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REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

DIVERSIDAD GENETICA DE AISLAMIENTOS PERUANOS DE
Leptospira spp. MEDIANTE ELECTROFORESIS
EN GEL DE CAMPO PULSADO

Paola Rivera'?, Monica Ticlla'?, Lourdes Balda'c, Dana Gonzalez'¢, Manuel Céspedes'?

RESUMEN

Objetivos. Determinar la diversidad genética de aislamientos peruanos de Leptospira spp. mediante electroforesis
en gel de campo pulsado (PFGE). Materiales y métodos. Se estandariz6 la metodologia de PFGE propuesta por
Galloway y Levett (2008). Se elaboré una base de datos con los perfiles de PFGE de 65 cepas de referencia y se aplicd
la técnica en 111 aislamientos de Leptospira spp. obtenidos en Peru entre 2002 y 2010. Resultados. Se determind
gran diversidad genética de serovares de Leptospira spp. circulantes en nuestro pais. Se identificaron 57 serovares,
47 en 97 aislamientos patégenos. Los serovares mas frecuentes fueron Icterohaemorrhagiae/Copenhageni (n=24) y
Canicola (n=7). Las especies mas frecuentes fueron L. santarosai (49,5%) y L. interrogans (37,1%). La distribucion
de especies, clusters y serovares varié segun la fuente del aislamiento, el contexto ambiental y la procedencia.
Conclusiones. Existe gran diversidad de serovares circulantes en el Peru, la cual esta relacionada a la especie,
el reservorio, el contexto ambiental y la procedencia del aislamiento. Se evidencia las relaciones genéticas y
epidemioldgicas entre aislamientos de diferentes fuentes, lo cual esta relacionada a la especie, el reservorio, el
contexto ambiental y la procedencia del aislamiento.

Palabras clave: Leptospira; Electroforesis en gel de campo pulsado; Variacion genética (fuente: DeCS BIREME).

GENETIC DIVERSITY OF PERUVIAN ISOLATES OF Leptospira spp.
THROUGH PULSED FIELD GEL ELECTROPHORESIS

ABSTRACT

Objectives. Determine the genetic diversity of Peruvian isolations of Leptospira spp. through Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE). Materials and methods. The PFGE methodology proposed by Galloway and Levett (2008)
was standardized. A database including the PFGE profiles of 65 reference strains was prepared, and the technique
was applied in 111 isolates of Leptospira spp. obtained in Peru between 2002 and 2010. Results. A great generic
diversity of serovars of circulating Leptospira spp. was determined in our country. 57 serovars were identified, 47 out
of 97 pathogen isolates. Most frequent serovars were Icterohaemorrhagiae/Copenhageni (n=24) and Canicola (n=7).
The most frequent species were L. santarosai (49,5%) and L. interrogans (37,1%). The distribution of species, clusters
and serovars changed according to the source of isolate, the environmental context and the origin. Conclusions.
There is great diversity of circulating serovars in Peru. There are genetic and epidemiological relations among isolates
of different sources, and this is related to species, reservoir, environmental context and the origin of the isolate.

Key words: Leptospira; Electrophoresis, gel, pulsed-field; Genetic variation (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

La leptospirosis tiene una distribucion mundial y afecta Colombia y Chile @3. En tanto, la incidencia en la regién
principalmente zonas tropicales con altos indices de Loreto es de 72,7 lo cual refleja la endemicidad de la
precipitacion . En el Perd, la incidencia anual de enfermedad en la zona. En el 2012, como consecuencia de
leptospirosis es 6,3 por millén de habitantes, cifras muy las inundaciones, se han producido casos de hemorragia
superiores a las reportadas en Venezuela, Paraguay, pulmonar grave y defunciones debido a leptospirosis .
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La leptospirosis es una enfermedad febril aguda
causada por espiroquetas patégenas del género
Leptospira, transmitida al hombre por contacto directo o
indirecto con orina de animales portadores ®. La unidad
taxondémica del género es el serovar, segun la prueba de
aglutinacién cruzada y absorcion (CAAT). Los serovares
relacionados antigénicamente constituyen serogrupos ©.
Histéricamente, el género Leptospira se dividié en dos
especies: L. interrogans (cepas patdgenas) y L. biflexa
(cepas saprofiticas) (). Actualmente el género Leptospira
se clasifica en 20 genomospecies en base al estudio
de hibridacion del &cido desoxirribonucleico ADN-ADN.
Estas, a su vez, se clasifican en especies patogenas,
intermedias y saprofiticas mediante el secuenciamiento
del gen 16S rARN 8,

La identificacion de los serovares circulantes de Leptospira
tiene importancia epidemioldgica pues permite identificar
fuentes de infeccidon o reservorios, virulencia de cepa y
distribucién geografica, ya que los serovares varian en las
diferentes regiones y dependen de la ecologia del medio
que los alberga ®). Sin embargo, son pocos los laboratorios
que cuentan con los recursos necesarios para mantener
los esquemas de identificacion seroldgica convencional: la
CAAT y la prueba de microaglutinacién (MAT), las cuales
son técnicas que permiten identificar leptospiras a nivel de
serovar y serogrupo respectivamente ©), y que, ademas,
presentan un gran numero de limitaciones, como la
necesidad de tener una coleccion de cepas referenciales y
sus respectivos antisueros, lo cual dificulta la identificacion
de la diversidad de leptospiras ®. No obstante y gracias al
avance de técnicas de analisis de ADN se ha hecho posible
el estudio de la epidemiologia molecular de Leptospira
spp. en perspectivas globales. Estas técnicas incluyen
la digestion del ADN cromosémico con enzimas de
restriccion (REA), ribotipificacion, andlisis de polimorfismos
de fragmentos de restriccion (RFLP), electroforesis en gel
por campo pulsado (PFGE) ©'9, entre otros.

La Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) es el
gold standard para la genotipificacion de microorganis-
mos (" y permite la tipificacion de aislamientos de Lep-
tospira spp. a nivel de serovar ©'2. Ademas, proporciona
informacioén crucial para los estudios de epidemiologia
molecular ya que permite evidenciar relaciones genéti-
cas entre aislamientos y asi contribuir en la vigilancia e
investigacion de brotes.

En nuestro pais son pocos los estudios epidemiolégicos
basados en métodos moleculares. Se ha evidenciado
que mamiferos silvestres (roedores, marsupiales y
murciélagos) son reservorios potenciales en la transmision
de leptospirosis en la Amazonia peruana (3%, que las
concentraciones de leptospiras virulentas en aguas
superficiales urbanas son mayores que en las rurales,
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y que la especie L. interrogans prevalece en zonas
urbanas, mientras que L. santarosai prevalece en zonas
rurales (. Asimismo, se ha reportado una nueva especie,
Leptospira licerasiae serovar Varillal ™.Sin embargo, no se
conoce la diversidad genética de la leptospira obtenidos
de zonas endémicas. Por ello, el presente estudio tuvo
como objetivo determinar la diversidad genética de 111
aislamientos de Leptospira spp. a través de PFGE,
obtenidos en el Peru entre 2002 y 2010.

MATERIALES Y METODOS
CEPAS REFERENCIALES DE LEPTOSPIRA

Se conté con un total de 65 cepas referenciales de
Leptospira spp. proveidas por el Instituto Oswaldo Cruz
(IOC-FioCruz); el Laboratorio de los Servicios Veterinarios
Nacionales (NVSL), y los Centros para el Control y la
Prevencion de Enfermedades (CDC). Estos incluyeron
seis especies patégenas (L. interrogans, L. kirschneri, L.
noguchii, L. weilii, L. borgpetersenii y L. santarosai); dos
intermedias (L. fainei y L. licerasiae), y dos saprofiticas
(L. biflexa y L. meyeri) (los perfiles de PFGE estan
disponibles en Anexos en www.rpmesp.ins.gob.pe).

AISLAMIENTOS DE LEPTOSPIRA

Se seleccionaron 111 aislamientos peruanos de Leptospira
spp. (40 de humanos, 49 de animales y 22 ambientales)
obtenidos del cepario del Laboratorio de Zoonosis
Bacterianas del Instituto Nacional de Salud (INS) a partir del
Programa de Vigilancia de Leptospira en el Peru (periodo
2002-2010). Solo se tomaron en cuenta los aislamientos
de Leptospira spp. de fuente conocida (Tabla 1).

Los aislamientos de Leptospira spp. fueron conservados
en medio semisdlido Fletcher a temperatura ambiente

Tabla 1. Aislamientos peruanos de Leptospira spp.
segun fuente y procedencia.

Fuente Género o Procedencia Numero de
especie (Numero) aislamientos
Iquitos (31), Madre de
e Dios (7), Ucayali (2) 0
Rata Rattus spp. kJZC;aK?rIr::(%)f lquitos 15
Proechimys spp. lquitos 16
Oryzomys Iquitos 2
yunganus
Marsupial Philander spp.  Iquitos 13
Metachirus .
nudicaudatus lquitos 2
Caluromys .
lanatus Iquitos 1
Ambiental Amazonas (10), 22

Iquitos (6), Lima (6)
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y se mantuvieron viables en el tiempo mediante
resiembras realizadas cada seis meses. Para su
reactivacion, estos fueron repicados en medio liquido
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) con
4% de suero de conejo e incubados a 28-30 °C por un
promedio de dos semanas. Se realizé un primer pasaje
en medio liquido EMJH y se dejo crecer a 28-30 °C por
una semana. A partir de este se efectud la prueba de
8-azaguanina y microaglutinacion (MAT). Se hizo un
segundo pasaje para proceder con la tipificacion de los
aislamientos mediante la técnica PFGE estandarizada.

Prueba de 8-azaguanina. Util para diferenciar
cepas saprofiticas y patéogenas (9, se sembraron
los aislamientos en EMJH liquido con 225 ug/mL de
8-azaguanina y se incubaron a 28- 30 °C.

Prueba de microaglutinacion (MAT). Se realizd
segun el manual de procedimientos de diagndstico de
Leptospira del Laboratorio de Zoonosis Bacterianas del
INS (7, Se incubaron las cepas aisladas (antigenos)
con un panel de serogrupos de Leptospira referenciales
(antisueros de conejo contra antigenos especificos) y
luego se examinaron con microscopio de campo oscuro
para observar aglutinacion. La MAT se llevd a cabo
con los siguientes serogrupos: Andamana, Australis,
Autumnalis, Ballum, Bataviae, Canicola, Celledoni,
Cynopteri, Djasiman, Grippotyphosa, Hebdomadis,
Icterohaemorrhagiae, Javanica, Mini, Panama, Pomona,
Pyrogenes, Sejroe, Semaranga, Shermani, Tarassovi y
Varillal. Titulos = 800 fueron considerados significativos.

PFGE Y ANALISIS DE LOS PERFILES

La extraccion de ADN y la PFGE se realizd segun
metodologia descrita por Galloway y Levett ('? con ciertas
modificaciones para su aplicacion en el Laboratorio
de Referencia Nacional de Zoonosis Bacterianas. Asi
mismo, se utilizaron las férmulas y procedimientos
estandarizados por la Red PulseNet USA para la
preparacion de reactivos para PFGE ('8,

Cepas bacterianas. Se centrifugaron 8 mL de cada cul-
tivo a 4500 rpm por 20 min. Luego fueron resuspendidas
en 1mL de buffer de suspensién (BS) y centrifugadas a
4500 rpm por 10 min por dos veces. Se resuspendieron
las células en BS a una DO de 0,600-0,900 a 610 nm.

Preparacion de los bloques de agarosa. Se tomaron
100 pyL de cada suspensién celular y se adicionaron
5 uL de proteinasa K (20 mg/mL). Se tomaron 100 uL de
agarosa (1% SeaKem Gold agarose, 1% sodium dodecyl
sulfate SDS en buffer Tris-EDTA) y se mezclaron con
el mix bacteriano. El mix se puso en moldes y se dej6
solidificar a temperatura ambiente por 15 min.

Extraccion de ADN. Se empled una concentracion
final de proteinasa K de 0,53 mg/mL, para lo cual se
sumergieron los bloques de agarosa en 1,5 mL de
buffer de lisis (50mM Tris-HCL, 50 mM EDTA, pH
8,0; 1% N-lauroylsarcosine sodium salt) con 40 uL de
proteinasa K (20 mg/mL) y fueron incubados en bafio
maria a 54 °C por dos horas. Luego cada bloque fue
transferido a un tubo cénico que contenia 10 mL de
agua estéril previamente calentada y lavado dos veces
en bafio maria a 50 °C por 10 min. Los lavados fueron
repetidos cuatro veces usando buffer de lavado TE (10
mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0). Los bloques de agarosa
fueron almacenados en 5 mL de buffer TE a 4°C.

Digestion de restriccion. Se corté una parte de cada
bloque y se digirié6 con 30 U de enzima de restriccion
endonucleasa Not | (Fermentas, BioRad) en bafo
maria a 37 °C por seis horas. La Salmonella serotipo
Braenderup H9812 fue digerida con 50U de Xba I para
su uso como marcador estandar (9,

Electroforesis en gel de campo pulsado. Se
colocaron los bloques de agarosa que contenian el
ADN digerido, en los pocillos del gel agarosa 1%
(SeaKem Gold en buffer TBE 0,5x). Se realizé la
corrida utilizando el equipo CHEF — MAPPER (Bio-Rad
Laboratories) por 18 h a 14 °C con 2,3 L de buffer TBE
0,5x recirculante y bajo las siguientes condiciones:
tiempo inicial de 2,16 s, tiempo final de 35,07 s, angulo
de 120° y gradiente de 6 V/cm. Se tifieron los geles
con bromuro de etidio (1ug/mL) por 20 min, seguidos
por uno o dos ciclos de 20 min de destefiido en agua y
se documentaron con el Bio-Rad Gel Doc 2000. Para
los aislamientos no tipificables por PFGE, se repiti6 el
procedimiento y se agrego tiourea al buffer de corrida
en una concentracion final de 100 uM, para lo cual se
utilizo el protocolo propuesto por Ribeiro et al. 9.

Anadlisis de los perfiles de PFGE. Las imagenes de
los geles fueron analizadas mediante el programa
GelCompar 1l. Los dendogramas fueron creados
utilizando el andlisis de agrupamiento UPGMA
basado en el coeficiente de similitud de bandas con
una optimizacion de 1,5% y tolerancia de posicion de
1,0%. La base de datos con los perfiles de PFGE de
las 65 cepas referenciales de Leptospira spp. sirvio
como una biblioteca de busqueda para la comparacion
e identificacion de serovares de los aislamientos
estudiados. Se compard con los resultados obtenidos
por Galloway y Levett y el IOC-Fiocruz para las cepas
referenciales (22", y por Ganoza et al. y Matthias et al.
para algunos de nuestros aislamientos 19,

Criterios de agrupamiento e interpretacion. Las clonas
genéticas (clusters) representan aislamientos que se
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H=(1—fo{ﬁ)l

Figura 1. Formula de Nei para medir la diversidad genética.
x;: frecuencia relativa del i-ésimo tipo (serovar); n: nimero de
tipos.

asocian formando grupos en el dendograma 2. Asimismo,
los perfiles de PFGE que no difirieron entre ellos en mas
de tres bandas fueron considerados un mismo serovar (2
y a partir de ellos se evalud la diversidad genética de la
poblacién (H) y el poder de discriminacion de la técnica
(D). Los patrones PFGE con un numero menor a cinco
bandas no fueron considerados en el dendograma y
fueron designados no tipificables.

DIVERSIDAD GENETICA (H) Y EVALUACION DE LA
TECNICA

Para evaluar la diversidad genética se utilizé la férmula
de Nei @ (Figura 1). Mientras el valor se aproxime mas
a 1 la diversidad genética sera mayor.

La técnica se evalué a través de tres indicadores:
i) Poder de tipificacion: determinacion del porcentaje
de aislamientos a los que se les pudo asignar un tipo
especifico sin ambigliedad. ii) Reproducibilidad: se corrié
una cepa referencial en cada gel de corrida. iii) Poder
de discriminacién: se uso6 el indice de diversidad de
Simpson (D) para métodos de tipificacién bacterial.
Mientras el valor se aproxime mas a 1, la capacidad de
la técnica de distinguir entre dos cepas no relacionadas
sera mayor @4 (Figura 2).

1 5
D_I_MT_I);xj(xj —1)

Figura 2. indice de diversidad de Simpson.
s: numero de diferentes tipos; X frecuencia del j-ésimo tipo; N:
tamafio de la poblacion.

RESULTADOS

Segun la prueba de 8-azaguanina, todos los aisla-
mientos de humanos y animales fueron clasificados
como patégenos; de los aislamientos ambientales,
14 fueron saprofiticos. Por medio de la MAT, 81 ais-
lamientos (74,8%) reaccionaron a titulos altos con
el panel de serogrupos referenciales, 12 (10,8%)
reaccionaron a titulos bajos y 16 (14,4%) no reac-
cionaron.

ELECTROFORESIS EN GEL DE CAMPO PULSADO

A partir de los 111 aislamientos se generaron
107 patrones de bandas (cuatro cepas no fueron
tipificables). La digestion de restriccion de ADN con la
enzima Not | resulté en 5-25 bandas, con un promedio
de 14.

Analisis de las clonas genéticas. No se incluyeron los
perfiles de PFGE de los aislamientos saprofiticos (n=10)
ya que formaban grupos externos de lejana relacion
genética con respecto a los aislamientos patégenos
(n=97) y a la vez no se asociaban con ninguna cepa
referencial. Las clonas patdgenas identificadas se
muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Clonas genéticas identificadas en los aislamientos patégenos de Leptospira.

Clqn_as Especie Serovar o Numero de l_\llflme_ro de Fuente (Numero)
genéticas serogrupo serovares  aislamientos

| L. noguchii Eg%ﬁ::ltrir%zgo%tms 6 8 Rata (4), marsupial (3), humano (1)

11-A L. interrogans Serogrupo Bataviae’ 3 5 Humano (4), marsupial (1)

1-B L. interrogans ;Leer/og?)?)r:r?t:;hgae-ni 1 24 Rata (16), humano (8)

1I-C L. interrogans Canicola 1 7 Humano

II-A L. licerasiae  Varillal 1 2 Humano

11-B Desconocido No identificado 1 1 Ambiental

111-C1 L. santarosai Serogrupo Sejroe’ &) 7 Humano (5), rata (1), marsupial (1)

11I-C2 L. santarosai No identificados 8 6 Marsupial (6), ambiental (5), rata (3), humano (2)
11I-C3 L. santarosai No identificados 10 2 Humano (5), rata (3), marsupial (3), ambiental (1)
11I-C4 L. santarosai %(;rrllg;:izgzoysotros no 7 9 Humano (5), rata (3), marsupial (1)

11I-C5 L. santarosai No identificados 4 4 Rata (1), marsupial (1), ambiental (1)

1I-D Desconocido No identificado 1 1 Rata

I-E Desconocido No identificado 1 1 Humano

Total 47 97

" Serogrupo identificado por prueba de microaglutinacion.
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En el dendograma (disponible en Anexos en www.
rpmesp.ins.gob.pe) se puede observar la formacién de
tres clusters importantes (I, Il y lll). El cluster | forma
un grupo externo y se asocia con cepas referenciales
de la especie L. noguchii, identificandose el serovar
Proechimys en tres aislamientos. El cluster Il se asocia
con cepas referenciales de la especie L. interrogans
(n=36) y se divide en tres grupos (IIA, 1B y IIC). El cluster
IIAincluye cinco aislamientos de serovares desconocidos
pero identificados como serogrupo Bataviae por MAT.
El cluster 1IB incluye 24 aislamientos pertenecientes al
serovar Icterohaemorrhagiae/Copenhageni; y el cluster
IIC incluye siete aislamientos humanos pertenecientes
al serovar Canicola. El cluster Ill se subdivide en cinco
grupos (IIIA-1IIE). El cluster llIA incluye dos aislamientos
humanos pertenecientes al serovar Varillal de la
especie L. licerasiae. Los clusters IIIB, IlID y IlIE estan
conformados por un solo aislamiento respectivamente
y no se asocian con ninguna cepa referencial. El
cluster IlIC se asocia con las cepas referenciales de la
especie L. santarosai (n=48) y se subdivide a su vez
en cinco subgrupos (IlIC1 — 1lIC5). El subgrupo 11I1C1
incluye siete aislamientos de serovares desconocidos
pero identificados como serogrupo Sejroe, en reaccion
cruzada con Hebdomadis, por MAT. El subgrupo IlIC2
estda conformando por 16 aislamientos, dentro de los
cuales se incluyen cinco aislamientos ambientales de
serovar desconocido (ser-7). El subgrupo [lIC4 incluye
nueve aislamientos, dentro de los cuales se puede
identificar al serovar Borincana en un aislamiento. Tanto
el subgrupo 1lIC3 como el subgrupo IlIC5 incluyen
aislamientos de serovares desconocidos.

Anadlisis de los serovares. Se encontraron 57 serovares
(47 patogenos y 10 saprofiticos) con un coeficiente de
similitud = a 78,4%. El analisis con la base de datos
referencial de PFGE permitié identificar 37/107 de los
aislamientos a nivel de serovar. EI mas frecuente fue
Icterohaemorrhagiae/Copenhageni.

ANALISIS GENETICO DE LOS AISLAMIENTOS
PATOGENOS

Aislamientos ambientales. El 87,5% (7/8) se asocio
con L. santarosai'y uno con una especie no identificada,
probablemente intermedia ya que forma un cluster
con L. licerasiae. El cluster genético predominante
fue el llI-C2 en el 62,5%, identificAndose un mismo
serovar (ser-7) en cinco aislamientos, cuatro de ellos
procedentes de Alto Tuntus-Amazonas y uno de
Varillal-Iquitos.

Aislamientos en marsupiales. Los marsupiales de
los géneros Philander, Caluromys y Metachirus se
agruparon con la especie L. santarosai (12/16), L.

noguchii (3/16) y L. interrogans (1/16) con predominio
del cluster I1I-C2 (37,5%). Se identificaron 14 serovares,
encontrandose en su mayoria un aislamiento para cada
uno de estos.

Aislamientos en ratas. Se agruparon con la especie
L. interrogans (16/33), L. santarosai (12/33), L. noguchii
(4/33) y una especie no identificada. El serovar predomi-
nante fue Icterohaemorrhagiae/Copehnageni (48,5%), el
cual se asoci6é en su mayoria a roedores del género Rat-
tus (93,7%) y a uno del género Proechimys. L. santarosai
se asoci6 a roedores del género Proechimys y Oryzomys,
y L. noguchiiy una especie no identificada solo se asocia-
ron a roedores del género Proechimys, identificandose el
serovar Proechimys en dos aislamientos.

Aislamientos en humanos. Se agruparon con la
especie L. interrogans (19/40), L. santarosai (17/40),
L. licesariae serovar Varillal (2/40), L. noguchii serovar
Proechimys (1/40) y una especie no identificada; con
predominio de los serovares Icterohaemorrhagiae/
Copehnageni (20,0%) y Canicola (17,5%).

ANALISIS SEGUN PROCEDENCIA

El niumero de aislamientos patdégenos de Amazonas
(n=6) y Lima (n=2) fue muy bajo para asociarlo al
departamento, en ambos casos los resultados se
asociaron a la fuente. En el caso de Madre de Dios
(n=7), todos los aislamientos fueron de humanos
y se asociaron con las especies L. santarosai
(n=6) y L. interrogans serovar Canicola (n=1), con
predominio de los clusters 11I-C3 (n=3) y IlI-C4
(n=3), e identificandose el serovar Borincana en un
aislamiento. Asimismo, todos los aislamientos de
ratas de Ucayali (12/14) y 1 de humano pertenecieron
al serovar Icterohaemorrhagiae/Copenhageni L.
interrogans; el otro aislamiento humano se asocio6 con
L. santarosai cluster I11-C3.

Los aislamientos de Loreto - Iquitos (n=68) se ubicaron
en 12 de las 13 clonas genéticas descritas, siendo
los de mayor proporcion el cluster 11I-C2 (17,6%) y el
cluster 11-B serovar Icterohaemorrhagiae/Copenhageni
(14,7%). Estos se agruparon en su mayoria con las
especie L. santarosai (51,5%) y L. interrogans (30,9%).
Los serovares predominantes en aislamientos humanos
fueron Icterohaemorrhagiae/Copenhageni  (22,6%),
Canicola (19,4%), ser-5 serogrupo Sejroe, en reaccion
cruzada con Hebdomadis (12,9%) y ser-39 serogrupo
Bataviae (9,7%). Cabe resaltar que los clusters 11I-C2
y IlI-C3 de L. santarosai reunieron aislamientos de las
cuatro fuentes del estudio, y del mismo modo el cluster
II-C3 reunié aislamientos de 4/5 departamentos del
estudio.
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DIVERSIDAD GENETICA (H) Y EVALUACION DE LA
TECNICA

El indice de diversidad genética de Nei para toda la
poblacion fue 0,95 y para los aislamientos de Iquitos fue
de 0,98.

El poder de tipificacion de la técnica para todos los
aislamientos de Leptospira spp. fue de 96,4% (cuatro
aislamientos saprofiticos no fueron tipificables). El poder
de tipificacion solo para los aislamientos patogenos fue
de 100%, y para los aislamientos saprofiticos fue de
71,4% siendo necesario el uso de tiourea para el 70%
de estos. En relacion a la reproducibilidad, las ocho
cepas referenciales incluidas en las corridas dieron
los mismos perfiles que los obtenidos en la base de
datos (coeficiente de similitud de 100%). El poder de
discriminacion de la técnica de PFGE aplicada a nuestra
muestra de aislamientos de Leptospira spp. fue de 0,99.

DISCUSION

La distribucion de especies de Leptospira varid segun
la fuente del aislamiento. Los aislamientos ambientales
se asociaron en su mayoria con L. santarosai y con una
especie no identificada probablemente intermedia. Es
importante resaltar la identificacién de un serovar (ser-7)
en 5/8 muestras ambientales, aislado en su mayoria
de zonas rurales. Nuestros resultados difieren de los
reportados por Ganoza et al. quienes no identificaron
L. santarosai en muestras de agua de zonas rurales.
Sin embargo, coincidimos en la identificaciéon de L.
santarosai en aislamientos urbanos y de especies
intermedias en aislamientos rurales (9.

Similar a otras investigaciones (>, se identifico el serovar
Icterohaemorrhagiae/Copenhageni L. interrogans como el
mas comun en los roedores del género Rattus. Asimismo,
se identificaron las especies L. santarosai'y L. noguchii en
ratas espinosas (Proechimys spp.), y L. santarosai en ra-
tas arroceras (Oryzomys yunganus). Ambas especies han
sido previamente aisladas a partir de ratas espinosas en
Panama @, La identificacién de L. santarosai, L. nogu-
chii y L. interrogans ya ha sido previamente descrita en
marsupiales peruanos del género Philander @9, La gran
diversidad de serovares identificados en el presente es-
tudio sostiene lo enunciado por Liceras y Zulzer, quienes
identificaron seis nuevos serovares en marsupiales @7

La prevalencia de L. interrogans y L. santarosai en
aislamientos humanos coincide con lo descrito por
Ganoza et al. ®, quienes ademas indicaron que L.
interrogans estuvo mayormente asociada a zonas urbanas
y periurbanas, mientras que L. santarosai, L. noguchii y
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otras especies a zonas rurales, resultados que también
coinciden con los nuestros. Ademas, se identifico L.
licerasiae serovar Varillal, la cual es una reciente especie
aislada por Matthias et al. en aislamientos humanos
y de roedores en la Amazonia peruana . El serovar
Icterohaemorrhagiae/Copenhageni L. interrogans, al
igual que en los roedores, fue el serovar mas comun,
seguido del serovar Canicola, sugiriendo que las ratas y
los perros son hospederos de leptospiras de importancia
en nuestro pais. La identificacion de una gran diversidad
de serovares L. santarosai indica, ademas, la existencia
de otras fuentes potenciales de transmision como ratas
espinosas, marsupiales y fuentes ambientales como
aguas y suelos contaminados con leptospiras pat6-
genas, reservorios descritos previamente por algunos
autores ('31527) En la Amazonia peruana, la Leptospira
también ha sido identificada en diversas especies de
mamiferos de vida salvaje como murciélagos ¥, saji-
nos (Tayassu tajacu) ?® y primates (Potos flavus) (1.

De acuerdo a la distribucion por procedencia se
identificaron las especies L. interrogans y L. santarosai en
Lima, Iquitos, Madre de Dios y Ucayali. En lquitos, ademas,
se identificaron L. noguchii, L. licerasiae y otras especies
desconocidas. En Amazonas se identifico L. santarosai
y una especie desconocida, probablemente por tratarse
de aislamientos ambientales. En Madre de Dios no se
identifico el serovar Icterohaemorrhagiae a pesar de tratarse
de aislamientos humanos, lo cual estaria de acuerdo con lo
reportado por Céspedes et al., quienes en un estudio de
seroprevalencia en la zona no hallaron anticuerpos contra
el serogrupo Icterohaemorrhagiae #°. La gran diversidad de
leptospiras patégenas en la Amazonia peruana es la Unica
que ha sido estudiada mediante métodos moleculares en
nuestro pais “'; sin embargo, estos estudios solo se
basaron en la identificacion de genomospecies mediante el
secuenciamiento del gen 16S rRNA. En el presente estudio
se presenta la diversidad de serovares de Leptospira spp.
mediante PFGE, la cual fue mayor en L. santarosai, e
identificamos dos clusters patdgenos de importancia: los
serogrupos Bataviae L. interrogans y Sejroe L. santarosai.

Los resultados de la MAT coincidieron, en su mayoria,
con los obtenidos por PFGE a nivel de serogrupo;
sin embargo, en algunos aislamientos se observo
reaccion cruzada entre serogrupos de cercana relacion
genética, y entre algunos clusters y determinados
serogrupos. Como los resultados de ambas técnicas se
complementan se recomienda el uso de ambas en la
identificacion de serovares de Leptospira.

Aunque nuestra base de datos no contiene todos los
serovares de Leptospira existentes, esta nos permitio
identificar los serovares de Leptospira mas comunes,
como Icterohaemorrhagiae/Copenhageni y Canicola de
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la especie L. interrogans. La diversidad genética para
el total de aislamientos estudiados fue de 0,95, lo cual
confirma la elevada diversidad genética de variedades
de Leptospira spp. circulantes en nuestro pais. Esta
alta diversidad genética de Leptospira indica una gran
capacidad de generar nuevos genotipos mediante
mutacion al azar o fendmenos de recombinacion
genética y, en consecuencia, una mejor capacidad de
adaptacion a diferentes condiciones ambientales ¢,

Desde el punto de vista patogénico, la leptospirosis pa-
rece variar segun el contexto ambiental y bioldgico. Si
bien es cierto, distintas especies de Leptospira producen
sindrome febril, L. interrogans (serovares Icterohaemorr-
hagiae y Canicola) ha sido asociado a zonas urbanas y a
formas mas graves de la enfermedad como hemorragia
pulmonar y muerte (539, En nuestro estudio, estos dos
serovares fueron identificados como los predominantes,
por lo que la implementacion de medidas de prevencion
y control enfocadas en ratas y perros tendria un gran im-
pacto en la salud publica del pais.

La técnica de PFGE demostré un alto poder de
tipificacion, reproducibilidad y poder de discriminacion.
La mayoria de las cepas saprofiticas mostraron
degradacion de ADN, por lo que fue necesario el uso
de tiourea para mejorar los resultados ©%; sin embargo,
muchos de ellas no produjeron un nimero suficiente de
bandas que permitieran una caracterizacion confiable
y otras no pudieron ser tipificadas. Es necesario
esclarecer que el poder de tipificacién de estas cepas
no esta relacionado con la técnica sino mas bien a la
condicion de ser saprofiticas, premisa que no ha sido
previamente descrita. Asimismo, aunque la técnica de
PFGE es el gold estandar para realizar subtipificacion
molecular de bacterias ©'"'2); se recomienda que estos
resultados sean comparados con los de otras técnicas de
subtipificacién molecular para nuestra misma poblacién.

Una de las limitaciones que tiene la técnica es la de no
poder diferenciar entre los serovares Icterohaemorrha-
giae y Copenhageni; sin embargo, su cercana relacion
genética y la incapacidad de las técnicas serologicas y
moleculares para diferenciarlas ya han sido reportadas
previamente ©233_ Asimismo, la PFGE solo permite iden-
tificar especies en caso de que el perfil del aislamiento se
encuentre en la base de cepas referenciales. De no ser asi,
la técnica nos sugiere una determinada especie por la ma-
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