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Resumen

A partir de rifdn y orina de bovinos, se aislaron en
campo serovares de Leptospira spp., en los departa-
mentos de Cundinamarca y Meta, Colombia. Los
aislamientos fueron clasificados mediante andlisis
filogenético y ribotipificacién, utilizando como
marcador el gen 16S ADNTr. El anélisis filogenético
permitid clasificar los aislamientos en dos de las tres
genomoespecies reconocidas: patégeno ¢ intermedio,
siendo este tltimo de gran importancia, dado que
no se conoce su patrén de comportamiento inmu-
nolégico ante un huésped, lo que podria generar
respuestas variables. En la ribotificacion se obtuvieron
ribopatrones de cuatro aislamientos de leptospira
y cinco cepas de referencia con mayor identidad
y su andlisis mostr6 la presencia de dos perfiles
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predominantes dentro de los cuatro aislamientos.
Un perfil coincidi6 con la cepa de referencia inter-
mediay otro perfil fue similar a la cepa de referencia
patdgena serovares Copenhageni y Lai. El andlisis
filogenético del aislamiento, fue agrupado dentro
de leptospiras tipo intermedio y su patogenicidad
se encuentra todavia en estudio. Los analisis
filogenéticos de especies de leptospiras basados
en secuencias comparativas del gen 16S ADNTI,
permiten confirmar e identificar tres grupos segun
su estatus de patogenicidad (patdgeno, saprofitico
e intermedio), donde el propésito taxondmico de
los marcadores genera resultados consistentes en
obtener secuencias del gen 16S ADNr agrupados
en un 4rbol filogenético.

Palabras clave: gen, ADN Ribosomal, leptospira, ganado bovino, filogenia
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Abstract

Leptospira spp. serovars were isolated from bovine
kidney and urine in the Cundinamarca and Meta
departments of Colombia. The isolates were classified
by both, phylogenetic analysis and ribotyping,
using 16SDNATr as a marker gene. The Phylogenetic
analysis allowed the classification of the isolates
into two of the three genomaspecies recognized:
pathogenic and intermediate. The latter is of great
importance because its immunological behavior in
a host is unknown and this could generate variable
answers. Ribotyping yielded “ribopatterns” of four
Leptospira isolates and five reference strains with
major identity; the analysis showed the presence
of two predominant profiles in the four isolates.

One profile was in line with the intermediate
reference strain and the other profile was similar to
the pathogenic reference strain, Copenhageni and
Lai serovars. The isolate by phylogenetic analysis was
placed within the intermediate type Leptospiras
and its pathogenicity is still under study. The
phylogenetic analysis of Leptospira species based
on comparative sequences of 16SDNAr gene
confirmed the possibility of identifying three groups
according to their pathogenic status (pathogenic,
intermediate and saprophytic), where the taxonomic
purpose of the markers, showed consistent results
in obtaining sequences of the 16SDNAr gene,
grouped in a phylogenetic tree.

Keywords: Gen, Ribosomal ADN, Leptospira, Cattle, Phylogeny

Resumo

A partir de rim e urina de bovinos, se isolaram em campo
serovares de Leptospira spp., nos departamentos de
Cundinamarca e Meta, Colémbia. Os isolamentos
foram classificados mediante anélise filogenética e
ribotipificagdo, utilizando como marcador o gene
168 ADNTr. A andlise filogenética permitiu classificar
os isolamentos em dois das trés genomo-espécies
reconhecidas: patégeno e intermédio, sendo este
tltimo de grande importincia, dado que nio se
conhece o seu padrao de comportamento imunolégico
perante um héspede, o que poderia gerar respostas
varidveis. Na ribotificagao obtiveram-se ribopatroes
de quatro isolamentos de leptospira e cinco cepas
de referéncia com maior identidade e a sua analise
mostrou a presenca de dois perfis predominantes

dentro dos quatro isolamentos. Um perfil coincidiu
com a cepa de referéncia intermédia e outro perfil
foi similar & cepa de referéncia patdgena serovares
Copenhageni e Lai. A anlise filogenética do isolamento,
foi agrupada dentro de leptospiras tipo intermédio
¢ a sua patogenicidade se encontra ainda em estudo.
As andlises filogenéticas de espécies de leptospiras
baseados em sequéncias comparativas do gene 16S
ADNT, permitem confirmar e identificar trés grupos
segundo o sue status de patogenicidade (patdgeno,
saprofitico e intermédio), onde o propésito taxondmico
dos marcadores gera resultados consistentes em obter
sequéncias do gene 16S ADNr agrupados em uma
arvore filogenética.

Palavras chave: gene, ADN Ribosomal, leptospira, gado bovino, filogenia
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Introducciéon

La leptospirosis es una enfermedad zoondtica con
altas tasas de morbimortalidad en humanos y animales
causada por una espiroqueta que se encuentra en
el medioambiente y una amplia gama de animales
(Diaz et al. 2011; Organizacién Mundial de Sanidad
Animal 2008). La bacteria genera trastornos repro-
ductivos en los bovinos y porcinos y esta clasificada
en subgrupos y serovares determinados por sus
funciones antigénicas (Zuluaga 2009). El género
Leptospira estd dividido en especies patdgenas y
sapréfitas con 20 genomoespecies, basado en el
estudio del gen 16S; a su vez, se han dividido en
tres grupos filogenéticos: patdgenas, intermedias y
saprofiticas, y cada uno de ellos estd conformado
por diferentes serovares, considerados de importancia
para monitoreo diagndstico y epidemioldgico
(Fenner et al. 2010; Cerqueira y Picardeau 2009).
En estudios epidemioldgicos realizados en el pais
(Diaz et al. 2011) se examinaron seroldgicamente
2.140 sueros bovinos del Eje Cafetero y se encontré
que 681 muestras (32%) resultaron positivas al
serovar L. /mrdjo; 390 muestras (18,2 %), al serovar
L. icterohaemorrhagiae; 207 muestras (9,6%) al
serovar L. pomona'y 182 (8,5 %) al serovar L. canicola.

Evidencias seroldgicas y aislamientos realizados
en el pais, indican que L. hardjo tiene importancia
epidemioldgica en los bovinos de los Llanos Orientales
con prevalencias del 63,5 %, en hatos del Valle del
Cauca, con el 80,9% y en la costa Caribe, con el
89,1 %. Asi mismo, estudios de las regiones Caribe,
piedemonte llanero y Andina mostraron prevalencias
de leptospirosis serovar L. hardjo del 32,8 %, 24,8 %
y 14,4 %, respectivamente, con un promedio para el
pais del 21,7 %. En el pais, se han realizado estudios
de ribotipificacién y andlisis filogenético de especies
de Leptospira en diferentes especies de animales,
asi: en bovinos, Torres et al. (2013), obtuvieron
ribopatrones de 19 aislamientos de Leptospira y 10
cepas de referencia (serovares Pomona, Tarassovi,
Wolth, Pyrogenes, Hardjo, Grippotyphosa, Canicola,
Ballum Icteroahemorragiac y Patoc). Romero-
Vivas et al. (2013) obtuvieron de aislamientos en

© 2016 Corporacion Colombiana de Investigacién Agropecuaria

cerdos relacionamiento con Leptospira interrogans
serovariedad Pomona; un aislamiento de rata fue
indistinguible de Leptospira interrogans serovariedades
Icterohaemorrhagiae o Copenhageni, mientras que
aislamientos de perro y agua no se relacionaron con
alguna de las 200 cepas de referencia; las mas cercanas
son L. noguchii serovares Nicaragua y Orleans.

El objetivo de este trabajo fue clasificar aislamientos
de campo de Leptospira a través del andlisis
filogenético y de los ribopatrones basados en el
polimorfismo generado por los fragmentos de
restriccion de longitud polimérfica (RFLP), utili-
zando como marcador molecular el gen 16S ADNr,
con el fin de poder identificar especie, grupo de
patogenecidad, serovar y variantes genéticas dentro
de estos aislamientos

Materiales y métodos

Las ecorregiones escogidas para desarrollar el trabajo
fueron valles interandinos, costa Caribe y piede-
monte llanero. Se tomaron 140 muestras de rifién y
20 de orina de bovinos, directamente de vejiga, en
cinco mataderos ubicados en Zipaquird (Cundina-
marca), Ibagué-Espinal (Tolima), Guamal (Meta) y
Ciénaga de Oro (Cérdoba). Asi mismo, se obtuvieron
367 muestras de orina por miccidon espontinea en
11 hatos bovinos ubicados en el altiplano cundibo-
yacense (3), Tolima (2), Cérdoba (2), Meta (2) y
Casanare (2). Para el trabajo de toma de muestras,
se utilizaron dos formatos de toma de informacién
en campo y, para los aislamientos, se implementaron
los protocolos de aislamiento de leptospira a partir
de rindn y de orina que hacen parte del Banco de
Germoplasma de Microorganismos, Virus y Bacterias

de Corpoica.

En la planta de sacrificio, se retiré el rinén completo
y se transportd sin refrigeracion a un sitio de menor
contaminacion; el drea de extraccién de la muestra
se esterilizé con una espétula caliente y ayuda de
una pipeta Pasteur estéril. Se sembré en medio
liquido Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris

Estudio de variabilidad genética en aislamientos de Leptospira spp., en sistemas bovinos de carne y doble propésito

231
°
= R
[}
E 3
t B
8 9
3 9
— =
& £



Estudio de variabilidad genética en aislamientos de Leptospira spp., en sistemas bovinos de carne y doble propésito

232

°
= R
o
E 3
e g
L)
3 ¢
—_— =
& £

Corpoica Cienc Tecnol Agropecuaria, Mosquera (Colombia), 17(2):229-236

mayo - agosto /2016 ISSN0122-8706  ISSNe 2500-5308

(EMJH) y después de 48 horas de incubacién a 30 °C,
se tomaron 3 ml del cultivo inicial que fue filtrado
a través de un filtro milipore (0,22 um) a un medio
semis6lido con 0,1% de agar. La incubacién a 30 °C
se mantuvo hasta por 90 dias, tiempo en el cual se
descart6 como negativo o se determiné como positivo,
al observar la aparicién de un anillo en la porcién
media del tubo, indicativo de crecimiento de

Leptospira spp.

El aislamiento de Leptospira spp. a partir de orina
recolectada de miccién espontdnea o directamente
de vejiga de animales sacrificados, se realizé pasando
3 ml de la orina a través de un filtro milipore
(0,22 pum) y sembrado en medio semisélido
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH)
con 0,1% de agar a 30 °C. Se revisaron los cultivos
cada 8 dias para observar el crecimiento y verificar
que no existiera contaminacién. Si se contaminaban,
el cultivo era filtrado con membrana de 0,22mm
y llevado nuevamente a incubacién a 30 °C, hasta
observar o no el crecimiento de leptospira por un
lapso no mayor a 90 dias.

Para el andlisis filogenético, a los aislamientos se les
realizé extraccién de ADN por el método de fenol
cloroformo, de acuerdo al protocolo Extraccién de
ADN para bacterias del género Leptospira Codigo
IN-R-104. La amplificacién de la regién 16S del
ADNI fue realizada por PCR (protocolo cédigo
IN-R-107), utilizando iniciadores universales
externos (Morey et al. 2006; Janda y Abbott 2007).
Los productos de PCR fueron clonados, utilizando
un kit comercial TOPO TA 4 Cloning® Kit
(Invitrogen) y el ADN plasmidico fue secuenciado.
Las secuencias del 16S ADNr fueron alineadas y
comparadas con las bases de datos del GenBank,
usando el algoritmo Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) para la construccién de los 4rboles
filogenéticos. Para la ribotipificacidn, se utilizé la
enzima de restriccién EcoRV; este polimorfismo
fue evidenciado por Southern Blot, utilizando sondas
marcadas, homdélogas a secuencias de ADN del gen
16S ADNr y el proceso de deteccién fue realizado

por quimioluminiscencia.

El andlisis de la secuencia del gen 16S ADNr de
los aislamientos de leptospira permitié la identifi-
cacidn de especie y clasificarlos dentro de los tres
grupos de patogenicidad previamente establecidos:
patdgeno, saprofito e intermedio. Este anélisis se
realizé con los siguientes criterios:

o DPorcentaje de cubrimiento. Por medio del cual
se determina el porcentaje de homologia entre
la secuencia problema y las reportadas en las bases
de datos.

» DPorcentaje de identidad. Por medio del cual se
determina el grado de identidad que existe entre
la secuencia problema y las reportadas en las
bases de datos. Los porcentajes por debajo de
95 % no fueron tenidos en cuenta, puesto que
cepas con menor porcentaje de identidad en las
secuencias de la region del gen 16S ADNr es
improbable que lleguen a estar relacionadas a
nivel de especie.

o  Valor E (E-Value). Por medio del cual se determina
la probabilidad de que el resultado obtenido sea

el mas acertado.

Resultados y discusién

Una vez realizado el seguimiento bacteriolégico, se
determinaron 69 aislamientos como sospechosos,
los cuales fueron sometidos a pruebas de reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) amplificando
el gen 16S del ADNTr, para analizar si estas espi-
roquetas estdn agrupadas en un ancestro comun
de protospirocheta, como lo determinan Paster
et al. (1991). Se obtuvieron cuatro productos de
amplificacién de la region del 16S del ADNr
(figura 1), que mostraron un fragmento cuyo
tamano fue aproximadamente de 1.500 pb. Asi se
determiné la presencia de Leprospira spp. en esos
aislamientos, lo que confirma la sensibilidad y
especificidad de la prueba, de esta manera se
concordé con lo obtenido anteriormente por varios
investigadores que amplificaron el gen 16S (Grimont
y Grimont 1986; Paster et al. 1991; Cerqueira y
Picardeau 2009; Torres et al. 2013; Romero-Vivas
etal. 2013).

Corpoica Ciencia y Tecnologia Agropecuaria
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Figura 1. M: Marcador de ADN 1kb Plus. 1. Lep 091; 2. Lep 092; 3. Lep 093; 4. Lep 094; 5. Control negativo de

reaccion.
Fuente: Elaboracién propia

Los asilamientos que amplificaron a leptospira
pertenecian los departamentos del Meta y
Cundinamarca, segun se describe en la tabla 1.
Se confirmé que en Colombia, al igual que en
otros paises como Brasil, India y Nicaragua, existe
circulacién de cepas de Leprospira spp. en el

sistema de produccién bovino (Moreno y Agudelo-
Flérez 2010). Estos aislamientos de leptospira
en las dos zonas del pais, son determinantes para
estudios de respuesta inmunoldgica, dada la
caracteristica de patogenicidad de las especies
encontradas.

Tabla 1. Aislamientos de Leptospira spp. que amplificaron por prueba de PCR regién 16S ADNr

Aislamiento Departamento-municipio Identificacién Sitio de muestreo
Lep 091 Meta-Guamal Rinén N° 15 Matadero
Lep 092 Cundinamarca-Lenguazaque 5610 Finca La Vuelta al Rio
Lep 093 Cundinamarca-Zipaquird Rinén N° 4 Matadero
Lep 094 Meta-Castilla la Nueva 9022 Finca San Francisco

Fuente: Elaboracién propia

El andlisis de secuencia de la regién 16S ADNr
de los cuatro aislamientos de leptospira permitid
su clasificacién en dos grupos de patogenicidad
(tabla 2). Segun los resultados obtenidos del andlisis
filogenético de este gen, tres aislamientos fueron
agrupados dentro de las especies patdgenas y uno
se relaciona filogenéticamente dentro del grupo
de Leptospiras que presentan una patogenicidad
de tipo intermedia; es importante destacar que los

© 2016 Corporacion Colombiana de Investigacién Agropecuaria

arboles filogenéticos de estos aislamientos muestran
mayor cercania con las especies patégenas que con

las saproéfitas (Postic et al. 2000).

En la ribotificacién se obtuvieron ribopatrones de
cuatro aislamientos de leptospira y cinco cepas de
referencia con mayor identidad (serovares Vughia,
Hurstbridge, Copenhageniy Lai); el andlisis de estos
ribopatrones mostrd la presencia de dos perfiles
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predominantes dentro de los cuatro aislamientos
(tabla 2). Un perfil coincidié con la cepa de
referencia intermedio y otro perfil fue similar a la
cepa de referencia patdgena serovares Copenhageni
y Lai. La patogenicidad del aislamiento que, por
analisis filogenético fue agrupado dentro de las
leptospiras de tipo intermedia, se encuentra todavia
en estudio (Cerqueira y Picardeau 2009, Torres

et al. 2013; Moreno y Agudelo-Flérez 2010).
El aislamiento de cepas de cardcter intermedio
cobra gran importancia, dado que no se sabe el
patron de comportamiento inmunolégico ante
un huésped, lo que podria generar respuestas
variables ante la presencia de este tipo de especies, lo
que hace mas complejos los estudios epidemioldgicos.

Tabla 2. Secuencias de los diferentes aislamientos de campo de Leprospira spp. en Colombia

Aislamiento

Especies con las de mayor identidad

Subgrupo
de patogenicidad

o Leptospira noguchii strain CZ 214 K 16S ribosomal RNA

gene, partial sequence

Lep 091 (Col-B-70)

Patégeno

o Leptospira weilii serovar Vughia strain LT 89-68 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

o Leptospira fainei serovar Hurstbridge strain BKID 6
serovar Hurstbridge 16S ribosomal RNA gene, partial

Lep 092 (Col-B-71)

sequence

Intermedio

o Leptospira broomii partial 16S rRNA gene, SSI 5402-98

. Leptospim interrogans serovar Copmhagmi str. Fiocruz
L1-130. Strain Fiocruz L1-30 168 ribosomal

Lep 093 (Col-B-72)

Patégeno

o Leptospira interrogans serovar Lai str. 56601 strain 56601
ribosomal RNA gene, complete sequence

. Lepz‘ospim interrogans serovar Copmhagmi str. Fiocruz
L1-130. Strain Fiocruz L1-30 16S ribosomal

Lep 094 (Col-B-73)

Patdgeno

o Leptospira interrogans serovar Lai str. 56601 strain 56601
ribosomal RNA gene, complete sequence

Fuente: Elaboracion propia

Con los resultados obtenidos del andlisis de las
secuencias del gen 165 ADNE se procedié a construir
los arboles filogenéticos que reflejan de forma
esquemdtica (figura 1) el grado de parentesco
genético entre las bacterias comparadas utilizando
el algoritmo Blast y el método de clusters UPGMA
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
averages). El método evidencié mayor parentesco

entre los aislamientos Lep093 y Lep094, estando,
a su vez, estos dos mds alejados de los Lep091 y
Lep092, con un porcentaje de cubrimiento en todos
los casos del 99 y 100 % (figura 2). El resultado del
arbol filogenético de estos aislamientos mostrd
efectivamente lo que se esperaba: mayor acerca-
miento de los Lep093 y Lep094, dado que estos
tenfan mayor afinidad por las especies Leptospira

Corpoica Ciencia y Tecnologia Agropecuaria



Corpoica Cienc Tecnol Agropecuaria, Mosquera (Colombia), 17(2):229-236

mayo - agosto /2016 ISSN0122-8706  ISSNe 2500-5308

interrogans serovar Copenhageni y Leptospira
interrogans serovar Lai, como también mayor
distanciamiento del Lep091 que tiene mayor
afinidad con la Leptospira noguchii y Leptospira
weilii serovar Vughia. El aislamiento del grupo

intermedio se encuentra mas cercano a los Lep093
y Lep094 (L. interrogans), lo que permite inferir
que posiblemente su comportamiento ante un
huésped podria ser mas hacia patégeno que
saprofitico.

o Lep_091_EUB-A editada

[ 100

o Lep_094_EUB-A editada | 2
o Lep_093_EUB-A editada

0,035

e Lep092_EubA ] b

Figura 2. Anélisis filogenético. a. Aislamiento de leptospira relacionado filogenéticamente dentro del grupo patégeno;
b. Aislamiento de leptospira relacionado filogenéticamente dentro del grupo intermedio.

Fuente: Elaboracién propia

Los anélisis filogenéticos de especies de leptospiras,
basados en secuencias comparativas del gen 16S
ADNE, permiten confirmar lo asegurado previamente
(Paster et al. 1991; Schmid et al. 1986; Matthias
et al. 2008), sobre la posibilidad de identificar
tres grupos basados en el estatus de patogenicidad
(patdgeno, saprofitico e intermedio), donde el
propdsito taxondmico de los marcadores genera
resultados consistentes en obtener secuencias del
gen 16S ADNr, agrupados en un drbol filogenético.
Asi mismo, la agrupacién de las bacterias por riboti-
pificacién es frecuentemente usada para propdsitos
taxonémicos y caracterizacién de subgrupos de
microorganismos de diferentes especies de leptospira
(Grimont y Grimont 1986). Lo importante del uso
de estas herramientas moleculares es poder clasificar
adecuadamente los microorganismos de interés en
salud publica con el fin de tomar medidas profilicticas
y curativas adecuadas.

Conclusiones

El uso de la ribotipificacién de las especies de
Leptospira spp. circulantes en el sistema de produccion

© 2016 Corporacion Colombiana de Investigacién Agropecuaria

bovino es una herramienta primordial y fundamental
para las entidades de control sanitario y para los
profesionales clinicos, que manejan el diagndsti-
co de la Leptospira spp. como causal de problemas
reproductivos. El andlisis filogenético del gen 16S
permitié clasificar los aislamientos dentro de las
especies reconocidas hasta el momento y definir su
estatus de patogenicidad.

Laribotificacién permitié confirmar estos resultados
y discriminar variantes genéticas; sin cmbargo, no
se observé heterogeneidad dentro de los aislamientos
analizados. Los métodos de analisis filogenético y
ribotipificacién son complementarios para la iden-
tificacién de aislamientos patégenos de leptospira
provenientes de diferentes fuentes.
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