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RESUMEN 

 

La leptospirosis es una enfermedad zoonótica reemergente con un alto impacto en la salud 

pública de países del trópico en vía 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 población de caninos y felinos callejeros de Bogotá pueden ser 

un posible reservorio o ser animales clínicamente 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 Protección y Bienestar Animal (IDPYBA)., el método de 

muestreo fue aleatorio y se utilizó estadística descriptiva. Se tomaron muestras de sangre 

completa en un tubo de 5 ml tapa roja, mediante punción de la vena yugular, las muestras 

fueron procesadas en el laboratorio de diagnóstico molecular de la UDCA (Universidad de 

Ciencias Ambientales). Posteriormente, fueron centrifugadas a 3.500 rpm durante 5 

minutos, los coágulos obtenidos se almacenaron en viales y se congelaron a -70ºC. Para el 

diagnóstico molecular se realizó la extracción de ADN con el kit QIAamp DNA blood and 

tissue kit (QIAGEN, Germany), para las PCR se utilizó los primers de 16S, LipL32 y 

GAPDH. En los resultados, se obtuvo que 112 (56%) muestras fueron positivas a 16S y no 

se identificó 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, además se 

evidenció que hacen parte de un único clúster de Leptospira interrogans con un Bootstrap 

de 63 donde también se encuentran muestras provenientes de murciélagos, caninos y 

bovinos, procedentes de países americanos, europeos y asiáticos. En conclusión, se pudo 

identificar Leptospira spp en caninos y felinos por medio de la PCR con 16S y se confirmó 

por medio del secuenciamuento.  

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

Diagnóstico molecular. 
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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 Bogotá 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 Protección. 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 -70ºC. For the 

molecular diagnosis, DNA extraction was performed with the QIAamp 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
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1. INTRODUCCIÓN 
 

La leptospirosis es una enfermedad zoonótica causada por una bacteria Gram negativa del género 

Leptospira spp, asociada con anemias hemolíticas, hemoglobinuria e ictericia en animales, la 

infección generalmente ocurre vía percutánea o por mucosas (Adller, 2010, Zachary, 2017). Del 

género Leptospira spp se han identificado más 20 especies y 250 serovares capaces de afectar 

diferentes especies de mamíferos (Reagan y Sykes, 2019). Es una enfermedad reemergente de 

distribución mundial y que afecta principalmente a países del trópico y en vía 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 áreas donde hay deficiencias de 

condiciones de saneamiento se aumenta la posibilidad de contacto con los reservorios y por ende 

es más probable la transmisión a humanos, favoreciendo así el ciclo de infección y permitiendo 

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

 

La leptospirosis es una enfermedad con una compleja dinámica epidemiológica lo cual hace difícil 

su control, los reservorios de la leptospirosis presentan una relación 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 

clínicamente la enfermedad y trasmita la Leptospira spp a otros anfitriones. El portador es el 

animal infectado que no presenta signos clínicos y representa una fuente potencial de infección, 

estos son generalmente los animales en fase de leptosuria, manteniendo las Leptospira spp viables 

y con capacidad de multiplicarse en sus riñones; una infección clínica es aquella en la que el animal 

está infectado, presenta signos y es fuente de infección (Céspedes, 2005). Entre los reservorios y 

portadores más importantes están los animales domésticos por su relación estrecha con los 

humanos, la leptospirosis canina fue descrita por primera vez en 1989, se caracteriza por provocar 

falla renal y hepática aguda y subaguda, ictericia, uremia y en algunos casos coagulopatías (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 infección debido al consumo de roedores (Azócar-Aedo et al., 2014) (Murillo et 

al., 2020). 
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La infección en animales domésticos como los caninos y felinos puede suceder por interacción 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 transmisión entre portadores que se puede dar por 

mordeduras, vía venérea y vía transplacentaria (Ettinger y Feldman, 2010). Es necesario recalcar, 

que no todo canino o felino que presente títulos 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 desarrollarán anticuerpos contra esta bacteria y las 

pruebas diagnósticas, como microaglutinacion y ELISA no diferencian anticuerpos vacunales de 

aquellos desarrollados por una infección por Leptospira spp (Reagan y Sykes, 2019). El serogrupo 

más 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 infección 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 protección incompleta, permitiendo la diseminación de este 

patógeno 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 diagnóstico de la leptospirosis se puede realizar comúnmente por medio de pruebas serológicas 

como la Microaglutinación (MAT), ELISA indirecta y dot-ELISA. También, se puede 

complementar con aislamiento y cultivo, inmunohistoquímica, pruebas moleculares como 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) y en algunos estudios se ha descrito la ecografía de 

riñón e hígado, como ayuda diagnóstica (Ettinger y Feldman, 2010). La técnica recomendada por 

la OMS y la OIE es la Microaglutinación (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 más confiables para la detección temprana y presentan 

más sensibilidad, además estas pruebas detectan el serovar causante de la enfermedad y generan 

un diagnóstico definitivo (Budihal, 2014). El diagnóstico de la leptospirosis y la identificación de 

los serovares son fundamentales para definir tratamiento y prevención, como lo es el diseño de 
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vacunas específicas para los serovares circulantes ya que no existe protección cruzada entre estos 

(Reagan y Sykes, 2019).  

 

En Bogotá, los reportes disponibles de Leptospira spp se han realizado únicamente por medio de 

microaglutinación y el más reciente fue un reporte del 2013 (Cespedes-Cárdenas et al., 2018). Lo 

que recalca la necesidad de realizar estudios que reflejen la situación actual de la ciudad. 

Adicionalmente, la implementación de técnicas moleculares como la PCR convencional para la 

detección de Leptospira spp, es algo no antes reportado y que a su vez implicaría un diagnóstico 

con mayor verosimilizad, ya que a diferencia de las pruebas serológicas 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 casuística de clínicas, las cuales solo atienden animales a su periferia, mientras que 

en nuestro trabajo al trabajar con el Instituto Distrital de Protección y Bienestar Animal (IDPYBA), 

se estaría realizando una muestra parcialmente representativa de toda Bogotá. 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 Protección 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 Protección y Bienestar Animal (IDPYBA).  
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2.2. Objetivo Específico  
 

o Estandarizar un protocolo de PCR convencional para la detección 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 

Protección y Bienestar Animal (IDPYBA) de Bogotá DC. 

 

o Identificar 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 Protección y Bienestar Animal 

(IDPYBA) en Bogotá DC. 

 

 

 

3.REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1. Descripción del Agente Etiológico 
 

Las bacterias que causan la leptospirosis son del género Leptospira spp, estas se caracterizan por 

ser helicoidales, móviles, aeróbicas obligatorias, Gram negativas, con un diámetro aproximado de 

0,1 µm y una longitud de 6-20µm, 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 

más de 250 serovares capaces de afectar diferentes especies de mamíferos y se pueden agrupar en 

20 serogrupos (Reagan y Sykes, 2019). A pesar de que cada animal puede albergar uno o más 

serotipos, cada serotipo tiene su hospedero preferencial (Bharti, 2003, Adler, 2010). 

Características climáticas típicas de los países tropicales y subtropicales como son los ambientes 

húmedos 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 óptimas que favorecen 
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la supervivencia y reproducción de la Leptospira spp. En suelos de pH neutros o brevemente 

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

  

Más de 160 especies se ven afectadas por esta bacteria, lo cual las convierte tanto en un reservorio 

de la enfermedad, como en medios de infección para el humano (Bharti, 2003). De hecho, especies 

domésticas como los porcinos, bovinos, ovinos, equinos, bufalinos y caprinos, se ven afectados y 

tienen un impacto en la economía del sector pecuario (Acha, 2003). De todas formas, los roedores 

sobre todo las especies Rattus norvegicus, Rattus rattus y Mus musculus, son los que más se 

destacan como reservorios e incluso Mus musculus se destaca por transmitir el serovar L. 

Icterohaemorraghiae, que se considera el más 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 aún más en zonas urbanas (Cachay, 2005). 

 

La bacteria invade a través de la mucosa o por heridas en la piel, 1 o 2 días post infección viene 

un periodo corto de bacteriemia que dura aproximadamente una semana. Durante este periodo, la 

Leptospira spp logra llegar al riñón y empieza a colonizar los túbulos renales. De esta forma, 

empiezan a replicarse en esta zona y a su vez a ser eliminados por la orina para perpetuar la 

transmisión (Ellis, 2015). Por ende, aquellos animales infectados empiezan excretar la Leptospira 

spp y a contaminar el ambiente, este periodo durante el cual el microorganismo está en la orina 

varía según 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 infección para la 

leptospirosis humana a causa de los hábitos domésticos de los caninos y el contacto continuo que 

tienen con los humanos, por lo anterior constituye un grave problema sanitario (Cachay, 2006). 

El patógeno puede ser liberado durante varios meses a través de la orina de los perros y aun así 

puede que no presenten síntomas clínicos causando que la transmisión de la enfermedad aumente. 

Además, albergan todos los serotipos patógenos y saprofitos de Leptospira spp (Langston, 2003).  
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Hay una serie de manifestaciones clínicas que presentan los caninos con leptospirosis, estas pueden 

variar desde una infección subclínica hasta una falla multisistémica aguda que generalmente 

involucra fallas a nivel renal, hematológico, pulmonar y hepático (Guerra, 2009). La insuficiencia 

renal se produce tras la colonización y posterior replicación de la bacteria en esta zona. En 

consecuencia, se genera una inflamación tanto en el intersticio como en los túbulos renales, sin 

embargo, por la respuesta inflamatoria y la presencia de Leptospira spp también se produce una 

vasculitis e isquemia que empeoran la lesión (Zachary, 2017). En cuanto a la falla hepática, esta 

es provocada por la necrosis centrolobular y esto combinado con el daño endotelial que puede 

ocurrir, contribuye a la presentación 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 Bogotá en 2013 fue de 36,46%, siendo el 

serovar más predominante el L. automnalis, seguidos por L. canicola, L. pomona y L. bratislava 

(Céspedes Cárdenas et al., 2018). Por otro lado, en Cali se estima que la prevalencia es de 41,1% 

y en otros departamentos como Córdoba, Antioquia, Meta, Valle del Cauca y Atlántico se 

encuentra alrededor del 12-41% (Rodríguez et al., 2004, Carreño Buitrago et al., 2017). 

 

En un estudio en Tunja se determinó 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 más frecuente en caninos. En humanos se reportó un caso de 

seropositividad de este serovar, lo cual podría suponer al perro como una fuente de infección 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. (Bermúdez, 2010). 

 
 

3.3. Leptospirosis Felina 
 

La infección 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 están directamente expuestos a infectarse en la actualidad, en estudios se ha determinado 

que están implicados serovares pertenecientes a los serogrupos Autumnalis, Australis, 

Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Pomona y Sejroe, aun así, 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 

podrían ser un huésped reservorio crónico de Leptospira spp y un posible factor de riesgo para la 

infección humana (Murillo et al., 2020). 

 

La infección en gatos por leptospirosis puede causar síndromes que van desde el estado de portador 

asintomático hasta la enfermedad aguda fulminante. Los gatos pueden desarrollar signos clínicos 

de leptospirosis después de una infección natural, la poliuria y polidipsia podrían ser los primeros 

signos clínicos que se puedan presentar (Arbour et al., 2019). La enfermedad clínica se asocia con 

bacterias productoras de hemolisina, como los serogrupos L. Icterohaemorrhagiae o L. Pomona, 

que causan enfermedad hemolítica, ocasionando hemoglobinuria, ictericia y, en casos graves, la 

muerte. Las lesiones primarias se desarrollan en el endotelio de los pequeños vasos sanguíneos, lo 

que lleva a una isquemia localizada y resulta en necrosis tubular renal, para más adelante 

desencadenar nefritis llevándolo a un daño renal crónico, y de esta manera después de 10 días de 

infección, la bacteria ingresa a la luz tubular y se eliminan en la orina durante un período de días 

a meses (Adler, 2014). 

 

En cuanto a la seroprevalencia de leptospirosis felina, no existen reportes en Colombia, pero en 

Canadá 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 únicamente a títulos 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 encontró una distinción entre los serovares hallados en 

gatos rurales y urbanos, donde ambos grupos presenta contacto con los serovares L. canicola y L. 

autumnalis, sin embargo, solo los gatos rurales han sido expuestos a L. bataviae y L. 

gryppotyphosa. Por otro lado, se determinó que felinos de exterior, con hábitos de casa, con 

cercanía a caninos y presencia de roedores en la cercanía, eran más probables a ser expuestos a L. 
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canicola y L. autumnalis (Azócar-Aedo et al., 2014). Actualmente, no se ha reportado en Colombia 

la prevalencia de Leptospira spp. en felinos domésticos. 

 

3.4. Leptospirosis y su implicación en la salud pública 
 

La leptospirosis es una zoonosis con una amplia distribución que es causada por varias especies 

patógenas de Leptospira spp, portadas por animales como los perros, el espectro de la leptospirosis 

en humanos es ampliamente variada, va desde una infección subclínica a síndrome severo con 

infección multiorgánica y alta mortalidad. De esta manera los humanos pueden ser hospedadores 

de mantenimiento, es decir que mantienen la enfermedad por medio de una infección crónica de 

los túbulos renales continuando con el ciclo de infección (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 infección puede causar enfermedad 

fatal, debido a esto se genera la importancia de determinar los diferentes serovares presentes en la 

población canina, la cual representa una fuente de contagio a los humanos. Los más importantes 

hospedadores de mantenimiento son los pequeños mamíferos, los cuales pueden transferir la 

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

 

En un estudio serológico de leptospirosis canina y humana en una zona urbana en Argentina se 

determinó 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 presentó signos clínicos de la enfermedad 

(Adagio et al., 2017). 

 
 

3.5. Técnicas diagnósticas leptospirosis 
 

La técnica estándar recomendada por la OMS es la Microaglutinación 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 así las inmunoglobulinas, que se generan durante la respuesta 
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inmune del individuo (Brihuega, 2008). Otra prueba serológica es la ELISA indirecta, que consiste 

en la detección de IgM que se produce desde la primera semana post infección, pero no permite 

identificar el serovar responsable (Ahmad et al., 2005). También, existe una prueba dot-ELISA, 

que además de identificar IgM también puede detectar IgA y IgG (Da Silva et al., 1997). 

 

Las pruebas moleculares como la Reacción en Cadena de la Polimerasa se basan en la detección 

del ADN de la Leptospira spp. Existe la PCR convencional simple y múltiple, 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 múltiple, permite observar múltiples genes, lo cual es útil en casos de múltiples 

infecciones por diferentes serovares (Bolívar et al., 2014).  Adicionalmente, para poder realizar 

una PCR convencional se requiere del aislamiento del ADN a evaluar; la polimerasa, la cual es 

una versión modificada de la enzima para que resista la desnaturalización provocada por el calor 

del procedimiento; un primer forward que va de 5 ́ a 3´ y un primer reverso que va de 3´ a 5´, estos 

son los que permiten que la polimerasa se adhieren al segmento específico de ADN que se desea 

amplificar; desoxidonucleósido trifosfato (dNTPs), son nucleótidos acompañados por grupos 

trifosfato a través de estos es que la polimerasa va a replicar el ADN; una solución buffer, su 

función es crear un ambiente químico óptimo que estabilice y permita que se dé la reacción; cloruro 

de magnesio, que pueden ser requeridos ya que ayudan a disminuir los errores que pueden suceder 

durante la replicación; y agua si se requiere manipular la concentración de la solución, 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 

específica, todo esto es ejecutado por el termociclador. Antes de que se empiece con los ciclos, se 

da una desnaturalización inicial, la cual rompe los puentes de hidrógeno que están formando la 

doble hélice para así tener una sola hebra, generalmente este se realiza a 94-96 °C y dura alrededor 

de 5-10 minutos, pero depende de las características de la muestra de ADN y de la polimerasa que 

se emplee. Después, inician los ciclos que se dividen en 3 etapas, la primera de desnaturalización, 

la segunda anillamiento y la tercera extensión.  La de desnaturalización 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 según el contenido de guanina y citosina que contenga la sección 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 región 

complementaria, el tiempo y la temperatura dependen de la concentración 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 última etapa de extensión hace referencia a la formación 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 está sometido a la longitud del fragmento de ADN de 

interés. Cuando se terminan de realizar los ciclos, hay un periodo de amplificación 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 según su tamaño y así 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 amplificación por PCR, se copian secuencias cortas de ADN en cada ciclo. La cantidad 

de ADN en la reacción debería duplicarse en cada ciclo, lo que da como resultado una 

amplificación exponencial del ADN diana inicial. Esto sucede ciertamente durante los primeros 

ciclos, cuando hay más mezcla maestra en comparación con la secuencia diana. Sin embargo, a 

medida que el producto se acumula, los sustratos se agotan, lo que resulta en la inhibición de la 

reacción (Fraga et al., 2008). Por otro lado, está la reacción en cadena de la polimerasa en tiempo 

real cuyas siglas en ingles es RT-PCR, la cual es una modificación de la PCR, permite la 

cuantificación precisa de ácidos nucleicos específicos que están 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 amplificación de una secuencia objetivo en tiempo real utilizando tecnología fluorescente, es 

importante tener en cuenta que la rapidez con que el objetivo amplificado alcanza un nivel de 

detección de umbral se correlaciona con el estimado de la concentración 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 líquido o semilíquido 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 infección 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 túbulos renales y es 

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

 

 

4. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

4.1. Tipo de estudio  

 

Se realizó un estudio experimental tipo ensayo de estandarización para la implementación de la 

técnica molecular de PCR convencional con miras al diagnóstico de la presencia de Leptospira 

spp en caninos y felinos del Instituto Distrital de Protección y Bienestar Animal (IDPYBA) de 

Bogotá. 

 

4.2. Área de estudio  

El estudio se realizó en la ciudad de Bogotá 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″O, a una altitud 

media de 2.640 y 3.548 msnm (IDEAM, 2019). Posee una superficie total de 1.775 km2, está 

dividida administrativamente en 20 localidades y 1.922 barrios. Se estima una población total de 

7´150.000 habitantes según proyecciones del DANE (Departamentos Administrativo Nacional de 

Estadística). (DANE, 2005).  

 

4.3. Tamaño de la muestra  

 

El tamaño de la muestra utilizada en el proyecto para la estandarización 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 utilizarán 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 

utilizó agua estéril a la cual se le realizó el protocolo de extracción de ADN. 

 

4.4. Selección de animales  

 

Se seleccionaron animales que ingresaron al Instituto Distrital de Protección y Bienestar Animal 

(IDPYBA) de Bogotá, que provengan de las diferentes localidades del distrito capital. Los 

animales ingresaron por los programas de bienestar animal del municipio como adopción 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 inclusión de los animales incorporan las especies de caninos y felinos de diferentes 

razas y edades, los de exclusión serán cualquier animal que tenga historial de vacunación 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 exploración en posición decúbito 

esternal y con el cuello extendido, posteriormente se realizó la tricotomía, lavado y embrocado 

con alcohol al 70% en la zona de la yugular, dejando secar. Después se introdujo la aguja de calibre 

22G o 25G, dependiendo del tamaño del animal, en la vena yugular. Se colecto 5ml de sangre 

completa en el tubo tapa rojo, seguido a esto se retiró la aguja de la vena y se colocó algodón con 

alcohol haciendo presión. Las muestras colectadas fueron identificadas y rotuladas con la 
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información sobre el animal, número 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 extracción en condiciones de refrigeración a 4°C y 8°C al laboratorio de diagnóstico 

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 

coágulos obtenidos se almacenaron en viales y se congelaron a -70ºC, para su posterior 

procesamiento mediante técnicas moleculares PCR convencional. 

 

4.6. Protocolo de estandarización de la técnica PCR convencional para la detección de 

Leptospira spp 
 

4.6.1. Extracción de ADN (Ácido Desoxirribonucleico) bacteriano a partir del Kit QIAGEN 

DNA blood and tissue kit 

 

Para el protocolo de extracción 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 coágulo macerado en vez de 10uL de sangre completa con anticoagulante 

y el paso de eluir el ADN con 100 uL del Buffer AE, se repitió 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. Reacción en cadena de la polimerasa  
  

Al inicio se realizó 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 oligonucleótidos A y B de la estructura primaria del gen corresponden a los nucleótidos 

desde el 38 al 57 y 328 a 369 respectivamente. De igual manera, los oligonucleótidos C y D 

corresponden a los nucleótidos 58 hasta 77 y 328 hasta 324 respectivamente, cuyo amplificado es 

de 281 a 331 pb. Posteriormente, las muestras positivas se les realizo la reacción 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 están localizados entre la posición 270 y 692 del gen LipL32 que codifica para una 

proteína externa de membrana altamente conservada en todas las especies patógenas del género 

Leptospira spp, el producto amplificado esperado tendrá un tamaño de 423 pb.  En cuanto al 

control endógeno 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 concentración de 10 μM. 

La reacción de PCR se llevó a cabo en un termociclador T-100 (Bio- Rad, USA) usando un 

volumen final de reacción de 10 μl, compuesto por 2.2 μl de agua grado molecular, 5 μl de SYBR™ 

Green PCR Master Mix, 0.4 μl de cada primer (forward y reverse), y 2 μl de la muestra de ADN 

total. La amplificación consistirá en un ciclo de desnaturalización inicial a 95 °C por 3 minutos, 

seguida de 40 ciclos de desnaturalización a 95 °C por 30 segundos, anillamiento a 60 °C por 30 

segundos, extensión a 72 °C por 30 segundos y el último paso de extensión 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 

utilizó agua estéril a la cual se le realizo el protocolo de extracción de ADN. Los amplicones fueron 

revelados mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1.5%, teñidos 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 realización del gel agarosa al 1.5% 
 

Para la visualización de los amplificados de las muestras y controles, se siguió el protocolo 

establecido por el laboratorio de genética el cual se basa en los protocolos de Cold spring harbor 

para elaboración de las soluciones tampón y en las instrucciones del fabricante para la 

polimerización del gel. 

 

 

4.6.4. Protocolo de electroforesis 
 

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

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

3. Adicionar Intercalante (2.5μl para 25ml y 4μl 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 1μl de loading por cada pozo que se va a montar más uno 

para el marcador. 

10. Adicionar 3μl de muestra a cada 1μl de solución 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 último en colocar. El marcador de 100pb se utilizó para las 

PCR de GAPDH y el de 1K para LipL32 y 16S.  
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12. los controles se depositarán alejados de las muestras para evitar contaminación.  

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

positivo (rojo). 

14. Configurar la máquina de electroforesis en 80V x 1hora (Marcador 1K) o 120V x 30min 

(Marcador 100pb). 

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

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

 

5. Reacción 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 tendrá en cuenta muestras de caninos y felinos, 

después del sondeo se obtuvo 6 muestras de caninos y 4 de felinos. Las muestras escogidas se 

amplificarán de nuevo en un volumen final de 50 µL de PCR 16S, se verificará la amplificación 

con 2 µL del producto en gel de agarosa al 1.5% y se remitirá al servicio de purificación y 

secuenciamiento Sanger del laboratorio SSiGMol -Universidad Nacional de Colombia.   

 

6. Análisis 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 realizó 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 usó el software MEGA X (Kumar, Stecher,  Li, Knyaz, and Tamura 2018) para 
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determinar el modelo evolutivo y construir un árbol de máxima verosimilitud con 1000 réplicas 

de Bootstrap.  

 

7. Ética 
 

El estudio será sometido a aprobación por el comité de ética de la UDCA 

 

 

 

5. RESULTADOS  

 

5.1. Extracción 

 

Se obtuvo resultados positivos de la extracción de 16S y LipL32 ya que se obtuvieron amplificados 

de 331bp y 423bp, demostrando así la correcta extracción de ADN (figura 1 y 2). Las medidas que 

se tomaron para validar resultados consistieron en cerciorarse que no hubiera inhibidores de la 

reacción, confirmar verdaderos negativos y observar integridad del ADN, por medio de un control 

endógeno utilizando la PCR con el set de primers de GAPDH. Por otro lado, no fue posible realizar 

la cuantificación de ADN de las muestras de manera directa debido a problemas técnicos con el 

equipo.  

 

Se procedió a hacer la extracción a partir de coágulos de los animales del IDPYBA, inicialmente 

el buffer de lisis y la proteinasa K, demostraron tener la capacidad de lisar el coágulo, sin embargo, 

se observó 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 procedió a agregar 100 µl de buffer ATL, lo cual mostro una mejor 

lisis del coágulo. A pesar de esto, a medida que se avanzó en el proceso de extracción de las 

muestras se empezó a presentar una mayor resistencia para disolver el coágulo, especialmente con 

las muestras de los felinos, por lo tanto, se empezó a cortar en trozos más pequeños y se evidenció 

que ya no se presentaba más este inconveniente, por lo que se empezó a implementar para todas 

las muestras y se agregó al protocolo.  
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Figura 1: Resultados PCR de las muestras, a partir de la extracción con el kit Qiagen DNA 

blood and tissue kit empleando el set de primers GAPDH. Con el fin de determinar la integridad 

de la extracción. 

. 

 

5.2. PCR 

 

En cuanto a la preparación del mix se usaron los mismos volúmenes y concentraciones para las 3 

PCR, sin embargo, debido a la presencia de dímeros de primers se optó por realizar ajustes en las 

concentraciones del mix resultando en el siguiente ajuste: 5μl de SYBR™ Green PCR Master Mix, 

0.4 μl de primer forward, 0,4 μl de primer reverse, 2,2 μl de H2O MQ. Seguido a esto, se disminuyó 

la presentación de dímeros, pero estos persistían.  

Posición del 

amplicon 

esperado 
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Figura 2: Resultados PCR de las muestras 165 a la 190, a partir de la extracción 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 tenían las mismas especificaciones. Debido a la dímeros, se decidió aumentar la 

temperatura de anillamiento 5 ºC y aumentar 5 ciclos; con el objetivo de aumentar la especificidad 

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

 

 

 
Figura 3: Resultados PCR de las muestras 146 a 163, a partir de la extracción 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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Figura 4: Amplificación de ADN de los controles positivos a partir de la extracción 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. 

 

 

Figura 5: Amplificación de las muestras positivas a 16S, a partir de la extracción 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 ajustó la 

concentración del gel a 1.5% de agarosa y se utilizó el marcador de 1 kb. 
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Figura 6: Gel con el montaje de los controles positivos en el último 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 información de especie. A partir de estos datos, se observó que la población de 

caninos fue mayor, 3.2 veces, comparada a la de los felinos. En cuanto al sexo, predominaron los 

machos, en los caninos se observó 83 machos y 65 hembras, mientras que en los felinos fueron 31 

machos y 15 hembras. Adicionalmente, todos los felinos y la mayoría 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 presentó la mayoría de los caninos fue en Ciudad Bolívar 

seguido por Usme mientras que los felinos fueron hallados principalmente en San Cristóbal y 

Ciudad Bolívar. Además, es importante resaltar que la gran mayoría de animales al ser evaluados 

en el IDPYBA y 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 protección 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 amplificación de Leptospira spp con el primer 

LipL32 fue de cero.  
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Tabla 1. Distribución de los positivos a 16S según las edades de los animales estudiados. 

Edades Cantidad de Animales Positivos 

a 16s 

(%) 

Menor a 1 año 35 19 54.3% 

Entre 1 año a 3 años 39 26 66.7% 

Entre 4 años a 6 años 32 17 53.1% 

Entre 7 años a 9 años 33 18 54.5% 

Entre 10 años a 12 años 27 17 63% 

Entre 13 años a 16 años 19 7 36.8% 

No reportado 9 2 22.2% 

  

 

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

observar que el grupo etario más afectado fue entre 1 a 3 años, lo cual fue directamente 

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

 

 

 

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

 Número de 

animales 

Animales  

Positivos a 16 s  

(%) Animales  

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% 
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Tabla 3. Resultados de PCR 16S y LipL32 según raza y sexo en felinos 

 Número de 

animales 

Animales  

Positivos a 16 s  

(%) Animales  

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 más afectada fueron 

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

 

 

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

 
Localidad Cantidad Caninos Animales  

Positivos a 16 

s  

(%) Animales  

Positivos a 

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 Bolívar 30 14 46.7% 0 0% 

Engativá 11 8 72.7% 0 0% 

Fontibón 4 1 25% 0 0% 

Kennedy 9 6 66.7% 0 0% 

Mártires 2 1 50% 0 0% 

Puente Aranda 4 0 0% 0 0% 

Rafael Uribe Uribe 10 7 70% 0 0% 

San Cristóbal 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 S y LipL32 según las localidades. 

 

Localidad Cantidad 

Felinos 

Animales  

Positivos a 

16 s  

(%) Animales  

Positivos a 

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 Bolívar 6 4 66.7% 0 0% 

Engativá 5 2 40% 0 0% 

Fontibón 1 1 100% 0 0% 

Kennedy 4 2 50% 0 0% 

Mártires 1 1 100% 0 0% 

Puente Aranda 3 2 66.7% 0 0% 

Rafael Uribe Uribe 2 2 100% 0 0% 

San Cristóbal 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 proporción de positivos de 16S en caninos fue la Candelaria, Chapinero 

y Engativá, así mismo, en el caso de los felinos se observó que fueron Fontibón, Mártires y Rafael 

Uribe Uribe (Tabla 4 y 5).  
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Tabla 6 Casuística de animales estudiados.  

Casuística Cantidad 

Caninos 

Positivos a 

16S 

(%) Cantidad 

Felinos 

Positivos a 

16S 

(%) 

Capturar Esterilizar y 

Soltar 

9 1 11.1% 0 0 0% 

Dermatológico 9 4 44.4% 0 0 0% 

Digestivo 4 2 50% 0 0 0% 

Escuadrón anti-

crueldad 

11 4 36.4% 1 0 0% 

Infeccioso  18 12 66.7% 14 9 64.3% 

Neoplásico 9 8 88.9% 4 3 75% 

Neurológico 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% 

Intoxicación  0 0 0% 1 1 100% 

Oftalmología 0 0 0% 1 0 0% 

 

 

La mayor cantidad de positivos a 16S en felinos se encontró que eran animales remitidos por 

patologías correspondientes que afectaban a sistema respiratorio, neurológicas e intoxicaciones 

(Tabla 6). Por otro lado, en los caninos se encontró que la proporción más alta de 16S estaba 

presente en animales diagnosticados con referentes a sistema respiratoria, neoplasias y obstetricia. 

Cabe resaltar, que la categoría de infección esta incluidas aquellas de origen viral, bacteriano, o 

parasitario protozoario, etc. y en ortopedia principalmente aquellos con fracturas o claudicación.  
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5.4. Análisis filogenéticos  

 

De manera complementaria, debido a que no se obtuvo amplificados de LipL32, se optó por enviar 

a secuenciar 10 muestras (ambisenso) positivas a 16S, con el fin de verificar si se está 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 último se utilizó el 

software MEGA X, se encontró que el mejor modelo evolutivo era Kimura 2 parámetros con tasa 

de sustentación neutra y se procedió a construir el árbol filogenético utilizando un algoritmo de 

máxima verosimilitud (ML) y un Bootstrap de 1000 réplicas. Las secuencias generadas en este 

estudio fueron sometidas al GenBank (número de acceso, OP037101, OP037102, OP037103 y 

OP037104). 
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Figure 7: Árbol filogenético para Leptospira interrogans basado en el rRNA 16S, empleando el 

algoritmo de máxima verosimilitud y Bootstrap de 1000 réplicas en el cual se muestras los valores 

superiores a 50. Se referencian las unidades taxonómicas con los serovares de L. interrogans, país, año 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 único clúster con un Bootstrap de 63 donde también se encuentran 

muestras provenientes de murciélagos (M. myotis), caninos y bovinos, procedentes de países americanos, 

europeos y asiáticos. 
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DISCUSIÓN 

 

La PCR ha sido la principal herramienta diagnóstica que ha aprovechado la magnitud de la biología 

molecular alcanzando un valor y versatilidad como técnica de análisis debido en parte, a su 

adaptabilidad y aplicabilidad (Bolívar et al., 2014). Según Bolívar 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 diagnóstico del área molecular y biológico por su alta sensibilidad, de igual manera 

esto la hace más susceptible a contaminaciones u errores de ejecución. Es por lo cual, que en la 

presente investigación se requirió de planificación y múltiples intentos, teniendo las 

consideraciones de una PCR convencional, pero adaptándola a las necesidades requeridas, 

haciendo valido optar por medidas de control y más que necesario la formación del personal que 

ejecutaría los procedimientos, recalcando la importancia de la realización y adecuación de la 

técnica para obtener un resultado verídico 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 

biológicas sea orina o sangre como herramienta diagnóstica en casos de sospecha de leptospirosis 

para su diagnóstico, control y prevención, como se observó en este estudio. 

 

El método de extracción con el kit de Qiagen demostró resultados positivos, lo cual se observó 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 detectó material genético 

de Leptospira interrogans en las muestras, pero si se pudo percibir amplificación de los controles 

positivos, lo cual confirma la capacidad de extraer ADN de Leptospira spp. Allan et al. (2020), 

realizaron un estudio de detección molecular y tipificación de Leptospira interrogans en pacientes 

humanos a partir de sangre y orina, para la extracción 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 extracción funciona para la 

detección de Leptospira spp. Estos datos también concuerdan con los resultados obtenidos por 

Hamer et al. (2019), quienes compararon diferentes métodos de extracción de L. pomona en 

bovinos por medio de PCR convencional en orina donde también se obtuvo amplificación de L. 

pomona a partir de la extracción utilizando este kit comercial.  
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En un estudio realizado por Ahmed y colaboradores (2012), se comparó la técnica de PCR en 

tiempo real (sin cultivar las muestras) y cultivo para la detección de Leptospira spp en caninos, se 

encontró que la PCR tenía mayor sensibilidad y especificidad comparado al cultivo, sin embargo 

a medida que aumentaban los días post infección ambas técnicas disminuían su porcentaje de 

positividad e incluso después del día 7 la concentración de la Leptospira spp en sangre había 

disminuido al punto que no sobrepasaba el umbral de detección tanto de la PCR como del cultivo. 

Sin embargo, también se determinó que ambas técnicas pueden ser complementarias, ya que a 

concentraciones bajas del patógeno en sangre se favorece el cultivo debido a que es más probable 

hallar Leptospira spp 500 μl de muestra para el cultivo que 10 μl para la PCR y en ocasiones que 

el patógeno 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 106 

colonias/ml de muestra, aun así, se debe tener en cuenta su crecimiento lento y las condiciones que 

se deben mantener para su exitosa replicación, las cuales requieren de la imitación más 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 más posible es que no 

debido a que los más probable es que la gran mayoría de animales se encontraban en una fase 

crónica donde la concentración de Leptospira spp es baja, a su vez la disponibilidad de equipos y 

espacio en el laboratorio, el cual es multiuso, hubiera dificultado aún más el procedimiento, 

disminuyendo así la probabilidad de cultivar exitosamente las muestras.  

 

La orina es una muestra que se puede usar en la detección de Leptospira spp, sin embargo, 

representa ciertos desafíos. En el caso de esta investigación, debido a la limitación de los materiales 

y la necesidad de realizar una punción vesical para recolectar la muestra, se prefirió desistir de 

usar este método para el desarrollo del proyecto.  Adicionalmente, la orina contiene urea, cristales 

y hormonas los cuales son inhibidores de la reacción, adicionalmente al centrifugar para concentrar 

las bacterias, los cristales en la orina forman pellets que interfieren con la extracción de ADN 

(Khang et al., 1991). Además, Munch et al. (2019), han notado que al usar kits comerciales el 

rendimiento de ADN es más bajo, hay más inhibidores de reacción y la calidad del material 

genético disminuye, principalmente como consecuencia de la precipitación de los cristales en la 
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orina. Debido a esto, se deben usar reactivos que ayuden a disolver los cristales como ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) o métodos físicos 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 desnaturalización 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 genómico monocateriano, pero no a los amplicones, lo cual interfiere en 

la fase inicial de polimerización, pero deja de afectar la reacción una vez los amplicones se vuelven 

el soluto dominante (Sidstedt et al., 2018). Sin embargo, estos obstáculos fueron superados en este 

estudio al utilizar el coágulo en vez de sangre completa, debido a que la IgG se encuentra en el 

plasma y no en el coágulo. Adicionalmente, al usar la proteinasa K presente en el protocolo de 

Qiagen se desnaturaliza la hemoglobina sobrepasando este último obstáculo (Qamar et al., 2017). 

 

Según Salazar et al. (1998), la concentración de ADN que se obtiene a partir de sangre completa 

y coágulos es similar, sin embargo, es necesario destacar que a partir de coágulos se puede obtener 

una concentración 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 comparó la amplificación 

de la región promotora del gen PAX9 en humanos a partir de coágulos preservados desde hace un 

mes y sangre completa recién colectada, no se encontró diferencias en los resultados. Así mismo, 

Zhou et al. (2019) describen que una de las dificultades al trabajar con coágulos es disolverlo, 

debido a esto las soluciones dadas en ese estudio incluyen cortar el coágulo en trozos más pequeños 

o el uso de homogeneizadores ultrasónicos o de alto cizallamiento, los cuales liquidificaron el 

coágulo en un 80 al 100%, métodos que describieron como convenientes. También, compararon 

el uso del vortex, sin embargo, este no fue eficiente ya que consumía bastante tiempo, presentaba 

complicaciones y no lograba homogenizar completamente el coagulo a un estado líquido. Debido 

a las razones anteriormente expuestas, se prefirió utilizar como muestra el coágulo, ya que había 

un acceso limitado a los equipos del laboratorio y al espacio, por lo que las muestras deberían 

esperar tiempos prolongados en la nevera de la universidad antes de poder ser procesadas para la 

extracción. De esta forma, se podía obtener la misma concentración 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 optó 

por cortar los coágulos en pequeños pedazos para mejorar la digestión. 

 

Sin embargo, esta dificultad en la disolución del coágulo pudo ser causada debido a que los 

animales estuvieran en un estado de hiperfibrinogenemia. El fibrinógeno es una proteína de fase 

aguda de la inflamación, cuya función principal es promover la reparación del endotelio, ya que 

es un factor que durante la cascada de la coagulación se convierte en fibrina para así formar la 

malla de fibrina (Pieters & Wolberg, 2019). Como se observó, en los resultados la mayoría 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 dímeros de primer se forman cuando los primers se auto anillan, 

esto puede ser causado porque hay un exceso en la concentración de los primers entonces prefieren 

ligarse a otros primers en vez del ADN. Para solucionar esto, se puede disminuir la concentración 

del primer del mix, utilizar un hot start en el ciclo, adicionar dimetilsulfóxido o verificar las 

temperaturas de melting de los primers y la auto-complementariedad entre los primers. Debido, a 

que se identificó la presencia de dímeros en el gel, se optó inicialmente por ajustar la concentración 

del mix, disminuyendo el volumen de los primers a 0.4 μl y a su vez, aumentando el agua grado 

molecular a 2.2 μl para mantener la estequiometria de la reacción. Seguido a este ajuste, se 

disminuyó la presencia de los dímeros, pero el problema persistía lo cual fomento ajustes en el 

ciclo. 

 

Inicialmente, el ciclo de la PCR era de 35 ciclos y la temperatura de anillamiento era 55ºC, pero 

debido a la persistencia de los dímeros se decidió por cambiarlo a 40 ciclos y aumentar la 

temperatura de anillamiento a 60ºC, esto junto al ajuste del mix soluciono la presentación de 

dímeros de manera definitiva. Esta decisión, fue basada en lo descrito por Wu y colaboradores 

(2010), aumentar el número de ciclos implica que se repitan más veces la desnaturalización, 

anillamiento y extensión y por ende permite que los primers tengan más 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 según Starčič Erjavec 
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(2019), a temperaturas alta, sin sobrepasar la temperatura de melting del primer, la especificidad 

entre el sitio de unión entre primer y ADN aumenta mientras que a temperaturas bajas ocurre lo 

contrario.  

 

Según Luigi et al. (2015), para obtener un resultado confiable a partir de una técnica de diagnóstico 

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 

confirmación de la especificidad analítica de la muestra en la PCR y la estandarización de la 

técnica, la implementación 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 estandarización 

de la técnica e interpretación de resultados. El control negativo al igual que el positivo se utilizó 

para confirmar la correcta realización de la técnica ya que a partir de este se pudo detectar la 

posible contaminación de las muestras, puesto que como lo expone Castro (2011), es posible que 

durante los procesos de preparación de la reacción se pueda producir una contaminación cruzada 

entre las muestras por mal manejo. 

 

Desde 1997 se empezó a analizar y secuenciar el gen 16S, debido a que es una región conservada 

que permite hacer detección y caracterización de bacterias para determinar relaciones filogenéticas 

entre diferentes grupos (Zhulin, 2016). Sin embargo, la aplicación de estudiar esta región no se 

limita a estudios filogenéticos si no, también a la microbiología clínica, según Woo et al.  (2008), 

ya que permite la identificación rápida y precisa de los agentes etiológicos de enfermedades 

infecciosas, lo que a su vez permite determinar un tratamiento antimicrobiano apropiado; 

especialmente en casos donde el agente es difícil de identificar por medios convencionales como 

Leptospira spp. Esta es una bacteria que presenta dificultades para su incubación, la detección por 

PCR presenta ciertos desafíos, y el diagnostico serológico 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 presentó 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 investigación, 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 había Bootstrap value de 62 con otras especies de Leptospira spp demostrando 

así una mayor especificidad en comparación a la PCR. 

 

LipL32 es una de las proteínas más estudiadas de Leptospira spp. ya que se considera importante 

durante la patogénesis de la enfermedad. Adicionalmente, ha demostrado ser una región altamente 

conservativa que no está presente en las cepas saprófitas (Hoke et al.,2021). Según Di Azevedo y 

Lilenbaum (2021), el 48% de las pruebas de PCR para detectar Leptospira spp. utiliza esta región. 

Además, Di Azevedo y Lilenbaum resaltan que la evidencia recopilada por varios autores sugiere 

que la PCR de LipL32 es útil para un tamizaje inicial para la detección de ADN en muestras 

clínicas de animales. Con base a lo anteriormente descrito, se decidió realizar la estandarización 

de la PCR eligiendo los primers de LipL32. Cabe resaltar, que existen varios estudios de PCR en 

tiempo real enfocados en la detección 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 región.  

 

Según lo reportado por Mullan y Panwala (2016), la PCR es una herramienta útil en casos agudos 

de leptospirosis, ya que logra detectar casos positivos que otras pruebas serológicas no detectaron, 

a razón de su alta sensibilidad y especificidad. Esto debido al comportamiento de Leptospira spp. 

donde en la fase aguda de la infección hay bacteremia, la cual persiste entre 10-15 días (Ellis, 

2015). Sin embargo, Allan et al. (2020), realizó un estudio de PCR centrándose en muestras de 

sangre y orina de pacientes que cumplieran con las definiciones de casos agudos según los 

resultados de serología y a pesar de esto, el 4% de los casos diagnosticados por PCR dieron 

resultados negativos. Por otro lado, Podgoršek y colaboradores determinaron que la PCR de tiempo 

real en comparación a la convencional, es más sensible al detectar ADN de Leptospira spp., rápida 

y menos probable de contaminarse. Basado en esto, podemos determinar que los resultados 

negativos obtenidos en el desarrollo de esta investigación fueron debido a la sensibilidad limitada 

de la técnica que se usó, la fisiopatología de Leptospira spp., ya que la mayoría de los casos 

posiblemente eran crónicos, y a los desafíos que implica el diagnostico de PCR de este patógeno.   

 

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

ligados, polimerasas, etc., que deben ser eliminados para realizar el análisis del secuenciamiento. 
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Esto se puede realizar por medio de protocolos enzimáticos, mediante columna o perlas magnéticas 

(Crossley et al., 2020). Según Abdel-Latif y Osman (2017), la extracción de DNA de buena calidad 

y en concentraciones altas es un factor limitante para el análisis genético, debido a esto ellos 

realizaron una comparación de diferentes métodos de purificación 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 purificación que utilizó la Universidad Nacional, el cual fue por medio de acetato de 

sodio. 

 

En el presente estudió se observó que el grupo etario en rango de edades con la mayor cantidad de 

positivos a 16s fue entre 1 a 3 años, al cual se le atribuye este resultado a que este fue el grupo de 

muestra más grande, lo cual concuerda con Arrieta et al. (2016) donde presentaron mayor número 

de seropositivos en el grupo de 2 a 4 años, siendo este el grupo que aportó el mayor número 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 

trasmisión puede ocurrir de antecesores a crías (Huerta et al., 2013). 

 

En cuanto a la positividad a 16S por sexo se encontró 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 hábito que 

poseen los machos durante el período de celo de la hembra como el olfateo, lengüeteo de los 

genitales o la preferencia de los propietarios de preferir más a los machos (Arrieta et al., 2016), lo 

cual coincide con este estudio ya que en felinos y caninos se presentó de igual manera, una mayor 

positividad en machos directamente proporcional a la cantidad de animales muestreados de este 

sexo. 

 

En un estudio realizado por Silva y Redimanb (2007) para determinar los factores de riesgo no se 

encontraron diferencias significativas en relación a la procedencia pero sí entre la categoría de 

animales callejeros, este podría ser un aspecto significativo en nuestro estudio ya que las 

localidades con mayor cantidad de positivos a 16S fueron Candelaria, Chapinero, Engativá, 
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Fontibón, Mártires 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 número de animales callejeros, lo cual aumenta la probabilidad 

de contagio y de trasmisión ya que estos animales van a permanecer vagando por las calles durante 

varias horas del día. Por otro lado, algunos de los factores determinantes en la presencia y 

trasmisión de animales con Leptospira spp está 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, cercanía de zonas de basura y presencia de humedales en potreros (Zuluaga, 2019).  

 

En el estudio realizado por Alvarez y colaboradores (2011), donde se realizaron análisis de factores 

de riesgo se determinó una mayor seroprevalencia en caninos mestizos por ser este el grupo racial 

que aportó el mayor número de individuos. Según Huerta y colaboradores (2013) la raza no es un 

factor determinante, pero el tamaño de la raza si es un factor de riesgo, en contraste a las diferencias 

anteriormente expuestas en nuestro estudio se observó que en caninos la raza más afectada fueron 

los poodle seguido de los mestizos y pitbulls. Por otro lado, el husky siberiano no presentó 

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 más aporto individuos al estudio. 

 

De acuerdo a la especie más afectada, en este estudio se muestrearon 46 felinos y 148 caninos, 

donde la mayor cantidad de seropositivos fueron de la especie canina, se le podría atribuir a que 

este grupo fue el más grande de la muestra, también debido que según otros estudios se es difícil 

determinar si la especie entre caninos y felinos es predisponente a la presentación de la enfermad 

ya que como asegura Greeen pese a la gran cantidad de títulos de anticuerpos que se han 

encontrado en la población felina, las referencias clínicas de leptospirosis no son frecuentes. Al 

parecer los gatos se ven menos afectados que los perros tanto en infecciones espontáneas como en 

experimentales (Greene, 1993) y como lo afirma Azocar-aedo et al., (2014) en las poblaciones 

felinas, hay muy poca información sobre la leptospirosis, solo algunos datos limitados sobre la 

epidemiología de la infección están disponibles. En contraste en cuanto a caninos, la leptospirosis 

se reconoce como una enfermedad infecciosa grave e importante, la información detallada sobre 

la propagación y distribución de la infección se encuentra detallada y a disposición (Azocar-aedo 
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et al., 2014). Por lo anterior la población canina tiene puede tener una mayor predisposición a la 

enfermedad, sin discriminar la posible predisposición felina a la misma, ya que no se tienen datos 

de comparación entre especie. 

 

En cuanto al secuenciamiento y análisis 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 más cercanas a 

Leptospira interrogans reportada en M. myotis, lo cual causa interese debido a que en Bogotá no 

hay murciélagos y por ende se desconoce el origen de contagio, ya sea transmisión directa o 

indirecta. Por otro lado, la otra muestra se encuentra en la parte inferior con cercanía al serovar 

Hardjo reportado en india, lo cual sugiere una transmisión causada por bovinos. Sin embargo, se 

sugiere una mayor cantidad de muestras para construir un árbol con resultados que reflejen mejor 

la realidad y las relaciones filogenéticas. 

 

En cuanto las limitaciones de este estudio, se identificó que las dos limitantes más importantes 

para la ejecución 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 número 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 cuantificación 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, además ayudo al tamizaje de las muestras. Sin embargo, no se logró 

identificar Leptospira interrogans con los primers de LipL32 como se tenía 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 más 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 población muestreada 

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

 

La técnica con los primers de 16S fue efectiva para la determinación de Leptospira spp mediante 

PCR convencional, sin embargo, para futuros estudio se sugiere tener en cuanta ciertos parámetros 

como lo es la cuantificación 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 población 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 útil para realizar estudios de epidemiologia molecular con Leptospira interrogans, a 

partir de secuenciaminento de 16S.  

 

En conclusión, de las 200 muestras 56% (112) fueron positivas a 16S y 0% a LipL32, también se 

determinó que el grupo etario más afectado fue el de 1-3 años con 66.7%. En cuanto, al sexo en 

ambas especies fue similar sin embargo en los caninos predominó 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 más caninos que felinos y a su vez se identificó que 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 

 

 

 

 

 

 

Bibliografía 

Abela-Ridder, B., Sikkema, R., & Hartskeerl, R. A. (2010). Estimating the burden of human 

leptospirosis. International journal of antimicrobial agents, 36 Suppl 1, S5–S7. 

https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2010.06.012 

 
Abdel-Latif, A., Osman, G. Comparison of three genomic DNA extraction methods to obtain high 

DNA quality from maize. Plant Methods 13, 1 (2017). https://doi.org/10.1186/s13007-016-0152-

4. 
 

Acevedo, Ana María, Santana, Elaine, Díaz de Arce, Heidy, Pérez, L.J, Caballero, A, Suárez, L, 

& Sánchez, O. (2009). DESARROLLO DE CONTROLES POSITIVOS PARA MÉTODOS 

MOLECULARES DE DETECCIÓN DE VIRUS DE INFLUENZA AVIAR. Revista de Salud 

Animal, 31(1), 50-54. Recuperado en 20 de septiembre de 2022, de 

http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0253-

570X2009000100010&lng=es&tlng=es. 

 

Acha, P.N., Szyfres, B. Zoonosis y enfermedades transmisibles comunes al hombre y a los 

animales. Volumen I: Bacteriosis y micosis. Washington, D. C, Organización Panamericana de la 

Salud, 3 ed, 2003. p.28-56. https://doi.org/10.1590/S0102-311X2005000300038 

 

Adler, B., & de la Peña Moctezuma, A. (2010). Leptospira and leptospirosis. Veterinary 

microbiology, 140(3-4), 287–296. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2009.03.012 

 

Adagio, L., Damico, G., Wheeler, J. T., Lattanzi, L. D., Hagge, M., Hierro, J., Somoza, J. J., 

Toribio, M. S., & Alvarez, E. (2017). Estudio preliminar serológico de leptospirosis canina y 

humana en la ciudad de General Pico y zona de influencia. Ciencia Veterinaria, 2(1), 5-11. 

Recuperado a partir de https://cerac.unlpam.edu.ar/index.php/veterinaria/article/view/2000 
 

Agudelo-Flórez, P. (2009). Leptospirosis: Diagnóstico serológico. CES Medicina, 19(1), 37–41. 

Recuperado a partir de https://revistas.ces.edu.co/index.php/medicina/article/view/194 

 

Ahmad, S., Shah, S., & Ahmad, F. (2005). Laboratory diagnosis of leptospirosis. Journal Of 

Postgraduated Medicine, 51(3), 195-200. PMID: 16333192 

 

Ahmed, A. A., Goris, M., & Meijer, M. C. (2020). Development of lipL32 real-time PCR 

combined with an internal and extraction control for pathogenic Leptospira detection. PloS 

one, 15(11), e0241584. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0241584 

 

https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2010.06.012
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0253-570X2009000100010&lng=es&tlng=es
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0253-570X2009000100010&lng=es&tlng=es
https://doi.org/10.1590/S0102-311X2005000300038
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2009.03.012
https://cerac.unlpam.edu.ar/index.php/veterinaria/article/view/2000
https://revistas.ces.edu.co/index.php/medicina/article/view/194


46 

 

Allan, K. J., Maze, M. J., Galloway, R. L., Rubach, M. P., Biggs, H. M., Halliday, J., 

Cleaveland, S., Saganda, W., Lwezaula, B. F., Kazwala, R. R., Mmbaga, B. T., Maro, V. P., & 

Crump, J. A. (2020). Molecular Detection and Typing of Pathogenic Leptospira in Febrile 

Patients and Phylogenetic Comparison with Leptospira Detected among Animals in 

Tanzania. The American journal of tropical medicine and hygiene, 103(4), 1427–1434. 

https://doi.org/10.4269/ajtmh.19-0703 

 

Alton, G. D., Berke, O., Reid-Smith, R., Ojkic, D., & Prescott, J. F. (2009). Increase in 

seroprevalence of canine leptospirosis and its risk factors, Ontario 1998-2006. Canadian journal 

of veterinary research = Revue canadienne de recherche veterinaire, 73(3), 167–175. 

 
Álvarez, L., Calderón, A., Rodríguez, V., & Arrieta, G. (2011). Seroprevalencia de leptospirosis 

canina en una comunidad rural del municipio de Ciénaga de Oro, Córdoba (Colombia). Revista 

U.D.C.A Actualidad & Divulgación Científica, 14(2), 75–81. 

https://doi.org/10.31910/rudca.v14.n2.2011.777 

 

Andre-Fontaine, G., Aviat, F., Marie, J.-L., & Chatrenet, B. (2015). Undiagnosed leptospirosis 

cases in naïve and vaccinated dogs: Properties of a serological test based on a synthetic peptide 

derived from Hap1/LipL32 (residues 154–178). Comparative Immunology, Microbiology and 

Infectious Diseases, 39, 1–8. doi:10.1016/j.cimid.2014.12.002 

 

Arbour, J., Blais, M. C., Carioto, L., & Sylvestre, D. (2012). Clinical leptospirosis in three cats 

(2001-2009). Journal of the American Animal Hospital Association, 48(4), 256–260. 

https://doi.org/10.5326/JAAHA-MS-5748 

 

Arrieta-Bernate, G., Calderón-Rangel, A., Rodríguez, V., Álvarez, J., & Mattar-V, S. (2016). 

Presencia de anticuerpos contra Leptospira interrogans (sensu lato) en caninos semidomésticos 

en Sincelejo, Sucre (Colombia). Veterinaria Y Zootecnia, 10(1), 89-103. doi: DOI: 

10.17151/vetzo.2016.10.1.7 
 

Azócar-Aedo, L, Smits, HL, & Monti, G. (2014). Leptospirosis in dogs and cats: epidemiology, 

clinical disease, zoonotic implications and prevention. Archivos de medicina veterinaria, 46(3), 

337-348. https://dx.doi.org/10.4067/S0301-732X2014000300002 

 

Bello, Solmara, Rodríguez, Milena, Paredes, Andrea, Mendivelso, Fredy, Walteros, Diana, 

Rodríguez, Flor, & Realpe, María Elena. (2013). Comportamiento de la vigilancia epidemiológica 

de la leptospirosis humana en Colombia, 2007-2011. Biomédica, 33(Suppl. 1), 153-160. 

https://doi.org/10.7705/biomedica.v33i0.1608 
 

Bermúdez, S., Pulido, M., & Andrade, R. (2010). Seroprevalencia de Leptospira spp en caninos y 

humanos de tres barrios de Tunja, Colombia. Revista MVZ Córdoba, 15(3), 2185-2193. doi: 

10.21897/rmvz.305 

  
Bharti, A.R., Nally, J., Ricaldi, J.N., Mathias, M., Díaz, M.M., Lovett, M.A. Leptospirosis: a 

zoonotic disease of global importance. Lancet Infect Dis 2003; 3 (12): 757–71.   
Bolívar, A., Rojas, A., & García-Lugo, P. (2014). PCR y PCR-Múltiple: parámetros críticos y 

protocolo de estandarización. Avances En Biomedicina, 3(1), 25-33. doi: 2244-7881 

https://doi.org/10.31910/rudca.v14.n2.2011.777
https://doi.org/10.5326/JAAHA-MS-5748
https://dx.doi.org/10.4067/S0301-732X2014000300002
https://doi.org/10.7705/biomedica.v33i0.1608


47 

 

 

Borghesi, A., Marzollo, A., Michev, A., & Fellay, J. (2020). Susceptibility to infection in early 

life: a growing role for human genetics. Human Genetics, 139(6-7), 733-743. doi: 10.1007/s00439-

019-02109-2 

 

Brihuega, B. (2008). Leptospirosis: diagnóstico y tipificación. Temas de Zoonosis IV. Asociacion 

Argentina de Zoonosis, 221-7. 

 

Brown, C. A., Roberts, A. W., Miller, M. A., Davis, D. A., Brown, S. A., Bolin, C. A., Jarecki-

Black, J., Greene, C. E., & Miller-Liebl, D. (1996). Leptospira interrogans serovar grippotyphosa 

infection in dogs. Journal of the American Veterinary Medical Association, 209(7), 1265–1267. 

 
Budihal, S. (2014). Leptospirosis Diagnosis: Competancy of Various Laboratory Tests. JOURNAL 

OF CLINICAL AND DIAGNOSTIC RESEARCH, 8(1), 199-202. doi: 

10.7860/jcdr/2014/6593.3950 

 

Cachay, E. R., & Vinetz, J. M. (2005). A global research agenda for leptospirosis. Journal of 

postgraduate medicine, 51(3), 174–178. 

 

Carnejo Romero, A., Serrato Díaz, A., Rendón Aguilar, B., & Rocha Munive, M. (2014). 

Herramientas Moleculares Aplicadas en Ecología: aspectos teóricos y prácticos (1st ed.). México: 

Secretaría de Medio Ambiente y Recursos Naturales. 

 

Carreño Buitrago, L., Salas Botero, D., & Beltrán Rios, K. (2017). Prevalencia de leptospirosis en 

Colombia: revisión sistemática de literatura. Revista De Salud Pública, 19(2), 204-209. doi: 

10.15446/rsap.v19n2.54235 

 

Céspedes Z, Manuel. (2005). Leptospirosis: Enfermedad Zoonótica Emergente. Revista Peruana 

de Medicina Experimental y Salud Publica, 22(4), 290-307. Recuperado en 20 de septiembre de 

2022, de http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1726-

46342005000400008&lng=es&tlng=es. 
 

Céspedes Cárdenas, N., Polo Infante, G., Rangel Pacheco, D., Diaz Diaz, J., Mejia Wagner, D., 

Dias, R., Ferreira Neto, J. S., Amaku, M., Vargas-Pinto, P., Polo, L., Hildebrand Grisi-Filho, J. H. 

(2018). Seroprevalence of Leptospira spp infection and its risk factors among domestic dogs in 

Bogotá, Colombia. Veterinary And Animal Science, 6, 64-68. doi: 10.1016/j.vas.2018.08.002 

 

Costa, F., Hagan, J. E., Calcagno, J., Kane, M., Torgerson, P., Martinez-Silveira, M. S., Stein, C., 

Abela-Ridder, B., & Ko, A. I. (2015). Global Morbidity and Mortality of Leptospirosis: A 

Systematic Review. PLoS neglected tropical diseases, 9(9), e0003898. 

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0003898 

 

Global Morbidity and Mortality of Leptospirosis: A Systematic Review. PLOS Neglected Tropical 

Diseases, 9(9), e0003898. doi: 10.1371/journal.pntd.0003898 

 

Costa, F., Martinez-Silveira, M. S., Hagan, J. E., Hartskeerl, R. A., Dos Reis, M. G., & Ko, A. I. 

(2012). Surveillance for leptospirosis in the Americas, 1996-2005: a review of data from ministries 

http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1726-46342005000400008&lng=es&tlng=es
http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1726-46342005000400008&lng=es&tlng=es
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0003898


48 

 

of health. Revista panamericana de salud publica = Pan American journal of public health, 32(3), 

169–177. https://doi.org/10.1590/s1020-49892012000900001 

 
Crossley, B., Bai, J., Glaser, A., Maes, R., Porter, E., & Killian, M. et al. (2020). Guidelines for 

Sanger sequencing and molecular assay monitoring. Journal Of Veterinary Diagnostic 

Investigation, 32(6), 767-775. doi: 10.1177/1040638720905833 

 

Da Silva, M., Camargo, E., Romero, E., Batista, L., Brandao, A., Nakamura, P., & Vaz, A. (1997). 

Immunodiagnosis of Human Leptospirosis by Dot-Elisa for the Detection of IgM, IgG, and IgA 

Antibodies. The American Journal Of Tropical Medicine And Hygiene, 56(6), 650-655. doi: 

10.4269/ajtmh.1997.56.650 

 

DANE. (2005). Estadísticas vitales. Accesible en https://www.dane.gov.co/index.php/estadisticas-

por-tema/demografia-y-poblacion/censo-general-2005-1 

 

Di Azevedo, M., & Lilenbaum, W. (2021). An overview on the molecular diagnosis of animal 

leptospirosis. Letters In Applied Microbiology, 72(5), 496-508. doi: 10.1111/lam.13442 

 

Ellis, W. (2015). Animal Leptospirosis. Current Topics In Microbiology And Immunology, (387), 

99-137. doi: 10.1007/978-3-662-45059-8_6 

 

Escobar G., Diego F., García T, William F., Sandoval M, Luis A., Tibaquira C, Luis E, & 

Grisales R, Hugo. (2013). Epidemiología de la Leptospirosis en Tolima, Colombia, 2009 - 2011. 

Revista Facultad Nacional de Salud Pública, 31(1), 48-57. Retrieved September 20, 2022, from 

http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-

386X2013000100006&lng=en&tlng=es. 
 

Ettinger, S., & Feldman, E. (2010). Textbook of veterinary internal medicine (7th ed.). 

Philadelphia: Saunders. 

 
Fraga, D., Meulia, T., & Fenster, S. (2008). Real‐time PCR. Current protocols essential 

laboratory techniques, (1), 10-3. DOI:10.1002/9780470089941.et1003s08 
 
Medrano Galarza, Catalina, Díaz Rojas, César Augusto, & Dalmau Barros, Ernesto Andrés. 

(2011). Diagnóstico de leptospirosis canina por medio de las técnicas Dot-ELISA y MAT en perros 

con enfermedad renal en Bogotá. Revista de Medicina Veterinaria, (21), 133-145. Retrieved 

September 20, 2022, from http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0122-

93542011000100010&lng=en&tlng=es. 
 

Goldstein, R. (2010). Canine Leptospirosis. Veterinary Clinics Of North America: Small Animal 

Practice, 40(6), 1091-1101. doi: 10.1016/j.cvsm.2010.07.008 

 

Craig E. Greene, C.E. 1993. Enfermedades infecciosas de perros y gatos. 2da Edición. McGraw- 

Hill Interamericana. México. pp 523 - 534. 

 

Hamer, M., SaraulloV., Brihuega, B., Watanave, O., Martinez, M., & Grune Loffler, S. (2019). 

Comparación de métodos de extracción de ADN simples y económicos para el diagnóstico 

https://doi.org/10.1590/s1020-49892012000900001
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-386X2013000100006&lng=en&tlng=es
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-386X2013000100006&lng=en&tlng=es
http://dx.doi.org/10.1002/9780470089941.et1003s08
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0122-93542011000100010&lng=en&tlng=es
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0122-93542011000100010&lng=en&tlng=es


49 

 

molecular de leptospirosis animal. FAVE Sección Ciencias Veterinarias, 18(2), 68-73. doi: 

10.14409/favecv.v18i2.8752 

 

Hartskeerl, R.A.M., Collares–Pereira, Ellis, W.A. Emergence, control and re–emerging 

leptospirosis: dynamics of infection in the changing world. Clin Microbiol Infect 2011; 17 (4): 

494–501 

 

Hernández Rodríguez, P., & Gómez Ramírez, A. P. (2011). Leptospirosis: una zoonosis que afecta 

a la salud pública y la producción pecuaria. Revista Ciencia Animal, 1(4), 15-23 

 

Hoke, D., Egan, S., Cullen, P., & Adler, B. (2008). LipL32 Is an Extracellular Matrix-Interacting 

Protein of Leptospira spp. and Pseudoalteromonas tunicata. Infection And Immunity, 76(5), 2063-

2069. doi: 10.1128/iai.01643-07 

 

Huerta, M.C.; Chilón, V.; Díaz, C.D. Estudio de caso-control para evaluar factores de riesgo en 

la presentación de leptospirosis canina en la ciudad de Lima. Rev Inv Vet Perú, v.24, n.1, p.111-

117, 2013. 

 

IDEAM. (2019). Reporte meteorológico. Accesible en http://www.ideam.gov.co/web/tiempo-y-

clima/comportamiento-mensual-precipitacion/-/document_library_display 22 de junio de 2022. 

 

Kanmogne, G. D. (2014). Polymerase chain reaction (PCR) and real-time PCR. In Current 

Laboratory Methods in Neuroscience Research (pp. 201-210). Springer, New York, NY. 

 

Khan G, Kangro HO, Coates PJ, Heath RB. Inhibitory effects of urine on the polymerase chain 

reaction for cytomegalovirus DNA. J Clin Pathol. 1991 May;44(5):360-5. doi: 

10.1136/jcp.44.5.360. PMID: 1646235; PMCID: PMC496862. 

 

Kralik, P., & Ricchi, M. (2017). A basic guide to real time PCR in microbial diagnostics: 

definitions, parameters, and everything. Frontiers in microbiology, 8, 108. 

 

Langston, C., & Heuter, K. (2003). Leptospirosis. Veterinary Clinics Of North America: Small 

Animal Practice, 33(4), 791-807. doi: 10.1016/s0195-5616(03)00026-3 

 

Luigi, T., Rojas, L., & Valbuena, O. (2015). Reacción en cadena de la polimerasa para la 

identificación de Salmonella spp. usando el gen invA. Salus, 19(3), 41-46. 

 

Haake, D., & Levett, P. (2015). Leptospirosis in Humans. Current Topics In Microbiology And 

Immunology, 65-97. doi: 10.1007/978-3-662-45059-8_5 
 

Lapointe, C., Plamondon, I., & Dunn, M. (2013). Feline leptospirosis serosurvey from a Quebec 

referral hospital. The Canadian veterinary journal = La revue veterinaire canadienne, 54(5), 497–

499. 

 

Leutenegger, C., Mislin, C., Sigrist, B., Ehrengruber, M., Hofmann-Lehmann, R., & Lutz, H. 

(1999). Quantitative real-time PCR for the measurement of feline cytokine mRNA. Veterinary 

Immunology And Immunopathology, 71(3-4), 291-305. doi: 10.1016/s0165-2427(99)00100-2 

http://www.ideam.gov.co/web/tiempo-y-clima/comportamiento-mensual-precipitacion/-/document_library_display
http://www.ideam.gov.co/web/tiempo-y-clima/comportamiento-mensual-precipitacion/-/document_library_display


50 

 

 

López, M., Vila, A., Rodón, J., & Roura, X. (2019). Leptospira seroprevalence in owned dogs 

from Spain. Heliyon, 5(8), e02373. doi: 10.1016/j.heliyon.2019.e02373 

 

Lorenz T. C. (2012). Polymerase chain reaction: basic protocol plus troubleshooting and 

optimization strategies. Journal of visualized experiments : JoVE, (63), e3998. 

https://doi.org/10.3791/3998 

 
Maciel, E., de Carvalho, A., Nascimento, S., de Matos, R., Gouveia, E., Reis, M., & Ko, A. (2008). 

Household Transmission of Leptospira Infection in Urban Slum Communities. Plos Neglected 

Tropical Diseases, 2(1), e154. doi: 10.1371/journal.pntd.0000154 

 

Martins, G., & Lilenbaum, W. (2017). Control of bovine leptospirosis: Aspects for consideration 

in a tropical environment. Research In Veterinary Science, 112, 156-160. doi: 

10.1016/j.rvsc.2017.03.021 

 

Merien, F., Amouriaux, P., Perolat, P., Baranton, G., & Saint Girons, I. (1992). Polymerase chain 

reaction for detection of Leptospira spp. in clinical samples. Journal Of Clinical 

Microbiology, 30(9), 2219-2224. doi: 10.1128/jcm.30.9.2219-2224.1992 
 
Moore, G. E., Guptill, L. F., Glickman, N. W., Caldanaro, R. J., Aucoin, D., & Glickman, L. T. 

(2006). Canine Leptospirosis, United States, 2002–2004. Emerging Infectious Diseases, 12(3), 

501–503. doi:10.3201/eid1203.050809   

 

Mor, G., & Cardenas, I. (2010). The Immune System in Pregnancy: A Unique Complexity. 

American Journal Of Reproductive Immunology, 63(6), 425-433. doi: 10.1111/j.1600-

0897.2010.00836.x 

 

Moreno, N., & Agudelo-Flórez, P. (2010). Aplicación de las pruebas de PCR convencional simple 

y múltiple para la identificación de aislamientos de Leptospira spp. en Colombia. Revista Peruana 

de Medicina Experimental y Salud Pública, 27, 548-556. 

 

Mullan, S., & Panwala, T. H. (2016). Polymerase Chain Reaction: An Important Tool for Early 

Diagnosis of Leptospirosis Cases. Journal of clinical and diagnostic research : JCDR, 10(12), 

DC08–DC11. https://doi.org/10.7860/JCDR/2016/22462.9010 

 

Munch, M. M., Chambers, L. C., Manhart, L. E., Domogala, D., Lopez, A., Fredricks, D. N., & 

Srinivasan, S. (2019). Optimizing bacterial DNA extraction in urine. PLOS ONE, 14(9), 

e0222962. doi:10.1371/journal.pone.0222962  

10.1371/journal.pone.0222962 

 

Murcia, C., Astudillo, M., & Romero, M. (2020). Prevalencia de leptospirosis en perros de trabajo 

vacunados y en población humana con riesgo ocupacional. Biomédica, 40(Supl. 1), 62-75. doi: 

10.7705/biomedica.5009 

 

Musso, D., & La Scola, B. (2013). Laboratory diagnosis of leptospirosis: A challenge. Journal of 

https://doi.org/10.7860/JCDR/2016/22462.9010


51 

 

Microbiology, Immunology and Infection, 46(4), 245–252. doi:10.1016/j.jmii.2013.03.001 

 

OIE. Manual of diagnostic test and vaccines for terrestrial animals. [Internet]. 5th ed. 2004. p. 

(Chapter 2.2.4). Disponible en: http://www.oie.int/es/normas/manual-terrestre/acceso-en-linea/ 
 

Murillo, A., Goris, M., Ahmed, A., Cuenca, R., & Pastor, J. (2020). Leptospirosis in cats: 

Current literature review to guide diagnosis and management. Journal of Feline Medicine and  

Surgery, 22(3), 216–228. doi:10.1177/1098612x20903601 

 

Narkkul, U., Thaipadungpanit, J., Srilohasin, P., Singkhaimuk, P., Thongdee, M., 

Chaiwattanarungruengpaisan, S., Krairojananan, P., & Pan-Ngum, W. (2020). Optimization of 

Culture Protocols to Isolate Leptospira spp. from Environmental Water, Field Investigation, and 

Identification of Factors Associated with the Presence of Leptospira spp. in the 

Environment. Tropical medicine and infectious disease, 5(2), 94. 

https://doi.org/10.3390/tropicalmed5020094 

 

Pappas, G., Papadimitriou, P., Siozopoulou, V., Christou, L., & Akritidis, N. (2008). The 

globalization of leptospirosis: worldwide incidence trends. International Journal Of Infectious 

Diseases, 12(4), 351-357. doi: 10.1016/j.ijid.2007.09.011 

 

Pieters, M., & Wolberg, A. (2019). Fibrinogen and fibrin: An illustrated review. Research And 

Practice In Thrombosis And Haemostasis, 3(2), 161-172. doi: 10.1002/rth2.12191 

 

Pérez de Castro, A. M. (2011). Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain 

Reaction, PCR). 

 

Podgoršek, D., Ružić-Sabljić, E., Logar, M. et al. Evaluation of real-time PCR targeting the 

lipL32 gene for diagnosis of Leptospira infection. BMC Microbiol 20, 59 (2020). 

https://doi.org/10.1186/s12866-020-01744-4 

 

Qamar, W., Khan, M. R., & Arafah, A. (2017). Optimization of conditions to extract high quality 

DNA for PCR analysis from whole blood using SDS-proteinase K method. Saudi journal of 

biological sciences, 24(7), 1465–1469. https://doi.org/10.1016/j.sjbs.2016.09.016 

 

Reagan, K., & Sykes, J. (2019). Diagnosis of Canine Leptospirosis. Veterinary Clinics Of North 

America: Small Animal Practice, 49(4), 719-731.  

 

Rodríguez, A., Ferro, B., Varona, M., & Santafé, M. (2004). Evidencia de exposición a Leptospira 

en perros callejeros de Cali. Biomédica, 24(3), 291. doi: 10.7705/biomedica.v24i3.1275 

 

Romero, M., Sánchez, J. Seroprevalencia de la leptospirosis canina de tres municipios del 

departamento del Tolima – Colombia. Rev.MVZ Córdoba 2009; 14(2):1684- 1689. 

 

Salazar, L., Hirata, M., Cavalli, S., Machado, M., & Hirata, R. (1998). Optimized Procedure for 

DNA Isolation from Fresh and Cryopreserved Clotted Human Blood Useful in Clinical 

Molecular Testing. Clinical Chemistry, 44(8), 1748-1750. doi: 10.1093/clinchem/44.8.1748 

 

http://www.oie.int/es/normas/manual-terrestre/acceso-en-linea/
https://doi.org/10.1186/s12866-020-01744-4


52 

 

Se Fum Wong, S., Kuei, J. J., Prasad, N., Agonafer, E., Mendoza, G. A., Pemberton, T. J., & 

Patel, P. I. (2007). A Simple Method for DNA Isolation from Clotted Blood Extricated Rapidly 

from Serum Separator Tubes. Clinical Chemistry, 53(3), 522–

524. doi:10.1373/clinchem.2006.0782 

 

Sidstedt, M., Hedman, J., Romsos, E. L., Waitara, L., Wadsö, L., Steffen, C. R., Vallone, P. M., 

& Rådström, P. (2018). Inhibition mechanisms of hemoglobin, immunoglobulin G, and whole 

blood in digital and real-time PCR. Analytical and bioanalytical chemistry, 410(10), 2569–2583. 

https://doi.org/10.1007/s00216-018-0931-z 

 

Silva, R. F., & Riedemann, S. (2007). Seroprevalencia de leptospirosis canina en perros 

atendidos en clínicas veterinarias, mediante aglutinación microscópica y comparación con las 

técnicas de aislamiento e inmunofluorescencia indirecta. Archivos de medicina 

veterinaria, 39(3), 269-274. 

 

Sommer, S. (2005). The importance of immune gene variability (MHC) in evolutionary ecology 

and conservation. Frontiers In Zoology, 2(1). doi: 10.1186/1742-9994-2-16 

 

Starčič Erjavec, M. (2019). Annealing Temperature of 55°C and Specificity of Primer Binding in 

PCR Reactions. Synthetic Biology - New Interdisciplinary Science. doi: 

10.5772/intechopen.85164 

 

Sykes, J.E., Hartmann, K., Lunn, K.F., Moore, G.E., Stoddard, R.A., Goldstein. R.E. ACVIM 

Small Animal Consensus Statement on Leptospirosis: Diagnosis, Epidemiology, Treatment, and 

Prevention. J Vet Intern Med. 2011, 25:1–13.  

 

Vijayachari, P. Sugunan, P. Shriram. N. Leptospirosis: an emerging global public health problem. 

J. Biosci. 2009; 33 (4): 557–569.  

 

Villumsen, S., Pedersen, R., Borre, M., Ahrens, P., Jensen, J., & Krogfelt, K. (2012). Novel 

TaqMan® PCR for detection of Leptospira species in urine and blood: Pit-falls of in silico 

validation. Journal Of Microbiological Methods, 91(1), 184-190. doi: 

10.1016/j.mimet.2012.06.009 

 

Walker-Daniels, J. (2012). Current PCR Methods. Materials And Methods, 2. doi: 

10.13070/mm.en.2.119 

 
Walter, R.W. Doencas infecciosas – Diagnostico e tratamento, Porto Alegre, Artmed, 2004.   

 

Woo, P. C. Y., Lau, S. K. P., Teng, J. L. L., Tse, H., & Yuen, K.-Y. (2008). Then and now: use of 

16S rDNA gene sequencing for bacterial identification and discovery of novel bacteria in clinical 

microbiology laboratories. Clinical Microbiology and Infection, 14(10), 908–

934. doi:10.1111/j.1469-0691.2008.02070.x  

 

Wu, J. Y., Jiang, X. T., Jiang, Y. X., Lu, S. Y., Zou, F., & Zhou, H. W. (2010). Effects of 

polymerase, template dilution and cycle number on PCR based 16 S rRNA diversity analysis 



53 

 

using the deep sequencing method. BMC microbiology, 10, 255. https://doi.org/10.1186/1471-

2180-10-255 

 

Zachary, J. (2017). Pathologic basis of veterinary disease (6th ed.). St. Louis (Missouri): Elsevier. 

 

Zhulin, I. (2016). Classic Spotlight: 16S rRNA Redefines Microbiology. Journal Of 

Bacteriology, 198(20), 2764-2765. doi: 10.1128/jb.00616-16 

 

Zuluaga León, A. G. (2009). Factores de riesgo asociados a leptospirosis en hatos bovinos de 

Pereira, 2002-2005. 

 
 


