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a Leptospirosis es una enfermedad

zoondtica con altas tasas de mor-

bimortalidad en humanos y ani-
males causada por una espiroqueta
que se encuentra en el medioambien-
te y una amplia gama de animales
(Diaz et al. 2011; Organizacién Mundial
de Sanidad Animal 2008). La bacteria
genera trastornos reproductivos en
los bovinos y porcinos y esta clasifica-
da en subgrupos y serovares determi-
nados por sus funciones antigénicas
(Zuluaga 2009).

El género Leptospira esta dividido en
especies patogenas y saprofitas con 20
genomoespecies, basado en el estudio
del gen 16S; a su vez, se han dividido
en tres grupos filogenéticos: patogenas,
intermedias y saprofiticas, y cada uno
de ellos estd conformado por diferentes
serovares, considerados de importancia
para monitoreo diagndstico y epide-
miolégico (Fenner et al. 2010; Cerqueira
y Picardeau 2009).

En estudios epidemiologicos reali-
zados en el pais (Diaz et al. 2011) se exa-
minaron seroldgicamente 2.140 sueros
bovinos del Eje Cafetero y se encontrd
que 681 muestras (32 %) resultaron po-
sitivas al serovar L. hardjo; 390 muestras
(18,2 %), al serovar L. icterohaemorrhagiae;
207 muestras (9,6 %) al serovar L. pomo-
nay 182 (8,5 %) al serovar L. canicola.

Evidencias seroldgicas y aisla-
mientos realizados en el pais, indican
que L. hardjo tiene importancia epide-
miologica en los bovinos de los Llanos
Orientales con prevalencias del 63,5
%, en hatos del Valle del Cauca, con el
80,9 % y en la costa Caribe, con el 89,1
%. Asi mismo, estudios de las regiones
Caribe, Piedemonte Llanero y Andina
mostraron prevalencias de Leptospiro-
sis serovar L. hardjo del 32,8 %, 24,8 %
y 14,4 %, respectivamente, con un pro-
medio para el pais del 21,7 %.

El objetivo de este trabajo fue clasi-
ficar aislamientos de campo de Leptos-
pira a través del analisis filogenético y
de los ribopatrones basados en el po-
limorfismo generado por los fragmen-
tos de restriccion de longitud polimdrfica
(RFLP), utilizando como marcador
molecular el gen 165 ADNF¥, con el fin
de poder identificar especie, grupo de
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patogenecidad, serovar y variantes ge-
néticas dentro de estos aislamientos.

Las ecorregiones escogidas para
desarrollar el trabajo fueron Valles In-
terandinos, Costa Caribe y Piedemon-
te Llanero. Se tomaron 140 muestras de
rifién y 20 de orina de bovinos, direc-
tamente de vejiga, en cinco mataderos
ubicados en Zipaquira (Cundinamar-
ca), Ibagué-Espinal (Tolima), Guamal
(Meta) y Ciénaga de Oro (Cérdoba). Asi
mismo, se obtuvieron 367 muestras
de orina por miccién espontanea en
11 hatos bovinos ubicados en el Alti-
plano Cundiboyacense (3), Tolima (2),
Cordoba (2), Meta (2) y Casanare (2).
Para el trabajo de toma de muestras,
se utilizaron dos formatos de toma de
informacion en campo y, para los ais-
lamientos, se implementaron los pro-
tocolos de aislamiento de Leptospira a
partir de rifdén y de orina que hacen
parte del Banco de Germoplasma de Mi-
croorganismos, Virus y Bacterias de Cor-
poica, actualmente Agrosavia.

En la planta de sacrificio, se retir6 el
rifién completo y se transporto sin refri-
geracion a un sitio de menor contamina-
cion; el area de extraccion de la muestra
se esteriliz6 con una espatula caliente
y ayuda de una pipeta Pasteur estéril.
Se sembro en medio liquido Ellinghau-
sen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH)
y después de 48 horas de incubacion a
30 °C, se tomaron 3 ml del cultivo ini-
cial que fue filtrado a través de un filtro
milipore (0,22 pm) a un medio semiso-
lido con 0,1% de agar. La incubacién
a 30 °C se mantuvo hasta por 90 dias,
tiempo en el cual se descartd como ne-
gativo o se determind como positivo, al
observar la aparicion de un anillo en la
porciéon media del tubo, indicativo de
crecimiento de Leptospira spp.

El aislamiento de Leptospira spp., a
partir de orina recolectada de miccién
espontanea o directamente de vejiga de
animales sacrificados, se realizé pasan-
do 3 ml de la orina a través de un filtro
milipore (0,22 pm) y sembrado en me-
dio semisdlido Ellinghausen-McCullou-
gh-Johnson-Harris (EMJH) con 0,1% de

agar a 30 °C. Se revisaron los cultivos
cada 8 dias para observar el crecimiento
y verificar que no existiera contamina-
cién. Si se contaminaban, el cultivo era
filtrado con membrana de 0,22mm y
llevado nuevamente a incubacién a 30
°C, hasta observar o no el crecimiento
de Leptospira por un lapso no mayor a
90 dias.

Para el andlisis filogenético, a los
aislamientos se les realizd extraccion
de ADN por el método de fenol cloro-
formo, de acuerdo al protocolo Extrac-
cion de ADN para bacterias del género
Leptospira Cédigo IN-R-104. La amplifi-
cacién de la region 16S del ADNr fue
realizada por PCR (protocolo codigo IN-
R-107), utilizando iniciadores universa-
les externos (Morey et al. 2006; Janda y
Abbott 2007).

Los productos de PCR fueron clo-
nados, utilizando un kit comercial
TOPO TA 4 Cloning® Kit (Invitrogen)
y el ADN plasmidico fue secuenciado.
Las secuencias del 165 ADNr fueron
alineadas y comparadas con las bases
de datos del GenBank, usando el algo-
ritmo Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) para la construccion de los
arboles filogenéticos. Para la ribotipi-
ficacion, se utilizé la enzima de res-
triccidn EcoRV; este polimorfismo fue
evidenciado por Southern Blot, utili-
zando sondas marcadas, homologas a
secuencias de ADN del gen 16S ADNr
y el proceso de deteccién fue realizado
por quimioluminiscencia.

El andlisis de la secuencia del gen
16S ADNr de los aislamientos de Lep-
tospira permitio la identificacion de es-
pecie y clasificarlos dentro de los tres
grupos de patogenicidad previamente
establecidos: patdgeno, saprofito e in-
termedio. Este andlisis se realizd con
los siguientes criterios:

* Porcentaje de cubrimiento: por
medio del cual se determina el por-
centaje de homologia entre la secuen-
cia problema y las reportadas en las
bases de datos.

* Porcentaje de identidad: por me-
dio del cual se determina el grado de
identidad que existe entre la secuencia
problema y las reportadas en las bases
de datos. Los porcentajes por debajo



M: Marcador de ADN 1 kb Plus. 1. Lep 091; 2. Lep 092; 3.
Lep 093; 4. Lep 094; 5. Control negativo de reaccion.
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de 95 % no fueron tenidos en cuenta,
puesto que cepas con menor porcenta-
je de identidad en las secuencias de la
region del gen 16S ADNr es improba-
ble que lleguen a estar relacionadas a
nivel de especie.

* Valor E (E-Value): por medio del
cual se determina la probabilidad de que
el resultado obtenido sea el mas acertado

Una vez realizado el seguimien-
to bacterioldgico, se determinaron 69
aislamientos como sospechosos, los
cuales fueron sometidos a pruebas de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
amplificando el gen 16S del ADNfy,
para analizar si estas espiroquetas es-
tan agrupadas en un ancestro comun
de protospirocheta, como lo determi-
nan Paster et al. (1991). Se obtuvieron
cuatro productos de amplificacion de
la regién del 16S del ADNr (figura 1),
que mostraron un fragmento cuyo ta-
mano fue aproximadamente de 1.500
pb. Asi se determiné la presencia de
Leptospira spp., en esos aislamien-
tos, lo que confirma la sensibilidad
y especificidad de la prueba, de esta
manera se concordd con lo obtenido
anteriormente por varios investigado-
res que amplificaron el gen 16S (Gri-
mont y Grimont 1986; Paster et al. 1991;
Cerqueira y Picardeau 2009; Torres et al.
2013; Romero-Vivas et al. 2013).

Los asilamientos que amplificaron
a Leptospira pertenecian a los depar-
tamentos del Meta y Cundinamarca,

1.500pb

Fuente: Elaboracién propia

seglin se describe en la (tabla 1). Se
confirm6 que en Colombia, al igual
que en otros paises como Brasil, In-
dia y Nicaragua, existe circulaciéon de
cepas de Leptospira spp., en el sistema
de produccién bovino (Moreno y Agu-
delo- Flérez 2010). Estos aislamientos
de Leptospira en las dos zonas del pais,
son determinantes para estudios de
respuesta inmunolégica, dada la ca-
racteristica de patogenicidad de las
especies encontradas.

El analisis de secuencia de la region
16S ADNr de los cuatro aislamientos
de Leptospira permitio su clasificacion
en dos grupos de patogenicidad (tabla
2). Segun los resultados obtenidos del
analisis filogenético de este gen, tres
aislamientos fueron agrupados dentro
de las especies patdgenas y uno se re-
laciona filogenéticamente dentro del
grupo de Leptospiras que presentan
una patogenicidad de tipo intermedia;
es importante destacar que los arboles
filogenéticos de estos aislamientos
muestran mayor cercania con las
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especies patogenas que con las sapro-
fitas (Postic et al. 2000).

En la ribotificacion se obtuvieron
ribopatrones de cuatro aislamientos de
Leptospira y cinco cepas de referencia
con mayor identidad (serovares Vu-
ghia, Hurstbridge, Copenhageni y Lai); el
analisis de estos ribopatrones mostrd
la presencia de dos perfiles predomi-
nantes dentro de los cuatro aislamien-
tos (tabla 2). Un perfil coincidié con la
cepa de referencia intermedio y otro
perfil fue similar a la cepa de referen-
cia patogena serovares Copenhageni y
Lai. La patogenicidad del aislamien-
to que, por analisis filogenético fue
agrupado dentro de las Leptospiras de
tipo intermedia, se encuentra todavia
en estudio (Cerqueira y Picardeau 2009,
Torres et al. 2013; Moreno y Agude-
lo-Flérez 2010).

El aislamiento de cepas de cardc-
ter intermedio cobra gran importan-
cia, dado que no se sabe el patron
de comportamiento inmunolédgico
ante un huésped, lo que podria ge-
nerar respuestas variables ante la
presencia de este tipo de especies, lo
que hace mas complejos los estudios
epidemioldgicos.

Con los resultados obtenidos del
analisis de las secuencias del gen 165
ADNr se procedid a construir los ar-
boles filogenéticos que reflejan de for-
ma esquematica (figura 1) el grado de
parentesco genético entre las bacterias
comparadas utilizando el algoritmo
Blast y el método de clusters UPG-
MA (Unweighted Pair Group Method
using Arithmetic averages). El método
evidencié mayor parentesco entre los
aislamientos Lep093 y Lep094, estan-
do, a su vez, estos dos mas alejados

Aislamientos de Leptospira spp. que amplificaron por prue-

ba de PCR region 165 ADNr

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

Fuente: Elaboracién propia
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de los Lep091 y Lep092, con un por-
centaje de cubrimiento en todos los
casos del 99 y 100 % (figura 2). El re-
sultado del arbol filogenético de estos
aislamientos mostré efectivamente lo
que se esperaba: mayor acercamien-
to de los Lep093 y Lep094, dado que
estos tenian mayor afinidad por las
especies Leptospira interrogans serovar
Copenhageni y Leptospira interrogans
serovar Lai, como también mayor dis-
tanciamiento del Lep091 que tiene ma-
yor afinidad con la Leptospira noguchii
y Leptospira weilii serovar Vughia. El
aislamiento del grupo intermedio se
encuentra mas cercano a los Lep093 y
Lep094 (L. interrogans), lo que permite
inferir que posiblemente su compor-
tamiento ante un huésped podria ser
mas hacia patdgeno que saprofitico.
Los analisis filogenéticos de espe-
cies de Leptospiras, basados en secuen-
cias comparativas del gen 165ADNr,
permiten confirmar lo asegurado pre-
viamente (Paster et al. 1991; Schmid et
al. 1986, Matthias et al. 2008), sobre la
posibilidad de identificar tres grupos
basados en el estatus de patogenicidad
(patégeno, saprofitico e intermedio), donde
el propdsito taxondmico de los marca-
dores genera resultados consistentes en
obtener secuencias del gen 165 ADNr,
agrupados en un arbol filogenético.
Asi mismo, la agrupacion de las
bacterias por ribotipificaciéon es fre-
cuentemente usada para propoésitos
taxonomicos y caracterizacion de sub-
grupos de microorganismos de dife-
rentes especies de Leptospira (Grimont
y Grimont 1986). Lo importante del
uso de estas herramientas moleculares
es poder clasificar adecuadamente los
microorganismos de interés en salud
publica con el fin de tomar medidas
profilacticas y curativas adecuadas.

Andlisis filogenético. a.
Aislamiento de leptospira rela-
cionado filogenéticamente den-
tro del grupo patogeno; b. Aisla-
miento de leptospira relacionado
filogenéticamente dentro del
grupo intermedio.
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Secuencias de los diferentes aislamientos de campo de

Leptospira spp. en Colombia

Aislamiento

Especies con las de mayor identidad

Subgrupo
de patogenicidad

o Leptospira noguchii strain CZ 214 K 16S ribosomal RNA

gene, partial sequence

Lep 091 (Col-B-70)

Patdgeno

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

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

Lep 092 (Col-B-71)

sequence

Intermedio

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

o Leptospira interrogans serovar Copenhageni str. Fiocruz
L1-130. Strain Fiocruz L1-30 168 ribosomal

Lep 093 (Col-B-72)

Patdgeno

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

o Leptospira interrogans serovar Copenhageni str. Fiocruz
L1-130. Strain Fiocruz L1-30 168 ribosomal

Lep 094 (Col-B-73)

Patdgeno

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

Fuente: Elaboracién propia

El uso de la ribotipificacion de las espe-
cies de Leptospira spp., circulantes en el
sistema de produccién bovino es una he-
rramienta primordial y fundamental para
las entidades de control sanitario y para
los profesionales clinicos, que manejan
el diagnostico de la Leptospira spp., como
causal de problemas reproductivos. El
analisis filogenético del gen 16S permitio
clasificar los aislamientos dentro de las
especies reconocidas hasta el momento y
definir su estatus de patogenicidad.

La ribotificaciéon permitié confirmar
estos resultados y discriminar variantes
genéticas; sin embargo, no se observo
heterogeneidad dentro de los aisla-
mientos analizados. Los métodos de
analisis filogenético y ribotipificacién son
complementarios para la identificacion
de aislamientos patogenos de Leptospira
provenientes de diferentes fuentes.
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