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ARTICULO ORIGINAL

APLICACION DE LAS PRUEBAS DE PCR CONVENCIONAL SIMPLE

Y MULTIPLE PARA LA IDENTIFICACION DE AISLAMIENTOS DE
Leptospira spp. EN COLOMBIA

Natali Moreno "2, Piedad Agudelo-Florez'®

RESUMEN

Debido a las dificultadas asociadas con la identificacion serolégica de aislamientos de Leptospira ssp, se genera gran
interés en la pruebas moleculares por su poder discriminatorio, reproducibilidad y facil interpretaciéon. Objetivo. Aplicar
y validar la prueba de PCR convencional, usando dos pares de iniciadores descritos previamente y dirigidos a los genes
lipL32 (PCR simple) y secY/flaB (PCR multiple), con el fin de evaluar su aplicacion para identificar especies patégenas
y sapréfitas de Leptospira spp. Materiales y métodos. Para la estandarizacion de las pruebas de PCR se us6 22
cepas de referencia internacional y 12 aislamientos colombianos. Se determiné el nivel de deteccion de cada pareja de
iniciadores, su especificidad frente a otros microorganismos causantes de enfermedades endémicas en Colombia y su
capacidad de identificar especies dentro del grupo de Leptospira. Resultados. El limite de deteccion de la PCR simple
lipL32 fue una dilucién 1:10000 y para la PCR multiple secY/flaB fue una dilucion 1:100 para el gen secY'y 1:1000 para
flaB. La especificidad de todos los iniciadores fue de 100%. La PCR simple /ipL32, mostr6 amplificado especifico para
21/22 cepas de referencia mientras que la PCR multiple secY/flaB lo fue para 18/22 cepas. De los 12 aislamientos
colombianos, siete fueron positivos por PCR /ipL32 y seis lo fueron por PCR secY/flaB. Conclusiones. Los resultados
mas consistentes fueron obtenidos con la PCR simple /ipL32 tanto en limite de deteccion, especificidad y utilidad para
la identificacién de Leptospira spp, por lo que esta prueba es aplicable a la identificacion molecular de aislamientos
patégenos de Leptospira spp de diversas fuentes.

Palabras clave: Leptospira; Reacciéon en cadena de la polimerasa; Técnicas de diagnéstico molecular; Colombia
(fuente: Decs BIREME).

APPLICATION OF CONVENTIONAL AND MULTIPLEX PCR ASSAYS FOR
IDENTIFICATION OF ISOLATES OF Leptospira spp. IN COLOMBIA

ABSTRACT

Serological identification of Leptospira ssp isolates is difficult to achieve. Thus, molecular testing may be of great interest
thanks to its high discrimination power, reproducibility and easy interpretation. Objective. To implement and validate
conventional and multiplex PCR methods (using primers directed against /lip/32 and secY/flaB genes, respectively). To
assess the capacity of PCR methods to identify pathogenic and saprophytic species of Leptospira ssp. Material and
methods. 22 international reference strains and 12 colombian isolates were used. DNA was extracted with a commercial
kit (Wizard). Specificity and sensitivity of both PCR methods were evaluated. Results. The maximum dilution of DNA
samples allowing the detection of Leptospira ssp was determined to be 1:10000 for the PCR /ipL32 and 1:100/1:1000
for the multiplex PCR secY/flaB. Both PCR didn’t detect DNA from microorganisms unrelated to Leptospira ssp. The
lipL32 PCR specifically amplified a 423bp fragment from all pathogenic Leptospira reference strains, while the secY/flaB
PCR amplified both 285bp (secY) and 793bp (flaB) fragments from 18 reference strains. The lipL32 PCR detected 7/12
colombian isolates, while secY/flaB PCR detected both secY and flaB genes from 6/12 isolates. Conclusions. Best results
were obtained with the lipL32 PCR, which displayed a better sensitivity and a better capacity to detect different strains
than the multiplex PCR. The secY primers showed a poor specificity to pathogenic species and a poor sensitivity. Thus,
lipL32 primers show high potential for molecular diagnosis of Leptospira spp in clinical and environmental samples.

Key words: Leptospira; Polymerase chain reaction;, Molecular diagnostic techniques; Colombia (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa de dis-
tribucion mundial que afecta al hombre y a diferentes
especies de animales. Esta zoonosis es ocasionada por
una espiroqueta del género Leptospira. La transmision
se da por contacto directo con orina de animales infecta-

dos con la bacteria o indirectamente con aguas y suelos
contaminados con la orina de estos animales (2.

En la actualidad, la leptospirosis es reconocida como
una enfermedad emergente que ha causado brotes
epidémicos alrededor del mundo, como los registrados
en Nicaragua, Brasil e India 2. En Colombia se ha
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presentado también de esta forma, como en el brote que
se documentod en agosto de 1995 en Atlantico con 47
casos confirmados y 284 casos sospechosos, con una
letalidad del 17%. El brote se asoci6 con las inundaciones
que afectaron gran parte de la Costa Atlantica ©.
Igualmente, se ha reportado en poblacion general de
diferentes regiones de Colombia con porcentajes de
positividad del 12,5%, 18,5% y 23,3% “.

Pero a pesar de haberse registrado para Colombia, es
una enfermedad subestimada por las entidades de sa-
lud publica en general, debido, primero, a que las ma-
nifestaciones clinicas en la fase inicial son compartidas
con otras enfermedades endémicas en Colombia, tales
como influenza, dengue, malaria, salmonelosis, Bruce-
losis y Rickettsiosis. Esto hace que el diagndstico basa-
do solo en la clinica no sea suficiente.

La microaglutinacion (MAT), que es la prueba de refe-
rencia de la Organizaciéon Mundial de la Salud, presenta
una sensibilidad variable dependiente del nimero de se-
rovares probados en el panel de evaluacion seroldgica y
de la inclusidon o no de cepas locales; requiere ademas
de sueros pareados para la deteccion de la serocon-
version (que es el parametro de confirmacion de caso).
Muestra reacciones cruzadas entre serogrupos princi-
palmente en fases tempranas de la enfermedad, consu-
me mucho reactivo debido a que es necesario mantener
cultivos en repique constante, contando ademas, que al
utilizar leptospiras vivas se presenta el riesgo ocupacio-
nal de infecciéon para el personal de laboratorio. Igual-
mente, una de las dificultades de la prueba de MAT, es
la determinacion del punto de corte que permita la co-
rrecta interpretacion de los resultados seroldgicos obte-
nidos por esta prueba. El punto de corte mas utilizado
es 1:100 para huéspedes susceptibles, pero no siempre
resulta adecuado para poblaciones donde se presente
alta o baja endemicidad de leptospirosis.

Teniendo en cuenta estas limitaciones, otras pruebas ba-
sadas en el diagndstico molecular han sido desarrolladas
en los ultimos afios para el diagndstico de la leptospiro-
sis. Como el género Leptospira consiste en un grupo di-
verso de espiroquetas patégenas y saprdfitas, se ha usa-
do la clasificacion basada en estudios de hibridizacién
del ADN que ha servido para clasificar las 17 especies
conocidas ?7®. De las especies patdgenas se reconocen
alrededor de 200 serovares, esta diversidad ha sido atri-
buida a las diferencias en la estructura y composicion de
los lipopolisacaridos, especialmente en la variacion de
los carbohidratos, lo que refleja la diversidad antigénica
entre especies de leptospiras patdgenas 7210,

Leptospira spp posee una estructura de doble membrana
compuesta por la membrana citoplasmatica, el periplasma

y la membrana externa®. En la membrana externa se ha
identificado diferentes proteinas con diversos grados de
expresion en la superficie como lo son Ompl1 (leptospiral
outer membrane porin), LipL (leptospiral outer membrane
lipoprotein) como LipL21, LipL36, LipL34, LipL41, LipL32
y proteinas Lig (leptospiral immunoglobulin-like proteins)
entre otras ™, Ademas, existen diferentes proteinas
que estan ubicadas en el espacio periplasmico, como
la proteina flagelar B (flaB) que se encuentra también
relacionada con especies patégenas (1219,

En los ultimos afios se ha evaluado la deteccion del
genoma bacteriano por métodos moleculares basados
en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se
ha descritos diferentes iniciadores para su deteccion,
usando una variedad de genes como blanco de
amplificacion, incluyendo flaB ('?), lipL32 (%), OmpL1 %),
secY!"®), Ligt", gyrB (®, entre otros.

En general, las pruebas moleculares para Leptospira
presentan alto poder discriminatorio, ofrecen resultados
reproducibles, de facil y exacta interpretacion que permite
disminuir los problemas asociados con la transferencia
de tecnologia y la reproducibilidad de pruebas entre
laboratorios de zonas endémicas. Pese a las ventajas
que representan el diagndstico y la tipificacion molecular
para Leptospira, este Ultimo aspecto ha sido poco
evaluado para Colombia.

El propdsito de este estudio fue aplicar la prueba
de PCR convencional, usando un par de iniciadores
previamente descritos por Levett et al. ¥ en una PCR
convencional simple y dos pares de iniciadores descritos
por Gravekamp et al. ¥y Kawabata et al. '?en una
PCR convencional multiple. Todo esto con el propédsito
de evaluar su aplicacion para identificar molecularmente
especies saproéfitas y patdogenas de Leptospira spp
de referencia y, posteriormente, su utilidad en la
identificacion de 12 aislamientos colombianos de
diferentes fuentes: humanas, animales y ambientales.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio de estandarizaciéon y aplicacion
de pruebas basadas en la PCR, estandarizandolas con
cepas de referencia y aplicandolas a la identificacion de
aislamientos colombianos de Leptospira spp.

CEPAS DE Leptospira spp
Se us6 22 cepas de referencia internacional, donadas
por la Fundacion Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) de Brasil.

Los datos de serogrupo, serovares y nombre de cada
cepa utilizada se describen en la Tabla 1.
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Las cepas se incubaron a temperaturas entre 26 y
30 °C, hasta cuando alcanzaron crecimiento igual al
estandar 0,5 de MacFarland en medio liquido EMJH
(Elling-Hausen-McCullough-Johnson-Harris) (Becton-
Dickinson, Sparks, MD. USA). Suplementado con 10%
de medio de enriquecimiento (Becton-Dickinson-Bios-
ciences).

AISLAMIENTOS COLOMBIANOS

Para la aplicacion de las pruebas de PCR con aisla-
mientos colombianos de Leptospira spp se evalué 12
aislamientos procedentes de dos pacientes con clinica
compatible con leptospirosis, cinco de diferentes espe-
cies animales (dos monos Cebidae sp, un roedor y dos
caninos) y cinco aislamientos de aguas ambientales. To-
dos estos aislamientos fueron mantenidos bajo las mis-
mas condiciones que las cepas de referencia.

EXTRACCION DE ADN

El ADN para las pruebas moleculares fue extraido con
un kit comercial (Wizard Genomics Promega, Madison
WI. USA), siguiendo el protocolo para bacterias Gram
negativas recomendado por la casa comercial. Se utilizd
como volumen inicial 1 mL de cultivo con crecimiento 0,5
MacFarland. Después de la extraccion el ADN se rehi-
draté con buffer Tris-EDTA, y se almacen6 a 4 °C hasta
el momento de su uso.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA SIMPLE

La reaccion se realizd6 con los iniciadores
descritos por Levett et al. (4, LipL32/270F (5'-
CGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATT-3")yLipL32/692R
(6'-CCAACAGATGCAACGAAAGATCCTTT-3"),
dirigidos a una region ubicada entre las posiciones 270
y 692 del gen lipL32, que codifica para la lipoproteina
de membrana LipL32. Esta secuencia esta altamente
conservada en las especies patdégenas de Leptospira
(Acceso GenBank L. interrogans serovar Lai str. 56601
AE010300.2 29).

El perfil térmico para esta PCR simple, fue estandarizado
con una temperatura de desnaturalizacion de 95 °C
durante cinco minutos, una fase de 35 ciclos a 94 °C
durante un minuto, 55 °C durante un minuto y 72 °C
durante dos minutos y, posteriormente, una fase de
extension final a una temperatura de 72 °C durante
cinco minutos. En el proceso de PCR se utilizé los
reactivos comerciales (Fermentas Taq DNA polymerase
[recombinant], Foster City, CAL. USA) usando 35 pL
como volumen final de la reaccién, 3,5 uL de buffer de
PCR (KCI) a una concentracion 1X, 4,2 uL de MgCl, a
una concentracién de 3,0 mM, 3,5 uL de cada uno de los
iniciadores (forward - reverse) a una concentracion 0,1
MM, 0,875 pL a una concentracion 0,25 mM de dNTP y
0,28 pL de taq polimerasa con una concentracion de 1U,
y adicionando 5 pL de DNA molde.

Tabla 1. Cepas de referencia donadas por FIOCRUZ-Brasil usadas para evaluar la aplicacion de dos métodos de
PCR convencional simple y multiple.

Especie Serogrupo Serovar Cepa Caracteristica
L. interrogans Australis Bratislava Jez Bratislava Patégena
L. borgpetersenii Ballum Castellonis Castellon 3 Patégena
L. borgpetersenii Ballum Ballum Mus 127 Patégena
L. interrogans Bataviae Batavie Van tienen Patégena
L. interrogans Canicola Canicola H. Ultrecht IV Patégena
L. weilii Celledoni Celledoni Celledoni Patégena
L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522C Patégena
L. interrogans Djasiman Djasiman Djasiman Patégena
L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Duyster Patégena
L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis Patdgena
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni M 20 Patégena
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA Patégena
L. borgpetersenii Javanica Poi Poi Patégena
L. noguchii Louisiana Louisiana LSU 1945 Patégena
L. noguchii Panama Panama CZ 214K Patégena
L. interrogans Pomona Pomona Pomona Patdgena
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem Patdgena
L.interrogans Sejroe Hardjo Hardjoprajitno Patégena
L. biflexa Semaranga Patoc Patoc 1 Saprofita
L. santarosai Shermani Shermani 1342 K Patégena
L. borgpetersenii Tarassovi Tarassovi Perepelicin Patégena
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni L 1130 Patégena
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
MULTIPLE

A las muestras de ADN de todas las cepas se les realizé
PCR muiltiple con los iniciadores G1 (5°-CTGAATCGCTG-
TATAAAAGT-3")yG2(5-GGAAAACAAATGGTCGGAAG-
3") descritos por Gravekamp et al. 9, dirigidos a una
secuencia especifica del gen secY (Acceso GenBank
L. interrogans serovar Lai str. 56601 AE010300.2 @%) de
especies patdgenas de L. interrogans, L. borgpetersenii,
L. weillii, L.noguchi, L. santarosai y L. meyerii, excepto L.
kirschneri. Los iniciadores B641/B641l no fueron utilizados
como lo describe originalmente Gravekamp et al. "9, en
este caso fueron reemplazados por los iniciadores L-flaB-
F1(5- TCTCACCGTTCTCTAAAGTTCAAC-3") y L-flaB-
R1(5- CTGAATTCGGTTTCATATTTGCC-3") que van
dirigidos al gen que codifica para la proteina flagelar B
(Acceso GenBank L. interrogans serovar Lai str. 56601
AE010300.2 @) presente en especies patdgenas de Lep-
tospira (2,

El perfil térmico se estandarizd con una temperatura de
desnaturalizacion a 95 °C durante cinco minutos, una
fase de 35 ciclos a 95 °C durante 30 segundos, 50 °C
durante 30 segundos y 72 °C durante un minuto y, poste-
riormente, una fase de extension final a una temperatura
de 72 °C durante cinco minutos. En el proceso de PCR se
utilizaron los reactivos comerciales (Fermentas Tag DNA
polymerase [recombinant], Foster City, CAL. USA) usan-
do 35 pL como volumen final de la reaccion, 3,5ul de bu-
ffer PCR (KCI) a una concentracion 1X, 3,5 uL de MgCl, a
una concentracion de 2,5 mM, 3,5 pL de cada uno de los
iniciadores (G1/G2, flaB-F 1, flaB-R1) a una concentracion
1,0 uM, 0,7 pL de dNTP a una concentracion de 0,2 mM,
y 0,2 uL de taq polimerasa con una concentracion de 1U
agregando 3 pL de DNA molde.

Figura 1A. Limite de deteccion de PCR /ipL32. Gel de agarosa
al 1,5% tefido con Bromuro de Etidio.

Carril 1. Marcador de peso molecular (50 pb). Carril 2: control
positivo de PCR obtenido de ADN de cultivo de L. interrogans
Serovar Copenhageni Cepa M 20, 423 pb. Carril 3: diluciéon
1:10. Carril 4: dilucién 1:100. Carril 5: dilucién 1:1000. Carril 6:
dilucién 1:10000.Carril 7: dilucién 1:100000. Carril 8: dilucion
1:1000000. Carril 9: control negativo de PCR

ELECTROFORESIS

Todos los productos de la PCR obtenidos se visualizaron
utilizando la técnica de electroforesis en gel de agarosa,
con una concentracién de 1,5%, se uso6 buffer TBE
(Tris- Base, EDTA, acido bdrico) a una concentracion
de 1X, fue revelado con bromuro de etidio y se us6 un
GeneRuler™ 50bp DNA Ladder (Fermentas, Carlsbad
CA. USA). Posteriormente se realizé la corrida
electroforética a 80V durante una hora en camara de
electroforesis horizontal y, por Ultimo, se visualizé en un
analizador de imagen Epichemi®.

LIMITE DE DETECCION Y ESPECIFICIDAD

Los limites de deteccion y especificidad de las pruebas
de PCR fueron calculadas acorde al protocolo de
validacion de pruebas de PCR de la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (82", Para el caso del limite
de deteccion de ambos ensayos se utilizaron diluciones
dobles de 1:10 a 1:1 000000, a partir de 120 ng de ADN
extraido de la cepa de referencia L. interrogans Serovar
Copenhageni Cepa M 20.

La especificidad de las pruebas fue establecida con las 22
cepas de referencia, comparando el resultado obtenido
con cada prueba de PCR y los datos de la referencia
de cada cepa suministrados por FIOCRUZ, Brasil.
Igualmente fueron evaluadas las pruebas con ADN de
especies diferentes a Leptospira spp. En este panel de
evaluacion de la especificidad se incluyé a Salmonella
sp, Brucella sp, Plasmodium vivax, Toxoplasma gondii,
Leishmania sp, Trypanosoma cruzi, Mycobacterium
leprae y M. tuberculosis.

Figura 1B. Limite de deteccion de ADN con PCR secY (285
pb) / flaB (793pb). Gel de agarosa al 1,5% tefiido con Bromuro
de Etidio.

Carril 1: marcador de peso molecular (50 bp). Carril 2: control
Carril 1. Marcador de peso molecular (50 pb). Carril 2: control
positivo de PCR obtenido de ADN de cultivo de L. interrogans
Serovar Copenhageni Cepa M 20 Carril 3: dilucién 1:10. Carril
4: dilucion 1:100. Carril 5: dilucién 1:1000. Carril 6: dilucion
1:10000.Carril 7: dilucion 1:100000. Carril 8: dilucién 1:1000000.
Carril 9: control negativo de PCR.
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Figura 2A. Especificidad de la PCR /ipL32 (423pb) probada
con ADN de otros agentes infecciosos. Gel de agarosa al 1,5%
tefiido con Bromuro de Etidio.

Carril 1. Marcador de peso molecular (50 pb). Carril 2: control
positivo de PCR obtenido de ADN de cultivo de L. interrogans
Serovar Copenhageni Cepa M 20 Carril 3: ADN de Salmonella
sp. Carril 4: ADN de Brucella sp. Carril 5: ADN de Plasmodium
vivax. Carril 6: Control negativo de PCR.

RESULTADOS
LIMITE DE DETECCION DE LA PCR

El limite de deteccion de la reaccion de la PCR simple
lipL32, fue verificada analizando diferentes concentra-
ciones del ADN. Se obtuvo productos especificos de
423 pb de L. interrogans serovar Copenhageni cepa M
20 hasta la dilucion 1:10 000 (Figura 1A). Para el caso
del limite de deteccion de la reaccion de la PCR mul-
tiple secY/flaB se obtuvieron productos especificos de
285 pb y 793 pb de L. interrogans serovar Copenhageni
cepa M 20, hasta la dilucion 1:100 para secY'y 1:1 000
para flaB (Figura 1B).

Figura 3. Prueba de PCR lipL32 con ADN de cepas de referen-
cia Fiocruz, Brasil. Gel de agarosa al 1,5% tefiido con Bromuro
de Etidio.

Carril 1. Marcador de peso molecular (50 pb). Carril 2: L. in-
terrogans Serovar Icterohaemorrhagiae Cepa RGA. Carril 3:
L. interrogans Serovar Bataviae Cepa Van Tiene. Carril 4: L.
interrogans Serovar Canicola Cepa H. Ultrecht IV. Carril 5: L. in-
terrogans Serovar Djasiman Cepa Djasiman. Carril 6: L. interro-
gans Serovar Copenhageni Cepa M 20. Carril 7: L. interrogans
Serovar Pyrogenes Cepa Salinem. Carril 8: L. biflexa serovar
Patoc Cepa Patoc 1. Carril 9: Control negativo de PCR.
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Figura 2B. Especificidad de la PCR secY(285 pb) / flaB(793
pb), probada con ADN de otros agentes infecciosos. Gel de
agarosa al 1,5% tefiido con Bromuro de Etidio.

Carril 1. Marcador de peso molecular (50 pb). Carril 2: control
positivo de PCR obtenido de ADN de cultivo de L. interrogans
Serovar Copenhageni Cepa M 20 Carril 3: ADN de Salmonella
sp. Carril 4: ADN de Brucella sp. Carril 5: ADN de Plasmodium
vivax. Carril 6: Control negativo de PCR.

ESPECIFICIDAD DE LA PCR

Los ensayos de PCR simple y multiple usando ADN de
un panel de ocho agentes infecciosos propios de areas
endémicas colombianas fueron negativos, se mostro
asi la especificidad de estos iniciadores para Leptospira
spp. Las figuras 2A 'y 2B muestran esos resultados para
tres de los agentes probados, Salmonella sp, Brucella
sp, Plasmodium vivax.

ANALISIS MOLECULAR DE LAS CEPAS DE
REFERENCIA DE Leptospira spp

Los resultados de la prueba de PCR /ipL32, mostraron
amplificado especifico en todas las 21 especies
patégenas de referencia. En la que no se obtuvo
amplificado fue en la especie saprofita L. biflexa serovar
Patoc, resultado que estuvo de acuerdo con lo esperado,
porque las especies saprofitas no tienen gen ortélogo de
lipL32, lo que corrobora la especificidad de esta prueba
de PCR para especies patogenas (Figura 3).

Para la PCR secY/flaB, se obtuvo amplificado especifico
de ambas bandas de 285 pb y de 793 pb en 18 de las 22
cepas de referencia, dos cepas amplificaron unicamente
el gen secY (L. noguchii serovar Louisiana cepa LSU
1945y L. biflexa serovar Patoc cepa Patoc 1) y dos de
las 22 cepas amplificaron Unicamente flaB, L. kirschneri
serovar Cynopteri cepa 3522C y L. kirschneri serovar
Grippotyphosa cepa Duyster (Figuras 4A 'y 4B).

ANALISIS MOLECULAR DE LOS AISLAMIENTOS
COLOMBIANOS

La PCR lipL32, fue positiva para los dos aislamientos
procedentes de humanos y cinco aislamientos de
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Figura 4A. Prueba de PCR secY/flaB con ADN de cepas de
referencia Fiocruz, Brasil. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio.

Carril 1: marcador de peso molecular (50 bp). Carril 2: L.
interrogans serovar Bratislava cepa Jez Bratislava. Carril 3:
L. borgpetersenii serovar castellonis cepa Castellon 3. Carril
4: L. borgpetersenii serovar Ballum cepa Mus 127. Carril 5:
L. interrogans serovar Bataviae cepa Van Tienen. Carril 6: L.
interrogans serovar Canicola cepa H. Ultrecht IV. Carril 7: L. weilli
serovar Celledoni cepa Celledoni. Carril 8: L. kirschneri serovar
Cynopteri cepa 3522C. Carril 9: L. interrogans serovar Djasiman
cepa Djasiman. Carril 10: L. kirschneri serovar Grippotyphosa
cepa Duyster. Carril 11: control negativo de PCR.

animales; no se obtuvo amplificado para ninguno de los
cinco aislamientos ambientales (Figura 5).

Para la PCR secY/flaB, se obtuvo amplificado en seis
aislamientos de los 12 obtenidos, pertenecientes a los
aislamientos de humanos, caninos y cébidos. Por su
parte el aislamiento perteneciente al roedor 350 amplificd
solo con flaB 'y no con secY. Dos aislamientos de aguas
ambientales (#30 y # 37) amplificaron con secY y no

dR=O 1 08 1181253

Figura 4B. Prueba de PCR secY/flaB con ADN de cepas de
referencia Fiocruz, Brasil. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio.

Carril 1: marcador de peso molecular (50 bp). Carril 2: L.
interrogans serovar Icterohaemorrhagiae cepa RGA. Carril 3:
L. borgpetersenii serovar Poi cepa Poi. Carril 4: L. Noguchii
Serovar Louisiana Cepa LSU 1945. Carril 5: L. Noguchii serovar
Panama cepa Panama, Carril 6: L. interrogans serovar Pomona
cepa Pomona Carril 7: L. interrogans serovar Pyrogenes cepa
Salinem. Carril 8: L. biflexa serovar Patoc cepa Patoc 1. Carril
9: L. Santarosai serovar Shermani cepa 1342K. Carril 10: L.
borgpetersenii serovar Tarassovi cepa Perepelicin. Carril 11: L.
interrogans serovar Coppenhageni cepa L1130. Carril 12: control
negativo de PCR.

con flaB (Figura 6). Los resultados obtenidos para cada
aislamiento se describen en la Tabla 2.

DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran la utilidad de
dos tipos de pruebas de PCR, la simple y la multiple,
para identificar especies de Leptospira de referencia

Figura 5. Prueba de PCR /ipL32 con ADN de aislados colom-
bianos. Gel de agarosa al 1,5% tefiido con Bromuro de Etidio.

Carril 1. Marcador de peso molecular (50 pb). Carril 2: control
positivo de PCR L. interrogans Serovar Copenhageni Cepa M
20. Carril 3: Aislado de Leptospira spp agua #30 Carril 4: Aisla-
do de Leptospira spp agua #31. Carril 5: Aislado de Leptospira
spp agua #37. Carril 6: Aislado de Leptospira spp de humano
- AIMC. Carril 7: Aislado de Leptospira spp de humano - JET.
Carril 8: Aislado de Leptospira spp cebido 45. Carril 9: Aislado
de Leptospira spp cebido 51845 Carril 10: Aislado de Leptospira
spp roedor 350. Carril 11: Aislado de Leptospira spp canino 046.
Carril 12: Aislado de Leptospira spp canino 8-28. Carril 13: Con-
trol negativo de PCR.

Figura 6. Prueba de PCR secY/flaB con ADN de aislados
colombianos. Gel de agarosa al 1,5% tefiido con Bromuro de
Etidio.

Carril 1. Marcador de peso molecular (50 pb). Carril 2: control
positivo de PCR L. interrogans Serovar Copenhageni Cepa
M 20. Carril 3: Aislado de Leptospira spp canino 046. Carril
4: Aislado de Leptospira spp roedor 350. Carril 5: Aislado de
Leptospira spp canino 8-28. Carril 6: Aislado de Leptospira spp
agua #07 Carril 7: Aislado de Leptospira spp agua #21.1 Carril
8: Aislado de Leptospira spp agua #21.2 (Repeticion de ADN)
Carril 9: Aislado de Leptospira spp agua #30. Carril 10: Aislado
de Leptospira spp agua #31. Carril 11: Aislado de Leptospira spp
agua #37. Carril 12: Control negativo de PCR.
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Tabla 2. Procedencia y resultados de identificacion de aislamientos colombianos analizados por dos métodos de PCR

convencional simple y multiple.

Identificacion aislamiento Procedencia ”gzgz Gen secY Gen flaB Tlng;uLneg?;p ira
JET Humano Apartado Positivo Positivo Positivo Patégena
AIMC Humano Puente Iglesias Positivo Positivo Positivo Patégena
Cébido 45 Cebidae Barbosa Positivo Positivo Positivo Patégena
Cébido 51845 Cebidae Barbosa Positivo Positivo Positivo Patogena
Roedor 350 Sigmodontoneae Necocli Positivo Negativo Positivo Patégena
Canino 046 Canis Medellin Positivo Positivo Positivo Patogena
Canino 8-28 Canis Medellin Positivo Positivo Positivo Patégena
Ambiental #07 Agua Necocli Negativo Negativo Negativo Saprdfita
Ambiental #21 Agua Necocli Negativo Negativo Negativo Saprdfita
Ambiental #30 Agua Trigana Negativo Positivo Negativo Saprdfita
Ambiental #31 Agua Trigana Negativo Negativo Negativo Saprdfita
Ambiental #37 Agua Necocli Negativo Positivo Negativo Saprofita

y aislamientos colombianos a partir de iniciadores
descritos en la literatura 21419, E| limite de deteccién
de la PCR lipL32 (dilucion 1:10 000) es similar a la que
previamente se reportd en la publicacion original usando
PCR en tiempo real, corroborando que la sensibilidad
de la prueba es reproducible en condiciones de PCR
convencional (™), Por su parte, la PCR secY/flaB, difiere
en el limite de deteccion para cada uno de los iniciadores,
debido a que para el gen secY el limite de deteccion fue
diez veces menor que el obtenido para el gen flaB. Por lo
tanto, en términos de limite de deteccion, la PCR lipL32,
es mas sensible que la PCR secY/flaB, lo que ademas
la posiciona como de eleccion para estudios posteriores
que busquen validar su uso potencial para el diagnostico
de leptospirosis en muestras clinicas de pacientes que se
encuentren en fases tempranas de la infeccion o incluso
gue hubieran iniciado la terapia antibiética 4.

La especificidad de las dos pruebas de PCR se encuentra
en concordancia con otros estudios realizados en otras
regiones geograficas usando estos iniciadores 2223,
Frente a la especificidad con cepas de referencia por la
prueba de PCR lipL32, se encontré una concordancia
total frente a los registros de cada cepa, suministrados
por FIOCRUZ, Brasil. Lo que confirma que es un factor
de virulencia putativo altamente conservado en especies
patégenas y no tiene genes ortdlogos en especies
saprofitas que codifiquen para esta lipoproteina (.

Por su parte la PCR secY/flaB, muestra resultados discor-
dantes con las cepas L. noguchii Serovar Louisiana Cepa
LSU1945 y L. biflexa Serovar Patoc Cepa Patoc |. Esto
puede sugerir que la regién del gen secY no es especifica
de especies patogenas, ya que se obtuvo amplificado con
L. biflexa. Esto se debe a que este locus es conservado en
el género Leptospira, ya que andlisis de PCR dirigidos al
secY tienen la capacidad de generar resultados variados
en ensayos con especies saprofitas e intermedias 2425,
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Mediante analisis de BLAST, se demuestra que
estos iniciadores tienen complementariedad tanto
con especies patdgenas y saprofitas como L. biflexa
serovar Patoc 1 (Acceso GenBank CP000786.1). Las
dos Unicas cepas que fueron amplificadas solo con
flaB, pertenecen a la especie de L. kirschneri, que no es
amplificada con iniciadores G1/G2. Por esta razén en
la publicacion original de Gravekamp (", se recomendé
el uso de otros iniciadores (B641/B64I11) que también
estan asociados con el gen flaB que se encuentra en la
especie L. kirschneri'®%), Esto reafirma que el analisis
molecular llevado a cabo por esta PCR mulltiple sea
inconcluso, al dejar especies patdgenas de Leptospira
sin identificar y sea necesaria la utilizaciéon de otro par
de iniciadores.

La PCR lipL32, probada para identificar los aislamientos
colombianos, ha demostrado especificidad para la
amplificaciéon de muestras de animales y humanos
procedentes de Colombia ?72®, corroborando lo ya
obtenido con cepas de referencia. La presencia de
este marcador en cultivos de hospederos susceptibles,
verifica en forma objetiva la virulencia de los aislamientos
colombianos. Si bien en este trabajo no se llevaron a cabo
estudios de virulencia in vivo de estos aislamientos, este
hallazgo cobra importancia, debido a que hasta donde
llega nuestro conocimiento, es la primera oportunidad en
que se demuestra la presencia, por métodos moleculares,
del marcador de virulencia, lipL32, en aislamientos de
origen colombiano. Aunque es muy poco conocido el
papel de esta proteina de membrana, en la patogénesis
de leptospirosis, se sabe por estudios experimentales
que niveles significativos de expresion de LipL32 estan
presentes durante la infeccion aguda letal en infecciones in
vitro de cultivos de células de cobayo®®. Es recomendable
por lo tanto, continuar explorando marcadores de
virulencia para los aislamientos de Leptospira spp. Con
el fin de conocer aspectos de la patogénesis de esta
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enfermedad en huéspedes adaptados o en reservorios,
que ayuden a caracterizar la presentacion clinica de esta
infeccion en Colombia.

Por su parte, los resultados de los aislamientos ambien-
tales probados por la PCR lipL32, sugieren que muy posi-
blemente si pertenecen a especies saprofitas que, como
ya se dijo, no codifican para esta lipoproteina de membra-
na externa ®'". Por ser la leptospirosis una enfermedad
de transmision ambiental y que se ha asociado a brotes
posteriores a inundaciones, como el caso del presenta-
do en la costa atlantica colombiana © y conociendo que
existen especies de Leptospira de caracter “intermedio”
en donde su capacidad patogénica no es clara, es reco-
mendable continuar explorando otros marcadores gené-
ticos de especies saprofitas e intermedias, adicionales a
los usados como blancos de amplificacion en las pruebas
descritas en el presente articulo, como es el caso del gen
16S que permitan identificar la alta variedad de especies
de Leptospira que pueden encontrarse en muestras de
origen ambiental ®%. Debido a que es ampliamente cono-
cido que especies patégenas de Leptospira son capaces
de sobrevivir en ambientes acuaticos por periodos varia-
bles de tiempo y ser por lo tanto, un foco potencial de
infeccion para humanos y animales ©':%2),

Con respecto a los resultados de los aislamientos
colombianos procesados por PCR secY/flaB, se
demostrd igualmente discordancia con respecto a los
resultados esperados. Por un lado el gen secY fue
reconocido en dos muestras de aguas, que habian
sido negativas por la PCR /ipL32, demostrando la
inespecificidad de los iniciadores G1/G2, al ser positiva
en posibles especies saprofitas y en ser negativa en el
caso de la cepa procedente de roedor 350. Que habia
sido claramente identificada como patdégena tanto
por los iniciadores lipL32 como flaB. La ambigledad
de los iniciadores G1/G2 ya habia sido reportada
por otros investigadores, los que también reportan
discordancia en la identificacion de especies saprofitas
de patdgenas ?4?%), Esto hace poco recomendable
el uso de estos iniciadores cuando se requiere
diferenciar entre especies patégenas de saprofitas,
especialmente, como se describié anteriormente, en
muestras ambientales.

En conclusion, este estudio presenta la evaluacion
de pruebas moleculares para la identificacion de
aislamientos patdgenos de Leptospira provenientes
de diferentes fuentes. Segun los criterios de limite de
deteccién y especificidad evaluados en este estudio,
la prueba de PCR I/ipL32, es un método que permite
caracterizar un area geografica permitiendo identificar
posibles factores eco-epidemioldgicos de riesgo. La
prueba tiene potencial para ser validada en trabajos

futuros para el diagndstico molecular de la leptospirosis
en diferentes muestras clinicas o ambientales.
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