic Leptospira, (data not shown). Serological
identification of the isolates was performed by cross-agglutination with rabbit
specific antiserum and a panel of 23 reference strains, where the homologous
antiserum showed titers as high as 1:25,600 against the L. borgpetersenii

serovar Ballum Mus 127 reference strain.

rrs2 sequence analysis

Analysis of the rrs2 sequence from the three Leptospira isolates confirmed
identity with those serovars of L. borgpetersenii. The Megablast tool was used
to search for highly similar sequences showing 99% similarity with the reported
rrs2 sequence for L. borgpetersenii serovar Ballum (GenBank accession no.
FJ154591). In addition, the sequence analysis showed the same allelic form
between the three isolates. Representative sequences from each Leptospira
species were obtained from GenBank and were aligned with the BioEdit

software package. The evolutionary relationship based on the DNA sequencing
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of the 16S rRNA of the three isolates and highly similar sequences obtained
from Genbank was illustrated by a Neighbor-Joining built phylogram, showing
distinct clades of Leptospira borgpetersenii serovars. The accession number for

the mice isolates rrs2 sequence is: HM776722 (Figure 3).

IS1533-based PCR assay

We used the primers EPL-2 and EPR-2 previously described by Zuerner et al.
(1995), to obtain the electrophoretic pattern of amplicons for different serovars
(Table 1). Not all serovars showed DNA amplification with such a primer set.
Only serogroups and serovars of L. borgpetersenii: Ballum Mus, Ballum
Castellonis, Tarassovi Tarassovi; of L interrogans: Bataviae Paidjan, Sejroe
Sejroe, Sejroe Wolffi and of L. weilii: Celledoni Celledoni were identified by this
method. These resulted in an unique electrophoretic pattern, characteristic for
each serovar. By comparison, the three isolates: CRAN13, CRAN14 and
CRAN28 showed a pattern of amplicons identical to those of serovar Ballum

strain Mus 127 (Figure 1).

RFLP of the gspD-gspE DNA fragment.

Using degenerate primers, 1,650 bp DNA fragment expanding from gspD
through to gspE was amplified from seven representative strains of five
pathogenic Leptospira species and from the three mice isolates. EcoRV
digestion showed one restriction site on Grippotyphosa and Panama serovars,
and two restriction sites on the other eight serovars. Bglll digestion showed one

restriction site on the amplicons of the serovars: Hardjoprajitno, Canicola,
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Shermani and Ballum, and two restriction sites on Grippotyphosa and Panama.
On the other hand, Clal did not cut on Hardjoprajitno, Canicola, Grippotyphosa
or Panama DNA amplicons, but showed one restriction site in serovars Ballum
and Castellonis; in contrast, serovar Shermani showed a dissimilar pattern of
digestion with Clal with at least three restriction sites. Finally, there were no
Hindlll nor Kpll restriction sites on any of the amplicons. Analysis of the
restriction patterns with the suggested enzymes showed no difference between
the serovars of serogroup Ballum, Castellonis, Mus and the three mice isolates,

CRAN13, CRAN14 and CRAN28, (Figure 2).

MLST

Using Ahmed et al. MLST scheme (2006), isolates were also characterized as
serovar Ballum based on the identical sequence type (ST: 250), showed among
the three isolates CRAN 13, 14 and 28 and the reference strain Ballum Mus
127. However with the Thaipadungpanit et al. scheme (2007), amplicons were

obtained only for gimU and pntA, so that no ST was possible to obtain.
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Discussion

The aim of this study was to evaluate the role of mice as Leptospira carriers in a
dairy farm in Central Mexico. Previous reports have shown infection in domestic
animals by isolation of L. interrogans serovar Hardjo (Hardjoprajitno) from cattle
(Moles et al., 2002), and L. interrogans Portlandvere from pigs (Cisneros et al.,
2001). There are also reports of the presence of L. interrogans serovars
Canicola, (Castillo-Sanchez et al., 2007), Portlandvere and
Icterohaemorrhagiae in dogs (Luna et al.,, 2008). These results provide
evidence of some of the serovars and species prevalent in México. Diagnostic
of leptospirosis in both, animals and humans is done traditionally by the
microscopic agglutination test. Antibody titers against leptospires such as L.
borgpetersenii serovars Ballum and Tarassovi, L. kirshneri serovar
Grippotyphosa and L. weilii serovar Celledoni have been detected in different
domestic animals, nevertheless these serovars have not yet been isolated in
Mexico.

In this work, a direct relationship was detected between the presence of
antibody titers =21:20 in mice and the isolation of L. borgpetersenii serovar
Ballum. As far as we know, this is the first report on the isolation of Leptospira
borgpetersenii serovar Ballum from mice (Mus musculus) in Mexico.

In Mexico, there are several endemic mice species such as those of the
Baiomys, Liomys, Peromyscus, Osgoodomys, Oryzomys, Reithrodontomys
genera and introduced mice species such as Mus musculus (Ceballos et al.,
2005), hence their presence in addition to their role as Leptospira carriers,

represents a potential risk factor of leptospirosis to animals and humans. In a
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study done in the Cozumel Island, Mexico, (Sotomayor-Bonilla et al., 2009), it
was reported a 95.7% of MAT positive reactors in mice of the species
Oryzomys couesi and Mus musculus. Mice have been previously associated as
a source for serovar Ballum infection in some cases of leptospirosis in humans;
such as an infection in a large laboratory colony of Swiss albino mice (Stoenner
et al., 1958) and an accidental human infection in a laboratory, where mice
were the transmitters (Wolff et al., 1949).

The IS1533 insertion elements have been found in approximately 40 copies per
genome in L. borgpetersenii serovar Hardjo (Hardjobovis), from which this
insertion sequence (IS) was originally discovered (Zuerner and Bolin, 1988).
The 1S1533-based PCR assay was designed to exploit the variability in copy
numbers of such insertion sequences in the genomes of some Leptospira
serovars (Zuerner et al., 1995). In agreement with that, most of the serovars
and strains we used in the present study showed DNA amplicons when the
IS1533-based PCR assay was performed. Serovars and strains other than
those tested by Zuerner et al., (1995), such as: Australis Ballico, Autumnalis
Akiyami A, Djasiman Djasiman, Grippotyphosa Moskva V, Canicola Hond
Utrecht IV, Pomona Pomona, Pyrogenes Salinem, Javanica Veldrat Bataviae
46 and Icterohaemorrhagiae RGA, did not show any evidence of IS1533
elements using the EPR2 and EPL2 primer set in the PCR assays.
Nevertheless, the assay was discriminative enough to be used for typification of
the three mice isolates: CRAN13, CRAN14 and CRAN28; which showed the

same IS1533 pattern as that of the serovar Ballum, Mus 127 reference strain
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(Figure 1). Serovar Ballum was not reported either in Zuerner’'s et al. (1995)
work.

Evolutionary relationship was determined by sequencing the 16S rRNA of the
three mice isolates and comparison with the GenBank databases (Figure 3).
The phylogram showed that the highest relationship of the three mice isolates is
kept with serovars Castellonis Castellon 3 and Ballum Mus 127 of L.
borgpetersenii serogroup Ballum. Like ribotyping, other studies have been used
to identify the species of new isolates, such as PCR / RFLP strategies applied
on different genes such as flaB (Kawabata et al., 2001), rrs and rrl (Ralph et al.,
1993), and the primer pairs GI:GIl or B64-1:B64-2 (Brown and Levett, 1997).
Here, we report the use of RFLP analysis on a 1,650 bp gspE through to gspD,
DNA fragment as a suitable and straightforward alternative for Leptospira
isolates species identification.

MLST has been used to characterize new isolates from a variety of pathogenic
and non-pathogenic microorganism (www.mist.net/, pubmist.org/, mist.ucc.ie).
The two most commonly used MLST schemes for Leptospira typification are
those proposed by Ahmed et al. (2006) and Thaipadungpanit et al. (2007). We
found that Ahmed et al. MLST scheme was discriminative enough to assign the
ST number 250 to the three mice isolates, wich were undistinguishable to
serovar Ballum strain Mus 127. In contrast, Thaipadungpanit et al. MLST
scheme was not discriminative enough for typification because five out of seven
genes were not amplified. This scheme is restricted for L. interrogans serovars
identification. In contrast, Ahmed et al. MLST scheme, has shown to be suitable

for the typification of Leptospira species other than L. interrogans. Ribotyping,
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showed a 99% identity between the sequences of the Ballum Mus 127 and
Castellonis Castellon 3 reference strains and the sequences of the three
isolates, resulting in the phylogram shown in Figure 3. Even no one, the
sequence of a smaller 462 bp DNA fragment of the same rrs2 gene selected for
the MLST approach, showed 100% identity among Ballum Mus 127 and the
three mice Leptospira isolates. In overall, the two more discriminative methods
for typification of the mice isolates were the IS1533-based PCR assay and
MLST that allowed the identification up to the serovar level.

The isolation of L. borgpetersenii serovar Ballum from the kidneys of mice
provides information for future epidemiological studies on the role of mice as the
reservoir of pathogenic leptospires and the potential implication on public health
and so, the implementation of appropriate control measures. Isolation of
Leptospira from clinical cases and the serovar identification is a task of great
importance because the serodiagnosis of leptospirosis is focused on the
serovars present in a specific geographical area (Ko et al., 2009).A important
outbreaks caused by serovar Ballum have been identified in Cuba, assuming
that rodents were the source of the infection (Gonzalez et al., 2004). This is a
warning call for public health and disease control, which facilitates the

establishment of control measures in groups at risk.
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Table 1. Reference strains used for the MAT in this study

Species Serovar. Strain Serogroup

L. biflexa Patoc Patoc | Semaranga

L. borgpetersenii | Ballum Mus-127 Ballum
Castellonis Castellon-3 Ballum
Hardjo Hardjobovis Sejroe
Javanica Veldrat Bataviae 46 | Javanica
Mini Sari Mini
Sejroe Sejroe M-84 Sejroe
Tarassovi Perepelitsin Tarassovi

L. interrogans Australis Ballico Australis
Autumnalis Akiyami A Autumnalis
Paidjan Paidjan Bataviae
Bataviae Van Tienen Bataviae
Bratislava Jez Bratislava Australis
Canicola Hond Utrecht IV Canicola
Djasiman Djasiman Djasiman
Hardjo Hardjoprajitno Sejroe
Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
Icterohaemorrhagiae | RGA Icterohaemorrhagiae
Lai Lai Icterohaemorrhagiae
Pomona Pomona Pomona
Pyrogenes Salinem Pyrogenes
Wolffi 3705 Sejroe

L. kirshneri Cynopteri 3522-C Cynopteri
Grippotyphosa Moskva V Grippotyphosa
Mozdok 5621 Pomona

L. noguchii Muenchen C90 Australis
Panama CZ214K Panama

L. santarrosai Shermani 1342-K Shermani

L. weillii Celledoni Celledoni Celledoni
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Table 2. Primers sets

used in the present study

Primer Sequence 5°-3’ Size of Use Reference
amplicon (bp)
Gl CTGAATCGCTGTATAAAAGT
Gl | GGAAAACAAATGGTCGGAAG 285 Pathogenic | Gravekamp et
serovars al. (1993)
B64-1 ACTAACTGAGAAACTTCTAC identification
B64-2 TCCTTAAGTCGAACCTATGA 563
MILL1801 CATGAACCAAGGCATACC Non-
MILL1802 | AGAAGAAGTTTAACGGGG pathogenic
serovars Mena (2006)
identification
MILL2357 | ACNGTNAAYGAYCARGARGC
1650 gspD -gspE,
MILL2358 | ACDATNACCATNGGRTCRTC PCR - RELP
EPL-2 CTCAACTCTCCAGCACGTTT Variable IS1533 Zuerner et al.
EPR2 | CTCGCAAACTCTCGTCCATT patron amplification (1995)

2
3

101




12,000

5,000

2,000

1,000

500

Figurel. Agarose gel electrophoresis of the IS1533-based PCR assay. Lane 1:
Ballum Castellonis, Lane 2: Ballum Mus, Lanes 3 through to 5: Isolates CRAN
13, CRAN14, CRAN28, Lane 6: Celledoni Celledoni, Lane 7: Sejroe Sejroe,
Lane 8: Tarassovi Tarassovi, Lane 9: Bataviae Paidjan, Lane 10: Muenchen

C90, Lane 11: Serjoe Wolffi, Lane 12: Molecular weight marker.

102



A e 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

10

11

Figure 2. Agarose gel electrophoresis of the restriction fragment length
polymorphism assay on the 1,650 bp DNA amplicons expanding gspD through
to gspE. Lane A: Molecular weight marker, Lanes 1 through to 10: EcoRV
digests; Lanes 11 through to 20: Clal digests; Lanes 21 through to 30: Bglll
digests. Lanes 1, 11 and 21: Hardjo Hardjoprajitno; Lanes 2, 12 and 22:
Canicola Hound Utrech IV; Lanes 3, 13 and 23: Grippotyphosa Moskva V;
Lanes 4, 14 and 24: Panama CZ 214K; Lanes 5, 15 and 25: Shermani 1342 K;
Lanes 6, 16 and 26: Castellonis Castellon 3; Lanes 7, 17 and 27: Ballum Mus
127; Lanes 8, 18 and 28: mice isolate CRAN13; Lanes 9, 19 and 29: mice

isolate CRAN14; Lanes 10, 20 and 30: mice isolate CRAN28.
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CRAN28 mouse isolate
—-l CRAN 14 mouse isolate
CRAN 13 mouse isolate

L borgpetersenii Ballum Mus 127 FJ154591
L borgpetersenii Castellonis Castellon 3 FJ154579
L borgpetersenii Ceylonica Piyasena FJ154596

L borgpetersenii Tarassovi Perepelitsin F1154595
L borgpetersenii Sejroe M 84 FI154593
L borgpetersenii Mini Sari FJ154592

L borgpetersenii Javanica Poi FJ 154597
L borgpetersenii Hardjobovis IB197 NC 008510
4{ L borgpetersenii Hardjobovis L550 NC 008508

L borgpetersenii Sejroe Hardjo Lely 607 FJ154586

L borgpetersenii Javanica Veldrat Batavie 46 FJ154600
L alexanderi Manhao 3 L 60 AY631880

L welilii Celledoni Celledoni AY631877
L santarosai Shermani 1342 K FJ154576

L noguchii Panama CZ 214 K FJ154582
L interrogans Canicola Hond Utrech IV FJ154561

L L kirschneri Grippotyphosa Moskva V FJ154572

Figure 3. Evolutionary tree derived from the analysis of the sequences of the

16S rRNA of 17 Leptospira strains and the sequences of the three mice isolates

reported in this study. The phylogram was inferred using the Neighbor-Joining

method, with 2,000 replicates. There was a total of 1,469 bp in the final dataset.
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CAPITULO 5.

DETECCION DE Leptospira santarosai Y L. kirschneri EN BOVINOS:
NUEVOS AISLADOS CON POTENCIAL IMPACTO EN PRODUCCION
BOVINA Y SALUD PUBLICA.

'Carlos Alfredo Carmona-Gasca, ‘Lemuel Ledn Lara, *Luz Olivia Castillo-
Sanchez, 'José Manuel Ramirez-Ortega, °>Albert Ko, “Carlos Luna
Palomera, °Niyaz Ahmed, °Rudy Hartskeerl, 'Alejandro de la Pefia-
Moctezuma.
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Deteccion de Leptospira santarosai y L. kirschneri en bovinos: nuevos aislados con potencial

impacto en produccion bovina y salud publica

Este manuscrito es parte del trabajo de tesis de Doctorado en Ciencias de la Produccion y de la
Salud Animal del primer autor.
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Detection of Leptospira santarosai and L. kirschneri in cattle: new isolates with potential

impact on cattle production and public health.
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Abstract

Bovine leptospirosis causes high economic losses in cattle mainly due to reproductive failure and
abortion, as well as representing public health risk. Since the last century, antibody titers against
several Leptospira serovars have been detected by the microscopic agglutination test (MAT) in
México. With the exception of very few cases, the presence of serovars causing leptospirosis in
cattle and other animal species has not been substantiated by isolation in Mexico, and in such
cases characterization had to be done abroad by complex and slow immunological approaches, by
comparison with a number of reference strains. The present study was conducted to perform the
molecular characterization of Leptospira isolates by multiple locus sequencing typing (MLST). A
hundred and ninety seven sera and kidneys samples were collected immediately after slaughter,
from grazing cattle coming from the south-eastern states of Mexico. Anti-Leptospira antibodies
were detected by the MAT and kidneys were inoculated into EMJH and Fletcher specific media.
A frequency of 60.4% (119 out of 197), with titers from 1:100 up to 1:3,200 was detected. Four
isolates (2.03%), referred as CAL4, CALG, CAL7 and MOCA45, were characterized by serology,
ribotyping and MLST as L. kirschneri serovar Grippotyphosa; L. interrogans serovar Hardjo; L.
santarosai serovar Mini and L. santarosai serovar Tarassovi, respectively. With the exception of
serovar Hardjo, the three other isolates belong to serovars and species not previously isolated in
Mexico. These findings make it necessary to evaluate the potential distribution of such serovars

among cattle and their role on animal production and public health.

Key words: Leptospira, Tarassovi, Mini, Grippotyphosa, CATTLE, ISOLATION, MLST.
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Resumen

La leptospirosis bovina causa grandes pérdidas econdmicas a la ganaderia por problemas
reproductivos y también es un riesgo de salud publica. En México, desde el siglo pasado se ha
registrado la presencia de anticuerpos contra serovariedades de Leptospira por la técnica de
aglutinacion microscopica (AM), en bovinos y otras especies animales. En muy pocos casos, la
enfermedad fue demostrada por el aislamiento de Leptospira, y en tales casos, su caracterizacion
se bas6 en métodos inmunoldgicos lentos que requirieron la comparacién con cepas de referencia
y que fueron realizados fuera de México. En el presente trabajo se realizd la caracterizacion
molecular mediante la secuenciacion de locus multiples (MLST), de aislados de Leptospira
obtenidos de rifiones de bovinos recolectados en rastro, procedentes de las zonas Golfo y sur de
México. Se obtuvieron muestras de suero y rifiones de 197 bovinos para realizar la AM, y el
cultivo en medios especificos. Se detectd una seropositividad del 60.4% (119 de 197), con titulos
desde 1:100 hasta 1:3,200 y se obtuvieron cuatro aislados de Leptospira (2.03%), denominados
CAL4, CAL6, CAL7 y MOCA45. Los aislados fueron caracterizados por serologia,
ribotipificacion y MLST, como L. kirschneri serovariedad Grippotyphosa; L. interrogans
serovariedad Hardjo; L. santarosai serovariedad Mini y L. santarosai serovariedad Tarassovi,
respectivamente. A excepcion de la serovariedad Hardjo, los aislados pertenecen a especies y
serovariedades no aisladas anteriormente en la Republica Mexicana, esto sugiere la necesidad de
evaluar su diseminacion entre bovinos y su potencial efecto en la produccién animal y en la salud

publica.

Palabras clave: Leptospira, Tarassovi, Mini, Grippotyphosa, BOVINOS, AISLAMIENTO,

MLST.
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Introduccion

La leptospirosis es una enfermedad zoondtica causada por especies y serovariedades patdogenas
del género Leptospira. * En el ganado bovino, es una enfermedad que afecta a las unidades de
produccion tanto lecheras como de carne.? La infeccion suele ser subclinica cuando es causada
por serovariedades adaptadas al bovino como la serovariedad Hardjo, o bien por serovariedades
no adaptadas, se pueden manifestar signos como fiebre, hematuria, hemoglobinuria, ictericia y
muerte en los animales jovenes; mientras que en hembras gestantes se pueden presentar abortos
en cualquier estadio de la gestacion, mortinatos, nacimiento de animales débiles, decremento en
la produccion lactea, agalactia transitoria, asi como infertilidad.® Resulta dificil estimar las
pérdidas econdmicas causadas por la leptospirosis, en gran parte por la dificultad para realizar el
diagnostico preciso y también debido a la presencia de otras enfermedades bacterianas, virales y
parasitarias que pueden cursar con los mismos signos.*

Los primeros estudios de esta enfermedad en bovinos fueron realizados por Mikhin y Azinov en
Rusia en 1935; ° en Australia, en 1943 por Johnson,® y en Estados Unidos, en 1944 por Jungherr;’
posteriormente se fueron identificando casos en practicamente todo el mundo, donde las
serovariedades mas comlnmente registradas han sido  Grippotyphosa, Pomona,®
Icterohaemorrhagiae,® Hebdomadis,*® Sejroe!! y Hardjo.!? Esta ultima serovariedad ha sido
reconocida como de distribuciébn mundial y la mas importante en el ganado bovino y en otros
rumiantes.®®* Ademas, en la serovariedad Hardjo se han reconocido dos subtipos clasificados en
dos especies distintas: el subtipo Hardjobovis de L. borgpetersenii tiene importancia en Europa,
América del Norte y Oceania y el subtipo Hardjoprajitno de L. interrogans se encontr0
principalmente en el continente americano.*

En México, a la fecha sOlo existe evidencia documentada de la presencia de L. interrogans

serovariedad Hardjo (Hardjoprajitno), la cual fue inicialmente aislada a partir de un feto de
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bovino.’® Debido a que el aislamiento de Leptospira es un proceso lento que puede consumir de
semanas hasta meses, el diagnostico rutinario se basa en la prueba seroldgica de aglutinacion
microscopica (AM), donde se detectan anticuerpos contra cepas de referencia, representantes de
diferentes serogrupos.’® En diferentes estudios serolégicos en bovinos se han encontrado
anticuerpos principalmente contra la serovariedad Hardjo, seguida de otras serovariedades, como
Grippotyphosa, Pomona, Canicola, Icterohaemorrhagiae y Bratislava.'”*® Lo anterior sélo refleja
gue los anticuerpos vacunales o de campo reaccionan contra las serovariedades utilizadas para el
diagndstico, pero existe un vacio de informacion sobre las serovariedades de Leptospira que son
endémicas y que verdaderamente infectan a los bovinos en México, lo que requiere de su
demostracion mediante el aislamiento y caracterizacion. Se presume que otras especies Yy
serovariedades de Leptospira pudieran estar causando enfermedad en los bovinos, pero que a la
fecha no han sido identificadas y pudieran llegar a ser un problema econdémico en las unidades de
produccion, asi como para la salud pudblica. Es conveniente conocer la distribucion de las
serovariedades que se encuentran en un area geografica determinada, por lo que en el presente
trabajo se realiz6 inicialmente un escrutinio seroldgico y bacterioldgico, y posteriormente la
caracterizacion inmunolégica y molecular de los aislados para identificar otras especies y

serovariedades de Leptospira presentes en las zonas del Golfo y sur de México.
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Material y Métodos

Recoleccion y procesado de muestras

Se recolectaron muestras de rifion y sangre de 197 bovinos sacrificados para el abasto. Los
rifiones libres de la capsula se colocaronen una solucion de cloruro de benzalconio al 0.025% de
5 a 10 minutos, para descontaminar su superficie. Posteriormente, se secaron con toallas de papel
estériles y se les practicdé de forma aséptica un corte longitudinal; se obtuvo entonces un
macerado del interior del 6rgano con un rallador estéril, el cual se inoculé en los medios EMJH
(Ellinghausen, McCullogh, Johnson y Harris) y Fletcher semiso6lidos, realizando tres diluciones
décuples. Los cultivos se incubaron a 30°C durante tres meses y se revisaron semanalmente por
microscopia de campo oscuro, para detectar formas bacterianas compatibles con leptospiras. Los
sueros fueron clarificados por centrifugacion a 903 g/5 min y se mantuvieron a -20 °C hasta

realizar la prueba de AM.

Deteccion de anticuerpos anti-Leptospira

La prueba se realiz6 usando una dilucidn inicial del suero de 1:50 en solucion amortiguadora de
fosfatos (SAF, pH 7.2 a 7.4) y tomando como punto de corte para reacciones positivas la dilucion
de 1:100 (16). Se utilizaron 12 cepas de referencia de las serovariedades Autumnalis, Bataviae,
Bratislava, Canicola, Celledoni, Grippotyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Mini, Pomona,
Pyrogenes y Tarassovi cultivadas en medio EMJH liquido de 7 a 14 dias, las cuales fueron
donadas por el WHO/FAO/OIE-Collaborating Centre for Reference and Research on

Leptospirosis, Australia and Western Pacific Region, de Brisbane, Queensland, Australia.

Identificacion seroldgica de los aislados
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Se produjeron sueros inmunes en conejos de 1.5 kg de peso a partir de los aislados cultivados en
medio de Fletcher de 7 a 10 dias a 30 °C. Los cultivos se recolectaron del anillo de desarrollo
conocido como zona de Dinger, se inactivaron a 56 °C durante media hora y posteriormente, se
inocularon por via intravenosa en dosis de 1, 2, 4, y 6 ml, con una semana de diferencia entre
cada inoculo.*® Los conejos que alcanzaron titulos séricos minimos de 1:12,800 contra la cepa
homologa con la que fueron inoculados, fueron anestesiados con ketamina (60 mg/kg) y
sangrados enblanco por puncién cardiaca. Los sueros se obtuvieron por centrifugacion a 903 g/5
min, distribuidos en volimenes de 1.5 ml y congelados a -20°C hasta su analisis. La prueba de
AM se realizé utilizando el protocolo previamente descrito por Myers,*® con los sueros inmunes y

las cepas de referencia.

Extraccion de ADN y reaccién en cadena de la polimerasa

Los aislados adaptados a condiciones de laboratorio fueron cultivados en 100 ml de medio
liquido EMJH vy centrifugados a 10,000 g/30 min. La extraccion de ADN se realizo por el método
de tiocianato de guanidina y cloroformo-alcohol isoamilico descrito por Boom et al.!® Con la
finalidad de confirmar el origen de los aislados, se realizo la prueba de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), con los iniciadores G1 : G2 que amplifican ADN de serovariedades de
diferentes especies patdgenas de Leptospira, y con B64-1 : B64-1l, iniciadores que amplifican
serovariedades de L. kirschneri.?’ También se utilizaron los iniciadores MILL1801 y MILL1802,
disefiados especialmente para amplificar un fragmento de ADN de 1,289 pb, de una region del
loci rfb codificante de enzimas para la biosintesis del lipopolisacarido (LPS), de serovariedades

no patdgenas.’! Los amplicones resultantes de la PCR fueron visualizados en geles de agarosa
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tefiidos con bromuro de etidio, para obtener un registro fotografico mediante un digitalizador de

imagenes *(Gel Logic 200, Kodak®).

Identificacion genética por secuenciacion del gen rrs2 (16S ribosomal)

El gen 16S rRNA de los aislados fue secuenciado en los laboratorios del instituto Fio-Cruz,
Salvador, Brasil; las secuencias fueron remitidas electronicamente a nuestro laboratorio donde
fueron editadas, ordenadas y analizadas con el programa 3Sequencher®, version 4.6. Se
identificaron las secuencias relacionadas en las bases de datos utilizando el Basic Local
Alignment Search Tool (BLASTNn), disponible en la red.?? El alineamiento de las secuencias y el
arbol filogenético resultante fueron construidos utilizando el método de Neighbor-Joining con
2,000 réplicas con el modelo de Kimura de 2-parametros, en el programa Molecular Evolutinary
Genetics Analysis (MEGA), version 4.0.2%

Por otro lado se utiliz6 el primer esquema de MLST, descrito por Ahmed et al.,? disefiado para
la tipificacion de cepas de 6 especies patdgenas de Leptospira, el cual esta fundamentado en el
analisis de las secuencias de alelos de los genes adk, secY, icdA, lipL32, lipL41 y rrs2. Las PCR
se realizaron de acuerdo con las siguientes condiciones: 200 uM de dNTP's, 0.2 U de Taq
Polimerasa, 5ul de amortiguador 10 X =~ (Roche®), 10 pmol de iniciadores (sintetizados en el
Instituto de Biotecnologia, UNAM) y 30 a 60 ng de ADN, en un volumen total de reaccién de 50
ul. Para el proceso se utilizd un termociclador (Perkin Elmer 2400 PCR System®), con los
parametros de: desnaturalizacion inicial a 95°C/5 min, seguida por 35 ciclos de desnaturalizacion
(94°C/30 seg), alineacion (58°C/45 seg) y extension (72°C/45 seg), y una extension final de 7

min/72°C. Para visualizar los productos se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1%

 carestream Health, Inc. Nueva York, Estados Unidos de América
s Gene Codes Corporation. Brighton, Inglaterra.

Roche Applied Science. Mannheim, A lemania
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tefiidos con bromuro de etidio. La purificacion de los amplicones antes de su secuenciacion, se
realiz utilizando columnas para purificar productos de PCR fTMontagé®. Los productos de PCR
fueron secuenciados por la empresa Macrogen Inc., en Seul, Corea del Sur. Las secuencias
remitidas electronicamente fueron editadas y analizadas con el programa Sequencer®, version
4.6. Para designar el nimero de alelos encontrados por gen, las secuencias obtenidas de cada

.,>° conel

aislado fueron comparadas con una base de datos proporcionada por Niyaz Ahmed et a
programa DAMBE (Data Analysis in Molecular Biology and Evolution).?® Para realizar el
analisis filogenético por alelos se utilizd el programa START2 (Sequence Type Analysis and
Recombinational Tests, Version 2). Finalmente, el analisis filogenético se corrobord con las

secuencias de cada gen concatenadas en una sola, con el programa MEGA (Molecular

Evolutionary Genetics Analysis) versién 4.2.2*

T Millipore Corporation. MA, Estados Unidos de América
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Resultados

Aglutinacion microscopica de los sueros de bovino.

Se detectd una frecuencia de sueros positivos de 60.40% en los bovinos muestreados (119 de
197) mediante AM, donde las serovariedades de Leptospira detectadas con mayor frecuencia
fueron: Hardjo 39.90% (61/197), Tarassovi 7.10% (14/197), Pomona 3.04% (6/197),
Grippotyphosa 1.52% (3/197), Icterohaemorrhagiae 1.52% (2/197), Bratislava 1.52% (2/197) y

Canicola 0.50% (1/197).

Aislamiento e identificacion seroldgica de los aislados.

Se obtuvieron cuatro aislados (2.3%), a partir de los rifiones de bovino, entre las semanas doce y
trece de incubacion en medio EMJH. Los aislados se denominaron CAL4, CAL6, CAL7 y
MOCA45. Al realizar la identificacion con el suero inmune homaélogo, el suero del aislado CAL4
reacciond con un titulo de 1:25,600 contra la serovariedad Grippotyphosa cepa Moskva V; el
aislado CALG6 reacciond con un titulo de 1:25,600 contra la serovariedad Hardjo subtipo
Hardjoprajitno; el aislado CAL7 reaccion6 con un titulo de 1:12,800 contra la serovariedad Mini
cepa Sari y el aislado MOCA45 reacciond con un titulo de 1:12,800 contra la serovariedad

Tarassovi cepa Perepelitsin (Cuadro 1).

Identificacion molecular de los aislados.
La PCR mostré a los cuatro aislados como leptospiras patogenas. CAL4 amplificd el fragmento
de ADN de 565 pb con los iniciadores B64-1 : B64-11, mientras que los aislados CAL6, CAL7 y

MOCA45 amplificaron el fragmento de ADN de 283 pb con los iniciadores G-1 : G-2. Ninguno
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de los aislados amplificdé fragmentos de ADN con los iniciadores MILL1801 y MILL1802,
especificos para identificar leptospiras sapréfitas (Figura 1).

De acuerdo con el andlisis filogenético del gen rrs2, los aislados fueron identificados como tres
diferentes especies de Leptospira. Comparando las secuencias con mayor similitud con el

programa Megablast (www.megablast.ncbi.org), se encontré que CAL4 tiene 99% de identidad

con otras secuencias pertenecientes a L. kirschneri; CAL6 tiene 99% de identidad con cepas de L
interrogans; CAL7 y MOCA45 tienen 99% de identidad con cepas de L. santarosai. La relacion
filogenética entre éstas se muestra en la Figura 2.

La identificacion por MLST se realizO mediante la amplificacion por PCR, de fragmentos
internos de los seis genes, y comparando con el esquema previamente propuesto todos los
amplificados fueron secuenciados en ambas direcciones. CAL6 mostro el tipo de secuencia 254
que lo identifica como L. interrogans serovariedad Hardjo subtipo Hardjoprajitno. Por el
contrario, las cepas CAL4, CAL7 y MOCA45 tienen tipos de secuencias no registrados

anteriormente en ninguna parte del mundo (Cuadro 2).
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Discusion

La presentacion clinica de leptospirosis en bovinos esta influida por la serovariedad y la especie
infectante. Existen serovariedades adaptadas al bovino, que causan enfermedad esporadicamente,
serovariedades no adaptadas que comlinmente causan brotes de presentacién aguda, y otras
serovariedades de presentacion rara en los bovinos en las cuales se desconoce el curso de la
enfermedad.?” Por lo tanto, el control de la leptospirosis depende, en parte, de la deteccién
serolégica de las serovariedades prevalentes en la region y mejor ain, de su deteccion mediante
el aislamiento. En el presente estudio se realiza la primera descripcion de la caracterizacion
molecular de cuatro aislados de Leptospira de las especies L. interrogans, L. kirschneri y L.
santarosai (dos), aisladas a partir de bovinos en Mexico. La clasificacién genética de estos
aislados se llevo a cabo mediante dos métodos, por secuenciacién del gen rrs2 (16S ribosomal)?®
y por la tipificacion mediante la secuenciacién de locus mdltiples (MLST).%

Es sabido que Hardjo es una serovariedad adaptada al bovino, por lo que es posible que infecte a
esta especie animal sin producir la enfermedad, solo en ciertas condiciones de estrés causa
enfermedad reproductiva en forma esporadica.?® La serovariedad Hardjo incluye dos subtipos que
se encuentran en dos especies diferentes, pero que son serolégicamente indistinguibles:=° L.
borgpetersenii serovariedad Hardjo (subtipo Hardjobovis), ha sido aislada y registrada como la
serovariedad mas comun entre las poblaciones de ganado bovino en todo el mundo. Por esta
razon y a pesar de no haber sido aun aislada en México, se intuye que esta presente en el pais
puesto que se ha identificado su presencia en paises exportadores de ganado a México
(http:/Awww.siap.gob.mx).31-33 En el presente trabajo, se ha confirmado por medio del
aislamiento la presencia de L. interrogans serovariedad Hardjo (subtipo Hardjoprajitno) (aislado

CALS), la cual es comdn en el continente americano®’ y ha sido previamente aislada en México

a partir de un feto bovino.*®
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Estudios del locus rfb para la biosintesis del LPS sugieren que el subtipo Hardjoprajitno
evoluciono a partir de un ancestro de la serovariedad Copenhageni, el cual a lo largo del tiempo
adquirié genes del locus rfb a partir del subtipo Hardjobovis; esto le permitié a dicho ancestro de
alguna manera adaptarse al huésped bovino y dar origen asf al subtipo Hardjoprajitno.>*

Algunas otras serovariedades como Pomona, Grippotyphosa, Bratislava e Icterohaemorrhagiae,
son serovariedades no adaptadas al bovino, que causan leptospirosis en su forma aguda.?® En
México se ha registrado ampliamente la presencia de anticuerpos contra estas serovariedades, sin
embargo, no existen a la fecha datos de su aislamiento a partir de muestras clinicas de
bovinos.*”*® Por ello, es necesario identificar las serovariedades, adaptadas o no adaptadas al
bovino, que pudieran asociarse con enfermedad aguda. En el presente trabajo, de acuerdo con los
analisis seroldgico (AM) y moleculares (secuenciacion de rrs2 y MLST), se identificd al aislado
CAL4 como L. kirschneri serovariedad Grippotyphosa. La tipificacion por MLST de CAL4
mostré un nuevo tipo de secuencia: ST259 (Cuadro 2), no registrado anteriormente en ninguna
otra serovariedad de Leptospira y que filogenéticamente evolucion6 a partir de la serovariedad
Grippotyphosa cepa Moskva V.

En diferentes paises del mundo se ha registrado la infeccion en bovinos con serovariedades
atipicas, que se presentan en forma endémica en una region, pero no se conoce el impacto de
dichas serovariedades en la produccion y en la salud de los animales y del hombre, asi como la
probable fuente de infeccion, tal es el caso de las serovariedades Kennewicki en Chile,®® Zanoni
en Australia,®® Fugis y Zimbabwe en Zimbabwe,*" y Guaricura en Brasil.2® En el presente trabajo
se informa sobre el aislamiento de serovariedades que no son registradas cominmente en
bovinos, como son los casos de los aislados CAL7 de la serovariedad Mini (ST260) y MOCAA45
de la serovariedad Tarassovi (ST261), ambos aislados de la especie L. santarosai. La

serovariedad Mini ha sido registrada en las especies L. interrogans®® y L. borgpetersenii,*° pero
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Mini de L. santarosai no se habia encontrado en bovinos, por otro lado, la serovariedad Tarassovi
de la misma especie, L. santarosai, ha sido aislada previamente de bovinos en Centro y
Sudamérica, pero no en México, hasta este informe.

De acuerdo con los resultados de este trabajo, no existe una relacion absoluta entre la serologia y
el aislamiento; de los cuatro bovinos de los que se obtuvieron los aislados, solo en el que se aisld
CALS6 se observaron titulos de anticuerpos de 1:200 hacia la misma serovariedad, mientras que
los otros tres bovinos (CAL4, CAL7, MOCAA45) no mostraron titulos de anticuerpos contra
ninguna serovariedad. En cuanto a la frecuencia de positivos por serologia, la serovariedad
Hardjo fue la mas frecuentemente detectada en el presente estudio, pero se obtuvieron aislados de
las serovariedades Tarassovi y Mini que no mostraron tener importancia por serologia utilizando
cepas de referencia. Es generalmente conocido que la sensibilidad de la prueba de AM aumenta
cuando se incluyen las cepas aisladas (autoctonas) de la region geografica.l® Al utilizar los
aislados autoctonos aumenta la frecuencia de positivos por AM.*" % Por lo anterior y con base en
los resultados mostrados en este estudio, se sugiere incluir los aislados CAL4, CAL6, CAL7 y
MOCA45 en posteriores estudios seroldgicos de bovinos, ademas de realizar la busqueda de éstas
y otras serovariedades que prevalecenen la region, mediante el aislamiento delagente etiolégico,

y no s6lo con base en los resultados de serologia.
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Cuadro 1

Cepas de referencia

Titulos de anticuerpos obtenidos con suero

Serogrupo Serovariedad Cepa inmune enfrentado a las cepas de referencia
CAL4 CALS6 CAL7 MOCA 45

Grippotyphosa | Canalzonae Cz 188 1:200 - - -
Grippotyphosa | Valbuzzi Duister 1:12,800 | - - -
Grippotyphosa | Grippotyphosa | Mandemarkers 1:12,800 | - - -
Grippotyphosa | Grippotyphosa | MoskvaV 1:25,600 | - - 1:50
Grippotyphosa | Muelleri RM 2 1:12,800 | - - -
Mini Mini Sari - 1:400 1:12,800 | -
Mini Georgia LT 117 - 1:100 1:3,200 -
Sejroe Hardjo Hardjoprajitno - 1:25,600 | 1:3,200 -
Sejroe Sejroe M84 - 1:6,400 1:800 -
Sejroe Wolffi 3705 - 1:400 1:400 1:50
Shermani Shermani 1342 K - - - 1:800
Tarassovi Tarassovi Perepelitsin - - - 1:12,800
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Cuadro 1. Identificacion serologica de los aislados obtenidos en el presente estudio.
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Figura 1
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Figura 1. Identificacion de los aislados como leptospiras patdgenas por PCR. Linea 1: Marcador
de Peso Molecular; Lineas 2, 3, 4: aislado CAL4; Lineas 5, 6, 7: aislado CALSG; Lineas 8, 9, 10:
aislado CAL7; Lineas 11, 12, 13: MOCAM45; Lineas 14, 15, 16 controles positivos. Lineas 2, 5, 8,
11, 14: reacciones con los inicadores B64-1 : B64-II; Lineas 3, 6, 9, 12, 15: reacciones con los
iniciadores G-1 : G-2; Lineas 4, 7, 10, 13, 16: reacciones con los iniciadores MILL1801 y

MILL1802.
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10

11

12

@ Aislado de bovino CAL 6
2 L. interrogans serovariedad Canicola Hond Utrech IV FJ154561
L. interrogans serovariedad Hardjo Hardjoprajitno FJ154553

2] @ Aislado de bovino CAL4

54

L. kirschneri serovariedad Cynopteri 3522C FJ15454

L. kirschneri serovariedad Grippotyphosa Moskva V FI154572
L. noguchii serovariedad Louisiana LSU1945 FJ154587

g

w

L. noguchii serovariedad Orleans LSU2580 FJ154588
@ Aislado de bovino MOCA45
53| @ Aislado de bovino CAL7

L. santarosai serovariedad Trinidad TRVL 34056 FJ154598

L. santarosai serovariedad Tropica CZ 299 FJ154583
as L. alexanderi serovariedad Manhao 3 L 60 AY631880

(5]

H
0.0001

Figura 2

IL. alexanderi serovariedad Nanding M 6901 AY996804
|L. borgpe tersenii serovariedad Ballum Mus 127 FJ154591

Sal L. borgpetersenii serovariedad Hardjo 1550 NC008508

L. borgpetersenii serovariedad Tarassovi Perepelitsin FJ154595
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Figura 2. Ribotipificacion e identificacion de la especie a la que pertenecen los aislados de
bovino obtenidos en el presente estudio. El filograma muestra el analisis de las secuencias del

gen rrs2 de los aislados, con las secuencias de cepas de referencia encontradas en el Genebank
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(con namero de acceso).
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Cuadro 2
Serogrupo Especie Serovariedad | Cepa/aislado | adk | icdA | lipL32|lipL41]| rrs2 | secY | ST
Grippotyphosa | L.kirschneri | Grippotyphosa| MoskvaV 28 | 119 18 120 66 9 253
Grippotyphosa | L.kirschneri | Grippotyphosa CAL4 28 | 120 63 122 66 | 43 259
Sejroe L.interrogans Hardjo Hardjoprajitno| 5 2 2 3 2 113 | 254
Sejroe L.interrogans CAL6 CALS6 5 2 2 3 2 113 | 254
Pyrogenes L.santarosai | Princestown | TRVL 112499 | 61 | 45 34 70 44 72 160
Pyrogenes L.santarosai Alexi HS 616 60 | 45 22 69 19 71 159
Tarassovi L.santarosai Bakeri LT 79 70 61 22 54 18 77 169
Mini L.santarosai Mini CAL7 117 | 45 34 79 18 | 116 | 260
Tarassovi L.santarosai Tarassovi MOCA 45 50 45 22 74 18 | 117 | 261
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Cuadro 2. Perfil alélico y tipo de secuencia encontrado en los diferentes aislados de Leptospira.
El nimero de alelo por gen fue obtenido de la comparacion de las secuencias en la base de datos
proporcionada por Ahmed et al., 2006. También se muestran los alelos mas relacionados

obtenidos a partir de las cepas de referencia.
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CAPITULO 6.

COMPARISON OF TWO MULTILOCUS SEQUENCE TYPING
SCHEMES AND THE INCLUSION OF gspD ON
CHARACTERIZATION OF Leptospira ISOLATES.

Carmona-Gasca CA !, Le6n Lara L%, Castillo Sanchez LO!, Luna
Alvarez MA3, Torres Barranca JI*, Vado Solis I°, Ko AL®, Harskeerl
R’. Ahmed N8, De la Pefia-Moctezuma A,
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Summary

MLST is a powerful and straight forward tool in characterization of organisms of
clinical importance including pathogenic Leptospira isolates. Two schemes have
taken importance for typing isolates around the world, and an international
agreement might be in scope in near future. The type two secretion system has
been previously detected in different Leptospira serovars and the putative
encoded secretine (gspD) was revealed in the available Leptospira genomes
databases. Previous in silico comparison of gspD with other genes used for
MLST indicated variability enough to be used for MLST purposes. The aims of
this study were to analyse the distribution of gspD genotypes in a collection of
reference strains and eighteen Mexican isolates from different sources and its
suitability for MLST and and in a second stage to compare the two available
MLST proposals for Leptospira. A 544 bp gspD fragment was amplified by PCR
with a specific primer set. Analysis of the sequence showed thirteen different
gspD genotypes among the strains used for amplification, the number of alleles
and the polymorphic sequence showed a higher variability than other genes
used for MLST, showing gspD provided high resolution for discrimination of

strains to be considered for an interspecies MLST scheme.
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Background/Introduction

The genus Leptospira is a genetically diverse cluster of organisms; there are
currently fourteen species pathogenic and six non-pathogenic species, including
more than 300 serovars morphologically indistinguishable. (Levett et al., 2006),
(Zakeri et al., 2010), (Faine et al., 1999), (Levett P, 2001). Pathogenic serovars
causes leptospirosis, one of the most widespread zoonotic diseases in the
world, very often affecting people with agriculture related occupations, as well
as domestic and wild animals. It is estimated that the infection rate is 10 to 100
cases per 100,000 habitants, where the number of cases is increased in
countries with tropical climate (WHO, 2000). The disease has many clinical
manifestations that make difficult its accurate diagnosis. The fatal cases usually
occur in regions where new serovars are introduced and are not adapted to
local hosts. Genetic diversity, presence of reservoirs such as rats, severe
clinical presentation and fatality, make leptospirosis a diseases where
laboratory diagnosis is crucial for opportune treatment and prevention ( Ko et
al., 2009; Adler and De la Pefia-Moctezuma, 2010).

Isolation and characterization provides reliable information about the causative
agent of the disease (WHO, 2003). Characterization of Leptospira isolates has
been performed traditionally by cross-adsorption agglutination assays and other
methods such as: Restriction fragment length polymorphism (Brown and
Levett,1997), pulsed field gel electrophoresis (Herrmann et al., 1992),
differential PCR (Perolat et al., 1994), Fluorescent amplification fragment length
polymorphism (Vijayachari et al.,, 2004), Analysis of Variable Number of

Tandem Repeats (Majed et al., 2005), and more recently the Multi Locus
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Sequencing Typing (MLST). MLST is a promising assay for characterization of
Leptospira isolates as demonstrated in other organisms. MLST is highly robust,
portable, non-ambiguous technique, which allows the identification at serovar
level of Leptospira isolates (Ahmed et al., 2006). The first proposed MLST
scheme to be applied for typing of Leptospira strains included the adk, icdA,
secY, lipL32, rrs2 and lipL41 genes to classify 41 reference strains and 79
isolates from the six Leptospira species containing the highest number of
pathogenic serovars. In such a scheme the last three genes showed medium
discriminatory power (Ahmed et al., 2006). In that publication the sequence
types (ST) for each serovar were not assigned. Technically, the inclusion of a
highly variable set of genes would improve the robustness of the technique, for
that reason it might be advisable to replace the genes that have the lowest
variability for those conserved house keeping genes not subjected to
environmental stress that show high variability. In a second MLST proposal by
Thaipadungpanit et al., (2007), the genes chosen were pntA, sucA, pfkB, tpiA,
mreA, fadD and glmU. They reported the same ST in isolates coming from
humans or rodents in the same geographic region, assuming the infection to be
caused by the same strain of L. interrogans (Thaipadungpanit et al., 2007).

Such a scheme is available at (http://leptospira.mlst.net/), however it is limited

for discrimination of L. interrogans and some L. kirschneri strains. The ideal
MLST scheme should provide discrimination beyond the species level and be
valid for all Leptospira serovars. It has been shown recently, that ligB, secY,
lipL41 and rpoB are potential genes to improve a MLST scheme (Cerqueira et

al., 2010). The type 2 secretion system (T2S) secretine encoding gene gspD,
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has been shown to be expressed during infection and to be antigenic
(Rodriguez et al. 2007), the gene has been found in every serovar tested. The
type 2 secretion system (T2S) locus has been found in the five genomes
available at GenBank, Patoc, Copenhagueni, Hardjobovis L550, Hardjobovis
BJ197 and Lai (Ren et al., 2003, Nacimento et al., 2004, Bulach et al., 2006,
Picardeu et al., 2008) and has been also sequenced in the serovars Canicola
an Icterohaemorrhagiae. The objective of this work was to compare the two
available MLST schemes and to evaluate gspD as an alternative gene to
improve a typing scheme for Leptospira. Analysis in silico of the gspD sequence

showed the greatest variability in comparison with lipL32, rrs and lipL41 genes.

Material and Methods

Culture and DNA extraction

Twelve reference strains representing 6 Leptospira species (L. borgpetersenii,
L. interrogans, L. kirschneri, L. noguchii, L. santarosai y L. weilii), were used in
the study strains were donated by the WHO/FAO/OIE-Collaborative Centre of
Reference and Research on Leptospirosis, Australia and Western Pacific
Region, Brisbane, Australia (Table 3). Eighteen isolates obtained in Mexico
from different animal species (dog, bovine, rat, pig and mouse), from different
geographical areas were also included in the study (Figure 1 and Table 1).
Strains were cultured in 100 ml of EMH medium at 30 °C for 7 days. Well
developed cultures were concentred by centrifugation at 10.000 x g/30 min and
DNA was extracted from the pellet by the guanidine-thiocyanate and

chloroform-isoamyl alcohol method as described previously (Boom R 1990).
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In silico analysis

gspD sequences were obtained from chromosome | of L. interrogans serovars
Fiocruz L1-130 (NC _005823) and serovar Lai (NC 004342); and from L.
borpetersenii serovars Hardjobovis L550 (NC_003508) and Hardjobovis BJ197
(NC-008510) (Ren SX 2003; Nascimento AL 2004; Bulach DM 2006). Two
primers were designed to amplify a conserved 568 bp DNA fragment of gspD
(forward primer 3"-GAT TAT AGA ACG ATC ACT CAG- 5" and reverse primer
3-TTA TAT CTC CAA TCG ATC CC- 5"). All primers were synthesized at the
Oligonucleotide Synthesis Facility, Institute of Biotechnology UNAM,

Cuernavaca, Morelos, Mexico.

MLST schemes

Characterization of isolates was performed using internal fragments of genes
proposed in the schemes by Ahmed et al. (2006): adk (adenylate kinase), icdA
(Isocitrate dehidrogenase), lipL32 (Outer membrane lipoprotein LipL32), lipL41
(Outer membrane lipoprotein LipL41), rrs2 (16S rRNA) and secY (pre-protein
translocase SecY) and the internal fragments of genes proposed by
Thipandungpanit et al. (2007): pntA (NAD transhydrogenase subunit alpha-P),
SucA (2-oxoglutarate dehidrogenase), pfkB (ribokinase), tpiA (triosefosfato
isomerise), mreA (rod shape determines the protein rodA), gimU (UDP-N-
acetylglucosamine pyrophosphorylase) and fadD (long chain fatty acids CoA

ligase).
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PCR, purification and sequencing of amplicons

The amplification of gene fragments was performed in a 50 ul reaction volume
with 200 mM of dNTPs (Roche®), 5 ul 10x buffer, 10 pmol of primers and 30 a
60 ng of genomic DNA as template, reactions were run in a Perkin Elmer 2400
PCR System thermocycler. For the amplification of genes proposed by Ahmed
et al., 2006 the parameters used were: an initial denaturation step at 95 °C for 5
min, followed by 40 cycles of denaturation at 94 °C for 30 sec, aligment at 54 °C
for 45 sec and extension at 72 °C for 45 sec and one final extension at 72 °C for
7 min. For the amplification of genes proposed by Thaipadungpanit et al. (2007)
the annealing temperature used were from 50 °C to 54 °C. PCR products were
separated by electrophoresis and visualized in ethidium bromide stained
agarose gels. Amplicons were purified using Montage® columns, PCR products
were sequenced at the Institute of Biotechnology, National Autonomous
University of Mexico using an Applied Biosystems Model 3730 device with the
Tag Dye Terminator Cycle method and by the Macrogen Inc., Seoul, Korea

using an Automatic Sequencer 3730XL.

Sequence editing and analysis

Chromatogram quality, cut and editing from all sequences was assembled and
edited using the Sequencher 4.6 program (Gene Codes Corporation). The
sequences obtained from each gene fragment were compared with sequences
of a database provided by professor Niyaz Ahmed, Hyderabad university, and

the database available at http://leptospira.mlst.net/.
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Polymorphic fragment used

The unreadable sequences at the ends of the DNA fragments were the primers
were set, were taken out to leave only clear sequences. For that reason, in the
Ahmed et al. scheme, three genes were reduced in the length of the
polymorphic fragment proposed. For the secY proposed polymorphic fragment
(549 bp), a 525 bp sequence was used; for lipL41 a 500 bp sequence was used
out of the proposed of 518 bp, and for lipL32 a 450 bp sequence out of the
proposed of 474 bp, was used. In contrast, for the Thaipadungpanit et al.
scheme the complete length of the polymorphic sequence proposed was used
in all the genes (Table 2).

For alleles comparison the Data Analysis for in the Molecular Biology and
Evolution program (DAMBE) was used (Xia X 2001). The Sequence Type
Analysis and Recombinational Tests Version 2 software (START2) (Jolley KA
2004), was also used to calculate the pairwise ratios of nonsynonymous
substitutions to synonymous substitution (the dNIdS ratio). The standard MLST
statistics including the number of polymorphic sites, the average G-C content,
and the allele frequencies, were calculate. The standardized index of
association (IAS) was calculated as (1/1 _ 1)I, where | is the number of loci
(Jolley KA 2004). Phylogenic analysis was corroborated by analysis of the
concatenated sequences with the program Molecular Evolutionary Genetics

Analysis version 4.2 (MEGA 4.2) (Tamura K 2007).

Results

gspD is present in 6 pathogenic Leptospira species
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Accordingly, using a global multiple alignment with gspD sequences from the
GeneBank, we identified two conserved regions in the gene where primers were
designed to amplify a 568 bp DNA fragment and a polymorphic fragment of 544
bp. Such a DNA fragment was amplified from 12 Leptospira reference strains
and 18 isolates from different animal species, and 4 sequences from GenBank
were also included resulting in 13 different gspD genotypes (alleles). Three
different gspD alleles were found in L. borgpetersenii: allele 1, in Mus 127,
Castellon 3, Veldrat Bataviae 46 and the three mice isolates (CRAN13,
CRAN14 and CRAN28) (18.18%); allele 2 was found only in serovar Hardjo,
Hardjobovis L550 and allele 3 in Hardjobovis BJ197 (6.06%). Similarly L.
interrogans showed also three alleles, the most frequent being allele 4 found in
the serovar Canicola, reference strain Hound Utrecht IV, in the 7 dogs isolates
(LOCaS28, LOCaS31, LOCaS34, LOCaS46, LOCaS59, UADY22, CEL60), and
in the pig isolate (Sinaloa ACR) (24.24%)); allele 5 was found in serovar Hardjo,
Hardjoprajitno and the bovine isolates (CAL6, and H89) (12.12%), and allele 6
was found in the Icterohaemorrhagiae reference strain RGA, in isolates LOVe30
(rat) and Palo Alto (dog) and in the GenBank sequences of Copenhageni
FioCruz and Lai 56601 (12.12%). Allele 8 was found in L. noguchii reference
strain Muenchen C90; allele 9 was found in the reference strain Moskva V and
in the bovine isolate (CAL4) (6.06%); allele 10 was found in Cynopteri reference
strain 3522 C; allele 11 was found in L. noguchii serovar Panama reference
strain CZ 214K (3.03%); allele 12 in L. santarosai serovar Shermani reference

strain 1342 K; and in two bovine isolates (MOCA45 and CAL7) (9.09%); finally,
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allele 13 was found in L. weillii serovar Celledoni reference strain Celledoni

(3.03%) (Table 3 and Figure 2).

Amplification and sequencing of selected genes

With the Ahmed et al. (2006) scheme, the rrs2 and secY genes fragments were
amplified in all strains used yielding thirteen and eight alleles respectively. Even
though genes icdA and lipL41 showed also 13 alleles, icdA was not amplified in
serovar Ballum reference strain Castellon-3 and lipL41 was not amplified from
serovar Celledoni reference strain Celledoni. Genes adk with 12 and lipL32 with
11 alleles were not amplified either from serovar Celledoni.

Using Thaipadungpanit et al. (2007) scheme, glmU gene showed 7 different
alleles however, it was not amplified from the L. weillii and L. santarosai strains.
pntA showed 9 different alleles but was not amplified from the bovine isolates
CAL7 and MOCAA45 neither the serovar Shermani strain 1342 K. sucA specific
primers amplified neither strains of L. borgpetersenii (Ballum Mus, Ballum
Castellonis, Javanica), nor the three mice isolates, nevertheless 9 different
alleles were obtained. The fadD gene fragment was amplified only from the L.
interrogans strains, showing 6 alleles, but is not present in L. borgpetersenii
genomes (Hardjobovis L550 and BJ197). The pfkB gene showed 9 alleles but it
was not amplified from strains of L. borgpetersenii, L. santarosai or L. hoguchii.
The tpiA gene showed 8 different alleles but was not amplified from L.
borgpetersenii, L. santarosai or L. weilli. The mreA gene showed 9 alleles,
however the fragment was not amplified from L. borgpetersenii, L. santarosai or

L. weillii (Tables 2 and 3).
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gspD, icdA, and secY were the genes with the largest number of alleles found
with 13 and highest numbers of polymorphic sites: 264, 139 and 105
respectively. Similarly, 13 different alleles were obtained in lipL41 and 96
polymorphic sites. adk and lipL32 have 11 alleles each and 105 polymorphic
sites. The rrs2 gen showed the lowest number of alleles (8) and polymorphic
sites (17). In contrast, using the Thaipadungpanit et al. scheme (2007) the
largest number of polymorphic sites (44) was obtained in fadD with 6 different
alleles. The pntA gene showed 9 different alleles and 43 polymorphic sites, tpiA
and pfkB had 8 and 9 alleles respectively and 39 polymorphic sites each, mreA
had 7 different alleles and 39 polymorphic sites, sucA showed 9 alleles and 31
polymorphic sites; finally, the lowest number of polymorphic sites (27) was
found in glmU with 7 different alleles, but again only the L. interrogans and L.
kirschneri strains were amplified (Table 2).

The average number of alleles per locus for the six genes of Ahmed et al.
(2006) was 11.33 (range, 8 to 13) and for Thaipadungpanit et al. (2007) was
7.57 (range, 6 to 9). The average G-C content for each gene Ahmed et al. 2006
was estimated in a range of 32.28% for lipL32 up to 51.90% for the rrs2 gene;
and for Thaipadungpanit et al. (2007), the G-C content was estimated in
35.80% for the pfkB up to 44.34% for the pntA (Table 2). No insertions or
deletions were observed in any of the sequences. For every one of the 13
genes, the concatenated sequences obtained from the 34 organisms compared,
all them were aligned with no gaps and a number assigned. gspD showed 6
deletions codifying for 2 amino acids in all L. borgpetersenii, L. santarosai and

L. welllii serovars. The sequences revealed from 17 (rrs2) up to 139 (secY)

146



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

polymorphic sites, in the Ahmed et al. scheme (2006) and from 27 (glmU) up to
44 polymorphic sites (fadD) in the Thaipadungpanit et al. scheme (2007). The
average dNIdS values shown in Table 2 were all <1, indicating that most of the
sequence variability was selectively neutral for the genes included in the MLST
analysis and the variation between alleles was always located at one or a few
nonadjacent nucleotide sites. For each of the 14 genes, the number of
synonymous substitutions was at least three times larger than the number of
non synonymous substitutions that led to amino acid changes during translation

(Table 2).

Sequence types found

In the scheme of Ahmed et al. (2006), the sequence types (ST) obtained from
the mice isolates (CRAN13, CRAN14 and CRAN28), were the same as that for
L. borgpetersenii serovar Ballum Mus 127. The dog isolates obtained from
Mexico City (LOCaS28, LOCaS31, LOCaS34, LOCaS46 and LOCaS59),
Yucatan (UADY22), Sinaloa (Sinaloa ACR) and Toluca (CEL60) all them
showed the same ST as the one from L. interrogans serovar Canicola strain
Hond Utrecht IV. The bovine isolates CAL6 and H89 had the same ST as L.
interrogans serovar Hardjo strain Hardjoprajitno. The rat isolate (LOVe30)
showed the same ST as L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae strain
RGA. The bovine isolate (CAL4) shared the same alleles in the genes adk,
lipL41, rrs2 and gspD, with L. kirschneri serovar Grippotyphosa strain Moskva
V, while the three other genes in CAL4 (lipL32, icdA and secY), were conserved

with those from other strains of L. kirschneri. Another bovine isolate (CAL7),
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showed the same rrs2 allele as that from other L. santarosai serovars (Tablel).
The lack of fragment amplifications resulted in the impossibility to characterize
serovars Castellonis or Celledoni. For the Thaipadungpanit et al. (2007)
scheme, it was not possible to obtain the STs of any isolate belonging to L.
borgpetersenii, including the three isolates from mice (CRAN13, CRAN14 and
CRAN28), the strains Ballum Mus 127, Ballum Castellonis Castellon 3 and
Javanica Veldrat Bataviae 46. Similarly, it was not possible to amplify DNA
fragments for every gene in L. noguchii serovar Panama; L. santarosai serovar
Shermani, from any of the two bovine isolates (CAL7, MOCAA45) and from L.
weillii serovar Celledoni. STs were obtained for L. interrogans isolates obtained
from dogs (LOCaS28, LOCaS31, LOCaS34, LOCaS46, LOCaS59, UADY22,
Sinaloa ACR and CELG60), all them sowed the same ST as that L. interrogans
serovar Canicola Hond Utrecht IV strain. The bovine isolates (CAL6 an H89)
showed the same ST as L. interrogans serovar Hardjo subtype Hardjoprajitno.
The strain isolates LOVe30 and Palo Alto showed the same ST as the L.
interrogans serovar Icterohaemorrhagiae RGA strain. The bovine isolate CAL4,
share the same alleles with L. kirschneri serovar Grippotyphosa stain Moskva V

with the exception of tpiA and sucA genes (Table 1).

Discussion

gspD encodes the putative secretine of the type two secretion system (T2S)
found in Leptospira, it is conserved in the five genomes of pathogenic
leptospires available up to date in GenBank, serovars Copenhageni

(NC_005823), Hardjobovis L550 (NC _003508), Hardjobovis BJ197
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(NC_008510) and Lai (NC_004342) it has also been sequenced in the non
pathogenic serovar Patoc (NC_010602) and has been sequenced in serovars
Canicola (Ordofiez 2010) and Icterohaemorrhagiae (Flores 2006). In this study
we discovered the presence of thirteen different gspD genotypes in a collection
of twelve Leptospira reference strains, four GeneBank sequences and eighteen
isolates from cattle, rat, pig, dogs and mice from different regions in Mexico.
The specific gspD genotype distribution of the isolates examined was related to
their STs determined by two diferent MLST schemes, in order to find a possible
association between variations in the gspD gene and the genotypic framework
provided by MLST. Its presence in all strains and the range in sequences
variability (78 to 99%) made gspD as a suitable alternative to be used in an
MLST scheme for Leptospira discrimination. The inclusion of gspD improves
the robustness of MLST. Candidate genes to be used in an MLST scheme must
be conserved in all strains for identification and have a high variability. gspD
was amplified in all the strain studied, showed the highest number of
polymorphic sites (264) and the number of alleles obtained with gspD was as
high (13), as those obtained with secY, with the advantage of having the
greatest discriminatory power of all considered genes. (Table 2)

The results obtained in the MLST analysis focus of this investigation supported
earlier results rearding the weak clonal population structure of Leptospira
(Letocart, Boerlin et al. 1999). Three new STs were found among the 34 strains
studied providing further evidence of the great genotypic diversity of the
Leptospira species and serovars (Figure 3). The partial sequences of six

housekeeping genes of Ahmed et al. (2006), revealed a high level of genetic
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variation; 501 nucleotidic substitutions were detected in a 2,964 bp
concatenated sequence, yielding 17 sequence types (ST). In contrast, the
partial sequences of seven housekeeping genes of Taipadungpanit et al.
(2007), revealed 260 nucleotidic substitutions in a concatenated sequence of
3,165 bp, yielding 8 ST. The estimates of the standardized index association
values in this study (/A and /AS), indicated a significant linkage disequilibrium.
These results further supported the conclusion that Leptospira has a weak
clonal population structure (Letocart, Boerlin et al. 1999). Based on the
amplification of the alleles or the genes proposed by the two schemes, it is
possible conclude that the Ahmed et al. (2006) scheme, can be used to
characterize isolates from the species L. alexanderi, L. borgpetersenii, L.
interrogans, L. kirschneri, L. noguchii, L. santarosai and L. weilli.
Thaipadungpanit et al. (2007) scheme on the other hand, can be used
exclusively in the species L. interrogans and L. kirschneri. It is necessary to
assess the patterns with serovars from other pathogenic species such as: L.
broomii, L. weillii, L. faine, L. inadai, L. licerasiae, L. alstonii, L. terpstrae and L.
wolffii to evaluate the use of these arrangements on species where no
information of the characterization by MLST yet exists.

MLST analysis revealed the identity of Leptospira isolates from domestic
animals and rodents, obtained in different years and from four diverse
geographic locations in Mexico. The dog isolates from Mexico city (LOCaS28,
LOCaS31, LOCaS34, LOCaS46 and LOCaS59), from Yucatan (UADY22) and
from Toluca (CEL60); one pig isolate from Sinaloa (Sinaloa ACR), as well as

the reference strain Canicola Hond Utrecht IV, all these were assigned the
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ST251. Isolates CAL6 and H89 obtained from cattle have the same ST that L.
interrogans serovar Hardjo (ST254). The rat isolate (LOVe30) and the dog
isolate (Palo alto), both were assigned the ST5, the same as L. interrogans
serovar Icterohaemorrhagiae strain RGA. In addition, we report here, three new
STs: ST259 a bovine isolate (CAL4), shares the same alleles with L. kirschneri
serovar Grippotyphosa in genes adk, lipL41, rrs2 and gspD, while the other
three genes (lipL32, icdA and secY), were observed in L. kirschneri strains
other than Grippotyphosa. The STs, ST260 and ST261 were also obtained
from cattle and share the same rrs2 allele with various serovars of L.
santarosai, however the other genes showed new alleles that phylogenic
analysis suggested they belong to L. santarosai. The sequence type ST250 of
L. borgpetersenii serovar Ballum has not been reported previously in either
MLST schemes, here we report for the first time the same ST for this serovar
and the three mice isolates (Figure 1). Thaipadungpanit et al. scheme (2007)
was of not use to characterize any of such isolates, because of failure in PCR
amplification. None of the seven genes proposed in this scheme amplified all
the strains (Table 3). The isolates CAL4, CAL7, MOCA45 and the three mice
isolates (CRAN13, 14 and 28) have not been previously reported in Mexico,
furthermore, in the case of ST257, the bovine isolate CAL7 of L. Santarosai, it
has not been previously reported worldwide.

The discrimination of isolates in a region would allow to establish specific
programs for prevention and control of leptospirosis. Here, we present the first
census of serovars and species found in Mexico up to date characterized by

MLST. This confirmed the presence of serovars adaptated to a maintenance
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host, such as the case of serovar Ballum adapted to different mice species;
Canicola to dogs; Hardjoprajitno to cattle and Icterohaemorrhagiae to rat. This
is a call for disease control and public health, our findings point out the infection
risk that exists for some population groups. MLST has been used to
characterize new isolates from a variety of pathogenic and non-pathogenic
microorganism (www.mist.net/, pubmlst.org/, mist.ucc.ie). The two MLST
schemes used in this study for characterization of isolates of Leptospira, allow
us to know whether strains are pathogenic or saprophytes, the species,
serogroup and serovar of the isolates. MLST is a fast and promising technique
highly robust, portable and unambiguous for the accurate characterization of

Leptospira isolates.
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1 Tables and Figures

Specie Serogroup Serovar Isolate Characterization method | Year Institution
1 | L. borgpetersenii Ballum Mus CRAN 13 | 51583e3r,ilgsgﬁLFP 2006 FMVZ- UNAM
2 | L. borgpetersenii Ballum Mus CRAN 14 Serology, 2006 FMVZ- UNAM
1S1533,16S,RLFP

3 | L. borgpetersenii Ballum Mus CRAN 28 |3155383r,(i|§sg,)§|fp 2006 FMVZ- UNAM
4 L. interrogans Canicola Canicola CEL60 Serology,16S,RLFP 2002 FMVZ- UAEMex
5 L. interrogans Canicola Canicola LOCAS 28 Serology 2004 FMVZ- UNAM
6 L. interrogans Canicola Canicola LOCAS 31 Serology 2004 FMVZ- UNAM
7 L. interrogans Canicola Canicola LOCAS 34 Serology 2004 FMVZ- UNAM
8 L. interrogans Canicola Canicola LOCAS 46 Serology 2004 FMVZ -UNAM
9 L. interrogans Canicola Canicola LOCAS 59 Serology 2004 FMVZ -UNAM
10 L. interrogans Canicola Canicola UADY22 Serology 2002 FM- UADY
11 L. kirshneri Grippotyphosa |  ----m--ee- CAL4 Serology,16S 2003 FMVZ- UAEMex
12 L. interrogans Sejroe Hardjo CALSG6 Serology,16S 2003 FMVZ -UAEMex
13 L. santarrosali Mini | - CAL7 Serology,16S 2003 FMVZ- UAEMex
14 L. interrogans Icterohaemorrhagiae | Icterohaemorrhagiae | LOVe30 | ~  ------mmm- 2008 FMVZ -UNAM
15 L. santarrosai Tarassovi | = -meemeeeee MOCA45 Serology 2010 FMVZ- UNAM
16 L. interrogans Sejroe Hardjo H89 Serology 1989 FMVZ- UAM
17 L. interrogans Canicola Portland vere SX‘énga Serology 1992 FMVZ- UAM
18 L. interrogans Icterohaemorrhagiae | Icterohaemorrhagiae | Palo Alto Serology | ---- CENID-INIFAP

2

Table 1. Cense about the Mexican isolates. Were proportioned for different laboratories of deferent
places of México, FMVZ UNAM: Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad
Nacional Auténoma de México; FMVZ UAEMex: Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
Universidad Auténoma del Estado de México; FMVZ UAM-X Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, Universidad Autonoma Metropolitana- Xochimilco; FM UADY Facultad de Medicina,
Universidad Auténoma de Yucatan; CENID-INIFAP: Centro Nacional de Investigacion disciplinaria
en Microbiologia del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias

Ahmed et al., 2006 Thaipadungpanit et al., 2007

Gene gspD | adk | icdA | secY | lipL32 | lipL41 | rrs2 | gImU | pntA | sucA | fadD | tpiA | pfkB | mreA
Length (bp) 1798 | 564 | 1197|1383 | 819 | 1068 |1512| 759 |1169|2762|1938| 752 | 986 | 1523
Amplified fragment (bp) 550 | 531 | 674 | 549 | 474 | 520 | 541 | 450 | 637 | 539 | 576 | 533 | 538 | 601
Polymorphic sequence (bp) | 528 | 430 | 557 | 520 | 450 | 500 | 452 | 444 | 525 | 447 | 456 | 426 | 432 | 435
Polymorphic sites 264 | 105 | 105 | 139 | 39 96 17 | 27 | 43 | 31 | 44 | 39 | 39 | 37
No. of alleles found 13 | 12 | 13 | 13 11 13 8 7 9 9 6 8 9 7
Strains amplified 30 |29 | 29 | 30 29 29 30 | 26 | 27 | 24 | 19 | 20 | 20 | 20
% GC 41.3 |41.6|40.6 | 38.2 | 46.56 | 42.46 | 51.9 | 39.5 | 44.3 | 42.6 | 35.9 | 39.2| 35.8 | 38.0
dN / dS 0.11 {0.03|0.01 | 0.01 | 0.04 | 0.04 |2.07 | 0.04 | 0.00 | 0.00 | 0.04 [ 0.06|0.02 | 0.01

6

Table 2. Allelic diversity parameters used to compare gspD versus the genes included in
Ahmed et al., 2006 and Thaipadungpanit et al., 2007 schemes in this study (the results were
estimated only with the strains that had sequence type)
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Source | Strain Place Geolocation
1 Bovine | CAL 4, CAL6, CAL7 Toluca, Estate of Mexico 19°19° 1.69” N 99° 37’ 52.65”
w
2 Bovine | H89 Tizayuca, Hidalgo 19°49° 60 N 98° 58 60”° W
3 Bovine | MOCA45 Villa Hermosa, Tabasco 18° 17 8.65” N 92° 55* 22.26”
w
4 Dog CEL60 Toluca, Estate of Mexico 19°24° 28.54> N 99° 41’ 23.87”
w
5 Dog UADY22 Merida, Yucatan 20° 58 12.18” N 89°37° 12.01”
w
6 Dog Palo Alto Cuajimalpa, Federal District 19° 22’ 47.65° N 99° 15° 22.19”
W
7 Dog LOCaS28, LOCaS31, LOCaS34, | San Juan de Argén, Federal | 19°27° 51.57> N 99° 4’ 40.72”
LOCaS46, LOCaS59 District w
8 Swine Sinaloa ACR Sinaloa 24° 47’ 12.25” N 117° 22’
49.34” W
9 Rat LOVe30 Taxquefa, Federal District 19° 20’ 15.61” N 99° 7° 29.55”
w
10 Mause CRAN13, CRAN14, CRAN28 Teoloyucan, Estate of Mexico 19°44 11 N 99°9’ 1 W
3

4 Figure 1. Origin of the isolates used in this study. Displays the name of the isolate,
animal host which it was isolated and Geografic place where isolate was obtained.

5
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gspD LOCaS34 292

2 gspD LOCaS46 293
3 gspD LOCaS59 294
gspD LOCaS28 290
4 " gspD Portland vere 296
5 gspD CEL60 286
gspD Canicola 273
gspD LOCaS31 291
6 7/ gspD UADY22 298 >L interrogans
gspD Muenchen 279 '
; i | gspD H89 297
gspD CAL6 2283
gspD Hardjo 276
8 - a1 19SpD Palo Alto 295
9 ] gspD 56601 303 *
- gspD Ictero 277
10 gspD LOVe30 299

100 gspD FioCruz 302

gspD Cynopteri 274 . .
495|_7{gspD Grippotyphosa 275~ L- kirschneri
52! gspD CAL4 282

gspD Panama 280 L. noguchii

e519SpD CAL7 2284
% ﬁ gspD VH45 285 } L. santarosai
gspD Shermani 281
adk Celledoni 275 L. weilii
ﬂ[gspD L550 300 *
38 gspD BJ197 301* —
gspD Mus 272

33| | gspD Javanica 278
gspD CRAN14 288 L. borgpetersenii
gspD CRAN28 289
gspD CRAN13 287
adk Castellonis 272

— _

0.m

Figure 2. Distance matrix of selected gspD sequences from Mexican isolates, reference strains
and Genebank sequences obtained by Neighbor Joining 2000 replicates. The percentage of
replicates is identified as a number nearest to branch, after multiple alignment with the BioEdit
program, of different gspD alleles of Leptospira. Alleles with more less than 0.02 were
classified by specie. The gspD nucleotide sequences from gene bank are marked with an
asterisk.
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Figure 2. Genetic relatedness among Mexican isolates. Based on databases the concatenated
sequences of the seven candidate housekeeping genes loci proposed by Thaipadungpanit et al.
(2007). See table 1 for detailed information on isolates/strains.
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Figure 3. Genetic relatedness among Mexican isolates. Based on databases the concatenated
sequences of the six candidate housekeeping genes loci analyzed proposed by Ahmed et al.

2006. See table 1 for detailed information on isolates/strains.
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Ahmed ef al ., 2006 scheme Thaipadungpanit ef al ., 2007 scheme | =
Specie Serogroup Serovar strain gspD |adk |icdA |lipl32 |lipl41|rs2  |secY |ST  |gimu ] i
L borgpetersenii [Ballum Castelloniz Castellon 3 1 1158 51 55 41 34 1 1
L. borgpetersenii  |Ballum Mus 127 1 1158 97 g1 5o 41 34 250 1 1
L. borgpetersenii  |Ballum Mus CRAN13 1 1158 97 g1 5o 41 34 250 1 1
L. borgpetersenii  |Ballum Mus CRAN 14 1 1158 97 g1 5o 41 34 250 1 1
L. borgpetersenii | Ballum Mus CRAN 28 1 118 g7 51 5o 41 34 250 q 1
L. borgpstersenii |Javanica Javanica “Veldrat Batavia 1 g8 76 74 55 41 34 2585 1 7
L. borgpetersenii | 3ejroe Hardjoboviz  |Lss0 12 87 i) 75 123 41 118 | 282 & 9 8 7 8 B
L. borgpetersenii | 3ejroe hardjobovis  |BJ157 13 87 121 75 124 41 118 | 263 5 9 8 7 8 B
L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht 2 ] 1 1 1 -l 7 251 3 3 3 2 3 4 h 37
L. interrogans Canicola Canicola CELGO0 2 ] 1 1 1 el 7 25 3 3 3 2 3 4 A 37
L. interrogans Canicola Canicola LOCAS 28 2 2 1 1 1 2 7 251 3 3 3 2 3 4 5 37
L. interrogans Canicola Canicola LOCAS M 2 ] 1 1 1 el 7 25 3 3 3 2 3 4 A 37
L. interrogans Canicola Canicola LOCAS 34 2 ] 1 1 1 el 7 25 3 3 3 2 3 4 A 37
L. interrogans Canicola Canicola LOCAS 45 2 el 1 1 1 = 7 259 3 3 3 g 3 4 h 37
L. interrogans Canicola Canicela LOCAS 59 2 z 1 1 1 2 7 251 3 3 3 2 3 4 g 37
L. intsrrogans Canicola Canicola UADYZ2 2 2 1 1 1 2 7 251 3 3 3 2 3 4 b 37
L. intsrrogans Canicola Portland vere | Sinalea 2 2 1 1 1 2 7 251 3 3 3 2 3 4 b 57
L. interrogans Sejroe Hardjo Hardjo prajitne g c 2 z 3 2 113 754 1 1 2 é 1 7 4 20
L. interrogans Sejroe Hardjo CALE g g 2 2 3 2 113 254 1 1 2 5 1 T 4 0
L. interrogans Sejroe Hardjo HES 5 5 2 2 3 2 113 | 254 1 1 2 & 1 7 4 20
L. interrogans lcterohaemorrh |lcterehasmorrh [RGA B 1 1 z z 1 1 g 1 1 2 1 2 10 4 17
L. interrogans lcterohaemorrh |lcterohaemerrh [ MR30 B 1 1 z z 1 1 g 1 1 2 1 2 10 4 17
L. interrogans lcterohaemorrh |lcterohaemerrh [Palo Atto B 1 1 2 2 1 1 g 1 1 2 1 2 10 4 17
L. interrogans lcterohaemorrh |Copenhageni  |FiaCruz B 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2 10 4 17
L. interrogans Lai Lai 56601 6 2 2 2 2 1 z z 1 1 1 1 1 1 1 1
L. kirshneri Cynopteri Cynopteri 3522-C 8 39 32 3 42 24 112 | 252 17 22 15 15 22 33 18 0
L. kirshneri Grippotyphosa |Grippotyphosa [Moskva WV 4 28 119 18 120 56 g 25 12 19 11 17 21 130 17 | B2
L. kirshneri Grippotyphosa | Cala 4 28 120 63 122 66 43 25 2 19 22 17 22 30 24 114
L. noguchii Australis Mienchen Midenchen C80 q g 2 tq 120 49 24 256 g 1 2 1 4 13 9 ]
L. noguchii Panama Panama (CE214K) T 17 101 2 105 &7 c 2
L. zamtarrosai Shermani Shermani 1342-K 10 52 52 ol 124 12
L. zantarrosai Wini CALY 11 117 45 34 79 18
L. =antarrosai Taraz=ovi MOCA4S 11 i) 48 s 74 12
L weilii Celledoni Celledoni Celledoni 3 - 112 _1

Table 3. Number of alleles and STs number found to amplified fragments of genes from the reference strains, Leptospira isolates

and genes found in the genomes published in GeneBank. The boxes in red indicate than the primers did not amplify the fragment,
in black boxes indicate the STs not assigned to the stains or isolates due to lack of amplified fragments.



CAPITULO 7. Discusion

El gen gspD codifica para la supuesta secretina del sistema de secrecion tipo Il
(T2S) de Leptospira, éste fue encontrado en los cuatro genomas que actualmente
se encuentran disponibles en GenBank de las serovariedades Copenhageni
(NC_005823), Hardjobovis L550 (NC_003508), Hardjobovis BJ197 (NC_008510)
and Lai (NC_004342), gspD también ha sido secuenciado en la serovariedad
Patoc (NC_010602) de L. biflexa y en las serovariedades Canicola *?° e
Icterohaemorrhagiae 2%, Se encontraron 13 alelos de gspD en una coleccién de
12 cepas de referencia, 4 secuencias encontradas en el GeneBank y 18 aislados
de bovinos, rata, cerdo, perros y ratones obtenidos en diferentes tiempos y
regiones de México. La distribucion de los genotipos de gspD de los aislados
examinados esté relacionada con los STs determinados por los dos esquemas de
MLST y existe asociacion entre las variaciones en el gen gspD y el marco
genotipico proporcionado por MLST.

La inclusion de gspD mejora la robustez del MLST. gspD esté presente en todas
las cepas y aislados utilizados con una variabilidad del 78 al 99%. Los genes
candidatos para ser usados en MLST tienen que ser altamente conservados en
todas las cepas y deben tener una alta variabilidad ?°% 2%, gspD fue amplificado
de todas las cepas estudiadas y mostré junto con secY el nimero mas alto de
alelos (13) y tuvo el nUmero mas alto de sitios polimorficos (264), esto se traduce
en el mejor poder discriminatorio sobre todos los genes considerados.

Los resultados obtenidos en el analisis de los genes concuerdan con la hipotesis
de que Leptospira tiene una débil estructura poblacional clonal ?°2. Tres nuevos
STs se encontraron entre las 34 cepas estudiadas proporcionando una prueba
mas de la gran diversidad genética de las especies y serovariedades de
Leptospira. Las secuencias parciales de seis genes propuestos por Ahmed et al.

(2006) 71 revelaron un alto nivel de variaciéon genética; 501 sustituciones
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nucleotidicas fueron detectadas en una secuencia concatenada de 2,964 pb,
produciendo 17 STs. Por el contrario, las secuencias parciales de siete genes de
propuestos por Thaipadungpanit et al. (2007) ¥ revelaron Gnicamente 260
sustituciones nucleotidicas en una secuencia concatenada de 3,165 pb y solo 8
STs.

Con base en la amplificacion de los alelos o genes propuestos en los dos
esquemas, es posible concluir que el esquema de Ahmed et al. (2006) *'", puede
ser utilizado para caracterizar los aislados de las especies L. alexanderi, L.
borgpetersenii, L. interrogans, L. kirschneri, L. noguchii, L. santarosai y L. weillii.
Por otro lado, el esquema de Thaipadungpanit et al. (2007) '8 puede ser
utilizado exclusivamente en aislados de las especies L. interrogans y L. kirschneri.
Es necesario evaluar los patrones de serovariedades de otras especies
patdgenas, tales como: L. broomii, L. welllii, L. faine, L. inadai, L. licerasiae, L.
alstonii, L. terpstrae y L. wolffii para determinar los STs de las especies en donde
todavia no existe informacion sobre su caracterizacién por MLST.

El andlisis MLST reveld la identidad de los aislados de Leptospira obtenidos de
diferentes animales domésticos y roedores y de diversas zonas geograficas en
México. Los aislados de perros de la ciudad de México (LOCaS28, LOCaS31,
LOCaS34, LOCaS46 y LOCaS59), de Yucatan (UADY22) y de Toluca (CEL60) y
un aislado de cerdo de Sinaloa (Sinaloa ACR), asi como la cepa de referencia
Canicola Hond Utrecht IV, todos estos se les asign6 el ST251. Los aislados de
bovino obtenidos en Toluca CAL6 y en Tizayuca (H89) obtenidos de animales
tienen el mismo ST (ST254) que L. interrogans serovariedad Hardjo
(Hardjoprajitno). A los aislados de rata (LOVe30) y de perro (Palo Alto) se les
asigno el ST5, al igual que a L. interrogans serovariedad Icterohaemorrhagiae
cepa RGA.

El ST250 de L. borgpetersenii serovariedad Ballum no ha sido reportado por
ninguno de los esquemas de MLST por lo que aqui se reporta por primera vez

este ST aislado a partir de ratones.
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Ademas, se obtuvieron tres nuevos STs: La tipificacion por MLST de CAL4 mostro
un nuevo tipo de secuencia: ST259, no registrado anteriormente en ninguna otra
serovariedad de Leptospira y que filogenéticamente evolucioné a partir de la
serovariedad Grippotyphosa cepa Moskva V. CAL4, mostré los mismos alelos en
los genes, adk, lipL41, rrs2 y gspD, con L. kirschneri serovariedad Grippotyphosa
mientras que los otros tres genes (lipL32, icdA y secY), se observaron en otras
cepas de L. kirschneri distintas Grippotyphosa. Lo anterior concuerda con la
identificacion seroldgica, donde se obtuvo el mayor titulo de anticuerpos con la
serovariedad Grippotyphosa.

En diferentes paises se ha registrado la infeccion en bovinos con serovariedades
atipicas (diferentes a Hardjo), que se presentan en forma endémica en una region,
pero no se conoce el impacto que dichas serovariedades puedan tener sobre la
produccién y sobre la salud de los animales y del hombre, asi como la probable
fuente de infeccion, tal es el caso de las serovariedades Kennewicki en Chile 1?2,
Zanoni en Australia ??!!, Fugis y Zimbabwe en Zimbabwe %2 y Guaricura en

Brasil 229,

En el presente trabajo se informa sobre el aislamiento de
serovariedades que no son registradas comunmente en bovinos, como son los
casos de los aislados CAL7 de la serovariedad Mini (ST260) y MOCA45 de la
serovariedad Tarassovi (ST261), ambos aislados de la especie L. santarosai. La
[224] y L.

borgpetersenii *?*), pero Mini de L. santarosai no se habia encontrado en bovinos,

serovariedad Mini ha sido registrada en las especies L. interrogans

por otro lado, la serovariedad Tarassovi de la misma especie, L. santarosai, ha
sido aislada previamente de bovinos en Centro y Sudamérica, pero no en México,
hasta este informe.

Es generalmente conocido que la sensibilidad de la prueba de AM aumenta

cuando se incluyen las cepas aisladas (autéctonas) de la regién geografica [ 2%

227l Por lo que se sugiere sustituir los aislados por las cepas de referencia para
futuros estudios serolégicos, ademas de realizar la busqueda de éstas y otras
serovariedades que prevalecen en la regién, mediante el aislamiento del agente
etiologico, y no solo con base en los resultados de serologia.
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La identificacibn de las cepas de leptospiras en una regién, da pautas para
establecer programas de prevencion y control de la leptospirosis. Aqui se presenta
el primer censo de las serovariedades y especies que han sido aisladas y
caracterizadas por MLST. Esto confirma la presencia de serovariedades
adaptadas a hospederos de mantenimiento, como es el caso de la serovariedad
Ballum (ST250) adaptada a ratones: Canicola (ST251) adaptada a los perros;
Hardjoprajitno (ST254) adaptada a los bovinos e Icterohaemorrhagiae (ST5)
adaptada a las ratas. Estos hallazgos son una llamada de atencién para las
autoridades de salud publica sobre los puntos de riesgo de infeccidén existentes
para algunos grupos de poblaciones.

El MLST ha sido usado para caracterizar nuevos aislados tanto de

201,207, 2131 (\yww.mist.net/,

microorganismos patdégenos y no patdégenos
pubmlst.org/, mist.ucc.ie). Los dos esquemas de MLST utilizados en este estudio
para caracterizar aislados de Leptospira, permitié caracterizar las cepas y conocer
si las cepas son saprofitas o patégenas, el serogrupo y la serovariedad de cada
aislado. MLST es una rapida y prometedora técnica con alta robustez, portatil y no

ambigua para la caracterizacion correcta de aislados de Leptospira.
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