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RESUMEN

El principal objetivo de este proyecto fue observar, in vitro, la formacion de
biofilm por parte de la Leptospira como una posible estrategia de sobrevivencia a
condiciones ambientales adversas.

Para este estudio se utilizo la bacteria Leptospira interrogans serovar Lai que se
obtuvo del laboratorio de Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito. La
bacteria fue cultivada en medio de enriquecimiento EMIJH (Ellinghausen &
Mecullough, modificado porJohnson & Harries) (Acosta, 1994) y posteriormente se le
privé de nutrientes al pasarlas a agua bidestilada, para asemejar las condiciones
naturales de bajos nutrientes, con una placa de vidrio para proporcionar una superficie
de adherencia a las bacterias.

Debido a la falta de nutrientes se pudo observar la produccion del biofilm sobre
la superficie de vidrio bajo microscopia de campo oscuro. Adicionalmente al biofilm se
observo estructuras similares a vesiculas que parecen ser una estrategia alterna de
supervivencia a condiciones ambientales adversas.

La placa que contenia al biofilm fue tefiida con cristal-violeta para confirmar su
produccion.

Por otro lado la placa con biofilm fue colocada nuevamente en el medio nutritivo
EMIJH y se observd es que ambas estructuras, tanto el biofilm como las vesiculas,
liberaban nuevamente espiroquetas.

Con estos resultados se puede comprobar la formacion de estructuras complejas
por parte de la Leptospira como estrategias de supervivencia a condiciones ambientales

adversas.



ABSTRACT

The main goal of this Project was to watch, in vitro, the biofilm formation in
Leptospira like a survive strategy to adverse environment conditions.

The Leptospira interrogans serovar Lai of the Microbiology laboratory of the
San Francisco de Quito University was used in this study. The bacterium was cultivated
in an enrichment medium EMIJH and then the nutrients were eliminated and the
bacterium were putted in bidestilated water, to simulate normal environment conditions,
with a glass plaque to give the bacterium a surface to get stick.

The biofilm was produced over the glass surface because the lack of nutrients
and it was watched under dark field microscopy. Additionally to the biofilm, there were
watched structures similar to bladders, that seems to be an alternative strategy of survive
to adverse environment conditions.

The glass plaque with biofilm was dyed with crystal-violet to confirm it
production.

Another glass plaque with biofilm was put again in EMJH médium and there
was watch that both, the biofilm and the bladders, get the spirochetes free again.

These results let verify the formation of complex structures in Leptospira like

strategies to survive to adverse environment conditions.
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1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades del género Leptospira

La Leptospira es una espiroqueta Gram-negativa, que produce una enfermedad
denominada Leptospirosis, la cual es una zoonosis de distribucion mundial causada por
especies patogenas de Leptospira. Los sintomas en humanos tienen un amplio rango,
desde una infeccion subclinica hasta un sindrome hemorragico severo con infeccion en
varios oOrganos y alta mortalidad. Esta enfermedad fue descrita por primera vez por
Adolf Weil y por ello a la forma severa de Leptospirosis se la conoce con el nombre de
“enfermedad de Weil” (Levet, 2001).

Estas bacterias son extremadamente moviles, flexible, espirales, aerobias
obligadas y viven en ambientes himedos con pH neutro o ligeramente alcalino con una
temperatura Optima entre 28 y 30°C (Levet, 2001; Trueba, 2002) y pueden producir
catalasa y oxidasa (Levet, 2001). El tamafio de estas varia entre 0,1 a 0,2 um de ancho y
de 6 hasta 20 um de largo (Betancourt, 2000; Levet, 2001), aunque se han encontrado
algunas bacterias mas largas pero son esporadicas (Levet, 2001). Adicionalmente
poseen estructuras como ganchos en los extremos y 2 endoflagelos que los utilizan para
su movilidad (Betancourt, 2000; Levet, 2001).

1.2. Clasificacion del género Leptospira

En la actualidad el género Leptospira ha sido clasificado genotipicamente en 16
genoespecies diferentes. Algunas de estas especies corresponden a bacterias de vida
libre y otras de vida parasitica. En algunos casos la misma especie puede tener ambos

tipos (Levet, 2001).



1.3. Epidemiologia de las Leptospirosis

La manera en que esta bacteria ingresa al organismo es por medio de las
mucosas, especialmente de los 0jos, nariz y boca y por heridas o raspones que liberan
hemoglobina, esta tltima es la sustancia que atrae a las leptospiras patdgenas debido a
su afinidad por ella (Betancourt, 2000). Para cultivar éste tipo de bacterias se requiere
de un medio enriquecido con vitaminas (B2, B12 y factores de crecimiento), acidos
grasos de cadena larga (como fuentes de carbono) y sales de amonio (Levet, 2001).

El predominio de su distribucion estd en las zonas tropicales (Betancourt, 2000).
Las espiroquetas patdogenas estdn asociadas en la naturaleza a los rifiones de los
animales que los portan (Levet, 2001; Trueba 2002). La forma en la que la leptospirosis
se distribuye es mediante orina y agua contaminada con la orina de animales infectados.
Ademas algunos estudios sugieren que la lluvia incrementa la supervivencia de estas
bacterias en el agua al diluir las sales y metabolitos microbianos (Trueba, 2002).

Por ejemplo en el afio de 1995 se presentd en Nicaragua un brote importante de
leptospirosis con alrededor de 2000 casos y mas de 50 muertes. Tres aflos mas tarde,
debido a la presencia del huracdn Mitch en la zona de Centroamérica, se presentd un
nuevo brote de leptospirosis, siendo Honduras el pais mas afectado, lo curioso es que en
Honduras la leptospirosis no era notificada con frecuencia y debido a la falta de
conocimiento de la enfermedad llegé a confundirsela con meningitis aséptica, dengue,
influenza o hepatitis (Naranjo, 2007).

Adicionalmente, se ha demostrado que la Leptospira puede permanecer en el
agua por largos periodos de tiempo y dividirse en agua destilada e incluso mantener su
motilidad rotativa durante 98 dias (Trueba, 2002).

Por otro lado es muy probable que una de las formas en que la leptospira

sobreviva a ambientes acudticos naturales con bajas concentraciones de nutrientes sea



debido a una interaccion con otro tipo de organismos ambientales a los cuales los pueda
utilizar como fuente de nutrientes como sucede con Vibrio cholerae (Trueba, 2002).

Las leptospiras, junto a Treponema dentricola y Brachyspira, son las Unicas
espiroquetas patdogenas que pueden vivir en el ambiente y sin un organismo vivo
porque existen otras espiroquetas patéogenas que requieren de un huésped como
Treponema pallidum o Borellia burdoferi (Vinetz, 1996).

Una forma de supervivencia en el ambiente es el biofilm, su produccién puede
jugar un papel importante en el transporte cronico de las leptospiras en reservorios
animales. Incluso se ha demostrado que la leptospira posee genes que codifican
proteinas envueltas en la produccién de exopolisacaricos que pueden contribuir con la
colonizacién de superficies bidticas y abioticas (Picardeau, 2008).

1.4. Formacion y caracteristicas del biofilm

Los biofilms son aglomeraciones de microorganismos que crecen tanto en
superficies inertes como en tejidos vivos, el primer microorganismo se adhiere a la
superficie mediante adhesinas que son producidas por los mismos microorganismos y
cuando llegan a formar un grupo comienzan a producir una matriz extracelular que va a
ser la estructura externa del biofilm (Herrera, 2004; Lasa, 2005).

Las bacterias producen biofilms debido a que perciben cambios adversos en el
ambiente que afectan su crecimiento o incluso producir su muerte. Estos cambios
pueden darse en la temperatura, el pH, los nutrientes y algunas caracteristicas mas que
afectan al desarrollo de las bacterias. En realidad la estructura de un biofilm esta
dividida en tres componentes. La masa de células (que puede estar conformada por una
o varias especies de bacterias), los espacios intercelulares y la matriz extracelular,
formada por los exopolisacaridos, proteinas, acidos nucleicos y otros compuestos, por

ello los biofilms llegan a tener una forma tridimensional que varia dependiendo del tipo



de bacterias que lo estén formando y del motivo por el que fue formado, yq que su
formacion pudo darse por una variacion desfavorable de la temperatura ambiental o por
disminucion de los nutrientes disponibles. La variedad de condiciones desfavorables
que pueden surgir permiten la formacion de un biofilm diferente en cada una de ellas
(Greenberg, 2000; Lasa, 2005).

El biofilm es producido por los organismos se inicia con la deteccion de
inductores moleculares, las acil-homoserina lactones (acyl-HSLs) en el caso de las
bacterias Gram-negativas, y algunos péptidos en el caso de las Gram-positivas
(Greenberg, 2000; Lasa, 2005). En algunos casos estos inductores son producidos por la
misma bacteria creando de esta forma un sistema de autoinducciéon denominado
“quorum sensing”. Este sistema depende de la concentracion de autoinductores en el
ambiente para que empiece su funcionamiento, ya que mientras mayor sea la cantidad
de inductor existente en el ambiente mayor va a ser la rapidez que los microorganismos
respondan a ¢l (Greenberg, 2000; Lasa, 2005).

Al mismo tiempo que existen moléculas que activan el proceso de gquorum
sensing, también existen otras moléculas que lo inhiben, como es en el caso de las
bacterias gram-negativas que se ha descubierto una molécula denominada “furanona”
que es secretada por un alga, Delinea pulcra, que posee una estructura muy similar a las
acil-homoserina lactonas, pero la gran diferencia es que ésta furanona tiene una
actividad contraria inhibiendo el proceso de quorum sensing. Por otro lado en el caso de
las Gram-positivas se ha encontrado un péptido en Staphylococcus aureus, al que se le
ha denominado RIP, que inhibe el proceso de quorum sensing y, por ende, la formacion
de biofilm (Lasa, 2005).

En cuanto a la matriz del biofilm, esta hecha por exopolisacaridos que proveen

una proteccion extra a las bacterias que se encuentran en su interior (Lasa, 2005).



Debido a este tipo de asociacion bacteriana es que pueden sobrevivir e incluso crecer en
la naturaleza (Herrera, 2004). Adicionalmente las bacterias que se encuentran en las
capas de la base son metabolicamente inactivas, y es por ello se hacen resistentes a los
antibidticos. Esta resistencia es la que hace de los biofilms estructuras de dificil
eliminacion y control de los mismos, tanto en el campo de la medicina, como en el de la
industria. (Piera, 2003).

La importancia del biofilm es que hace a las bacterias mas infectivas porque
pueden llegar a tener mas de 100 veces la resistencia a antibidticos que una bacteria que
no est¢ formando parte del biofilm, incluso pueden llegar a ser resistentes a biocidas
oxidantes como al cloro, al yodo o al ozono (Lasa, 2005). Incluso debido a este
comportamiento las bacterias pueden vivir en lugar inhospitos para la mayoria de seres
vivos. Adicionalmente los microorganismos dentro del biofilm representan un
reservorio de bacterias y ser factores para producir una contaminacion cruzada (Piera,

2003)

La forma en que esta estructura empieza a formarse en algunas bacterias por
accion de los flagelos o pilis que éstas poseen (en el caso de las Gram-negativas) o de
algunas proteinas de superficie como AtlE, o Bap (en el caso de las Gram-positivas).
Estas estructuras les permiten adherirse a cualquier superficie. Aunque los mecanismos
antes mencionados no son los unicos que les permiten agruparse, también existen otros
mecanismos como la sintesis de celulosa (para adherirse a las plantas) o las adhesinas
(para adherirse a superficies e incluso a otras bacterias). Estas ultimas con las que
permiten la formacién inicial de biofilms conformados por varias bacterias en la parte
interna se puede observar una cooperacion metabolica y un intercambio de sustratos y
nutrientes e incluso el transporte horizontal de genes mediante fagos o plasmidos (Lasa,

2005).



Una ventaja que presenta el biofilm es que atrapan los nutrientes del ambiente,
lo que permite que las bacterias en su interior puedan sobrevivir. (Lasa, 2005)

Una vez dada la adhesion a la superficie comienza la division celular, en este
punto se empieza a forma una colonia y posteriormente al existir déficit de nutrientes
comienza la produccion de exopolisacaridos por parte de los microorganismos que van a
dar la forma tridimensional final del biofilm (Lasa, 2005), que se podria decir que es
una forma avanzada de colonia, o el grado mas elevado de la misma. Al final de la
formacién del biofilm, como paso final del mismo, algunas de las bacterias se liberan
para colonizar nuevas superficies (Lasa, 2005), pero estas bacterias tienen una ventaja
ya que estas al salir del biofilm estan mas preparadas que las iniciales ya que las que son
expulsadas del biofilm ya poseen exonucleasas en la superficie, lo que les permite
adherirse con mayor facilidad a un nuevo sustrato (Piera, 2003). Con el proceso de
colonizacidn, se cierra el ciclo del proceso de desarrollo de un biofilm (Lasa, 2005).

La estructura de un biofilm no es solamente bacterias, es mas las bacterias junto
con la matriz de exopolisacaridos solo llegan a representar un 3% del contenido total del
biofilm, el 97% restante estd basicamente formado por agua, lo que permite que las
bacterias que se encuentran en el interior del biofilm puedan acceder a los nutrientes y
oxigeno que se encuentran en el exterior del mismo, esto se da mediante el flujo del
agua a través de canales que se forman dentro de la matriz permitiendo la circulacion,
tanto de nutrientes, como de oxigeno (Lasa, 2005), importante en el caso de las
Leptospira que son bacterias aerobias obligadas. Esta estructura tridimensional
proporciona varios ambientes internos en donde se pueden encontrar pequefias
variaciones de pH o concentracion de oxigeno. Por ello es que solamente las bacterias

en la superficie son las que siguen multiplicandose, ya que se crean diferencias en los



metabolismos de las bacterias en cada una de las diferentes capas que se crean en el
biofilm (Lasa, 2005).

Actualmente se conoce que la Leptospira posee genes que codifican sefales que
le ayudan a la formacion del biofilm, incluso se conocia su capacidad por formar
agregaciones de bacterias como una forma de sobrevivir en agua fresca (Trueba, 2004).
Pero no es hasta el presente afio que se pudo demostrar que esta agregacion bacteriana

se debe a la formacion de biofilm (Ristow, 2008).



2. JUSTIFICACION

Este proyecto se realizé dada la importancia que tiene la letospirosis en el campo
de la salud publica, asociada principalmente a inundaciones donde se producen la
mayoria de brotes. Por otro lado, es importante conocer cudles son las estrategias que
tiene la Leptospira para mantener su infectividad en el agua cuando se generan dichas
condiciones.

La leptospirosis es una zoonosis que se encuentra muy difundida en el mundo y
causa muchos perjuicios economicos (Naranjo 2007). En paises de Latino América esta
enfermedad ha sido diagnosticada con mayor frecuencia en los ultimos afios, y este
aumento se debe a algunos fendmenos ambientales que han favorecido su propagacion,
como es el caso del fenomeno del Nifio (Levet, 2001).

Al ser una enfermedad que se encuentra principalmente en las zonas tropicales y
subtropicales, los paises que estan presentes en dichas zonas son los mas afectados por
ella, pero lo que hace que esta enfermedad cobre importancia son las condiciones
ambientales como las precipitaciones de lluvias, el aumento del caudal de los rios,
variaciones en la temperatura y humedad relativa e incluso el pH y la composicion de
los suelos (Levet, 2001).

Como se mencion6 en el parrafo anterior, uno de los fendmenos naturales que
han ayudado a la distribucion de estas espiroquetas a lo largo de paises tropicales es el
fenomeno del Nifio, que traen con ¢l el aumento en las precipitaciones de lluvias, el
aumento en el caudal de los rios, que en algunos casos llegan a inundar ciudades y con
ello facilitar el contacto entre la Leptospira y los animales huéspedes y el humano.

Las dos primeras condiciones ambientales, precipitacion de lluvias y aumento
del caudal de los rios, son las mds importantes al momento de la transmision de la

enfermedad, debido a que ha sido demostrado que el agua es el principal vehiculo de



transporte para la Leptospira y en el cual puede permanecer por largos periodos de
tiempo con escasos o nulos nutrientes (Trueba et al, 2002).

Al ser el Ecuador un pais que se encuentra situado en una zona tropical y que
sufre los ataques de fendémenos naturales como el del Nifio, es de gran importancia
conocer sobre la leptospirosis y el comportamiento de la bacteria que causa.

El ultimo brote epidémico de importancia se lo reporté en 1998, durante el
fenomeno del Nifio, dicho brote comenzo6 en el mes de enero del mencionado afio y
empez6 en la provincia del Guayas debido a fuertes lluvias que produjeron serias
inundaciones y desbordamientos de rios. En dicho afo, en el mes de octubre segln el
Ministerio de Salud Publica del Ecuador se reportaron 338 casos de leptospirosis que
incluian 19 fallecimientos, debido a la mencionada enfermedad, en varias provincias de
la Costa ecuatoriana. (Ministerio de Salud Publica, 1998).

El propdsito de este proyecto es recrear in vitro las condiciones ambientales a las
que la Leptospira se ve expuesta y estudiar las estrategias de como es que esta bacteria
puede sobrevivir y mantener su virulencia en el agua en condiciones adversas. Cabe
recalcar que este es el primer estudio sobre la formacion de biofilm como mecanismo de

sobrevivencia de la Leptospira en el agua que se ha hecho en el Ecuador.



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general
El proposito de este estudio fue investigar in vitro el comportamiento de la
Leptospira en agua.
3.2. Objetivos especificos
- Investigar la posibilidad de formacién de biofilm como mecanismo de
supervivencia en Leptospira.
- Intentar la formacion de biofilm en diferentes superficies para determinar en cuél
de ellas se podia observar mejor la formacion de biofilm.
- Utilizar técnicas de microscopia y tinciéon para comprobar la formacion de

biofilm.

4. AREA DE ESTUDIO

La bacteria utilizada en este estudio, fue Leptospira interrogans serovar Lai del
cepario del laboratorio de Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito. El
manejo y la experimentacion de esta bacteria se la realizaron en el laboratorio de
microbiologia de la USFQ. Adicionalmente todo el trabajo de laboratorio se realizé con

material autoclavado y dentro de la cdmara de flujo laminar.



5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Materiales

5.1.1. Cultivo de Leptospira
* Medio EMJH (Ellinghausen & Mecullough, modificado porJohnson & Harries)
(Acosta, 1994) que consta de 2 partes:
0 Medio Basal = NH4CL; Piruvato de Sodio; Tiamina; Glicerol; NaCl; NH4CI;
KH2PO4.
0 Suplemento de albumina = FeSQO4; ZNSO4 7H,0; MgCl, ¢H,O; BSA; CaCl,
»H,0; Cianocobalamina (vitamina B12).
* Agua Bidestilada
* Estufa Lab-line Imperial II
5.1.2.Centrifugacion de Leptospira
* Centrifuga Eppendorf 5415D
5.1.3.Conteo de supervivencia de Leptospira luego de centrifugacion
e (Céamara de Petroff — Hausser
* Microscopio de campo oscuro Olympus BX40
5.1.4.Cultivo de Leptospiras en agua 'y observacion de biofilm
* Agua Bidestilada Estéril pH 7.2
* Estufa Lab-line Imperial II
*  Microscopio de campo oscuro Olympus BX40
5.1.5.Tincion de placa
e Cristal violeta

* Microscopio de campo claro Leica



5.2. Métodos
5.2.1.Cultivo inicial de Leptospira

La bacteria utilizada en este estudio fue L.interrogans serovar Lai, obtenida del
cepario del laboratorio de Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito.

El cultivo inicial comenzé el 18 de agosto del 2007 en el laboratorio de
Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito.

La Leptospira fue cultivada en el medio EMJH (Ellinghausen & Mecullough,
modificado porJohnson & Harries) (Acosta, 1994) a 27°C en tubos de ensayo de 25 mls
(Figura 1). Cada tubo contenia 10 ml de medio EMJH y 1 ml del cultivo de
L.interrogans serovar Lai. Se cultivaron 4 dias a las bacterias antes de obtener un
crecimiento logaritmico y poderla utilizar para realizar un cultivo masivo. Para el
cultivo masivo se tomod 1 ml de bacterias que se encontraban en crecimiento logaritmico
y se las anadi6 a 100 ml de nuevo medio EMJH en un matraz Erlenmeyer de 250 ml
(Figura 2). Con el cultivo masivo se consiguié una concentracion importante de células
para realizar los siguientes experimentos.
5.2.2.0btencion de células de Leptospira libres de médio

Luego de 5 dias el cultivo masivo fue dividido en 4 tubos, de 25 ml cada uno, y
fueron centrifugados durante 5 minutos a 5000rpm a una temperatura de 25°C.
5.2.3.Contaje de células viables de Leptospira luego de centrifugacion

Posterior se elimind el sobrenadante y se resuspendio en agua estéril pH 7,2 en
cada uno de los 4 tubos, a continuacion se midié la concentracion de las bacterias
colocando 3l de la re suspension de bacterias en la placa de conteo de Petroff-Hauser.
Se realiz6 el conteo de 10 cuadrantes al azar y con ellos se sacé un promedio para
obtener la concentracion de células viables. Al final se utilizo ese promedio para obtener

el nimero total de leptospiras por mililitro utilizando la formula:



Z= [promedio x 400 x 50 x 1000].

5.2.4.Formacion de biofilm “in vitro”

Como paso siguiente se colocaron 15ml de la re suspension de Leptospira Lai y
10 ml de agua bidestilada estéril pH7.2 en un tubo Falcon de 50ml y posteriormente se
coloco un portaobjetos estéril de forma vertical dentro del tubo Falcon (Figura 3). Por
cada ensayo se realizaron 7 tubos Falcon.

Finalmente los tubos fueron colocados en la estufa a 27°C e incub6 durante 15
dias (Figura 4).

Luego del mencionado periodo, los porta objetos de los tubos Falcon fueron
observados en el microscopio de campo oscuro en el lente 40x en tiempos diferentes. La
primera placa se la observa inmediatamente después de sacarla del tubo Falcon y las 3
siguientes se las observe con 30 minutos de diferencia durante 1 hora y media.
5.2.5.Tincion de placa

Al mismo tiempo una placa fue introducida en metanol durante 5 minutos para
fijarla y luego se la tifid con cristal-violeta colocando 5 gotas del colorante sobre la
placa y se lo dejo actuar por 3 minutos, posteriormente se decolor6 la placa con agua
hasta eliminar el exceso de colorante, finalmente se observo la placa en el microscopio

de campo claro en el lente de 100x con aceite de inmersion (Figura 5).



6. RESULTADOS

6.1.1. Cultivo inicial de Leptospira

Inicialmente se cultivaron 12 tubos con L. interrogans serovar Lai y conforme
estas iban madurando se los colocd en nuevo medio para mantener el cultivo. Algunos
tubos se contaminaron con hongos o cocos y fueron eliminados. Al final, para terminar
el estudio, se utilizaron dos tubos puros del cultivo inicial con Leptospira.
6.1.2. Centrifugacion de Leptospira

En esta parte del estudio se registraron una serie de problemas al momento de
extraer el sobrenadante ya que en algunas ocasiones el pellet de Leptospira se
desprendia del fondo de los tubos y tenia que ser centrifugado nuevamente. Luego de
algunos experimentos se llegd a estandarizar el proceso en 5000 rpm durante 5 minutos
a una temperatura de 25°C.
6.1.3.Conteo de supervivencia de Leptospira luego de centrifugacion

El conteo de Leptospira en la camara de Petroff-Hauser siempre produjo un
promedio diferente en cada experimento realizado, esto se debid a que el estado de
crecimiento de las bacterias siempre era diferente aunque el nimero de dias de cultivos
en la estufa y las condiciones de crecimiento eran las mismas. En la Tabla 1 se muestra
el nimero de experimento y la cantidad de bacterias que se obtuvo en cada uno de ellos.
6.1.4.Cultivo de Leptospira en agua y observacion de biofilm

La formacion de biofilm se pudo observar a los 15 dias de realizado el cultivo a

27°C (Figura 6), en la placa se observd a algunas Lestospira inmovilizadas en una
matriz translucida, que estaban formando parte del biofilm, otras que estaban alrededor
del mismo y también se podia evidenciar la matriz del mismo. Adicionalmente

alrededor del biofilm se observaban formas similares a vesiculas, que posiblemente se



traten de otra forma adaptativa de las Leptospira para sobrevivir a condiciones adversas.
En esta etapa la actividad de las bacterias era baja, muy poco movilidad.

En una segunda observacion, luego de colocar la placa con biofilm en medio
EMJH durante 10 minutos, se pudieron observar las mismas estructuras que en la placa
inicial, pero en esta ocasion, las bacterias que estaban formando parte del biofilm se
empezaron a desprenderse del mismo y a volverse mas moviles (Figura 8).

La observacion siguiente se llevo a cabo a los 20 minutos de colocar la placa en
medio EMJH vy los resultados fueron muy similares a los vistos a los 10 minutos, solo
que en esta ocasion algunas bacterias mas se desprendieron del biofilm y un numero
mayor de vesiculas desaparecieron (Figura 9).

Conforme aumentaba el tiempo de la placa en medio EMJH el biofilm iba
desapareciendo, aunque la placa de los 20 minutos y la de los 30 minutos no muestra
una diferencia sustancial, la Gnica diferencia notoria fue que luego de los 30 minutos se
observaban més Leptospira libres y moviles y se observaron menos vesiculas (Figura
10).

Luego de dejar a la placa de biofilm durante una hora en medio EMJH la cantidad
de biofilm observado fue minima y ya casi no se observaron vesiculas, por el contrario
el numero de Leptospira libres y moviles era aun mayor y se las podia diferenciar
facilmente del biofilm (Figura 11).

Y finalmente luego de 1 hora y media de colocada la placa en medio EMJH solo
unas pocas Leptospira estaban formando parte del biofilm, ya casi ninguna vesicula y
mas bien lo que se podia observar eran manchas en la placa que parece ser las zonas de
contacto de las bacterias con la superficie de la placa, lo que sugiere que pueden ser las
adesinas o sustancias que les permiten a las bacterias adherirse a la superficie (Figura

12).



6.1.5. Tincion de placa

En cuanto a la tincioén de la placa de biofilm con cristal-violeta lo que se pudo
observar es a los exopolisacaricos tefiidos de morado como se puede ver en la Figura 5
(conjunto de cuatro fotos), aunque la fijacion del biofilm no fue homogénea, y debido a
ello el biofilm se dividid y se observan a la capa de exopolosacaridos en diferentes
lugares de la placa. Lo importante de la tincion es que el hecho que haya una tincion es
una evidencia que comprueba la produccion de exopolisacarido por parte de las

bacterias.



7. DISCUSION
Estudios preliminares han demostrado que la Leptospira puede mantenerse
viable en el agua por periodos de tiempo largos (Trueba, 2002), y probablemente lo
consigue gracias a la formacion de biofilm y/6 asociaciones microbianas favorables.
Recientemente se ha reportado la formacion de biofilm por parte de Leptospira
saprofitica y patdgena en condiciones de ambruna (Ristow, 2008).

La capacidad de Leptospira de mantenerse viable por largos periodos de tiempo
en el agua facilitaria el aumento de espiroquetas en el ambiente y facilitar la infeccion.
Por lo tanto, esta tactica de sobrevivencia en el agua juega un rol muy importante en la
transmision y la epidemiologia de la leptospirosis. Con este estudio se tratd de
demostrar que la formacion de biofilm es una de las estrategias que utiliza la Leptospira
para sobrevivir en el agua y a la vez mantener su virulencia, aun cuando las fuentes de
nutrientes y las condiciones ambientales sean adversas para su desarrollo.

Durante este estudio se observd la formacion in vitro de biofilm de Leptospira
interrogans serovar Lai bajo condiciones similares al medio ambiente. Adicionalmente,
en un estudio anterior (Mejia, 2007), se demostré que la Leptospira patogénica puede
formar asociaciones favorables con otras bacterias ambientales, por lo tanto es posible
que la sobrevivencia de esta bacteria dependa de estas dos estrategias.

Desde hace algin tiempo se han venido formulando hipétesis sobre como es que
la Leptospira puede mantenerse viable en el medio ambiente, ya que en la naturaleza
existen factores adversos como cambios de pH, salinidad, temperatura, entre otros, que
pueden afectar su supervivencia, incluso la composicion quimica del suelo y el grado de
sombra pueden afectar su crecimiento. Al parecer una hipotesis sugiere que la
asociacion con otras bacterias es una via por las cuales la Leptospira puede vivir en

condiciones adversas. (Karaseva, 1973; Smith, 1961). Ahora se suma a este hecho la



capacidad de Leptospira de formar biofilm como mecanismo de sobrevivencia en el
medio acudtico.

En cuanto a la formacion de biofilm en laboratorio se pudo observar estructuras
semejantes a quistes o vesiculas, que ha sido previamente descrito como un cambio
morfoloégico que optan ciertas bacterias para sobrevivir a condiciones adversas
(Czekalowski, 1953). Este evento ya ha sido mencionado por algunos leptospirélogos
que han descartado la posibilidad de un cambio de morfologia por parte de Leptospira.
Sin embargo, se ha reportado que la presencia de estas vesiculas esta asociada a la
formacion de biofilm de Leptospira (Ristow, 2008). Por lo tanto, el estudio de estas
estructuras como un posible estado de latencia o de resistencia en respuesta a
condiciones ambientales desfavorables debe ser motivo de otra investigacion.

En este estudio se observé que las leptospiras y vesiculas formadoras de biofilm,
inicialmente inmoviles e inmersas en la matriz de exopolisacarido, recuperaron la
movilidad cuando fueron transferidas a medio de cultivo EMJH. En Pseudomonas
aeruginosa se ha descrito que cuando un biofilm es colocado en un medio con
nutrientes suficientes, las bacterias dejan su estado béntico (adherido a una superficie)
para volver a su estado plantonico (libre en el medio) (Bester, 2005; Claeson, 2006).
Esto demuestra que cambios en la composicion del agua, serian las sefales para que

Leptospira deje su estado béntico en busca de un organismo hospedador.

8. CONCLUSIONES

* Se comprobd, in vitro, la formacion de biofilm por parte de Leptospira en agua.

* El tamaio del biofilm formado esta directamente relacionado a la cantidad de
leptospiras iniciales en el medio. Al ser un estudio de laboratorio, con

condiciones controladas, el numero de leptospiras no podia aumentar, como



suele darse en la naturaleza por ingreso de nuevas leptospiras a un biofilm
establecido para hacerlo mas grande.

* A la formacién del biofilm le acompana la creacion de aparentes vesiculas, por
parte de las leptospiras, que podrian ser estructuras de latencia que forman para
su sobrevivencia.

* Las bacterias y vesiculas provenientes del biofilm al ser colocados en medio
EMJH se liberan y generan espiroquetas libres y moviles, por lo que la
formacion de ambas estructuras podrian ser procesos reversibles.

e El comportamiento de la Leptospira en el agua es muy similar a la de otras
bacterias como Vibrio, esto se comprueba ya que ambos tipos de bacterias
poseen una vida dual y tienen genomas de gran tamafio, dentro de los cuales
pueden estar genes involucrados en la supervivencia de estas bacterias en el
medio ambiente, contrariamente a bacterias con genomas pequeflos que han
perdido la capacidad de sobrevivir en el ambiente y dependen del encuentro con
un hospedador para su supervivencia.

* En el medio ambiente existen diversas técnicas que utilizan los microorganismos

para sobrevivir, una de ellas es la formacion de biofilm.

9. RECOMENDACIONES
Realizar la observacion del biofilm con microscopia electronica, para
caracterizar con precision las estructuras esféricas (vesiculas) que acompafian al
biofilm.
Adicionalmente realizar inmunofluorescencia para comprobar que las bacterias

formadoras del biofilm son verdaderamente leptospiras.



Estudiar a las estructuras similares a vesiculas, para determinar su forma y
composicion, de igual manera en este tema seria importante utilizar microscopia
electronica para ello.

Por otro lado, seria interesante realizar un video de alta definicion del
comportamiento de las vesiculas cuando se las vuelve a colocar en medio para ver como

es que dejan su estado de latencia y vuelven a su estado plantonico.
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11. TABLAS

Nimero de experimento Promedio Nimero de bacterias x ml
(bact. X cuadrante)

Experimento N°1 6,2 124°000.000

Experimento N°2 10,4 208°000.000

Experimento N°3 4,0 80°000.000

Tabla 1. Numero de experimento y cantidad de Leptospira que se contd en cada uno de ellos después de realizada la

centrifugacion y la resuspension en agua.




12. FIGURAS

Figura 1: Cultivo primario de Leptospira en medio EMJH

Figura 2: Cultivo masivo de Leptospira en matraz Erlenmeyer

Figura 3: Cultivo de Leptospira en agua en tubos Falcon con portaobjetos



Figura 4: Cultivos de tubos Falcon con portaobjetos

Figura 5: Tincién de una placa con biofilm
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Leptospiras
libres

Figura 6: Observacion de biofilm de Leptospira, después de 15 dias de
cultivadas en agua

Vesiculas

Leptospiras
partes de biofilm

Matriz

Figura 7: Observacion de biofilm de Leptospira, después de 1 mes de
cultivadas en agua



Figura 8: Observacion de biofilm de Leptospira, después de 10 minutos de
colocadas en medio EMJH

Figura 9: Observacion de biofilm de Leptospira, después de 20 minutos de
colocadas en medio EMJH



Leptospiras
sueltas

Figura 10: Observacion de biofilm de Leptospira, después de 30 minutos de
colocadas en medio EMJH

Figura 11: Observacion de biofilm de Leptospira, después de 1 hora de
colocadas en medio EMJH



Figura 12: Observacion de biofilm de Leptospira, después de 1 hora y 30 minutos
de colocadas en medio EMJH



