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5 ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ARNr 16S: ARN ribosomal 16S

ATCC: del inglés, American Type Culture Collection

CAST PCR: del inglés, Competitive Allele-Specific TagMan PCR
CLDE: del inglés, Cysteine lactose electrolyte deficient

Ct: del inglés, threshold Cycle

Eco: Escherichia coli

EMJH: Ellinghausen McCullough Johnson Harris

INER: Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
LNRL: Laboratorio Nacional de Referencia de Leptospirosis
LPS: lipopolisacédrido

MAT: del inglés, Microscopic Agglutination Test

MLST: del inglés, Multilocus Sequence Typing

Pae: Pseudomonas aeruginosa

PCR: del inglés, Polymerase Chain Reaction

gqPCR: del inglés, quantitative Polymerase Chain Reaction
Sau: Staphylococcus aureus

S/N: relacion Sefal/Ruido

ST: del inglés, Sequence Type

TAE: Tris Acetato EDTA



6 RESUMEN

La leptospirosis es una zoonosis de distribuciéon mundial causada por bacterias del género
Leptospira. La identificaciéon del agente etioldgico desempefla un papel importante en la
comprensién de la epidemiologia y patogenicidad de la enfermedad, y en el desarrollo de
herramientas de diagndstico y estrategias de prevencién adecuadas. En los dltimos afios se
desarrollaron métodos de tipificacién independientes de los aislamientos de Leptospira. Entre
ellos se destacan la amplificacién y secuenciacién del gen rrs que codifica para el ARN ribosomal
16S (ARNr 16S) y distintos esquemas MLST (del inglés Multilocus Sequence Typing). Sin
embargo, pocos autores evaluaron y aplicaron estos métodos en un niimero relevante de muestras
de sangre o suero. El suero es el tipo de muestra utilizada frecuentemente para el diagndstico de
leptospirosis. Por lo tanto, la aplicacién de estos métodos en estas muestras representa una
oportunidad para mejorar la vigilancia epidemiolégica de la enfermedad en contextos donde el
aislamiento de Leptospira spp. es limitado o inviable. En Argentina, la obtencion de muestras
clinicas para el primocultivo de Leptospira spp. es poco frecuente y la informacién disponible
respecto a las especies y serogrupos que causan enfermedad humana se basa en el andlisis
impreciso de los titulos de MAT.

Los objetivos generales de este estudio fueron: 1) Optimizar la tipificacién molecular de
Leptospira spp. para poder aplicarla directamente sobre muestras clinicas humanas (suero y/o
sangre entera) y 2) Evaluar la utilidad de la tipificacién molecular para conocer la frecuencia
relativa de las variedades de Leptospira spp. circulantes, en pacientes de Argentina con
leptospirosis confirmada durante el periodo 2005-2016, y su distribucién espacial.

En la etapa de optimizacion de la reaccion de amplificacion de punto final del gen rrs - 16S ARNr
no se detectaron inhibidores. El limite de deteccién de la reaccion resulté 10 Leptospira sp./ml.,
y no se modificé con las diferentes enzimas de amplificacidn y condiciones de reaccién evaluadas.
Para aplicar y evaluar la utilidad de los métodos ARNr 16S y MLST se emplearon 228 muestras
de suero de fase septicémica de pacientes con leptospirosis confirmada en Argentina durante el
periodo 2005-2016. Las muestras se seleccionaron al azar de un panel de sueros preexistente.
Ambos métodos, basados en reacciones PCR de punto final, se ensayaron en todas las muestras,
en paralelo, a ciegas y sin emplear ningin otro método molecular de tamizaje. Las especies
causantes de leptospirosis se identificaron en 52/228 muestras y correspondieron a L. interrogans
(50, 98.1%) y L. borgpertesenii (1, 1.9%). En 26 muestras se identificaron s6lo con ARNr 16S,
en 24 con ARNr 16S mas MSLT, y en 2 s6lo con MLST. En 26/228 muestras se amplificaron los
7 genes del esquema MLST y se asignaron 8 STs (del inglés: sequence type) diferentes. En dos
muestras, los STs asignados resultaron hibridos o ambiguos (ST140 y ST37/118) y sélo
permitieron la tipificacién a nivel de especie. En las 24 muestras restantes, también se

identificaron los serogrupos probables. Canicola se identificé en mayor proporcién (ST37, 50%),



seguido de Sejroe (ST20, 16.6%), Icterohaemorrhagiae (ST17, 12.5%), Pyrogenes (ST13, 12.5%),
Pomona (ST38, 4.2%) y Ballum (ST149, 4.2%). Segtn la ficha epidemioldgica, el 71.15% de los
pacientes en los que se identificé el agente etiolgico de leptospirosis provenian de Santa Fe y
Entre Rios.

Las Tasas de Tipificacién (TT) resultaron 21.9% para el ARNr 16S y 11.4% para el MLST, las
que resultaron aceptables en el contexto de este estudio, considerando que no se realizé un
tamizaje molecular. Se observé una tendencia positiva de las TT durante el periodo de estudio. El
grado de acuerdo entre los resultados positivos y negativos del ARNr 16S y MLST resulté
moderado (k: 0.5665, IC 95%: 0,4289-0,7041). Por otro lado, los tres serogrupos identificados
con mayor frecuencia en las muestras de suero de fase septicémica mediante MLST, coincidieron
con los serogrupos inferidos mediante el andlisis de los titulos de MAT en las muestras de suero
de fase inmune. Al comparar los resultados de genotipificacién en pacientes con leptospirosis
confirmada (n=_8), se identificaron las mismas especies y serogrupos en los aislamientos y las
muestras de suero de fase septicémica, excepto en el serogrupo de un caso. El método ARNr 16S
presenta mayores ventajas que el MLST respecto a las tasas de tipificacion, costos y tiempo de
ejecucion. Sin embargo, el dltimo método ofrece mayor resolucién taxondémica e identifica el
serogrupo causante de leptospirosis en muestras de suero. En este estudio, se propuso amplificar
los genes rrs (ARNr 16S) y glmU (MLST) en paralelo y completar el esquema MLST sélo en
muestras positivas para glmU, para usar eficientemente los insumos de laboratorio y acelerar las
etapas de ejecucion.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este estudio y las limitaciones de los métodos
aplicados, se disefidé un esquema secuencial de 4 reacciones qPCR. Este se basé en la
amplificacién de distintas regiones del gen rrs para identificar el género Leptospira en primera
instancia, luego la especie L. interrogans y, por ultimo, especies patdégenas e intermedias, sin
requerir de secuenciacion. Se obtuvieron resultados satisfactorios en los ensayos de optimizacién
de las reacciones de identificacién de género y L. interrogans. En cambio, los ensayos de
optimizacién de las reacciones de identificacion de especies patégenas e intermedias no resultaron
segtn lo esperado. Por esto, resulta conveniente profundizar los ensayos de validacion.

Este estudio es uno de los primeros en aplicar y evaluar la utilidad de dos métodos de
genotipificacion (ARNr 16S y MLST) en muestras de suero, para identificar especies y
serogrupos de Leptospira que causaron enfermedad en Argentina durante un periodo de 12 afios.
Los mismos se aplicaron en paralelo, sin requerir tamizaje molecular previo ni aislamientos.
Considerando estos resultados, el esquema secuencial qPCR disefado resulta ser un método
prometedor para la identificacion de grupos de especies de Leptospira. Si bien atin se encuentra
en fase experimental y requiere mds pruebas de validacion, ofrece ventajas como la reduccién de
costos y tiempos de ejecucién. Ademds, se adapta ficilmente a diferentes escenarios

epidemioldgicos y necesidades de diagndstico, y puede utilizarse para el tamizaje molecular

10



previo a la aplicacién de técnicas taxondmicas de mayor resolucién. En conjunto, los hallazgos
de esta tesis contribuyen a fortalecer la epidemiologia molecular de la leptospirosis en Argentina
y proporcionan herramientas para la vigilancia de la enfermedad y la toma de decisiones en salud

publica.

ABSTRACT

Leptospirosis is a worldwide zoonosis caused by bacteria of the genus Leptospira. The
identification of the etiological agent plays an important role in understanding the disease
epidemiology and pathogenicity, and in the development of appropriate diagnostic tools and
prevention strategies. In recent years, culture-independent typing methods for Leptospira have
been developed. Among them are the amplification and sequencing of the rrs gene, which encodes
16S ribosomal RNA (16S rRNA), and different Multilocus Sequence Typing (MLST) schemes.
However, few authors evaluated and applied these methods in a relevant number of blood or
serum samples. Serum is the most commonly used sample type for diagnosing leptospirosis.
Therefore, applying these methods to serum represents an opportunity to improve the disease
epidemiological surveillance in settings where Leptospira spp. isolation is limited or unfeasible.
In Argentina, human sample collection for primary culture of Leptospira spp. is infrequent, so the
available information about the species and serogroups causing human infections is limited and
is mainly based on the imprecise MAT titers.

The general objectives of this study were: 1) To optimize Leptospira spp. molecular typing for
direct application to human clinical samples (serum and/or whole blood) and 2) To evaluate the
molecular typing utility to determine the relative frequency of circulating Leptospira strains, in
patients from Argentina with confirmed leptospirosis during the period 20052016, and their
spatial distribution.

In the optimization stage of the endpoint PCR targeting the rrs gene - 16S rRNA no inhibitors
were detected. The detection limit of the reaction was 10? Leptospira sp./ml, and was not modified
with the different amplification enzymes and reaction conditions evaluated.

To apply and evaluate the usefulness of the 16S rRNA and MLST methods, 228 septicemic-phase
serum samples of patients with confirmed leptospirosis in Argentina during the period 2005-2016
were used. Samples were randomly selected from a pre-existing serum panel. Both methods,
based on end-point PCR reactions, were tested on all samples, in parallel, blindly and without any
molecular screening test. The causative species of leptospirosis was identified in 52/228 samples,
corresponding to L. interrogans (50, 98.1%) and L. borgpetersenii (1, 1.9%). Species were
identified only by 16S rRNA in 26 samples, by 16S rRNA and MSLT in 24, and only by MLST
in 2. The 7 genes of the MLST scheme were amplified in 26/228 samples and 8 different STs
(sequence type) were assigned. The assigned STs were hybrid or ambiguous (ST140 and

ST37/118) in two samples and only typified the causative species. In the remaining 24 samples,
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the probable serogroups were also identified. Canicola was the most frequent (ST37, 50%),
followed by Sejroe (ST20, 16.6%), Icterohaemorrhagiae (ST17, 12.5%), Pyrogenes (ST13,
12.5%), Pomona (ST38, 4.2%), and Ballum (ST149, 4.2%).

According to the epidemiological registry, 71.15% of patients with a successfully identified
etiologic agent came from Santa Fe and Entre Rios.

The 16S rRNA and MLST typing rates (TR) were 21.9% and 11.4%, respectively, and were
acceptable in the context of this study, considering that molecular screening was not performed.
A positive trend was observed in both TR during the study period. The degree of agreement
between positive and negative results of 16S rRNA and MLST was moderate (k: 0.5665, 95% CI:
0.4289-0.7041). On the other hand, the three most frequently serogroups identified in septicemic-
phase serum samples by MLST coincided with the serogroups inferred in immune-phase serum
samples by MAT titers. When comparing the genotyping results of culture-proven cases (n==8),
the same species and serogroups were identified in the septicemic-phase samples and
corresponding isolates, except for the serogroup of one case.

The 16S rRNA method offers greater advantages than MLST in terms of typing rates, costs, and
execution time. However, MLST offers higher taxonomic resolution and identifies the causative
serogroup in serum samples. In this study, we proposed to amplify the rrs (16S rRNA) and gimU
(MLST) genes in parallel and complete the MLST scheme only on glmU-positive samples, to
efficiently use laboratory supplies and speed up execution stages.

Considering the results obtained in this study and the limitations of the applied methods, a
sequential scheme of 4 qPCR reactions was designed. This was based on the amplification of
different regions of the rrs gene to identify Leptospira genus first, then L. interrogans, and finally
pathogenic and intermediate species, without requiring sequencing. Satisfactory optimization
results were obtained in the identification reactions of the genus Leptospira and L. interrogans.
However, the optimization tests for the pathogenic and intermediate species identification did not
yield the expected results. Therefore, further validation tests are required.

This study is one of the first to apply and evaluate two genotyping methods (16S rRNA and
MLST) in serum samples to identify Leptospira species and serogroups that caused disease in
Argentina over a 12-year period. These were applied in parallel, without requiring prior molecular
screening or isolation. Considering these results, the designed sequential gPCR scheme appears
to be a promising method for identifying groups of Leptospira species. Although it is still in the
experimental phase and requires further validation testing, it offers advantages such as reduced
costs and execution times. Furthermore, it is easily adaptable to different epidemiological
scenarios and diagnostic needs and can be used for molecular screening prior to the application
of higher-resolution taxonomic techniques. The findings of this thesis contribute to strengthening
the molecular epidemiology of leptospirosis in Argentina and provide tools for disease

surveillance and public health decision-making.
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7 INTRODUCCION
7.1 MARCO TEORICO - LEPTOSPIROSIS

7.1.1 Agente etiolégico
La leptospirosis es una enfermedad de distribuciéon mundial que afecta a humanos y animales, es
causada por bacterias que pertenecen al orden Spirochaetales, familia Leptospiraceae, género
Leptospira (Sykes et al., 2022; World Health Organization, 2003). La familia Leptospiraceae

incluye, ademds, otros dos géneros: Turniella y Leptonema (Aranzazu Ceballos et al., 2020).

Morfologia

El género Leptospira comprende espiroquetas Gram-negativas delgadas, (Silva-Ramos et al.,
2022), helicoidales y méviles, de 0.15 um de didmetro y 10-20 um de longitud. Estas bacterias
presentan una envoltura celular similar a la de las bacterias gramnegativas, con una membrana
interna y pared celular de peptidoglicano que estdn estrechamente asociadas, y recubiertas por
una membrana externa que contiene lipopolisacaridos (LPS) y lipoproteinas en la superficie
(Picardeau, 2017). El LPS constituye el principal antigeno para el reconocimiento de la bacteria
por el sistema inmunitario del hospedero (Verma et al., 2020) y contribuye a su patogenicidad
(Karpagam & Ganesh, 2020).

Leptospira spp. presenta dos flagelos peripldsmicos, uno por extremo celular, dentro del cuerpo
celular helicoidal (Nakamura, 2022). Los endoflagelos se insertan en el periplasma, en cada polo
de la célula, y se extienden hacia el centro de la célula sin superponerse (Picardeau, 2017). La
morfologia del extremo celular depende de la direccion de giro de los flagelos: adopta una forma
de "gancho" si giran en sentido antihorario y forma de "espiral" si giran en sentido horario
(Nakamura, 2022). En general, los flagelos bacterianos se componen de tres subestructuras
principales: el cuerpo basal (que funciona como un motor rotatorio transmembrana), un gancho
flexible (a través del cual el filamento propulsa a la bacteria cuando es rotado por el motor) y el
filamento (que esta conectado al cuerpo basal por el gancho). Los filamentos de las espiroquetas
son complejos y constan de un nicleo interno y una capa externa (también conocida como vaina),
y, en el caso de Leptospira interrogans, estin compuestos por al menos siete proteinas. Ademads,
en los polos celulares cerca del motor flagelar, se encuentran quimiorreceptores que detectan
varios sustratos y adaptan la direccidn de la rotacién flagelar segiin las condiciones ambientales;
lo que explicaria el cambio rdpido en la direccién de nado de las especies de Leptospira
(Picardeau, 2017).

En la Figura 1 se observa la morfologia celular, la arquitectura de la pared celular de L.

interrogans y la rotacién del endoflagelo.
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Figura 1: Morfologia celular y arquitectura de la envoltura de L. interrogans. a: Morfologia de Leptospira
interrogans, rotacion del endoflagelo y movimiento. b: Criotomografia electrénica de Leptospira spp. c:
Diagrama de la pared celular de Leptospira spp. Figura modificada de Picardeau (2017).

La motilidad de los microorganismos patdégenos suele estar implicada en la invasién, la migracién
dentro del huésped y el desarrollo de la enfermedad (Abe et al., 2023). Leptospira spp. presenta
dos modos de motilidad, swimming y crawling (Nakamura, 2022). En el modo swimming, la
configuracion del cuerpo celular es asimétrica, el extremo anterior y posterior del cuerpo celular
bacteriano presenta una forma de espiral y la otra, de gancho. De esta manera, la bacteria se
impulsa unidireccionalmente. En cambio, la bacteria gira sin migracién neta cuando presenta una
morfologia simétrica (es decir, espiral-espiral o gancho-gancho). La morfologia del extremo
celular cambia frecuentemente con la inversion del giro, lo que permite que la célula cambie la
direccion de natacion. La eficiencia de movimiento de Leptospira spp. mejora hasta en un 100 %
en fluidos viscoeldsticos gelatinosos, lo que resulta en un aumento de la velocidad de natacién
(Nakamura, 2022).

Por otro lado, se denomina “crawling” al movimiento de la bacteria sobre una superficie lisa

(Nakamura, 2022). Es un movimiento completamente deslizante dependiente de la membrana
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externa, se genera Unicamente mediante la rotacién de la membrana externa sin la contribucién
directa del extremo espiral y estd mediado por componentes méviles adhesivos de la membrana
externa, como el lipopolisacarido (Nakamura, 2022) (Figura 2).

Si bien la movilidad tipo swimming estaria asociada con la patogenicidad de Leptospira spp., el
movimiento tipo crawling sobre las superficies tisulares se relaciona mds directamente con la
adhesion bacteriana. Este dltimo movimiento permitiria que Leptospira spp. interactie con las
superficies de los tejidos, aumentando la probabilidad de alcanzar una unién estrecha intracelular
y favoreciendo la transmigracion bacteriana a través de los de los complejos de unién celular

(Nakamura, 2022).
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Figura 2: Movimiento tipo crawling de Leptospira spp. sobre células renales cultivadas. (a) Imagen de
epifluorescencia de L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae en la linea celular renal de rata (NRK-52E).
(b) Trayectoria de una L. interrogans reptando; evolucién temporal en el orden rojo, naranja, amarillo,
verde, azul e indigo. (c) Hipdtesis de patogenicidad dependiente de la reptacion. Figura modificada de
(Nakamura, 2022).

Caracteristicas fenotipicas y requerimientos nutricionales

Las bacterias del género Leptospira son bacterias aerobias obligadas y su temperatura 6ptima de
crecimiento es entre 28 y 30 °C. Producen catalasa y oxidasa. Crecen en medios enriquecidos con
vitaminas como factores de crecimiento y dcidos grasos de cadena larga asociados a albimina que
se metabolizan por f-oxidacion y constituyen la tnica fuente de carbono (Levett, 2001; Verma
et al., 2020). La capacidad multiplicativa se ve obstaculizada por ciertos factores ambientales,
como la humedad, la temperatura y el pH, y la falta de disponibilidad del huésped (Verma et al.,
2020).

Nueva evidencia cientifica respalda la multiplicaciéon de Leptospira spp. en el suelo y la
persistencia en un rango mds amplio de condiciones de lo que se creia anteriormente. La
persistencia en condiciones andxicas sugiere que podrian cambiar su clasificaciéon de aerobias

obligadas, a anaerobias facultativas (Bradley & Lockaby, 2023).

Genoma bacteriano

Las especies de Leptospira tienen un genoma relativamente grande, de mds de 3,9 Mb, en
comparacion con otras espiroquetas como Treponema pallidum (1.1 Mb) y Borrelia burgdorferi

(1.5 Mb) (Picardeau, 2015). Consta de dos cromosomas circulares, uno grande de 4.332.241 pby
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uno pequeiio de 358.943 pb (Ren et al., 2003; Verma et al., 2020). El cromosoma circular grande
tiene una densidad génica del 75-92 % y codifica, principalmente, funciones de mantenimiento.
El segundo cromosoma mds pequeflo contiene genes esenciales como metF (que codifica la
metilen tetrahidrofolato reductasa) y asd (que codifica la aspartato semialdehido deshidrogenasa).
El genoma de Leptospira spp. se caracteriza por un contenido de GC de 35-42%, dependiendo de
la especie. Por otro lado, en cepas no patdgenas se encuentra un tercer replicon, p74, de 74 kb y
36 % de contenido GC (Picardeau, 2015).

Existen uno y dos ejemplares de cada uno de los genes codificantes de ARN ribosomal (Picardeau,
2015), dos genes rrs (16S) y solo un gen que codifica los ARNr 5S (rrf) y 23S (rrl),
respectivamente. El gen rrs codifica al ARNr 16S que, junto a otras proteinas, constituye la
subunidad pequena (30S) de los ribosomas. Los genes rrl y rrf codifican para el ARNr 23S y 58S,
respectivamente, los que constituyen la subunidad grande (50S) del ribosoma junto a otras
proteinas (Rodicio & Mendoza, 2004). El niimero extremadamente bajo de genes de ARNt y
ARNIr podria explicar el crecimiento exigente de L. interrogans (Ren et al., 2003). A diferencia
de lo que ocurre en muchas otras bacterias, donde los genes rrs, rrl y rrf se agrupan y
cotranscriben, en Leptospira spp. estin ampliamente dispersos en el cromosoma grande
(Picardeau, 2015).

Los genes esenciales para la virulencia incluyen a: flaB, rec A (proteina flagelina), trpE
(biosintesis del triptéfano), hemH (biosintesis del hemo), metX (biosinteisis de la metionina), ligB
(gen de la superficie externa), lipL32, loa22 (proteina de adhesién), fliY (interruptor motor
flagelar) y fecA, feoB (adquisicion de hierro). La presencia de la proteina virulenta lipL.32 en cepas
patégenas pone en consideracién al gen, como un posible antigeno diana para el diagndstico

temprano de la leptospirosis (Verma et al., 2020).

Taxonomia

La taxonomia del género Leptospira es compleja (Rajapakse, 2022). Antes de la década de 1990,
el género Leptospira se dividia en dos grupos segtin la patogenicidad: "interrogans" (mds tarde,
Leptospira interrogans sensu lato) que incluia a la mayoria de las cepas patogenas y “biflexa”
(posteriormente, Leptospira biflexa sensu lato) que contenia principalmente a las cepas saprofitas
(Bharti et al., 2003). Estos dos grupos también diferian en sus requerimientos nutricionales y otras
propiedades fenotipicas (Cerqueira & Picardeau, 2009). L. biflexa se diferenciaba de L.
interrogans por su crecimiento a 13 °C, en presencia de 8-azaguanina y por su incapacidad de
formar células esféricas en NaCl 1 M (Levett, 2001).

Posteriormente, ambos grupos (L. interrogans y L. biflexa) se clasificaron serolégicamente en
serovares segtin el polimorfismo del antigeno O del lipopolisacérido (LPS) (Garcia-Lopez et al.,
2023). El andlisis de la prueba de absorcion por aglutinacién cruzada (CAAT) condujo a la

definiciéon de serovar, la unidad sistemdtica bdsica para Leptospira spp. Los serovares
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antigénicamente relacionados se agrupan en serogrupos. Si bien los serogrupos carecen de estatus
taxonémico, son Uutiles para la comprensién epidemiolégica (Levett, 2001). La clasificacién
seroldgica ha permitido identificar mds de 300 serovares agrupados en 26 serogrupos (Garcia-
Lopez et al., 2023).

A partir de 1990, la aplicacién de la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) demostrd
coincidencias entre los perfiles de macrorrestriccion con serotipos especificos. Luego, el andlisis
filogenético de hibridacion ADN-ADN y ARN ribosomal 16S, dividieron al género Leptospira
en tres clados distintos que agrupaban 22 especies. Un clado inclufa a 10 especies patégenas que
podian infectar y causar leptospirosis en humanos y animales. Otro clado incluia especies
intermedias aisladas en humanos y animales, que podian causar manifestaciones clinicas leves de
la enfermedad. El tercer clado, incluia especies saprdfitas que no causaban enfermedad
(Picardeau, 2017).

El surgimiento de la secuenciacion de ADN de alto rendimiento cambi la taxonomia bacteriana,
especialmente en las bacterias exigentes como Leprospira spp. El aumento progresivo de las
secuencias disponibles permitié una clasificacién taxondmica mds precisa (Vincent et al., 2019).
El ndmero de nuevas especies de Leptospira aumentd rapidamente debido al creciente interés en
los estudios metagendmicos y de las comunidades microbianas del suelo, y a la disponibilidad de
la secuenciacidn del genoma completo (WGS, del inglés Whole Genome Sequencing) (Koizumi
& Picardeau, 2020). El niimero de especies aument6 de 22 en 2018, a 64 en 2019 (Koizumi &
Picardeau, 2020). En la actualidad, son 69 las especies reconocidas por “International Committee
on Systematics of Prokaryotes Subcommittee on the taxonomy of Leptospiraceae” (Fernandes
et al., 2022; Koizumi & Picardeau, 2020; Picardeau, 2023). Si bien se reportaron nuevas especies
luego de la dltima reunién en 2024, todavia no han sido reconocidas por el Comité.

Gracias a la gran cantidad de especies nuevas, se redefinieron los tres clados tradicionales en dos
clados principales y cuatro subclados. Los dos clados principales son: “Saproéfitas - S que
contiene especies aisladas del ambiente natural y no son responsables de infecciones, y
“Patogenas - P” que contiene todas las especies responsables de infecciones en humanos y/o
animales, mas especies ambientales para las cuales ain no se ha demostrado el estado de
virulencia. Los cuatro subclados son: P1 (anteriormente descripto como el grupo de patégenas);
P2 (anteriormente descripto como el grupo intermedias), S1 (anteriormente descripto como el
grupo de saprdfitas) y S2 (un nuevo subclado). Las especies del nuevo subclado S2 poseen
caracteristicas fenotipicas de las saprdfitas S1 (Vincent et al., 2019). Actualmente, se incluyen 20
especies en el subclado P1, 21 en P2, 23 en S1 y 5 en S2 (Hamond et al., 2025). En la Figura 3 se
observa el drbol filogenético de las 68 especies de Leptospira descriptas hasta el afio 2021. Este
arbol incluye a L. dzianensis y L. putramalaysiae que son sindbnimos heterotipicos de L. yasudae
y L. stimsonii. Luego, Fernandes et al. (2022) reportd a L. sanjuanensis en el subclado P1 (Figura

4).
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La correlacién entre los sistemas de clasificacion seroldgica y genotipica es deficiente, un
serogrupo determinado se encuentra a menudo en varias especies de Leptospira (Cerqueira &
Picardeau, 2009a). Por ejemplo, los serovares del serogrupo Bataviae se encuentran en L.
interrogans, Leptospira borgpetersenii, Leptospira santarosai, Leptospira kirschneri y
Leptospira noguchii (Verma et al., 2020). La falta de correlacién entre los sistemas de
clasificaciéon sugiere que los genes que determinan el serotipo podrian transferirse
horizontalmente entre especies (Cerqueira & Picardeau, 2009a). También se sugiere que las cepas
patégenas podrian haber evolucionado a partir de un ancestro ambiental, mediante la transferencia
lateral de genes asociados con la adaptacidn a nuevos hospederos (Vincent et al., 2019). A pesar
de la falta de correlacion entre los dos sistemas de clasificacién, ambos se utilizan en forma
conjunta (Cerqueira & Picardeau, 2009a) debido a que algunos serovares se asocian con

reservorios animales particulares (Bharti et al., 2003).
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Figura 3: Arbol filogenético basado en las secuencias de genes softcore. La matriz representa los valores
de ANIb calculados para todas las secuencias genémicas. Las ramas estdn coloreadas segiin su pertenencia
a los cuatro subclados principales: P1 (rojo), P2 (morado), S1 (verde) y S2 (azul). Solo se muestran los
valores de bootstrap inferiores a 100. Figura modificada de (Korba et al., 2021)
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Figura 4: Arbol filogenético de secuencias completas de ARNr 16S, de las especies patégenas del subclado
P1. Figura modificada de Fernandes et al. (2022).
7.1.2 Epidemiologia

La leptospirosis es una enfermedad zoonética de distribucién mundial (Bradley & Lockaby,
2023), que se presenta en diversos entornos epidemioldgicos y afecta principalmente a
poblaciones vulnerables (Costa et al., 2015). Los patrones de morbilidad o mortalidad de
leptospirosis a lo largo de los gradientes urbanos-rurales son indicativos de las vias de transmision
y los factores que contribuyen a la persistencia ambiental. En general, las tasas de leptospirosis
deberian ser mayores donde hay una alta poblacién de individuos infectados y una alta poblacién
de individuos susceptibles (Bradley & Lockaby, 2023).

La leptospirosis afecta a muchas especies de animales domésticos y salvajes (Soo et al., 2020).
Los roedores son portadores asintomadticos de determinados serovares de Leptospira spp. En
cambio, algunos animales susceptibles pueden desarrollar manifestaciones graves de la
enfermedad al ser infectados con Leptospira spp. y luego, tras recuperarse de la misma, retener a

las bacterias en sus rifiones y eliminarlas al medio ambiente a través de la orina (Abe et al., 2023).
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La bacteria continda su ciclo vital en el medio ambiente y puede ser adquirida por un nuevo
hospedero (Soo et al., 2020). Los humanos son hospederos accidentales y corren mayor riesgo al
trabajar o vivir en entornos cercanos a estos animales (Rajapakse et al., 2015). La transmisién a
los humanos puede ser directa, por la manipulacién y contacto con animales infectados o sus
tejidos y fluidos corporales; o indirecta, por contacto con agua o suelo contaminados con la
bacteria (Karpagam & Ganesh, 2020; Rajapakse et al., 2015). La transmision por contacto directo
es comparativamente menor que por contacto indirecto (Karpagam & Ganesh, 2020). Las
infecciones generalmente ocurren a través de abrasiones o heridas en la piel o por contacto con
las mucosas (Bradley & Lockaby, 2023).

Los factores de riesgo de la enfermedad incluyen la alta densidad de animales reservorios, factores
ambientales, ocupacionales y recreativos. Para erradicar la endemicidad de la leptospirosis, es
necesario abordar todos estos factores (Soo et al., 2020).

- Los animales reservorios son aquellos que permanecen relativamente asintomaticos a pesar de
estar infectados, retienen las bacterias dentro de sus tiibulos renales y ocasionalmente liberan
algunas de ellas a través de la orina.

Los roedores son los principales reservorios en zonas urbanas, en particular las ratas, que pueden
ser portadoras del serogrupo Icterohaemorrhagiae. Los roedores también pueden ser portadores
de los serogrupos Copenhageni, Bim y Ballum (Soo et al., 2020). La rata negra (Rattus rattus) y
la rata parda (Rattus norvegicus) se consideran las fuentes mas importantes de leptospirosis. Estas
ratas prosperan junto con las poblaciones humanas de todo el mundo, tanto en entornos urbanos
como rurales. Son hospederos comensales asintomdticos, con infecciones persistentes y excrecion
del patégeno en niveles que superan a muchos otros hospederos (7 x 107 bacterias por dia). Las
ratas desempefian un papel importante en la transmisién de la enfermedad en entornos urbanos,
particularmente en comunidades de bajos ingresos e histéricamente, se vinculan a brotes humanos
de leptospirosis en todo el mundo (Bradley & Lockaby, 2023).

Los mamiferos como el ganado vacuno, los cerdos y las cabras son reservorios potenciales en
zonas rurales (Soo et al., 2020). Los bovinos y cerdos pueden sufrir alteraciones reproductivas
por la infeccién con Leptospira spp., como infertilidad, parto prematuro y muerte fetal. Por esto,
la leptospirosis representa una carga econdmica para la produccion ganadera pero, ademds, los
animales infectados pueden contaminar fuentes de agua y suelo, y transmitir la infeccién a los
humanos (Bradley & Lockaby, 2023). Tarassovi y Hardjo son los principales serovares presentes
en el ganado bovino, y Bratislava e Icterohaemorragiae en los cerdos y-Canicola-enlos—perros
(Soo et al., 2020).

Los perros domésticos también son animales reservorios y participan en la propagacién del
patégeno a nivel mundial. A pesar de la estrecha proximidad con los humanos, los perros no se
asocian a brotes, pero participan del ciclo de la enfermedad porque contribuyen a la

contaminacién ambiental. Los perros infectados excretan grandes cantidades del microorganismo

21



en la orina (1.6 x 10° bacterias por dia) y la propagan a largas distancias debido a su
comportamiento altamente mévil. Se ha documentado que la excrecién de la bacteria dura entre
cuatro y seis semanas, e incluso, varios afios en algunos casos (Bradley & Lockaby, 2023). El
principal serovar presente en los perros es Canicola (Soo et al., 2020).

Respecto a la fauna silvestre, en general se considera que los grandes herbivoros y los pequefios
mamiferos son las especies implicadas en la transmisién y la persistencia de la leptospirosis. Sin
embargo, cierta evidencia sugiere que carnivoros como linces y lobos, roedores silvestres como
capibaras, castores, ardillas y ratones, también son portadores de la enfermedad. Si bien
Leptospira spp. es un patégeno asociado con huéspedes mamiferos, existe evidencia de infeccién
por especies patdgenas y no patdgenas en anfibios y reptiles no aviares (Bradley & Lockaby,
2023). También se identificaron en hospederos atipicos como algunos mamiferos marinos
(Rajapakse et al., 2015). Si bien la infeccién afecta a muchas especies de animales silvestres, se
desconoce la carga infecciosa y la tasa de excrecién de la bacteria y, por lo tanto, el rol que juegan
en el establecimiento y mantenimiento de las fuentes ambientales de la enfermedad. Por todo esto,
es dificil establecer el impacto ambiental que provocan (Bradley & Lockaby, 2023; Soo et al.,
2020).

-En cuanto a los factores ambientales, si bien la leptospirosis depende del ciclo continuo de
transmision de Leptospira spp. de animales infectados a no infectados, existe una creciente
evidencia de que el microorganismo puede sobrevivir y ser viable a largo plazo en el ambiente
(Bradley & Lockaby, 2023). Se considera que la leptospirosis es una enfermedad transmitida por
el agua debido a la frecuente vinculacién de brotes humanos por exposicion a aguas contaminadas
y porque puede aislarse Leptospira spp. de cuerpos de agua como estanques, rios, lagos, charcos,
manantiales, fuentes ornamentales y aguas residuales. Las especies patégenas sobreviven en agua
dulce y en suelo himedo durante semanas o afios, especialmente cuando el pH es ligeramente
alcalino. Por lo tanto, el contacto con suelos contaminados también representa una fuente de
infeccién, aunque la carga bioldgica en el suelo estd subestimada (Karpagam & Ganesh, 2020).
La principal hipdtesis para la apariciéon de brotes de leptospirosis luego de inundaciones,
tormentas y precipitaciones masivas es la resuspension de los patégenos existentes en el suelo,
donde el agente etioldgico es viable y puede persistir durante periodos prolongados (Bradley &
Lockaby, 2023). Las lluvias frecuentes pueden arrastrar el suelo contaminado con bacterias a los
cuerpos de agua, lo que aumenta el riesgo de exposicion humana a la enfermedad (Li et al., 2022).
- La leptospirosis constituye un riesgo laboral para los trabajadores que estdn en contacto directo
con animales potencialmente infectados o quienes trabajan estrechamente con sistemas de agua y
suelo. Los rasgufios o cortes causados por trabajos forzados proporcionan vias de entrada para el
microorganismo cuando los trabajadores no cuentan con el equipo de seguridad necesario, como
guantes y botas de goma (Soo et al., 2020). Los trabajadores con riesgo potencial son los

ganaderos, mataderos, veterinarios, cazadores, trabajadores de tambos, cientificos, agricultores,
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pescadores, recolectores de basura, trabajadores de alcantarillado, trabajadores de la construccion,
militares y limpiadores de aguas residuales (Bradley & Lockaby, 2023; Soo et al., 2020).

- Las actividades recreativas y deportivas que estdn estrechamente relacionadas con el medio
ambiente como triatlones, rafting, piragiiismo, natacién, entre otras, también representan un

riesgo potencial para quienes las realizan (Soo et al., 2020).

Actualmente se proponen multiples estrategias de prevencién y control de leptospirosis que
dependen de las circunstancias ambientales y el grado de actividad humana. Las actividades para
el control de roedores como mejoras en el saneamiento y la recoleccién de residuos, entre otras,
son estrategias de salud publica efectivas. Otras recomendaciones adecuadas son utilizar botas y
ropa protectora al estar en contacto con agua estancada, no nadar en cuerpos de agua
potencialmente contaminados y evitar la exposicidon innecesaria a animales posiblemente
enfermos, incluidas mascotas. En los trabajadores de alto riesgo, se debe concientizar sobre las
vias de transmisién de la enfermedad y recomendar el uso de elementos de proteccién como
guantes, botas y protectores oculares. Como parte de las opciones farmacoldgicas para la
prevencion se encuentra la profilaxis con doxiciclina oral y la vacunacién. Algunos estudios
reportan una reduccién en la incidencia de la enfermedad sintomdtica en personas expuestas a
factores de riesgo, pero los resultados de las revisiones Cochrane no respaldan la quimioprofilaxis.
La inmunizacién de mascotas domésticas y animales de granja puede disminuir el riesgo de

transmision humana (Aranzazu Ceballos et al., 2020; Chacko et al., 2021; Galan et al., 2023).

7.1.3 Clinica y tratamiento

La infeccién humana por Leptospira spp. se produce predominantemente por el contacto de piel
0 mucosas erosionadas con agua o tierra hiimeda contaminada con orina de animales infectados
(Picardeau, 2017a). Luego de la infeccidn, algunos pacientes pueden permanecer asintomaticos,
mientras que otros pueden desarrollar una enfermedad grave de rapida progresioén (Picardeau,
2017).

La adherencia es el primer paso critico para la infeccion, las adhesinas de Leptospira spp. pueden
adherirse a diversos componentes del hospedero y evadir su sistema inmunitario (Soo et al.,
2020). Las especies patdgenas de Leptospira expresan proteinas superficiales (OMP, del inglés
outer membrane proteins) que pueden promover su interaccién con los receptores de la célula
hospedera u otras macromoléculas, como Lsa21/32/63 y LipL32/53 que se adhieren a la
fibronectina, laminina y coldgeno tipo V. Las proteinas similares a inmunoglobulinas (LigA y B)
también actdan en la adherencia al hospedero (Aranzazu Ceballos et al., 2020; Picardeau, 2017).
Las primeras lineas de defensa contra la infeccidn por Leptospira spp. incluyen la piel intacta, el
moco y la saliva (Picardeau, 2017).

Leptospira spp. inicia su proceso de infeccién ingresando a través de las mucosas o soluciones de
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continuidad de la piel, alcanza al torrente sanguineo y logra su diseminacién hematdgena.
Permanece en sangre durante la fase leptospirémica o septicémica de la enfermedad,
aproximadamente 8 dias. Leptospira spp. posee enzimas invasoras como colagenasas y
metaloproteasas, que permiten la rdpida invasién del tracto sanguineo, difusién a los érganos
blancos y eliminacion por orina (Aranzazu Ceballos et al., 2020). A diferencia de otras bacterias,
la movilidad en espiral de las bacterias del género Leptospira les permite moverse a mayor
velocidad en entornos viscosos, como el tejido conectivo (Picardeau, 2017). Las especies
patégenas son ampliamente trépicas, infectan todos los érganos pero sus presiones de seleccién
pueden variar considerablemente en diferentes compartimentos (Picardeau, 2017). Tres 6rganos
son los principales blancos de leptospirosis en el humano, higado, pulmén y rifién (Aranzazu
Ceballos et al., 2020).

Leptospira spp. inicia la respuesta inmune innata con el reconocimiento de sus antigenos por los
Patrones Moleculares Asociados a Patégenos (PAMPS) y los Receptores de Reconocimiento de
Patégenos (PRRs, del inglés Pattern Recognition Receptors). En los PRRs se encuentran los
Receptores Tipo Toll (TLR, del inglés Toll like receptors) que activan la respuesta mediante el
Factor Nuclear Kappa (NF-kB, del inglés Nuclear Factor-kappa B) y el Activador de proteina 1
(AP-1, del inglés Activator Protein 1). Asi se aumenta la produccién de prostaglandinas, 6xido
nitrico y citoquinas como el Factor de Necrosis Tumoral (TNF, del inglés Tumor Necrosis Factor),
interferén e interleuquinas (IL) 1B, 6 y 12. Los LPS son reconocidos por TLR2/4 y se relacionan
con la respuesta pirogénica, endotéxica y la toxicidad hepatica directa (inductor de ictericia). Las
hemolisinas, ademds de los LPS, inducen una amplia respuesta inflamatoria con produccién de
IL-1B, IL-6 y FNT que generan un aumento de la permeabilidad vascular, y la inhibicién del
Factor activador de plaquetas (PAF, del inglés Platelet Activating Factor) que origina
coagulopatia y hemorragia masiva. En los casos mortales se observa una tormenta de citoquinas,
IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 y el FNT-0, y una respuesta inflamatoria sistémica.

Luego, la respuesta inmune adaptativa, se caracteriza por la depuracion de las bacterias de la

sangre y por un aumento en los titulos de anticuerpos (Aranzazu Ceballos et al., 2020).

Respecto a las manifestaciones clinicas de leptospirosis, en general, los signos y sintomas son
inespecificos y se asemejan mucho a las de otras enfermedades febriles. En muchos casos, esta
enfermedad no es la primera sospecha clinica durante la atencién de un paciente con sindrome
febril y, en regiones tropicales, suele diagnosticarse erroneamente como dengue (Aranzazu
Ceballos et al., 2020; Chacko et al., 2021; Soo et al., 2020).

La infeccién por leptospirosis se considera bifdsica debido a la ocurrencia simultdnea de dos fases
clinicas (leptospiremia o septicémica y leptospiurica o inmunitaria), luego del periodo de
incubacién que suele durar de 7 a 12 dias (Aranzazu Ceballos et al., 2020; Verma et al., 2020).

-La fase septicémica se caracteriza por una infeccién aguda con fiebre repentina, cefalea intensa,
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dolores musculares, nduseas, diarrea, vomitos y escalofrios (Soo et al., 2020). Esta fase finaliza
en un plazo de 4 a 7 dias, con mejoria clinica y defervescencia que coincide con la desaparicién
de la bacteria de la sangre, el liquido cefalorraquideo (LCR) y otros tejidos, con excepcidn del
humor acuoso y el parénquima renal (Aranzazu Ceballos et al., 2020).

-La fase inmune comienza con un aumento en los titulos de anticuerpos IgM y leptospiruria. Esta
fase comienza, aproximadamente, el dia 4 de la enfermedad y dura hasta el dia 30. Se caracteriza
por la reaparicién de fiebre y compromiso multiorgédnico (higado, rifién, meninges). Puede ocurrir
insuficiencia hepética aguda, lesion renal aguda, sangrado gastrointestinal, hemorragia pulmonar,
sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), uveitis, meningitis aséptica, mielitis
transversa, sindrome de Guillain-Barré, miocarditis y rabdomidlisis, entre otros (Aranzazu
Ceballos et al., 2020). La mayoria de los pacientes se recuperan completamente con cuidados de
soporte adecuados. (Aranzazu Ceballos et al., 2020).

La leptospirosis también se puede clasificar segin la presencia de ictericia (Aranzazu Ceballos
et al., 2020) como:

-Leptospirosis anictérica: se produce en el 80-90% de los casos de leptospirosis, es leve y, en
algunos casos, autolimitada sin tratamiento (Karpagam & Ganesh, 2020). Tiene un inicio abrupto
en la fase septicémica, caracterizado por fiebre, mialgia, cefalea, hiperemia o hemorragia
conjuntival, dolor abdominal, nduseas, emesis, visceromegalia, exantema polimorfico, mialgia,
artralgia, malestar general, tos, disnea, expectoracién sanguinolenta y, raramente, postracién y
colapso circulatorio. E190% de los pacientes se recuperan, no experimentan enfermedad bifédsica
y los sintomas mejoran al final del dia 7. La mortalidad es rara (Aranzazu Ceballos et al., 2020).
-La leptospirosis ictérica (Ilamada sindrome de Weil): se presentaen el 5y 10 % de los pacientes
con leptospirosis (Karpagam & Ganesh, 2020). Se caracteriza por una presentaciéon grave que
conduce a disfuncién renal y hepdtica, colapso vascular, hemorragia grave, alteracién de la
consciencia y una alta tasa de mortalidad. Durante la fase aguda, puede detectarse
trombocitopenia. La ictericia depende de la bilirrubina y puede estar acompafiada de
aminotransferasas moderadamente aumentadas. La afectacidon renal, con valores de creatinina
entre 2 y 8 mg/dL, se caracteriza por insuficiencia renal no oligtirica asociada a hipopotasemia
(Aranzazu Ceballos et al., 2020).

El sindrome de hemorragia pulmonar asociado a leptospirosis (SHP) ha recibido atencion
recientemente y se considera potencialmente mortal a nivel mundial (Petakh et al., 2024). Se
caracteriza por hemoptisis masiva, aunque el sangrado puede ser imperceptible hasta la intubacién
del paciente, sin afectacion hepdtica y renal. La radiografia de térax se presenta con opacidades
alveolares confluentes o patrén en "copo de nieve" en la periferia del parénquima pulmonar
(Aranzazu Ceballos et al., 2020). Los sintomas respiratorios suelen aparecer entre el cuarto y el
sexto dfa de enfermedad y pueden causar la muerte en menos de 72 horas (Petakh et al., 2024).

Los médicos deben familiarizarse con las presentaciones clinicas dado que, el inicio temprano
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del tratamiento antibiético es importante para prevenir la progresién de la enfermedad (Petakh
et al., 2024). La mayoria de los casos de leptospirosis son leves y se resuelven espontidneamente,
y otros requieren la administracién de antibidticos orales como doxiciclina, azitromicina,
ampicilina y amoxicilina (Chacko et al., 2021). Independientemente de la duracién de los
sintomas, el tratamiento con antibidticos debe iniciarse tan pronto como se sospeche leptospirosis.
La azitromicina o las doxiciclinas son los farmacos de eleccién, segin las directrices
estandarizadas de las distintas zonas geograficas. Se debe administrar amoxicilina y azitromicina
a nifios y mujeres embarazadas (Petakh etal., 2024) debido a que la doxiciclina estd
contraindicada en estas dos poblaciones (Chacko et al., 2021).

Ademis del papel terapéutico de la doxiciclina, este antibidtico puede administrarse a quienes
viajan a zonas geograficas reconocidas como endémicas de leptospirosis, y en personas con
actividades laborales o recreativas de riesgo (Petakh et al., 2024).

Por otro lado, el uso de vacunas para animales (ganado y animales domésticos) y personas con
ocupaciones de riesgo es un método preventivo eficaz contra la leptospirosis (Petakh et al., 2024).
El desarrollo de vacunas beneficia a los trabajadores de alto riesgo. Lamentablemente, las vacunas

se desarrollan especificamente para algunos serovares (Verma et al., 2020).

7.1.4 Diagnostico

El diagnéstico rdpido de leptospirosis en una etapa temprana de la enfermedad es importante
porque permite identificar a las personas que podrian beneficiarse de la terapia antibidtica y otras
intervenciones. Los microorganismos suelen estar presentes en la sangre en esta etapa, pero una
vez que se produce la respuesta inmunitaria del huésped, se inicia el dafio y la disfuncién orgénica
y los antibiéticos pueden ser menos eficaces. Los pacientes con leptospirosis pueden experimentar
una enfermedad grave si no se administra un tratamiento temprano (Sykes et al., 2022).
Ademds, un diagnéstico oportuno es fundamental para reducir la propagacién de la enfermedad y
detener los brotes. El conocimiento de los casos de leptospirosis puede impulsar medidas de
mitigacién para limitar el riesgo para los humanos, como el suministro de antibidticos
profilacticos a las personas en riesgo o la implementacion de medidas de control de roedores.
También es fundamental para la vigilancia, para comprender plenamente la carga de la
enfermedad cuya notificaciéon es muy baja en todo el mundo (Sykes et al., 2022).

El diagnéstico de leptospirosis debe ser multifacético y no basarse en una sola prueba, sino en la
consideracion de mdltiples factores: la posible exposicion, la presentacion clinica, los valores de
laboratorio de rutina y los resultados de las pruebas diagndsticas especificas (Sykes et al., 2022).
Un historial detallado de la exposicién ocupacional o recreativa junto al de los sintomas,
desempefia un papel fundamental en la confirmacién de la leptospirosis, ya que sus
manifestaciones clinicas se asemejan mucho a las de otras enfermedades febriles (Chacko et al.,

2021; Sykes et al., 2022). En las regiones tropicales existe una alta probabilidad de diagndstico
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clinico erréneo debido a la existencia de otras enfermedades endémicas, y la falta de sospecha
clinica en los paises industrializados es una de las razones por las que las enfermedades zoonéticas
han resurgido. Es fundamental realizar pruebas concluyentes que incluyan el diagnéstico de
laboratorio (Soo et al., 2020).

Por todo esto, el diagndstico de leptospirosis se basa en las caracteristicas clinicas del paciente
junto con los antecedentes de exposicion al riesgo y la confirmacién de laboratorio, mediante la

deteccion del microorganismo, su ADN o serologia (Rajapakse, 2022).

Diagnéstico de laboratorio

El diagnéstico de laboratorio de leptospirosis es esencial para asegurar la atencién adecuada del
paciente (Cerqueira y Picardeau, 2009). Incluye tres métodos diferentes: hallazgos generales de

laboratorio, métodos directos e indirectos (Verma et al., 2020).

-Pruebas generales de laboratorio

Las pruebas generales de laboratorio son importantes porque brindan una respuesta rdpida,
facilitan el diagndstico y el manejo de leptospirosis, especialmente cuando no se dispone de
técnicas de diagndstico especifico en los puntos de atencidn o en centros cercanos (Sykes et al.,
2022).

En los pacientes sospechosos se evalian caracteristicas inespecificas mediante analisis de sangre,
orina y liquido cefalorraquideo (Verma et al., 2020).

En los pacientes con leptospirosis leve se observa elevacion de la velocidad de sedimentacién
globular; elevacién moderada del recuento de glébulos blancos; leve aumento de las pruebas de
funcién hepética como aminotransferasas, bilirrubina y fosfatasa alcalina; proteinuria, piuria y
hematuria microscépica en el andlisis de orina.

En los casos de leptospirosis grave se observa leucocitosis periférica con desviacién a la izquierda
y disminucidn del recuento plaquetario; funcién renal alterada con niveles elevados de creatinina
y urea; alteracién de las pruebas hepéticas con concentraciones séricas de bilirrubina que pueden
alcanzar los 20 mg/dl y elevacién leve o moderada de las transaminasas; niveles elevados de
creatinfosfoquinasa sérica y amilasa. En LCR, recuento celular inferior a 500 células/mm3, con
predominio de mononucleares, niveles de proteinas y glucosa ligeramente elevados y xantocromia
en pacientes con ictericia (Toyokawa et al., 2011; Verma et al., 2020).

Estas anomalias de laboratorio no son particularmente sensibles para el diagndstico, pero pueden
ser utiles cuando estdn presentes y pueden proporcionar una indicacién de la gravedad de la
enfermedad (Sykes et al., 2022). Sin embargo, la naturaleza inespecifica de estos hallazgos solo
sugiere un diagndstico de leptospirosis y se requieren pruebas microbioldgicas especificas para
confirmarlo (Toyokawa et al., 2011).

Actualmente, existe un creciente interés en el papel de biomarcadores para el diagnéstico de
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leptospirosis aguda, como las pruebas de proteina C reactiva (PCR) y procalcitonina (PCT), y
otras pruebas para evaluar la gravedad de la enfermedad, como la medicién de catelicidina (Sykes

et al., 2022).

-Pruebas especificas de laboratorio

Debido a la presentacién inespecifica y diversa en la fase temprana de la leptospirosis, y a la
naturaleza inespecifica de los hallazgos generales de laboratorio, el diagnéstico de la enfermedad
depende de las pruebas especificas (Toyokawa et al., 2011). En términos generales, las pruebas
diagnésticas especificas se dividen en aquellas que proporcionan evidencia directa de la infeccion
(cultivo de Leptospira spp. o detecciéon de su ADN) y pruebas que proporcionan evidencia
indirecta de la infeccidn (deteccién de anticuerpos) (Rajapakse, 2022). Los métodos de deteccién
directa suelen ser mds precisos en las primeras etapas de la infeccidon, mientras que los métodos
indirectos presentan mayor sensibilidad en las etapas posteriores. Es por esto que los dos tipos de
métodos deben utilizarse conjuntamente para comprender la prevalencia real de la infeccién en
cada especie hospedera (Sykes et al., 2022).

Los métodos diagnésticos de referencia para la confirmaciéon de los casos son: el cultivo

(deteccion directa) y la MAT- Microaglutinacién (deteccién indirecta).

e Métodos directos
Los métodos de deteccién directa incluyen el cultivo, microscopia y las pruebas de amplificacién
de 4cidos nucleicos (Sykes et al., 2022). Estos métodos tienen mayor sensibilidad durante la fase
septicémica de la enfermedad.

o Microscopia: Las espiroquetas no se visualizan con los métodos de tincién
tradicionales por lo que se emplea la técnica de microscopia de campo oscuro (Chacko et al.,
2021). La microscopia directa en campo oscuro se emplea para detectar la bacteria en fluidos
corporales como sangre, orina y LCR. Las espiroquetas se pueden visualizar por su apariencia
morfolégica (bacilos delgados, brillantes y méviles) y su caracteristica movilidad (Verma et al.,
2020). Este método no es empleado de forma rutinaria, debido a su baja sensibilidad y baja
especificidad (40.2 y 61.5%, respectivamente) debidas a la confusién de la bacteria con diferentes
artefactos, como fibras proteicas (Aranzazu Ceballos et al., 2020). El resultado también se ve
afectado por el momento de la recoleccién de la muestra y la pericia del personal de laboratorio.
Por lo tanto, los resultados del examen microscépico directo deben ser corroborados por otros
métodos de laboratorio (Toyokawa et al., 2011). La microscopia puede combinarse con tinciones
de plata o inmunotincién con anticuerpos especificos, pero no es ventajosa en infecciones
tempranas (Verma et al., 2020).

o Cultivo: es la prueba definitiva para el diagndstico de la leptospirosis (Sykes

et al., 2022). Se puede obtener un aislamiento de Leptospira spp. mediante el cultivo de materiales
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clinicos como sangre, orina y LCR (Verma et al., 2020). Las muestras de sangre y liquido
cefalorraquideo (LCR) se deben extraer y cultivar durante los primeros 10 dias desde el inicio de
los sintomas mientras que, las muestras de orina después de la segunda semana (Musso & La
Scola, 2013). También pueden cultivarse muestras post mortem de diversos tejidos (Toyokawa
etal., 2011). La urgencia del hemocultivo una vez que aparecen los sintomas se debe a que la
muestra sanguinea debe obtenerse durante la fase de leptospiremia y antes de la administracién
de antibidticos. Para el hemocultivo, se inoculan gotas de sangre en un medio de cultivo adecuado,
como el medio EMJH (del inglés Ellinghausen McCullough Johnson Harris) (Toyokawa et al.,
2011). Los urocultivos representan un desafio debido a su susceptibilidad a la contaminacién y a
que la orina excretada es toxica para la supervivencia de Leptospira spp. (Musso & La Scola,
2013). Por lo tanto, los medios de urocultivo suelen complementarse con antimicrobianos para
reducir el riesgo de contaminacién, como 5-fluorouracilo, neomicina, dcido nalidixico, actidiona,
sulfadiazol, rifampicina y anfotericina B (Toyokawa et al., 2011). No existen medios selectivos
para las bacterias del género Leptospira aunque el medio STAFF, que contiene una mezcla de
antimicrobianos (sulfametoxazol, trimetoprima, anfotericina B, fosfomicina y 5-fluorouracilo), es
muy ttil para reducir la presencia de organismos contaminantes en muestras ambientales o

especimenes como la orina (Sykes et al., 2022).

Los cultivos se incuban a 30 °C y se controlan peridédicamente mediante microscopia de campo
oscuro. En el aislamiento primario, el crecimiento de Leptospira spp. suele ser lento y su tiempo
de generacion es de aproximadamente 20 horas. Se recomienda incubar los cultivos, al menos,
hasta 13 semanas. Por esta razon, el aislamiento no es til para el diagnéstico precoz aunque
constituye el diagndstico definitivo de leptospirosis (Toyokawa et al., 2011). Ademads de la
necesidad de medios especiales, otros factores dificultan la aplicacién rutinaria del aislamiento en
muchos laboratorios como la baja tasa de crecimiento y la sensibilidad baja, 20% segtin Goris
etal. (2011) y 29% segtin Thaipadunpanit et al. (2011). Si bien el cultivo no es oportuno para el
diagnéstico del paciente, la identificacién de los aislamientos causantes de la enfermedad es
esencial para mejorar las pruebas diagndsticas y mejorar la comprension de la transmisién entre

humanos, animales y el medio ambiente (Sykes et al., 2022).

o Meétodos moleculares: En la actualidad existen numerosos ensayos PCR (del
inglés Polymerase Chain Reaction) que surgieron como respuesta a la necesidad de un
diagnéstico rapido de leptospirosis, en el momento de admisién del paciente (Musso & La Scola,
2013). El aislamiento de Leptospira spp. a partir de muestras clinicas requiere de varias semanas
para su desarrollo, las pruebas seroldgicas actuales presentan baja sensibilidad en la fase aguda y
requieren sueros pareados para el serodiagnéstico definitivo, por lo tanto, la PCR convencional y
la PCR en tiempo real resultan utiles para el diagndstico precoz de la leptospirosis (Toyokawa

etal., 2011). Los ensayos PCR son capaces de aportar un diagndstico definitivo durante la fase
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aguda de la enfermedad, antes de la aparicién de los anticuerpos, cuando el tratamiento antibidtico
todavia es eficaz (Musso & La Scola, 2013). Pueden detectar ADN en niveles extremadamente
bajos durante los primeros 5 a 10 dias luego del inicio de la enfermedad. Incluso, permiten la
deteccion de Leptospira spp. en pacientes que recibieron un tratamiento antimicrobiano eficaz,
que resultd en cultivos sanguineos negativos, pero que no elimind a los microorganismos no

viables (Verma et al., 2020).

Es posible amplificar ADN de Leptospira spp. a partir de sangre, orina, LCR, humor acuoso y
tejidos (Toyokawa et al., 2011). La sangre completa en fase aguda es el mejor tipo de muestra
para un diagnéstico rapido. Una vez que los microorganismos abandonan el torrente sanguineo y
se establecen en los tibulos renales, se puede intentar la deteccion molecular en orina (Sykes
et al., 2022).

Como dianas para el diagnéstico basado en PCR, se utilizan diversos genes especificos de la
bacteria, secY, el gen de la flagelina, rrs, flaB y rrl, o genes especificos de especies patogenas
como lipL32, lipL41, ligA y ligB (Soo et al., 2020; Sykes et al., 2022; Toyokawa et al., 2011).
A pesar de su principal ventaja, la mayor sensibilidad, el diagndstico de leptospirosis basado en
PCR se ve limitado por su incapacidad para identificar el serotipo infectante, lo cual es importante
para la vigilancia epidemioldgica (Haake & Levett, 2015; Verma et al., 2020).

El método de amplificacién isotérmica mediada por bucle (LAMP), desarrollado para detectar
Leptospira spp. patdgenas, tiene aplicaciones potenciales como método de diagndstico en paises
en desarrollo debido a que no requiere de equipos sofisticados. Este método amplifica una
secuencia de ADN diana en condiciones isotérmicas, durante aproximadamente 1 hora, presenta
alta especificidad y eficiencia, y los resultados pueden evaluarse a simple vista (Toyokawa et al.,

2011).

e Métodos indirectos

Los métodos seroldgicos indirectos detectan anticuerpos contra Leptospira spp.,
aproximadamente entre 5 y 7 dias después del inicio de los sintomas (Sykes et al., 2022;
Toyokawa et al., 2011).

Los métodos indirectos tienen mayor sensibilidad en la fase inmune de la enfermedad. Por esto,
los resultados seroldgicos negativos obtenidos en muestras recolectadas durante la primera
semana de la enfermedad, no permiten descartar la presencia de infeccion. La prueba serolégica
debe repetirse con una muestra recolectada 7 a 14 dias después del examen primario (Chacko
et al., 2021). La precision diagndstica de las pruebas seroldgicas es variable. Los valores de corte
para la seropositividad en una sola muestra dependen de la seroprevalencia regional (Rajapakse,
2022). La serologia es una herramienta adecuada para la vigilancia de la leptospirosis humana y

permite identificar poblaciones de alto riesgo (Sykes et al., 2022).
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o MAT (del inglés Microscopic Agglutination Test):

La MAT es la técnica serolégica de referencia para la confirmacién de casos clinicamente
sospechosos de leptospirosis (Goarant, 2016). Se desarrollé en 1918, poco después del primer
aislamiento de Leptospira spp. y sigue siendo el estdndar de oro para el diagndstico serolégico de
la leptospirosis (Cerqueira & Picardeau, 2009). Esta prueba evalda la capacidad del suero del
paciente para aglutinar cepas vivas de Leptospira, debido a la presencia de anticuerpos y su
interaccién con antigenos vivos (Goarant, 2016; Verma et al., 2020). La prueba consiste en la
incubacién de diluciones seriadas de los sueros de los pacientes con un panel de cepas de
Leptospira vivas (antigenos) (Sykes et al., 2022). La interaccién antigeno-anticuerpo se mide
mediante la observacion de aglutinacién visible al microscopio de campo oscuro (Verma et al.,
2020) y el resultado se determina a través de diluciones, en forma de titulos (Aranzazu Ceballos
et al., 2020). La prueba MAT detecta anticuerpos especificos de serogrupo, del tipo IgM e IgG
(Toyokawa et al., 2011), que se detectan entre el sexto y décimo dia luego del inicio de sintomas
(Ahmad et al., 2005).

El panel de cepas de Leptospira utilizado en el proceso diagndstico debe ser representativo de los
serogrupos y/o serovares circulantes. Los antigenos se deben mantener viables y libres de
contaminacién, y ademads, se deben someter a controles de calidad periédicos (Agampodi &
Vinetz, 2021; Sykes et al., 2022). La Tabla 1 presenta las cepas de Leptospira spp. recomendadas
por las Organizacién Mundial de la Salud para utilizarse como antigenos vivos en la MAT (World
Health Organization, 2003).

Es dificil confirmar la infeccién aguda a partir de una sola muestra de suero debido a que los
anticuerpos antileptospira estdn presentes durante meses o afos después de la infeccién. En
general, se requieren sueros pareados para el diagndstico definitivo mediante MAT. Debe
observarse una seroconversion entre las muestras de suero de la fase aguda y la de convalecencia,
de al menos cuatro veces los titulos. En zonas donde la leptospirosis es poco comun, un titulo bajo
en un paciente febril puede indicar una infeccién activa. Por el contrario, en zonas endémicas de

leptospirosis, en un paciente sintomdtico se requieren titulos mds altos (Toyokawa et al., 2011).
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Serogrupos Serovares Cepa
Australis Australis Ballico
Autumnalis Autumnalis Akiyami A
Ballum Castellonis Castellén 3
Bataviae Bataviae Swart
Canicola Canicola Hond Utrecht IV
Cynopteri Cynopteri 3522 C
Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V
Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA
Copenhageni M20
Javanica Javanica Veldrat batavia 46
Panama Panama CZ214
Pomona Pomona Pomona
Pyrogenes Ppyrogenes Salinem
Sejroe Hardjo Hardjoprajitno
Sejroe M 84
Wolffi 3705
Tarassovi Tarassovi Perepeletsin
Semaranga Patoc Patoc 1

Tabla 1: Serovares de Leptospira spp. recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud para ser
incluidos en la bateria de antigenos de referencia usados para la Técnica de Microaglutinacién (MAT).

Anteriormente se consideraba que el antigeno con el titulo mds alto en la reacciéon MAT era el
serovar infectante (Levett, 2003; Toyokawa et al., 2011). Sin embargo, la MAT tiene poca utilidad
para predecir los serovares infectantes de los pacientes debido a la frecuente reactividad cruzada
y reacciones paraddjicas. Mads bien, los titulos del serodiagndstico por MAT pueden indicar el
presunto serogrupo de Leptospira spp. involucrado en la infeccién (serogrupo presumiblemente
infectante) (Levett, 2003a) y tienen valor epidemioldgico para determinar la potencial exposicién
a reservorios animales (Aranzazu Ceballos et al., 2020). Sin embargo, no es posible obtener esta
informacion en més de la mitad de los pacientes con leptospirosis (Cerqueira y Picardeau, 2009)
y la misma puede ser sobreestimada si sélo se dispone de una tnica muestra de suero de la fase
aguda o convalesciente temprana de la enfermedad. La informacién del serogrupo
presumiblemente infectante s6lo deberia utilizarse como una idea general de los serogrupos de
Leptospira spp. presentes en la poblacion, pero no como informacién confiable en pacientes
individuales (Levett, 2003).

A pesar de sus desafios técnicos, la MAT tiene gran valor epidemiolégico y puede aplicarse en
sueros humanos y animales, lo que aumenta su valor desde la perspectiva “Una Salud” (Sykes et

al., 2022).

o Otras pruebas seroldgicas:
Como alternativas mds accesibles, se desarrollaron diversos formatos de pruebas seroldgicas,
incluyendo ELISA, inmunofluorescencia, hemaglutinaciéon indirecta, aglutinacion de létex,
ensayos de flujo lateral y tira reactiva de IgM (Sykes et al., 2022). En general, estos ensayos son

especificos de género, detectan anticuerpos IgM y/o IgG y pueden utilizarse como pruebas rapidas
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de deteccién de anticuerpos en la infeccion aguda (Toyokawa et al., 2011). La deteccién de IgM
es crucial para el diagndstico de infecciones agudas y subagudas (Soo et al., 2020). Siempre se
deben confirmar los resultados de las pruebas rdpidas con las pruebas de referencia (Aranzazu
Ceballos et al., 2020).

-En la actualidad, existen numerosos ensayos ELISA para el diagndstico de leptospirosis,
desarrollados para la deteccién de IgM o IgG (Soo et al., 2020). La mayoria de los ELISA
desarrollados utilizan Leptospira biflexa como antigeno, una especie no patégena portadora de
antigenos de superficie con reactividad cruzada, que permite la deteccién de especies patégenas
(Soo et al., 2020). Pero también existen reportes de pruebas ELISA desarrolladas con antigenos
provenientes de otras especies de Leptospira (Vanasco et al., 2016). Las pruebas ELISA IgM son
apropiadas para el diagnéstico temprano, en la fase aguda de la enfermedad pero se requiere de
otra prueba para confirmar la leptospirosis (Soo et al., 2020). A diferencia de la MAT, las pruebas
ELISA no requieren de antigenos vivos para el diagnéstico y proporcionan resultados numéricos
objetivos (Vanasco et al., 2016).

-La aglutinacién macroscépica con antigeno termorresistente (AMTR) es una prueba de tamiz
diagnéstico que requiere, como Unico reactivo, un antigeno obtenido a partir de una cepa de
Leptospira inactivada por calor. Detecta anticuerpos y la interaccién antigeno-anticuerpo se
visualiza sobre un portaobjeto. Es una prueba especifica de género, econémica, rapida, que no
requiere de equipamiento o reactivos costosos. Sin embargo, presenta baja reproducibilidad inter-
operador (Pujato et al., 2024; Vanasco et al., 2012).

-La prueba de hemaglutinacién indirecta (HAI) es otra forma de detectar la interaccién antigeno-
anticuerpo (especifica del género) en las muestras de suero de pacientes sospechosos. La prueba
funciona segun el principio de la reaccién de aglutinacién pasiva, donde los eritrocitos adsorben
el antigeno e interactian con los anticuerpos solubles en el suero de los pacientes sospechosos.
Posteriormente, se detecta el anillo granular de un complejo aglutinante en placa de
microtitulacién. Es un método rdpido y fécil de realizar, pero en comparaciéon con la MAT,
presenta menor especificidad y sensibilidad. Ademads, requieren una cantidad suficiente de
anticuerpos y los detecta luego de ocho dias de iniciados los sintomas (Verma et al., 2020).

-Con el tiempo, pruebas como el ensayo con tira reactiva, el ensayo de inmunofluorescencia (IFA)
y la inmunocromatografia, ganaron popularidad en el diagndstico de leptospirosis (Verma et al.,
2020). Los inmunoensayos de flujo lateral (LFIA, del inglés Lateral flow immunoassay) presentan
numerosas ventajas como el bajo costo, la portabilidad y la capacidad de realizar determinaciones
en un solo paso, sin equipos o instalaciones especializadas. Se han desarrollado varias LFIA para
la deteccién de leptospirosis con gran variabilidad en los rendimientos reportados, lo que puede
atribuirse a diferencias en las variantes circulantes de Leptospira spp. a través de regiones

geogréficas (Pujato et al., 2024).
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7.1.5 Tipificacion

Habitualmente en microbiologia, la clasificacion de las bacterias se realiza segiin sus
caracteristicas fenotipicas mediante pruebas bioquimicas y la tincién de Gram. La baja diversidad
fenotipica dentro del género Leptospira impide el uso de caracteristicas de crecimiento diferencial
para la diferenciacién del género a nivel de especie. Solo unas pocas pruebas fenotipicas como la
virulencia en modelos animales, la tasa de crecimiento a 30 °C, el crecimiento a 37 °C o 14 °Cy
el crecimiento en presencia del andlogo de purina 8-azaguanina se pueden utilizar para separar las
bacterias patégenas de las saprofitas (Vincent et al., 2019).

Los aislamientos de Leptospira spp. se caracterizan mediante métodos de tipificacion fenotipicos-
serolégicos y los genotipicos-moleculares (Toyokawa et al., 2011). Si bien son métodos diferentes
que aportan clasificaciones de Leptospira spp. que no se correlacionan, la caracterizacién
molecular se complementa con la seroldgica tradicional (Ahmed, & P. Grobusch, 2012; Sykes

et al., 2022).

Métodos de tipificacién fenotipicos serolégicos

Los métodos de tipificacién fenotipicos seroldgicos son los mds antiguos y dividieron
inicialmente al género Leptospira en dos especies: L. interrogans sensu lato (cepas patégenas) y
L. bifexa sensu lato (cepas no patdgenas) (Cerqueiray Picardeau, 2009).

La clasificacion seroldgica de los aislamientos de Leprospira spp. se basa en la heterogeneidad
estructural del componente carbohidrato del lipopolisacarido e identifica serovares y serogrupos
(Agampodi & Vinetz, 2021). Los métodos clésicos son el ensayo de aglutinacién cruzada luego
de la adsorcién con antigenos homoélogos — CAAT (del inglés: Cross aglutination adsortion test)
y la MAT invertida (Zhang et al., 2015).

El ensayo CAAT condujo a la definicion de “serovar”, considerado como la unidad taxondémica
basica para Leptospira spp. La caracterizacion de los aislamientos en serovares se basa en la
expresion de epitopes antigénicos de superficie expuestos en el mosaico de lipopolisacaridos
(LPS), la especificidad de esos epitopes depende de la composicion y orientacién de sus azicares
(Adler y de la Pefia Moctezuma, 2010). Con esta prueba, dos cepas se consideran diferentes si,
después de la absorcién cruzada con cantidades adecuadas de antigenos heterélogos, al menos el
10% del titulo heter6logo permanece regularmente asociado con uno de los dos antisueros. La
mayoria de los aislamientos no son identificados a nivel de serovar debido a que muy pocos
laboratorios en el mundo tienen la posibilidad de implementar este método, que es engorroso y
consume mucho tiempo, principalmente debido al tiempo necesario para la preparacion de sueros
inmunes de conejo (Cerqueira y Picardeau, 2009). Los serovares antigénicamente relacionados
se agrupan en serogrupos que, aunque no tienen entidad taxondémica, son ampliamente utilizados
por ser muy utiles para comprender la epidemiologia de la leptospirosis (Levett, 2001; Cerqueira

y Picardeau, 2009).
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Un método seroldgico alternativo que permite la identificacion de los aislamientos el nivel de
serogrupo es la MAT. A la inversa que la MAT empleada para el diagndstico de leptospirosis a
partir de un suero incégnita, en la MAT utilizada para tipificacién se enfrenta la cepa desconocida
de Leptospira spp. (aislamiento) con sueros de conejo hiperinmunes representativos de todos los
serogrupos (Kmety & Dikken, 1993; World Health Organization, 2003). Si bien los serogrupos
identificados con este método no representan una entidad taxondémica oficial, tienen el propdsito
practico de agrupar los serovares con antigenos en comun. Este método es mds accesible que el
método CAAT, pero s6lo se encuentra disponible en los laboratorios de referencia.

La serotipificacion es una herramienta epidemioldgica util, establecer el serogrupo o serovar
causal es el primer paso para identificar reservorios y generar estrategias de control (Cerqueira &
Picardeau, 2009). Aunque la identificacién de serovares es importante, la tipificacion molecular

se utiliza ampliamente (Toyokawa et al., 2011).

Métodos de tipificacién molecular

En la década de 1990, se observé una tendencia a abandonar los métodos de tipificacion basados
en el fenotipo y a adoptar métodos basados en el genotipo (Cerqueira & Picardeau, 2009).

Entre las pruebas moleculares utilizadas para la tipificacion de aislamientos de Leptospira spp. se
encuentran: hibridacién del ADN-ADN, Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccién
(RFLP, del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism), Electroforesis en Gel de Campo
Pulsado (PFGE, del inglés Pulsed Field Gel Elecrophoresis), Andlisis de las secuencias de ARN
ribosémico 16S (ARNr 16S), Tipificacién de secuencias de multiples locus (MLST, del inglés
Multilocus Sequence Typing), Anélisis del nimero variable de repeticiones en tdindem de locus
multiples (MLVA del inglés Multiple-Locus Variable-Number Tandem Repeat Analysis),
secuenciacion del genoma completo (WGS, del inglés Whole Genome Sequencing) y Tipificacién
de secuencias de multiples locus del genoma central (cgMLST, del inglés Core-genome
multilocus sequence typing) (Aranzazu Ceballos et al., 2020; Arent et al., 2022; Guglielmini et al.,
2019). Las técnicas moleculares permitieron la reclasificacion del género Leptospira y plantearon
un importante interrogante para su taxonomia, ya que la caracterizacién genética mostré una baja
correlacion con la clasificacion seroldgica existente (Caimi y Ruybal, 2020).

-Los métodos RFLP y PFGE fueron los primeros métodos aplicados para la caracterizacion de
ADN pero tienen desventajas como la necesidad de volimenes significativos del aislamiento, baja
reproducibilidad y dificultad en la interpretacion de los resultados (Majed y col., 2005).

-La hibridacién ADN-ADN ha sido el "estdndar de oro" para la delimitacion de especies, no s6lo
en el género Leptospira, pero debido a que esta técnica es complicada y demandante,
continuamente se desarrollan nuevas técnicas que permitan reemplazarla (Ahmed, & P. Grobusch,
2012; Arent et al., 2022).

-La introduccién del andlisis de la secuencia del ARNr 16S redefinié rdpidamente la taxonomia
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procariota debido a que, para muchos laboratorios es mucho mads ficil y accesible determinar la
estructura primaria del ARNr 16S , que aplicar el método de hibridacién entre cadenas de ADN
(Arent et al., 2022). E1 ARNr 16S es la macromolécula mds ampliamente utilizada en estudios
de filogenia y taxonomia bacterianas (Rodicio & Mendoza, 2004). EI ARNr 16S es un
polirribonucleétido de 1500 nucleétidos aproximadamente, con caracteristicas relevantes que la
convierten una herramienta filogenética y taxonémica. Es una molécula muy antigua, presente en
todas las bacterias actuales, y su estructura y funcién han permanecido constantes durante un
tiempo muy prolongado, de modo que las alteraciones en la secuencia reflejan probablemente
cambios aleatorios. Los cambios ocurren de una manera suficientemente lenta como para aportar
informacién acerca de todos los procariotas a lo largo de toda la escala evolutiva, pero con
suficiente variabilidad como para diferenciar los organismos mas alejados y los mas préximos. El
tamafio relativamente largo minimiza las fluctuaciones estadisticas y la conservacién de la
estructura secundaria puede servir de ayuda en las comparaciones, aportando una base para el
alineamiento preciso. Ademas, existen bases de datos amplias, en continuo crecimiento debido a
que resulta relativamente facil de secuenciar (Rodicio & Mendoza, 2004). El anélisis del ARNr
16S permite caracterizar el género Leptospira en especies y realizar estudios filogenéticos
(Morey y col., 2006; Cerqueira y Picardeau, 2009). El andlisis del ARNr 16S puede basarse en
la amplificacién de secuencias completas del gen rrs, de 1430bp (Morey y col., 2006), o de
secuencias parciales de 331bp (Mérien y col., 1992).

-Se han utilizado otros genes para discriminar especies dentro del género Leptospira. Estos genes
incluyen rpoB, gyrB y ligB. Estos marcadores taxondmicos generan resultados consistentes con
los obtenidos con las secuencias del gen rrs y agrupan a las cepas tres grupos principales
correspondientes a: especies de Leptospira patdgenas, con patogenicidad desconocida (o
intermedia) y saprofitas (Cerqueira & Picardeau, 2009).

-El método VNTR (del inglés Variable Number of Tandem Repeat) y su anélisis MLV A permiten
caracterizar aislamientos de las especies de L. interrogans, L. kirschneri y L. borgpetersenii.
Segtn otros autores, este método permite discriminar serovares o incluso cepas dentro de un
mismo serovar (Majed y col., 2005; Salaiin y col., 2006).

-Otro método desarrollado para la tipificacion de Leptospira spp. es el MLST. Se basa en la
generacién de secuencias de ADN a partir de genes constitutivos seleccionados, para caracterizar
diferentes alelos. Esto permite la identificacion de grupos de microorganismos con genotipos
idénticos o altamente relacionados (Ahmed y col., 2006; Vazquez y Berrdn, 2004). El MLST es
un método molecular simple, que no requiere grandes cantidades de ADN purificado y que puede
aplicarse de rutina para la generacién de resultados confiables, reproducibles, ficiles de
interpretar e intercambiar (Cerqueiray Picardeau, 2009). La tipificacién de secuencias multilocus
(MLST) muestra filogenias consistentes con las designaciones actuales de especies y proporciona

resolucion de cepas en algunas especies (Picardeau, 2017). La significativa divergencia genética
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de Leptospira spp. dificulta el desarrollo de un sistema tnico, por lo que se han descripto varios
esquemas diferentes de MLST para este género, utilizando 6 o 7 locus diferentes (Ahmed y col.,
2006; Thaipadungpanit y col., 2007; Leon y col., 2010).

Inicialmente, sélo el esquema de Ahmed y col. (Ahmed y col., 2006) permitié la tipificacién de
las principales cepas patdgenas pertenecientes a las especies L. interrogans y L. kirschneri. Este
esquema se basa en la secuenciacién de los 6 genes: adk (adenilato quinasa), icdA (isocitrato
deshidrogenasa), lipL32 (lipoproteina de la membrana externa), lipl41 (lipoproteina de la
membrana externa), rrs (ARNr 16S) y sec (preproteina translocasa).

Por otro lado, Boonsilp y col. (Boonsilp y col., 2013) modificaron el esquema de 7 locus descripto
por Thaipadungpanit y col. (Thaipadungpanit y col., 2007), excluyeron el locus “fadD”,e
incluyeron uno nuevo, “caiB”. También modificaron las secuencias de los primers para amplificar
y tipificar 7 de las 9 especies patdgenas del género Leprospira publicadas hasta ese momento (las
2 especies que quedaban excluidas contaban con muy pocos aislamientos). El esquema se basa en
la amplificacién de los genes pntA (subunidad alfa de la NAD(P) transhidrogenasa), sucA
(componente descarboxilasa de la 2-oxoglutarato deshidrogenasa), pfkB (riboquinasa), tpiA
(triosafosfato isomerasa), mreA (proteina determinante de la forma de bastén rodA), glmU (UDP-
N-acetilglucosamina pirofosforilasa) y caiB (carnitina deshidratasa).

El esquema de Varni et al. (2014) es una combinacién de los mejores loci de otros esquemas
MLST y se basa en la secuenciacion de los genes: adk, glmU, icdA, lipL32, lipL41, mreA 'y pntA.
Luego, estas autoras redujeron el conjunto de genes de su esquema para facilitar la tipificacién de
Leptospira spp. directamente a partir de muestras clinicas humanas. El esquema reducido se basa
en la secuenciacion de los genes adk, lipL41 y mreA (Varni et al., 2018).

-En los dltimos afios, el creciente nimero de secuencias completas del genoma (WGS)
proporciond una nueva perspectiva sobre la divergencia procariota e inici6 la transicion de la
filogenia génica a la filogenia gendmica (Arent et al., 2022). Las comparaciones mediante WGS
comenzaron a destacar la limitada resolucion taxondmica del anélisis de secuencias de ARNr 16S.
El gen rrs representa solo el 0,05 % de un genoma procariota promedio de 3 Mbp y estd altamente
conservado, por lo que a menudo carece de suficientes caracteres variables para realizar una
inferencia filogenética robusta a nivel de especie. Existen herramientas sencillas para medir la
similitud entre dos genomas a nivel de nucledtidos, la identidad media de nucledtidos — ANI, o
de proteinas codificadas (identidad media de aminoacidos - AAI) de genes ortélogos (Arent et al.,
2022).

La mayor accesibilidad a las secuencias gendmicas completas debido a metodologias mejoradas
y costos reducidos, convierte a la WGS en una opcién viable como el nuevo estdndar de oro para
la taxonomia de Leptospira spp. (Picardeau, 2017). La cantidad de informacion util que se puede
obtener de la secuenciacién del genoma completo de Leptospira spp. para identificar y

caracterizar aislamientos es invaluable. Si bien no existe un sistema de datos estandarizado para
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caracterizar y tipificar Leptospira spp., existe una base de datos publica que utiliza 545 genes
altamente conservados obtenidos de la secuenciacién de genomas completos, que puede servir
como método estandarizado para caracterizar aislamientos de Leptospira spp. en todo el mundo.
Esta base de datos fue propuesta por Guglielmini et al. (2019), quienes evaluaron la WGS como
herramienta de clasificacién y genotipificaciéon de cepas de todo el género Leptospira, y
propusieron el esquema de genotipificacion MLST del genoma central (cgMLST, del inglés Core
genome multilocus sequence typing) aplicable a todo el género Leptospira, incluidas las especies

no patégenas.

7.2 SITUACION ACTUAL DE LA LEPTOSPIROSIS EN EL MUNDO

La leptospirosis es una de las principales causas zoonéticas de morbilidad a nivel mundial, y es
responsable de un nimero de muertes que se acerca o supera al de otras causas de fiebre
hemorrégica. Se estima que causa 1.03 millones de casos y 58900 muertes cada afio (Costa et al.,
2015). A pesar de ser grave y potencialmente mortal, contintia siendo una enfermedad desatendida
que afecta principalmente a varones jovenes de barrios urbanos marginales y zonas rurales de
paises en desarrollo (Goarant et al., 2018).

Segun las estimaciones, la mayor incidencia de la enfermedad se presenta en los paises situados
en los trépicos y representa el 73% de los casos estimados a nivel mundial. Este patrén es
atribuible a las condiciones ambientales y sociales que promueven la abundancia de reservorios
animales, la supervivencia de la bacteria en el suelo y las aguas superficiales, y el riesgo de
exposiciéon humana a estas fuentes de infeccién (Costa et al., 2015). Si bien se sabe que la
leptospirosis prevalece en las regiones con clima tropical o subtropical himedo, el cambio
climatico y la falta de planificacion urbana hicieron emerger la enfermedad en regiones templadas
(Karpagam & Ganesh, 2020). Debido al calentamiento global, el nimero de casos notificados en
Europa estd aumentando y se prevé que la enfermedad se volverd mds relevante (Picardeau, 2017).
La interaccién entre las bacterias y los animales que pueden infectarse, mediar la transmisién
zoondtica y mantener al microorganismo en el medio ambiente es compleja. Desde hace algunos
afios, la leptospirosis se aborda desde la perspectiva “Una Salud” (del inglés One Health). Este
enfoque es un abordaje colaborativo, multidisciplinario e intersectorial de los riesgos de las
interacciones entre humanos, animales y ecosistemas (Pham & Tran, 2022). En leptospirosis, este
enfoque permite comprender mejor la epidemiologia, el manejo, la vigilancia y el control de la
enfermedad (Sykes et al., 2022).

En este contexto, el aislamiento de las especies y los serovares circulantes son esenciales
(Cerqueira & Picardeau, 2009a). El monitoreo de las cepas circulantes que causan leptospirosis
en humanos es fundamental para prevenir la propagacién de la enfermedad (Sykes et al., 2022).
Ademids, la identificacion de las cepas circulantes es necesaria para el diagndstico (para garantizar

que los métodos utilizados sean capaces de detectar las cepas circulantes), la epidemiologia (para
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caracterizar los reservorios), la vigilancia (para detectar la apariciéon de nuevos genotipos) y la
prevencion (para el desarrollo de nuevas vacunas y evaluar la eficacia de las existentes) (Garcia-
Lopez et al., 2023).

A pesar de esta necesidad, existe una brecha importante en el conocimiento de las variedades de
Leptospira circulantes (Cerqueira & Picardeau, 2009a; Sykes et al., 2022). Una de las principales
causas es que, histéricamente, el cultivo de Leptospira spp. es un reto y se intenta con poca
frecuencia (Cerqueira & Picardeau, 2009a; Sykes et al., 2022). Ademds, es una técnica lenta,
laboriosa y que presenta baja sensibilidad (Bharti et al., 2003; Cerqueira & Picardeau, 2009b).
Es por esto que se requieren métodos de genotipificacion de Leptospira spp. que resulten aptos
para su aplicaciéon directa en muestras bioldgicas, sumado a que sean sensibles, capaces de
discriminar, faciles de implementar y econémicos (Garcia-Lopez et al., 2023).

En las udltimas tres décadas, se aplicaron varias estrategias para la genotipificacion de Leprospira
spp. en muestras clinicas, incluidos diferentes ensayos PCR dirigidos al gen del ARNr 16S para
la tipificacién de especies de Leptospira y diferentes esquemas MLST (Agampodi et al., 2011,
2013, 2014; Ahmed et al., 2006; Boonsilp et al., 2013a, 2013b; Y. Chiani et al., 2016; Guernier
et al., 2018; Mérien, Amouriaux, Perolat, Baranton, & Girons, 1992; Merien et al., 1995, 2005;
Perez & Goarant, 2010; Philip et al., 2020; Thaipadungpanit et al., 2007; Thaipadunpanit et al.,
2011a; Varni et al., 2014; Weiss et al., 2016).

7.3 SITUACION ACTUAL DE LA LEPTOSPIROSIS EN ARGENTINA
En Argentina, los casos de leptospirosis se clasifican como sospechosos, sospechosos no
conclusivos, probables, descartados y confirmados, siguiendo la definicién de casos del
Ministerio de Salud de Argentina (Ministerio de Salud Nacién, 2014) y el Algoritmo de
diagnéstico por laboratorio y notificacién

(https://www.argentina.gob.ar/salud/epidemiologia/algoritmos). La leptospirosis esta clasificada

como Enfermedad de Notificacién Obligatoria (ENO) por la Ley 15465, sancionada en el afio
1960. Actualmente, los eventos se notifican a través del Sistema Integrado de Informacion
Sanitaria Argentino (SISA).

Se considera Caso sospechoso de leptospirosis a cualquier enfermo febril agudo, con cefalea y
mialgia, en ausencia de sintomas en vias aéreas superiores, con epidemiologia compatible. Puede
presentar ademads ictericia, meningitis, nefropatia, neumonia, hemorragias.

Se consideran antecedentes epidemioldgicos compatibles a cualquiera de las siguientes
actividades, consideradas como factores de riesgo, realizadas en los 30 dias anteriores al inicio de
los sintomas:

- actividades en ambientes urbanos y periurbanos vinculadas a recolecciéon de residuos,
clasificacién de material para reciclaje, limpieza en canales o acequias, trabajo en alcantarillas,

tareas de jardineria, albaiiiles, veterinarios o aquellas actividades que se desarrollen en contacto

39



con ambientes contaminados con orina de roedores y/o perros u otros animales domésticos y

silvestres).

- actividades en ambientes rurales como manejo de animales domésticos (bovinos, cerdos,

caballos, u otros), agricultura en 4reas anegadas, o realizar actividades recreativas o deportivas

que incluyan el contacto con aguas estancadas potencialmente contaminadas con orina de

roedores y/o perros u otros animales domésticos o silvestres.

- haber estado en zonas afectadas por inundaciones o catdstrofes naturales.

Luego de estudiar un caso sospechoso con técnicas de laboratorio para el diagndstico especifico

de leptospirosis, los casos se clasifican de la siguiente manera:

Caso Sospechoso — No Conclusivo: todo caso sospechoso estudiado por laboratorio por
cualquier técnica, con resultado negativo en una tinica muestra de hasta 10 dias de evolucién
desde el inicio de los sintomas.

Caso probable: todo caso sospechoso sumado a:

a) un resultado reactivo para las siguientes pruebas de tamizaje: Macroaglutinacién (Antigeno
TR) y/o ELISA.

b) Un resultado reactivo para la prueba de referencia, Microaglutinaciéon (MAT), con titulo
menor a 1/200 en una tnica muestra.

Caso confirmado: caso sospechoso o probable sumado a:

a) En una tinica muestra: 1. MAT positiva con un titulo mayor o igual a 1/200; 2. Aislamiento
bacteriano; 3. Deteccidn de genoma bacteriano por PCR

b) Seroconversién a la MAT, en dos o mds muestras, preferentemente con més de 10 dias de
evolucidn: primera muestra negativa y segunda positiva; las dos muestras (primera y segunda)
positivas con diferencia de al menos 2 titulos entre ellas (directa o inversa).

¢) Comprobacién de la existencia de exposicidn a la misma fuente y en el mismo periodo que
un caso confirmado segin los dos puntos anteriores, a) o b).

Caso descartado:

a) Dos muestras, con al menos 7 dias de separacion entre ambas, en las que NO se observe
seroconversion directa o inversa a la MAT.

b) Resultado NO reactivo para ELISA en muestras de mds de 10 dias desde el inicio de
sintomas.

¢) MAT negativa en muestra inica de més de 10 dias de evolucion desde el inicio de sintomas.

d) Diagndstico laboratorial confirmatorio para otra enfermedad febril.

La Red Nacional de Laboratorios de Leptospirosis (RNLL) incluye a laboratorios regionales o

provinciales de todo el pais y estd coordinada por el Laboratorio Nacional de Referencia de

Leptospirosis — LNRL del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Dr. E. Coni” -
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ANLIS “Dr. C. Malbran”. Los laboratorios integrantes de la RNLL ejecutan las pruebas de
tamizaje disponibles en el pais, TR y ELISA-IgM (Vanasco et al., 2012, 2016), en las muestras
de pacientes con sospecha de leptospirosis. Las muestras que resultan positivas son derivadas al
LNRL para su confirmacién mediante MAT y/o PCR en tiempo real para la deteccion del gen
lipL32 (Stoddard et al., 2009; Vanasco et al., 2016). De la misma manera, pueden enviar muestras
de sangre entera o primocultivos para el seguimiento y aislamiento bacteriano. El panel de
antigenos utilizado parala MAT en LNRL, incluye 12 de las 19 cepas de referencia de Leptospira
spp. recomendadas por la Organizacién Mundial de la Salud (World Health Organization, 2003),
las que fueron evaluadas para su uso en Argentina (Jacob et al., 2015). Este panel incluye 8 cepas
de L. interrogans (serogrupos Canicola, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Pyrogenes, Sejroe y
Bataviae), 2 cepas de L. borgpetersenii (serogrupo Ballum y Tarassovi), 1 cepa de L. kirschneri
(serogrupo Grippotyphosa) y 1 cepa de L. biflexa (serogrupo Semaranga). En la Tabla 2 se listan

las cepas de Leptospira spp. incluidas en el panel de cepas de referencia del LNRL.

Tabla 2. Cepas de referencia de Leptospira spp. incluidas en el panel de antigenos de MAT

Especie Serogrupo Serovar Cepa

L. borgpetersenii Ballum Castellonis Castellén 3

L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht IV
L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V

L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni M20

L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA

L. interrogans Pomona Pomona Pomona

L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem

L. borgpetersenii Tarassovi Tarassovi Perepelitsin

L. interrogans Sejroe Wolffi 3705

L. interrogans Sejroe Hardjo Hardjoprajitno
L. interrogans Bataviae Bataviae Swart

L. biflexa Semaranga Patoc Patoc 1

En nuestro pais, la leptospirosis produce casos individuales y brotes durante periodos de lluvias
abundantes e inundaciones y afecta predominantemente a hombres adultos de mas de 30 afios
(Cudés et al., 2014; Vanasco et al., 2008). La mayor cantidad de casos ocurren durante los meses
lluviosos. Los factores de riesgo que se asocian significativamente a la enfermedad son el trabajo
rural, el contacto con aguas superficiales contaminadas y el contacto con inundaciones (Vanasco
et al., 2008). Las provincias de Santa Fe y Entre Rios reportan anualmente el mayor nimero de
casos y muertes de Argentina, constituyendo un problema prioritario de salud publica a nivel
regional (Cudés et al., 2014).

Luego del andlisis espacial y temporal de leptospirosis en las provincias de Santa Fe y Entre Rios,
Lopez et al. (2019) sugieren que los indicadores hidroclimaticos (precipitacidn total mensual,
nivel hidrométrico mensual de los rios e Indice de El Nifio Ocednico-ONI) varian segiin las

escalas espaciales. A escala provincial, el Indice ONI indicaria mayor incidencia de leptospirosis;
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a escala departamental, el Indice ONI y la precipitacién mensual indicarian brotes; y a escala local
como ciudades riberefias, los tres indicadores podrian predecir la ocurrencia de brotes. También
concluyen que la leptospirosis debe considerarse como un problema regional dadas las
caracteristicas topograficas e hidroclimaticas (condiciones himedas y célidas, los eventos de
precipitacion extrema mads frecuentes y las inundaciones mds severas).

Segun un estudio basado en el andlisis de determinantes ambientales y socioecondémicos de la
aglomeracién urbana de Santa Fe, la propension a la aparicién de leptospirosis humana es mayor
en las zonas periurbanas y suburbanas con respecto a las zonas céntricas de las ciudades més
grandes (Cristaldi et al., 2022). Por otro lado, Chiani et al. (2023) detectaron diferentes especies
de Leptospira en el sedimento de los humedales del Bajo Delta del rio Parand, como Leptospira
kmetyi, L. mayottensis, L. fainei y L. meyeri. Los autores concluyeron que estos ecosistemas,
sujetos a actividades productivas como la ganaderia, representan una fuente potencial de
infeccion.

Respecto al estudio de reservorios animales, la seropositividad en roedores de la ciudad de Santa
Fe es 42% para la especie M. musculus (portadora del serogrupo Ballum en areas urbanas y del
serogrupo Icterohaemorragiae en los corredores naturales) (Vanasco et al., 2003), y 41.3%, 42.9%
y 55% para las especies Scapteromys aquaticus, Akodon azarae y Oligoryzomys spp.,
respectivamente (Ricardo et al., 2020). Por otro lado, se observa mayor prevalencia de anticuerpos
leptospirales en perros (18.2%) que en gatos (3.6%), seglin una encuesta seroldgica transversal
realizada en mascotas domésticas (perros y gatos) que asistieron a campafias municipales de
esterilizacién y castracion en la ciudad de Santa Fe, desde mayo a noviembre del afio 2022. Los
perros con acceso a la calle tienen mayor probabilidad de ser seropositivos y las dreas con pobreza
cronica, riesgo elevado de presentar animales seropositivos (Ricardo et al., 2018).

En cuanto a las variedades de Leptospira que circulan en el pais, existe evidencia de aislamientos
a partir de muestras de humanos, animales y ambientales (Chiani et al., 2016; Chiani et al., 2023;
Colombo et al., 2018; Cudos et al., 2014; Loffler et al., 2014; Ricardo et al., 2018; Rossetti et al.,
2005; Scialfa et al., 2013; Varni et al., 2018).

Para fortalecer el diagndstico especifico de leptospirosis humana y aislamiento de Leptospira spp.
en nuestro pais, se implementd un sistema de vigilancia intensificada de casos de leptospirosis
(Cudés et al., 2014) en Santa Fe y Entre Rios, desde enero de 2012 a marzo de 2013. Si bien la
intervencion permitié obtener aislamientos humanos, la recoleccién de muestras para cultivo
sigue siendo infrecuente y, por lo tanto, la tasa de aislamiento de Leptospira spp. es baja (menos
del 2% de los casos confirmados, resultados no publicados). Es por esto que, la informacién sobre
las especies y los serogrupos que causan infecciones humanas en nuestro pais es limitada y se
basa, principalmente, en los titulos imprecisos de MAT. La descripcién de métodos de
genotipificacion aplicables en muestras de suero y/o sangre entera crea una oportunidad para

aumentar el conocimiento de las variedades de Leptospira spp que causan enfermedad en
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Argentina, a pesar de las limitaciones del cultivo. Chiani et al. (2016) aplicaron satisfactoriamente
dos métodos de genotipificacion (ARNr 16S y un esquema MSLT) en aislamientos y muestras
clinicas con resultados previos positivos para la amplificacién del gen lipL32. Sin embargo,
resulta relevante optimizar y determinar la utilidad de estos métodos para identificar las especies
y serogrupos que causan leptospirosis humana en Argentina, en un ndmero significativo de
muestras de suero y sin el tamizaje con pruebas moleculares que sélo identifican especies

patégenas.
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8 OBJETIVOS DEL TRABAJO
8.1 OBJETIVOS GENERALES

1. Optimizar la tipificacién molecular de Leptospira spp. para poder aplicarla directamente sobre

muestras clinicas humanas (suero y/o sangre entera).

2. Evaluar la utilidad de la tipificacién molecular para conocer la frecuencia relativa de las
variedades de Leptospira spp. circulantes, en pacientes de Argentina con leptospirosis

confirmada durante el periodo 2005-2016 y su distribucién espacial.

8.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Optimizar y aplicar el método de tipificacién molecular basado en la secuenciacién de la
region ARNr 16S en muestras de suero y/o sangre entera de pacientes de Argentina, con

leptospirosis confirmada durante el periodo 2005-2016.

2. Aplicar el método de tipificacién molecular MLST optimizado para muestras clinicas en
muestras de suero y/o sangre entera de pacientes de Argentina, con leptospirosis confirmada

durante el periodo 2005-2016.

3. Evaluar la utilidad especifica, ventajas y limitaciones comparando con los otros métodos de
tipificacion.

4. Calcular la frecuencia relativa de las diferentes variedades de Leprospira spp. identificadas

por los métodos de tipificacién molecular (ARNr 16S, MLST optimizado) en pacientes de

Argentina con leptospirosis confirmada (casos incidentes) durante el periodo 2005-2016.

5. Georreferenciar las variedades de Leptospira spp. identificadas a través del tiempo por cada

uno de los métodos empleados en forma individual y combinada.

6. Disefiar y optimizar un esquema secuencial de reacciones de PCR en tiempo real para detectar
las diferentes especies del género Leptospira e identificar y distinguir especies patégenas, de

patogenicidad desconocida y saprofitas.
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9 MATERIALES Y METODOS
9.1 OPTIMIZACION DEL METODO ARN ribosomal 16S

En este estudio se optimiz6 la reaccion de amplificacién del gen rrs del método ARN ribosomal
16S (ARNTr 16S ) descripto por Mérien et al. (1992) y modificado por Varni et al. (2018).

En una primera instancia, se realizé una evaluacion de la reaccidn de amplificacion para detectar
posibles inhibidores, ensayar distintos tipos de enzimas de amplificacion y determinar el limite
de deteccién de la técnica. Luego, se ensayaron diferentes condiciones de reaccidn para
seleccionar la combinacién 6ptima siguiendo el Método Taguchi de optimizacién de técnicas de

biologia molecular (Cobb & Clarkson, 1994).

9.1.1 Evaluacion de la reaccién de amplificacion ARNr 16S

9.1.1.1 Deteccién de inhibidores de la reaccién de amplificacién
Se seleccionaron dos muestras clinicas con resultados previos positivos para la técnica qPCR
LipL32, que confirmaba la existencia ADN de Leptospira spp. en la misma, del panel de muestras
del Laboratorio Nacional de Referencia de Leptospirosis (LNRL) del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER). Ademads, una de las muestras seleccionadas tenia un
resultado previo positivo para la técnica ARNr 16S (Mérien, Amouriaux, Perolat, Baranton, &
Saint Girons, 1992; Varni et al., 2018), y la otra muestra tenia un resultado previo negativo.
Estas muestras se seleccionaron al azar, del panel preexistente de muestras del LNRL que incluye
muestras derivadas por los laboratorios integrantes de la Red Nacional de Laboratorios de
Leptospirosis (RNLL), para la confirmacién de la enfermedad. Las muestras de suero se
almacenaron a 70°C hasta su procesamiento.
Para la extraccién de ADN de las muestras clinicas, se utilizé el kit comercial QIAamp DNA
Blood Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, EE. UU.) segiin el procedimiento descripto por el
fabricante para la extraccion y purificaciéon de ADN a partir de 200 pl de muestra de suero
(Qiagen, 2007).
Las muestras de ADN obtenidas (M1 y M2) se ensayaron con qPCR LipL32 para confirmar
nuevamente la existencia de ADN de Leprospira spp.
Las reacciones de amplificacion del gen lipL.32 se realizaron con 500 nM de cada primer, 100nM
de sonda tipo TagMan, 1X de IQTM supermix (Bio Rad Laboratories, California, EEUU) y 5 ul
de ADN molde, en un volumen final de 25 pl. Las secuencias de los primers y sonda utilizados
se describen en la Tabla 3. El ciclado se ejecutd en el termociclador CFX96 Touch Real-Time
PCR Detection System (Bio Rad Laboratories, California, EEUU) y consistio en un ciclo de 2min
a 50°C, seguido de un ciclo de 10min a 95°C, luego 45 ciclos de 15seg a 95°C y un ciclo final de
Imin a 60°C. En todas las reacciones de amplificacion se incluyeron controles positivos (5 pl de
ADN de 10® Leptospira interrogans serovar Canicola cepa Hond Utrech IV/ml) y de reactivos

(sin ADN molde). Se consider6 una reaccion positiva cuando se observd una curva exponencial
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con un valor umbral del numero de ciclos (Ct, del inglés: “threshold cycle”) menor a 40.

En paralelo a la deteccién del gen lipL32 por qPCR, pero en reacciones independientes, se detectd
el gen housekeeping rnaseP humano. La amplificacién de este gen permite monitorear la
eficiencia de la extraccion de dcidos nucleicos y controlar la presencia de inhibidores de la PCR.
Se utilizaron dos primers (RNAseP3F y RNAseP3R) y una sonda de hidrélisis (RNAseP3) para
la deteccién del producto amplificado. Las reacciones de amplificacién del gen rnaseP se
realizaron con 200 nM de cada primer, 100nM de sonda tipo TagMan, 1X de IQTM supermix
(Bio Rad Laboratories, EEUU) y 5 pul de ADN molde, en un volumen final de 25 pl. Las
secuencias de los primers y sonda utilizados se describen en la Tabla 3. El ciclado se ejecutd en
el termociclador CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio Rad Laboratories,
California, EEUU) y consisti6 en un ciclo de 2min a 50°C, seguido de un ciclo de 10min a 95°C,
luego 45 ciclos de 15seg a 95°C y un ciclo final de 1min a 60°C. En todas las reacciones de
amplificacion se incluyeron controles positivos (5 pul de ADN de 10® Leptospira interrogans
serovar Canicola cepa Hond Utrech IV/ml) y de reactivos (sin ADN molde). Se consider6 una
reaccién positiva cuando se observé una curva exponencial con un valor umbral del nimero de

ciclos (Ct) menor a 40.

Tabla 3: Primers y sondas de hidr6lisis utilizados en la gPCR LipL.32

Oligonucleétidos Secuencia 5" —3’ Gen objetivo
LipL.32—45F AAGCATTACCGCTTGTGGTG lipL32
LipL.32—286R GAACTCCCATTTCAGCGA TT lipL32
LipL.32-189P FAM-AAAGCCAGGACAAGCGCCG-BHQI lipL32
RNAseP3F CCAAGTGTGAGGGCTGAAAAG rnaseP
RNAseP3R TGTTGTGGCTGATGAACTATAAAAGG rnaseP
RNAseP3 FAM-CCCCAGTCTCTGTCAGCACTCCCTTC- rnaseP
BHQI

F: primer forward, R: primer reverse, P: sonda de hidrdlisis; FAM: fluor6foro 6-carboxifluoresceina,
BHQI1: black hole quencher 1.

Las muestras M1 y M2 se mezclaron en partes iguales para utilizar la mezcla (M3) como ADN
molde en las reacciones de amplificacion del ARNr 168 siguientes. Posteriormente, se ejecutaron
reacciones de amplificacién del gen rrs con 1 uM de cada primer, 200uM de dNTP, 1U de
polimerasa DreamTaq Green DNA Polymerase (ThermoFisher Scientific, EE. UU.), y 5 pl de
ADN molde (M1. M2 y M3), en un volumen final de 50 pl. Las secuencias de los primers se
describen en la Tabla 4. El ciclado se ejecutd en el termociclador SimpliAmp™ Thermal Cycler
(Applied Biosystems, EE. UU.) y consisti6é en un ciclo inicial de 3 min a 94°C, seguido de un
ciclo de 90 seg a 54°C y un ciclo de 2min a 72°C, luego 29 ciclos de 1 min a 94°C, 90seg a 54°C

y 2min a 72°C, seguidos de un ciclo final de 10min a 72°C. Se incluy6 un control negativo (agua
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destilada ultrapura libre de ADNasa y ARNasa).

Tabla 4: Primers utilizados en las reacciones de amplificacion del método ARNr 16S

Gen Producto
Nombre Secuencia 5°—3” Referencia
objetivo  (pb)
A 16s GGCGGCGCGTCTTAAACATG rrs 331 (Mérien, Amouriaux,
Perolat, Baranton, &
Saint Girons, 1992)
B 16s TTCCCCCCATTGAGCAAGATT rrs 331 (Mérien, Amouriaux,

Perolat, Baranton, &

Saint Girons, 1992)

Los productos de amplificacién obtenidos se analizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2%. Se consideraron positivas a aquellas muestras en las que se observé una banda de
331pb, aproximadamente. Se considerd que la reaccidon no presentaba inhibidores, si la muestra
M3 resultaba positiva. En cambio, se consideré que la reaccién presentaba inhibidores, si M3
resultaba negativa.

Para la electroforesis de ADN, los geles se prepararon con agarosa (Bio Rad Laboratories,
EEUU), disuelta en una solucién 1X de tampén Tris Acetato EDTA (TAE) (UltraPureTM 10X
TAE Buffer, Invitrogen-Thermo Fisher Scientific Inc, EEUU). La composicién del Tampén TAE
se describi6 en el punto 9.5.1. Esta solucién de agarosa se calentd hasta la disolucién completa y
se agregd GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, EEUU), colorante fluorescente de acidos
nucleicos, en la proporcién recomendada por el fabricante (1:10000). La solucién se dejo
solidificar en la placa para geles de la cuba de electroforesis horizontal, con el peine
correspondiente para formar los pocillos de siembra. Luego, las placas con los geles solidificados
se sumergieron en la cuba de electroforesis que contenia el tampén TAE 1X (Bio Rad
Laboratories, EEUU) y se transfirieron Syl de muestra y de marcador de peso molecular
GeneRuler 100bp DNA Ladder, ready to use (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) a los
pocillos de siembra. No fue necesario agregar buffers de carga en las muestras debido a que la
polimerasa utilizada en las reacciones de amplificacion disponia de un buffer para aportar
densidad a los productos. La electroforesis se realizé durante 45min, a 120V y 292A. Las lecturas

de los geles se realizaron con transiluminador UV.

9.1.1.2 Evaluacién de distintas enzimas de amplificacion
Las muestras M1, M2 y M3 se ensayaron mediante reacciones de amplificacion ARNr 168, segtin
lo descripto en el punto anterior, pero con dos enzimas de amplificacién diferentes. Se utiliz6 la
enzima DreamTaq Green DNA polymerase (Thermo Scientific, USA) y la mezcla de reaccién
IQ™ supermix (Bio Rad Laboratories, California, EEUU), en reacciones independientes.

Se evalud si los resultados obtenidos anteriormente se modificaban al utilizar distintas enzimas
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de amplificacién.

9.1.1.3 Evaluacioén del limite de deteccién
Para la determinacién del limite de detecciéon del ARNr 16S, se elabord una curva de calibrado
realizando diluciones seriadas de una cepa de referencia seleccionada del panel del INER en un
pool de muestras de suero.
Para esto, se seleccionaron muestras de suero (n=26) de pacientes con leptospirosis descartada
del panel de muestras preexistentes del LNRL descripto en el punto 9.1.1.1. Se seleccionaron al
azar muestras limpidas, no lipémicas y no ictéricas. Se realizé un pool de muestras de suero en
un tubo estéril que, previa homogeneizacion, se fracciond en alicuotas en tubos estériles de 2ml,
aptos para biologia molecular. Las alicuotas de suero control negativo se almacenaron en freezer
a -70°C hasta su utilizacion.
El pool de muestras de suero se utilizé para la elaboracién de una curva de calibrado, con la que
se determind el limite de deteccién de la reaccidon de amplificacion del ARNr 16S en el punto
9.14.
Por otro lado, se seleccioné un cultivo de la cepa de referencia Leptospira interrogans Serogrupo
Canicola Serovar Canicola Cepa Hond Utrecht IV del panel de cepas de referencia del LNRL y
se determind su concentracién mediante recuento bacteriano en cdmara de Neubauer. Se realizé
una dilucién inicial 1/100 de la cepa con medio EMJH (Ellinghausen-McCullough-Johnson-
Harris liquido) estéril y se procedié al recuento con microscopio de campo oscuro y objetivo 20X,
por duplicado y con operarios diferentes. La composicién y elaboracién del medio de cultivo
EMIJH se describié en el punto 9.5.2.
Una vez determinada la concentracion bacteriana, se realizaron diluciones seriadas al décimo, de
la cepa de referencia en el pool de muestras de suero, partiendo de una concentracién de 10®
Leptospira sp./ml hasta 10° Leptospira sp./ml. Las diluciones se realizaron por triplicado, en tubos
estériles aptos para biologia molecular. Luego, se realizaron extracciones de ADN de cada
dilucién de cepa con el kit comercial QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, EE.
UU.), siguiendo las recomendaciones del fabricante y descripto en el punto 9.1.1.1.
El recuento bacteriano, las diluciones seriadas y las extracciones de ADN de cada dilucién, se
realizaron en el transcurso de 6 horas para evitar el sobrecrecimiento bacteriano y la modificacion
de la concentracién inicial.
La calidad de la curva de calibrado se evalué de manera indirecta mediante la determinacién de
la eficiencia de la técnica qPCR LipL32, técnica validada con anterioridad (Vanasco et al., 2016).
Las muestras de ADN se ensayaron mediante qPCR LipL32 segin lo descripto en el punto 9.1.1.1
y se graficaron los valores de Ct (del inglés, threshold Cycle) obtenidos versus las concentraciones
de ADN, para obtener la ecuacién de la recta. El valor de eficiencia de la reaccién se calculé con

las siguientes ecuaciones y el valor de la pendiente de la recta:
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E = 10 Vpendiente g5, EFICIENCIA = (E-1) x 100%

Considerando que la eficiencia de la amplificacién es el porcentaje de templado que fue
amplificado en cada ciclo, una eficiencia cercana a 100% seria el mejor indicador de la robustez
y reproducibilidad del ensayo. Segtin esto, la eficiencia de la amplificacién deberia encontrarse
entre 90-105% (Bio-Rad Laboratories, 2006).

Luego de la elaboracién de la curva de calibrado, se determind el limite de deteccién de la reaccion
de amplificacién del gen rrs. Cada muestra de ADN de la curva de calibrado se ensayé con el
protocolo original de amplificaciéon ARNr 16S (punto 9.1.1.1). Luego de la electroforesis en gel
de agarosa de los productos de amplificacién, se consideré como limite de deteccién a la
concentracién mas baja de la cepa Hond Utrecht IV de L. interrogans que produjo un amplificado

visible en el gel de agarosa.

9.1.2 Determinacion de las condiciones 6ptimas de reaccion

Con el propésito de optimizar la reaccion de amplificacion del gen rrs que codifica para el ARNr
16S (Mérien, Amouriaux, Perolat, Baranton, & Saint Girons, 1992; Varni et al., 2018), se
ensayaron distintas variables para encontrar la combinacién 6ptima.

La optimizacion de esta PCR de punto final se basé en el Método Taguchi (Cobb & Clarkson,
1994), ampliamente utilizado durante el disefio de procesos industriales y adaptado para las
técnicas moleculares para establecer las condiciones 6ptimas, utilizando el menor niimero posible

de experimentos. El niimero de experimentos necesarios (E) se calcul6 a partir de la ecuacidn:

E =2k + 1 U =» k: niimero de variables a probar.

Para cumplir con este objetivo, se evaluaron tres niveles (A, B y C) de cuatro variables que se
combinaron en reacciones independientes en una matriz ortogonal (Tabla 5). Segtin lo calculado
con la ecuacién " descripta previamente, se requirieron 9 experimentos para ensayar
concentraciones diferentes de ANTPs (de 50 a 200 uM) y de cada primer (1 a 1.5 uM), y distintas
temperaturas de annealing (54 a 63°C). Cada columna de la matriz representaba una variable con

los tres niveles y cada fila representaba una reaccién individual o experimento.
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Tabla 5: Matriz ortogonal, combinacién de tres niveles (A, B y C) de las cuatro variables estudiadas

Variables
Experimento n°:  dNTP (uM) primer A (uUM) primer B (uM) Annealing (°C)
1 A: 200 A:l A:l A: 54
2 A: 200 B: 0.5 B: 0.5 B: 59
3 A: 200 C: 1.5 C: 1.5 C: 63
4 B: 100 A:l B: 0.5 C: 63
5 B: 100 B: 0.5 C:15 A: 54
6 B: 100 C:15 Al B: 59
7 C:50 Al C: 1.5 B: 59
8 C: 50 B: 0.5 A:l C: 63
9 C:50 C: 15 B: 0.5 A: 54

Los experimentos se realizaron segun el protocolo descripto en el punto 9.1.1.1, usando muestras
de ADN de la curva de calibrado como molde de la reaccién de amplificacion y modificando las
variables segun el nimero de experimento.

Se realizaron 18 experimentos en total, utilizando dos muestras distintas de ADN molde. En 9
experimentos se ensayo el ADN correspondiente a la concentracion inmediatamente superior al
limite de deteccidn, y en los otros 9, el correspondiente a la concentracién inmediatamente
inferior. Luego de la electroforesis en gel de agarosa, se evaluaron los productos obtenidos con
las distintas combinaciones de variables. Se considerd 6ptima, a la combinacidn de variables que
generé un producto de amplificacién a partir del ADN correspondiente a la concentracién

inmediatamente inferior al limite de deteccion.

9.2 APLICACION DEL ARNr 16S Y MLST OPTIMIZADOS EN MUESTRAS DE
SUERO PARA IDENTIFICACION, ANALISIS DE LA FRECUENCIA Y
DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LAS VARIEDADES DE Leptospira spp.

Mediante un disefio observacional retrospectivo, se identificé Leptospira spp. en muestras de

suero de pacientes con leptospirosis confirmada en Argentina, con el método ARN ribosomal 16S

optimizado en este estudio y un esquema Multilocus Sequence Typing (MLST) optimizados por

Weiss et al. (2016). Para ello, se extrajo ADN de muestras de suero de fase septicémica de

pacientes seleccionados, y se amplificaron los genes rrs y los siete genes del esquema MLST

mediante reacciones PCR de punto final. Ambos métodos de genotipificacion se aplicaron en
paralelo, a ciegas y sin emplear ningiin otro método molecular de tamizaje. Luego de la
secuenciacion y andlisis bioinformatico de las secuencias obtenidas, se identificaron las especies

y serogrupos del género Leptospira causantes de la enfermedad. Se calcul6 la frecuencia relativa

de las variedades identificadas y se procedio a la localizacién geografica de las mismas.
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9.2.1 Muestras de suero
Para la determinacién del tamafio de muestra, se considerd una poblacién de 472 muestras de
suero de pacientes con leptospirosis confirmada en Argentina segin la definicién de caso del
Ministerio de Salud Nacién (2014), de fase septicémica (hasta 7 dias desde el inicio de los

sintomas), incorporadas al panel de muestras del LNRL descripto en el punto 9.1.1.1.

-Definicién de caso confirmado de leptospirosis (Ministerio de Salud Nacién, 2014): paciente con
enfermedad febril aguda, sintomas y epidemiologia compatibles con leptospirosis mds: a) un titulo
de MAT> 1/200 y/o aislamiento bacteriano y/o detecciébn de genoma bacteriano, o b)
seroconversion en la MAT, en dos o mas muestras (Ministerio de Salud Nacién, 2014). Sintomas
compatibles con leptospirosis: fiebre, cefalea y mialgia. También, ictericia, meningitis,
nefropatia, neumonfa, hemorragias, en ausencia de sintomas en vias aéreas superiores.
Antecedentes epidemioldgicos compatibles: actividades realizadas hasta 30 dias antes del inicio
de los sintomas como actividades en ambientes urbanos vinculadas a recoleccién de residuos;
clasificacién de material para reciclaje, limpieza de canales o acequias o trabajo en alcantarillas;
actividades en ambientes rurales como manejo de animales, agricultura en 4reas anegadas, pesca,
o cualquier otra actividad, laboral o recreativa en ambientes acudticos naturales; y haber estado

en zonas afectadas por inundaciones.

El 82.20% (n=388) de las muestras de la poblacién provenian de pacientes con leptospirosis
confirmada por MAT; 11.02% (n=52) por LipL32qPCR; 5.08% (n=24) por MAT maés
LipL32gPCR; 0.85% (n=4) por aislamiento de Leptospira sp. mas LipL.32qPCR; 0.42% (n=2)
por aislamiento de Leptospira sp.; 0.21% (n=1) por MAT mds aislamiento de Leptospira sp. y
0.21% (n=1) por MAT mads LipL.32qPCR mads aislamiento de Leptospira sp.. Respecto a la
distribucién temporal de la poblacion, 3.39% (n=16) de las muestras fueron recolectadas en el
afio 2005; 0.64% (n=3) en 2006; 17.80% (n= 84) en 2007; 3.39% (n= 16) en 2008; 4.03% (n= 19)
en 2009; 19.49% (n= 92) en 2010; 7.63% (n= 36) en 2011; 4.24% (n= 20) en 2012; 7.84% (n=
37)en 2013; 11.86% (n=56) en 2014; 10.38% (n=49) en 2015y 9.32% (n=44) en 2016. Respecto
a la distribucidn espacial de las muestras, 56.14% (n= 265) provenian de pacientes de Entre Rios;
23.31% (n= 110) de Santa Fe; 3.60% (n= 17) Chaco; 3.18% (n= 15) de Misiones; 2.54% (n= 12)
de Salta; 2.33% (n=11) de Rio Negro; 1.69% (n= 8) de Buenos Aires; 1.69% (n= 8) de Cérdoba;
1.48% de Corrientes (n= 7); 0.85% (n=4) de Formosa; 0.85% (n= 4) de La Pampa; 0.64% (n=3)
de Jujuy; 0.64% (n= 3) de Neuquén; 0.42% (n= 2) de Catamarca; 0.21% (n= 1) de Tucumén y en

el 0.42% (n= 2) de las muestras se desconocia su procedencia.

El tamafio de muestra requerido para la determinacion de la frecuencia de las variedades de

Leptospira spp. se obtuvo con Epidat (2016), considerando un 5% de precision, 95% de confianza
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y 50% de prevalencia. Se seleccionaron aleatoriamente 228 muestras de suero del banco de
muestras, teniendo en cuenta los siguientes criterios de:
-Inclusién:
e Muestras de pacientes con leptospirosis confirmada en Argentina, desde el 1 de enero de
2005 hasta el 31 de diciembre de 2016.
e Muestras de suero extraidas desde el inicio sintomas y hasta el séptimo dia de evolucién
de los mismos (fase septicémica de la enfermedad).
-Exclusién:

¢  Volumen minimo requerido de muestra: 200pul.

Las muestras suero de fase septicémica seleccionadas para el estudio (mediana: 4.6 dias de
evolucidn; valor médximo: 5.0 dias y valor minimo: O dias) provenian de pacientes con
leptospirosis confirmada mediante los siguientes métodos diagnésticos: 79.8% (n=182) por MAT;
12.3% (n=28) por LipL32qPCR; 6.6% (n=15) por MAT mas LipL32qPCR; 0.9% (n=2) por
LipL32gqPCR mas aislamiento de Leptospira interrogans y 0.4% (n=1) por MAT mas
LipL32gqPCR mas aislamiento de L. inferrogans. Respecto a la distribucién temporal, 0.88%
(n=2) en 2005; 0.88% (n=2) en 2006; 19.30% (n=44) en 2007; 3.95% (n= 9) en 2008; 3.07%
(n=7) en 2009; 17.98% (n=41) en 2010; 7.46% (n=17) en 2011; 4.82% (n=11) en 2012; 6.58%
(n=15) en 2013; 7.89% (n=18) en 2014; 15.79% (n=36) en 2015 y 11.40% (n=26) en 2016. Segin
los domicilios declarados en las correspondientes fichas epidemioldgicas o los registrados en
SISA, 47.37% (n=108) de las muestras provenian de pacientes de Entre Rios; 30.26% (n=69) de
Santa Fe; 4.39% (n=10) de Rio Negro; 3.95% (n=9) de Chaco; 2.63% (n=6) de Misiones; 2.63%
(n=6) de Salta; 2.19% (n=5) de Buenos Aires; 2.19% (n=5) de Cérdoba; 1.32% (n=3) de
Corrientes; 0.88% (n=2) de Formosa; 0.88% (n=2) de Neuquén; 0.44% (n=1) de Jujuy; 0.44%
(n=1) de La Pampa y 0.44% (n=1) de Tucuman.

9.2.1.1 Extraccion de ADN genomico a partir de muestras de suero
Se extrajo ADN a partir de las 228 muestras de suero de fase septicémica seleccionadas con el kit
comercial QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, EE. UU.) descripto en el punto
9.1.1.1.

9.2.2 Aplicacion de los métodos ARNr 16S y MLST optimizados en muestras de
suero
Se aplicaron dos métodos de tipificacién molecular optimizados, el ARNr 16S y MLST, en las
muestras de ADN (n=228) extraidas segun el punto 9.2.1.1. Los métodos se aplicaron en paralelo,
a ciegas y sin emplear ningin otro método molecular de tamizaje.

Para la determinacién de las especies de Leptospira spp., se aplicé el método ARNr 16S basado
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en la amplificacion por reacciones PCR de punto final y secuenciacion del gen rrs con el set de
primers descripto por Mérien et al. (1992), el ciclado descripto por Varni et al., (2018) y las
concentraciones de primers, dNTPs y temperatura de annealing 6ptimas determinadas en este
estudio (punto 9.1.3).

Para la determinacién de los serogrupos probables se aplicé el método Multilocus sequence typing
(MLST) descripto (Boonsilp et al., 2013b) y optimizado por Weiss etal. (2016) para su
aplicacion directa en muestras clinicas, basado en la amplificacién por reacciones PCR de punto
final anidadas y secuenciacién de siete genes constitutivos (caiB, glmU, pntA, sucA, tpiA, pfkB,
mreA). En este estudio se amplificé el gen gimU como primer paso y luego, en las muestras que
resultaron positivas, se amplificaron los otros seis genes. Este protocolo de trabajo se estableci
para lograr una asignacién segura de serogrupos con perfiles MLST completos, considerando los
genes amplificados con mayor frecuencia, caiB seguido de glmU (Weiss et al., 2016) y por otro
lado, glmU y pntA (Philip et al., 2020).

Luego de la amplificaciéon de los genes de ambos métodos, los productos amplificados se
analizaron con electroforesis en geles de agarosa, se purificaron y se enviaron a secuenciar. Luego
del andlisis bioinformatico de las secuencias obtenidas se identificaron las variedades de

Leptospira spp. que causaron enfermedad.

9.2.2.1 Amplificacion del gen rrs (ARNr 16S)

El gen rrs se amplificé en las 228 muestras de ADN obtenidas en el punto 9.2.1.1, segin lo
descripto por Mérien et al. (1992), Varni et al., (2018), mediante reacciones PCR de punto final
y utilizando la combinacién de variables 6ptimas determinadas en este estudio.

Las reacciones de amplificacion del gen rrs se realizaron con 1U de polimerasa DreamTaq Green
DNA Polymerase (ThermoFisher Scientific, EE. UU.) y 5 pl de ADN molde, en un volumen final
de 50pl. Se utilizaron las concentraciones 6ptimas de primers y dNTP determinadas en el punto
9.1.2. Los primers utilizados se describieron en la Tabla 4. El ciclado se ejecuté en el
termociclador SimpliAmp™ Thermal Cycler (Applied Biosystems, EE. UU.) y consistio en un
paso inicial de desnaturalizacién de 3 min a 94°C, seguido de un ciclo de annealing durante 90
seg a 54°C y un paso de extension de 2min a 72°C, luego 29 ciclos de 1 min a 94°C, 90seg a Ta
(°C) y 2min a 72°C, seguidos de un ciclo final de extension de 10min a 72°C. Ta corresponde a la
temperatura de annealing optima determinada en el punto 9.1.2. Se incluy6 un control positivo (5
ul de ADN de 10® Leptospira interrogans serovar Canicola cepa Hond Utrech IV/ml), uno
negativo (agua destilada ultrapura libre de ADNasa y ARNasa) y un control de reactivos (ausencia

de ADN molde).

9.2.2.2 Amplificacién de los siete genes del esquema MLST optimizado

En primer lugar, se amplificé el gen g/imU en las 228 muestras de ADN obtenidas en el punto
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9.2.1.1. Sélo se ejecutaron las amplificaciones de los demds genes (pntA, sucA, pfkB, mreA, caiB
y tpiA) en aquellas muestras que, luego de la amplificacién del gen glmU, generaron bandas
electroforéticas del tamafio esperado.

Los genes se amplificaron mediante reacciones de PCR punto final anidadas. La primera y
segunda ronda de amplificaciones de los genes glmU, pntA, sucA, pfkB, mreA y caiB se realizaron
con 1 uM de cada primer, 200uM de dNTP, 1.25U de polimerasa DreamTaq Green DNA
Polymerase (ThermoFisher Scientific, EE. UU.), 2mM de Cl:Mg (disponibles en el buffer
provisto con la polimerasa) y 5 pl de ADN molde, en un volumen final de 25 pl y 50ul,
respectivamente. En la primera amplificacion se utilizé el set de primers descripto por Boonsilp
y col. (2013) y el ADN extraido en el punto 9.2.1.1. En la segunda ronda se utiliz6 el set de
primers descripto por Weiss y col. (2016) y el producto amplificado en la primera reaccién como
ADN molde. En el caso de la amplificacion del gen #piA, las dos reacciones de amplificacién se
realizaron con 3.5mM de Cl,Mg. Los primers utilizados se describen en la Tabla 6.

Los ciclados se ejecutaron en el termociclador SimpliAmp™ Thermal Cycler (Applied
Biosystems, EE. UU.). El ciclado de la primera ronda de amplificacion (Boonsilp et al., 2013b)
consistié en un ciclo de 2min a 95°C, seguido de 30 ciclos de 10s a 95°C, 15s a46°C y 30s a 72°C,
y un ciclo final de extensién de 7min a 72°C. Las condiciones del ciclado de la segunda ronda de
amplificacion (Weiss et al., 2016) fueron las siguientes: un ciclo de 10 min a 95 °C, seguido de 5
ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 46 °C y 30 segundos a 72 °C. Luego, 10 ciclos con
una temperatura de annealing con aumento de 1 °C por ciclo, seguidos de 20 ciclos con una
temperatura de annealing de 56 °C, seguidos de un ciclo final de extensién de 7 minutos a 72 °C.
Se incluy6 un control positivo (5 ul de ADN de 108 Leptospira interrogans serovar Canicola cepa
Hond Utrech IV/ml), uno negativo (agua destilada ultrapura libre de ADNasa y ARNasa) y un

control de reactivos (ausencia de ADN molde).
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Tabla 6: Primers utilizados en las reacciones de amplificacion del método MLST

Gen Producto
Nombre Secuencia 5'—37 Referencia
objetivo  (pb)
(Boonsilp et al.,
gimU-Fv  AGGATAAGGTCGCTGTGGTA glmU 650 2013b)
(Boonsilp et al.,
gimU-Rv  AGTTTTTTTCCGGAGTTTCT glmU
2013b)
(Boonsilp et al.,
pntA-Fu TAGGAAARATGAAACCRGGAAC pniA 621 2013b)
(Boonsilp et al.,
pntA-Rym AAGAAGCAAGATCCACAAYTAC pniA 2013b)
(Boonsilp et al.,
sucA-Fm  TCATTCCACTTYTAGATACGAT SucA 640 2013b)
AR " (Boonsilp et al.,
SUCA-RMm N SUuc.
TCTTTTTTGAATTTTTGACG 2013b)
) ) (Boonsilp et al.,
tpiA-Fu TTGCAGGAAACTGGAAAATGAAT IpiA 639 2013b)
) ) (Boonsilp et al.,
tpiA-Rm GTTTTACRGAACCHCCGTAGAGAAT PiA 2013b)
(Boonsilp et al.,
pfkB-Fu CGGAGAGTTTTATAARAAGGACAT  PfkB 588 2013b)
(Boonsilp et al.,
pfkB-Rwm AGAACACCCGCCGCAAAACAAT pfkB 2013b)
(Boonsilp et al.,
mreA-Fv GGCTCGCTCTYGACGGAAA mreA 719 2013b)
(Boonsilp et al.,
mreA-Rvm  TCCRTAACTCATAAAMGACAAAGG — /MmreA 2013b)
) ) (Boonsilp et al.,
caiB-F CAACTTGCGGAYATAGGAGGAG caiB 650 2013b)
) ) (Boonsilp et al.,
caiB-R ATTATGTTCCCCGTGAYTCG caiB
2013b)
I-elmU- 1GTAAAACGACGGCCAGTCGYATGA glmU 508 (Weiss etal,
2F M13 AAACGGATCAG 2016)
MU CAGGAAACAGCTATGACCGGAAGR  gjpmyy (Weiss et al,
2R_M13 TARTATTCDCCCTG 2016)
ZPtA- TGTAAAACGACGGCCAGTATTTATY pniA 607 (Weiss et al,
2F M13 TVGGRATGTTYCA 2016)
ZPMAT CAGGAAACAGCTATGACCGATTTCA s (Wess et al.,
2R_M13 TRTTATCYACRAT 2016)
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3-sucA- (Weiss et al.,

TGTAAAACGACGGCCAGTGCSGGTR  g04 552
2F MI3  ATCATCWBATGG 2016)
3SUCA~ CAGGAAACAGCTATGACCGRAAWC (04 (Weiss etal,
2R MI3  CYTTYGCAAGATC 2016)
HPIAT T TGTAAAACGACGGCCAGTATTTCYT g 555 (Weiss et al.,
2F_ MI3  TACGAAT RAAAGARTG 2016)
A-piA- CAGGAAACAGCTATGACCCMCATTC i (Wess et al.,
2R_MI3  GATYMRAGAAAA 2016)
SPB- TGTAAAACGACGGCCAGTGTYGTAT fkB 540 (Weiss etal,
2F MI3  CGATCGSYTTC 2016)
SPIB- CAGGAAACAGCTATGACCYYCCSGA kB (Weiss etal,
2R_MI3  AGAYAASGGWCAT 2016)
6-mreA- T GTAAAACGACGGCCAGTCRRGAAG pres 568 (Wess et al.,
2F M13  YRGTGGATCAGG 2016)
6-mreA- CAGGAAACAGCTATGACCCKATCCT  p1roa (Wess et al.,
2R_MI13  TACTYTCRTARCT 2016)
7-caiB- TGTAAAACGACGGCCAGTCTTKCTT .48 539 (Weiss etal,
2F MI3  CRATYTTGGCG 2016)
7-caiB- CAGGAAACAGCTATGACCAMCGAT . 4ip (Weiss et al,
2R_MI3  ATGTWAY MGGRGTT 2016)

F: primer forward, R: primer reverse, C6digo de bases degeneradas: R=A/G, Y=C/T, M=A/C, K=G/T,
S=C/G, W=A/T, B=C/G/T, D=A/G/T, H=A/C/T, V=A/C/G, N=A/C/G/T

9.2.2.3 Electroforesis de ADN en geles de agarosa de los productos amplificados
Los productos obtenidos luego de la amplificacion del gen rrs y de la segunda ronda de
amplificacién de los genes del MLST, se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa
al 2% segtn lo descripto en el punto 9.1.1.1.
Se consideraron positivas, aquellas muestras en las que se observo una banda electroforética de
331, 598, 607, 552, 555, 540, 568 y 589pb los genes rrs, gimU, pntA, sucA, tpiA, pfkB, mreA 'y

caiB, respectivamente.

9.2.2.4  Purificacién de los productos de amplificacion
Los productos obtenidos con la amplificacién de los genes rrs, glmU, pntA, sucA, tpiA, pfkB,
mreA y caiB, que generaron una banda electroforética del tamafio esperado, se purificaron con el
kit comercial GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). De esta
manera, el ADN purificado pudo utilizarse para la secuenciacién posterior de los productos

obtenidos.

9.2.2.5 Secuenciacién de los productos de amplificacién

Los productos de amplificacion purificados obtenidos con los métodos ARNr 16S y MLST, se
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enviaron a secuenciar a Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur) mediante el método Sanger. En el
caso del MLST, so6lo se enviaron a secuenciar aquellas muestras en las que se amplificaron los 7

genes, es decir, que resultaron con esquema MLST completo.

9.2.2.6  Andlisis de las secuencias

Las secuencias obtenidas para los genes rrs y gimU, pntA, sucA, tpiA, pfkB, mreA y caiB, se
editaron con CHROMAS LITE 2.1.1 (Technelysium Pty Ltd., Australia) y se ensamblaron con el
software STADEN Package (MRC-LMB, Reino Unido).

Las secuencias del gen rrs (ARNr 16S) se compararon con la base de datos “The Ribosomal
Database Project (RDP)” y se obtuvo la especie del género Leptospira y la puntuacién
correspondiente, el S_ab score: nimero de oligdmeros tinicos de 7 bases compartidos entre una
secuencia y una secuencia RDP dada, dividido por el menor nimero de oligos tnicos. (Wang
et al., 2007). A cada muestra, se le asigné la especie que obtuvo la mayor puntuacién S_ab score.
Las secuencias de los genes glmU, pntA, sucA, tpiA, pfkB, mreA y caiB se alinearon con MEGA
5.0 (Tamura et al., 2011) y se analizaron con la base de datos “Public databases for molecular
typing and microbial genome diversity (PubMLST)” para asignar la secuencia tipo (ST, del inglés:
Sequence Type) (Jolley et al., 2018) e identificar los serogrupos probables que causaron la
enfermedad. Se asignaron los STs en las muestras que resultaron con un esquema MLST

completo, a partir de las secuencias de los 7 loci.

9.2.3 Determinacion de la frecuencia relativa de las especies y serogrupos del
género Leptospira

Se determiné la frecuencia relativa de cada especie de Leptospira identificada con el método
ARNIr 16S y la de cada serogrupo probable identificado por el método MLST, en las muestras de
suero de fase septicémica de pacientes con leptospirosis confirmada en Argentina, durante el
periodo 2005-2016 y por cada afio estudiado.
La frecuencia relativa se calculé como el porcentaje de la especie X o serogrupo X, respecto del
total de especies/serogrupos identificados. En el caso de los serogrupos, para el cilculo se
consideraron aquellas muestras con amplificacién de los 7 genes del esquema MLST y que

resultaron con un ST que permitio la definicién del serogrupo probable.

9.2.4 Georreferenciacion de las especies y serogrupos del género Leptospira
Se utiliz6 el Sistema de Informacién Geografica QGIS 3.40.3 para georreferenciar los casos
tipificados exitosamente y las variedades de Leptospira spp. identificadas en las muestras de suero
de fase septicémica de pacientes con leptospirosis confirmada en Argentina, durante el periodo
2005-2016.

Se consideraron los domicilios declarados en las fichas epidemioldgicas o en el “Sistema
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Integrado de Informacién Sanitaria Argentina — SISA” (https://sisa.msal.gov.ar/sisa/), de los

pacientes en cuyas muestras de suero se identificé la especie o serogrupo bacteriano que causoé la
enfermedad. Se obtuvieron las coordenadas XY de cada domicilio con Google Maps. Se
utilizaron mapas digitalizados de la Reptblica Argentina, a escala 1:250000, referenciados en
coordenadas geograficas utilizando el Sistema de Referencia WGS84 del Instituto Geografico

Nacional (disponibles en http://www.ign.gob.ar/sig). Con estas coordenadas se crearon mapas de

distribucién geogréfica de las especies y STs identificas en las muestras de suero de pacientes de
Argentina, con leptospirosis confirmada durante el periodo 2005-2016. Se generaron mapas de
calor con la herramienta “Estimacion de densidad de nucleos” para identificar patrones de

distribucién.

9.3 EVALUACION DE LA UTILIDAD DE LOS METODOS DE TIPIFICACION ARN
ribosomal 16S y MLST
La utilidad de los métodos ARNr 16S y MLST se evalué mediante la a) determinacion de la tasa
de éxito de tipificacién de cada método; b) determinacion de la concordancia de los resultados de
ambos métodos c) comparacién de los serogrupos identificados en muestras de suero de fase
septicémica mediante los métodos moleculares, con los inferidos en muestras de fase inmune
mediante MAT; c¢) comparacién de las variedades de Leptospira spp identificadas en dos tipos
distintos de muestras de un mismo paciente, ambas extraidas en la fase septicémica de la

enfermedad y d) evaluacioén final de ventajas y desventajas de ambos métodos.

9.3.1 Tasa de éxito de tipificacion
Para evaluar la utilidad de los métodos de genotipificacién empleados, se decidié utilizar un
indicador denominado “Tasa de éxito de tipificacion (TT)”. Se calcul6 la TT como el porcentaje
de muestras clinicas con Leprospira spp. identificada (muestras tipificadas), respecto del total de
muestras de suero de fase septicémica de los pacientes incluidos en el estudio (n=228). Para el
calculo de la TT, los métodos de tipificacién se aplicaron en todas las muestras seleccionadas, en
paralelo, a ciegas y sin utilizar otro método molecular de tamizaje. En el caso del ARNr 16S, en
el numerador se incluyeron las muestras en las que se identificé la especie del género Leptospira.
Para el célculo de la TT del MLST, en el numerador se incluyeron las muestras en las que se logré
la amplificacion de los 7 genes del esquema y la asignacién de la Secuencia Tipo (ST). La tasa se

calculé para todo el periodo de estudio, 2005 a 2016, y por afio estudiado.

9.3.2 Evaluacion de la concordancia entre los métodos ARNr 16S y MLST
Para estimar el grado de acuerdo de los resultados obtenidos con los dos métodos de tipificacion,
ARNr 16S y MLST, se determiné el coeficiente kappa de Cohen mediante Epidat (2016). Para el

calculo del coeficiente se consideraron resultados positivos y negativos segin éxito de
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tipificacion.

9.3.3 Comparacion de los serogrupos identificados por MLST en las muestras de

suero de fase septicémica, con los inferidos por MAT en las muestras de suero de

fase inmune
De los 228 pacientes con leptospirosis confirmada que disponian de muestras de suero de fase
septicémica, cuya seleccion se describid en el punto 9.2.1, 159 también disponian de muestras de
suero de la fase inmune de la enfermedad (luego de 7 dias desde el inicio de los sintomas). Estas
muestras se analizaron los titulos de MAT para determinar los serogrupos presumiblemente
infectantes. Se definié como serogrupo presumiblemente infectante, al serogrupo del panel de
antigenos que reacciondé con el miaximo titulo en la MAT cuantitativa (Levett, 2003a). El
serogrupo se considerd “indefinido” en los casos confirmados por seroconversion de la MAT, y
cuando dos o mas serogrupos diferentes mostraban el titulo maximo. Se calculd la proporcién
relativa de los serogrupos inferidos por MAT como el porcentaje del serogrupo X, respecto del
total de serogrupos identificados.
Luego de esto, se compararon las proporciones relativas de los serogrupos de Leptospira spp.
identificados por MLST (método molecular) en muestras de fase septicémica (serogrupos
probables) calculadas segin el punto 9.2.3, con las proporciones de los serogrupos inferidos por

MAT (método serolégico) en muestras de fase inmune (serogrupos presumiblemente infectantes).

9.3.4 Comparacion de las variedades de Leptospira spp. identificadas en cultivos y
muestras clinicas de fase septicémica
En 8 pacientes con leptospirosis confirmada por cultivo, se compararon los resultados de
tipificacion obtenidos en las muestras clinicas de fase septicémica y en los aislamientos. En estos
pacientes, se compararon las especies y serogrupos identificados en las muestras de suero
mediante ARNr 16S y MLST, con las especies y serogrupos identificados en los aislamientos

mediante los métodos de genotipificacion y el método fenotipico (MAT).

9.3.5 Evaluacion de ventajas y limitaciones del ARNr 16S y el esquema MLST
Las ventajas y limitaciones de los métodos ARNr 16S y MLST se determinaron en funcién de la
rapidez, costo, nivel de resolucién taxonémica y tasa de tipificacién. Con estos datos se elabord

una tabla de evaluacion cruzada.
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94 DISENO Y OPTIMIZACION DE UN ESQUEMA SECUENCIAL DE
REACCIONES PCR EN TIEMPO REAL PARA LA DETECCION DE DISTINTOS
GRUPOS DE ESPECIES DE Leptospira

En este se disefid un esquema secuencial de 4 reacciones PCR en tiempo real, para identificar a

las bacterias del género Leptospira, los distintos grupos de especies segin su patogenicidad

(patégenas y de patogenicidad intermedia) y la especie patdgena mds frecuente en Argentina. La

identificacion de la especie mds frecuente fue uno de los resultados de esta tesis.

El disefio se basé en la amplificacién de distintas regiones del gen rrs mediante qPCR. Para esto

disefiaron sets de primers y sondas de hidrélisis tipo TagMan especificas. Como segundo paso, se

determiné la temperatura de annealing Optima para cada reaccién. Para esto, se ejecutaron
reacciones qPCR con gradientes de temperatura y se ensayaron muestras de ADN de cepas de
referencia y aislamientos autoctonos de Leptospira spp., representativas de cada grupo de
especies, y cepas tipo ATCC de otros géneros bacterianos. Luego, siguiendo el Método Taguchi

(Cobb & Clarkson, 1994; Morero et al., 2021) para la optimizacién de técnicas moleculares, se

procedid a ensayar reacciones qPCR con diferentes combinaciones de factores de reaccion, para

identificar la combinacién éptima que mejoraba el desempeiio de cada qPCR.

94.1 Microorganismos

9.4.1.1 Cepas de referencia de Leptospira spp.
Se utilizaron 4 cepas de Leptospira spp. del panel de cepas de referencia del LNRL, como
controles positivos de las reacciones JPCR. Se seleccionaron 4 cepas representantes de especies
patégenas y 1 cepa representante de especies saprofitas. En la Tabla 7 se listan las cepas
empleadas.
Las cepas del panel de referencia se mantuvieron viables mediante repiques en medio EMJH
liquido nuevo, con una frecuencia de 10 dias. La composicién y elaboracion del medio EMJH se
describiod en el punto 9.5.2. Los repiques nuevos se incubaron a 28°C. Luego de 4 o 5 dias de
incubacidn, las cepas se observaron nuevamente con microscopio de campo oscuro y objetivo de

20X para verificar el desarrollo de las mismas y la ausencia de contaminacion.

9.4.1.2 Aislamientos autéctonos de Leptospira spp.
Debido a que el panel de cepas de referencia no incluye cepas de especies de patogenicidad
desconocida, se seleccionaron 2 aislamientos autdctonos previamente caracterizados del panel de
aislamientos del LNRL. Estos aislamientos se utilizaron como controles positivos representantes
de especies de patogenicidad desconocida en las reacciones qPCR. Los aislamientos empleados

se listan en la Tabla 7.
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Tabla 7: Cepas de Leptospira spp. utilizadas en las técnicas de biologia molecular

Especie Serogrupo Serovar Cepa

L. borgpetersenii ®  Ballum Castellonis Castell6n 3

L. interrogans R Canicola Canicola Hond Utrecht IV
L. kirschneri ® Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V

L. noguchii ® Panama Panama CZ214K

L. biflexa ® Semaranga Patoc Patoc 1

L. wolffii » - - -

L. broomii * -- -- --

R cepas de referencia; * aislamientos autdctonos; Pat: cepa patégena, Sap: cepa saprofita, Int: cepa de
patogenicidad desconocida.

Los aislamientos de Leptospira spp. con un buen crecimiento bacteriano, se mantuvieron viables
en EMJH semisélido a temperatura ambiente. Cada tres meses se transfirieron a medios de cultivo
nuevos, se incubaron a 28°C hasta obtener desarrollo bacteriano y se observaron en microscopio
de campo oscuro con objetivo de 20X. Unas semanas antes de proceder a la extracciéon del ADN,
los aislamientos seleccionados se inocularon en medio EMJH liquido para facilitar el proceso, se
incubaron a 28°C hasta obtener desarrollo bacteriano y se observaron en microscopio de campo
oscuro con objetivo de 20X.

Los aislamientos autdctonos fueron tipificados previamente mediante el métodos serolégico con
anticuerpos hiperinmunes de conejo y los métodos moleculares ARN 16S (Mérien, Amouriaux,

Perolat, Baranton, & Saint Girons, 1992; Varni et al., 2018) y MLST (Boonsilp et al., 2013b).

9.4.1.3 Cepas de la coleccion americana de cultivos tipo ATCC

Se utilizaron las siguientes cepas bacterianas de control tipo ATCC (del inglés: American Type
Culture Collection) para la evaluaciéon del método molecular diseiiado: Pseudomonas aeruginosa
(Pae) ATCC 27853, Escherichia coli (Eco) ATCC 25922 y Staphylococcus aureus (Sau) ATCC
25923. Las cepas ATCC fueron aportadas por la Seccidon Bacteriologia del Laboratorio Central
del Hospital J. B. Iturraspe de Santa Fe, Argentina.

Las cepas ATCC se mantuvieron viables mediante repiques sucesivos en medio Agar CLDE (del
inglés: Cysteine lactose electrolyte deficient) y se incubaron a 37°C hasta obtener el crecimiento

adecuado. La composicién del medio de cultivo CLDE se describié en el punto 9.5.3.

9.4.2 Extraccion de ADN genémico a partir de cepas de Leptospira spp. y cepas
ATCC

Se utiliz6 el kit comercial Highway ADN PuriPrep-B kit (INBIO HIGHWAY Biologia Molecular,
Buenos Aires, Argentina) para la extraccion de ADN gendémico a partir de los cultivos de
Leptospira spp. y de cepas ATCC, descriptos en la Tabla 7 y en el punto 9.4.1.3. Mediante este
kit se extraje ADN puro libre de proteinas, luego de la lisis bacteriana con proteinasa K, adsorcién
en una minicolumna de silica y dos pasos de lavado, sin requerir del uso de solventes organicos
ni fenol. Se procedié segin el procedimiento sugerido por el fabricante para la extraccién y

purificacién de ADN a partir de bacterias Gram positivas y Gram negativas (INBIO HIGHWAY
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Biologia Molecular, 2024).

9.4.2.1 Cuantificacién de ADN
La cantidad de ADN extraido se determiné con el fluorémetro Qubit Fluorometric Quantification
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La pureza de las muestras de ADN se determiné con el espectrofotémetro Nanodrop
lite (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos), siguiendo las instrucciones del

fabricante.

9.4.3 Diseiio de los sets de primers y sondas
De la base de datos de secuencias de d4cidos nucleicos GenBank® disponible en

www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ (Benson et al., 2013), se descargaron secuencias del gen rrs

correspondientes a especies patdgenas del género Leptospira (L. interrogans, L. borgpetersenii,
L. santorasai, L. noguchii, L. weilli, L. kirschneri, L. alexanderi, L. alstonii, L. kmetyi y L.
mayottensis), a especies saprofitas (L. biflexa, L. wolbachii, L. meyeri, L. vanthielii, L. terpstrae,
L. idonii y L. yanagawae) y a especies de patogenicidad desconocida (L. inadai, L. broomii, L.
fainei, L. wolffii y L. licerasiae) También, se descargaron secuencias correspondientes al género
Leptonema 'y Turneriella.

Las secuencias, de aproximadamente 1500pb, se alinearon con el software BioEdit Sequence
Alignment Editor v7.1.3.0 (Hall, 1999), herramienta ClustalW Multiple Alignment, y se
obtuvieron secuencias consenso para los distintos grupos de interés. Se disefiaron sets de primers
y sondas para la deteccion del género Leptospira, para el grupo de especies patdgenas, para el
grupo de especies de patogenicidad desconocida y otro, para la especie mas frecuente en nuestro

pais.

9.4.4 Determinacion de la temperatura éptima de annealing

Se ejecutaron reacciones de PCR en tiempo real siguiendo el protocolo de ciclado y preparacién
de la mezcla de reaccion sugeridos por el fabricante de la polimerasa, como prueba general de los
oligonucledtidos disefiados. Se utilizaron muestras de ADN de las distintas cepas de Leptospira
spp. como controles positivos (Tabla 7), agua calidad biologia molecular como control negativo
y las muestras de ADN de las cepas ATCC (punto 9.4.1.3). Se utilizaron extractos de ADN de L.
borgpetersenii (Pat 1), L. interrogans (Pat 2), L. kirschneri (Pat 3), L. noguchii (Pat 18), L. biflexa
(Sap 12), L. broomii (Int b), L. wolffii (Int w), donde Pat hace referencia a especies patdgenas,
Sap a especies saprdfitas e Int a especies de patogenicidad desconocida.

Las reacciones de amplificacién se realizaron con 500 nM de cada primer, 500nM de sonda tipo
TagMan, 1X de IQ™ supermix (Bio Rad Laboratories, California, EEUU) y 5 ul de ADN molde,

en un volumen final de 20 pl. Se utilizaron los primers y sondas disefiadas en el punto 9.4.3. El
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ciclado se ejecuto en el termociclador CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio Rad
Laboratories, California, EEUU) y consistié en un ciclo de 2min a 50°C, seguido de un ciclo de
10min a 95°C y luego, 40 ciclos de 15seg a 95°C y Imin a Ta°C. La temperatura de annealing
(Ta) seleccionada para los ciclados fue la temperatura de melting més baja de los oligonucledtidos
involucrados en cada reaccidn. Se considerd una reaccién positiva cuando se observd una curva
con un valor de Ct menor a 40.

Luego de la prueba general, se procedi6é a determinar la temperatura de annealing dptima para
cada reaccién de PCR en tiempo real mediante gradientes de temperatura. Segin las sugerencias
del fabricante de la polimerasa utilizada, se realizaron amplificaciones con 500 nM de cada
primer/cebador, 500nM de sonda tipo TagMan, 1X de IQ™ supermix (Bio Rad Laboratories,
California, EEUU) y 25ng de ADN molde, en un volumen final de 20 pl. Como ADN molde, se
utilizaron las muestras de ADN de las distintas cepas de Leptospira spp. (controles positivos),
agua calidad biologia molecular como control negativo y ADN de las cepas ATCC. Se utilizaron
los primers y sondas disefadas en el punto 9.4.3. El ciclado se ejecutd en el termociclador CFX96
Touch Real-Time PCR Detection System (Bio Rad Laboratories, California, EEUU) y consistid
en un ciclo de 2min a 50°C, seguido de un ciclo de 10min a 95°C y luego, 40 ciclos de 15seg a
95°C, 1min con gradiente de temperatura. Se programo el termociclador para que realice un

gradiente de temperatura especifico para cada reaccion.

9.4.5 Determinacion de las condiciones 6ptimas de reaccion

Las condiciones Optimas para las 4 reacciones de amplificacién se determinaron mediante el
Método Taguchi, ampliamente utilizado para la optimizacién de procesos industriales, adaptado
y aplicado en técnicas de biologia molecular (Cobb & Clarkson, 1994; Morero et al., 2021;
Thanakiatkrai & Welch, 2012). A diferencia de los métodos factoriales, este enfoque alternativo
permiti6 identificar las condiciones mas apropiadas minimizando el nimero de experimentos,
tiempo y esfuerzo (Morero et al., 2021). Ademads, mediante una funcién matemaética que penaliza
las pequenas desviaciones de un valor objetivo tedrico, se calculd la relacidn sefial/ruido (S/N,
del inglés: signal/noise) y se estimé la “pérdida de calidad”. Segtn el objetivo del experimento,
existen tres tipos de relacién S/N: mayor es mejor, menor es mejor y nominal es mejor, en este
estudio se considero la relacién S/N: mayor es mejor.

Se ensayaron tres niveles de las variables para cada reaccion de amplificacion, siguiendo un
arreglo ortogonal que contempld la ejecucion de 9 experimentos que combinaron 3 variables a
tres niveles distintos. Se ensayaron distintas concentraciones de oligonucleétidos (primers, sondas
o primer blocker), de 100 a 500 nM, y distintas concentraciones de ADN molde (de 25 a 75ng).
Segin la propiedad de los arreglos ortogonales, cada combinacién de niveles (A, B y C) ocurri6
un numero igual de veces. En la Tabla 8 se describe la matriz ortogonal utilizada para la

optimizacion.
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Tabla 8: Matriz ortogonal, combinacion de tres niveles (A, B y C) de las cuatro variables estudiadas

Variables
Experimento n°:  Primers (nM) sonda (nM) *plocker (nM) ADN molde (ng)
1 A: 100 A: 100 A: 100 A: 25
2 A: 100 B: 300 B: 300 B: 50
3 A: 100 C: 500 C: 500 C:75
4 B: 300 A: 100 B: 300 C:75
5 B: 300 B: 300 C: 500 A:25
6 B: 300 C: 500 A: 100 B: 50
7 C: 500 A: 100 C: 500 B: 50
8 C: 500 B: 300 A: 100 C:75
9 C: 500 C: 500 B: 300 A: 25

* esta variable se incorpor6 en los experimentos de optimizacién de la qPCR disefiada para la deteccién
de L. interrogans

El ciclado se ejecutd en el termociclador CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio
Rad Laboratories, California, EEUU) y consisti6 en un ciclo de 2min a 50°C, seguido de un ciclo
de 10min a 95°C, luego 40 ciclos de 15seg a 95°C y un ciclo final de 1min a Ta°C. En los ciclados
de cada reaccion se utilizé la temperatura de annealing determinada mediante el gradiente de
temperaturas descripto en el punto 9.4.3. Las reacciones se realizaron por duplicado, con controles
positivos (muestras de ADN de las cepas de Leptospira spp.), un control negativo (agua calidad
biologia molecular) y un control de reactivos (ausencia de ADN molde). Se registré el valor de
Ct de cada experimento y se calculd la proporcidn sefial/ruido (S/N) para cada experimento, segin
la siguiente ecuacion:
S/N ratio: -10xlogl10(} y2/r)

donde r: nimero de replicados, y: variable de respuesta (valor de Ct).

Se considerd un valor de Ct igual a 120 minutos en las reacciones en las que no se obtuvo
amplificacién. Se consideraron éptimas a aquellas condiciones de reaccién que minimizaron el

valor Ct y maximizaron la relacién senal/ruido (Morero et al., 2021).

Se ejecutaron reaccién qPCR con las temperaturas de annealing 6ptimas determinadas en el punto
9.4.4, los valores 6ptimos de cada variable determinados en el punto 9.4.5.1 y las muestras de
ADN provenientes de las cepas de Leptospira spp. (Tabla 7) y cepas ATCC de otros géneros

bacterianos (punto 9.4.1.3).
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9.5 SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO
9.5.1 Tampoén Tris Acetato EDTA (TAE)

En este estudio se utiliz6 el tampén TAE 1X para la preparacion del gel de agarosa y como buffer

de migracién en la cuba de electroforesis. La composicién del buffer TAE 1X es la siguiente:

e Tris-acetato 40 mM
e EDTA 1 mM
pH=8.3

9.5.2 Medio de cultivo Ellinghausen McCullough Johnson Harris (EMJH)
Se utiliz6 el medio de cultivo EMJH para la dilucién de una cepa de referencia antes de su
recuento en cdmara de Neubauer, para el mantenimiento de cepas de referencia y aislamientos
autéctonos. El medio EMJH enriquecido se elabordé con 9 partes de medio base (Difco™
Leptospira Medium Base EMJH) y 1 parte de suplemento de enriquecimiento, de elaboracién

propia.

Composicién por litro del medio base utilizado para la elaboracién del EMJH enriquecido-

Difco™ Leptospira Medium Base EMJH (BD, France):

e Fosfato disddico (Na2HPO4) 1.0g
e Fosfato monopotasico (KHoPO4) 0.3g
e Clorurode sodio (CINa) 1.0g
e Clorurode amonio (CINH4) 0.25¢g
o Tiamina (Vit Bl) 5.0mg
El EMJH enriquecido se elaboré de la siguiente manera (volumen final 1 litro):
e DifcoTM Leptospira Medium Base EMJH (BD, France) . .. 2.3g
o HoO destilada 900ml
e Solucién de piruvato de s6dio (10%0p/V) Iml
e Solucidon de glicerol (8ToV/V) Iml
O A AT 2.5g

*Se agregd agar a la solucién anterior, en el caso de preparar EMJH enriquecido
semisdlido. La solucidn se colocé en baiio Maria, hasta la disolucién completa del agar.
Esta solucién se esteriliz6 en autoclave a 121°C por 15 minutos y luego, en condiciones de
esterilidad y una vez que el medio base alcanzd los 50°C, se incorporaron 100 ml de Suplemento

de enriquecimiento. El medio se fraccion6 en tubos estériles de 10ml.
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El Suplemento de enriquecimiento se elabor6 de la siguiente manera (volumen final 100ml):

e Albumina sérica bovina fracciéon V (Roche Diagnostics GmbH)_ 10g
e Solucién de CaCl,.2 H,O + Mg Cl,.6H,O estéril . Iml
(1.5g de cloruro de calcio + 1.5g de cloruro de magnesio en 100 ml de agua)
e Solucién de ZnSO4.7TH20 estéril (0.4%p/V) Iml
e Solucién de CuSOs. SHyO estéril (0.3%p/V). Iml
e Solucién de FeSO4.7H>0 estéril (0.05%p/v preparada em el momento) Iml
e Solucién de Tween 80 (O%v/v) estéril 12.5ml
e Solucién de Cianocobalamina B12 estéril (0.02%p/v).___ . Iml

Una vez que la albimina se disolvié completamente, la solucion se trasvasé a un matraz aforado
de 100ml y se completé el volumen con agua destilada estéril. Se ajusté el pHa 7.2 - 7.4 y se

esteriliz6 mediante filtracién, en botellas con filtros de 0.22pum.

9.5.3 Medio de cultivo Agar Cysteine lactose electrolyte deficient (CLDE)
Se utiliz6 el agar CLDE para el mantenimiento de las cepas ATCC. A continuacién, se detalla la

composicién de este medio para un volumen final de 1000ml:

O PP O 4.0g
e Extractodecarne 3.0g
o LGS tNa 0.128¢g
LI b 410105311 - R 4.0g
o Azulde bromotimol 0.02¢
O A OSA 10.0g
O A AT 15.0g
o Agua pUNIfiCada 1000ml

pH final: 7.3 £0.2

Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Bioquimica y
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe, Argentina. Acta 02/16, 10

de marzo.
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10 RESULTADOS Y DISCUSION
10.1 OPTIMIZACION DEL METODO ARN ribosomal 16S

A continuacién se describen los resultados obtenidos en los ensayos realizados para optimizar el

método ARN ribosomal 16S descripto por Mérien et al. (1992) y Varni et al. (2018).

10.1.1 Deteccion de inhibidores de la reaccion de amplificacion
Las muestras de ADN M1 y M2 seleccionadas del panel del INER, se ensayaron mediante qPCR
LipL32 para confirmar la existencia de ADN de Leptospira spp. y ambas muestras resultaron
positivas. Se obtuvieron los siguientes valores de Ct para las amplificaciones de los genes lipL.32
y rnaseP: 24.33 y 27.67 para la muestra M1; 34.99 y 28.59 para la muestra M2. Estos resultados

demostraron que M1 y M2 podian utilizarse como ADN molde en los ensayos siguientes.

Las muestras de ADN M1 y M2, un control negativo (agua calidad biologia molecular) y una
mezcla homogénea de M1 y M2 en partes iguales (M3), se ensayaron con el protocolo original de
la técnica de amplificacién del gen rrs (punto 9.1.2.1) para evaluar la presencia de inhibidores.
Luego de ensayar las M1, M2 y M3 con el protocolo original del ARNr 168, los productos de
amplificaciéon de las muestras M1 y M3 generaron bandas electroforéticas de 331pb,
aproximadamente. En cambio, la M2 no generd productos de amplificacion visibles en el gel de
agarosa. La electroforesis de los productos de amplificacion se muestra en la Figura 5. La
amplificacién del gen rrs en la muestra M3 sugiere que la reaccién de amplificacion no presentaba

inhibidores.

Mpb CN M1 M2 M3 M3
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Figura 5: Electroforesis del gen rrs. Deteccidn de inhibidores de la reaccién. Mpb: Marcador de peso

molecular. CN: control negativo. M1: muestra de ADN1. M2: muestra de ADN2. M3: mezcla M1 y M2.
10.1.2 Evaluacion de distintas enzimas de amplificacion

Luego de ensayar las M1 y M2 con el protocolo original del ARNr 16S y dos enzimas de

amplificacién diferentes, se observd una banda electroforética de 331pb aproximadamente,

correspondiente al producto de amplificacion de la muestra M1. No se observd banda

electroforética correspondiente al producto de amplificacion de la muestra M2. La electroforesis
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de los productos de amplificacion se muestra en la Figura 6. Estos resultados concuerdan con los
anteriores por lo que, la utilizacién de otra enzima de amplificacién no modificé el desempeio

del método.

Mpb CNM2M1 CN M2 M1

100pb | .
300pb — | - - 331pb
500pb i

Figura 6: Electroforesis del gen rrs. Evaluacion de dos enzimas de amplificaciéon. Mpb: Marcador de
peso molecular. CN: control negativo. M1: muestra de ADN1. M2: muestra de ADN2.

10.1.3 Evaluacion del limite de deteccion
La Figura 7 representa el grafico obtenido con los valores de Ct de qPCR LipL32 y las
concentraciones10%, 107, 10%, 10°, 10%, 10°, 10% 10' y 10° Leptospira sp./ml de la curva de
calibrado. Se obtuvo la ecuacién de la recta y=-3.18X + 40.94. Con el valor de pendiente igual
a -3.18, el valor de eficiencia resulté 104%. Este valor se consider aceptable por lo que, al haber
ensayado las muestras de ADN de la curva de calibrado con una técnica validada con anterioridad,

la curva result6 de buena calidad.
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Valor de Ct

y = -3.18x + 40.94

15 R? = 0.96
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0 1 2 3 4 5 6
log (Leptospira sp/ml)

Figura 7: Evaluacion de la calidad de la curva de calibrado mediante qPCR LipL.32. Ecuacidn de la recta.

Luego de ensayar todas las muestras de ADN que formaban parte de la curva de calibrado,
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siguiendo el protocolo original de la técnica ARNr 16S, las muestras de ADN correspondientes a
10%,10* y 10° Leptospira sp./ml generaron productos de amplificacién visibles en los geles de
agarosa. Se observaron bandas electroforéticas de 331pb aproximadamente, para estas tres
muestras de ADN. La electroforesis de los productos de amplificacion se muestra en la Figura 8.

El limite de deteccién de la técnica ARNr 168 resulté 10° Leptospira sp./ml.

10° 10! 10> Mpb 10° 10* 10°

100pb—|

300pb—|
400pb—]

——

- uges » -

Figura 8: Electroforesis del gen rrs. Protocolo original: limite de detecciéon. Mpb: Marcador de peso
molecular. 10°, 10',10%,103,10%,10°: muestras de ADN correspondientes a la cantidad por ml, de la cepa
Hond Utrecht IV de Leptospira interrogans.

10.1.4 Determinacion de las condiciones éptimas de reaccion

Sélo se observaron bandas electroforéticas de 331pb aproximadamente, en las muestras de ADN
correspondientes a 10* Leptospira sp./ml, concentracién inmediatamente superior al limite de
deteccion, luego de realizar los 18 experimentos en los que se combinarons tres temperaturas de
annealing y tres concentraciones de dNTPs, primer A y primer B, segtin la matriz ortogonal.

En 9 experimentos se utiliz6 un extracto de ADN correspondiente 10 Leptospira sp./ml y en otros
9 experimentos, 10* Leptospira sp./ml (concentracion inmediatamente inferior y superior al 1imite
de deteccidn, respectivamente), no se obtuvieron productos de amplificacién con las muestras de
ADN correspondientes a 10° Leptospira sp./ml. La electroforesis de los productos de

amplificacién se muestra en la Figura 9.
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Figura 9: Electroforesis del gen rrs. Modificacién de las condiciones de reaccién. Mpb: Marcador de peso
molecular. 10,10* correspondientes a Leptospira sp/ml. R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9: reacciones
de amplificacién con distintas combinaciones de variables seglin matriz ortogonal.

Debido a que no se obtuvieron productos amplificados con la muestra de ADN correspondiente a
la concentracion inmediatamente inferior al limite de deteccion, las distintas combinaciones de
temperaturas de annealing, concentraciones de primers y dNTPs, no modificaron el desempefio
de la técnica ARNr 16S evaluada.

Durante la etapa de optimizacién del ARNr 16S se determind que las concentraciones de primers,
dNTPs y la temperatura de annealing descriptas en el protocolo original resultaron ser las
condiciones Optimas. Por ello, se decidi6 aplicar el protocolo original de la técnica ARNr 16S
descripta por Mérien et al. (1992) y Varni et al. (2018) para dar cumplimiento al resto de los

objetivos del estudio.

10.2 IDENTIFICACION DE Leptospira spp. EN MUESTRAS DE SUERO MEDIANTE
LA APLICACION DE LOS METODOS MOLECULARES ARNr 16S Y MLST
OPTIMIZADOS

Los métodos de tipificaciéon molecular, el andlisis del ARNr 16S y un esquema MLST

optimizados, se aplicaron en las 228 muestras de ADN obtenidas a partir de muestras de suero de

fase septicémica de pacientes con leptospirosis confirmada en Argentina, durante el periodo 2005

—-2016.

10.2.1 ARN ribosomal 16S (ARNr 16S)
Luego del procesamiento bioinformético de las secuencias obtenidas y comparacion con la base
de datos RDP y se logré identificar la especie del género Leptospira causante de enfermedad en
50 muestras. Las secuencias presentaron similitud con L. interrogans (n=49) y L. borgpetersenii

(n=1). Los resultados de la tipificacion se detallan en la Tabla 9.
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En un estudio previo del LNRL (Chiani et al., 2016) se aplicé el método ARNr 16S en muestras
de suero y sangre entera que disponian de resultados previos positivos para la gPCR LipL32. En
cambio, en el presente trabajo se aplicé el método ARNr 16S en muestras de suero sin resultados
moleculares previos que aseguraran la existencia de ADN de Leptospira spp. en las mismas. Este
protocolo de trabajo se establecié para evaluar el desempefio del método en el tipo de muestra
m4s accesible en los laboratorios que realizan el diagndstico de leptospirosis, considerando que
gran parte de los casos de nuestro pafs se confirman serolégicamente. Ademds, en este estudio se
aplic6 el ARNr 16S en muestras sin resultados moleculares previos con el objetivo de ampliar la
bisqueda a otras especies diferentes a las patdgenas, es decir, también incluir a las especies
saprofitas y de patogenicidad desconocida, y minimizar los recursos necesarios para lograr la
identificacién del agente causal.

Gran parte de los estudios reportan diferentes estrategias de tipificacion, utilizando diferentes
tipos de muestra y variantes de los métodos, con el fin de detectar inicamente a las especies
patégenas (Agampodi et al., 2011, 2014; Boonsilp et al., 2011; Y. Chiani et al., 2016; Merien
et al., 1995, 2005; Mérien, Amouriaux, Perolat, Baranton, & Saint Girons, 1992; Thaipadunpanit
et al., 2011b; Varni et al., 2018). Sin embargo, estas estrategias no permiten conocer con certeza
la utilidad de los métodos para identificar todas las especies del género Leprospira. El protocolo
planteado en este estudio tiene la ventaja de permitir identificar el agente causal de la enfermedad
sin importar la patogenicidad de la especie responsable y sin depender del desempefio de otros
métodos moleculares que habitualmente se utilizan como tamiz.

Por otro lado, considerando que sélo el 40% de las secuencias obtenidas con el ARNr 16S
presentaron similitudes superiores al 95%, seria conveniente realizar la validacion diagndstica del
método para determinar la especificidad del mismo cuando es aplicado en muestras clinicas,
incluyendo mayor cantidad de pacientes con leptospirosis confirmada por cultivo. En este estudio
se hizo una evaluacién preliminar de este desempeiio cuyos resultados se detallan luego, pero con
muy poca cantidad de pacientes, debido a que el requisito de confirmacién de la enfermedad por
cultivo es el factor limitante. También seria conveniente utilizar un método de genotipificacién
adicional para confirmar la especie identificada mediante el ARNr 16S. Segtin resultados que se

expondrén luego, la aplicacion conjunta del MLST result6 de utilidad para resolver esa necesidad.

10.2.2 Multilocus sequence typing (MLST)
El gen glmU se amplificé en 43 de las 228 muestras de ADN que se ensayaron con 2 reacciones
PCR de punto final anidadas. Los productos amplificados generaron bandas electroforéticas de
598pb, aproximadamente, y los controles negativos y positivos resultaron segin los esperado.
Las reacciones de amplificacion de los 6 genes restantes (caiB, pntA, sucA, tpiA, pfkB, mreA) se
realizaron en esas 43 muestras glmU positivas. En 7 de estas muestras, el ARNr 16S resultd

negativo. Los siete genes del esquema MLST se amplificaron en 26 muestras, 2 de estas muestras
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resultaron ARNr 16S negativas. En el resto (n=17) no se logré completar el esquema, pero se
amplificaron al menos 2 genes. Los productos amplificados generaron bandas de
aproximadamente 589, 607, 552, 555, 540 y 568pb segtin el gen amplificado.

Luego del procesamiento bioinformético y la comparacién con la base de datos PubMLST, en las
26 muestras con el esquema MLST completo se obtuvo la Secuencia Tipo correspondiente (ST),
en 24 muestras con un perfil de 7 alelos y en 2, con 6 alelos. En estas dos ultimas muestras, la
mala calidad de la secuencia de un gen determind la asignacién de la ST con un alelo menos. En
total, se obtuvieron 8 STs diferentes: ST37 (n=12; 46.2%), ST20 (n=4; 15.4%), ST17 (n=3;
11.6%), ST13 (n=3; 11.6%), ST38 (n=1; 3.8%), ST149 (n=1; 3.8%), ST140 (n=1; 3.8%) y
ST37/118 (n=1; 3.8%). En la Tabla 9 se describen los resultados obtenidos con el esquema MLST.
Con las STs obtenidas, en 26 muestras se asignd la especie del género Leptospiray en 24, también
se definio el serogrupo probable. Se identificd la especie L. interrogans en 25 muestras (asignada
por 7 STs diferentes) y L. borgpetersenii en una (asignada por 1 ST). Respecto a los serogrupos,
los STs asignaron 6 serogrupos diferentes Canicola (n=12), Sejroe (n=4), Icterohaemorrhagiae
(n=3), Pyrogenes (n=3), Pomona (n=1) y Ballum (n=1).

Estos resultados sugieren la posible circulacion de multiples genotipos y serogrupos de Leptospira

en Argentina.

El esquema MLST asign6 la especie y el serogrupo de Leptospira spp. en 2 muestras que
resultaron ARNr 16S negativas. Esto podria deberse a la sensibilidad diferencial de los dos
métodos cuyos genes objetivos son distintos. La tipificacion en esas dos muestras se logré debido
a que todas las muestras incluidas en el estudio también se procesaron por MLST. Si se hubiera
utilizado el ARNr 16S como método tamiz, no se habria logrado esta tipificacién.

El esquema MLST asigné las mismas especies que las identificadas por el método ARNr 16S.
Ademads, el esquema MLST confirmé la especie de Leptospira spp. en el 53.33% de las muestras
(n=16) que resultaron ARNr 16S positivas con S_ab score menor a 0.95.

En otros estudios (Agampodi et al., 2013; Chiani et al., 2016; Guernier et al., 2016; Mendoza &
Rivera, 2021; Perez & Goarant, 2010; Philip et al., 2020; Varni et al., 2018; Weiss et al., 2016),
los esquemas MLST se aplicaron en muestras con un resultado molecular previo positivo que
aseguraba la existencia de ADN de especies patdgenas del género Leptospira. Esto se debe a que
los esquemas MSLT se desarrollaron para la identificacion de este grupo de especies (Boonsilp
etal., 2013b). En cambio, en el presente estudio se aplicé el esquema en todas las muestras
incluidas, sin considerar resultados previos de algin método de tamizaje como podrian ser el
ARNr 16S o la qPCRLipL32. Para optimizar recursos, se amplificé el gen g/mU en primer lugar
y luego se amplificaron los demds genes del esquema s6lo en las muestras positivas. Este
protocolo de trabajo resulté favorable debido a que el esquema MLST asigné las especies

responsables de la infeccién, en dos muestras en las que no se logré la identificacién mediante el
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andlisis del ARNr 16S. Ademds se confirmaron las especies identificadas mediante ARNr16S y

se identificaron los serogrupos probables.
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Tabla 9: Identificacién de Leptospira spp. con ARNr 16S y MLST, en muestras de suero de fase septicémica (n=228) de pacientes con leptospirosis. S_ab score: niimero de
oligédmeros tnicos de 7 bases compartidos entre una secuencia y una secuencia RDP dada, dividido por el menor nimero de oligos tinicos

; ARNr 16S MLST

Ao ID eD\:gfu(ifi:én Especie S_ab | Esquema Perfil alelico ; ;
score | MLST glmU pntA sucA tpiA pfkB mreA caiB ST Serogrupo Probable

2007 832 3 L. interrogans  0.947 Negativo - - - - - - - - NC
2007 836 7 L. interrogans  0.815 Incompleto - - - - - - - - NC
2007 858 4 L. interrogans  0.956 Completo 3 3 3 3 4 5 5 37 Canicola
2009 880 5 L. interrogans  0.927 Negativo - - - - - - - - NC
2009 883 6 L. interrogans  0.901 Negativo - - - - - - - - NC
2010 890 2 L. interrogans  0.963 Completo 3 3 3 32 4 5 5 37/118* Canicola/Hebdomadis
2010 894 4 L. interrogans  0.969 Negativo - - - - - - - - NC
2010 895 5 L. interrogans  0.969 Incompleto - - - - - - - - NC
2010 896 4 L. interrogans ~ 0.972 Completo 1 1 2 1 7 4 3 20 Sejroe
2010 903 5 L. interrogans  0.997 Negativo - - - - - - - - NC
2010 910 6 L. interrogans  0.978 Negativo - - - - - - - - NC
2010 911 1 L. interrogans  0.963 Completo 3 3 3 3 4 5 5 37 Canicola
2010 357 2 L. interrogans  0.930 Negativo - - - - - - - - NC
2011 915 6 L. interrogans  0.954 Completo 1 1 1 5 12 2 9 13 Pyrogenes
2011 920 3 L. interrogans  0.929 Negativo - - - - - - - - NC
2011 92 6 L. interrogans  0.526 Completo 1 1 1 5 12 2 9 13 Pyrogenes
2012 404 7 L. interrogans  0.909 Completo 1 1 1 5 - 2 9 13° Pyrogenes
2012 407 3 L. interrogans  0.883 Completo 3 3 3 3 4 5 5 37 Canicola
2012 408 6 L. interrogans  0.981 Completo 3 3 3 3 4 5 5 37 Canicola
2012 406 4 L. interrogans  0.985 Completo 3 3 3 3 4 5 5 37 Canicola
2012 410 3 L. interrogans  0.930 Completo 3 3 3 3 4 5 5 37 Canicola
2012 412 3 L. interrogans  0.626 Completo - 3 2 9 4 6 8 38 Pomona
2013 925 6 L. interrogans  0.972 Incompleto - - - - - - - NC
2013 936 1 L. interrogans  0.628 Negativo - - - - - - - - NC
2013 937 7 L. interrogans  0.721 Completo 1 1 2 1 7 4 3 20 Sejroe
2013 372 4 L. interrogans  0.994 Incompleto - - - - - - - - NC
2013 415 5 L. interrogans  0.930 Completo 3 3 3 3 4 5 5 37 Canicola
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2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2007
2007
2007
2008
2010
2010
2012

943
944
946
948
513
519
538
957
958
978
986
988
992
676
748
1132
750
751
752
759
1138
778
784
843
862
131
871
900
180
427
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0.818
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0.969
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0.920
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0.912
0.556
0.687
0.948
0.963
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0.987
0.732
0.878
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0.969
0.910
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Completo
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Completo
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Incompleto
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NC
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Icterohaemorrhagiae
NC
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Canicola

Ballum
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Canicola

Canicola

NC

NC

NC

NC

NC

NC

NC

NC
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NC

NC
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NC

NC
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NC

a: el perfil alélico obtenido comparte 6 alelos con ST37 y 6 alelos con ST118, con una variante una variante de sucA y caiB, respectivamente. ST®: secuencia tipo obtenida con

un perfil de 6 alelos, se obtuvo baja calidad en la secuencia de un gen.
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10.2.3 Determinacion de la frecuencia relativa de las especies y serogrupos del
género Leptospira identificadas mediante ARNr 16S y MLST

En 52 (22.8%) muestras de suero de pacientes con leptospirosis se identificé la especie del agente
etiolégico por ambos métodos, L. interrogans en el 98.1% (n=51) y L. borgpetersenii en el 1.9%
(n=1). Las especies causales se identificaron s6lo mediante ARNr 16S en 26 muestras, con ARNr
16S y MSLT en 24 y s6lo con MLST en 2.
Segin otros estudios, las especies identificadas son dos de las tres especies patdgenas
identificadas con mayor frecuencia como agentes causantes de leptospirosis en todo el mundo
(Boonsilp et al., 2013b) y son consistentes con las especies reportadas en Argentina en humanos
y animales (Y. Chiani et al., 2016; Colombo et al., 2018; Loffler et al., 2014; Ricardo et al., 2018;
Rossetti et al., 2005; Scialfa et al., 2013; Varni et al., 2018).
Por otro lado, en 24 muestras se identificaron 6 serogrupos probables diferentes mediante MLST.
Se identific6 el serogrupo Canicola en mayor proporcién (50%), seguido de Sejroe (16.6%),
Icterohaemorrhagiae y Pyrogenes (12.5% cada uno) y luego, Pomona y Ballum (4.2% cada uno).
En dos muestras no se diferenci6 el serogrupo probable, a pesar de haber obtenido un esquema
MLST completo y un perfil alélico de 7 genes. En una de esas muestras se identificé la ST140
que incluye a los serogrupos Pomona, Grippotyphosa, Pyrogenes. En la otra, se obtuvo una
secuencia tipo ambigua (ST37/118) con un perfil alélico que compartia 6 alelos con ST37, 6 alelos
con ST118 y variantes de los genes sucA y caiB, respectivamente.
A diferencia de lo tipificado con ARNr 16S, con el esquema MLST se identificé mayor diversidad
de genotipos y se profundizé la clasificacién taxondémica de las especies identificadas a nivel de
Serogrupo.
La utilizacién de los dos métodos genotipicos en paralelo, a ciegas y sin utilizar un método de
tamizaje, permiti6 identificar especies y serogrupos responsables de casos de leptospirosis en
Argentina durante un periodo de 12 afios, a partir de muestras de suero y sin necesidad de

aislamientos.

10.2.4 Georreferenciacion de las especies y serogrupos del género Leptospira
identificadas mediante ARNr 16S y MLST

Considerando los domicilios declarados en las fichas epidemiolégicas derivadas con las muestras
de suero o los registrados en SISA, con el Sistema de Informacién Geografica QGIS 3.40.3 se
asignaron ubicaciones espaciales a los 52 casos de leptospirosis en los que se pudo identificar la
especie bacteriana causal mediante el ARNr 16S (n=50) y el esquema MLST (n=2). Estos casos
se distribuyeron geograficamente de la siguiente manera: Santa Fe (21; 40.38%), Entre Rios (16;
30.77%), Chaco (7; 13.46%), Rio Negro (3; 5.77%), Buenos Aires (2; 3.85%), Cérdoba (2;
3.85%) y Neuquén (1, 1.92%). En la Figura 10 se observa la distribucién geografica de las

especies identificadas.
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La mayor cantidad de casos se encuentran localizados en las dos provincias que tradicionalmente
registran el mayor nimero de casos, Santa Fe y Entre Rios (Figura 11).

Debido a que no se identificé diversidad de especies bacterianas, no fue posible establecer algin
patrén de distribucién diferencial a nivel de especie. El tinico caso de leptospirosis en el que se
identificé a Leptospira borgpetersenii como agente causal, se localizé en la provincia de Santa

Fe.
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Figura 10: Especies del género Leptospira identificadas en muestras de suero de fase septicémica de
pacientes con leptospirosis confirmada, Argentina, 2005 a 2016. Mapa creado con QGIS, software gratuito
y de cddigo abierto.
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Figura 11: Mapa de calor, distribucién de todas las especies del género Leptospira identificadas en
muestras de suero de fase septicémica de pacientes con leptospirosis confirmada, Argentina, 2005 a 2016.
Mapa creado con QGIS, software gratuito y de c6digo abierto.

También se ubicaron espacialmente a los 26 casos en los que se asign una secuencia tipo con el
esquema MLST. Las STs se distribuyeron geograficamente de la siguiente manera: ST13 (Santa

Fe: 2, Chaco: 1), ST17 (Entre Rios: 2, Santa Fe: 1), ST20 (Chaco: 3, Santa Fe: 1), ST37 (Santa
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Fe: 7, Entre Rios: 4, Rio Negro: 1), ST38 (Santa Fe: 1), ST149 (Santa Fe: 1), ST140 (Entre Rios:
1) y ST37/118 (Santa Fe: 1). En la Figura 12 se observa la distribucién geogrifica de las STs
identificadas. En la Tabla 10 se describe la distribucién de los serogrupos identificados en 24 de
estas muestras.

Los serogrupo Canicola y Pyrogenes se identificaron con mayor frecuencia en la provincia de
Santa Fe (7/12 y 2/3, respectivamente), Icterohaemorragiae en la provincia de Entre Rios (2/3) y
Sejroe en Chaco (3/4). Sin embargo, no se pudieron establecer patrones de distribucién geogréfica
de los serogrupos de Leptospira spp. identificados en las muestras, posiblemente debido a la baja
cantidad de muestras que pudieron tipificarse exitosamente a este nivel taxonémico. Estudios
epidemioldgicos futuros en los que se analicen periodos de tiempo diferentes podrian aportar un
ndmero significativo de datos que posibiliten la determinaciéon de patrones de distribucién

geografica diferencial a nivel de especie y serogrupo.
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Figura 12: Secuencias Tipo (STs) y serogrupos probables de Leptospira spp., identificados mediante
MLST en muestras de suero de fase septicémica de pacientes con leptospirosis confirmada, Argentina, 2005
a2016. Mapa creado con QGIS, software gratuito y de cédigo abierto.
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Tabla 10: Distribucién de serogrupos de Leptospira por provincia, en Argentina. Los serogrupos se
identificaron mediante MLST, en 24 muestras de suero de pacientes con leptospirosis confirmada en
Argentina durante el periodo 2005-2016.

Serogrupo
Provincia Pyrogenes f;tr?goizzem Sejroe Canicola Pomona Ballum fotal
Santa Fe 2 1 1 7 ! ! =
Entre Rios 0 2 0 4 0 0
Chaco 1 0 3 0 0 0
Rio Negro 0 0 0 1 0 0
Total 3 3 4 12 ! ! -

10.3 EVALUACION DE LA UTILIDAD DE LOS METODOS DE TIPIFICACION
ARN ribosomal 16S y MLST

10.3.1 Tasa de éxito de tipificacion
El método ARNr 16S identificé las especies de Leprospira responsables de la infeccién, en 50 de
las 228 muestras de suero de fase septicémica de pacientes de Argentina, con leptospirosis
confirmada durante el periodo 2005-2016. Segtn esto, la tasa de éxito de tipificacién (TT) resultd
21.9%, IC [16.3-27.5]). En la Tabla 11 se detallan las TT para el periodo completo de estudio y
para cada afio estudiado.
La TT result6 aceptable en el contexto de este estudio. El método de genotipificacién ARNr 16S
se aplicé en muestras de suero que no tenian resultados moleculares previos, como qPCR LipL32,
que indicaran la existencia de ADN de Leptospira spp. en las mismas y esto pudo influir
desfavorablemente en las tasas de tipificacion.
Al comparar con otros estudios, Boonsilp y col. (2013) reportaron una tasa de tipificacién similar
a la obtenida en este estudio. Estos autores aplicaron una PCR de punto final dirigida al gen rrs
en muestras bioldgicas sin pruebas molecular previas, en un estudio con un tamafio de muestra
relevante. Aunque estos autores estudiaron otro tipo de muestra sanguinea y amplificaron otra
regién del gen rrs, la tasa de positividad informada (28.2%) fue comparable con el 21.9%
encontrado en el presente estudio. Philip y col. (2020) evaluaron la misma PCR anidada en
muestras de suero y sangre de casos sospechosos. Por otro lado, Merien y col. (1995) amplificaron
la misma regién del gen rrs que la analizada en este estudio pero utilizando PCR anidada e
hibridacién Dot Blot y aunque estudiaron 28 muestras de suero sin ninguna técnica molecular
previa, obtuvieron una tasa de positividad del 82.1%. Esta tasa elevada podria atribuirse a la PCR
anidada y la hibridacién Dot Blot que mejoraron el rendimiento del método Mérien y col. (1992).
Thaipadunpanit y col. (2011) también informaron una tasa de positividad elevada (56%), pero
utilizando PCR en tiempo real.

Los reportes anteriores y las siete muestras ARNr 16S negativas que resultaron MLST positivas,
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sugieren que la sensibilidad de ARNr 16S deberia mejorarse, especialmente si las estrategias de

tipificacion implican la aplicacidon del MLST s6lo en muestras ARNr 16S positivas.

Respecto al método MLST, el gen gimU se amplific6 en 43 de las 228 muestras de suero de fase
septicémica de los pacientes estudiados, pero en 26 muestras se obtuvo el perfil MLST completo
y la ST correspondiente. La TT del MLST resulté 11.4%, IC [7.1-15.7]). En la Tabla 10 se
detallan las TT para el periodo completo de estudio y para cada afio estudiado.

A diferencia de otros estudios, el método de genotipificacion MLST se aplicé en todas las
muestras de suero seleccionadas para el estudio, sin considerar ningtin resultado molecular previo
que indicara la existencia de ADN de Leptospira spp. en las mismas. Esto pudo influir
desfavorablemente en las tasas de tipificacion.

Para poder comparar estos resultados con los de otros autores que sélo estudiaron con MLST
muestras con resultados moleculares positivos previos, también se calculé el porcentaje de
muestras ARNr 16S positivas con esquema MLST completo e incompleto. Se obtuvo un esquema
completo en el 48.0% (n= 24) de las muestras ARNr 16S positivas, e incompleto en el 38.0%
(n=12). Incluso sin ninguna prueba de deteccién previa, la tasa de tipificacién obtenida para el
esquema MLST (11.4%), resulté similar o superior a las tasas reportadas por otros autores. Varni
y col. (2018), Chiani y col. (2016) y Agampodi y col. (2013) reportaron 11.7%, 9.8% y 5.2%,
respectivamente, aplicando diferentes esquemas de MLST y en muestras con resultados previos
positivos para la deteccion de especies patdgenas. Ademads, el porcentaje de muestras ARNr 16S
positivas con perfil MLST completo (48%) obtenido en este estudio, fue mayor que todas las tasas
mencionadas anteriormente e incluso mayor que las reportadas para el mismo esquema, 17.2% y
1.59% (Philip et al., 2020; Weiss et al., 2016). Respecto a los autores del esquema MLST aplicado
(Weiss et al., 2016), en el presente estudio se estudié un niimero mayor de muestras de suero para
mejorar la evaluacion del desempefio del MLST.

Aunque la TT del esquema MLST aplicado resulté ser mas alta que la TT reportada por otros
autores, es mas baja que la obtenida en este estudio para el ARNr 16S. A pesar de esto, el MLST
presenta el valor agregado de profundizar la clasificacién taxondémica del género Leptospira a

nivel de serogrupo.
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Tabla 11: Tasa de tipificacion exitosa (TT) de Leptospira spp. en muestras de suero de fase septicémica
(n=228) de pacientes con leptospirosis, mediante ARNr 16S y MLST, Argentina, 2005-2016.

ARNr 16S MLST
Afio Muestras | Muestras TT  Especie Perfil TT ST
estudiadas | positivas (%) (n° de muestras) comp (%) (n°de muestras)
leto

2005 2 0 0.0 NA 0 0.0 NA

2006 2 0 0.0 NA 0 0.0 NA

2007 44 3 6.8 L. interrogans (3) 2 4.5 ST37(1); ST140(1)

2008 9 0 0.0 NA 0 0.0 NA

2009 7 2 28.6 L. interrogans (2) 0 0.0 NA

2010 41 8 19.5 L. interrogans (8) 4 9.8  ST37(2); ST20(1);
ST37/118(1)

2011 17 3 17.6 L. interrogans (3) 2 11.8 ST13(2)

2012 11 6 54.5 L. interrogans (6) 6 54.5 ST13(1); ST37(4);
ST38(1)

2013 15 5 33.3 L. interrogans (5) 2 13.3  ST20(1); ST37(1)

2014 18 7 38.9 L. interrogans (7) 4 22.2  ST20(2); ST17(2)

2015 36 7 19.4 L. interrogans (6) 6 16.7 ST37(4); ST17(1);

L. borgpetersenii (1) ST149(1)

2016 26 9 34.6 L. interrogans (9) 0 0.0 NA

2005 228 50 21.9 L. interrogans (49) 26 11.4 ST37(12); ST20(4);

a L. borgpetersenii (1) ST17(3); ST13(3);

2016 ST38(1); ST140(1);
ST37/118(1);
ST149(1)

NA: no aplica

En ambos métodos de tipificaciéon, ARNr 16S y MLST, se observo una tendencia de la tasa de
tipificacion en ascenso durante los 12 afios estudiados. La baja tasa de tipificacion en las muestras
antiguas podria deberse a la degradacion del ADN durante el almacenamiento prolongado y los
ciclos repetidos de congelacion y descongelacion (Schroder & Steimer, 2018; Shao y col., 2012).
Sin embargo, los bajos recuentos bacterianos en sangre, el corto periodo de bacteriemia o un error
en la identificacion de la fase de la enfermedad, pueden influir en las tasas de tipificacién de todas

las muestras.

10.3.2 Evaluacion de la concordancia entre los métodos ARNr 16S y MLST
Para el célculo del coeficiente kappa de Cohen se consideraron los resultados positivos y
negativos de ambos métodos, segtin el éxito obtenido en la tipificaciéon de Leptospira spp. (Tabla
12). La concordancia entre los resultados obtenidos con los métodos ARNr 16S y MLST result6

moderada (k: 0.5665, IC 95%: 0.4289-0.7041).
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Tabla 12: Concordancia entre ARNr 16S y MLST, resultados positivos y negativos obtenidos en muestras
de suero de fase septicémica (n=228) de pacientes con leptospirosis, Argentina, 2005-2016.

MLST positivo MLST negativo Total
16S ARNr positivo 24 26 50
16s ARNr negativo 2 176 178
Total 26 202 228

10.3.3 Comparacion de los serogrupos identificados por MLST en las muestras de
suero de fase septicémica, con los inferidos por MAT en las muestras de
suero de fase inmune

En el 78.0% (n=124) de las muestras de suero de fase inmune se identificd el serogrupo
presumiblemente infectante mediante MAT, y en 32 (20.1%) muestras result indefinido. En
cambio, sélo se identificé el serogrupo probable en el 10.52% (n=24) de las muestras de fase
septicémica.

El esquema MLST permitié la identificacion del serogrupo de Leptospira spp. a partir del ADN
bacteriano presente en las muestras de suero, a diferencia de la MAT que identificé los serogrupos
indirectamente, mediante el andlisis de los titulos de anticuerpos. A pesar de su menor porcentaje
de identificacion, el MLST aportd informacién mds precisa que la MAT.

En la Tabla 13 se reportan las proporciones relativas de los serogrupos presumiblemente
infectantes identificados por MAT en muestras de suero de la fase inmune y las proporciones
relativas de los serogrupos probables identificados por MLST en las muestras de suero de fase
septicémica. Los serogrupos presumiblemente infectantes determinados con mayor frecuencia por
MAT fueron Sejroe, seguido de Canicola, Icterohaemorrhagiae y Pomona.

Se observa coincidencia en los tres serogrupos mas frecuentes (Canicola, Sejroe e
Icterohaemorrhagiae) identificados en sueros de la fase septicémica por el método molecular
(MLST) y los determinados en sueros de la fase inmune por el método serolégico (MAT). Sin
embargo, la frecuencia de los serogrupos varia segin el método empleado y difieren de los

serogrupos reportados previamente en Argentina (Vanasco et al., 2008).
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Tabla 13: Proporcion relativa de los serogrupos probables identificados por MLST y presumiblemente
infectantes identificados MAT, en muestras de suero de fase septicémica y de fase inmune, respectivamente,
de pacientes con leptospirosis, Argentina, 2005-2016.

N° de Proporcién
Método Serogrupos- ST muestras relativa

tipificadas (%)
MLST Canicola-ST37 12 50.0

Sejroe-ST20 16.6
Icterohaemorrhagiae-ST17 12.5

4

3
Pyrogenes-ST13 3 12.5

1

1

Pomona-ST38 4.2
Ballum-ST149 4.2
MAT Sejroe 39 31.5
Canicola 35 28.2
Icterohaemorrhagiae 27 21.8
Pomona 16 12.9
Ballum 4 3.2
Grippotyphosa 2 1.6
Pyrogenes 1 0.8

10.3.4 Comparacion de las variedades de Leptospira spp. identificadas en cultivos
y muestras clinicas de fase septicémica

En 5 muestras clinicas de fase septicémica provenientes de pacientes con leptospirosis confirmada
por cultivo (n=8), se identific6 a L. interrogans como la especie causante de la enfermedad
mediante ARNr 16S. Se identific6 la misma especie en los dos tipos de muestra de fase
septicémica de un mismo paciente, la muestra clinica y el aislamiento.
Respecto a los serogrupos causantes de la infeccion, en 4 muestras clinicas de fase septicémica se
obtuvo el perfil MLST completo y en 1, el perfil incompleto. Se observaron coincidencias en los
STs obtenidos en las muestras clinicas y los aislamientos correspondientes, excepto en un
paciente, a nivel de serogrupo. En este caso, se identificd el serogrupo Canicola (ST37) en el
aislamiento y Australis (ST120) en la muestra de suero.
La dificultad para identificar el serogrupo correcto a partir de la muestra de sangre podria deberse
a que la ST37 y ST120 difieren sélo en el gen pfkB. La similitud de los dos alelos obtenidos para
ese gen y la baja calidad de la secuencia obtenida podrian ser la razén de la tipificacién de
serogrupos diferentes en las dos muestras de un mismo paciente.
El esquema MLST no habria definido el serogrupo probable en un aislamiento del serogrupo
Pomona, al asignar la ST140 (serogrupo probable: Pomona-Grippotyphosa-Pyrogenes-
Hebdomadis). Sin embargo, estudios previos también reportaron la asignaciéon de ST140 a
aislamientos y cepas de referencia del serogrupo Pomona (Bertasio et al., 2020; Ferreira et al.,
2020; Guernier et al., 2016; Weiss et al., 2016), por lo que es necesario enriquecer las bases de
datos disponibles con un mayor nimero de aislamientos de Leptospira spp. tipificados por

métodos seroldgicos y genotipicos, con el fin de mejorar la asignacién de STs y la identificacién
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de los serogrupos causales.

En la Tabla 14 se describen las variedades identificadas en dos tipos de muestra de fase
septicémica provenientes de un mismo paciente, el suero y el aislamiento Leptospira spp.
Posiblemente, la menor cantidad de ADN bacteriano existente en las muestras clinicas respecto a
los aislamientos bacterianos fue la causa de la menor tasa de positividad de los métodos
moleculares aplicados en las muestras clinicas.

Los resultados obtenidos con los métodos de genotipificacion aplicados en dos tipos de muestras
de la fase septicémica de un mismo paciente, muestra clinica y aislamiento, resultaron totalmente
coincidentes para el ARNr 16S (5/5) y parcialmente coincidentes para el MLST (3/4). Si bien
estos resultados resultan prometedores, no se pueden generalizar debido a la poca cantidad de
pacientes analizados con leptospirosis confirmada por cultivo que también disponian de muestras
clinicas de la fase septicémica accesibles. Resulta de gran importancia la realizacién de estudios
que incluyan una mayor cantidad de estos pacientes con leptospirosis confirmada por cultivo y

que permitan evaluar la especificidad de estos métodos cuando son aplicados en muestras clinicas.

Tabla 14: Variedades de Leptospira spp. identificadas mediante métodos moleculares y seroldgicos, en
pacientes con dos muestras de la fase septicémica de la leptospirosis, suero y aislamiento bacteriano,
Argentina, 2005-2016

Aislamientos Muestras clinicas
Especie ST- Especie ST-
(ARNr 16S) serogrupo probable  Serogrupo (MAT) (ARNr serogrupo probable
(MLST) 165) (MLST)
1 L. interrogans 37- Canicola L. 37-
Canicola interrogans  Canicola
2 L. interrogans 37- Canicola L. 120-
Canicola interrogans  Australis
3 L. interrogans 17- Icterohaemorrhagiae L. 17-
Icterohaemorrhagiae interrogans  Icterohaemorrhagiae
4 L. interrogans 37- Canicola L. 37-
Canicola interrogans  Canicola
5 L.interrogans 17- Icterohaemorrhagiae L. incompleto
Icterohaemorrhagiae interrogans
6 L. interrogans 17- Icterohaemorrhagiae  Negativo Negativo
Icterohaemorrhagiae
7 L. interrogans 37- Canicola Negativo Negativo
Canicola
8 L. interrogans 140- Pomona Negativo Negativo
Pomona/
Grippotyphosa/
Pyrogenes/
Hebdomadis

10.3.5 Evaluacion de ventajas y limitaciones de ARNr 16S y el esquema MLST
En la Tabla 15 se describen los criterios comparativos utilizados para determinar las ventajas y

limitaciones de los métodos de tipificacion ARNr 16S y MLST.
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Tabla 15: Criterios comparativos para ARNr 16S y MLST
Criterio ARNr 16S MLST

Preparacion de mezcla de

Tiempo reactivos para PCR 20 min 45 min
Ciclado 49 min 69.5 min
Reactivos para reacciéon de PCR  1.06 USD 18.41 USD
Costo
Purificacién y secuenciacion 20 USD 140 USD
Nivel de resolucién taxonémica de Leptospira género y especie EENETO, especie y
Serogrupo
Tasa de tipificacion 21.90% 11.40%

Segtn los criterios evaluados para ambos métodos, el ARNr 16S presenta mayores ventajas que
el MLST. Sin embargo, este ultimo método ofrece mayor resoluciéon taxondémica respecto del
primero y profundiza la tipificacién del género Leptospira hasta nivel de serogrupo. Esta
informacién taxondmica resulta epidemiolégicamente imprescindible y, hasta el momento, no se
puede obtener con otro método aplicable en este tipo de muestras. Para no prescindir de esta
informacién, se propone aplicar ambos métodos en paralelo con la amplificacion del gen rrs
(ARNr 16S) y gen glmU (MLST). Con este protocolo s6lo se continua con la amplificacién de
los otros genes del esquema MLST en las muestras que resultaron g/mU positivas, para minimizar

los costos y el tiempo requerido para la ejecucion.

104 DISENO Y OPTIMIZACION DE UN ESQUEMA SECUENCIAL DE
REACCIONES PCR EN TIEMPO REAL PARA LA DETECCION DE DISTINTOS
GRUPOS DE ESPECIES DE Leptospira

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con la aplicacion de los métodos ARNr 16S y MLST

y sus limitaciones, se diseiid un esquema secuencial de 4 reacciones qPCR con el fin de aumentar

el nimero de pacientes con identificacion del agente etioldgico a partir de muestras de suero y de

optimizar recursos humanos y econémicos. El desafio implicé disefiar un esquema de tipificacién
con el menor nimero de qPCR posibles para identificar todas las variedades de Leptospira (no
s6lo las patdgenas, sino también intermedias/patogenicidad desconocida y saprofitas) y, sobre

todo, sin necesidad de secuenciacidn. Las reacciones se basaron en la amplificacién del gen rrs 'y

se ordenaron para la deteccion del género Leptospira (Reaccién A) en primera instancia, luego la

de la especie L. interrogans (Reaccion B) y las tltimas dos reacciones para identificar el grupo

de especies patdgenas (Reaccién C) e intermedias (Reaccién D).
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Se propuso la segunda reaccion, para la deteccién L. interrogans, considerando los resultados
obtenidos en este estudio. Esta especie resulté ser la identificada con mayor frecuencia en nuestro
pais durante un periodo de 12 afios por lo que, luego de confirmar el género bacteriano con la
primera reaccién del esquema, la segunda reaccién resolveria la identificacién en el 98% de las

muestras positivas. En la Figura 13 se describe el esquema secuencial disefiado.

A
qPCR para la deteccion
del género Leptospira

v ~

positivo negativo
B No se detectan
qPCR para la deteccion de bacterias del género
1a especie L. interrogans Leptospira
l v
positivo negativo
C
Leptospira interrogans qPCR para la deteccion

de especies patogenas
I

{ !

positivo negativo
Especies patogenas D
distintas de L. qPCR para la deteccion
interrogans de especies intermedias
Especies intermedias  Je— positivo negativo —| Especies saprofitas

Figura 13: Esquema secuencial de reacciones PCR en tiempo real para la deteccion de Leptospira ssp.

10.4.1 Diseiio de los sets de primers y sondas
Se obtuvieron 4 secuencias consenso del gen rrs, una para el género Leptospira, una para las
especies patégenas, una para las de patogenicidad desconocida y otra para L. interrogans.
A partir de las secuencias consenso, se disefiaron 5 primers, 1 oligonucledtido con una
modificacion en el extremo 3’ (primer blocker) y 3 sondas de hidrdlisis tipo TagMan especificas

para los distintos grupos de especies. En la Tabla 16 se describen estos oligonucledtidos.
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Tabla 16: Oligonucledtidos disefiados para la deteccién Leptospira spp.

Oligo- ) Melting

Secuencia 5'—3" Longitud 5 3’
nucleétidos °C
Panlepto-F CACGAAAGCGTGGGTAGT 18 56 - -
Panlepto-R GGCGGTCTACTTAATCCGTTAG 22 66 - -
Pat/int-F CGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA 23 66 - -
Pat/int-R AGATTCTTAACTGCTGCCTCC 21 62 - -
L.interrogans- ACACGTGGGTAATCTTCCTCT 21 62 - -
F
No.interrogans GTAATCTTCCTYCGAGTCTGG 21 62-64 - BHQ
-blocker
Panlepto-P CCGGTAATCCACGCCCTAAACGT 23 72 FAM  BHQI
Pat6genas-P CTGAGAGGGTGTTCGGCCACAAT 23 72 FAM  BHQI
Intermedias-P  CTGAGAGGGTGTCCGGCCACAAT 23 74 HEX BHQ1

El gen rrs es el gen objetivo para todos los oligonucleétidos. F: primer forward, R: primer reverse, P: sonda
de hidrélisis; FAM: fluor6foro 6-carboxifluoresceina, BHQ1: black hole quencher 1. Y: base degenerada
C/T. Melting °C: temperatura de melting calculada con la formula de Wallace, Tm=2x(A+T) + 4x(C+G).

A continuacioén, se detallan los oligonucledtidos utilizados en cada reaccién:

e A —Deteccién del género Leptospira: primers Panlepto-F y Panlepto-R, sonda Panlepto-

P.

e B — Deteccion de la especie L. interrogans: primers L.interrogans-F y Pat/int-R,

oligonucledtido bloqueador No.interrogans-blocker, sonda Patégenas-P.
e C —Deteccidn de especies patdgenas: primers Pat/int-F y Pat/int-R, sonda Pat6genas-P.

e D — Deteccion de especies de patogenicidad desconocida: primers Pat/int-F y Pat/int-R,
sonda Intermedias-P

La reaccion B para la deteccién de L. interrogans se diseiié como una reaccién CAST PCR (del

inglés: Competitive allele-specific TagMan PCR), que combina una PCR en tiempo real con el

uso de un bloqueador de nucleétidos para suprimir la amplificacién de un alelo que no es el alelo

objetivo. En este caso, se disefié un oligonucléotido bloqueador para suprimir la amplificacién de

los fragmentos del gen rrs que no pertenecen a L. interrogans.

10.4.2 Determinacion de la temperatura 6ptima de annealing
En las pruebas generales para la determinacion de la temperatura éptima de annealing, en las que
se ejecutaron reacciones qPCR con extractos de ADN de distintas cepas de Leptospira spp. y
distintas temperaturas de annealing (56, 62 y 66°C), sélo se obtuvieron los resultados esperados
para la Reaccion A (deteccion del género Leptospira).
En las Tabla 17 y Tabla 18 se detallan los resultados obtenidos para cada reaccidn, las

temperaturas de annealing y ADN moldes utilizados.

90



Tabla 17: Prueba general de las reacciones de PCR para la
deteccién del género Leptospira y la especie L. interrogans

A — PCR para la deteccion del género Leptospira.

Temperatura de annealing 56°C

ADN molde - . Resultado

Leptospira spp./ml Ct obtenido obtenido esperado
Control de reactivos N/A negativo negativo
P1-108 27.6 positivo positivo
P1-10° 23.45 positivo positivo
S12-108 20.63 positivo positivo
S12-10° 26.04 positivo positivo
P18-10% 18.03 positivo positivo
P18-10° 30.01 positivo positivo
P2-10 27.61 positivo positivo

B — PCR para la deteccién de la especie L. interrogans

Temperatura de annealing 62°C

Control de reactivos N/A negativo
P1-108 27.32 positivo
P2-108 22.77 positivo
P3-10% 39.97 positivo
S12-108 37.34 positivo
P18-108 19.88 positivo
P1-10° 29.69 positivo
P2-10 26.74 positivo
P3-10° 31.27 positivo
S12-10° 39.68 positivo
P18-10° 29.15 positivo

negativo
negativo
positivo
negativo
negativo
negativo
negativo
positivo
negativo
negativo

negativo

N/A: no amplifica, Resultado positivo: Ct menor a 40, Resultado negativo: Ct mayor a 40.

P 1: L. borgpetersenii, P 2: L. interrogans, P 3: L. kirschneri, P 18: L. noguchii, S 12: L. biflexa, 1 b: L.
broomii, 1 w: L. wolffii; donde P hace referencia a especies patégenas, S a especies saprdfitas e I a especies

de patogenicidad desconocida.
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Tabla 18: Prueba general de las reacciones de PCR para la deteccion de especies patégenas e
Intermedias del género Leptospira.

C - PCR para la deteccidén de especies patégenas e intermedias del género Leptospira spp
Temperatura de annealing: 62°C
Sonda de hidrdlisis especifica para especies ~ Sonda de hidrélisis especifica para especies

ADN molde - patégenas intermedias
Leptospira spp./ml ¢ obtenido Resul.tado Resultado Ct . ResulFado Resultado
obtenido esperado obtenido obtenido esperado
Control de reactivos N/A negativo negativo N/A negativo  negativo
P1-108 28.38 positivo  positivo  28.52 positivo  negativo
P1- 107 24.26 positivo  positivo  24.1 positivo  negativo
Ib-108 18.91 positivo  negativo  18.53 positivo  positivo
Iw-108 23.57 positivo  negativo  23.15 positivo  positivo
P2-108 28.57 positivo  positivo  28.62 positivo  negativo

D - PCR para la deteccion de especies patdgenas e intermedias del género Leptospira spp
Temperatura de annealing: 66°C

Control de reactivos N/A negativo negativo N/A negativo  negativo
P1-108 27.69 positivo  positivo  29.16 positivo  negativo
P1-107 23.22 positivo  positivo  23.81 positivo  negativo
Ib-108 18.5 positivo  negativo  17.27 positivo  positivo
Iw-108 23.11 positivo  negativo  24.06 positivo  positivo
P2-108 28.06 positivo  positivo  29.82 positivo  negativo
S12-108 N/A negativo negativo N/A negativo  negativo

N/A: no amplifica, Resultado positivo: Ct menor a 40, Resultado negativo: Ct mayor a 40.
P 1: L. borgpetersenii, P 2: L. interrogans, S 12: L. biflexa, 1 b: L. broomii, I w: L. wolffii; donde P hace
referencia a especies patégenas, S a especies saprofitas e I a especies de patogenicidad desconocida.

El disefio inicial del esquema de tipificacion incorporaba una reaccion qPCR miiltiple para la
diferenciacién de especies patogenas y de patogenicidad desconocida, es decir, se pretendia
reemplazar las reacciones C y D por una reaccién qPCR miiltiple. Debido a esto, se disefiaron dos
sondas de hidrdlisis especificas con fluoréforos distintos (sonda patégenas-FAM y sondas
intermedias-HEX) que permitan la diferenciacion de esas especies. Todos los oligonucledtidos se
disefiaron con temperaturas de melting cercanas para poder ser usados en una sola reaccién, con
una misma temperatura de annealing. Sin embargo, no se obtuvieron resultados satisfactorios con
las temperaturas ensayadas. Debido a esto, se descarté la opcién de la qPCR multiple y las
evaluaciones continuaron para las dos reacciones independientes.

Luego de ejecutar el gradiente de temperatura (55 a 73°C) para la determinacion de la temperatura
de annealing Optima de la Reaccion A (qPCR para la deteccion de bacterias del género
Leptospira), se determiné que 63.7°C podria ser la temperatura de annealing adecuada para la

diferenciacion de cepas de este género. En la Tabla 19 se detallan los resultados obtenidos.
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Tabla 19: Gradiente de temperaturas, qPCR para la deteccion de bacterias del género Leptospira (Reaccién

A)
Control ADN de cepas
Grailiente de
¢ ) S12 P2 P1 Iw Ib Eco Sau
reactivos
73 N/A N/A 39.96 - - - - -
72 N/A N/A N/A - - - - -
70 N/A 27.36 30.78 - - 32.25 - -
66.4 N/A 23.88  26.39 - - 23.24 - -
62 N/A 23.59  26.03 - - 22.64 - -
58.6 N/A 2347 2592 - - 22.61 - -
56.2 N/A 23.64  26.09 - - 23.05 - -
55 N/A 2403  26.26 - - 23.18 - -
73 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
72.5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
71.4 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
69.4 N/A 26.39 1794  18.02 2892  26.65 N/A N/A
67 N/A 18.21 15.45 1534 2229 21.14 N/A N/A
65 N/A 1759 1502 1499 21.63 19.93 N/A 38.45
63.7 N/A 17.15 15.03 15.02 2144 1946 N/A N/A
63 N/A 17.37 1522 1521 2139 19.85 3851 N/A

N/A: no amplifica. Eco: cepa ATCC de Escherichia coli, Sau: cepa ATCC de Staphylococcus aureus.

P 1: L. borgpetersenii, P 2: L. interrogans, S 12: L. biflexa, 1 b: L. broomii, 1 w: L. wolffii; donde P hace
referencia a especies patdgenas, S a especies saprofitas e I a especies de patogenicidad desconocida.

Por otro lado, se determiné que 67°C fue la temperatura de annealing 6ptima para la Reaccién B
(qPCR que detecta a la especie L. interrogans), siempre que se establezca un Ct de corte que

permita la diferenciacién de especies. El gradiente ensayado abarcé temperaturas de annealing de

58 a 76°C. En la Tabla 20 se detallan los resultados obtenidos.
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Tabla 20: Gradiente de temperaturas, qPCR para la deteccién de la especie L. interrogans (Reaccion B).

Control ADN de cepas
Grailiente de
c . P2 P1 P3 P18 SI2 Iw Ib
reactivos

76 N/A N/A  NA NA NA NA NA -
75.2 N/A N/A N/A N/A N/A  NA N/A -
73.7 N/A N/A NA NA NA NA NA -
70.9 N/A NJA  NA NA 78 NA NA -
67.5 N/A 28.82 3533 3346 3874 N/A  N/A -
64.8 N/A 2723 2715 2632 2705 N/A  33.03 -
63 N/A 238 2607 2496 2405 39.64 31.67 -
62 N/A 2412 2576 2505 2416 N/A  30.83 -
70 N/A N/A  N/A - - - - -
69.9 N/A N/A  N/A - - - - -
69.5 N/A N/A  N/A - - - - -
68.9 N/A N/A  N/A - - - - -
68.2 N/A 28.82 3533 - - - - -
67.6 N/A 2723 27.15 - - - - -
67.2 N/A 238  26.07 - - - - -
67 N/A 2412 25.76 - - - - -
69.5 N/A N/A  NA NA NA NA NA NA
69.4 N/A N/A  NA NA 1992 NA NA NA
69.2 N/A NJA  NA NA NA 135 NA NA
68.8 N/A NJA NA NA NA NA NA NA
68.4 N/A 3548 NA NA NA NA NA NA
68 N/A 2594  34.63 36 N/A  NA  NA 14.2
67.7 N/A 2383 2938 3545 N/A NA  NA 2508
67.6 N/A 23.02 3548 3601 N/A NA NA 3596
67 N/A 2404 3642 37.63 - - - -
66,5 N/A 2232 27.18  35.10 - - - -
65,5 N/A 19.19 23.89  26.26 - - - -
63,7 N/A 18.18  21.10  23.02 - - - -
61,6 N/A 17.18  18.58  21.06 - - - -
59,8 N/A 1823 1777 21.20 - - - -
58,6 N/A 1673 19.67  20.96 - - - -
58 N/A 18.36 19 20.68 - - - -

N/A: no amplifica. P 1: L. borgpetersenii, P 2: L. interrogans, P 3: L. kirschneri, P 18: L. noguchii, S 12:
L. biflexa, 1 b: L. broomii, I w: L. wolffii; donde P hace referencia a especies patégenas, S a especies

saprdfitas e I a especies de patogenicidad desconocida.

Para la Reaccion C (qPCR que detecta especies patdgenas del género Leptospira), se determind
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que 69,1°C podria ser la temperatura de annealing adecuada, siempre que se establezca un Ct de
corte que permita la diferenciacion de estas especies. El gradiente ensayado abarc temperaturas

de 62 a 76°C. En la Tabla 21 se detallan los resultados obtenidos.

Tabla 21: Gradiente de temperaturas, qPCR para la deteccion de especies patdgenas del género Leptospira
(Reaccién C)

Control ADN de cepas
Grailiente de
c . P2  S1I2 Iw Ib P1 P3 P18
reactivos

76 N/A N/A  NA  NA - - - -
75.2 N/A N/A NA NA - - - -
73.7 N/A N/A  NA  NA - - - -
70.9 N/A N/A  NA  NA - - - -
67.5 N/A 2637 N/A  29.98 - - - -
64.8 N/A 2835 N/A  29.68 - - - -
63 N/A 2542 2699  29.81 - - - -
62 N/A 2538 2633 29.96 - - - -
72 N/A N/A NA NA NA - - -
71.7 N/A N/A  NA NA NA - - -
712 N/A N/A  NA NA  NA - - -
70.2 N/A N/A  NA NA  NA - - -
69 N/A 3025 N/A 3139 N/A - - -
68 N/A 2205 N/A 2289 2538 - - -
67.4 N/A 2087 N/A 2194  21.99 - - -
67 N/A 204  N/A 2192 2175 - - -
70.2 N/A 3781 2785 N/A NA NA NA 3961
70.1 N/A N/A  NA NA 1979 5 N/A  N/A
70 N/A N/A 3793 NA NA 58  NA 3859
69.8 N/A 275 3794 N/A 3958 3722 3859  7.68
69.5 N/A 368  N/A 3731 3727 2466 347 3739
69.3 N/A 2717  N/A 3655 3646 2229 2197 3416
69.1 N/A 2635 N/A 3757 3539 1996 20.69  25.97
69 N/A 245  N/A  N/A 2854 2038 1949 3454

N/A: no amplifica. P 1: L. borgpetersenii, P 2: L. interrogans, P 3: L. kirschneri, P 18: L. noguchii, S 12:
L. biflexa, 1 b: L. broomii, I w: L. wolffii; donde P hace referencia a especies patdgenas, S a especies
saprdfitas e I a especies de patogenicidad desconocida.

Finalmente, se determind que 69°C podria ser la temperatura de annealing adecuada para la
Reaccién D que detecta especies de patogenicidad desconocida, siempre que se establezca un Ct

de corte que permita la diferenciaciéon de estas especies. El gradiente ensayado abarcé

temperaturas de 62 a 76°C. En la Tabla 22 se detallan los resultados obtenidos.
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Tabla 22: Gradiente de temperaturas, qPCR para la deteccién de especies intermedias del género

Leptospira (Reaccion D).

Control ADN de cepas
Grailiente de
c _ P2  SI2 Iw Ib Pl P18 P3
reactivos

76 N/A N/A  N/A  N/A - - - -
75.2 N/A NA NA  NA - - - -
73.7 N/A NA NA  NA - - - -
70.9 N/A NA NA NA - - - -
67.5 N/A 2892 N/A 3416 - - - -
64.8 N/A 25.1 N/A 2938 - - - -

63 N/A 2479 2751 2923 - - - -

62 N/A 2519 2642 2926 - - - -

72 N/A NA NA NA NA - - -
71.7 N/A N/A  NA NA NA - - -
712 N/A N/A  NA NA NA - - -
70.2 N/A N/A  NA NA NA - - -

69 N/A 3753  N/A  39.03 2301 - - -

68 N/A 2374  N/A 3552 199 - - -
67.4 N/A 214 N/A 2492 1873 - - -

67 N/A 2194 N/A 2158  18.78 - - -
70.2 N/A NA  NA NA NA NA NA NA
70.1 N/A NJA  NA NA NA NA NA NA

70 N/A NJA  NA NA NA NA NA NA
69.8 N/A N/A  NA NA NA 3903 3793 NA
69.5 N/A 3297 N/A  NA 2947 3715 3251 N/A
69.3 N/A 2846 N/A  N/A 2329 3663 3675 36.56
69.1 N/A 2647 N/A 3958 2294 3605 3575 35.15

69 N/A 36.62  N/A 3939 2294 3637 3642 37.19

N/A: no amplifica. P 1: L. borgpetersenii, P 2: L. interrogans, P 3: L. kirschneri, P 18: L. noguchii, S 12:
L. biflexa, 1 b: L. broomii, I w: L. wolffii; donde P hace referencia a especies patégenas, S a especies

saprofitas e I a especies de patogenicidad desconocida.

10.4.3 Determinacion de las condiciones éptimas de reacciéon

En la Tabla 23 se detallan los valores duplicados de Cts, obtenidos en los experimentos realizados

para la optimizacién de cada reaccién de amplificacién del esquema secuencial siguiendo la

matriz ortogonal del Método Taguchi (Tabla 8). Se registraron los valores de Cts duplicados

obtenidos en los 9 experimentos que se realizaron para cada qPCR disefiada (A, B, C, D). En estos

experimentos se combinaron tres niveles de las variables estudiadas y las temperaturas de

annealing determinadas en el punto anterior (63.7°C para los experimentos de la qPCR A, 67°C

para los de la qPCR B, 69.1°C para los de la qPCR C y 69°C para los de la qPCR D).
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Tabla 23: Valores de Cts de los ensayos duplicados (Ctl y Ct2) para todos los experimentos y sus
correspondientes relaciones sefial-ruido

A: detecci6n d‘.ﬂ género B: deteccion de L. interrogans
Leptospira
Experimento  Ctl Ct2 mgcila g /T\II Ctl Ct2 mgcila g ;;'\II
1 16.7 1432 155 -23.84 2421 2142 228 -27.18
2 13.8  13.05 134 -22.56 3439 337 340 -30.64
3 13.03 10.09 11.6 -21.33 37.27 3384 356 -31.03
4 1436 1334 139 -22.83 16.08 12.19 14.1 -23.09
5 133 1266 13.0 -22.27 1653 169 16.7 -24.46
6 1479 1351 142 -23.02 14.85 1528 15.1 -23.56
7 13.27 12,12 127 -22.08 1456 13.67 14.1 -23.00
8 1452 1338 14.0 -2290 13.19 12.08 12.6 -22.04
9 13.35 1293 13.1 -22.37 1348 13.63 13.6 -22.64
C: deteccién de especies D: deteccidn de especies
patogenas de Leptospira spp. | intermedias de Leptospira spp.
Experimento  Ctl Ct2 mgila g /T\II Ctl Ct2 mgha ? /T\II

1 3472 120 774 -38.92 120 120 120.0 -41.58
2 38.15 120 79.1 -38.99 120 120 120.0 -41.58
3 36.01 3836 37.2 -3141 120 120 120.0 -41.58
4 3946 120  79.7 -39.02 21.58 26.29 239 -27.62
5 34.65 37.07 359 -31.10 2345 3423 28.8 -29.35
6 34.64 36.89 358 -31.07 1742 17.53 175 -24.85
7 19.7 2574 2277 -27.20 1847 18.11 183 -25.24
8 23.07 2549 243 -27.72 1535 1422 148 -23.40
9 19.34 227 21.0 -2648 1653 1545 160 -24.08

Debido a que cada nivel (A, B y C) de las variables estudiadas se repite 3 veces en la matriz, se
calcul6 el promedio de las relaciones S/N de cada nivel. Se consideré que el nivel 6ptimo de cada

variable fue el que result6 con el valor promedio S/N mas alto:

e Reaccién A (qPCR para la deteccion del género Leptospira): el nivel 3 resulté 6ptimo
para las tres variables estudiadas, correspondiendo a 75ng de ADN molde, 500nM de

primers y de sonda.

e Reaccién B (qPCR para la deteccion de L. interrogans): resultaron 6ptimos los niveles 1
de las variables concentracién de sonda (100nM), oligonucleétido blocker (100nM) y
concentraciéon de ADN molde (25ng); y el nivel 3 de la variable concentracién de primer

(500nM).

e Reaccién C (qPCR para la deteccion de especies patdgenas del género Leptospira): el
nivel 3 result6 6ptimo para las tres variables estudiadas, correspondiendo a 75ng de ADN

molde, 500nM de primers y de sonda.

e Reaccion D (qPCR para la deteccidon de especies intermedias del género Leptospira):
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resultaron 6ptimos los niveles 1 de concentraciéon de ADN molde (25ng); y los niveles 3
de las variables concentracion de primer y de sonda (500nM).

Estos resultados se describen en la Tabla 24.

Tabla 24: Promedio de las relaciones sefial-ruido para cada nivel de las variables estudiadas en las cuatro
reacciones del esquema secuencial y determinacion del nivel 6ptimo de cada variable.

Valores promedio S/N por nivel

Reaccidon Variable A B C Optimo
. ) Primers -22.58 2271 -22.45 3
A: detecci6n del género Sonda 22.92 2258 22.24 3
Leptospira
ADN -23.25 -22.59 -21.89 3
Primers -29.62 -23.70 -22.56 3
B: deteccién de L. int Sonda -24.42 -25.71 -25.74 1
: i6n .
cleccion e L mferrogans — gjocker -24.26 2546 26.16 1
ADN -24.76 -25.73 -25.39 1
y ) Primers -36.44 -33.73 -27.13 3
C: deteccion de especies Sonda -35.05 -32.60 -29.66 3
patdgenas de Leptospira spp.
ADN -32.57 -34.83 -29.90 3
» ) Primers -41.58 -27.27 -24.24 3
D: deteccion de especies Sonda 31.48 31.45 -30.17 3
intermedias de Leptospira spp.
ADN -29.94 -31.10 -32.06 1

Los valores promedios mds altos se muestran en negrita y los niveles éptimos se muestran en la columna
"Optimo".

En la Tabla 25 se describen los protocolos optimizados establecidos para las cuatro qPCR del

esquema secuencial.
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Tabla 25: Protocolos para las reacciones de amplificacién qPCR de distintas regiones del gen rrs para la
identificacion de género y grupos de especies de Leprospira, y secuencias de los primers utilizados.

A: deteccion del
género Leptospira

B: deteccién de
L. interrogans

Secuencia 5°—3"

Primer F

Secuencia 5'—3°

Primer R

Secuencia 5'—3"

oligonucledtido
bloqueador

Secuencia 5'—3"

sonda hidrélisis
Concentracion
primers (nM)
Concentracion
sonda de
hidrélisis (nM)
Concentracion
oligonucleétido
bloqueador (nM)
Concentracion
ADN molde (ng)
Temperatura de
annealing (°C)

panlepto-F
CACGAAAGCGTGGGTAGT
panlepto-R
GGCGGTCTACTTAATCCGTTAG
NC

panlepto-P (FAM-BHQ1)
CCGGTAATCCACGCCCTAAACGT
500

500

NC

75

63.7

L.interrogans-F
ACACGTGGGTAATCTTCCTCT
pat/int-R
AGATTCTTAACTGCTGCCTCC
No.interrogans-blocker
GTAATCTTCCTYCGAGTCTGG-
BHQ
patégenas-P (FAM-BHQ1)
CTGAGAGGGTGTTCGGCCACAAT

500

100

100

25

67

C: deteccidn de especies patdgenas
de Leptospira spp.

D: deteccidn de especies intermedias
de Leptospira spp.

Secuencia 5'—3°

Primer F

Secuencia 5°—3"

Primer R
Secuencia 5'—3’
oligonucleétido
bloqueador
Secuencia 5'—3"
sonda hidrélisis
Concentracion
primers (nM)
Concentracion
sonda de
hidrolisis (nM)
Concentracién
oligonucleétido
bloqueador (nM)
Concentracion
ADN molde (ng)
Temperatura de
annealing (°C)

pat/int-F
CGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
pat/int-R
AGATTCTTAACTGCTGCCTCC
NC

patégenas-P (FAM-BHQ1)
CTGAGAGGGTGTTCGGCCACAAT
500

500

NC

75

69.1

primers pat/int-F
CGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
pat/int-R
AGATTCTTAACTGCTGCCTCC
NC

intermedias-P (HEX-BHQI1)
CTGAGAGGGTGTCCGGCCACAAT
500

500

NC

25

69

1X de IQ™ supermix (Bio Rad Laboratories, California, EEUU).

Ciclado: 2min a 50°C, 10min a 95°C, 40 ciclos de 15seg a 95°C, 1min a Temperatura de annealing
Optima para cada reaccion.

F: primer forward, R: primer reverse, FAM: fluoréforo 6-carboxifluoresceina, BHQ1: black hole quencher
1. Y: base degenerada C/T. NC: no corresponde.

En la Tabla 26 se detallan los resultados obtenidos en los experimentos ejecutados para verificar

los niveles 6ptimos establecidos que maximizaron la relacién S/N y minimizaron los valores Cts

en cada una de las reacciones del esquema secuencial.
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Tabla 26: Resultados preliminares de cada reaccién qPCR del esquema secuencial con las condiciones

Optimas de reaccion.

Valores de Ct
A B C D
deteccion deteccion deteccién especies  deteccidn especies
ADN molde género Leptospira L. interrogans patégenas intermedias
Control de reactivos N/A 37.94 N/A 33.19
P2 11.67 15.48 33.28 32.35
P 1 10.08 22.02 16.05 31.69
P3 - 37.59 N/A 32.34
P 18 9.99 22.80 14.87 11.73
S12 12.94 39.80 N/A 30.52
Iw 9.56 22.41 20.07 31.66
Ib 10.83 25.36 23.00 15.19
Pae 32.85 3545 N/A 8.37
Eco 35.69 39.49 10.73 34.37

N/A: no amplifica. P 1: L. borgpetersenii, P 2: L. interrogans, P 3: L. kirschneri, P 18: L. noguchii, S 12:
L. biflexa, 1 b: L. broomii, 1 w: L. wolffii; donde P hace referencia a especies patdgenas, S a especies
saprdfitas e [ a especies de patogenicidad desconocida.

Segiin estos resultados, las dos primeras reacciones del ensayo secuencial permitirian la

identificacién de bacterias del género Leptospira y de la especie L. interrogans, estableciendo

previamente un Ct de corte que permita la correcta diferenciacién con otras especies. Sin embargo,

resulta necesario continuar con ensayos de validacién analitica y diagndstica.

Por otro lado, los ensayos de las qPCR para la deteccién de especies patdgenas e intermedias no

resultaron segiin lo esperado. En ambos casos, seria conveniente continuar con los ensayos de

evaluacién preliminar.

100



11 CONCLUSIONES

Comprender la epidemiologia y la patogénesis de la leptospirosis, asi como proponer nuevas
herramientas que permitan abordar el diagndstico, tratamiento y prevencion de la enfermedad,
requieren de un conocimiento detallado de las variedades del género Leptospira que circulan en
las regiones endémicas. Tradicionalmente, la informacién de las especies y serogrupos causantes
de enfermedad surge de la identificacién de los aislamientos bacterianos recuperados de pacientes
enfermos. Por lo que esta informacién es escasa en contextos donde el cultivo de Leptospira spp.
es limitado o inviable.

En este estudio se evalu6 el desempeiio de dos métodos de tipificacién basados en la tecnologia
de secuenciacién e independientes del cultivo bacteriano, el ARNr 16S y MLST, cuando son
aplicados en muestras de suero. Este es el tipo de muestra solicitada de rutina para el diagndstico
de leptospirosis. Luego de establecer un protocolo para optimizar recursos y ampliar las
posibilidades de tipificacién, el ARNr 16S y MLST optimizados permitieron identificar el agente
etioldgicoenel 21,9% y 11,4 % de los pacientes estudiados, respectivamente. El grado de acuerdo
entre los resultados positivos y negativos fue moderado. Estos resultados son aceptables en el
contexto del estudio, en el que no se utilizaron técnicas moleculares de tamizaje.

Dos especies de Leptospira resultaron ser las responsables de los casos de leptospirosis tipificados
en este estudio y L. interrogans fue la especie identificada con mayor frecuencia. La clasificacién
taxonémica se profundiz6 mediante MLST, se detectaron diferentes genotipos que
correspondieron a las mismas especies identificadas mediante ARNr 16S y a 8 serogrupos
diferentes. La aplicacion de los métodos permiti6 identificar especies y serogrupos de Leptospira
spp. que causaron enfermedad en Argentina, durante un periodo de 12 afios.

Se observé que el 71.15% de los casos tipificados provenian de las provincias de Santa Fe y Entre
Rios, las dos provincias que histéricamente concentran el mayor niimero de casos de leptospirosis.
No se pudieron establecer patrones de distribuciéon geografica segun las distintas especies y
serogrupos identificados, posiblemente debido a la falta de diversidad de especies identificadas y
la baja cantidad de muestras con tipificacién del serogrupo probable. La ubicacion geografica de
las variedades de Leptospira identificadas permitiria relacionarlas con los posibles reservorios
para establecer medidas de prevencion y control adecuadas. Es por esto que resulta relevante
realizar nuevos estudios epidemioldgicos para aportar un nimero significativo de datos que
permitan determinar patrones de distribucion geografica predecibles para estos dos niveles
taxondmicos.

Por otro lado, se identificaron las mismas variedades de Leptospira spp. en los aislamientos y
muestras clinicas de fase septicémica de pacientes con leptospirosis confirmada por cultivo,
excepto en el serogrupo de un caso. Estos hallazgos indican que ambos métodos son efectivos al
aplicarlos en muestras clinicas. Sin embargo, para poder generalizar los resultados, es

imprescindible analizar un mayor nimero de casos de leptospirosis con aislamiento bacteriano y
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muestras de suero de la fase septicémica.

El método ARNr 16S presenta mayores ventajas que el MLST considerando las tasas de
tipificacién, costo y tiempo de ejecucién, pero el tltimo método ofrece una mayor resolucién
taxonémica. Ademds de confirmar la especie identificada por ARN 16S, el MLST profundiza la
tipificacién a nivel de serogrupo. Esta informacién taxondmica resulta epidemiolégicamente
imprescindible y, hasta el momento, no se puede obtener con otro método aplicable en muestras
de suero. Para acceder a esta informacién usando los insumos de laboratorio de manera eficiente
y acelerando las etapas de ejecucién, se propuso la amplificacién en paralelo de los genes rrs
(ARNr 16S) y glmU (MLST). Sélo en las muestras glmU positivas se amplificaron los demads
genes del esquema MLST.

Ambos métodos de genotipificacién resultaron herramientas ttiles para incrementar el
conocimiento de las variedades de Leptospira spp. que causaron enfermedad en nuestro pais,
superando las limitaciones del aislamiento bacteriano y reemplazando la informacién imprecisa
obtenida del diagndstico serolégico. El conocimiento de las especies y serogrupos permite
optimizar los métodos diagndsticos y adecuar el panel de antigenos utilizado en la técnica de
referencia, para lograr un diagnostico oportuno y de calidad. También permite desarrollar
estrategias de prevencion y control adecuadas para la poblacién objetivo.

Considerando los resultados anteriores se disefié un esquema secuencial de reacciones PCR en
tiempo real independientes, basado en la amplificacidn de distintas regiones del gen rrs para la
identificacién del género Leptospira, luego de L. interrogans y, por dltimo, especies patdgenas e
intermedias. Las reacciones se ordenaron con el fin de aumentar el nimero de casos con
identificacion del agente etioldgico, agilizar la identificacion bacteriana y optimizar recursos. De
esta manera, la ejecucion de la primera y segunda reaccién permitiria resolver la identificacién
bacteriana en el 98% de las muestras positivas. Los resultados obtenidos luego de la optimizacién
de las reacciones de identificaciéon de género y L. interrogans fueron satisfactorios. Sin embargo,
las combinaciones de variables evaluadas para las reacciones disefiadas para identificaciéon de
especies patdgenas e intermedias no resultaron éptimas. El esquema secuencial de reacciones en
tiempo real promete ser una herramienta ttil para la identificacion de los distintos grupos de
especies del género Leptospira. Presenta la ventaja de no requerir de la tecnologia de
secuenciaciéon y ser facilmente adaptable a distintos escenarios epidemiolégicos y demandas
diagndsticas. El orden de las reacciones se puede alterar segun el origen de la muestra bioldgica
y la patogenicidad de la especie que se espera encontrar. También, si surgen modificaciones en la
frecuencia de las especies identificadas en una region o, en el caso de requerir la tipificacién
preliminar para continuar con los métodos basados en secuenciacién. Sin embargo, los ensayos
de validacién de todo el esquema deben profundizarse.

Los métodos de genotipificacion ARNr 16S y MLST, y el esquema de reacciones qPCR disefiado,

se proponen como herramientas Utiles para la identificacién precisa del agente etioldgico de
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leptospirosis a partir de muestras de suero. En conjunto, los hallazgos de esta tesis contribuyen a
fortalecer el conocimiento de las variedades de Leptospira spp. que causan enfermedad en
Argentina y proporcionan herramientas utiles para la vigilancia epidemiolégica y la toma de

decisiones en salud publica.
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