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Resumen

RESUMEN

La leptospirosis es una enfermedad zoonotica reemergente con un alto impacto en la salud
publica de paises del trépico en via de desarrollo. Es causada por la bacteria Gram negativa
Leptospira spp, la cual cuenta con 20 géneros y 250 serovares descritos. Esta enfermedad
se transmite a través de reservorios y animales infectados, como los caninos, felinos y
roedores. De este modo, la poblacién de caninos y felinos callejeros de Bogota pueden ser
un posible reservorio o ser animales clinicamente infectados, por lo tanto, el objetivo es
implementar una técnica de PCR convencional para detectar Leptospira spp en caninos y
felinos del Instituto Distrital de Proteccion y Bienestar Animal (IDPYBA)., el método de
muestreo fue aleatorio y se utilizd estadistica descriptiva. Se tomaron muestras de sangre
completa en un tubo de 5 ml tapa roja, mediante puncién de la vena yugular, las muestras
fueron procesadas en el laboratorio de diagndstico molecular de la UDCA (Universidad de
Ciencias Ambientales). Posteriormente, fueron centrifugadas a 3.500 rpm durante 5
minutos, los coagulos obtenidos se almacenaron en viales y se congelaron a -70°C. Para el
diagndstico molecular se realizo la extraccion de ADN con el kit Ql1Aamp DNA blood and
tissue kit (QIAGEN, Germany), para las PCR se utilizo los primers de 16S, LipL32 y
GAPDH. En los resultados, se obtuvo que 112 (56%) muestras fueron positivas a 16S y no
se identifico amplicones a LipL32. Adicionalmente, 10 muestras positivas a 16S fueron
seleccionadas aleatoriamente para realizar secuenciamiento Sanger en el laboratorio
SSiGMol de la Universidad Nacional de Colombia; de estas se obtuvieron 4 muestras con
un phred score >20 cuyas secuencias generadas fueron sometidas al GenBank, ademas se
evidencid que hacen parte de un unico cluster de Leptospira interrogans con un Bootstrap
de 63 donde tambien se encuentran muestras provenientes de murciélagos, caninos y
bovinos, procedentes de paises americanos, europeos y asiaticos. En conclusion, se pudo
identificar Leptospira spp en caninos y felinos por medio de la PCR con 16S y se confirmo

por medio del secuenciamuento.

Palabras Claves: Leptospirosis, Caninos, Felinos, PCR convencional, Leptospira spp,

Diagndstico molecular.



ABSTRACT

Leptospirosis is a re-emerging zoonotic disease with a high impact on public health in
tropical developing countries. It is caused by the Gram-negative bacterium Leptospira spp,
which has 20 genera and 250 serovars described. This disease is transmitted through
reservoirs and infected animals, such as canines, felines and rodents. In this way, the
population of street canines and felines in Bogota can be a possible reservoir or be clinically
infected animals, therefore, the objective is to implement a conventional PCR technique to
detect Leptospira spp in canines and felines of the Instituto Distrital de Proteccion. and
Animal Welfare (IDPYBA). The sampling method was random and descriptive statistics
were used. Whole blood samples were taken in a 5 ml red cap tube, by puncture of the
jugular vein, the samples were processed in the molecular diagnostic laboratory of the
UDCA (University of Environmental Sciences). Subsequently, they were centrifuged at
3,500 rpm for 5 minutes, the clots obtained were stored in vials and frozen at -70°C. For the
molecular diagnosis, DNA extraction was performed with the QlAamp DNA blood and
tissue kit (QIAGEN, Germany), for the PCR the 16S, LipL32 and GAPDH primers were
used. In the results, it was obtained that 112 (56%) samples were positive to 16S and no
LipL32 amplicons were identified. Additionally, 10 16S-positive samples were randomly
selected for Sanger sequencing at the SSiGMol laboratory of the National University of
Colombia; Of these, 4 samples were obtained with a phred score >20 whose generated
sequences were submitted to GenBank, in addition it was shown that they are part of a single
cluster of Leptospira interrogans with a Bootstrap of 63 where there are also samples from
bats, canines and bovines. , from American, European and Asian countries. In conclusion,
Leptospira spp could be identified in canines and felines by 16S PCR and confirmed by

sequencing.

Keywords: Leptospirosis, Canines, Felines, conventional PCR, Leptospira spp, Molecular

diagnosis



1. INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad zoonotica causada por una bacteria Gram negativa del género
Leptospira spp, asociada con anemias hemoliticas, hemoglobinuria e ictericia en animales, la
infeccion generalmente ocurre via percutanea o por mucosas (Adller, 2010, Zachary, 2017). Del
género Leptospira spp se han identificado mas 20 especies y 250 serovares capaces de afectar
diferentes especies de mamiferos (Reagan y Sykes, 2019). Es una enfermedad reemergente de
distribucion mundial y que afecta principalmente a paises del tropico y en via de desarrollo
(Vijayachari et al., 2008, Céspedes, 2005). La leptospirosis humana se transmite por medio de
reservorios como caninos, felinos, roedores y otros animales; en areas donde hay deficiencias de
condiciones de saneamiento se aumenta la posibilidad de contacto con los reservorios y por ende
es méas probable la transmisién a humanos, favoreciendo asi el ciclo de infeccion y permitiendo

que esta enfermedad continue en el tiempo (Hartskeerl, 2011, Ferro, 2006).

La leptospirosis es una enfermedad con una compleja dinamica epidemioldgica lo cual hace dificil
su control, los reservorios de la leptospirosis presentan una relacion comensal con la bacteria,
permitiendo que esta se reproduzca, siendo necesario para la supervivencia de esta hasta que pueda
ser trasmitida a un hospedador susceptible, sin embargo, el reservorio puede que no manifieste
clinicamente la enfermedad y trasmita la Leptospira spp a otros anfitriones. El portador es el
animal infectado que no presenta signos clinicos y representa una fuente potencial de infeccion,
estos son generalmente los animales en fase de leptosuria, manteniendo las Leptospira spp viables
y con capacidad de multiplicarse en sus rifiones; una infeccion clinica es aquella en la que el animal
esta infectado, presenta signos y es fuente de infeccion (Céspedes, 2005). Entre los reservorios y
portadores mas importantes estan los animales domésticos por su relacion estrecha con los
humanos, la leptospirosis canina fue descrita por primera vez en 1989, se caracteriza por provocar
falla renal y hepética aguda y subaguda, ictericia, uremiay en algunos casos coagulopatias (Brown
et al., 1996). El primer reporte de leptospirosis felina fue en 1938, la enfermedad tiene el mismo
curso que en los caninos, sin embargo, cabe recalcar que felinos de exteriores presentan una mayor
probabilidad de infeccion debido al consumo de roedores (Azdcar-Aedo et al., 2014) (Murillo et
al., 2020).



La infeccidn en animales domésticos como los caninos y felinos puede suceder por interaccion con
reservorios de Leptospira spp como los roedores, ya sea por consumo de tejidos contaminados o
por contacto directo o indirecto con la orina infectada, la bacteria invade a través de mucosas o
heridas en la piel. También, existe la transmision entre portadores que se puede dar por
mordeduras, via venérea y via transplacentaria (Ettinger y Feldman, 2010). Es necesario recalcar,
que no todo canino o felino que presente titulos positivos contra Leptospira spp significa que haya
sido expuesto, ya que animales vacunados con vacunas inactivadas de L. interrogans, L.
icterohaemorraghiae, L. canicola, entre otros desarrollardn anticuerpos contra esta bacteria y las
pruebas diagnoésticas, como microaglutinacion y ELISA no diferencian anticuerpos vacunales de
aquellos desarrollados por una infeccidn por Leptospira spp (Reagan y Sykes, 2019). El serogrupo
mas prevalente en los perros es la Leptospira canicola, siendo reservorios accidentales de otras
como L. icterohaemorrhagiae, L. hardjo entre otros, en cuanto a los felinos se han descrito los
serogrupos L. australis, L. autumnalis, L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, L. grippotyphosa, L.
pomona y L. sejroe, volviéndose foco de infeccion de estos serovares para otros animales y
humanos. Incluso se ha detectado la presencia de serovares de Leptospira spp en perros de trabajo
vacunados, por lo cual se sugiere una proteccion incompleta, permitiendo la diseminacion de este
patdgeno a pesar de estar vacunados y recalcando la necesidad de pruebas que diferencien animales

positivos de inmunizados (Moore et al., 2006, Murcia et al., 2020, Andre-Fontaine et al., 2015).

El diagnostico de la leptospirosis se puede realizar cominmente por medio de pruebas seroldgicas
como la Microaglutinacion (MAT), ELISA indirecta y dot-ELISA. También, se puede
complementar con aislamiento y cultivo, inmunohistoquimica, pruebas moleculares como
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y en algunos estudios se ha descrito la ecografia de
rindn e higado, como ayuda diagndstica (Ettinger y Feldman, 2010). La técnica recomendada por
laOMS Yy la OIE es la Microaglutinacién (MAT) posee una baja sensibilidad en las fases tempranas
de la enfermedad, no diferencia entre anticuerpos postvacunales versus naturales y depende de los
serovares que se usen en la prueba (Moreno y Agudelo-Florez, 2010, OIE, 2004). Por lo anterior,
las pruebas moleculares como la PCR son mas confiables para la deteccion temprana y presentan
mas sensibilidad, ademas estas pruebas detectan el serovar causante de la enfermedad y generan
un diagndstico definitivo (Budihal, 2014). El diagndstico de la leptospirosis y la identificacion de

los serovares son fundamentales para definir tratamiento y prevencion, como lo es el disefio de
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vacunas especificas para los serovares circulantes ya que no existe proteccion cruzada entre estos
(Reagan y Sykes, 2019).

En Bogota, los reportes disponibles de Leptospira spp se han realizado Unicamente por medio de
microaglutinacion y el mas reciente fue un reporte del 2013 (Cespedes-Cardenas et al., 2018). Lo
que recalca la necesidad de realizar estudios que reflejen la situacion actual de la ciudad.
Adicionalmente, la implementacion de técnicas moleculares como la PCR convencional para la
deteccion de Leptospira spp, es algo no antes reportado y que a su vez implicaria un diagnostico
con mayor verosimilizad, ya que a diferencia de las pruebas serologicas es capaz de detectar la
enfermedad en la fase aguda (Allan et al., 2020). Cabe resaltar que, los estudios que existen son
en base en la casuistica de clinicas, las cuales solo atienden animales a su periferia, mientras que
en nuestro trabajo al trabajar con el Instituto Distrital de Proteccion y Bienestar Animal (IDPYBA),
se estaria realizando una muestra parcialmente representativa de toda Bogota. Teniendo en cuenta
esto, el objetivo de este trabajo es implementar una técnica de PCR convencional para detectar
Leptospira spp en 200 caninos y felinos en total del Instituto Distrital de Proteccion y Bienestar
Animal (IDPYBA).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Implementar una técnica de PCR convencional para detectar Leptospira spp caninos y felinos del

Instituto Distrital de Proteccion y Bienestar Animal (IDPYBA).
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2.2. Objetivo Especifico
o Estandarizar un protocolo de PCR convencional para la deteccion de Leptospira spp, L.
Canicola, L. Bratislava, L. Pomona, L. Hardjo, L. Icterohaemorrhagiae y L.
Grippotyphosa en 200 animales en total (caninos y felinos) del Instituto Distrital de

Proteccion y Bienestar Animal (IDPYBA) de Bogota DC.

o ldentificar la presencia de la Leptospira spp, L. Canicola, L. Bratislava, L. Pomona, L.
Hardjo, L. Icterohaemorrhagiae y L. Grippotyphosa mediante PCR convencional en 200
animales (caninos y felinos) en total del Instituto Distrital de Proteccidn y Bienestar Animal

(IDPYBA) en Bogota DC.

3.REVISION BIBLIOGRAFICA
3.1. Descripcion del Agente Etiologico

Las bacterias que causan la leptospirosis son del género Leptospira spp, estas se caracterizan por
ser helicoidales, mdviles, aerdbicas obligatorias, Gram negativas, con un diametro aproximado de
0,1 um y una longitud de 6-20um, de estas bacterias 20 serogrupos son los que se conocen como
patogénicas y hacen parte de L. interrogans (Adler, 2010). De L. interrogans ya se han identificado
mas de 250 serovares capaces de afectar diferentes especies de mamiferos y se pueden agrupar en
20 serogrupos (Reagan y Sykes, 2019). A pesar de que cada animal puede albergar uno o mas
serotipos, cada serotipo tiene su hospedero preferencial (Bharti, 2003, Adler, 2010).
Caracteristicas climaticas tipicas de los paises tropicales y subtropicales como son los ambientes
himedos y secos son adecuados para la sobrevivencia de la Leptospira spp (Bharti, 2003).

Temperaturas entre 0 ° C a 25 ° C, con pH de 7,2 a 7,4 son las condiciones Optimas que favorecen
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la supervivencia y reproduccién de la Leptospira spp. En suelos de pH neutros o brevemente

alcalinos o en aguas dulces pueden permanecer en el ambiente vivas hasta 180 dias (Walter, 2004).

Mas de 160 especies se ven afectadas por esta bacteria, lo cual las convierte tanto en un reservorio
de la enfermedad, como en medios de infeccién para el humano (Bharti, 2003). De hecho, especies
domeésticas como los porcinos, bovinos, ovinos, equinos, bufalinos y caprinos, se ven afectados y
tienen un impacto en la economia del sector pecuario (Acha, 2003). De todas formas, los roedores
sobre todo las especies Rattus norvegicus, Rattus rattus y Mus musculus, son los que méas se
destacan como reservorios e incluso Mus musculus se destaca por transmitir el serovar L.
Icterohaemorraghiae, que se considera el mas perjudicial para el humano (Vijayachari, 2008) A
pesar de esto, el canino también es un reservorio de alto riesgo, debido su proximidad al hombre,

esto se refleja ain més en zonas urbanas (Cachay, 2005).

La bacteria invade a través de la mucosa o por heridas en la piel, 1 o 2 dias post infeccion viene
un periodo corto de bacteriemia que dura aproximadamente una semana. Durante este periodo, la
Leptospira spp logra llegar al rifion y empieza a colonizar los tdbulos renales. De esta forma,
empiezan a replicarse en esta zona y a su vez a ser eliminados por la orina para perpetuar la
transmision (Ellis, 2015). Por ende, aquellos animales infectados empiezan excretar la Leptospira
spp y a contaminar el ambiente, este periodo durante el cual el microorganismo esta en la orina

varia segun la especie, el animal y el serovar infectante (Langston, 2003).

3.2. Leptospirosis Canina

La leptospirosis canina se considera una de las principales fuentes de infeccion para la
leptospirosis humana a causa de los habitos domésticos de los caninos y el contacto continuo que
tienen con los humanos, por lo anterior constituye un grave problema sanitario (Cachay, 2006).
El patogeno puede ser liberado durante varios meses a través de la orina de los perros y aun asi
puede que no presenten sintomas clinicos causando que la transmision de la enfermedad aumente.

Ademas, albergan todos los serotipos patdgenos y saprofitos de Leptospira spp (Langston, 2003).
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Hay una serie de manifestaciones clinicas que presentan los caninos con leptospirosis, estas pueden
variar desde una infeccion subclinica hasta una falla multisistémica aguda que generalmente
involucra fallas a nivel renal, hematoldgico, pulmonar y hepatico (Guerra, 2009). La insuficiencia
renal se produce tras la colonizacion y posterior replicacion de la bacteria en esta zona. En
consecuencia, se genera una inflamacion tanto en el intersticio como en los tabulos renales, sin
embargo, por la respuesta inflamatoria y la presencia de Leptospira spp también se produce una
vasculitis e isquemia que empeoran la lesion (Zachary, 2017). En cuanto a la falla hepética, esta
es provocada por la necrosis centrolobular y esto combinado con el dafio endotelial que puede

ocurrir, contribuye a la presentacién de ictericia (Goldstein, 2010).

Un amplio rango de serovares del género Leptospira spp pueden ser hospedados en los perros,
aunque los principales causantes de la enfermedad de ictericia aguda y severa en animales y
humanos son los miembros del serogrupo L. icterohaemorrhagiae y L. canicola (Sykes, 2011). La
seroprevalencia de leptospirosis canina estimada en Bogota en 2013 fue de 36,46%, siendo el
serovar mas predominante el L. automnalis, seguidos por L. canicola, L. pomona y L. bratislava
(Céspedes Cardenas et al., 2018). Por otro lado, en Cali se estima que la prevalencia es de 41,1%
y en otros departamentos como Cordoba, Antioquia, Meta, Valle del Cauca y Atlantico se
encuentra alrededor del 12-41% (Rodriguez et al., 2004, Carrefio Buitrago et al., 2017).

En un estudio en Tunja se determind la seroprevalencia de leptospirosis en humanos y caninos,
por medio del muestreo de suero de 61 caninos y 46 humanos, como resultado se obtuvo que el
serovar L. canicola es el méas frecuente en caninos. En humanos se reportdé un caso de
seropositividad de este serovar, lo cual podria suponer al perro como una fuente de infeccion para
las personas. Adicionalmente, el trabajo sugiere que existe también una posibilidad de contagio de
los caninos a los humanos, de otros serovares diferentes a L. canicola como lo son L. hardjo, L.

icterohaemorrhagiae, etc. (Bermudez, 2010).

3.3. Leptospirosis Felina

La infeccion de leptospirosis felina se ha asociado al consumo de presas infectadas que pueden

tener los serotipos de los serogrupos Autumnalis y Ballum. Los gatos de exteriores y de zonas
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rurales estan directamente expuestos a infectarse en la actualidad, en estudios se ha determinado
que estdn implicados serovares pertenecientes a los serogrupos Autumnalis, Australis,
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Pomona y Sejroe, aun asi, también se han confirmado a
través de PCR que pueden presentar anticuerpos principalmente contra serovares pertenecientes a
los serogrupos Australis, Canicola, Icterohaemorrhagiae y Pomona. Dado este hecho, los gatos
podrian ser un huésped reservorio cronico de Leptospira spp y un posible factor de riesgo para la

infeccion humana (Murillo et al., 2020).

La infeccidn en gatos por leptospirosis puede causar sindromes que van desde el estado de portador
asintomatico hasta la enfermedad aguda fulminante. Los gatos pueden desarrollar signos clinicos
de leptospirosis después de una infeccion natural, la poliuria y polidipsia podrian ser los primeros
signos clinicos que se puedan presentar (Arbour et al., 2019). La enfermedad clinica se asocia con
bacterias productoras de hemolisina, como los serogrupos L. Icterohaemorrhagiae o L. Pomona,
gue causan enfermedad hemolitica, ocasionando hemoglobinuria, ictericia y, en casos graves, la
muerte. Las lesiones primarias se desarrollan en el endotelio de los pequefios vasos sanguineos, lo
que lleva a una isquemia localizada y resulta en necrosis tubular renal, para mas adelante
desencadenar nefritis llevandolo a un dafio renal crénico, y de esta manera después de 10 dias de
infeccion, la bacteria ingresa a la luz tubular y se eliminan en la orina durante un periodo de dias
a meses (Adler, 2014).

En cuanto a la seroprevalencia de leptospirosis felina, no existen reportes en Colombia, pero en
Canada se ha reportado una prevalencia del 25% y en Brasil del 22.3% (Lapointe et al., 2013). Por
otro lado, estudios realizados en Chile con una muestra de 124 gatos reportan una prevalencia del
8,1%, donde el 30% fueron positivos Unicamente a titulos contra L. autumnalis, seguido por L.
canicola (20%), L. bataviae, (20%), L. grippotyphosa (10%), 10% fueron positivos a 2 serovares
(L. wolffi/ L. bataviae) y 10% a 6 serovares (L. grippotyphosa/ L. wolffi/ L. bataviae/ L. sejroe/ L.
javanica/ L. panama). Adicionalmente, se encontrd una distincion entre los serovares hallados en
gatos rurales y urbanos, donde ambos grupos presenta contacto con los serovares L. canicolay L.
autumnalis, sin embargo, solo los gatos rurales han sido expuestos a L. bataviae y L.
gryppotyphosa. Por otro lado, se determind que felinos de exterior, con habitos de casa, con

cercania a caninos y presencia de roedores en la cercania, eran mas probables a ser expuestos a L.
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canicolay L. autumnalis (Azdcar-Aedo et al., 2014). Actualmente, no se ha reportado en Colombia

la prevalencia de Leptospira spp. en felinos domesticos.

3.4. Leptospirosis y su implicacion en la salud pablica

La leptospirosis es una zoonosis con una amplia distribucion que es causada por varias especies
patogenas de Leptospira spp, portadas por animales como los perros, el espectro de la leptospirosis
en humanos es ampliamente variada, va desde una infeccion subclinica a sindrome severo con
infeccion multiorganica y alta mortalidad. De esta manera los humanos pueden ser hospedadores
de mantenimiento, es decir que mantienen la enfermedad por medio de una infeccion cronica de

los tabulos renales continuando con el ciclo de infeccidon (Bermudez, 2010).

Hay que tener en cuenta que generalmente cuando un serovar de Leptospira spp infecta un animal
el cual no corresponde a su hospedador de mantenimiento la infeccion puede causar enfermedad
fatal, debido a esto se genera la importancia de determinar los diferentes serovares presentes en la
poblacidn canina, la cual representa una fuente de contagio a los humanos. Los mas importantes
hospedadores de mantenimiento son los pequefios mamiferos, los cuales pueden transferir la

infeccion a animales domésticos como perros y humanos (Babudieri, 1958).

En un estudio serolédgico de leptospirosis canina y humana en una zona urbana en Argentina se
determind que los casos seropositivos a Leptospira spp en perros domésticos es del 5% y en
callejeros es superior al 40%, los casos seropositivos humanos que se encontraron en este estudio
fueron los de dos docentes de ciencias veterinarias de la universidad que atienden el consultorio
donde se hicieron las pruebas, cabe resaltar que ninguno presento signos clinicos de la enfermedad
(Adagio et al., 2017).

3.5. Técnicas diagnosticas leptospirosis

La técnica estandar recomendada por la OMS es la Microaglutinacion y consiste en poner el suero
del paciente y enfrentarlo con diferentes cultivos seleccionados de Leptospira spp, siendo positivo

aquel en que se aglutine. Detectando asi las inmunoglobulinas, que se generan durante la respuesta
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inmune del individuo (Brihuega, 2008). Otra prueba seroldgica es la ELISA indirecta, que consiste
en la deteccion de IgM que se produce desde la primera semana post infeccion, pero no permite
identificar el serovar responsable (Ahmad et al., 2005). También, existe una prueba dot-ELISA,
que ademas de identificar IgM también puede detectar IgA 'y IgG (Da Silva et al., 1997).

Las pruebas moleculares como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa se basan en la deteccion
del ADN de la Leptospira spp. Existe la PCR convencional simple y multiple, la simple como su
nombre lo indica requiere de un protocolo con un solo set de primers que amplifican un solo loci;
mientras que la multiple, permite observar multiples genes, lo cual es Gtil en casos de mdltiples
infecciones por diferentes serovares (Bolivar et al., 2014). Adicionalmente, para poder realizar
una PCR convencional se requiere del aislamiento del ADN a evaluar; la polimerasa, la cual es
una version modificada de la enzima para que resista la desnaturalizacién provocada por el calor
del procedimiento; un primer forward que va de 5" a 3" y un primer reverso que vade 3" a 5", estos
son los que permiten que la polimerasa se adhieren al segmento especifico de ADN que se desea
amplificar; desoxidonucleésido trifosfato (ANTPs), son nucle6tidos acompafiados por grupos
trifosfato a través de estos es que la polimerasa va a replicar el ADN; una solucion buffer, su
funcidn es crear un ambiente quimico dptimo que estabilice y permita que se dé la reaccion; cloruro
de magnesio, que pueden ser requeridos ya que ayudan a disminuir los errores que pueden suceder
durante la replicacién; y agua si se requiere manipular la concentracion de la solucién, todos estos

materiales se unen para formar la mezcla maestra (Carnejo-Romero et al., 2014)

La PCR cuentan con una serie de ciclos, alrededor de 30-40, donde se dan unos cambios de
temperatura en un tiempo determinado, cada ciclo tiene unos periodos con una temperatura
especifica, todo esto es ejecutado por el termociclador. Antes de que se empiece con los ciclos, se
da una desnaturalizacion inicial, la cual rompe los puentes de hidrégeno que estan formando la
doble hélice para asi tener una sola hebra, generalmente este se realiza a 94-96 °C y dura alrededor
de 5-10 minutos, pero depende de las caracteristicas de la muestra de ADN y de la polimerasa que
se emplee. Despues, inician los ciclos que se dividen en 3 etapas, la primera de desnaturalizacion,
la segunda anillamiento y la tercera extension. La de desnaturalizacion consiste en separar las dos
hebras del ADN y esto se logra a través de una temperatura de 94-96°C por 20-60 segundos, estas

variables puede cambiar segun el contenido de guanina y citosina que contenga la seccion de ADN
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de interés (Carnejo-Romero et al., 2014, Walker-Daniels, 2012). Seguido a esto, empieza la etapa
de anillamiento en la cual se disminuye la temperatura y los primers se unen a su region
complementaria, el tiempo y la temperatura dependen de la concentracion del primer, la longitud
de estos y su contenido de guanina y citosina, sin embargo, generalmente se manejan a 45-65°C
por 30-60 segundos. La Ultima etapa de extension hace referencia a la formacion de las nuevas
cadenas de ADN utilizando los dNTPs, la temperatura de este ciclo depende de las especificaciones
de la polimerasa que se emplee y el tiempo esta sometido a la longitud del fragmento de ADN de
interés. Cuando se terminan de realizar los ciclos, hay un periodo de amplificacion final que dura
5 minutos y es a 72°C, el objetivo es permitir que la polimerasa termine de sintetizar fragmentos
que estén incompletos. Con esto se finaliza el procedimiento y se obtiene un producto de PCR,
que debe ser llevado a electroforesis y analizarse en geles de agarosa, esto permite organizar los
fragmentos de material genético segun su tamarfio y asi poder ser visualizados en formas de banda

en el gel al observarse con rayos ultravioleta (Carnejo-Romero et al., 2014, Walker-Daniels, 2012)

Durante la amplificacion por PCR, se copian secuencias cortas de ADN en cada ciclo. La cantidad
de ADN en la reaccion deberia duplicarse en cada ciclo, lo que da como resultado una
amplificacion exponencial del ADN diana inicial. Esto sucede ciertamente durante los primeros
ciclos, cuando hay mas mezcla maestra en comparacion con la secuencia diana. Sin embargo, a
medida que el producto se acumula, los sustratos se agotan, lo que resulta en la inhibicion de la
reaccion (Fraga et al., 2008). Por otro lado, esta la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real cuyas siglas en ingles es RT-PCR, la cual es una modificacion de la PCR, permite la
cuantificacién precisa de acidos nucleicos especificos que estan presentes en una mezcla, aunque
la cantidad de material inicial que se encuentre es muy baja, lo anterior se da a partir del monitoreo
de la amplificacion de una secuencia objetivo en tiempo real utilizando tecnologia fluorescente, es
importante tener en cuenta que la rapidez con que el objetivo amplificado alcanza un nivel de
deteccion de umbral se correlaciona con el estimado de la concentracion de material inicial

utilizado.

El aislamiento de Leptospira spp se puede realizar por medio de sangre u orina y a partir de estas
muestras, se siembra un cultivo en un medio liquido o semiliquido como BSA y EMJH. La muestra
que se debe seleccionar para hacer el aislamiento depende de la etapa de la enfermedad, ya que al
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inicio de la infeccién hay una bacteriemia que hace que la sangre se vuelva la muestra predilecta,
sin embargo, a medida que avanza la enfermedad la bacteria se asienta en los tabulos renales y es

eliminada en la orina, volviendo asi la orina la mejor muestra (Budihal, 2014).

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio experimental tipo ensayo de estandarizacion para la implementacion de la
técnica molecular de PCR convencional con miras al diagndstico de la presencia de Leptospira
spp en caninos y felinos del Instituto Distrital de Proteccion y Bienestar Animal (IDPYBA) de

Bogota.

4.2. Area de estudio

El estudio se realiz6 en la ciudad de Bogota D.C., la cual se encuentra ubicada en el centro de
Colombia, en la cordillera oriental de los andes, coordenadas 4°35'56"N 74°04'51”0, a una altitud
media de 2.640 y 3.548 msnm (IDEAM, 2019). Posee una superficie total de 1.775 km?, esta
dividida administrativamente en 20 localidades y 1.922 barrios. Se estima una poblacion total de
77150.000 habitantes segun proyecciones del DANE (Departamentos Administrativo Nacional de

Estadistica). (DANE, 2005).

4.3. Tamafo de la muestra
El tamafio de la muestra utilizada en el proyecto para la estandarizacién fue a partir de las muestras
de sangre obtenidas de 200 animales del IDPYBA. Los controles negativos y positivos se

realizaron en cada una de las reacciones de PCR, para los positivos se utilizaran 2 controles de
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ADN de Leptospira spp patogénicas de referencia (L. icterohaemorragiae, L. canicola, L.
bratislava, L. pomona, L. hardjo, y L. grippotyphosa), que fueron donados por el Laboratorio
Médico Veterinario (LMV) de cultivos puros de Leptospira spp. En cuanto a los negativos se

utilizo agua esteril a la cual se le realizé el protocolo de extraccion de ADN.

4.4. Seleccion de animales

Se seleccionaron animales que ingresaron al Instituto Distrital de Proteccion y Bienestar Animal
(IDPYBA) de Bogota, que provengan de las diferentes localidades del distrito capital. Los
animales ingresaron por los programas de bienestar animal del municipio como adopcidn animal,
abandono animal, urgencias veterinarias, maltrato animal y el programa captura esteriliza y suelta.
Los cuales fueron 148 caninos, 46 felinos y 6 de los cuales no se tiene datos. Los animales fueron
recibidos en dos unidades la Unidad del IDPYBA y la central de Urgencias en la Cra. 21 #1 — 25.
Los criterios de inclusion de los animales incorporan las especies de caninos y felinos de diferentes
razas y edades, los de exclusién seran cualquier animal que tenga historial de vacunacion contra

Leptospira spp alguna vez en su vida.

4.5. Toma de muestra

Una vez seleccionado el animal este fue ubicado en la mesa de exploracion en posicion decubito
esternal y con el cuello extendido, posteriormente se realizo la tricotomia, lavado y embrocado
con alcohol al 70% en la zona de la yugular, dejando secar. Despues se introdujo la aguja de calibre
22G 0 25G, dependiendo del tamario del animal, en la vena yugular. Se colecto 5ml de sangre
completa en el tubo tapa rojo, seguido a esto se retiro la aguja de la vena y se coloco algodon con

alcohol haciendo presion. Las muestras colectadas fueron identificadas y rotuladas con la
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informacion sobre el animal, nimero de muestra, nombre del individuo, fecha de colecta de la

muestra, hora de colecta y prueba a realizar.

Todas las muestras fueron refrigeradas de forma inmediata entre 4°C y 8°C con el objetivo de
garantizar su integridad. Las muestras se transportaron en una nevera con pila antes de 24 horas
tras su extraccion en condiciones de refrigeracion a 4°C y 8°C al laboratorio de diagndstico
molecular de la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales Campus UDCA de la calle 222.
Las muestras recibidas en el laboratorio se centrifugaron a 3.500 rpm durante 5 minutos, los
codgulos obtenidos se almacenaron en viales y se congelaron a -70°C, para su posterior

procesamiento mediante técnicas moleculares PCR convencional.

4.6. Protocolo de estandarizacion de la técnica PCR convencional para la deteccion de
Leptospira spp

4.6.1. Extraccion de ADN (Acido Desoxirribonucleico) bacteriano a partir del Kit QIAGEN
DNA blood and tissue kit

Para el protocolo de extraccion a partir del Kit Qiagen DNA blood and tissue kit® (QIAGEN,
Germany), se siguieron las especificaciones de la casa fabricante, con ciertas modificaciones:
como el uso de 100 ug de codgulo macerado en vez de 10uL de sangre completa con anticoagulante
y el paso de eluir el ADN con 100 uL del Buffer AE, se repitio 2 veces con 50 uL de Buffer AE
para recolectar la mayor cantidad de ADN posible. En casos, donde el coagulo resistiera el paso

por la columna se adiciono 100 uL de buffer ATL.
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4.6.2. Reaccion en cadena de la polimerasa

Al inicio se realizé un tamizaje en todas las muestras, utilizando el set de primers de 16S (A, 5'-
GGCGGCGCGTCTITAAACATG-3'; B, 5-TTCCCCCCATTGAGCAAGATT-3") descritos por
Merien et al., 1992, estas secuencias hacen referencia al gen 16S de Leptospira spp patogénica de
la cual los oligonucle6tidos A y B de la estructura primaria del gen corresponden a los nucle6tidos
desde el 38 al 57 y 328 a 369 respectivamente. De igual manera, los oligonucleétidos C y D
corresponden a los nucle6tidos 58 hasta 77 y 328 hasta 324 respectivamente, cuyo amplificado es
de 281 a 331 pb. Posteriormente, las muestras positivas se les realizo la reaccion de PCR mediante
los primers LipL32/270F (5-CGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATT-3") y LipL32/692R (3'-
CCAACAGATGCAACGAAAGATCCTTT-5') descritos por Levett et al., (2005), las secuencias
de primers estan localizados entre la posicion 270 y 692 del gen LipL32 que codifica para una
proteina externa de membrana altamente conservada en todas las especies patdgenas del género
Leptospira spp, el producto amplificado esperado tendrd un tamafio de 423 pb. En cuanto al
control enddégeno se realizaron PCR mediante el primer GAPDH F (5-
GCCGTGGAATTTGCCGT-3") y GAPDH R (3-GCCATCAATGACCCCTTCAT-5") descrito
por Leutenegger y colaboradores en 1999, el cual produce un amplificado de 600pb. Todas las
soluciones de trabajo de los primers se utilizaron a una concentracién de 10 uM.

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un termociclador T-100 (Bio- Rad, USA) usando un
volumen final de reaccion de 10 ul, compuesto por 2.2 ul de agua grado molecular, 5 ul de SYBR™
Green PCR Master Mix, 0.4 ul de cada primer (forward y reverse), y 2 pl de la muestra de ADN
total. La amplificacion consistira en un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 minutos,
seguida de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos, anillamiento a 60 °C por 30
segundos, extension a 72 °C por 30 segundos y el ultimo paso de extension final a 72 °C por 7
minutos. Los controles negativos y positivos se realizaron en cada una de las reacciones de PCR,
para los controles positivos se utilizaron 2 controles de ADN de Leptospira spp patogénicas de
referencia (L. icterohaemorragiae, L. canicola, L. bratislava, L. pomona, L. hardjo, y L.
grippotyphosa) a partir de cultivos puros donados por LMV; y para los controles negativos se
utilizo agua esteril a la cual se le realizo el protocolo de extraccion de ADN. Los amplicones fueron

revelados mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1.5%, tefildos con Hydragreen®
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(ACTGene, USA) y visualizados bajo la luz ultravioleta mediante un foto documentador
ENDURO GDS™ (LabNet Intl, USA).

4.6.3. Protocolo para la realizacion del gel agarosa al 1.5%

Para la visualizacion de los amplificados de las muestras y controles, se siguio el protocolo
establecido por el laboratorio de genética el cual se basa en los protocolos de Cold spring harbor
para elaboracién de las soluciones tampon y en las instrucciones del fabricante para la

polimerizacion del gel.

4.6.4. Protocolo de electroforesis

1. Calentar gel hasta quedar transparente o liquido sin grumos.

2. Medir volumen (25ml o0 40ml) para montar gel, depende del molde.

3. Adicionar Intercalante (2.5ul para 25ml y 4ul para 40ml) y revolver.

4. Armar el molde y colocar la peineta.

5. Agregar mezcla en el molde.

6. Dejar polimerizar el gel entre 15 a 20min.

7. Hacer mapa de los pozos.

8. Pasar el gel polimerizado a la cubeta de electroforesis y rellenar con buffer TAE 1X.

9. En un rack poner parafilm y montar 1ul de loading por cada pozo que se va a montar mas uno

para el marcador.
10. Adicionar 3ul de muestra a cada 1l de solucion de carga mezclar con la pipeta.

11. Montar muestra con mezcla a los pozos teniendo en cuenta un espacio al inicio, en el medio o
al final para el marcador el cual es el ultimo en colocar. EI marcador de 100pb se utiliz6 para las
PCR de GAPDH y el de 1K para LipL32 y 16S.
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12. los controles se depositaran alejados de las muestras para evitar contaminacion.

13. Conectar los cables de la maquina de electroforesis, teniendo en cuenta que el ADN corre hacia

positivo (rojo).

14. Configurar la maquina de electroforesis en 80V x lhora (Marcador 1K) o 120V x 30min
(Marcador 100pb).

15. En los primeros minutos observar que las bandas estén corriendo en la direccion deseada.

16. Al finalizar observar el gel en la cAmara UV y registrar resultados.

5. Reaccion de secuenciamiento 16S

Con el fin de incorporar de manera complementaria y para brindar mayor soporte a los resultados,
a partir de las muestras positivas de 16S, se escogieron 10 muestras aleatorias (ambisenso) en total
para realizar secuenciamiento, como criterio se tendré en cuenta muestras de caninos y felinos,
después del sondeo se obtuvo 6 muestras de caninos y 4 de felinos. Las muestras escogidas se
amplificaran de nuevo en un volumen final de 50 puL de PCR 16S, se verificara la amplificacion
con 2 pL del producto en gel de agarosa al 1.5% y se remitira al servicio de purificacion y

secuenciamiento Sanger del laboratorio SSiGMol -Universidad Nacional de Colombia.

6. Andlisis Filogenéticos

Con el fin de incorporar de manera complementaria y para brindar mayor soporte a los resultados,
las secuencias obtenidas fueron analizadas y las posiciones con un Phred score >20 fueron
consideradas para ensamblar la secuencia consenso utilizando el software BioEdit 7.2.5,
posteriormente a estas secuencias se les realizo un alineamiento utilizando la herramienta Blast nt
en GenBank y se compararon con secuencias homologas de GenBank ®, luego se descargaron y
alinearon usando la herramienta Clustal W en BioEdit Sequence Alignment Editor 7.2.5. (Hall,
1999). Se usé el software MEGA X (Kumar, Stecher, Li, Knyaz, and Tamura 2018) para
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determinar el modelo evolutivo y construir un arbol de maxima verosimilitud con 1000 réplicas

de Bootstrap.

7. Etica

El estudio serd sometido a aprobacion por el comité de ética de la UDCA

5. RESULTADOS

5.1. Extraccion

Se obtuvo resultados positivos de la extraccion de 16Sy LipL32 ya que se obtuvieron amplificados
de 331bp y 423bp, demostrando asi la correcta extraccion de ADN (figura 1y 2). Las medidas que
se tomaron para validar resultados consistieron en cerciorarse que no hubiera inhibidores de la
reaccion, confirmar verdaderos negativos y observar integridad del ADN, por medio de un control
enddgeno utilizando la PCR con el set de primers de GAPDH. Por otro lado, no fue posible realizar
la cuantificacion de ADN de las muestras de manera directa debido a problemas técnicos con el

equipo.

Se procedio a hacer la extraccion a partir de coagulos de los animales del IDPYBA, inicialmente
el buffer de lisis y la proteinasa K, demostraron tener la capacidad de lisar el coagulo, sin embargo,
se observo que algunas muestran presentaban mayor dificultad ya que al centrifugar, el contenido
de la columna no pasaba por completo por el filtro y se tapaba. Debido a esto, en los casos donde
se presentaba este problema se procedio a agregar 100 pl de buffer ATL, lo cual mostro una mejor
lisis del coagulo. A pesar de esto, a medida que se avanzd en el proceso de extraccion de las
muestras se empez0 a presentar una mayor resistencia para disolver el coagulo, especialmente con
las muestras de los felinos, por lo tanto, se empezd a cortar en trozos mas pequefios y se evidencid
gue ya no se presentaba mas este inconveniente, por lo que se empezd a implementar para todas

las muestras y se agreg0 al protocolo.
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Posicidn del
amplicon
esperado

Figura 1: Resultados PCR de las muestras, a partir de la extraccion con el kit Qiagen DNA
blood and tissue kit empleando el set de primers GAPDH. Con el fin de determinar la integridad
de la extraccion.

5.2. PCR

En cuanto a la preparacion del mix se usaron los mismos volimenes y concentraciones para las 3
PCR, sin embargo, debido a la presencia de dimeros de primers se optd por realizar ajustes en las
concentraciones del mix resultando en el siguiente ajuste: 5ul de SYBR™ Green PCR Master Mix,
0.4 pl de primer forward, 0,4 pl de primer reverse, 2,2 ul de H.O MQ. Seguido a esto, se disminuyo
la presentacion de dimeros, pero estos persistian.
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Posicién del
amplicon
esperado

Dimeros

Figura 2: Resultados PCR de las muestras 165 a la 190, a partir de la extraccion con el kit
Qiagen DNA blood and tissue kit empleando el set de primers 16S y utilizando marcador 1kb.

Por otro lado, los ciclos en el termociclador de 16s y LipL32 fueron los mismos, ya que los sets de
ambos primers tenian las mismas especificaciones. Debido a la dimeros, se decidié aumentar la
temperatura de anillamiento 5 °C y aumentar 5 ciclos; con el objetivo de aumentar la especificidad

en el anillamiento e incrementar el tiempo de accion de la polimerasa.

Posicion del Controles
amplicon positivos
esnerado
Controles
negativos

Figura 3: Resultados PCR de las muestras 146 a 163, a partir de la extraccion con el kit Qiagen
DNA blood and tissue kit empleando el set de primers de 16S y utilizando el marcador de 1kb.
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Posicion del Posicion del
amplicon amplicon
esperado esperado

Figura 4: Amplificacion de ADN de los controles positivos a partir de la extraccion con el kit
Qiagen DNA blood and tissue kit utilizando el set de primers de 16S empleando el marcador
1kb. L marcador 1kb. 1 L. bratislava. 2 L. canicola. 3 L. gryppotyphosa. 4 L. hardjo. 5 L.
icterohaemorrhagiae. 6 L. pomona. CN control negativo.

Posicion del
amplicon
esperado

Figura 5: Amplificacion de las muestras positivas a 16S, a partir de la extraccién con el kit
Qiagen DNA blood and tissue kit empleando el set de primers LipL32 y utilizando marcador
1kb.

Se observaron las muestras positivas de 16S y LipL32, los cuales mostraron un amplificado de
331pb y 423pb respectivamente. De acuerdo con estos resultados del amplificado se ajust6 la

concentracion del gel a 1.5% de agarosa y se utilizé el marcador de 1 kb.



28

Figura 6: Gel con el montaje de los controles positivos en el Gltimo paso de la electroforesis.

5.3 Datos poblacionales de las muestras y resultados de PCR

El protocolo estandarizado fue probado en 200 animales muestreados, felinos (46) y caninos (148)
y 6 que no se tiene informacion de especie. A partir de estos datos, se observo que la poblacion de
caninos fue mayor, 3.2 veces, comparada a la de los felinos. En cuanto al sexo, predominaron los
machos, en los caninos se observo 83 machos y 65 hembras, mientras que en los felinos fueron 31
machos y 15 hembras. Adicionalmente, todos los felinos y la mayoria de los caninos (136) fueron
de raza mestizo, en los caninos también se encontraron 9 pitbulls, 2 husky siberiano y 1 poodle.
Por otro lado, la localidad donde se presentd la mayoria de los caninos fue en Ciudad Bolivar
seguido por Usme mientras que los felinos fueron hallados principalmente en San Cristobal y
Ciudad Bolivar. Ademas, es importante resaltar que la gran mayoria de animales al ser evaluados
en el IDPYBA vy central de urgencias presentaban problemas ortopédicos primordialmente por
fracturas y claudicaciones, demostrando que esta es una de las principales razones por las cuales
los ciudadanos o los entes de proteccién animal atienden caninos y felinos callejeros.

Se obtuvo que, de las 200 muestras, 112 (56%) fueron positivas/sospechosas a la PCR con el
primer 16S de los cuales felinos fueron 30 (26.79%), caninos 77 (68.75%) y 5 (4.46%) de los
cuales no se tiene data de especie, estas muestras fueron seleccionadas para la PCR con el primer
LipL32 donde todas fueron negativas. Por ende, la amplificacion de Leptospira spp con el primer
LipL32 fue de cero.



Tabla 1. Distribucion de los positivos a 16S segun las edades de los animales estudiados.
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Edades Cantidad de Animales Positivos (%)
a 16s
Menor a 1 afio 35 19 54.3%
Entre 1 afio a 3 afios 39 26 66.7%
Entre 4 afios a 6 afios 32 17 53.1%
Entre 7 afios a 9 afios 33 18 54.5%
Entre 10 afios a 12 afios 27 17 63%
Entre 13 afios a 16 afios 19 7 36.8%
No reportado 9 22.2%

En cuanto al rango de edades de los animales que fueron muestreados en este estudio, se pudo

observar que el grupo etario mas afectado fue entre 1 a 3 afios, lo cual fue directamente

proporcional a la cantidad de positivos a 16s (Tabla 1).

Tabla 2. Resultados de PCR 16S y LipL32 segln raza y sexo en caninos

NUmero de | Animales (%) Animales (%)
animales Positivos a 16 s Positivos a
LipL32

Caninos 148 77 52% 0 0%
Caninos hembras | 65 31 47.7% 0 0%
Caninos machos | 83 46 55.4% 0 0%
Mestizo 136 74 54.4% 0 0%
Husky Siberiano | 2 0 0% 0 0%
Pitbull 9 2 22.2% 0 0%
Poodle 1 1 100% 0 0%




Tabla 3. Resultados de PCR 16S y LipL32 segun raza y sexo en felinos
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Ndmero  de | Animales (%) Animales (%)
animales Positivos a 16 s Positivos a
LipL32
Felinos mestizos | 46 30 65.2% 0 0%
Felinos hembras | 15 10 66.7% 0 0%
Felinos machos | 31 20 64.5% 0 0

Como se observa en la tabla

De acuerdo con los resultados obtenidos se pudo observar que en cuanto hembras como machos

presentaban porcentajes similares de positividad a 16S y en cuanto a la raza la méas afectada fueron

los poodle, seguido de los mestizos y pitbulls (Tabla 2 y 3).

Tabla 4. Caninos positivos a 16S y LipL32 segun las localidades.

Localidad Cantidad Caninos | Animales (%) Animales (%)

Positivos a 16 Positivos a

S LipL32
Barrios Unidos 2 1 50% 0 0%
Bosa 6 2 33.3% 0 0%
Candelaria 1 1 100% 0 0%
Chapinero 1 1 100% 0 0%
Ciudad Bolivar 30 14 46.7% 0 0%
Engativa 11 8 72.7% 0 0%
Fontibon 4 1 25% 0 0%
Kennedy 9 6 66.7% 0 0%
Martires 2 1 50% 0 0%
Puente Aranda 4 0 0% 0 0%
Rafael Uribe Uribe 10 7 70% 0 0%
San Cristobal 16 10 62.5 0 0%
Santafé 4 2 50% 0 0%
Suba 8 3 37.5% 0 0%
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Teusaquillo 3 0 0% 0 0%
Tunjuelito 3 1 33.3% 0 0%
Usaquén 4 3 75% 0 0%
Usme 29 16 55.2% 0 0%
Tabla 5. Felinos positivos a 16 Sy LipL32 segun las localidades.
Localidad Cantidad Animales (%) Animales (%)
Felinos Positivos  a Positivos  a
16s LipL32

Barrios Unidos 0 0 0% 0 0%
Bosa 5 2 40% 0 0%
Candelaria 0 0 0% 0 0%
Chapinero 0 0 0% 0 0%
Ciudad Bolivar 6 4 66.7% 0 0%
Engativa 5 2 40% 0 0%
Fontibon 1 1 100% 0 0%
Kennedy 4 2 50% 0 0%
Martires 1 1 100% 0 0%
Puente Aranda 3 2 66.7% 0 0%
Rafael Uribe Uribe | 2 2 100% 0 0%
San Cristobal 7 6 85.7% 0 0%
Santafé 2 1 50% 0 0%
Suba 5 4 80% 0 0%
Teusaquillo 0 0 0% 0 0%
Tunjuelito 2 1 50% 0 0%
Usaquén 0 0 0% 0 0%
Usme 3 2 66.7% 0 0%

Las localidades con mayor proporcion de positivos de 16S en caninos fue la Candelaria, Chapinero

y Engativa, asi mismo, en el caso de los felinos se observé que fueron Fontibon, Martires y Rafael
Uribe Uribe (Tabla 4 y 5).
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Tabla 6 Casuistica de animales estudiados.

Casuistica Cantidad Positivos a (%) Cantidad Positivos a (%)
Caninos 16S Felinos 16S
Capturar Esterilizar y 9 1 11.1% 0 0 0%
Soltar
Dermatolégico 9 4 44.4% 0 0 0%
Digestivo 4 2 50% 0 0 0%
Escuadron anti- 11 4 36.4% 1 0 0%
crueldad
Infeccioso 18 12 66.7% 14 9 64.3%
Neopléasico 9 8 88.9% 4 3 75%
Neurolégico 3 2 66.7% 1 1 100%
Nutricional 1 0 0% 0 0 0%
Obstetricia 4 3 75% 0 0 0%
Ortopédico 68 34 50% 16 10 62.5%
Rescate 4 1 25% 2 1 50%
Respiratorio 2 2 100% 1 1 100%
Trauma tejidos blandos 6 4 66.7% 5 4 80%
Intoxicacion 0 0 0% 1 1 100%
Oftalmologia 0 0 0% 1 0 0%

La mayor cantidad de positivos a 16S en felinos se encontrd que eran animales remitidos por
patologias correspondientes que afectaban a sistema respiratorio, neuroldgicas e intoxicaciones
(Tabla 6). Por otro lado, en los caninos se encontré que la proporcion mas alta de 16S estaba
presente en animales diagnosticados con referentes a sistema respiratoria, neoplasias y obstetricia.
Cabe resaltar, que la categoria de infeccién esta incluidas aquellas de origen viral, bacteriano, o

parasitario protozoario, etc. y en ortopedia principalmente aquellos con fracturas o claudicacion.
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5.4. Analisis filogenéticos

De manera complementaria, debido a que no se obtuvo amplificados de LipL32, se optd por enviar
a secuenciar 10 muestras (ambisenso) positivas a 16S, con el fin de verificar si se esta observando
Leptospira spp u otra bacteria. De estas 10 muestras solo 4 obtuvieron un phred score >20 para
ensamblar las secuencias consenso (133, 146, 167 y 196), se alinearon con 17 secuencias de
serovares de Leptospira interrogans empleando Clustal W (Bioedit) y por dltimo se utilizo el
software MEGA X, se encontr6 que el mejor modelo evolutivo era Kimura 2 parametros con tasa
de sustentacion neutra y se procedié a construir el arbol filogenético utilizando un algoritmo de
méaxima verosimilitud (ML) y un Bootstrap de 1000 réplicas. Las secuencias generadas en este
estudio fueron sometidas al GenBank (nimero de acceso, OP037101, OP037102, OP037103 y
OP037104).
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OP037102.1 Leptospira interrogans isolate dog 146
0OP037103.1 Leptospira interrogans isolate dog 167
OP037101.1 Leptospira interrogans isolate dog 133
MT512910.1 Leptospira interrogans isolate Czech Republic 2019 M. myotis
KX891330.1 Leptospira interrogans Brasil 2016 C. lupus familiaris
MT512902 1 Leptospira interrogans Czech Republic 2014 Myotis myotis

63
—1 FJ154561.1 Leptospira interrogans serovar Canicola Brazil 2010
FJ154564.1 Leptospira interrogans serovar Kremastos Brazil 2010
AY996798.1 Leptospira interrogans serovar Canicola USA 2006
AY996800.1 Leptospira interrogans serovar Pomona USA 2006

MTE45321.1 Leptospira interrogans serovar Canicola India 2015 C. lupus familiaris

MTE45311.1 Leptospira interrogans serovar Hardjo India 2014 Cattle

OP037104.1 Leptospira interrogans isolate dog 196

63 || AY996794.1 Leptospira interrogans serovar Australis USA 2006

LC474514.1 Leptospira interrogans serovar Sejroe Japan 2017 H. sapiens

FJ154553.1 Leptospira interrogans serovar Hardjo-prajitno Brazil 2010

AY996790.2 Leptospira interrogans serovar Copenhageni USA 2006

MK330631.1 Leptospira interrogans serovar Copenhageni Brasil 2015 C. lupus familiaris

KC441522.1 Leptospira interrogans serovar Grippotyphosa India 2013 H. sapiens

MHB86119 1 Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae Brazil 2016 S scrofa

FJ154589.1 Leptospira santarosai serovar Bakeri Brazil 2010

0.0050

Figure 7: Arbol filogenético para Leptospira interrogans basado en el rRNA 16S, empleando el
algoritmo de maxima verosimilitud y Bootstrap de 1000 réplicas en el cual se muestras los valores
superiores a 50. Se referencian las unidades taxonémicas con los serovares de L. interrogans, pais, afio y
especie en la que fue detectada. Las secuencias reportadas en este estudio se muestran en negrilla 'y se
evidencia que hacen parte de un Gnico clister con un Bootstrap de 63 donde también se encuentran
muestras provenientes de murciélagos (M. myotis), caninos y bovinos, procedentes de paises americanos,
europeos y asiaticos.
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DISCUSION

La PCR hasido la principal herramienta diagnéstica que ha aprovechado la magnitud de la biologia
molecular alcanzando un valor y versatilidad como técnica de andlisis debido en parte, a su
adaptabilidad y aplicabilidad (Bolivar et al., 2014). Segun Bolivar et al. (2014), que la PCR
permita estandarizar y optimizar aplicaciones individuales, ha permitido desarrollar variantes del
método, lo cual lo hace un método revolucionario, constituyéndose en una de las mejores técnicas
a la hora del diagndstico del area molecular y bioldgico por su alta sensibilidad, de igual manera
esto la hace mas susceptible a contaminaciones u errores de ejecucion. Es por lo cual, que en la
presente investigacion se requiri6 de planificacion y mdltiples intentos, teniendo las
consideraciones de una PCR convencional, pero adaptandola a las necesidades requeridas,
haciendo valido optar por medidas de control y méas que necesario la formacion del personal que
ejecutaria los procedimientos, recalcando la importancia de la realizacion y adecuacion de la
técnica para obtener un resultado veridico y efectivo. Por lo anterior y como asegura Merien et al.
(1992) a través de las bondades de la PCR y versatilidad esta se puede utilizar en muestras
bioldgicas sea orina o0 sangre como herramienta diagnostica en casos de sospecha de leptospirosis

para su diagndstico, control y prevencidn, como se observo en este estudio.

El método de extraccion con el kit de Qiagen demostré resultados positivos, lo cual se observé en
los fragmentos amplificados de 16S y GAPDH, demostrando la presencia de ADN de origen
bacteriano y del hospedador. Sin embargo, en el caso de LipL32 no se detecté material genético
de Leptospira interrogans en las muestras, pero si se pudo percibir amplificacion de los controles
positivos, lo cual confirma la capacidad de extraer ADN de Leptospira spp. Allan et al. (2020),
realizaron un estudio de deteccion molecular y tipificacion de Leptospira interrogans en pacientes
humanos a partir de sangre y orina, para la extraccion utilizaron el mismo kit de Qiagen y se usaron
los primers de LipL32 para la PCR en tiempo real, logrando el diagnostico de leptospirosis en
algunos de los pacientes; de esta forma demostrando que el método de extraccion funciona para la
deteccién de Leptospira spp. Estos datos también concuerdan con los resultados obtenidos por
Hamer et al. (2019), quienes compararon diferentes métodos de extraccion de L. pomona en
bovinos por medio de PCR convencional en orina donde también se obtuvo amplificacion de L.

pomona a partir de la extraccion utilizando este kit comercial.
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En un estudio realizado por Ahmed y colaboradores (2012), se comparé la técnica de PCR en
tiempo real (sin cultivar las muestras) y cultivo para la deteccidn de Leptospira spp en caninos, se
encontrd que la PCR tenia mayor sensibilidad y especificidad comparado al cultivo, sin embargo
a medida que aumentaban los dias post infeccién ambas técnicas disminuian su porcentaje de
positividad e incluso después del dia 7 la concentracion de la Leptospira spp en sangre habia
disminuido al punto que no sobrepasaba el umbral de deteccion tanto de la PCR como del cultivo.
Sin embargo, también se determind que ambas técnicas pueden ser complementarias, ya que a
concentraciones bajas del patdgeno en sangre se favorece el cultivo debido a que es mas probable
hallar Leptospira spp 500 pl de muestra para el cultivo que 10 ul para la PCR y en ocasiones que
el patdgeno este muerto resultando en un cultivo negativo la PCR sigue siendo capaz de detectar
la presencia de DNA. Por otro lado, Narkkul y colaboradores (2020) determinaron que cultivar
Leptospira spp representa un reto a no ser que se encuentre en concentraciones altas de 10°
colonias/ml de muestra, aun asi, se debe tener en cuenta su crecimiento lento y las condiciones que
se deben mantener para su exitosa replicacion, las cuales requieren de la imitaciébn mas exacta
posible de donde se obtuvieron con el fin aumentar la probabilidad de éxito. Teniendo en cuenta
lo anteriormente expuesto puede que cultivar previamente la muestras antes de realizar la PCR
pudo haber cambiado los resultados de nuestro proyecto. Sin embargo, lo méas posible es que no
debido a que los méas probable es que la gran mayoria de animales se encontraban en una fase
cronica donde la concentracion de Leptospira spp es baja, a su vez la disponibilidad de equipos y
espacio en el laboratorio, el cual es multiuso, hubiera dificultado ain méas el procedimiento,

disminuyendo asi la probabilidad de cultivar exitosamente las muestras.

La orina es una muestra que se puede usar en la deteccion de Leptospira spp, sin embargo,
representa ciertos desafios. En el caso de esta investigacion, debido a la limitacion de los materiales
y la necesidad de realizar una puncion vesical para recolectar la muestra, se prefirié desistir de
usar este método para el desarrollo del proyecto. Adicionalmente, la orina contiene urea, cristales
y hormonas los cuales son inhibidores de la reaccion, adicionalmente al centrifugar para concentrar
las bacterias, los cristales en la orina forman pellets que interfieren con la extraccion de ADN
(Khang et al., 1991). Ademas, Munch et al. (2019), han notado que al usar Kits comerciales el
rendimiento de ADN es mas bajo, hay mas inhibidores de reaccién y la calidad del material

genetico disminuye, principalmente como consecuencia de la precipitacion de los cristales en la
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orina. Debido a esto, se deben usar reactivos que ayuden a disolver los cristales como &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) o métodos fisicos como el calor, con el objetivo de minimizar
la presencia de cristales (Munch et al., 2019). Sin embargo, esto aumenta la cantidad de reactivos
necesarios o aumenta el riesgo de desnaturalizacion del DNA debido al aumento de temperatura.

Por otro lado, los principales inhibidores en la sangre son la hemoglobina y la inmunoglobulina G,
debido a que la hemoglobina afecta la actividad de la polimerasa; mientras que, la inmunoglobulina
G tiene afinidad a ADN gendmico monocateriano, pero no a los amplicones, lo cual interfiere en
la fase inicial de polimerizacién, pero deja de afectar la reaccion una vez los amplicones se vuelven
el soluto dominante (Sidstedt et al., 2018). Sin embargo, estos obstaculos fueron superados en este
estudio al utilizar el codgulo en vez de sangre completa, debido a que la 1gG se encuentra en el
plasma y no en el codgulo. Adicionalmente, al usar la proteinasa K presente en el protocolo de

Qiagen se desnaturaliza la hemoglobina sobrepasando este tltimo obstaculo (Qamar et al., 2017).

Segun Salazar et al. (1998), la concentracion de ADN que se obtiene a partir de sangre completa
y coagulos es similar, sin embargo, es necesario destacar que a partir de coagulos se puede obtener
una concentracion levemente mayor de ADN exactamente 0.9 mg/L de sangre. Adicionalmente,
en un experimento realizado por Se Fum Gong et al. (2007), donde se comparé la amplificacion
de la regioén promotora del gen PAX9 en humanos a partir de coagulos preservados desde hace un
mes y sangre completa recién colectada, no se encontro diferencias en los resultados. Asi mismo,
Zhou et al. (2019) describen que una de las dificultades al trabajar con coagulos es disolverlo,
debido a esto las soluciones dadas en ese estudio incluyen cortar el codgulo en trozos mas pequefios
0 el uso de homogeneizadores ultrasonicos o de alto cizallamiento, los cuales liquidificaron el
coagulo en un 80 al 100%, métodos que describieron como convenientes. También, compararon
el uso del vortex, sin embargo, este no fue eficiente ya que consumia bastante tiempo, presentaba
complicaciones y no lograba homogenizar completamente el coagulo a un estado liquido. Debido
a las razones anteriormente expuestas, se prefirio utilizar como muestra el coagulo, ya que habia
un acceso limitado a los equipos del laboratorio y al espacio, por lo que las muestras deberian
esperar tiempos prolongados en la nevera de la universidad antes de poder ser procesadas para la

extraccion. De esta forma, se podia obtener la misma concentracion de ADN como si se tratase de
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sangre completa, sin ser afectada al tener que esperar para ser procesada. Adicionalmente, se opto

por cortar los coagulos en pequefios pedazos para mejorar la digestion.

Sin embargo, esta dificultad en la disolucion del codgulo pudo ser causada debido a que los
animales estuvieran en un estado de hiperfibrinogenemia. El fibrindgeno es una proteina de fase
aguda de la inflamacion, cuya funcion principal es promover la reparacion del endotelio, ya que
es un factor que durante la cascada de la coagulacién se convierte en fibrina para asi formar la
malla de fibrina (Pieters & Wolberg, 2019). Como se observo, en los resultados la mayoria de los
animales del estudio presentaban traumatismos o enfermedades infecciosas que estimulan una

respuesta inflamatoria, debido a esto se pudo presentar una posible hiperfibrinogenemia.

Lorenz (2012), explica que los dimeros de primer se forman cuando los primers se auto anillan,
esto puede ser causado porque hay un exceso en la concentracion de los primers entonces prefieren
ligarse a otros primers en vez del ADN. Para solucionar esto, se puede disminuir la concentracion
del primer del mix, utilizar un hot start en el ciclo, adicionar dimetilsulfoxido o verificar las
temperaturas de melting de los primers y la auto-complementariedad entre los primers. Debido, a
que se identifico la presencia de dimeros en el gel, se opt6 inicialmente por ajustar la concentracion
del mix, disminuyendo el volumen de los primers a 0.4 ul y a su vez, aumentando el agua grado
molecular a 2.2 pl para mantener la estequiometria de la reaccion. Seguido a este ajuste, se
disminuyd la presencia de los dimeros, pero el problema persistia lo cual fomento ajustes en el

ciclo.

Inicialmente, el ciclo de la PCR era de 35 ciclos y la temperatura de anillamiento era 55°C, pero
debido a la persistencia de los dimeros se decidio por cambiarlo a 40 ciclos y aumentar la
temperatura de anillamiento a 60°C, esto junto al ajuste del mix soluciono la presentacién de
dimeros de manera definitiva. Esta decisién, fue basada en lo descrito por Wu y colaboradores
(2010), aumentar el namero de ciclos implica que se repitan méas veces la desnaturalizacion,
anillamiento y extension y por ende permite que los primers tengan mas oportunidad de unirse a
la plantilla de ADN. Sin embargo, esto implica que se aumenta la probabilidad de presentar
mutaciones en los amplicones, al disminuir la especificidad entre primer y plantilla. Para

contrarrestar esto, se puede aumentar la temperatura de anillamiento ya que segun Star¢i¢ Erjavec
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(2019), a temperaturas alta, sin sobrepasar la temperatura de melting del primer, la especificidad
entre el sitio de unién entre primer y ADN aumenta mientras que a temperaturas bajas ocurre lo

contrario.

Segun Luigi et al. (2015), para obtener un resultado confiable a partir de una técnica de diagnostico
basada en PCR se sugiere utilizar un control positivo, un control negativo y un control blanco de
reactivos, en el presente estudio se utilizaron controles negativos (agua) y positivos, para la
confirmacion de la especificidad analitica de la muestra en la PCR vy la estandarizacion de la
técnica, la implementacion de controles positivos fue fundamental, demostrando su importancia a
la hora de hacer los ensayos para comprobar la especificidad del procedimiento; como aseguran
Acevedo et al. (2016) donde el control positivo fue preciso para el desarrollo de la estandarizacion
de la técnica e interpretacion de resultados. El control negativo al igual que el positivo se utilizd
para confirmar la correcta realizacion de la técnica ya que a partir de este se pudo detectar la
posible contaminacion de las muestras, puesto que como lo expone Castro (2011), es posible que
durante los procesos de preparacion de la reaccion se pueda producir una contaminacién cruzada

entre las muestras por mal manejo.

Desde 1997 se empez0 a analizar y secuenciar el gen 16S, debido a que es una region conservada
que permite hacer deteccion y caracterizacion de bacterias para determinar relaciones filogenéticas
entre diferentes grupos (Zhulin, 2016). Sin embargo, la aplicacion de estudiar esta region no se
limita a estudios filogenéticos si no, también a la microbiologia clinica, segin Woo et al. (2008),
ya que permite la identificacion rapida y precisa de los agentes etioldgicos de enfermedades
infecciosas, lo que a su vez permite determinar un tratamiento antimicrobiano apropiado;
especialmente en casos donde el agente es dificil de identificar por medios convencionales como
Leptospira spp. Esta es una bacteria que presenta dificultades para su incubacion, la deteccién por
PCR presenta ciertos desafios, y el diagnostico serolégico es efectivo después de la fase aguda
(Musso & La Scola, 2013). Adicionalmente, Villumsen y colaboradores (2012) hallaron que en la
PCR en tiempo real en sangre con el set de primers de 16S presentd una sensibilidad del 100% y
especificidad 97%, la cual fue mayor comparada a la de LipL32 con una sensibilidad de 86% y
especificidad de 97%. Esto se evidencio en los resultados de la investigacion, donde para las

muestras 133, 146, 167 y 196 a pesar de tener resultados negativos de LipL32, se obtuvo que en
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el secuenciamiento habia Bootstrap value de 62 con otras especies de Leptospira spp demostrando

asi una mayor especificidad en comparacion a la PCR.

LipL32 es una de las proteinas més estudiadas de Leptospira spp. ya que se considera importante
durante la patogénesis de la enfermedad. Adicionalmente, ha demostrado ser una region altamente
conservativa que no esta presente en las cepas saprofitas (Hoke et al.,2021). Segun Di Azevedo y
Lilenbaum (2021), el 48% de las pruebas de PCR para detectar Leptospira spp. utiliza esta region.
Ademas, Di Azevedo y Lilenbaum resaltan que la evidencia recopilada por varios autores sugiere
que la PCR de LipL32 es util para un tamizaje inicial para la deteccion de ADN en muestras
clinicas de animales. Con base a lo anteriormente descrito, se decidio realizar la estandarizacion
de la PCR eligiendo los primers de LipL32. Cabe resaltar, que existen varios estudios de PCR en
tiempo real enfocados en la deteccidn de Leptospira spp. como el de Ahmed et al. (2020), donde
al comparar los resultados con los MAT calcularon una sensibilidad del 93% y especificidad de

98.3%, recalcando la viabilidad de esta region.

Segun lo reportado por Mullan y Panwala (2016), la PCR es una herramienta Gtil en casos agudos
de leptospirosis, ya que logra detectar casos positivos que otras pruebas seroldgicas no detectaron,
a razdn de su alta sensibilidad y especificidad. Esto debido al comportamiento de Leptospira spp.
donde en la fase aguda de la infeccion hay bacteremia, la cual persiste entre 10-15 dias (Ellis,
2015). Sin embargo, Allan et al. (2020), realiz6 un estudio de PCR centrandose en muestras de
sangre y orina de pacientes que cumplieran con las definiciones de casos agudos segun los
resultados de serologia y a pesar de esto, el 4% de los casos diagnosticados por PCR dieron
resultados negativos. Por otro lado, Podgorsek y colaboradores determinaron que la PCR de tiempo
real en comparacion a la convencional, es mas sensible al detectar ADN de Leptospira spp., rapida
y menos probable de contaminarse. Basado en esto, podemos determinar que los resultados
negativos obtenidos en el desarrollo de esta investigacion fueron debido a la sensibilidad limitada
de la técnica que se uso, la fisiopatologia de Leptospira spp., ya que la mayoria de los casos
posiblemente eran crénicos, y a los desafios que implica el diagnostico de PCR de este patogeno.

Durante la reaccion de PCR se generan amplicones junto a unos artefactos como sales, primers no

ligados, polimerasas, etc., que deben ser eliminados para realizar el analisis del secuenciamiento.
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Esto se puede realizar por medio de protocolos enzimaticos, mediante columna o perlas magnéticas
(Crossley et al., 2020). Segun Abdel-Latif y Osman (2017), la extraccion de DNA de buena calidad
y en concentraciones altas es un factor limitante para el analisis genético, debido a esto ellos
realizaron una comparacién de diferentes métodos de purificacion y encontraron que el mejor
método era mediante columnas. Por lo anterior se estima que la falla en poder obtener lecturas
apropiadas de las otras 6 muestras que se enviaron a secuenciamiento pudo haber sido debido al
método de purificacion que utiliz6 la Universidad Nacional, el cual fue por medio de acetato de

sodio.

En el presente estudié se observo que el grupo etario en rango de edades con la mayor cantidad de
positivos a 16s fue entre 1 a 3 afos, al cual se le atribuye este resultado a que este fue el grupo de
muestra mas grande, lo cual concuerda con Arrieta et al. (2016) donde presentaron mayor nimero
de seropositivos en el grupo de 2 a 4 afios, siendo este el grupo que aport6 el mayor nimero de
caninos a la muestra. Por otro lado, en diferentes estudios plantea que a medida que aumenta la
edad hay mayor posibilidad de que los caninos se infecten debido a mayor contacto (Batista et al.,
2005) y otros que el riesgo puede aumentar en sitios de confinamiento (criaderos) donde la

trasmision puede ocurrir de antecesores a crias (Huerta et al., 2013).

En cuanto a la positividad a 16S por sexo se encontrd que en este estudio no fue un aspecto
relevante que influyera, en otros estudios, identificaron mayor positividad en machos pero le
atribuyen este resultado a que este fue el mayor género muestreado, o también por el habito que
poseen los machos durante el periodo de celo de la hembra como el olfateo, lenglieteo de los
genitales o la preferencia de los propietarios de preferir mas a los machos (Arrieta et al., 2016), lo
cual coincide con este estudio ya que en felinos y caninos se presento de igual manera, una mayor
positividad en machos directamente proporcional a la cantidad de animales muestreados de este

SEXO0.

En un estudio realizado por Silva y Redimanb (2007) para determinar los factores de riesgo no se
encontraron diferencias significativas en relaciéon a la procedencia pero si entre la categoria de
animales callejeros, este podria ser un aspecto significativo en nuestro estudio ya que las

localidades con mayor cantidad de positivos a 16S fueron Candelaria, Chapinero, Engativa,



42

Fontibon, Martires y Rafael Uribe Uribe, coinciden con las localidades con mayor presencia de
animales callejeros identificadas por un estudio del IDPYBA. La Localidad puede estar asociada
a la enfermedad si consideramos el nimero de animales callejeros, lo cual aumenta la probabilidad
de contagio y de trasmision ya que estos animales van a permanecer vagando por las calles durante
varias horas del dia. Por otro lado, algunos de los factores determinantes en la presencia y
trasmision de animales con Leptospira spp estd muy asociado al estado sanitario en el que se
encuentre la localidad, ya que los factores de riesgo asociados a la leptospirosis son presencia de
roedores, cercania de zonas de basura y presencia de humedales en potreros (Zuluaga, 2019).

En el estudio realizado por Alvarez y colaboradores (2011), donde se realizaron analisis de factores
de riesgo se determinG una mayor seroprevalencia en caninos mestizos por ser este el grupo racial
que aporto el mayor nimero de individuos. Segun Huerta y colaboradores (2013) la raza no es un
factor determinante, pero el tamafio de la raza si es un factor de riesgo, en contraste a las diferencias
anteriormente expuestas en nuestro estudio se observo que en caninos la raza més afectada fueron
los poodle seguido de los mestizos y pitbulls. Por otro lado, el husky siberiano no presentd
positividad a 16S, lo cual difiere con el estudio de Huerta y colaboradores (2013) y concuerda con
el de Alvarez y colaboradores (2011) debido posiblemente a que los mestizos en este caso también

fueron el grupo etario que mas aporto individuos al estudio.

De acuerdo a la especie mas afectada, en este estudio se muestrearon 46 felinos y 148 caninos,
donde la mayor cantidad de seropositivos fueron de la especie canina, se le podria atribuir a que
este grupo fue el mas grande de la muestra, también debido que segun otros estudios se es dificil
determinar si la especie entre caninos y felinos es predisponente a la presentacion de la enfermad
ya que como asegura Greeen pese a la gran cantidad de titulos de anticuerpos que se han
encontrado en la poblacion felina, las referencias clinicas de leptospirosis no son frecuentes. Al
parecer los gatos se ven menos afectados que los perros tanto en infecciones espontaneas como en
experimentales (Greene, 1993) y como lo afirma Azocar-aedo et al., (2014) en las poblaciones
felinas, hay muy poca informacion sobre la leptospirosis, solo algunos datos limitados sobre la
epidemiologia de la infeccion estan disponibles. En contraste en cuanto a caninos, la leptospirosis
se reconoce como una enfermedad infecciosa grave e importante, la informacion detallada sobre

la propagacion y distribucion de la infeccidn se encuentra detallada y a disposicion (Azocar-aedo
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et al., 2014). Por lo anterior la poblacién canina tiene puede tener una mayor predisposicion a la
enfermedad, sin discriminar la posible predisposicion felina a la misma, ya que no se tienen datos

de comparacion entre especie.

En cuanto al secuenciamiento y analisis filogenético, un hallazgo importante es que todas las
muestras fueron clasificadas como Leptospira interrogans. Adicionalmente, se puede observar que
3 de las 4 muestras se encuentran agrupadas en la parte superior del clado, siendo mas cercanas a
Leptospira interrogans reportada en M. myotis, lo cual causa interese debido a que en Bogota no
hay murciélagos y por ende se desconoce el origen de contagio, ya sea transmision directa o
indirecta. Por otro lado, la otra muestra se encuentra en la parte inferior con cercania al serovar
Hardjo reportado en india, lo cual sugiere una transmisién causada por bovinos. Sin embargo, se
sugiere una mayor cantidad de muestras para construir un arbol con resultados que reflejen mejor

la realidad y las relaciones filogenéticas.

En cuanto las limitaciones de este estudio, se identificd que las dos limitantes mas importantes
para la ejecucion del proyecto fue el presupuesto y la disponibilidad de equipos en el laboratorio
de la universidad, esto se refleja en diferentes aspectos como en el nimero limitado de muestras
que se realizaron, la inhabilidad de comprar con otras técnicas, no poder ejecutar una técnica con
mayor sensibilidad y especificad como PCR en tiempo real, la ausencia de cuantificacion del ADN,

poder comparar entre muestras de orina y sangre, etc.

CONCLUSIONES

Se logro estandarizar la técnica de PCR convencional para detectar Leptospira interrogans con el
set de primers de 16S, ademas ayudo al tamizaje de las muestras. Sin embargo, no se logro
identificar Leptospira interrogans con los primers de LipL32 como se tenia esperado,
posiblemente debido a que el de LipL32 solamente presente en una copia del genoma, mientras
que la de 16S presenta dos copias en el RNA ribosomal. Por ende, se sugiere realizar mas estudios

sobre estas regiones a futuro. A su vez la PCR sigue siendo una prueba molecular con alta
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especificidad y sensibilidad por ende el porcentaje de probabilidad de que la poblacion muestreada

para este trabajo no se encuentre infectada por esta bacteria es alta.

La técnica con los primers de 16S fue efectiva para la determinacion de Leptospira spp mediante
PCR convencional, sin embargo, para futuros estudio se sugiere tener en cuanta ciertos parametros
como lo es la cuantificacion del ADN para poder ajustar el protocolo de manera que se obtengan

mejores resultados.

La PCR sigue siendo una prueba molecular con alta especificidad y sensibilidad por ende el
porcentaje de probabilidad de que la poblacion muestreada para este trabajo no se encuentre
infectada por esta bacteria es alta. De igual forma, la técnica descrita en este estudio puede ser una
herramienta (til para realizar estudios de epidemiologia molecular con Leptospira interrogans, a

partir de secuenciaminento de 16S.

En conclusién, de las 200 muestras 56% (112) fueron positivas a 16S y 0% a LipL32, también se
determind que el grupo etario mas afectado fue el de 1-3 afios con 66.7%. En cuanto, al sexo en
ambas especies fue similar sin embargo en los caninos predominé los machos con 55.4%, mientras
que en los felinos fue predominaron las hembras con 66.7%. Adicionalmente, por especie se
encontro que el IDPYBA atienda 3.2 veces mas caninos que felinos y a su vez se identificé que

los felinos presentaron mayor positivadad a 16S (65.2%) comparado a los caninos (52%).
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