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Resumen
La leptospirosis es una enfermedad aguda y febril considerada actualmente la
zoonosis de mayor distribucion mundial y de reporte obligatorio en muchos paises,
esta asociada al riesgo profesional, siendo los mas afectados los médicos vete-
rinarios, agricultores y empleados de mataderos. Esta enfermedad constituye un
importante problema en la Salud Publica, tanto en paises en vias de desarrollo
como en los paises desarrollados. Dependiendo de las condiciones, las
leptospiras pueden sobrevivir desde unas cuantas horas en poca humedad hasta
seis meses en agua estancada en inundaciones, a temperatura ambiente con un
pH de 7.2 a 8.0 (bajo condiciones de laboratorio). La supervivencia en agua de rio
es mas corta, pero es prolongada a bajas temperaturas, sin embargo en agua
potable disminuye el tiempo de supervivencia a pocas horas. El lento crecimiento
de las leptospiras patégenas ha impedido el uso eficaz de las técnicas habituales
de bacteriologia para el diagndstico de leptosoérosis, por o que se han empleado
técnicas moleculares que resultan mas sensibles para su deteccion o bien
métodos indirectos para la deteccion de anticuerpos especificos. La reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) es una herramienta rapida, sensible y especifica,
sin embargo, esta técnica no logra hacer una diferenciacion entre bacterias viables
y no viables. Con el fin de detectar la viabilidad de Leptospira en agua, se
desarrollé un ensayo para la deteccion de los precursores de rRNA bacterianos
(prerRNA), que se encuentran en las leptospiras metabdlicamente activas. Se
utilizaron cepas de Leptospira interrogans serovariedad Canicola cepa LOCaS46,

serovariedad Icterohaemorrhagiae cepa LOVe30 y Leptospira santarosai
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serovariedad Tarassovi cepa MOCA 45, las cuales fueron cultivadas en 6 ml de
medio EMJH liquido modificado, se incubaron a 30°C hasta alcanzar la fase
estacionaria, se cuantificaron con una camara de Petroff-Hausser. Se prepararon
dos juegos de diluciones incubandose a 20 °C y 30°C. Se realizo6 la evaluacién de
la supervivencia mediante la deteccion de precursores de rRNA a los 3 y 30 dias
de incubacion. La estimulacion nutricional de las leptospiras en dilucion se llevo a
cabo con 9 ml de medio EMJH modificado, durante 3, 6 y 18 horas. Se realiz6 la
extraccion de RNA de las muestras estimuladas y se empleé el ensayo de qPCR
para la deteccion de pre-rRNA, los iniciadores Lepto-F1
(5°’AAATTGCCCGCAAGGGTA 37) y Lepto-R1 (5" TTGCTACTCCGCTTGACTTG
3’), especificos para el gen 16sRNA. La deteccion de pre-rRNA se correlaciona
con la viabilidad de Leptospira debido a su capacidad para sintetizar dichos
precursores en respuesta a un breve estimulo nutricional que es exclusiva de las
bacterias metabdlicamente activas. Se observdé una mayor cantidad de material
genético en las muestras incubadas a 30°C, con una concentracion bacteriana de
10° con tres horas de estimulacién nutricional, en contraste con las muestras no

estimuladas.

Palabras clave: Leptospira, vabilidad, RT-gPCR, pre-RNA, 16sRNA, extraccién de

RNA
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Abstract
Leptospirosis is an acute disease, currently considered the zoonosis with the
higest global distribution and of obligatory report in many countries. It is associated
with profesional activities such as veterinarians, farmers and slaughterhouse
employees. This disease constitutes an important problem in public health, both in
countries in route of development and developed countries, Depending on the
conditions, leptospira can survive from a couple of hours in few humidity to six
months in stagnant water in floods. Leptospiras remain viable in the water at
ambient temperature with a pH from 7.2 to 8.0 (under laboratory conditions).
Survival in lake water is shorter but is prolonged in low temperatures, in potable
water survivability time decreases to only a few hours. The slow growth of
Leptospira in liquid and solid mediums, summed to their slow metabolism, have
hindered the efficient use of habitual technics of bacteriology for their diagnostic,
therefore molecular technics have been employed, that result more sensitive for
their detection. Polymerase chain reaction (PCR) is a fast tool, sensitive and
specific, nevertheless, this technic does not achieve to make a differentiation
between viable and non- viable bacteria. In order to better the specificity of the
PCR for the determination of viability of Leptospira, A test was developed for the
detection of the bacterial rRNA (prerRNA) precursors, which are found in
metabolically active leptospiras. Strains were used of Leptospira interrogans
serovar Canicola strain LOCaS46, serovar Icterohaemorrhagiae strain LOVe30

and Leptospira santarosai serovar Tarassovi strain MOCA 25, which were

XVl



cultivated in 6 ml of EMJH modified liquid medium, they were incubated at 30°C
until reaching stationary phase (14 days approximately), and were quantified with a
Petroff-Hausser counting chamber. Two sets of incubating dissolutions were
prepared, in the first case, at 20 °C and the second at 30°C. Evaluation was made
of survivability through the detection of rRNA precursors at 3 and 30 days of
incubation. The nutritional stimulation of the leptospiras’ in dissolution was carried
out with 9 ml of modified EMJH medium, during 3, 6 and 18 hours. The RNA
extraction was made from the stimulated samples and was employed like a
template gPCR test for the detection of pre-rRNA, in which the initiators Lepto-F1
(5’ AAATTGCCCGCAAGGGTA 3) were used and Lepto-R1 (5
TTGCTACTCCGCTTGACTTG 3°) specifically for gen 16sRNA. Pre-rRNA
detection correlates with the viability of Leptospira due to the capability of
synthetizing a macromolecule in response to a brief nutritional stimulation that is
exclusive to metabolically active bacteria. A larger quantity of genetic material was
observed in the samples incubated at 30°C, with a bacterial concentration of 10°
with three hours of nutritional stimulation. The use of the specific initiators for gen

16sRNA increases analytic sensibility of gPCR when detecting viable Leptospiras.

Keywords: Leptospira, vability, RT-qgPCR, pre-RNA, 16sRNA, RNA extraction.
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l.Introduccion

La leptospirosis es una enfermedad aguda y febril considerada actualmente la
zoonosis de mayor distribucion mundial y de reporte obligatorio en muchos paises,
siendo ademas una enfermedad re-emergente que afecta al humano y a
practicamente todos los mamiferos tanto domésticos como silvestres, incluidos
mamiferos marinos (Solano et al. 1996; Haake and Levett, 2015). Fue descrita por
primera vez en el hombre en 1886 y en caninos en 1899 (Weil, 1886; Zunino y
Pizarro, 2007). Esta enfermedad es ocasionada por bacterias patéogenas del
género Leptospira, en humanos se estiman mas de medio millén de nuevos casos
de leptospirosis al afio a nivel mundial, la incidencia se encuentra en un rango de
0.1 a 1 por cada 100,000 habitantes en climas templados y de 10 a 100 en climas
tropicales, cuando surgen brotes la incidencia de casos sobrepasa los 100 por
cada 100,000 habitantes (Hartskeerl et al., 2011) y de estos |la mortalidad puede
exceder el 10% (OMS, 2008; Sikkema et al., 2010; Leptospirosis Burden

Epidemiology Reference Group, 2010).

La enfermedad se ha registrado en una gran variedad de especies domésticas que
incluyen a los perros, caballos, bovinos, cerdos y no muy frecuentemente en
ovejas y cabras; ademas del potencial riesgo de contagio, se debe considerar la
importancia del impacto econémico a causa de las fallas reproductivas y/o muerte
que ocasiona la enfermedad en los animales (Wendy et al., 2006; Wagner et al.,

2008).

La leptospirosis es considerada una zoonosis de riesgo profesional, siendo los
mas afectados los médicos veterinarios, agricultores y empleados de mataderos.
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Se puede transmitir directa o indirectamente, entre animales, o de los animales a
las personas. La forma directa se produce al entrar en contacto con orina, sangre,
tejidos u organos de animales o fetos infectados, mientras que la forma indirecta
es la mas frecuente, donde el agua juega un papel primordial, ya que las
leptospiras provenientes de terrenos o agua contaminada con orina de animales
enfermos ingresan al organismo a través de la mucosa oral, conjuntival, nasal o
genital; asi como a través de la piel con laceraciones o reblandecida por la
humedad. Las tasas de transmisibn son muy elevadas ya que soélo diez
microorganismos son necesarios para causar la enfermedad (Aviat et al., 2009;
Musso y La Scola, 2013). La leptospirosis constituye un importante problema en la
salud publica, debido a la incidencia cada vez mayor, tanto en paises en vias de
desarrollo como en los paises desarrollados; es mas comun en areas tropicales y
subtropicales con altos indices de precipitaciéon. La enfermedad esta incluida
dentro de la lista B de la Organizacion Mundial de la Salud Animal (O.L.E.),
estando por ello obligados los paises miembros a realizar un informe mensual y/o

anual (Andicoberry et al., 2001).

Il. Revisién de la literatura

Antecedentes histoéricos de la leptospirosis en México

Los primeros estudios en México fueron realizados por Noguchi y Klieger en
Yucatan. En 1919. Noguchi comenzd por examinar enfermos diagnosticados por
los médicos locales, que coincidian con casos de fiebre amarilla. A todos los
pacientes les practicé frotis de sangre pero soélo en un caso encontré formas

semejantes a leptospiras (Noguchi and Klieger, 1920). Debido a los cuadros



clinicos, se convencio de que esta enfermedad si era fiebre amarilla, limitandose
entonces a impartir una conferencia sobre leptospirosis y retirandose a fines de

enero de 1920.

En México, los estudios sobre leptospirosis se han encaminado principalmente a la
deteccion de anticuerpos contra las diferentes serovariedades patdgenas de
Leptospira. En 1921 Pérez Grovas aislo, en Veracruz, Leptospira de pacientes
considerados como casos de fiebre amarilla. En 1928, también en Veracruz,
Castafeda cultivd leptospiras a partir de muestras de Rattus norvegicus.
Gastélum, en Mazatlan (Pérez, 1923), refirid la existencia de leptospirosis en los
litorales mexicanos, seis afios después; Bustamante describio tres casos de la
enfermedad de Weil, uno de ellos serolégicamente por Bauer, en Nueva York.
(Bustamante, 1932; Colin et al, 2004).Varela y colaboradores, a partir de 1930 y
hasta 1969, realizaron varios trabajos que abarcan estudios en humanos, asi
como en algunas especies animales en diferentes partes de la Republica

Mexicana (Varela et al., 1958; Carrada et al, 2002).

Los estudios de sueros ictéricos se iniciaron en México con Mendoza (1958), en
pacientes del Hospital de la Raza del IMSS. Valera et al. (1961) encontraron, en el
Instituto de Salubridad y Enfermedades Tropicales de la SSA el 2.8% de
seropositividad en 282 sueros de habitantes de Mérida (Varela y Zavala, 1962).
Entre 1930 y hasta 1969, el grupo de Valera realiz6 diversos trabajos que incluyen
estudios en animales domeésticos resaltando la importancia de los mismos en la
epidemiologia de la enfermedad, ya que pueden sustituir al reservorio natural para

los humanos no sélo en el area rural, sino también en la urbana. La leptospirosis



no tenia reporte en el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica en México,
fue hasta el afo 2000 cuando se inicid6 su registro de manera continua en el
Sistema de Notificacion Semanal de Casos Nuevos de Enfermedad sujetos a

Vigilancia Epidemiologica (Velasco-Castrejon, 2007).

Epidemiologia e impacto en la salud publica

La leptospirosis es una zoonosis de distribucion mundial reconocida como
causante de sindromes febriles indiferenciados, se reporta una mayor incidencia
en regiones tropicales, su transmision ocurre con mayor frecuencia en zonas
donde hay expansién poblacional, especialmente en paises en vias de desarrollo.
(Picardeau, 2013). Tradicionalmente, la leptospirosis es considerada como una
enfermedad ocupacional asociada principalmente con las actividades relacionadas
con la agricultura, el mantenimiento del alcantarillado y la cria de algunos
animales; se transmite a través del contacto con la orina, agua o tierra
contaminada con orina de animales infectados, tales como roedores, perros y
ganado (Ochoa et al., 2000; Vinetz et al., 1996).

Cuando la orina de animales infectados o fuentes de agua contaminadas con
Leptospira entran en contacto con la piel lesionada, reblandecida por humedad o
con alguna superficie mucosa tanto de animales susceptibles como de hospederos
accidentales como el humano, se produce la infeccion que puede tener una
presentacion aguda o cronica y cursar con una amplia variedad de signos clinicos
(dependiendo de la especie que es afectada) que pueden confundirse faciimente
con otras enfermedades de tipo febril, los cuales incluyen la infertilidad, aborto,

pérdida de peso, ictericia, disminucion de la produccion lactea, signos asociados a



insuficiencia hepatica o renal, neumonia y meningitis.(Ellis, 1986; Picardeau, 2013;

Zuniga-Carrasco et al., 2013).

El periodo de incubacion de la enfermedad puede ser de 2 hasta 30 dias, siendo
lo usual entre 5 y 14 dias. Se caracteriza por la presentacion de dos fases, la
leptospiremia que dura de 7 a 10 dias y la leptospiruria que dura de una semana a
varios meses o0 afnos. La puerta de entrada comun de Leptospira es a través de
las mucosas, abrasiones, heridas en la piel, entre otras. También se mencionan la
mucosa oral y del tracto respiratorio debido a la ingesta e inhalacion de agua o
aerosoles contaminados (Ochoa et al., 2000; Adler and De la Pefia, 2010). La
diseminacion de la enfermedad hacia huéspedes susceptibles depende de
factores como clima, densidad de poblacién, condiciones de higiene, grado de
infraestructura sanitaria y grado de exposicion con huéspedes de mantenimiento
principalmente. Diferentes especies de roedores pueden ser reservorios de
distintas serovariedades, pero esta aceptado que la rata gris o noruega (Rattus
norvergicus) es hospedero de mantenimiento del serogrupo Icterohaemorrhagiae,
asi como el ratén lo es para la serovariedad Ballum. (Aviat et al., 2009; Zufiga y
Caro, 2010; Picardau, 2013). Las condiciones climatologicas en mayor o menor
grado pueden favorecer su supervivencia, ya que el rango de temperatura 6ptima
de la bacteria en el medio ambiente es de 28°C a 32°C en aguas no salinas con
un pH ligeramente alcalino de 7.2 a 8.0. (Adler, 2015). Dependiendo de las
condiciones, las leptospiras pueden sobrevivir desde unas cuantas horas en poca
humedad hasta seis meses en agua estancada en inundaciones (Stoddard, 2014).

Si bien, el impacto se aprecia con mayor frecuencia en areas tropicales y



subtropicales donde la enfermedad se manifiesta todo el afio, también en areas
templadas se presenta en forma estacional durante los meses en que se registran
altas temperaturas y lluvias (primavera-verano); en las regiones aridas debido a
las condiciones propias se presenta cerca de sitios donde existe agua y una alta
densidad de animales. (Stoddard et al., 2014; Wynwood et al., 2014).

Respecto a los factores de riesgo independientes del medio, cabe destacar el tipo
de crianza ganadera, si se considera que en los bovinos, los casos de
leptospirosis parecen ser mas frecuentes y de peor pronostico en las unidades de
produccion de leche, que en aquellas dedicadas a la crianza de bovinos
productores de carne (Andicoberry et al., 2001; Adler and De la Pefia Moctezuma
2010). Esto es debido principalmente, a que el ganado bovino lechero se cria por
lo general en sistema intensivo o0 semiextensivo que implica un mayor
hacinamiento, lo cual favorece la transmision. Ademas, en el caso de bovinos
productores de leche, las crias suelen separarse de las madres tras el parto,
manteniéndose aisladas del hato e introduciéndolas en el nucleo del mismo, hasta
su primera gestacion. Esto supone la introduccion de animales no expuestos,
totalmente susceptibles a la infeccion y que pueden infectarse en los momentos de
mayor riesgo, haciendo que las tasas de la enfermedad mas altas se produzcan
entre los 2-3 anos de edad (Smith et al., 1997).

A diferencia de lo que sucede en otras especies animales, en los bovinos son mas
comunes los abortos y la existencia de portadores renales (Ellis, 2004).

El aborto en la leptospirosis bovina se puede considerar como una secuela cronica
de la infeccién, que se produce semanas después de la leptospiremia, con titulos

de anticuerpos en fase descendente y muchas veces por debajo de niveles
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detectables (Smith et al., 1997). En los casos de aborto, es recomendable tomar
muestras de suero tanto de la hembra abortada como del producto abortado para
realizar los analisis serolégicos. La determinacién de anticuerpos fetales tiene un
gran interés, dado que los anticuerpos maternos no pasan la barrera placentaria y
en consecuencia no hay interferencias con reacciones vacunales. El aborto ocurre,
generalmente en el ultimo tercio de gestacion, de seis a doce semanas después
de la leptospiremia inicial (Andicoberry et al., 2001).

La leptospirosis bovina actualmente es reconocida en todo el mundo causando
grandes pérdidas economicas. En México, existen reportes de aislamiento de la
serovariedad Hardjo subtipo Hardjoprajitno a partir de un feto bovino en la Cuenca
Lechera de Tizayuca, Hidalgo (Dorantes, 1985; Morales et al. 2004), asi como de
las serovariedades Hardjoprajitno, Tarassovi, Grippotyphosa y Mini a partir de
tejido renal de bovinos en los estados de Tabasco y Estado de México (Carmona

et al., 2011).

Agente etioldgico

Las leptospiras son espiroquetas que pueden ser microorganismos saprofitos del
agua o pueden ser patégenas causando infecciones en los animales (Mitsumasa
et al., 2013). El género Leptospira pertenece a la familia Leptospiraceae del orden
Spirochaetales y esta conformado por espiroquetas de 6 a 20 um de longitud, las
cuales muestran un gancho en uno o ambos extremos. Los miembros de la familia
Leptospiraceae son de forma espiralada, alargados, delgados, con alta motilidad.
Para su visualizacion es necesario utilizar el microscopio de campo oscuro (Levett,
2001). Estos microorganismos poseen una membrana citoplasmatica, una capa

delgada de peptidoglicano, un espacio periplasmico y una membrana externa, la
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estructura de su pared es similar a la de una bacteria Gram negativa (Ko et al.,
2009). Presentan tres tipos de movimientos: de translacion, de rotacién sobre su
propio eje y de contorcidn. Esta movilidad se debe a la presencia de un par de
flagelos periplasmicos o endoflagelos localizados entre la capa de mureina
(peptidoglicano) y la membrana externa. La membrana externa contiene
lipopolisacarido (LPS), de organizacién estructural similar al de las bacterias Gram
negativas pero con una menor actividad endotoxica. Las leptospiras son
consideradas bacterias aerobias estrictas aunque se pueden desarrollar también
en condiciones microaerofilicas (Adler and De la Pefia Moctezuma, 2010). Existen
poco mas de 260 serovariedades patdégenas diferenciadas con base en la
composicidén y estructura antigénica de sus LPS. Actualmente se consideran 22
especies de las cuales 16 son especies patdogenas o intermedias (Nascimento et
al., 2004; Morey et al., 2006).

Entre las especies patdgenas y saprofitas, hay alrededor de 2,052 genes comunes
que constituyen el nucleo del genoma. Esta demostrado que las categorias
funcionales del ADN y el metabolismo del ARN, asi como el procesamiento /
secrecion de las proteinas y el mantenimiento celular se han conservado a través
de las diversas especies. Sin embargo, la especie saprofita, L. biflexa, contiene un
tercer replicon circular que esta ausente en las especies patdogenas. La mayoria
de los genes presentes en el replicdn se asocian a la naturaleza ambiental y la
adquisicién de nutrientes. Debido a que estas especies dependen del medio
ambiente y no de un organismo hospedero, es imperativo que las especies
saprdfitas tengan los genes necesarios para codificar los diferentes mecanismos

necesarios para adaptarse a los diversos ambientes (Saint Girons et al., 2000).
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Las diferencias también pueden verse en los métodos de transmision de diferentes
especies patogenas. Por ejemplo, L. interrogans puede transmitirse de animal a
animal a través del contacto directo con orina infectada o agua contaminada. Este
meétodo de transmision requiere que el microorganismo esté en el medio ambiente
durante largos periodos entre huéspedes mamiferos. Por otra parte, L.
borgpetersenii, otra especie patdégena, no puede sobrevivir durante largos
periodos en el medio ambiente y por lo tanto tiene un método de transmisién
mucho mas directo que el de L. interrogans. (Bulach et al., 2006; Ren et al., 2006;

Adler and De la Pefia Moctezuma, 2010).

Genética v protedmica de Leptospira

El tamafio del cromosoma de Leptospira varia de acuerdo a la especie, se
encuentra en un rango de 3.9-4.6 Mb, con un contenido de G+C de 35 a 41%,
poseen dos cromosomas circulares. En la serovariedad Lai, el cromosoma pesado
es de 4,332,241 pb y el ligero de 358,943 pb; fue la primera serovariedad de este
geénero bacteriano en ser secuenciado. Actualmente, se conocen las secuencias
de los genomas de las serovariedades Lai y Copenhageni de L. interrogans, dos
cepas de L. borgpetersenii serovar Hardjo y dos cepas de L. biflexa serovar Patoc
(Ren et al., 2003; Nascimento et al., 2004; Bulach et al., 2006). Se han identificado
mas de 30 copias de secuencias de insercion (IS). Se obtuvo la prediccion
genética de cuatro, 768 posibles genes: 37 genes para acido ribonucleico de
transferencia (tRNA) y cuatro genes para acido ribonucleico ribosomal 16S (rrs). El
numero de genes de tRNA puede explicar el desarrollo lento de Leptospira

interrogans in vitro.



La especie saprdfita, L. biflexa, posee un tercer replicon circular de 74 kb que no
esta presente en las patdégenos. La proporcion de genes que codifican proteinas

es desconocido (Bulach et al., 2006).

Nutricion bacteriana

Los requerimientos nutricionales necesarios para el desarrollo de Leptospira
involucran fuentes de carbono, nitrégeno, ademas de vitaminas y suplementos
nutricios (Adler and De la Pena, 2010). Los acidos grasos de cadena larga
representan una fuente de carbono esencial para el crecimiento de las leptospiras,
estos acidos grasos pueden ser nocivos por lo que es necesaria la adicion de
desintoxicantes como el polisorbato (Tween 80) al medio enriquecido con suero.
(Faine et al.,, 1999). El glicerol como fuente de carbono adicional aumenta el
desarrollo de algunas leptospiras. Los iones de amonio son la unica fuente de
nitréogeno reconocido y se pueden suministrar ya sea como sales de amonio o por
la desaminacién de los aminoacidos (Shenberg, 1967). Otros nutrientes
importantes incluyen la tiamina, biotina (para algunas cepas), fosfato, calcio,
magnesio, hierro y compuestos adicionales que se agregan de forma rutinaria al
medio de cultivo, en particular para el aislamiento y mantenimiento de leptospiras
patdgenas (Shenberg, 1967; Zuerner, 2005; Haake, 2006). La vitamina B12 se ha
considerado un nutriente esencial para el desarrollo de las especies patdgenas de
Leptospira a 30°C., sin embargo, la secuenciacion del genoma ha revelado la
presencia de un operon completo de la biosintesis de la vitamina B12 dentro de
leptospiras patdégenas, y por lo tanto la adicion de este nutriente a los medios de

cultivo in vitro podria ser innecesario (Nascimento et al., 2004).

10



Viabilidad bacteriana

La viabilidad se define como la capacidad de una bacteria de sobrevivir y
multiplicarse, ésta caracteristica ha sido determinada por la habilidad para
desarrollarse y formar colonias en medios de cultivo en el laboratorio o por su
aislamiento a partir de muestras biolégicas. Sin embargo, un gran numero de
microorganismos del suelo y del agua, aun no han podido ser cultivados. Estudios
recientes han demostrado la habilidad de algunas bacterias para subsistir en un
estado llamado viable no cultivable, el cual tiene importancia en la industria
alimenticia y la salud publica. (Tamagnini y Paraje, 20015). Estas bacterias estan
vivas, con actividad metabdlica, pero no pueden desarrollar colonias en
condiciones de cultivo en que las que habitualmente podrian crecer; se le
considera un estado de inactividad, (Oliver, 2005, Oliver, 2010, Pinto et al., 2014).
En el estado no cultivable, la bacteria vegetativa normal no sélo cambia
morfolégicamente, sino también metabdlicamente modificando la expresion de sus
genes y su potencial de virulencia (Li et al., 2014). Bajo determinadas condiciones
las bacterias pueden abandonar este estado. Debido a su falta de desarrollo en los
medios de cultivo, muchas veces se subestima la concentracién real

microorganismos (Ramamurthy et al., 2014).

Muchas especies bacterianas potencialmente patdgenas sobreviven y persisten en
alimentos procesados, leche pasteurizada, agua potable y en el ambiente en
general (Sardessai, 2005). Bacterias patdégenas causantes de gastroenteritis
(Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Vibrio cholerae), tuberculosis

(Mycobacterium tuberculosis) o leptospirosis, pueden encontrarse en estado viable
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pero metabdlicamente inactivo y recuperar posteriormente su virulencia después
de someterlas a condiciones favorables como, por ejemplo, la estimulacion

nutricional (Du et al., 2007).

Supervivencia de Leptospira en el agqua

Las leptospiras permanecen viables durante varios meses en el agua a
temperatura ambiente con un pH de 7.2 a 8.0 (bajo condiciones de laboratorio). La
supervivencia en agua de rio es mas corta pero es prolongada a bajas
temperaturas. En agua potable disminuye el tiempo de supervivencia a pocas
horas; en tierra acida (pH 6.2) sobreviven por siete semanas, en lodo por lo menos
tres semanas. También se piensa que los residuos de los detergentes han
reducido la supervivencia de Leptospira en los desagues, pues se inhiben a bajas
concentraciones de detergente. Cuando la tierra se humedece con agua
contaminada con la orina de animales infectados, la espiroqueta puede sobrevivir
durante aproximadamente dos semanas. (Ellinghausen, 1973; Ganoza et al.,
2006; Mitsumasa et al., 2013; Stoddard et al., 2014).

La Leptospira, similar a otras espiroquetas, se adapta rapidamente a ambientes
viscosos, en los cuales incrementa su movilidad con respecto a otras bacterias.
Inclusive, algunos autores hacen referencia al fendbmeno de viscotaxis para
Leptospira (Barragan et al., 2011). En contraparte Trueba (Trueba et al., 2004)
comprobé que cuando las leptospiras patdgenas eran mantenidas en agua
destilada (pH 7.2), estas permanecian viables durante 110 dias, sin embargo,
cuando estas fueron mantenidas en el mismo tipo de agua a la cual se le agrego

0.5 % de agarosa purificada, se triplicod el tiempo de supervivencia (347 dias). La
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observacion en microscopio de campo obscuro de estos cultivos reveld un patron
de agregacion que no fue afectado por la carencia de nutrientes. Es posible que
en el ambiente, al entrar en contacto con fuentes de agua, Leptospira pueda tener
afinidad para detectar la viscosidad formada por componentes de naturaleza
polisacarida o biopeliculas de otros microorganismos sobre los cuales esta
espiroqueta logre formar agregados. De esta forma, podria sugerirse que la
agregacion de leptospiras es un mecanismo de proteccion en ambientes acuosos,
que favorece su persistencia en este tipo de nichos, tal como sucede cuando éstas
se cultivan en medios semisélidos. (Rawlins et al., 2014; Wojcik-Fatla et al., 2014;

Wynwood et al., 2014).

Métodos de deteccion de viabilidad

Los métodos analiticos basados en la deteccion de material genético que incluyen
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y los analisis metagendémicos, nos
han permitido conocer la diversidad microbiolégica en las muestras ambientales,
sin embargo, estos métodos proporcionan informacién limitada sobre el estado
fisiolégico de las bacterias. El estado metabdlico de una bacteria, es fundamental
para determinar su viabilidad y este no puede ser evaluado por los métodos
tradicionales basados en la deteccion de DNA, ya que la deteccidn de acidos
nucleicos no permite distinguir entre el DNA de una bacteria viable y el DNA de

una bacteria inactivada.

Se han desarrollado estrategias alternativas basadas en la PCR, una de ellas
correlaciona viabilidad bacteriana con la integridad de la envoltura celular, en ella

las muestras bacterianas son incubadas con un reactivo fotosensible llamado
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Propidio de Moniazida (PMA) que se une al DNA libre o expuesto de las
membranas dafiadas inhibiendo las reacciones de amplificaciéon por gPCR, lo que
permite solo la amplificacion de las bacterias con membranas integras (viables).

(Nocker et al., 2006).

Otra de las estrategias, es la denominada "prueba de viabilidad molecular" (MVT),
la cual correlaciona la viabilidad con la capacidad de sintetizar rapidamente una
macromolécula (un precursor de rRNA especifico de especie, o pre-rRNA) en
respuesta a un estimulo nutricional (Cangelosi et al., 2010; Do et al., 2014). La
sintesis del pre-rRNA tras la estimulacion nutricional se detecta mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa por transcriptasa inversa (RT-qPCR) del

prer-RNA (Cangelosi and Meschke, 2014).

RT-gPCR para deteccion de precursores de RNA

Con el fin de mejorar la especificidad de la PCR para la determinacién de la
viabilidad microbiana, se han desarrollado ensayos para detectar los
precursores de rRNA bacterianos (pre-rRNA). Los pre-rRNAs son intermedios
en la sintesis de rRNA que se eliminan enzimaticamente para producir rRNA
maduro (figura 1). En las bacterias metabdlicamente activas, los pre-rRNAs
pueden ser el 25% del total de rRNA celular (Oerther et al., 2000). EI RNA
precursor (pre-RNA), también denominado ARN nuclear heterogéneo (hnRNA),
es un marcador util para el metabolismo celular y la tasa de desarrollo. El
fundamento en la RT-gPCR cuantitativa es la posibilidad de detectar en tiempo
real la amplificacion de un gen de interés. La cuantificacion de la fluorescencia

emitida durante cada ciclo de la RT-gPCR sera proporcional a la cantidad de ADN
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(cDNA) previamente sintetizado y amplificado. En general, para que sea valida
esta técnica requiere realizar en paralelo una curva patron bajo las mismas
condiciones, para conocer la cantidad total de ADN que se esta amplificando. El
ensayo de RT-qPCR se puede utilizar para cuantificar los pre-rRNA especificos y
permite distinguir entre la cantidad de pre-RNAs provenientes de células
metabdlicamente activas de una muestra estimulada con nutrientes especificos en
relacion con un control no estimulado. Ademas de excluir la sefal de fondo de
células no viables y de ADN libre (Menéndez et al., 2005; Cangelosi et al., 2010;

Gentilini et al., 2015; Cangelosi and Meschke, 2014; Castillo, 2014).

Figura 1. Estimulacion nutricional de Leptospira y medicién de la expresion de
precursores de ARN. Sintesis y maduracién del rRNA en bacterias. Los Pre-rRNA
estan estrechamente vinculados con el ensamblaje de los ribosomas y el inicio de la
sintesis proteica. La RT-gPCR pueden disefiarse para dirigirse al pre-rRNA. (Cangelosi
and Meschke, 2014).
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Justificaciéon

Dadas las limitaciones de las pruebas convencionales para la deteccion de
leptospiras en muestras ambientales, es necesaria la busqueda de una alternativa
que permita, no sélo evaluar su presencia, sino su viabilidad en el agua. La técnica
de RT-gPCR para la deteccion de precursores de rRNA (pre-rRNA) es una
herramienta que permite detectar la viabilidad de las leptospiras cultivadas en
agua.

Hipotesis

La concentracidén de precursores rRNA (Pre-RNA) de Leptospira sera superior en
muestras de agua adicionada con nutrientes que en muestras de agua sin la
adicion de nutrientes como resultado de la activacion del metabolismo,

permitiendo distinguir la viabilidad bacteriana.

Objetivos

General
Demostrar el aumento de precursores de rRNA (pre-rRNA) de Leptospira cultivada
en agua, por activacion de su metabolismo tras la adicion de nutrientes, utilizando

la RT-gPCR.
Especificos
e Cultivo de las cepas de trabajo.
o Determinacion de la concentracion celular de las cepas de trabajo.

e Disefio de iniciadores para el gen 16srRNA.

o Extraccion de DNA de las cepas de trabajo.
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Validacion de los iniciadores para el gen 16srRNA.

Seleccion de un método para extraccion de RNA.

Estandarizacion de la prueba de RT-qPCR para la deteccion de pre-
rRNA.

Evaluacion de la supervivencia de Leptospira en el agua posterior a

la estimulacion nutricional y la medicion de la expresion de pre-rRNA.
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[ll. Material y métodos.

Cepas utilizadas y condiciones de desarrollo

Se utilizaron tres cepas: Leptospira interrogans: serovariedad Canicola cepa
LOCaS46 y serovariedad Icterohaemorrhagiae cepa LOVe30 y L. santarosai
serovariedad Tarassovi cepa MOCA 45, las cuales se cultivaron en 6 ml de medio
EMJH liquido modificado, a 30°C hasta alcanzar la fase estacionaria (en un rango
de 12 a 14 dias aproximadamente), que se aprecio con la aparicion de turbidez en
el medio de cultivo (10”-10% leptospiras/ml). Posteriormente, se realizd su
cuantificacion con una camara de Petroff-Hausser mediante observacion

microscopica en campo OScuro.

Las cepas correspondieron a aislados de campo: de perro (LOCaS46), de rata
(LOVe30) y de bovino (MOCAA45), las cuales se encuentran resguardadas en el
laboratorio de bacteriologia de la Unidad de Servicio de Diagnéstico y
Constatacion (USEDICO), del Centro de Ensefanza, Investigacion y Extension en
Produccién Animal en el Altiplano (CEIEPAA) de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México (Cuadro
1).

Cuadro 1. Cepas de Leptospira empleadas

Especie Serovariedad Cepa Origen Referencia
L. interrogans Canicola LOCaS46 Rifdn de perro Castillo, 2008
Rifon de rata
L. interrogans | Icterohaemorrhagiae | LOVE30 (Rattus Montes de Oca y
norvegicus) Castillo, 2009.
L. santarosai Tarassovi MOCA45 Rifén de bovino | Carmona et al., 2014
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Determinacion de la concentracion celular

Se realiz6 mediante conteo con la camara de Petroff- Hausser (Hausser Scientific
Company, USA), en microscopio de campo oscuro (Zeiss), con aumento de 400x.
Se tomo una gota de cultivo en medio EMJH con 12 dias de incubacion a 30°C y

se evalud el numero de leptospiras por mililitro.

El conteo se realiz6 en 5 cuadros de la camara, siguiendo instrucciones del
fabricante; las lecturas se llevaron a cabo por triplicado y se trabajé con la media
aritmética. La férmula aplicada para determinar la concentracion del cultivo fue la

siguiente:

(# de leptospiras en 5 campos)(5)= leptospiras/ mm?
(Leptospiras/mm?®) (1000) = leptospiras/cm® (ml)

Tomando en cuenta que el volumen de la cdmara es de 0.02 mm?®

Disefo de iniciadores

El disefio de iniciadores se realiz6 tomando como referencia las secuencias de la
region conservada del gen 16srRNA de Leptospira interrogans disponibles en la
base de datos del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=leptospira)
(Figura 2). Posteriormente, se reviso la homologia cruzada con un alineamiento
basado en método de palabras BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

basado en las secuencias de Leptospira disponibles en la base de datos.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=leptospira

»gbk|CP011534.11:1185000-1150581 Leptospize interrogans sezowar. Haoilas
strain UP-ITIC-NIID HF chromegsome 1, complete gogusnce

AT A AT T T T AR AT A R A A TT ARG T T AT ACA R R R O NS TN R TTT AR AT

AT T A G AR T AT AR AT GEETAATCIT O I I GACT I GEEAT AATTITTONE

.F-MSSEMSL'IM’I.&:IFS&I G CEAGAGAT CATAAGATTITT CGEETARAGATTTATTGCICGEAGAT

AR I GG T AT G T O A A AT AR A T CA A A R ATTCACGEEEET CCGCACRAGOEETEE

AGCATGIGEITIAATT CGATGATACECGAARA R CTCACCTAGECI TGACATGEAGTGEAAT CATGTAGE

ST CAAT A T T O A T T T ACA A O O OO e T AT A T AT GEEEAGCACCOCARGT GET
Figura 2 Secuencia de Leptospira interrogans serovariedad Manilae.
Utilizando la herramienta ClustalW (http://www.genome.jp/tools-bin/clustalw), se
analizaron alineamientos multiples de las secuencias, de forma comprensible
desde un punto de vista bioldgico. Se calculd el mejor emparejamiento de las
secuencias seleccionadas y se apreciaron los fragmentos idénticos, similares y

diferentes.

Los iniciadores fueron disefiados para acoplarse a la terminacion 5" y reconocer

las secuencias en el rRNA maduro utilizado para la RTq-PCR.
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Validacion de los iniciadores para PCR punto final

Extraccion de DNA de cepas de referencia
Se emplearon 10 ml de cultivo puro de Leptospira interrogans serovariedad
Icterohaemorrhagiae cepa LOVE30, Leptospira interrogans serovariedad Canicola
cepa LOCaS 46 y Leptospira santarosai serovariedad Tarassovi cepa MOCA 45
en medio EMJH modificado. El cultivo se colocé en tubos estériles de polipropileno
(Nalgene®) y fue centrifugado a 12,000 xg/10 min en refrigeracion. Por cada 100
ml de cultivo, se agregaron 400 ul de buffer TE y 22. 5 yl de SDS al 10%. Se
agregaron 2.25 ul de proteinasa K (Roche®) para después incubar a 37 °C en
bafio Maria durante una hora. Posterior a la incubacién, se adicionaron 100 ul de
NaCl 5M, 68 ul de CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio) precalentado a
65°C a bafio maria, se homogeniz6 con pipeta y se incubd a 65°C por 20 minutos.
Se afiadieron 550 pl de alcohol isoamilico (JT Barker)-cloroformo (JT Baker®) con
una relacion 1:24, se homogeniz6 en agitador electronico (Vortex) por 20
segundos y se centrifugd en refrigeracion a 10,000 xg por 5 minutos. El
sobrenadante se transfirié a un tubo de 1.5 ml nuevo, el DNA se precipitd con 300
pl de isopropanol (JT Baker®), mezclando por inversion hasta que el DNA se
precipitd. Finalmente, el tubo se centrifugd en refrigeraciéon a 10,000 xg durante 5
minutos para recuperar el DNA. La pastilla resultante se lavo con 2 ml de etanol al
70%. Para retirar el etanol (JT Baker®), la pastilla se centrifugd a 10,000 xg/ 5
minutos y se decantd. Se agregaron 100 pl de buffer TE para disolver el material y

se almacend durante 2 dias a 4°C para disolver el DNA.
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Reaccion en cadena de la polimerasa

La técnica se emple6 como ensayo preliminar para la evaluacion de los iniciadores
para el gen 16SrRNA. Se realizé PCR de punto final con iniciadores para el gen
16SrRNA:  Lepto-F1  (5’AAATTGCCCGCAAGGGTA3") y Lepto-R1 (57
TTGCTACTCCGCTTGACTTG 3°) en una mezcla con un volumen final de 25 pl (
2.5 ul de buffer, 5 pl de MgClI, dNTP’s 1 ul , 0.5 yl Taq polimerasa, 9 ul de agua
libre de DNAsas y 5 pl de templado. Las condiciones del termociclador
(ThermoFisher Scientific®) se conformaron por una desnaturalizacion inicial a
94°C/5 minutos; desnaturalizacion 94°C/ 30 segundos; y 40 ciclos de hibridacién a
65°C/ 40 segundos; elongacién 72°C/ 50 segundos, una elongacién final a 72°C/ 7

minutos.

El producto de la PCR se observé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%

tefido con bromuro de etidio (Sigma®) a una concentracion de 5ug/mil.

Extraccion de RNA

Extracciéon de RNA con Trizol®
Se emplearon cultivos de 14 dias de incubacion de las cepas de Leptospira
LOVE30, LOCaS46 y MOCA45. Previamente, los cultivos fueron observados

utilizando microscopio de campo oscuro para descartar contaminacion.

Se transfirieron 500 pl de cultivo puro con 14 dias de incubacién a un tubo de 1.5
ml estéril, se agregd un volumen de 500 uyl de PBS 1X y 1 ml de Trizol
(Invitrogen®) y se homogenizé vigorosamente durante 30 segundos. Se incubd a
65 °C durante 15 minutos y cada tres minutos se homogenizdé en agitador
electronico (VELP Scientific®) durante 15 segundos. La separacién de fases se
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realizé adicionando 200 pl de cloroformo (JT Baker) y homogenizando durante 15
segundos. La solucién se incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos y se
centrifugo a 11,600 x g’ poe 15 minutos a 4°C. Una vez separadas, la fase acuosa
se transfirid a un nuevo tuvo estéril de 1.5 ml. Para precipitar el RNA se afiadieron
500 pl de isopropanol (J.T. Baker®) y se homogeniz6 delicadamente por inversion
del tubo; se incub6é a temperatura ambiente por 10 minutos. Finalizada la
incubacion, se centrifugé a 11,600 x g’ por 10 minutos a 4°C. En esta etapa se
visualizd una pastilla pequefa, la cual fue lavada con 750 pl de etanol al 75% frio,
se centrifugd a 11,600 x g’ por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante se decantd y la
pastilla se dejo secar a temperatura ambiente por 10 minutos. El RNA se solubilizé
con 50 pl de agua destilada estéril mas dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.1 % para
eliminar las RNAsas, se calentd a 60°C por 5 minutos y se enfrié en hielo por 10
minutos. Posteriormente, se realizé la visualizacion del material extraido en geles

de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio (Sigma).

Extraccion de RNA utilizando el producto comercial High Pure RNA Tissue Kit.
(Roche®)

A un volumen de 500 uL de cultivo puro de Leptospira con 14 dias de incubacion
se adicionaron 400 pl de Buffer de lisis, se homogenizé durante 30 segundos en
agitador electrénico y se centrifugd a 13,000 x g por 2 minutos a 4°C. El
sobrenadante se colecté en un tubo de 1.5 ml nuevo, libre de RNAsas. Se
afadieron 200 pl de etanol absoluto (J.T. Baker®) y se homogeniz6 en un agitador
electronico durante 20 segundos. Se transfirio la mezcla a una columna de 2ml
con tubo colector utilizando una pipeta con filiro. Nuevamente, se centrifugd a
13,000 xg/30 segundos/4°C. El liquido residual del tubo colector se descarté. En la
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columna se colocaron 90 pL de buffer de incubacion y 15 ul de DNAsa al 10%, se
incubé a temperatura ambiente con agitacion durante 1 hora. Al finalizar la
incubacion se agregaron 500 pl de buffer de lavado | y se centrifugé a 8,000 xg/15
segundos/4°C. Se descart6 el liquido residual del tubo colector. Se afiadieron 500
pI de buffer de lavado Il, se centrifugd a 8,000 xg/15 segundos/ 4°C y el liquido del
tubo colector se descartdé. Nuevamente, se anadieron 300 pl de buffer de lavado |l
a la columna y se centrifugd a 13,000 xg/ 2 minutos/4°C. Se centrifugd
nuevamente a 13,000 xg/2 minutos/ 4°C. Se removié la columna cuidadosamente,
procurando que no tocar los residuos del tubo colector, se colocé en un tubo de
1.5 ml nuevo libre de RNAsa. Se agregaron 60 ul de buffer de elucion en el centro
de la columna. Finalmente, se centrifugd 8,000 xg/1 minuto/ 4°C. La visualizacién
de la extraccion se llevo a cabo utilizando 2ul de la suspension en geles de

agarosa al 1.6 % tefiidos con bromuro de etidio al 0.1%.

Extraccion de RNA utilizando el producto comercial RNeasy Mini Kit 250
(QIAGEN®) y el equipo automatizado QIAcube (QIAGEN®)

En un tubo de 1.5 ml se colocé una perla de acero inoxidable de 5 mm de
diametro (TissuelLyser, QIAGEN®) esterilizada con luz UV, se agregaron 350 ul de
buffer RLT (sal de guanidina) previamente reconstituido con $-mercaptoetanol (B-
ME) empleando 10 pl de B-ME (Sigma-Aldrich®) por 1 ml de buffer. Se afiadieron
10 pl de proteinasa K (QIAGEN®) y 200 ul de cultivo de Leptospira con 14 dias de
incubacion. Se homogenizé vigorosamente por 5 minutos en agitador electrénico
(QIAGEN®) para generar la lisis de las espiroquetas. Posteriormente, se
afadieron 250 pl de etanol absoluto (J.T. Baker®) en un tubo nuevo libre de
RNAsas (proporcionado por el fabricante), al cual se transfirieron 700 pl de la
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suspension bacteriana lisada. El tubo se coloco en la cubeta plastica junto con una

de las columnas con membrana de silice (Figuras 3y 4).

El tubo con el lisado bacteriano se colocé en la plataforma indicada en el equipo.
Una columna fue colocada en el “rotor adapter” (consumible para desecho en el
rotor de la centrifuga) para recibir la muestra proveniente del lisado térmico del
equipo, cada lisado se transfiri6 a una columna. El material genético se uni6 a la
membrana de silice de la columna de centrifugacion QIAGEN y se lavé para
eliminar contaminantes. La columna se transfirié a un tubo para la elucién del
RNA. (Figuras 5 y 6). La extraccion realizada con el equipo automatizado se

comprobd con un ensayo posterior de RT-qgPCR

Figura 3. Dispositivo QlAcubeHT,

equipo automatizado para extraccion Figura 4. Cubeta plastica, tubo

de material genético. libre de RNAsas y columna con
membrana de silice

25



Figura 5. Colocacion de las
muestras en el adaptador (Rotor Figura 6 Distrubucion al interior
adapter) en la centrifuga. del equipo QIAcubHT.

Evaluacion de la supervivencia de Leptospira en el agqua

Se realizo la recuperacion de 3ml de suspension bacteriana a partir de cultivos de
14 dias. Previamente, los cultivos fueron observados en gota a través del
microscopio de campo oscuro (Zeiss) para descartar contaminacion y evaluar su
concentracion celular con la camara Petrof-fHausser. El cultivo recuperado fue
resuspendido en 9 ml de agua de grifo esterilizada por autoclave (1 ml de cultivo
por tubo), a partir de los cuales se realizaron diluciones décuples, transfiriendo 1
ml de la solucién inicial (7x10" leptospiras/ml) a 5 tubos con 9 ml de agua

estéril/tubo (Cuadro 2).
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Cuadro 2 Diluciones décuples de Leptospira en agua esterilizada en

autoclave
1 10 9 ml
2 10° 9 ml
3 10* 9ml
4 10° 9ml
5 10° 9 mi

Las diferentes diluciones, dos de cada una, se incubaron de la siguiente forma: la

primera a 20 °C y la segunda a 30°C durante 30 dias.

Estimulacion nutricional de Leptospira y medicion de la expresidn de precursores
de RNA

Para la evaluacion de la supervivencia en el agua, las leptospiras fueron
recuperadas en diferentes momentos de incubacién (3, 10, 15 y 30 dias),
mediante centrifugacion a 11,600 x g’ por 20 minutos a temperatura ambiente y
por duplicado; el sobrenadante fue desechado y las pastillas obtenidas se
suspendieron en tubos de la siguiente manera: una de ellas se coloc6 en tubos
con un volumen de 10 ml de agua estéril, la otra se colocé en 1 ml del cultivo en 9
ml de medio EMJH. Se realiz6é la estimulacion a 20 y 30°C durante diferentes
tiempos: 3, 6 y 18 horas, Se colectaron 3 ml de cada muestra, como se observa en
la figura 7, y se centrifugarén a 13,000 xg/20 min. Los botones se almacenaron a

-80°C.
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Figura 7. Tubo con suspensién bacteriana del cual se tom6 1 ml para
estimularlo nutricionalmente en 9 ml de medio EMJH modificado. Se colocé 1
ml de suspension en 9 ml de agua como control no estimulado.

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)

Los iniciadores se validaron con el ensayo de PCR tempo real (QPCR). Se empled
SYBR Green (Roche®) como generador de fluorescencia y se prepararon
reacciones de 10 ul de volumen total (Cuadro 3). Para este ensayo se empleé el

equipo LightCycler®

Cuadro 3 Componentes para qPCR.

Agua destilada grado molecular (Sigma®) 1.5 pl

iniciador Lepto-F1 0.5yl
(5’AAATTGCCCGCAAGGGTA 3")

Lepto-R1 (5° 0.5
TTGCTACTCCGCTTGACTTG 3)

480 SYBR Green | Master 5ul

Templado de RNA 2.5 ul

Volumen total 10 ul
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Las condiciones que se emplearon para el ensayo fueron basadas en el protocolo
para el diagndstico de Leptospira patdégena utilizado en el laboratorio de Patologia

Animal de Calamanda, Querétaro (Fearnley et al., 2007). (Cuadro 4).

Cuadro 4 Condiciones para qPCR del gen 16srRNA de leptospiras
patégenas.

Desnaturalizacion 95°C/ 5 minutos
Inicial
Desnaturalizacion 95°C/ 15 segundos
Hibridacién 55°C/ 20 segundos
Elongacion 72°/ 5 segundos
Enfriamiento 4°C/ 30 segundos
Numero de ciclos 32 ciclos
Tasa de cambio de temperatura 20°C por segundo
(Ramrate)

Se realizd un primer ensayo a partir del DNA total del cultivo de Leptospira
interrogans Canicola cepa LOCaS46 con 14 dias de incubacién a 30°C en medio
EMJH para determinar el numero de ciclos para obtener la amplificacién del

control positivo.

Se prepararon diluciones de DNA de Leptospira interrogans serovariedad
Canicola, cepa LOCaS46 para determinar la concentracion minima de deteccién
de material genético. Las diluciones empleadas fueron: 1:2, 1:5, 1:10, 1:25, 1:50,
1: 100, un control positivo de Leptospira interrogans y un control negativo de E.

coli. Las diluciones se prepararon con agua grado molecular (Sigma).
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RT-gPCR preliminar a partir de las diluciones obtenidas en el ensayo de
estimulacion nutricional

Se realiz6 extraccion de RNA con el producto RNeasy Mini Kit 250 (QIAGEN®), a
partir de las diluciones obtenidas por un ensayo de estimulacién nutricional
preliminar. El volumen de las reacciones fue de 10 pl, se utilizo el fluoréforo SYBR
Green | Master y el kit miScript Il RT Kit (QIAGEN®), las condiciones de las
muestras para las reacciones se muestran en el cuadro 4. El ensayo se llevo a
cabo en el equipo LightCycler (ROCHE®) del Laboratorio de Patologia Animal. Se
utilizé un cultivo de LOCAS 46 incubado a 20°C y a 30°C durante 3 dias en agua
de grifo esterilizada en autoclave (121°C/ 15 minutos/ 103 pKa) y con una hora de
estimulacion nutricional en medio EMJH. El experimento se realizé por triplicado.

(Cuadros 5y 6).

Cuadro 5. muestras para el ensayo preliminar de qPCR.

Numero Concentracion  Temperatura

de . de incubacioén
De Leptospiras

muestra
1 10° 30°C
2 10* 30°C
3 10? 30°C
4 10° 20°C
5 10* 20°C
6 10° 20°C
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Cuadro 6. Componentes para la reaccion de RT-gPCR a partir de RNA de
Leptospira

Reactivo Volumen
Agua destilada grado molecular 0.5 pl
iniciador Lepto-F1 (5’ AAATTGCCCGCAAGGGTA 0.5yl
3’)

Lepto-R1 (6" TTGCTACTCCGCTTGACTTG 3) 0.5 pl
480 SYBR Green | Master 5 ul
RT 1pl

Templado de RNA 2.5 ul

Volumen total 10 pl

Ensayo de cuantificacion de pre-RNA para la evaluacién de la superviviencia de
Leptospira.

Con base a las observaciones realizadas en los experimentos anteriores, la
seleccion de las muestras se basé las siguientes caracteristicas: dias de
incubacion, temperatura de incubacion, tiempo de estimulacion nutricional y

concentracion celular, ademas de presentar fluorescencia a partir del ciclo 18.

Se realizo la extraccion de RNA utilizando en producto comercial RNeasy Mini Kit
250 (QIAGEN) y el equipo automatizado QIAcube (QIAGEN) como ha sido

descrito anteriormente.

De las extracciones almacenadas a -80°C se realiz6 la cuantificacion del RNA total
utilizando el equipo NanodropLite (Thermo Fisher). Antes de la medicion, se limpid
la superficie del lector con etanol al 70% y papel de seda, se empled un blanco del

agua libre de RNAsa en donde el material genético fue suspendido. La limpieza
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con etanol se realiz6 entre cada medicion para evitar la alteracion de los

resultados.

Una vez realizada la extraccion y cuantificacion de RNA de las cepas LOCaS46,

LOVE30 y MOCAA45 incubadas durante 14 dias en medio EMJH, se procedio a la

técnica de RT-gPCR en el equipo Rotor-Gene Q (QIAGEN®). Se prepararon

diluciones deécuples para realizar las curvas de calibracidon, partiendo de una

concentracion de RNA de 2.6 ng/ul. Se prepararon las diluciones: 1:1, 1:10,1:100,

1:1000 y 1: 10,000. Cada reaccion se proces6 por triplicado a un volumen de 10

pl. Se realizaron ajustes en las condiciones del experimento que se muestran en el

cuadro 7.

Cuadro 7. Condiciones del ensayo de RT-qPCR en el equipo Rotor-Gene Q

(QIAGEN®).

Programa

Pre incubacion

Amplificacion
PCR

Curvas Melting

Enfriamiento

Paso

Desnaturalizacion
inicial

Linearizacion
Transcripcion
Desnaturalizacién
Hibridacion

Elongacion

Hibridacion

Extension final

Temperatura

32

37°C

95°C
55°C
95°C
55°C
72°C

95°C

10°C

Tiempo

60 minutos

5 minutos
30 segundos
15 segundos
20 segundos

5 segundos

30 segundos

Ciclos

1
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Una vez estandarizado la concentracion de reactivos y rango dinamico se procedio
a utilizar las muestras problema para realizar la cuantificaciéon absoluta utilizando
el kit miScript Il RT Kit y las condiciones arriba mencionadas.

Las muestras problema se normalizaron a una concentracion de RNA de 2.8 ng/ul.
Las reacciones se aforaron con agua MJ a 20 ul. Las muestras de referencia para
las curvas de calibracion se procesaron en reacciones de 20 pl con una
concentracion de RNA de 2.8 ng/ul. Las reacciones para las curvas de calibracion
se trabajaron por triplicado. Cuadro 8. El ensayo se llevd a cabo en el equipo

Rotor-Gene Q (QIAGEN®) con las condiciones descritas anteriormente.

Cuadro 8 Preparacion de las reacciones de RT-qPCR para Leptospira. Las
muestras se estandarizaron a una concentracion de 2.8 ng/ul por reaccion,
en reacciones de 20 pl

Volumen total

33

Reaccion Reactivo Volumen
Iniciador Lepto-F1 0.5 ul
(5’AAATTGCCCGCAAGGGTA 3°)
Iniciador Lepto-R1 (57 0.5 ul
9PCR TTGCTACTCCGCTTGACTTG 3°)
480 SYBR Green | Master 5 ul
Buffer RT 1ul
dNTP’s 14l
RT H,O MJ 0.5 pl
miScript I| RT 1yl
H,O MJ Ajustado a 20 pl/ reaaccion
RNA Templado de RNA Ajustado a 2.8 ng/ul
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IV. Resultados

Determinacion de la concentracion bacteriana

La concentracion bacteriana determinada mediante cuantificaciones con la camara

de Petroff-Hausser (HAUSSER SCIENTIFIC®) se muestra en el cuadro 9.

Cuadro 9. Concentracion de leptospiras por mililitro en cultivo puro de las
cepas de trabajo LOCas46, LOVE30 y MOCAA45 con 14 dias de incubacién a
30°C en medio EMJH modificado

LOCaS46 6.7 X 10

MOCA45 6.8 X 10”

LOVE30 7.2 X 10’

Diserio v validacion de los iniciadores

El disefio de iniciadores para el gen 16srRNA se realizé6 tomando en cuenta las
caracteristicas consideradas como ideales para su disefio, tales como una longitud
del 18 a 24 bases, valores de temperatura de fusién (Tm) entre 55-65 °C con
variaciones de 2-3°C entre los iniciadores complementarios, evitar secuencias con
tendencia a la formacién de estructuras secundarias e incluir GC en el extremo 3’

(Giorgio, 2015). (Cuadro 10).
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Cuadro 10 Caracteristicas de los iniciadores para deteccion del gen 16s
rRNA de leptospiras patdogenas.

Secuencia 5'AAATTGCCCGCAAGGGTA ¥ 5 TTG CTA CTC CGC TTG ACT TG 3’
Longitud 18 20

Tm 62.2 °C 62.3 °C

Contenido de GC 50 % 50%

La visualizacién de los productos de PCR de los iniciadores se realizd en geles de
agarosa al 1%. Figura 8.

Figura 8 Visualizacion de los productos de PCR del gen 16SrRNA, leptospiras
patdgenas, (cepa LOCaS46 (en el carril 1) en gel de agarosa al 1% tefido con
bromuro de etidio. El tamano del producto amplificado corresponde a 100 pb

35



Extraccion de RNA

Se probaron 3 métodos para la extracciéon de RNA, con la finalidad de encontrar
una técnica rapida que permita obtener una adecuada cantidad de material
genético con buena calidad y a menor costo. Se optd por el uso del sistema

automatizado y el uso del producto RNeasy Mini Kit 250 (QIAGEN®). (Figura 9)

Figura 9. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, en donde
se observan tres bandas que corresponden a RNA completo de Leptospira.
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Evaluacion de la supervivencia de Leptospira en el agua

Se obtuvieron un total de 216 muestras que incluyen las tres cepas de Leptospira:
LOCaS46, LOVe30 y MOCA45, en tres concentraciones diferentes (10°, 10°, 10%),
en cuatro ensayos de estimulacion nutricional (3, 10, 15 y 30 dias), en tres tiempos

de muestreo (3, 6 y 18 horas) y a dos temperaturas (20 y 30°C).

Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (qQPCR)

En el primer experimento se probé DNA total de un cultivo de Leptospira
interrogans serovariedad Canicola cepa LOCaS 46 con 14 dias de incubacién a 30

°C en medio EMJH. (Figura 10).

Figura 10. Curvas de amplificacion de gPCR. Se observa que el control positivo
correspondiente a Leptospira canicola cepa LOCaS46 amplifica en el ciclo 23 mientras que el
control positivo correspondiente a Hardjobovis mostré amplificacion en el ciclo 24, en
contraste con el control negativo que no mostré amplificacion.
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gPCR a partir de diluciones de DNA de Leptospira canicola cepa LOCaS46

La concentracion minima de deteccidn de material genético se realiz6 a partir de

una dilucion 1:50 de DNA de Leptospira. (Figura 11)

Figura 11 Curvas de amplificacién de qPCR de Leptospira canicola cepa LOCaS46.
Se observa amplificacion de la concentracion 1:5 en el ciclo 22, de la concentraciéon 1:25
en el ciclo 24 y de la concentraciéon 1:50 en el ciclo 26.
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gPCR preliminar a partir de las diluciones obtenidas en el ensayo de estimulacion
nutricional.

Se determind que las muestras de la serovariedad Canicola de la cepa LOCaS46
con una concentracion de 10° y 10° mostraron amplificaciones similares al control
positivo Hardjo bovis. Las muestras que fueron incubadas a 30°C durante 14 dias
amplificaron en el ciclo 16, mientras que las incubadas a 20 °C lo hicieron en el

ciclo 20. (Figura 12)

Figura 12. gPCR a partir de DNA de Leptospira cepa LOCaS46. Se observan las
muestras incubadas a 30°C amplificando 4 ciclos antes que las de 20°C, lo que coincide
con mayor apreciacion de material genético
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Seleccion de las muestras problemas

De acuerdo con los resultados de los experimentos anteriores, se seleccionaron
las muestras de Leptospira cepas LOCaS46, LOVE30 y MOCA45 con las
concentraciones 7x10° y 7x10°, de los dias 1 y 30, con 3 horas de estimulacion

nutricional de ambas temperaturas, siendo un total de 48 muestras. (Cuadro 11)

Cuadro 11 Criterios para la seleccion de muestras para evaluar la
supervivencia de Leptospira en agua mediante la deteccion de precursores
de rRNA (Pre-RNA) mediante RT-gPCR.

Dias de incubacién en 1y 30
agua
Temperatura de 20°Cy 30°C
incubacién
Tiempo de 3 horas
estimulacion
nutricional
Concentracion celular 7x10°%y 7x10°

Extraccién de RNA de Leptospira y cuantificacion del material genético.

La extraccion de RNA se llevé a cabo con el equipo automatizado QIAcubeHT
(QIAGEN®) y se obtuvo una suspension de material genético en un volumen de
30 ul. La concentracion obtenida en la cuantificacion de RNA de las cepas
LOCaS46, LOVe30 y MOCA45 fue de 2.8 ng/pl. En las muestras problema, se
obtuvo una concentracion maxima de 3.9 ng/ul, y una concentracién minima de
0.7 ng/ul. A partir de estos resultados, las reacciones para RT-gPCR se

estandarizaron a una concentracién de 2.8 ng/ul.
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Curvas de calibracion

Figura 13. Resultados de la curva de calibracion por RT-qPCR a partir cDNA del
RNA extraido de la cepa LOCaS46 con el gen 16sRNA. El rango dinamico se
obtuvo en los ciclos recomendados y con buena distribucion entre cada una de las

diluciones.

- - - Cycling A.Green (Page 1)
E T I B Bt H

ZE . . | ! R=0.97840
5 e R*2=0.95727
R i RO L EEE R R R R W=-2.580

; B=21.006
Efficiency=1.44

_______________________________________________________________________________________________________________

10 16 10 1d 10

Concentration

Figura 15 Pendiente originada a partir de las curvas de calibraciéon del gen
16srRNA de leptospiras patogenas. La eficiencia obtenida fue de 0.95 y el valor de

la pendiente de -2.5.
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Reaccidon en cadena de la polimerasa de transcriptasa reversa en tiempo real (RT-

gPCR).

El aumento de precursores de rRNA (pre-rRNA) de Leptospira se observo a las 3

horas de estimulacion nutricional. Se demostré que las muestras con
concentracion de 7x10° incubadas a 30°C amplificaron de manera evidente,
mientras que las muestras con concentracién de 7x10° a 30°C, mostraron
amplificaciones con valores fuera de las curvas de calibracion. En el caso de las
muestras incubadas a 20°C de ambas concentraciones no mostraron
amplificacion, por lo tanto, no tuvieron un aumento de la cantidad de pre-rRNA
después de la estimulacion nutricional. De igual forma, las muestras sin
estimulacion nutricional tampoco mostraron amplificaciones durante el ensayo.

(Cuadro 12)

Cuadro 12 Cuantificacion del numero de copias del gen 16srRNA de
Leptospira de las cepas LOCaS46, LOVE30 y MOCA45, de muestras con 1y
30 dias de incubacién en agua a una concentraciéon de 7x10° con tres horas
de estimulacion nutricional.

Muestra N. de Reproducibilidad Pendiente Eficiencia Umbral de
copias (R2) (M) deteccion
(E)
LOCaS46 dia 1 0.747 1 -3.3 98% 0.0891
LOCaS46Dia 30 | 0.845 1 -3.3 98% 0.0891
LOVe30 dia 1 1.017 1 -3.3 98% 0.0891
LOVe30 dia 30 2.349 1 -3.3 98% 0.0891
MOCAA45 dia 1 2.184 1 -3.3 98% 0.0891
MOCA45dia 30 | 4.345 1 -3.3 98% 0.0891
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V. Discusion
El agua puede -convertirse facilmente en una fuente de infeccidn para
enfermedades parasitarias, virales y bacterianas (algunos ejemplos inclune la

taeniasis, hepatitis B, leptospirosis). (OMS, 2018).

En el caso de la leptospirosis, el agua es un factor de riesgo determinante para el
mantenimiento de la enfermedad en areas endémicas. El clima, los factores
ambientales, la falta de saneamiento, y la presencia de agentes enzodticos crean
las condiciones ideales para la presentacion de la leptospirosis en los paises en
desarrollo (Bharti et al., 2003; Johnson et al., 2004), donde la incidencia ha ido en

aumento en los ultimos afios (Vijayachari et al., 2008).

La persistencia a largo plazo de especies patdgenas de Leptospira en agua dulce
y suelos se ha documentado ampliamente, tanto en condiciones de laboratorio
como en entornos naturales (Smith and Self, 1955; Smith and Turner, 1961; Baker
and Baker, 1970; Karaseva et al.,, 1973; Alexander et al., 1975; Hellstrom and
Marshall, 1978; Faine et al., 1999; Khairani-Bejo et al., 2004; Cameron et al.,
2008). Las condiciones ambientales que favorecen la supervivencia de Leptospira
en el entorno incluyen la humedad persistente, una baja exposicion a la radiacion
UV, pH ligeramente alcalino, temperaturas calidas, y la presencia de oxigeno
(Faine et al.,, 1999). En estudios previos, se ha demostrado supervivencia de
cepas patégenas por cortos periodos en agua salada (Khairani-Bejo et al., 2004;
Trueba et al., 2004). Sin embargo, Los mecanismos por los cuales Leptospira
sobrevive en el ambiente siguen siendo desconocidos, en parte debido a las

limitaciones en las metodologias disponibles para evaluar viabilidad, por lo que la
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importancia de la persistencia en el ambiente dentro de la dinamica de transmision

de la leptospirosis ha sido dificil de establecer.

En 2015, Andre-Fontaine y colaboradores mostraron que una depa de la
serovariedad Icterohaemorrhagiae pudo ser reaislada después de veinte meses de
conservacion en agua de fuenstes naturales, con una media de superviviencia de
130 dias a 4°C, 263 dias a 20°C y 316 dias a 30°C. La media de superviviencia
fue mayor a un pH menor a 7 (344 dias), preservando su virulencia hasta por lo

menos viente meses. (Fountaine et al., 2015).

Dada la necesidad de desarrollar una metodologia rapida y beneficiosa para la
deteccion e identificacion de bacterias patdgenas en muestras clinicas o
ambientales, que ayuden en el conocimiento de la epidemiologia, el diagndstico y
tratamiento de la leptospirosis, se han probado herramientas moleculares que
incluyen métodos analiticos basados en la deteccién de acidos nucleicos, los
cuales han contribuido para conocer la diversidad microbioldégica en muestras
ambientales. Sin embargo, estos métodos proporcionan informacién limitada sobre
el estado fisiolégico de las bacterias, principalmente la viabilidad. Podemos afirmar
que un microorganismo inviable es aquél que pierde la capacidad para replicarse.
Una definicion amplia de viabilidad podria extenderse a aquellas bacterias que
conservan la homeostasis y su actividad metabdlica, incluso si ya no pueden
replicarse a corto plazo en condiciones especificas. Tales microorganismos se
clasifican como “viables, pero no cultivables”. (Byrd et al., 1991; Nystrom, 2001;
Cangelosi and Meschke, 2014) El propésito de este trabajo fue examinar la

prueba de viabilidad bacteriana de deteccién de precursores de RNA (Pre-rRNA).
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Las estrategias de deteccion de viabilidad bacteriana llamadas “"pruebas de
viabilidad molecular", correlacionan la viabilidad con la capacidad de sintetizar
rapidamente una macromolécula (un precursor de rRNA especifico de la especie,
o pre-rRNA), en respuesta a un breve estimulo nutricional. La sintesis pre-rRNA
sobre la estimulacion nutricional se detecta por qPCR de transcriptasa reversa

(RT-gPCR). (Cangelosi et al., 2010; Do et al., 2014; Weigel et al., 2013).

Para llevar a cabo las pruebas de viabilidad molecular, se requiere de una
cuidadosa metodologia para la extraccion del material genético, como por ejemplo
el equipo automatizado QlAcubeHT (QIAGEN®). En estudios anteriores, los
equipos automatizados han demostrado ser confiables, rapidos y practicos (Alp
and Hascelik, 2014). El método automatizado de extraccion de RNA empleado en
este trabajo cuenta con funciones de seguridad que incluyen una cubierta
traslicida que protege las muestras de la contaminacién, un filtro HEPA que
mantiene el aire libre de microorganismos al ejercer presidn positiva sobre la
superficie de trabajo, y la luz UV, que proporciona una descontaminacion eficiente
de la superficie y ayuda a prevenir la contaminacién cruzada. El procesamiento
automatizado demostrd ser preciso y repetible en diferentes concentraciones de
RNA de Leptospira. El sistema de extraccion con columnas de silice permitid la
extraccion de RNA sin riesgo de contaminantes inhibidores que pudieran afectar la
calidad del material genético, lo que se pudo comprobar con la posterior
cuantificacion de RNA y la realizacién de la RT-gPCR. La reaccién en cadena de
la polimerasa cuantitativa (qPCR), se utilizdé para cuantificar los pre-rRNA

especificos en una alicuota estimulada con medio EMJH en relacion con un
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control no estimulado, ademas de excluir la sehal de fondo de bacterias no viables
y de ADN libre, lo que aumenté la sensibilidad analitica de RT-qPCR para detectar

viabilidad.

Las pruebas de viabilidad molecular (MVT) se emplean para detectar
especificamente bacterias viables en muestras complejas (Cangelosi et al., 2010).
La breve estimulacion nutricional induce a las bacterias viables, pero no a las
bacterias no viables, a producir cantidades abundantes de precursores de ARN
ribosémicos especificos de la especie (pre-rRNA) (Cangelosi et al, 2010; Do et al.,
2014). En este trabajo las muestras se dividieron en dos alicuotas, una de las
cuales fue estimulada nutricionalmente al anadirle medio de cultivo EMJH
modificado. Los niveles de pre-rRNA aumentaron luego de la estimulacion, en
contraste a no estimuladas, mostrando la presencia de bacterias viables en la
muestra. La estimulacion es rapida, se ha reportado que con dos horas de
exposicion a los nutrientes es suficiente para registrar un cambio ascendente en la
cantidad de copias de pre-rRNA en microorganismos como Aeromonas,yde 4 a6
horas en bacterias de crecimiento lento como M. tuberculosis (Cangelosi et al.,
2010). La deteccion para los controles no estimulados mediante la RT-qPCR en
los diferentes tratamientos: las temperaturas (20 °C y 30 °C) y las concentraciones
(7.5x 10 °>y 7.5x10 °), pueden indicar que el metabolismo de las leptospiras

permanecio inactivo al ser incubadas en agua y no recibir estimulacién nutricional.

Se ha observado que la deteccion de precursores de RNA es hasta 10 veces mas
sensible que una gPCR estandar dirigida a la deteccién de DNA de diversos

patdgenos bacterianos (Aeromonas hydrophila, Acinetobacter baumannii, Listeria
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monocytogenes, Mycobacterium avium y Staphylococcus aureus) en suero, leche
y agua del grifo (Do et al., 2014). La mejora de la sensibilidad es debida al
elevado numero de copias de pre-ARNr en relacion con el ADN gendmico y

también la reduccidn de sefales de fluorescencia débil.

En trabajos anteriores, se ha demostrado que la sintesis de proteinas y el
contenido de RNA se correlacionan tanto en bacterias de desarrollo mas rapido,
como Escherichia coli, como en bacterias de desarrollo lento, como
Mycobacterium bovis BCG (Davey, 2011; Cangelosi et al., 2010; Weigel et al.,

2013; Do et al., 2014).

La RT-gPCR demostré ser una valiosa herramienta para identificar leptospiras
patdogenas viables en muestras de agua inoculadas experimentalmente. En
trabajos futuros se podria utilizar esta metodologia para evaluar muestras
ambientales complejas y determinar la contaminacién del agua de una zona
geografica y la presencia de organismos viables, el riesgo relacionado con
actividades que implican la inmersion por tiempo prologado y la epidemiologia en

la transmision de la leptospirosis en el medio ambiente.
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Abreviaturas y siglas usadas

cDNA: acido desoxirribonucleico complementario.

DNA: acido desoxirribonucleico.

DEPC: dietilpirocarbonato.

GC: porcentaje de guanina y citosina.

ml: mililitros.

pl: microlitros.

ng: nanogramos.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

pKa: constante de disociacion acida.

Pre-rRNA: precursores de RNA ribosomal.

gPCR: reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real.
RNA: acido ribonucleico.

rRNA: acido ribonucleico ribosémico.

RTqg-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa.
SDS: Dodecil sulfonato de sodio.

Tm: temperatura de fusion.

X g’: gravedades
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