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Resumen

La leptospirosis es una enfermedad emergente en varios paises en vias de
desarrollo e industrializados, con una prevalencia global anual que alcanza los
500,000 casos severos en humanos (Eshghi A, et al., 2009; Vinetz, 2001). Se
tomaron muestras de orina y riiidn de bovinos, caninos, porcinos y ratas en la
parroquia de Calder6n, Provincia de Manabi. Estas muestras fueron analizadas
por PCR (Reaccion en Cadena de Polimerasa) y se encontro un setenta y dos
por ciento de positividad. El analisis de las secuencias de amplicones sugirié que
L. inadai es una especie de Leptospira dominante en esta zona. El significado de
estos resultados es aun incierto para la salud publica.
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Abstract

Leptospirosis is an emergent disease in several developing and industrialized
countries, with a worldwide incidence that reaches 500,000 severe human cases
annually (Eshghi A, et al., 2009; Vinetz, 2001). Urine and kidney samples from
cattle, pigs, dogs and rats were collected in Calderon, Manabi. Seventy two
percent of samples were positive for leptospirosis by PCR (Polimerase Chain
reaction). Sequence analysis was performed with the amplicons, suggesting that
Leptospira inadai is a dominant circulating specie in the area. It is still unclear the
significance of these findings for public health.
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1. Introduccion:

La leptospirosis es una zoonosis causada por la Leptospira, una espiroqueta
de la familia Leptospiraceae del orden Spirochaetales (Cerqueira et al, 2009).
Morfolégicamente, la Leptospira es delgada de forma helicoidal con los extremos
en forma de gancho. Son microorganismos demasiado delgados para poder ser
observados en un microscopio comun, es por esto que se recurre a la utilizacion
del microscopio de campo oscuro (World Health Organization, 2003) (Anexo 1).

Actualmente, la leptospirsosis es considerada como una enfermedad
reemergente que afecta a humanos y animales en paises en vias de desarrollo e
industrializados especialmente en zonas tropicales (Bharti et al, 2003; Narita et al,
2001; Agudelo-Flérez, 2008; Koizumi et al, 2009). Se encuentra dispersa a nivel
mundial excepto en la Antartica. La mayoria de mamiferos son susceptibles a al
menos una especie de Leptfospira y muchos de ellos pueden ser portadores de
ésta ayudando a su transmisiéon y prevalencia (Adler, de la Pefia Moctezuma,
2009).

En Europa la seroprevalencia humana es del 8% en poblaciones
asintomaticas no expuestas y 18% en aquellas expuestas. En otros continentes
como en el Asia, la prevalencia es mayor al 35% (Gelosa, Perone, 1989; Van et
al, 1998). Finalmente, en América, en areas urbanas marginales y rurales la
prevalencia se encuentra entre 17 y 25% (Pereira, Andrade, 1990)

El mayor nimero de casos en humanos se encuentran en lugares donde la
higiene no es la adecuada (carencia de alcantarillas y presencia de ratas) y de

alta humedad ya que la bacteria es capaz de sobrevivir hasta meses en fuentes
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acuosas si las condiciones son ideales (World Health Organization, 2003; Roca,
2006). Es considerada como una enfermedad ocupacional debido a que afecta a
la gente que se encuentra en contacto con animales, como es el caso de
veterinarios, ganaderos y aquellos que manipulan basura y desechos (De
VVasconsuelos et al., 1993; Eshghi ef al., 2009; Narita et al., 2001).

1.1 Epidemiologia de la enfermedad en animales

La incidencia de leptospirosis es estacional. Estudios demuestran que los
casos incrementan en periodos en los que hay un incremento en la humedad y
lluvias (Boqvist et al, 2005; Alonso-Andicoberry et al., 2001)

La transmisiéon de la enfermedad puede ser directa entre hospederos o
indirecta a través del ambiente (masas de agua dulce). Existen varias vias de
entrada del agente, contacto directo a través de las mucosas o abrasiones en la
piel con fluidos corporales de animales infectados, ingestion de agua e incluso
por aerosoles de orina o agua contaminada (Koizumi et al, 2009) (Anexo 2). El
agente puede ingresar al organismo a través de la piel si el individuo permanece
un periodo de tiempo considerable en el agua que contiene este agente. Los
animales infectados liberan grandes cantidades de Leptospira en la orina,
adicionalmente esta bacteria se la encuentra en fetos de animales abortados o
mortinatos, descargas vaginales e incluso en los érganos reproductivos
femeninos y masculinos (Center for Food Security and Public Health, 2005). La
transmision humano- humano no es comin, sin embargo han sido descritos
casos por transmisién sexual y lactancia (Center for Food Security and Public
Health, 2005). Comunmente, los humanos se contaminan por medio de la orina

de roedores quienes son el reservorio mas importante del agente y, debido a su



densa poblacion, son unos de los mayores transmisores del microorganismo
(Roca, 2006).

La leptospirosis es una patologia de alta importancia en la poblacion
humana y animal, se estima que la incidencia en humanos a nivel mundial
alcanza los 500,000 casos severos por afio, siendo este dato subestimado por la
deficiencia en los métodos de diagnéstico, su diversidad seroldgica y la variacion

de sintomas que se presentan (Bharti et al, 2003; Eshghi et al, 2009).

Inicialmente se pensaba que cuando las condiciones ambientales eran
adecuadas todos los animales podrian contribuir a la infeccion humana, es decir
varias especies de Leptospiras podrian infectar a una comunidad. Sin embargo,
datos recientes parecen indicar que ciertas especies de Leptospira puede invadir
el ambiente e infectar a animales y humanos, de tal manera que en ciertas
localidades multiples especies animales incluyendo humanos estan infectados
con la misma cepa de Leptospira (Thaipadungpanit et al,, 2007; Nalam et al,,
2010).

En los barrios suburbanos de ciudades costeras de Ecuador y otros paises
en vias de desarrollo la leptospirosis humana ocurre frecuentemente durante los
periodos de lluvia (Direccién Provincial de la Salud de Manabi, 2008). A partir del
fendmeno del Nifio en 1998, el Ministerio de Salud y las autoridades sanitarias de
la provincia de Manabi han mejorando su capacidad de diagnostico de esta
enfermedad. En 1998 en la zona urbana de Portoviejo, 157 casos fueron
diagnosticados, entre ellos 7 defunciones (Moreno, 2008). En el afio 2007 se
presentaron 137 casos en humanos en este canton y, en el 2008, se

diagnosticaron 259 casos de los cuales el 41.7% formaba parte de varias
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localidades de la parroquia de Calder6n (Direccion Provincial de la Salud de
Manabi, 2008). Finalmente, en Manabi, en el afio 2009, se diagnosticaron 336
casos, de estos, 256 fueron en Portoviejo de los cuales el 47.6% se encontraban
en Calderén. En épocas de lluvia (Enero- Abril) los casos semanales tienden a
incrementarse (Moreno, 2008), demostrando que las lluvias y las inundaciones
juegan un papel importante en la circulacion del agente (Direccion Provincial de
la Salud de Manabi, 2008).

Debido a la incidencia de esta zoonosis en el Ecuador, es necesario conocer
las especies de Leptospira que estan causando dichos brotes, los animales que
estan actuando como reservorios de la enfermedad, el papel que juega el agua
como vehiculo de infeccion, etc. El objetivo del estudio fue el de establecer la
presencia de Leptospira en la orina de mamiferos domésticos y ratas, y la
posterior determinacidon genética de la especie de Leptospira presente en
localidades de la parroquia Calderén, provincia de Manabi.

2. Revision de la literatura

2.1 Leptospiray leptospirosis

La leptospirosis en humanos fue descrita treinta afios antes de la descripcion
del agente causal descubierto en 1914 en Japén por Inada e Ido aislada de
mineros que presentaban ictericia. Se la nombré Espiroqueta icterohemorragia y
mostraba caracteristicas similares a una encontrada en los Estados Unidos por
Wolbach y Binger en la misma época a diferencia de que esta ultima era
saprofitica y se la llamé Espiroqueta biflexa. En el afio 1917 se observé que el
agente encontrado en Japén era distinto morfolégicamente al resto de

espiroquetas, cambiando su nombre a Leptospira y se establecié que la rata
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jugaba un papel importante en la transmision del agente al humano (Morey et al,,
2006).

El primer caso de leptospirosis en animales fue evidenciado en 1898 en
Alemania al presentarse una epidémia en perros y no se supo sino 28 afos
después, cuando el agente fue descubierto por Adolf Weil en Heildelberg. Tres
afios después de este hallazgo, mediante la inyeccién del microorganismo en
cachorros se encontré que era el agente causal del sindrome icterohemorragico.
Al mismo tiempo se constatdé que el microorganismo que afectaba a humanos y
animales era morfolégicamente muy similar. Durante la primera mitad del siglo
XX, se establecié que leptospiras morfolégica y serolégicamente iguales podian
afectar a humanos y animales siendo importante a nivel de medicina humana vy

veterinaria (Beran ef al., 1994).

2.2 Clasificacion

A la Leptospira se le ha clasificado varias veces en la historia y por
distintos meétodos. Hasta 1989 se la clasificé por serologia y estaba dividida en
dos especies, las saprofiticas (L. biflexa) y las patogénicas (L. interrogans)
subdivididas en serovares (Xue et al., 2009). Aunque taxonémicamente esta
clasificacion no tiene importancia, esta es de gran aporte en el campo de
diagnéstico y epidemiologico (Virginie et al., 2002).

Actualmente se clasifica a la Leptospira en base a la secuenciaciéon del
ADN vy, dentro de cada especie se encuentran varios serovares. Se han
determinado al menos 13 especies de Leptospira divididas en 3 clases,

patogénicas, intermedias y no patogénicas (Matthias et al., 2008; Levett, 2001).
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2.2 Etiologia

La Leptospira se encuentra dentro de la familia Leptospiraceae, son
bacterias motiles delgadas con uno o ambos extremos en forma de gancho. Su
tamafio puede variar entre 6- 20 um por 0.1 pym de ancho. Son aerobias
obligatorias capaces de sobrevivir en aguas estancadas, rios, suelo humedo y
lodo a temperaturas entre 28 y 30 °C (Smith, Turner, 1961; Quinn et al., 2002).

En la membrana externa el agente tiene lipopolisacaridos que tienen una
composicion similar a la de una bacteria gram- negativa pero de menor actividad
endotéxica. Esta no tiene la capacidad de tincién utlizando métodos
convencionales y solo se la puede observar utilizando microscopia de campo
oscuro (Quinn et al., 2002). Morfolégicamente todas las especies son iguales es
por esto que la diferenciacién entre patogénicas, intermedias y saprofiticas

complica el diagnostico (Ellis et al., 1983).

2.3 Epidemiologia

A los animales, incluyendo al ser humano se los puede dividir en
hospederos primarios y secundarios. Un hospedero primario es aquel en el que la
enfermedad es endémica y normalmente no presentan signos clinicos. El
hospedero secundario es aquel que al ser infectado presenta signos leves o
graves de la enfermedad. Una especie animal puede ser hospedero primario de
algunos serovares y secundario de otros (Levett, 2001) dependiendo de la zona
geografica, como es el caso de la mangosta pequefa de la India que mantiene el
serovar Serjoe e Icterohaemorrhagiae en Hawaii y, los serovares

Icterohaemorrhagiae y Djatzi en Puerto Rico (Bharti et al., 2003).
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En el humano, la prevalencia de los distintos serovares depende de los
diferentes hospedadores, del ambiente, de las diferentes practicas de agricultura
y ganaderas y de factores culturales (Kaushik et al, 1999). En el mundo hay
variaciones en los hospederos primarios y los serovares que presentan, y, para
entender la epidemiologia de cierto brote es necesario conocer el serovar
circulante en dicha zona (Levett, 2001).

El agente se localizan en los tubulos renales y son excretados durante
dias, meses o inclusive afios por la orina (Levett, 2001). Un individuo infectado
sea animal o humano puede permanecer asintomatico excretando al agente a
través de la orina durante toda su vida (Bharti ef al., 2003).

Existe también una alta tasa de contagio en personas que hacen deportes
acuaticos como es la natacion, la pesca, el rafting entre otros (Narita et al., 2001).
Aqui, los brotes se dan en épocas de competencia y calidas en las cuales la
gente tiene mas contacto con el agua y las condiciones para la sobrevivencia del
agente son 6ptimas (Levett, 2001; Bharti et al., 2003).

Debido a los grandes brotes en Nicaragua, Brasil, India, Asia, EE.UU y, a
partir del fenémeno del Nifio, la leptospirosis ha sido considerada como una
enfermedad infecciosa emergente llamando la atencion nuevamente debido al

aumento de casos por las inundaciones causadas (Levett, 2001).

2.4 Patogénesis
Las Leptospiras invaden el tejido del hospedero y se esparcen en el
organismo via sanguinea. Diez dias después del contacto y entrada del agente

existe la presencia de anticuerpos aunque ya no de la bacteria en la circulacion.
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Estas pueden evadir el sistema inmune permaneciendo en los tubulos renales v,
en menor proporcién, en el Gtero, ojos y meninges (Quinn et al., 2002).

Uno de los mecanismos para establecer infeccién de la bacteria es el
alterar la expresion del proteoma dependiendo de las condiciones ambientales
como es la disponibilidad de hierro y presencia de factores del hospedero. Para
poder detectar estas condiciones, el agente cuenta con proteinas de membrana
externa las cuales activan sefiales para la via de transduccion, la alteracion del
proteoma y la induccion de condiciones que favorecen la sobrevivencia de la
Leptospira. Asimismo, estas proteinas de membrana externa son las que pueden
causar la destruccion del agente si este es detectado por el sistema inmune del
hospedero (Braun y Braun, 2002).

Existen estudios que muestran que la Leptospira tiene quimiotaxis por la
hemoglobina siendo este uno de los factores del inicio de la infeccion al igual que
la capacidad de evadir la fagocitosis induciendo la apoptosis de los macréfagos

(Yuri et al., 1993)

2.5 Signos clinicos y tratamiento

Existe un amplio espectro en relacién a los sintomas en humanos que
muestra la enfermedad, estos pueden ir desde asintomaticos hasta la
presentacion del clasico sindrome de Weil el cual presenta anemia hemolitica,
ictericia, hemoglobinuria y hemorragias en su forma mas severa (Kaushik et al.,
1999; Quinn et al., 2002). A la leptospirosis se la puede dividir en dos fases, una
aguda que puede durar hasta una semana con sintomas inespecificos y una fase
inmune la cual puede durar hasta 30 dias en la cual hay circulacién de

anticuerpos y la excrecién y diseminacién de la bacteria a través de la orina
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presentando signos clinicos leves (World Health Organization, 2003; Levett,
2001).

Existe una gran variedad de signos clinicos que pueden o no estar
presentes. Puede darse la leptospirosis ictérica como anictérica que es lo mas
comun pero de menor severidad. Se ha reportado que se puede producir la
muerte de los pacientes si se llega a presentar el sindrome hemorragico
pulmonar. La forma ictérica es la mas severa y en la que se encuentran afectados
varios organos (higado, rifién, sistema nervioso central) aunque se ha
demostrado que la funcién renal se mantiene a pesar de la ictericia (World Health
Organization, 2003).

En animales la presentacion de sintomas varia dependiendo del serovar y
si el hospedero es primario o secundario. Si el animal es el hospedero primario
hay una respuesta serolégica baja y los signos clinicos son leves pudiendo o no
presentarse dafio renal crénico (Bolin, 1996). En hospedadores secundarios la
severidad de sintomas es mayor dependiendo de la susceptibilidad del animal.
Se presenta fiebre, inapetencia, vomito, dolor abdominal, diarrea, poliuria,
polidipsia, mialgia, ictericia, hematuria e infertilidad (Rentko et al, 1992). En
bovinos se presentan abo‘rtos, mortinatos, baja produccion, agalactia y mastitis en
los cuatro cuartos (Fearnley et al., 2007). En cerdos causa aborto y mortinatos.
En caninos puede haber fallas reproductivas asi como también dafio renal y
hepatico; aquellos animales que sobreviven la fase aguda pueden desarrollar
sindrome urémico agudo y la muerte (Quinn, et al., 2002).

La sintomatologia de la infeccion puede variar de sub clinica a crénica
dependiendo de la especie animal y el serovar infectante. En ciertos animales la

bacteria coloniza los tubulos renales sin presentar sintomas, convirtiéndose en
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transmisores de la enfermedad mediante leptospiuria (Acha y Zyfres, 1986;

Koizumi et al, 2009).

La tetraciclina y cefalosporina, asi como otros B lactdmicos son efectivos
en estados agudos de la enfermedad aunque su diagnostico en esta etapa sea
dificil (Eshghi et al, 2009). En animales, los antibioticos mas utilizados son
penicilina, ampicilina, dihidroestreptomicina, estreptomicina y fluoroquinolonas.
Se debe emplear distintos tratamientos de soporte dependiendo de los signos

clinicos presentes. La eficacia de este dependera del serovar infectante (World

Health Organization, 2003).

2.6 Diagnostico

Los métodos convencionales de diagnéstico de leptospirosis son el cultivo
y serologia. Cominmente se emplea la prueba de Ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA) y la aglutinacién microscopica (MAT) las cuales no
diferencian entre una infeccién natural y vacunacién (Baquero et al., 2010). Otros
métodos de diagndstico son las pruebas moleculares como la Reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y la observacion de la misma a través de
microscopia de campo oscuro (Mérien ef al., 2005) a partir de muestras de
sangre, orina o tejidos aunque es una prueba no es especifica (Agudelo-Florez et
al., 2008). El aislamiento del agente es complicado debido a su costo elevado y al

grado de dificultad que este presenta (Baquero et al., 2010)

2.6.1 Identificacion de Leptospira mediante la utilizacién de PCR (Reaccidn

en Cadena de la Polimerasa):
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El uso de secuencias del gen del ARN ribosémico (rRNA) 16S contiene la
huella digital de secuencia especie especifica muy util para la identificacion de
una bacteria, permitiendo que se pueda secuenciar un set de oligonucledtidos
dentro de la estructura primaria de la Leptospira (Acha y Zyfres, 1986;
Gravekamp et al, 1993; Beran et al, 1994; Morey et al., 2006). Esta region se
mantiene funcionalmente constante, y se distribuye mundialmente
correspondiendo solo a Leptospiras (Fearnley et al., 2007).

La técnica se basa en la amplificacién del ADN que se lleva a cabo en 30
ciclos. Al amplificar ADN, es necesario tener iniciadores, cebadores o primers.
Estos deben ser capaces de unirse mediante complementariedad de bases a la
cadena molde, es por esto que hay primers forward y reverse. La cadena de ADN
se separa, aqui es cuando el uno de los primers se une, para poder seguir
sintetizando el resto de la cadena, obteniendo una “nueva cadena molde”. Con
esta cadena molde, actua el otro primer, para obtener otra cadena de ADN y asi
continda el proceso de amplificacion (Mérien et al., 1992).

Cada ciclo esta formado por:

Denaturacion: el ADN molde se abre en 2 hebras permitiendo el anclaje de los
primers a una temperatura de 94°C por 3 minutos. Solo el primer ciclo de la
denaturacién se da en 3 minutos, los proximos 29 se dan en 1 minuto.
Alineamiento: unién de los primers a la region de la cadena molde donde
encuentran sus bases complementarias. Se da a 63°C por 1.5 minutos.
Elongacion: proceso en el cual actua la polimerasa afadiendo los nucleétidos
complementarios a la cadena molde. Se da a 72°C por 2 minutos (Mérien et al.,

1992).
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Dependiendo de la fase de infeccion se seleccionan las muestras a ser
analizadas. Se puede obtener sangre o liquido cefalorraquideo cuando la

infeccién se encuentra en la fase aguda, la cual dura alrededor de 10 dias.

Posterior a los mismos, la Leptospira se mantiene en los tdbulos renales,
pudiendo permanecer en esta ubicacion por meses, motivo por el cual, se utilizan

muestras de orina para identificar el antigeno mediante PCR (Mérien ef al., 1992;

Levett, 2001)
Reactivos:

- El agua debe ser libre de nucleasas, y el volumen de ésta depende del
volumen final que se requiera.

- El cloruro de magnesio (MgCl;) es necesario ya que todas las ADN
polimerasas termostables necesitan de cationes divalentes libres. Este
actlia como cofactor de la Tag Polimerasa.

- El Buffer brinda los elementos necesarios para que se dé la reaccion y
mantiene el pH entre 8.3 a 8.8.

- Los desoxirribonucleédtidos trifosfato (ANTPs) son una mezcla de los 4
nucleétidos sintéticos necesarios para que la polimerasa los use como
sustrato y se pueda realizar la amplificacion.

- Los primers son secuencias cortas de ADN que se utilizan para iniciar la
sintesis de éste. Son oligonucleotidos complementarios a la zona
flanqueante de la region que se quiere amplificar, actiian como cebadores
para la sintesis de ADN la cual esta catalizada por la Taqg polimerasa, los
primers actdan como marcadores del sitio de inicio de la enzima

(Sambrook, MacCallum, 2001).
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. La Taq polimerasa: es una Polimerasa resistente a altas temperaturas.
Aislada de la bacteria termo resistente, Thermus aquaticus. Esta es una
enzima capaz de incorporar nucleétidos libres en el extremo 3’ del primer
unido a la cadena principal; formando una cadena complementaria, por

ende tiene la capacidad de amplificar hebras de ADN a altas temperaturas

(Mérien et al., 1992)

2.7 Secuenciamiento:

Los amplicones que se obtienen a partir de la PCR son secuenciados
utilizando protocolos estandarizados de secuencia ciclica con BigDye v3.1y se
corren en ABI 3730xl en The Functional Biosciences, Inc, Madison, Wisconsin.
Las secuencias obtenidas son analizadas con el programa Mega 5 y se realiza
una busqueda en Blast para encontrar homologia con las secuencias en la base
de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information) para obtener
un serovar especifico.

Con los resultados de la secuenciacion se puede determinar que animales
son los responsables de la transmisién de la Leptospira a los humanos para asi

mejorar y poder aplicar métodos de control y prevencion de la enfermedad.
3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localidad de toma de muestras

El presente estudio no probabilistico fue realizado en la parroquia de
Calderén del canton Portoviejo en Junio del afio 2009. Esta época fue escogida
teniendo en cuenta la reciente pluviosidad y el nimero de casos humanos.

Se obtuvo muestras de orina de animales domésticos y roedores de

domicilios en los que se detectaron casos de leptospirosis durante el afio 2008.
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Se procuré tomar tres animales de cada especie domestica por localidad y el
mayor numero de roedores posible. Se tomaron 90 muestras de orina, 27
(bovino), 27 (porcino), 30 (canino) y 6 muestras de rifidn (ratas).

3.2 Recoleccion de muestras:

Caninos:

Se colectd muestras de orina utilizando furosemida (3.5ml/kg) por via
intravenosa o mediante cistocentesis. Luego de recolectada, la orina fue colocada
en un tubo plastico estéril de 25 ml.

Porcinos y Bovinos:

Se inyectd furosemida intravenosa en los bovinos e intramuscular y se
colecté la muestra de orina en un tubo plastico estéril de 50 ml en el caso de
bovinos y de los porcinos (hembras). En el caso de los machos, se colocé una
funda plastica para colectar la orina. Todas las muestras fueron conservadas en
hielo para luego ser transportadas al laboratorio de la USFQ y conservadas a
-80 O C.

Ratas:

Fueron capturadas en jaulas y sacrificadas con cloroformo. Mediante

diseccion se tomaron los rifiones.

3.3 Extraccion ADN:

Antes de iniciar el proceso de extraccion las muestras de orina fueron
centrifugadas a 3287 X g por 15 minutos, se elimind el sobrenadante y el
sedimento fue utilizado para extraer ADN.

En el caso de las ratas, 250 mg de rifién fueron cortados en pequefios

p0065dazos y colocados en un tubo de 1.5ml con 180 ul de ATL. Se adicioné 20
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pl de proteinasa K y se incubé- a 56 [0 C hasta que el tejido se encuentre
completamente lisado en 1- 3 horas haciendo vortex ocasionalmente. Se adiciono
200 pl de buffer AL a la muestra haciendo vortex nuevamente. Las muestras
fueron incubadas a 70 0 C por 10 minutos. Se adiciono 200 pl de etanol absoluto
realizando vortex nuevamente.

Se utilizé el kit comercial QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, USA), vy se

sigui6 las especificaciones del proveedor (Anexo 3). El ADN fue finalmente

diluido en 25 pl de buffer.

3.4 Amplificacién de ADN de Leptospira en orina utilizando la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El protocolo de PCR utilizado se baso en investigaciones previas (Baquero
et al, 2010). Se utilizé cuatro primers oligonucledtidos con las siguientes
secuencias: A, 5'- GGCGGCGCGTCTITAAACATG-3'; B, 5'-
TTCCCCCCATTGAGCAAGATT-3 correspondiente a los nucleétidos 38 a 57 y
del 348 a 668 correspondientemente; C, 5-CAAGTCAAGCGGAGTAGCAA-3’; D,
5-CTTAACCTGCTGCCTCCCGTA-3 correspondientes a los nucleétidos 58 a 77
y 328 a 347 respectivamente del gen 16S rRNA (Mérien F et al., 1992).

La reaccién fue constituida de: 1.5mM de MgCI2, Buffer 1X, 200 uM de
cada uno de los nucleotidos (dATP, dTTP, dCTP, dGTP); 2.5 KM de cada primer
y, 1.12 unidades de Taq obteniendo un volumen final de 25 pl.

Las reacciones de PCR fueron colocadas en un termociclador (Biometra).
La rutina consisti6 en denaturacién inicial a 94°C por 3 minutos, 29 ciclos de
amplificaciéon a 94°C por 1 minuto, alineacién 63°C por 1.5 minutos y la

elongacién de la cadena de ADN a 72°C por 2 minutos.
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El ADN amplificado fue visualizado mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% a 95 voltios por cuarenta y cinco minutos aproximadamente. El gel
se fotografi6 con una camara Kodak® con ensamblaje en la oscuridad y las
imagenes fueron procesadas con el programa Kodak 1D. Las muestras que

mostraban una banda clara fueron amplificadas por segunda vez (Anexo 4).

3.5Secuenciacion

Veinte amplicones fueron enviados a FUNCTIONAL BIOSCIENCES
(Madison, Wisconsin EEUU) (Anexo 35). Las secuencias fueron analizadas

utilizando el programa MEGA 5 y BLAST (blast.ncbi.nlm.nih.gov) (Anexo 6).

4. Resultados

Se analizé mediante la prueba de PCR ochenta y cuatro muestras de orina
de animales domésticos y se encontré una positividad de 70% en caninos; 67%
en porcinos y 74% en bovinos. Adicionalmente se analizé seis rifiones de ratas
los cuales fueron positivos en su totalidad (Tabla 1). Se obtuvo secuencias de
ADN de 19 amplicones (7 de bovinos, 3 de caninos, 3 de porcinos y 6 de ratas) la
gran mayoria de los cuales mostraron alta homologia con L. inadai 16S rDNA
(Tabla 2)

Adicionalmente, 42.85% de los amplicones obtenidos de muestras
bovinas, 44% de amplicones provenientes de muestras de porcinos y 26.7% de
amplicones de muestras de ratas mostraron homologia a L. borgpetersenii
(Tabla 2).

Las secuencias fueron enviadas al Gen Bank donde fueron asignadas los

siguientes codigos:



17

Dos secuencias de L. inadai que presentan diferencias en las bases,
MC1 L. inadai [Gen Bank: JN377490], MC2 L. inadai [Gen Bank: JN377491], y

MC3 L. borgpettersenii [Gen Bank: JN377492].


Estudiante 1
Rectángulo

Estudiante 1
Rectángulo


Tabla 1: Resultados de PCR por comunidad y por especie animal
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[E Porcentaje
Especio To.tal de Ghiniiridad Total n:iuestras Muestra_s por Mue's.‘tras e
p Animales analizadas comunidad positivas cormuiidad
i Hormiguero 3 3 1 33%
Bijahual 3 3 3 100%
El Jobo 3 3 0 0%
La Balsa 3 3 3 100%
z Potrerillo 2 2 2 100%
feaninos Juan Dalma 3 3 3 100%
Cienega 3 3 2 67%
Naranjal 3 3 ) 100%
Florestal 4 4 i 25%
Santa Clara 3 3 3 100%
Subtotal Caninos 30 30 30 21 70%
Hormiguero 3 3 0 0%
Bijahual 3 3 0 0%
El Jobo 3 3 0 0%
La Balsa 3 3 3 100%
Porcinos Potrerillo 4 4 4 100%
Juan Dalma 2 2 2 100%
Cienega 3 3 3 100%
Naranjal 3 3 3 100%
Forestal 3 3 3 100%
Subtotal Porcinos 27 27 27 18 67%
Hormiguero 3 3 2 67%
Bijahual 3 2 1 33%
El Jobo 2 2 1 50%
La Balsa 3 3 3 100%
Bovinos Potrerillo 3 3 3 100%
Juan Dalma 4 4 4 100%
Cienega 3 3 2 67%
Naranjal 3 3 3 100%
Forestal 3 3 1 33%
Subtotal bovinos 27 27 27 20 74%
Ratas 6 6 6 100%
Subtotal ratas 6 6 6 6 100%
Total 90 90 90 65 72%

Tabla 2: Positividad de acuerdo a la especie animal

L. borpetersenii |L. inadai
Bovino 3 (42.85%) 4 (57.14%)
Canino 0 (0%) 3 (100%)
Porcino 1(33.33%) 2 (66.66%)
Rata 1 (16.66%) 5(83.33%)
Total 5(26.31%) 14 (73.68%)



Estudiante 1
Rectángulo
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5. Discusion:

El presente estudio demostro una positividad a leptospirosis elevada (72%) en
animales domésticos en la zona de Calderon- Portoviejo. Estos datos son
inesperados por cuanto este estudio fue llevado a cabo durante la temporada de
sequia. Estudios similares llevados a cabo en bovinos en la Sierra ecuatoriana y
en el matadero municipal de Quito indican porcentajes bastante menores
(22.3%) (Baquero et al, 20010). Estos datos nos sugieren que la diseminacion
de Leptospira es mayor en esta localidad que en otras regiones del pais. Estos
resultados podrian explicar la frecuente incidencia de brotes de leptospirosis
humana en esta region.

La caracterizacion molecular de los amplicones sugiere que la mayoria de
animales domésticos y ratas estuvo eliminando Leptospira inadai, una especie
categorizada como de patogenicidad intermedia (Fearnley et al., 2007). Estos
resultados son similares a los encontrados en bovinos sacrificados en el
matadero municipal de Quito en los que también se identificé esta especie de
Leptospira (Baquero et al., 20010).

La patogenicidad de L. inadai es controversial ya que se ha realizado
inoculaciones en animales de laboratorio sin que cause infeccién, aunque existe
reportes de enfermedad en humanos (Fearnley et al., 2007) y se han aislado de
ratones y monos experimentalmente infectados (Gangadhar et al., 2000). Se
inoculé el agente en distintas especies (un mono africano, un mono arafa, ocho
hamsteres y tres cuyes) y fueron positivos al cultivo y solo un cuy presentd
decaimiento e inapetencia (Schmid et al, 1986). También es importante

mencionar que estudios de leptospirosis en la zona de Iquitos- Perti demostraron
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que otra especie intermedia (L. liceraceae) fue la responsable de casos de
|eptospirosis humana en esta region. Esta bacteria vive en corrientes naturales de
agua 0 rios por lo tanto se podria creer que se la puede encontrar
incidentalmente en animales que viven cerca de aguas contaminadas (Matthias et
al., 2008).

Clasicamente se considera que existen distintas cepas de Leptospira
asociadas a distintas especies animales (L. interrogans serovar canicola esta
presente en perros, L. borgpetersenii serovar hardjo en bovinos, L. interrogans
serovar interohaemorrhagiae en ratas, etc) (Levett, 2001; Bharti ef al., 2003). Por
esta razon resulta inesperado encontrar L. inadai en distintas especies animales.
Sin embargo, se ha reportado cepas dominantes que infectan distintas especies
animales en regiones de Tailandia e India (Thaipadungpanit ef al., 2007; Nalam et

al., 2010)

6. Conclusion:

Portoviejo es una zona que a lo largo del tiempo ha presentado la mayor
cantidad de casos de leptospirosis en el Ecuador. La carencia de infraestructura
sanitaria, la presencia de lluvias y la poblacion de ratas y otros animales
portadores hacen a este lugar tener las caracteristicas ideales para el desarrollo
de la enfermedad convirtiéndola en una zona endémica.

El método mas sensible de diagnostico es la PCR, uno de los mas utilizados
POr su costo y eficacia, y, al determinar la presencia de Leptospira, la

S€cuenciacion ayuda a establecer la epidemiologia de la misma.
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Se determiné que L. inadai es una cepa altamente circulante en animales de
comunidades de Calderén y surge la pregunta si los humanos se encuentran
infectados con la misma siendo la responsable de los brotes reportados.

Por las condiciones econémicas del lugar, el control de la patologia es
complicado, especialmente si los recursos se desperdician tomando mediadas de
control innecesarias. Es por esto la necesidad de identificar los animales
responsables de la transmision de la Leptospira a humanos, para asi distribuir
los recursos y fondos necesarios de una manera adecuada.

Durante la presente investigacion se capacitd a personal del sub-centro de
salud de Calderén con una metodologia sencilla y efectiva para la recoleccion

de muestras animales que permitan a futuro el monitoreo de la leptospirosis en
esta zona.
7. Recomendaciones

- Es importante realizar un estudio mas amplio en las mismas localidades
estudiadas, calculando el tamario de la muestra para cada especie animal para
que asi los resultados sean estadisticamente significativos.

- Toma de muestras de mas roedores de las localidades estudiadas en la
presente investigacion para tener un dato mas significativo de la cepa de
Leptospira circulante en la zona.

= Se debe tomar muestras de orina de los pacientes febriles de las diez
localidades y del agua de rios de la zona, analizarlas mediante PCR y mandar a
Secuenciar para saber si L. inadai es la cepa responsable de los brotes en

humanos.
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z Entrenamiento y equipamiento de los laboratorios del ministerio de Salud
de Portoviejo parta asi agilitar el proceso de diagnostico y tomar las medidas de
control necesarias.

2 Realizar una campana de concientizacion hacia las personas que habitan

estas localidades con buenas practicas de higiene y manejo de los animales.
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Anexos:

Anexo 1: Micrografia por barrido de electrones de L. interrogans serovar

icterohaemorrhagiae (Levet, 2001)
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Anexo 2: Epidemiologia de la Leptospirosis
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Anexo 3: Extraccion ADN
QIAamp DNA Mini KTIT (250 determinaciones)
Cat No 51306
Almacenar a temperatura ambiente
Lote No 127146769

Antes de iniciar

1. Atemperar el bafio de arena a 5600 C

2. Equilibrar el buffer y el agua a temperatura ambiente para la emulsién

3. Preparar los reactivos AW1, Buffer AW2, Proteasa con las siguientes
instrucciones:

a. Buffer AW1 (guardar a temperatura ambiente) antes de usar la
primera vez hay que afadir 125 ml de etanol absoluto para un
volumen final de 220 ml. Cerrar bien el frasco.

b. Buffer AW2 (guardar a temperatura ambiente): antes de usar
adicionar 160 ml de etanol absoluto para un volumen final de 226
ml. Cerrar bien el frasco.

c. Siel buffer AL esta precipitado se debe disolver a 560 C. Buffer AL
(guardar a temperatura ambiente): mezclar buffer frecuentemente.

Procedimiento

1. Se necesita 200 pl de muestra

2. Pipetear 20 pl proteasa en la base de un tubo eppendorf para centrifuga

3. Adicionar 200 pl de la muestra.

4. Adicionar 200 pl del Buffer AL a la muestra y hacer vortex fuerte por 15
segundo ﬂ

5. Incubar a 56°C por 10 minutos.
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6. Centrifugar brevemente el tubo.

7. Adicionar 200 pl de etanol absoluto y realizar vortex por 15 segundos.

8. Cuidadosamente poner la solucién sobre una columna QlAamp Spin
Column que se encuentra sobre un tubo de 2 ml. Tener cuidado de no
mojar el borde del tubo.

9. Centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto.

10.Colocar la columna en un tubo nuevo de 2 ml y se adicionar 500 pl de
Buffer AW1 sin mojar el borde del tubo.

11.Centrifugar a 8000rpm durante 1 minuto, volver a botar el filtrado y colocar
nuevamente otro tubo de 2 ml.

12.Abrir la columna y colocar 500 ul del Buffer AW?2 sin mojar el borde del
tubo.

13. Centrifugar a maxima velocidad a 14,000 rpm por 3 minutos.

14.Poner en un nuevo tubo loa columna y descartar el filtrado.

15. Centrifugar a 14000 rpm durante 1 minuto.

16. Por ultimo, colocar la columna en un tubo de 1.5 mly se adicionar 50 pl del
Buffer AE o agua destilada e incubar a temperatura ambiente por 1 minuto.

17.Centrifugar a 8000 rmp por 1 minuto

18.Dividir lo filtrado en alicuotas de 25 ul y guardarlas a -20°C hasta ser

utilizadas.
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Anexo 5: Secuencias limpias de Leptospira

Secuencia 52: L. borgpetersenii
CTTGGCGGCGCGTCTTAAACATGCAAGTCAAGCGGAGTAGCAATACTCAGC
GGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCCGAGT-
CTGGGATAACTTTCCGAAAGGGGAGCTAATACTGGATAGTCCCGAGAGATCA
NAGGATTTTTCGGGTAAAGATTTATTGCTCGGAGATGAGCNCGCGCCCGATT
AGCTA-GTTGGTGAGGTAATGGCTCACC--AAGGCGAC-GAT-
CGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTTC-GGCCA-
CAATGGAACTGAGACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAAGAAT
CTTGCTCAATGGGGGGAAAA

Secuencia 65 L. inadai

AGTAGCAATACCTA-
GCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCCGAGTCTGGGATA
ACTCTCCGAAAGGAAAGCTAATACCGGATAGTCC--
TACTGGATCACAGGATCTGATAGGTAAAGATTTATTGCTTGGAGATGAGCCC
GCGTCTGATTAGC-TAGTTGGCGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGAC-
GATCCGTAGCGGGCCTGAG-

Secuencia 66: L. inadai

AGTAGCAATACCTA-
GCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCCGAGTCTGGGATA
ACTTTCCGAAAGGAAAGCTAATACCGGATAGTCC--
TACTGGATCACAGGATCTGATAGGTAAAGATTTATTGCTTGGAGATGAGCCC
GCGGCCGATTAGC-TAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGAC-
GATCCGTAGCCGGCCTGAG-

Secuencia 69: L. inadai



33

AGTAGCAATACCTA-
GCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCCGAGTCTGGGATA
ACTTTCCGAAAGGAAAGCTAATACCGGATAGTCC--
TACTGGATCACAGGATCTGATAGGTAAAGATTTATTGCTTGGAGATGAGCCC
GCGGCCGATTAGC-TAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGGC-
GATCGGTAGCCGGCCTGAG-

Secuencia 74: L. borgpetersenii
TGGCGGCGCGTCTTAAACATGCAAGTCAAGCGGAGTAGCAATACTCAGCGG
CGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCCGAGTCTGGGATAACTTT
CCGAAAGGNGAGCTAATACNGGATAGTCCCNAGAGNTCACAGGATTTTNNN
GGTAAANATTTATTGCTCGGAGATGAGCCCGCGNCCGATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAATGGCT-CACCAAGGCGAC-GAT-CGGTAGCCGGCCTGA-
GAGGGTGTNCGGCCACAATGGAACTGA-
GACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAAGAATCTTGCTCA
Secuencia 76: L. borgpetersenii
TGGCGGCGCGTTCTTAAACATGCAAGTCAAGCGGAGTAGCAATACTCAGCG
GCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCCGAGTCTGGGATAACTT
TCCGAAAGGNGAGCTAATACTGGATAGTCCCNNTNGGTCATAGGATNTTNCN
GGTAAAGATTTATTGCTCGGAGATGAGCCCGCGCCCGATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTTC
GGCCACA-
ATGGAACTGAGACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAAGAATCT
TGCTCAATGGGGG

Secuencia 77: L. borgpetersenii
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TGGCGGCGCGTTCTTAAACATGCAAGTCAAGCGGAGTAGCAATACTCAGCG
GCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCCG-
AGTCTGGGATAACTTTCC--GAAAGGGGAGCTAATACNGG-
ATAGTCCCGAGAGGTCACAGGATTTTTCGGGGTAAAGATTTATTGCTCGGAG
ATGAGCCCGCGCCCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCG
AC-GAT-CGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTTCGGCCA-
CAATGGAACTGAGACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAAGAAT
CTTGCTCAATG

Secuencia 78: L. inadai

AGTAGCAATACCTA-
GCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCCGAGTCTGGGATA
ACTTTCCGAAAGGAAAGCTAATACCGGATAGTCC--
TACTGGATCACAGGATCTGATAGGTAAAGATTTATTGCTTGGAGATGAGCCC
GCGGCCGATTAGC-TAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGAC-
GATCGGTAGCCGGCCTT---

Secuencia 112: L. inadai

AGTAGCAATACCTA-
GCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCCGAGTCTGGGATA
ACTTTCCGAAAGGAAAGCTAATACCGGATAGTCC--
TACTGGATCACAGGATCTGATAGGTAAAGATTTATTGCTTGGAGATGAGCCC
GCGGCCGATTAGC-TAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGAC-
GATCGGTAGCCGGCCTGAG-

Secuencia 91: L. inadai

AGTAGCAATACCTA-
GCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCCGAGTCTGGGATA
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ACTTTCCGAAAGGAAAGCTAATACCGGATAGTCC--
TACTGGATCACAGGATCTGATAGGTAAAGATTTATTGCTTGGAGATGAGCCC
GCGGCCGATTAGC-TAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGAC-
GATCGGTAGCCGGCCTGAG-

Secuencia 93: L. inadai

AGTAGCAATACCTA-
GCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCCGAGTCTGGGATA
ACTTTCCGAAAGGAAAGCTAATACCGGATAGTCC--
TACTGGATCACAGGATCTGATAGGTAAAGATTTATTGCTTGGAGATGAGCCC
GCGGCCGATTAGC-TAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGAC-
GATCGGTAGCCGGCCTGAG-

Secuencia 95: L. inadai

AGTAGCAATACCTA-
GCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCCGAGTCTGGGATA
ACTTTCCGAAAGGAAAGCTAATACCGGATAGTCC--
TACTGGATCACAGGATCTGATAGGTAAAGATTTATTGCTTGGAGATGAGCCC
GCGGCCGATTAGC-TAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGAC-
GATCGGTAGCCGGCCTGAG-

Secuencia 117: L. inadai

AGTAGCAATACCTA-
GCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCCGAGTCTGGGATA
ACTTTCCGAAAGGAAAGCTAATACCGGATAGTCC--
TACTGGATCACAGGATCTGATAGGTAAAGATTTATTGCTTGGAGATGAGCCC
GCGGCCGATTAGC-TAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGAC-

GATCGGTAGCCGGCCTGAG-
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Secuencia 118: L. inadai
AAGTCAAGCGGAGTAGCAATACCTAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGG
GTAATCTTCCTCCGAGTCTGGGATAACTTTCCGAAAGGAAAGCTAATACCGG
ATAGTCCTACTGGATACAGGATCTGATAGGTAAAGATTTATTGCTTGGAGATG
AGCCCGCGGCCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACG
ATCGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACAATGGAACTGAGACACG
GTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAG

Secuencia 119: L. inadai

AGTAGCAATACCTA-
GCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCCGAGTCTGGGATA
ACTTTCCGAAAGGAAAGCTAATACCGGATAGTCC--
TACTGGATCACAGGATCTGATAGGTAAAGATTTATTGCTTGGAGATGAGCCC
GCGGCCGATTAGC-TAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGAC-
GATCGGTAGCCGGCCTGAG-

Secuencia 120: L. inadai

AGTAGCAATACCTA-
GCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCCGAGTCTGGGATA
ACTTTCCGAAAGGAAAGCTAATACCGGATAGTCC--
TACTGGATCACAGGATCTGATAGGTAAAGATTTATTGCTTGGAGATGAGCCC
GCGGCCGATTAGC-TAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGAC-
GATCGGTAGCCGGCTCGAG-

Secuencia 121: L. inadai

GATAGTAAGATTTATT--—--GCTTGAGATGAGCC-

CCGGCTGATTAGCTAGTTGGCG---AGGTAAAGGCTCACCAAGGCGAC--
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