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RESUMEN

La leptospirosis, una zoonosis ampliamente distribuida a nivel mundial, representa un desafio
significativo para Ecuador al ser una enfermedad desatendida. Las temperaturas y
precipitaciones caracteristicas de los climas tropicales son factores que favorecen la presencia
y supervivencia de la leptospira en el ambiente. La bacteria se transmite principalmente a través
de la orina de mamiferos infectados que actian como reservorios del patégeno. Los saladeros
son zonas en las que convergen una diversidad de especies de fauna silvestre con el objetivo
de obtener minerales, por lo que podrian ser fuentes importantes para la diseminacion y

contagio de la bacteria.

En este estudio, se recolectaron muestras de suelo de cuatro saladeros aledafios a las Estacion
Biodiversidad Tiputini en el Parque Nacional Yasuni, Ecuador. EI ADN obtenido fue analizado
mediante 2 ensayos de qPCR (lipL32 y SNP111) para la deteccion de leptospiras patogénicas.

Los resultados fueron negativos en ambos ensayos.

Sin embargo, la presencia de la bacteria no es descartada en este estudio debido a que varios
estudios han evidenciado la presencia de Leptospira spp. en la fauna silvestre de los saladeros.
Por lo tanto, se discuten diversos factores que podrian haber causado la inhibicion o
degradacion del ADN en las muestras, tales como la presencia de acidos himicos u otros
materiales organicos y el tipo de conservante utilizado durante el almacenamiento de las

muestras.

Palabras Clave: Leptospira, Saladeros, Fauna Silvestre, Molecular, Inhibicion



ABSTRACT

Leptospirosis, a widely distributed zoonosis worldwide, represents a significant challenge for
Ecuador as a neglected disease. The temperatures and precipitation characteristic of tropical
climates are factors that favor the presence and survival of leptospira in the environment. The
bacteria are mainly transmitted through the urine of infected mammals that act as reservoirs
of the pathogen. Salt licks are areas where a diversity of wildlife species converge to obtain
minerals, and therefore, they could be important sources for the dissemination and contagion
of the bacteria.

In this study, soil samples were collected from four salt licks near to the Tiputini Biodiversity
Station in Yasuni National Park, Ecuador. The DNA obtained was analyzed using two gPCR
assays (lipL32 and SNP111) for the detection of pathogenic leptospires. The results were
negative in both assays.

However, the presence of the bacteria is not dismissed in this study because several studies
have shown the presence of Leptospira spp. in the wildlife of salt licks. Therefore, various
factors that could have caused inhibition or degradation of DNA in the samples are discussed,
such as the presence of humic acids or other organic materials and the type of preservative

used during sample storage.

Key Words: Leptospira, Salt licks, Wildlife, Molecular, Inhibition
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Introduccion

La Leptospira spp, es una bacteria gran-negativa del orden Espiroquetales, son delgadas y
helicoidales con una alta diversidad genética (Miller et al., 2021). De las 69 especies de
Leptospira descritas en 2022, ocho se consideran altamente virulentas y estan asociadas con
infecciones en humanos y animales, mientras que las 61 especies restantes se encuentran en
fuentes ambientales (Davignon et al., 2023). Se dividen en tres linajes filogenéticos segun su
grado de virulencia: saprofitas, intermedias y patdgenas. Las de especie patdgenas e
intermedias comparten un ancestro comun por lo cual tiene un nivel de virulencia moderado a
severo, a diferencia de las saprofitas que se encuentran en el ambiente y no son virulentas
(Soo et al., 2020). Las leptospiras son bacterias aerobias obligadas (requieren de oxigeno) y
son mesofilos (temperatura optima de crecimiento va de 28 a 30° C). Es por ello que los
climas calidos, humedos con altas precipitaciones y pH neutro a alcalino se asocia con
presencia de esta bacteria y favorece a su supervivencia en el ambiente (Adler & de la Pefia

Moctezuma, 2010).

La leptospirosis es una enfermedad bacteriana zoondtica, donde los mamiferos,
principalmente los roedores, actian como reservorios de Leptospira. Esta bacteria se aloja en
los tabulos renales de los mamiferos, donde esta protegida de los cambios de temperatura, pH
y otros factores ambientales. Se excreta a través de la orina y contamina suelos, agua y
alimentos, manteniendo asi su ciclo de vida. El contacto directo con la bacteria puede ocurrir
a través de laceraciones o heridas en la piel. En entornos urbanos, como los asentamientos
informales con alta densidad de poblacion de roedores, se favorece la transmision del

patdgeno. En este escenario, los humanos se convierten en huéspedes incidentales,



11

aumentando el riesgo de infeccién (Davignon et al., 2023). Los signos clinicos de la
enfermedad son altamente variables y pueden oscilar entre leves y graves. Los individuos
infectados, tanto humanos como animales, pueden manifestar sintomas como fiebre, letargia,
ictericia, asi como disfunciones renales y hepaticas (Adler & de la Pefia Moctezuma, 2010).

Se ha detectado la presencia de Leptospira en rios y suelos adyacentes, lo que suscita la
sospecha de que estos entornos representan una importante fuente de transmision. A partir de
lo expuesto, se postula que los rios podrian constituir un ambiente propicio para sobrevivir a
esta bacteria. Sin embargo, aln no se dispone de certeza acerca de la capacidad de
multiplicacion de la Leptospira patdgena en el medio ambiente (Miller et al., 2021). No
obstante, existe evidencia sobre la supervivencia y persistencia de la bacteria en el medio
ambiente. Investigaciones recientes han revelado una mayor tasa de aislamiento en muestras
de suelo en comparacion con muestras de agua, lo que sugiere la posibilidad de que los suelos
actien como el habitat original de la Leptospira y como portadores significativos de cepas
patdgenas (Bierque et al., 2020).

Los saladeros son localizaciones especificas donde convergen diversas especies de
mamiferos. Los saladeros humedos se encuentran asociados a afloramientos de aguas
subterraneas, caracterizandose por areas desprovistas de vegetacion arbdrea y con presencia
de lodo, mientras que los saladeros secos se sittan a lo largo de arroyos o cauces de rios,
donde se forman depdsitos de elementos solubles que pueden provocar erosion (Ayotte et al.,
2008). Los animales que frecuentan estos entornos exhiben comportamientos de geofagia,
que consisten en la ingesta de tierra, arcilla o sedimentos presentes en los saladeros. Este
comportamiento es observado principalmente en mamiferos de dieta herbivora. Los saladeros
suelen tener elevadas concentraciones de minerales, tales como sodio, potasio, calcio,
magnesio y azufre. Por consiguiente, una de las razones acerca de la geofagia es la

compensacion de la deficiencia mineral en la dieta, especificamente la demanda de sodio para
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mantener la homeostasis mineral. Ademas, se ha sugerido que la arcilla presente en estos
sitios puede contribuir a mitigar problemas digestivos, bacterianos y la ingesta de compuestos
toxicos. Sin embargo, esto puede aumentar factores como contagio de enfermedades y el

aumenta de la depredacién (Best et al., 2013).

Antecedentes / Situacion Actual

En América Latina, un total de 79 estudios cientificos han investigado la presencia de
Leptospira en la fauna silvestre. Dentro de la clase de mamiferos, los 6rdenes Carnivora,
Rodentia, Primates y Artiodactylia han mostrado ser portadores de esta bacteria. Es
importante destacar que, los reservorios mas frecuentes de esta enfermedad se encuentran
entre los carnivoros, que habitan &reas inundadas y consumen presas infectadas. En particular,
se observo que el orden Mustelidae presentd una positividad del 50% a Leptospira en estas

condiciones (Vieira et al., 2018).

En los saladeros de la Estacion de Biodiversidad Tiputini (EBT), Parque Nacional
Yasuni (Ecuador) se ha realizado un estudio previo con cadmaras trampas para saber cuales
especies de animales circulan estos sitios. Después de analizar 888 fotografias se concluyo
que circulan mas de 15 especies de aves como: Guacamayas, Halcones, Garzas, Pavas, entre
otros y 23 especies de mamiferos no voladores como: zariglieyas, tamanduas, perezosos,

armadillos, tapires, primates y felinos, entre otros (Blake et al., 2011).

Con respecto a la presencia de Leptospira spp., en saladeros, hasta donde sabemos no
se ha llevado a cabo ninguna investigacién previa. No obstante, se han realizado estudios
previos sobre la presencia de enterobacterias en saladeros de Malasia. Debido a que estos
lugares son habituales para la fauna silvestre, podrian ser potenciales puntos de transmision de
patdgenos bacterianos. Los resultados de este estudio indicaron una alta frecuencia de

aislamiento de patdgenos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae en muestras de suelo
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y se detecto la presencia de Escherichia coli tanto en muestras de suelo como de agua, lo cual
sugiere la presencia de bacterias patdgenas (Lihan et al., 2022). Estos hallazgos proporcionan
evidencia sobre la posible aparicion de patdgenos potenciales en este tipo de entornos, como

por ejemplo la presencia de Leptospira spp. patogénica.

Justificacién

La leptospirosis es una enfermedad desatendida y endémica en el Ecuador, su
presencia se registra en una variedad de entornos, los cuales ofrecen condiciones dptimas para
la supervivencia de esta bacteria (Calvopifia et al., 2023) Ademas, existe poca informacion
sobre el ciclo de transmision de la Leptospira en la vida silvestre y posiblemente los saladeros
formen parte de este ciclo. La Leptospira es excretada a través de la orina de los animales
infectados, lo que sugiere que los saladeros, debido a la presencia y habitos de una diversidad
de mamiferos, podrian ser sitios propicios para su proliferacion y permanencia. El detectar
Leptospira spp en estos sitios podria dar un indicio de un posible lugar de transmisién del
patogeno la enfermedad y nos abrird pasos a futuras investigaciones con la fauna silvestre de

esa area.

Formulacion del problema

¢EXiste la presencia de Leptospira spp en saladeros de la EBT?

Hipdtesis:
Considerando la deteccidn previa de Leptospira en especies de animales mamiferos de

la vida silvestre, que visitan los saladeros, es posible que los saladeros de la EBT podrian

estar asociados con la presencia de Leptospira spp.
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Objetivos

Objetivo General

Determinar la presencia de Leptospira spp, por medio de andlisis molecular en las

muestras de suelo de saladeros de la EBT.

Obijetivos Especificos:

1. Aplicar técnicas de extraccion de ADN, PCR convencional y gPCR para
detectar la presencia/ausencia de Leptospira patdgena en las muestras
obtenidas de los saladeros

2. ldentificar mediante revision de literatura cientifica a las especies de
mamiferos que frecuentan los saladeros y que podrian actuar como potenciales

portadores de Leptospira.

Materiales & Metodologia

Materiales

Para realizar la PCR se utilizan: micropipetas, puntas, tubos de reaccion de 2ml, tubos
eppendorf de 0.2ml, centrifuga, vortex, termociclador, agarosa, TBE 1x (Tris-Borato-EDTA),

camara electroforesis, fotodocumentador.

Para realizar las gPCR se necesita: tubo reaccién de 2ml, tubos strip 0.2ml,

termociclador en tiempo real (QPCR), pipetas y puntas.
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Recoleccion de Muestras

El estudio se realizo en el Parque Nacional Yasuni, especificamente en saladeros
aledafios a la EBT de la Universidad San Francisco de Quito. Se recolectaron 5 muestras de
diferentes areas del suelo de 4 saladeros, obteniendo un total de 20 muestras, cada saladero esta
identificado con un nombre y codigo de muestra: saladeros GP (Puma), saladeros CH
(Chorongo), saladeros HI (HP), y saladero AN (Harpia) (Figura 1). Al momento de la
recoleccion de muestras, para prevenir la degradacion del ADN se agreg6 una cantidad de suelo
en un tubo con 2 ml del preservante DNA/RNA Shield 1x. Las muestras fueron mantenidas en
oscuridad a temperatura ambiente hasta su traslado al Instituto de Microbiologia de la
Universidad San Francisco de Quito, donde se mantuvieron a —4°C hasta la extraccién del

ADN.

Figura 1. Mapa geografico mostrando la ubicacion de los sitios de muestreo. EBT

(triangulo verde), saladeros (puntos amarillos)
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Extraccion de ADN

La extraccion del ADN de las 20 muestras recolectadas se realizo con el Kit de MO
B1O's PowerSoil DNA Isolation (QIAGEN). El kit de MO BIO esta disefiado para el uso
exclusivo de muestras ambientales que contengan un alto contenido de &cido himico como es
el caso de la: composta, el sedimento o el estiércol. EI ADN aislado tiene un alto nivel de

pureza, por lo tanto, permite una mejor amplificacién en PCR de la muestra.

El protocolo para la extraccion de ADN (Figura 2) inicia con la adicion de 0,25
gramos de muestra de suelo en un tubo PowerBead. Este tubo contiene perlas que facilitan la
homogeneizacion y lisis celular, junto con un amortiguador que disuelve los acidos humicos
y protege los &cidos nucleicos de la degradacion. Luego, se agrega solucion C1, que contiene
SDS y otros agentes disruptores para la lisis celular, y se realiza una etapa de vortex para
mezclar. Posteriormente, se lleva a cabo una etapa de vortex durante 10 minutos para
asegurar la completa homogeneizacion vy lisis celular. EI sobrenadante se transfiere a un tubo
de recoleccion limpio, y se afiade solucion C2 para eliminar inhibidores adicionales. Después
de una breve incubacion y centrifugacion, se transfiere el sobrenadante a un nuevo tubo, al
cual se le agrega solucion C3 para una segunda eliminacién de inhibidores. El sobrenadante
se transfiere nuevamente a un nuevo tubo, al cual se le agrega solucion C4 para precipitar el
ADN. Este precipitado se recoge en un spin filter y se lava con solucién C5 para eliminar
contaminantes. Finalmente, se afiade solucion C6 al spin filter para que el ADN se libere de
la membrana de silice, se recoge en un tubo de recoleccién limpio después de la

centrifugacion.
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Protocolo de extraccion de ADN ambiental
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Figura 2. Protocolo de extraccion de ADN con kit MO BIO

Para verificar la adecuada extraccion del ADN y la presencia de inhibicion ya sea por

acidos humicos o cantidades altas de ADN, se realiz6 una PCR convencional amplificando el

gen 16S rRNA. El ARN ribosémico 16S (16S rRNA) es una macromolécula ampliamente

empleada en estudios de filogenia y taxonomia bacterianas debido a su presencia universal en

las bacterias actuales (Rodicio & Mendoza, 2004). Este estudio de PCR se realiz6 para

verificar la calidad de nuestra extraccion y evaluar la presencia o ausencia de ADN en las

muestras analizadas.

El procedimiento comienza con la preparacion del master mix, que incluye los

siguientes componentes: Primers 27F y 1492R (Miller et al., 2013b) 0.2 uM cada uno, agua,

buffer 1X, MgCl 1.5 mM, dNTPs 0.2 uM y enzima Platinum Il Taq Hot-Start DNA

Polymerase 0.04 U/uL (Thermo Fisher, Invitrogen), en donde se va a obtener un volumen
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final de 9 pl de master mix con 1 ul de ADN. . La amplificacion del gen 16S rRNA se llevo a
cabo con las siguientes condiciones: 94 °C durante 2 minutos para la desnaturalizacién
inicial, 94 °C durante 30 segundos para la desnaturalizacion, 45 °C durante 1 minuto para la
alineacion de los cebadores, y seguido de 35 ciclos de amplificacidn que consisten en 72 °C
durante 2 minutos para la extension del fragmento de ADN. Finalmente, se realiza una
extension adicional a 72 °C durante 7 minutos para completar la sintesis del fragmento.
Después de la amplificacion en el termociclador, se procede a la carga de muestras en
un gel de agarosa previamente preparado a 1.2%, afiadiendo 4 pul de ADN y 1 pl de "blue
juice™, una solucion que incrementa la densidad y facilita la carga en los pocillos del gel.
Posteriormente, las muestras se introducen en la cAmara de electroforesis, donde se aplican
corrientes eléctricas que inducen la migracion de las moléculas a través del gel. La
visualizacion del gel se lleva a cabo utilizando una foto documentador, en el cual se espera

obtener un fragmento de 1450pb en todas las muestras analizadas.

Identificacion de Leptospira patogénica por gPCR

Una vez confirmada la presencia de bacterias en las muestras de ADN mediante esta
técnica, se procede con la identificacion de Leptospira mediante gPCR (PCR cuantitativa en
tiempo real). Este método se realizd usando dos ensayos, lipL32 y SNP 111 (16S rRNA),
para la deteccidn especifica de leptospiras patogénicas. El gen lipL32 codifica la lipoproteina
lipL32 de este patdgeno, la cual se considera un factor de virulencia presente (Stoddard et al.,
2009). Por otro lado, el ensayo SNP 111 detecta tanto miembros patdgenos como intermedias
de Leptospira (Barragan et al., 2016). Ambos ensayos utilizan sondas con tecnologia TagMan
disefiados especificamente para cada gen, los cuales amplifican la misma regién de interés,

pero las sondas se hibridan con objetivos distintos.
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En la preparacién del master mix para lipL32, se utilizé 1x de TagMan® Genotyping
Master Mix (Applied Biosystems by Life Technologies, Foster City, CA, USA), 0.4 uM de la
sonda ProbeLipl32, 0.9 uM de cada uno de los cebadores (LipL.32-45F, LipL32-286R), y
agua para alcanzar un volumen total de 9 puL, se agreg6 1 pL de ADN a cada reaccion. La
amplificacion se llevd a cabo por triplicado en un termociclador de tiempo real BioRad,
siguiendo las siguientes condiciones: una etapa inicial de desnaturalizacién a 50°C durante 2
minutos, seguida de una desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos, y luego 45 ciclos de

amplificacion a 95°C durante 15 segundos y a 58°C durante 1 minuto (Stoddard et al., 2009).

Para el SNP 111, el master mix se prepard con 1x de TagMan® Genotyping Master
Mix, 0.4 uM de la sonda Sapro probe, 0.9 uM de cada uno de los cebadores (F2, R3B), y
agua. Las condiciones de amplificacion fueron las mismas que para Lip32, con una etapa
inicial de desnaturalizacion a 50°C durante 2 minutos, seguida de una desnaturalizacion a
95°C durante 10 minutos, y luego 45 ciclos de amplificacion a 95°C durante 15 segundos y a

58°C durante 1 minuto (Barragan et al., 2016; E. Miller et al., 2021).
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Resultados

Este estudio se propuso como objetivo identificar Leptospira spp en las muestras de
saladeros recolectadas. De las 20 muestras analizadas, un total de 15 presentaron
amplificacion del gen 16S (Figura 3). Esto indica que se detectd ADN bacteriano en las
muestras y que la amplificacion de la region 16S fue exitosa, lo que sugiere que no hubo
inhibicion en las muestras y que la extraccion de ADN fue satisfactoria. Las muestras que

salieron negativas son provenientes de los saladeros GP3y GP4y CH2 Y CHS.

Figura 3. Resultados de la PCR convencional del gen 16S

L Al AN2 AN3 AN4 ANS5 GP1 GP2 GP3 GP4 GP5CH1 CH2 CH3 CH4 CHS HI1 HI2 HI3 HI4 HIS CN CP

El andlisis del ensayo con lipL32 y SNP 111 revel6 la ausencia de amplificacion en
las muestras, indicando resultados negativos (Figura 4, Figura 5). Esta observacion fue
contrastada con el control positivo el cual es la bacteria como tal, donde se evidenci6 un
aumento significativo en la fluorescencia, lo cual no se reflejo en la curva de amplificacion de

las muestras.
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Figura 4. Analisis de PCR en tiempo real del gen lipL32 del ADN extraido de las 20

muestras de saladeros., Controles positivos (curva en verde) - muestras (curva azul).
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Figura 5. Andlisis de PCR en tiempo real del gen SNP 111 del ADN extraido de las 20

muestras de saladeros., Controles positivos (curva en verde) - muestras (curva azul).

Amplification s

T T T T T T T T T T T T T T T T

RFU

Cycles Log Scale



22

Discusion

Los saladeros parecen ser importantes para que esta bacteria este presente, debido a la
temperatura, las precipitaciones y la cantidad de animales silvestres que concurren en esos
lugares. Sin embargo, la presencia de acidos humicos puede generar una inhibicion en la

muestra.

Las muestras ambientales, particularmente el suelo, contienen una cantidad
significativa de sustancias humicas, compuestos organicos generados por la descomposicion
de la lignina. Se ha identificado que estas sustancias son las principales responsables de la
inhibicion de la PCR en muestras de suelo y sedimento (Sidstedt et al., 2020). Dentro de este
grupo de sustancias himicas, ademas de los acidos himicos, también pueden encontrarse 10s

acidos fulvicos, en proporciones variables dependiendo del tipo de suelo (Albers et al., 2013).

Se ha observado que los &cidos himicos no se unen al ADN en condiciones normales,
y se ha propuesto que las estructuras fenolicas presentes en las sustancias himicas podrian ser
responsables de la inhibicion de la ADN polimerasa. En cuanto a la inhibicion de la deteccion
de fluorescencia, se ha demostrado que ciertos fluor6foros, como SYBER Green, EvaGreen y
ROX, pueden experimentar inhibicion en la emision de fluorescencia, si bien la magnitud de

esta inhibicion puede variar (Sidstedt et al., 2020).

Otro aspecto importante a considerar, es el método de conservacion de las muestras,
ya que este influye significativamente en el grado de degradacion y calidad del ADN
obtenido. La degradacion del ADN puede ser causada por diversos factores, como la
exposicion a los rayos UV, altas temperaturas ambientales y ciclos repetidos de congelacion y
descongelacion. Existen varias alternativas para la preservacion de muestras, como el

almacenamiento con nitrogeno liquido que se caracteriza por temperaturas extremadamente
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bajas (-180°C) o el uso de soluciones buffer especificas como Shield 1x o DESS. Un estudio
comparativo de métodos de almacenamiento en muestras de suelo concluyé que ambos
buffers mostraron un rendimiento satisfactorio. Pero, el uso de estos buffers nos puede llevar
a obtener variaciones en la estructura taxondémica de la muestra. Es importante tener en
cuenta gque ninguna solucién de almacenamiento puede igualar los resultados obtenidos con
muestras conservadas a -180°C, las cuales demostraron ser las mas efectivas, debido a que
termina rapidamente los procesos metabdlicos en las células bacterianas, sin embargo, su
mayor desventaja es que existen multiples restricciones para su transporte. (Pavlovska et al.,

2021).

El buffer, como el Shield 1x utilizado para preservar las muestras de suelo en los
saladeros, si bien su rendimiento se ve influenciado por las propiedades quimicas y fisicas
especificas de las muestras. Este agente se presenta como una alternativa viable en
situaciones donde no se dispone de la opcidn de almacenamiento a temperaturas ultra bajas (-
180°C). Sin embargo, es importante considerar que su efectividad puede variar segun las
caracteristicas individuales de las muestras y se recomienda una evaluacion detallada de estas

propiedades para determinar su idoneidad como método de preservacion.

En el estudio de Blake et al. (2011), se identificé al tamandua (Tamandua
tetradactyla) como una de las especies que frecuentan los saladeros, siendo avistada
especificamente en el saladero chorongo (CH). Ademas, el tapir (Tapirus terrestris) fue
observado en los cuatro saladeros estudiados, mientras que el coati (Nasua nasua) fue
avistado en dos de ellos. Estos hallazgos sugieren una amplia distribucion de estas especies

en el &rea de estudio.

Es importante destacar que existen estudios previos que documentan la presencia de

leptospira en estas especies y otras. Sousa et al. (2020) detecto Leptospira interrogans en
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Tamanduas del Brasil por medio de deteccion patoldgica y molecular, encontrando la bacteria
en 7 ejemplares juveniles, demostrando ademas que estos individuos son mas susceptibles a
esta edad y que la infeccion puede ser mortal. En el caso de los tapires (Tapirus terrestris),
Fernandes — Santos et al. (2019) evaluaron la salud de un total de 35 tapires en Brasil. Se les
realizo examenes seroldgicos, especificamente el test de aglutinacion en donde se revelo una
alta prevalencia con un 60% de anticuerpos detectables contra L. interrogans, lo que indica
exposicion previa a la bacteria. Por otro lado, el estudio de Fornazari et al. (2018) en Brasil
reveld una alta prevalencia de reacciones positivas en coatis (Nasua nasua) mediante el test
de aglutinacion (35.7%) y la prueba de PCR (8.9%), lo que sugiere una significativa
exposicion y posible infeccion por Leptospira en esta especie. . En el caso de Didelphis
marsupialis segun Souza Rocha et al. ( 2020) 1 de 3 individuos dieron positivo a Leptospira
spp en muestras de tejido de rifion. Con respecto a la especie de murciélagos Matthias et al.
(2005) realizaron estudios de una variedad de murciélagos en la Amazonia del Pert en donde

de 38 muestras de Sturnia lilium 3 resultaron positivos a Leptospira.

Por lo antes mencionado, podriamos suponer que a pesar de que se hayan obtenido
resultados negativos no se puede descartar la existencia de leptospira en los saladeros. Hay
varios factores que pueden influir en la conservacion del ADN y, por lo tanto, en la obtencion
de resultados precisos. No es que la bacteria no esté presente, sino que puede deberse al
conservante utilizado, como el shield, o a la presencia de compuestos organicos en la muestra

que causan inhibicién.

Ademas, la fauna que habita en estos sitios puede ser portadora de Leptospira. En los
saladeros a los que se tomaron muestras, se observaron una variedad de especies, algunas de
las cuales ya han sido objeto de estudios previos sobre la presencia de la bacteria. Por lo

tanto, es posible que algunas especies podrian albergar y diseminar la bacteria en los
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alrededores de los saladeros, dado su comportamiento, como la geofagia, y la convergencia

de multiples especies en un mismo espacio y tiempo en estos sitios.

Por lo tanto, es importante continuar investigando este tipo de muestras utilizando
diferentes metodologias para lograr resultados 6ptimos. En este sentido, se recomienda
considerar cambiar el método de recoleccion de muestras, realizar un muestreo seriado de
meses en el mismo sitio, en donde se busque temporadas con altas precipitaciones y donde se
observe movimiento recurrente de animales. Ademas, el uso de otro método de extraccion de
ADN, como el SDS. El estudio realizado por Natarajan et al. (2016) diferencia varios
métodos de extraccion para muestras de suelo marino, las cuales poseen un alto contenido de
compuestos hiimicos, metales pesados y minerales cargados, factores que pueden afectar la
cantidad y calidad del ADN vy, por ende, dificultar los analisis de PCR. ElI SDS modificado
evaluado en el estudio mostré una eficiencia del 99%, en comparacion con el kit estandar que
alcanzo el 94.9%. Dado que los suelos de los saladeros comparten caracteristicas similares
con los suelos marinos estudiados, seria pertinente probar este nuevo método de extraccion en

este contexto. Esto podria mejorar considerablemente la eficacia de la extraccién de ADN.

En conclusion, los saladeros representan una zona de interés importante para el
estudio de la Leptospira y ofrecen una oportunidad para investigaciones adicionales sobre la
epidemiologia de esta bacteria en la fauna silvestre. La posibilidad de encontrar la presencia
de la bacteria en estos sitios no debe descartarse. La deteccion de la Leptospira en estos
entornos nos proporcionaria informacion crucial sobre el riesgo de transmision al que se

enfrentan los animales que frecuentan estos lugares.
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