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Resumen
El presente estudio tuvo como objetivo caracterizar aislamientos de Leptospira spp procedentes
de fuentes de agua de la Vigilancia Epidemiolégica en Zonas Endémicas del Peru de los afios
2019 y 2002, realizado por el Laboratorio de Referencia Nacional de Zoonosis Bacterianas
mediante pruebas como el cultivo microbiologico, PCR en tiempo real (qPCR) y Tipificacion
por Secuenciacion de Multiples Loci (MLST). El estudio fue descriptivo y la optimizacion de
la metodologia MLST fue con cepas de referencia de Leptospira spp patogenas y aplicados a
32 aislamientos de Leptospira spp, emplea una PCR de punto final seguido de secuenciacion
por el método Sanger de 7 genes “Housekeeping”, los cuales generaron un perfil alélico
conocido como “Sequence type” (ST) o genotipo. De un total de 32 aislamientos analizadas,
un 50% (16) fueron positivos al qPCR y de éstas un 25% (8) fueron determinados como la
especie L. interrogans y ST13 (7/8) y un genotipo “nuevo”. Ademads, los resultados fueron
enviados al curador de la pagina web: https://pubmlst.org/organisms/leptospira-spp para su
registro y asignacion del genotipo nuevo. El MLST permiti6 identificar un clon predominante
en un 87.5% y un genotipo “ST nuevo” en aguas superficiales de uso humano en la region de
Piura. Los datos obtenidos se enviaron a una base de Leptospira a nivel mundial permitiendo
ubicar al Pert como la segunda region con mayores casos de leptospirosis en Latinoamérica,
donde las variantes que existe en el Peru, permite establecer la relacion filogenética entre las

cepas y la disponibilidad de informacion para cualquier investigador.

Palabras clave: PCR en tiempo real, Leptospira spp, MLST, agua.
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Abstract

The present study aimed to characterize Leptospira spp isolates from water sources of
the Epidemiological Surveillance in Endemic Zones of Perti in 2019 and 2002, carried out by
the National Reference Laboratory for Bacterial Zoonoses through tests such as
microbiological culture, real-time PCR (qPCR) and Multiple Loci Sequencing Typing
(MLST). The study was descriptive and the optimization of the MLST methodology was with
reference strains of pathogenic Leptospira spp and applied to 32 Leptospira spp isolates, using
an endpoint PCR followed by sequencing by the Sanger method of 7 genes "Housekeeping",
which generated an allelic profile known as "Sequence type" (ST) or genotype. Of a total of 32
isolates analyzed, 50% (16) were positive to qPCR and of these, 25% (8) were determined as
the species L. interrogans and ST13 (7/8) and a “new” genotype. In addition, the results were
sent to the curator of the website: https://pubmlst.org/organisms/leptospira-spp for registration
and assignment of the new genotype. The MLST allowed to identify a predominant clone in
87.5% and a “new ST” genotype in surface waters for human use in the Piura region. The data
obtained were sent to a global Leptospira database allowing Peru to be placed as the second
region with the highest number of cases of leptospirosis in Latin América, where the variants
that exist in Pert allow to establish the phylogenetic relationship between the strains and the
availability of information for any researcher.

Key words: PCR in real time, Leptospira spp, MLST, water.



I. INTRODUCCION
1.1. Descripcion del Problema
La leptospirosis es una enfermedad infecciosa zoonotica desentendida y extendida a
nivel mundial de importancia en salud publica, causada por el género Leptospira spp. Se
encuentra frecuentemente asociada a lluvias e inundaciones y afecta a personas que viven en
climas templados y tropicales, tanto en zonas rurales como urbanas (Bierque et al, 2020). A

nivel mundial existen més de 1 millén de casos y 60 000 muertes anuales (Costa et al, 2015).

La epidemiologia de la leptospirosis es compleja, pues la convierte en paradigma de
una enfermedad de Una Salud (One Health) donde hay interrelacion del agente microbiano,
reservorio animal o ambiental y el hombre como hospedero accidental. Las bacterias habitan
en los tibulos renales de los mamiferos cronicamente infectados (roedores y animales
domésticos: canes, ganado vacuno, porcino, bovino, etc.) y luego, éstos eliminan las bacterias
a través de la orina al medio ambiente en donde el hombre adquiere la infeccion de manera
accidental (Levett, 2011). El riesgo de exposicion humana mas frecuente es por contacto entre
la piel o las mucosas con fuentes de agua y suelo contaminados con Leptospira spp. La
leptospirosis se conocia desde hacia mucho tiempo como una infeccion transmitida por el
medio ambiente, incluso antes de que se pudiera identificar su agente etiologico (Ko et al.,
2009) y se propuso el término de "reservorio ambiental" de leptospirosis para los suelos de

regiones endémicas (Bierque et al., 2020; Thibeaux el at., 2020).

El espectro clinico de la leptospirosis es amplio, dado que en algunos casos se puede
presentar como una forma subclinica sin sintomas aparentes, en otros se producen sintomas

leves a los que se les llama casos agudos con cuadro febril y otros pocos desarrollan cuadros



mas graves como los ictero-hemorragicos (inmune) con compromiso hepatico renal hasta
producirse la muerte en un 40% (enfermedad de Weil) (Haake y Levett, 2015).
Tradicionalmente, se han identificado dos especies de la bacteria Leptospira
interrogans y Leptospira biflexa como patdgenas y no patogenas, respectivamente (Levett,
2001). Posteriormente, pruebas serologicas como Microaglutinacion Test (MAT) han
clasificado en 25 serogrupos con mas de 300 serovares (Picardeau 2015). El género Leptospira
se clasificaba hasta el 2018 en 22 especies en base a pruebas de hibridacion del acido
desoxirribonucleico ADN-ADN, secuenciacion del gen 16S ARNT, entre otras pruebas, en tres
grupos filogenéticos de leptospiras: patdgenas, intermedias y saprofiticas (Fout el al., 2016).
En el 2018, un estudio realizado por Thibeaux, en nueva Celedonia-Francia en muestras de
suelos identificaron 12 nuevas especies de leptospiras con metodologia de Proxima Generacion
como el de Secuenciacion del Genoma Completo (Whole Genome Sequencing, WGS) y
Espectrometria de Masas MALDI (Thibeaux, et at., 2018). En el 2019, el equipo de Vincent
en Canadd, identificaron 30 nuevas especies mdas de leptospiras a partir de muestras
ambientales (suelo y aguas) de diferentes partes del mundo redefiniéndose la clasificacion
taxonomica actual de la leptospirosis, dando lugar de 22 en el 2018 a 64 en el 2019 (Vincent

et al., 2019).

Existen reportes de supervivencia y virulencia de Leptospira saprofitas y patogenas de
fuentes ambientales, en condiciones desfavorables en suelos hiimedos, agua frias y acidas y
pobres en nutrientes aproximadamente dos afios (Andre-Fontaine et al., 2015). La capacidad
de Leptospira para vivir en diversos nichos ecologicos se debe sin duda a una diversidad de
mecanismos, como los sistemas de transduccion de sefiales, codificados por su gran genoma y
que le permiten adaptarse y resistir a condiciones extremas (Fouts et al., 2016; Picardeau,

2017).



La técnica del MLST inicialmente fue desarrollada por Maiden ef al. Se basa en una
PCR, seguido de secuenciacion de genes metabolicos “housekeeping” que son especificos de
especie, estables y de lenta evolucion, que se encuentren bajo presion de seleccion negativa.
Las variaciones de los alelos en los diferentes /oci son detectados al realizar el anélisis de
secuencias, permitiendo agrupar a microorganismos con genotipos idénticos como clones o
microorganismos altamente relacionados como los Complejos Clonales (Maiden et al., 1998).
El MLST caracteriza aislamientos bacterianos mediante sus secuencias alélicos unicos, evalua
los cambios nucledtidos en siete genes de 450 a 500 pb para cada aislamiento (Feil et al., 2004).
A los diferentes alelos de cada gen (locus) se les asigna codigos numéricos y el conjunto de los
mismos, define el perfil alélico o tipo de secuencia (ST), es decir, cada cepa esta definida por
los alelos de los siete loci (Boonsilp et at., 2013; Feil et at., 2004). La prueba MLST ha sido
adoptada ampliamente para el estudio de epidemiologia molecular, evolucion bacteriana y
biologia de poblaciones de un gran niimero de especies microbianas y respaldado por una base
de datos accesible al ptblico y de facil intercambio de resultados a nivel (Boonsilp et at., 2013;
Thaipadungpanit et al., 2007) y representa el método molecular principal para el genotipado

bacteriano y posee un alto poder discriminatorio entre cepas (Maiden et al., 1998).

En nuestro pais, existen estudios de tipificacion molecular como la Electroforesis en
Campo Pulsado (PEFG) que permite la caracterizacion de Leptospira spp hasta el nivel de
serovar (Rivera et al., 2012), otros estudios realizados por la Universidad de Cayetano Heredia
con métodos como la secuenciacion de gen ARNr 16S permite la identificacion solamente de
especies (Diaz Ortiz 2019; Ganoza et al., 2010), sin embargo, no existe informacion respecto
a una clasificacion mas alla de especies teniendo en cuenta lo muy variable que es el genoma,
es decir, una clasificacion en genotipos especificamente de muestras ambientales como es el

agua, utilizando multiples genes como el MLST.



En el Perq, la leptospirosis tiene un potencial endémico, principalmente en regiones
tropicales, y subtropicales, donde es comun eventos climatoldgicos extremos como las lluvias
e inundaciones (Fendmeno El Nifo) en diferentes zonas del pais, favoreciendo la transmision
y constituyendo focos de infeccion muy importante, dado que el hombre por necesidad y como
medio de subsistencia se encuentra en constante contacto con el agua, que muchas veces es
considerado un vehiculo para la propagacion y diseminacion de agentes microbianos como las
leptospiras. En el presente estudio se realizd la caracterizacion molecular en especies y
genotipos de aislamientos de leptospiras de muestras de agua mediante el MLST,
proporcionando informacion valiosa que permitiria plantear medidas de prevencion y control

de la leptospirosis.

1.2. Antecedentes

Diversos estudios realizados en diferentes paises a nivel mundial determinaron la
utilidad del método MLST para caracterizar Leptospira spp de fuentes humanos y animales, no
existen reportes como tal, para el andlisis de aislamientos procedentes de fuentes de agua.

Uno de los primeros reportes del método MLST desarrollado por Ahmed ef al., en el
2006, fue para evaluar la robustez del método para la genotipificacion de Leptospira spp,
analizando un conjunto aislamientos y cepas de referencia procedentes de diferentes lugares
geograficos y fuentes de infeccion, concluyendo que el método MLST para leptospiras es til
para estudios epidemioldgicos, evolutivos y moleculares (Ahmed et al., 2006). Por otro lado,
Thaipadungpanit et al, (2007) fueron otro grupo de investigadores los que estandarizaron el
primer esquema de genotipificacion especifico para L. interrogans denominado Tipificacion
de Multiples Loci (MLST) con mas de 101 aislamientos de Leptospira spp que fueron aislados
de un brote de leptospirosis ocurrido en Tailandia a lo largo de cinco afios aproximadamente

los afios de 1999 al 2003, ademas identificaron a la especie L. interrogans, serovar Autumnalis



y al genotipo ST 34 como el mas predominante (76%), siendo la causa principal de enfermedad
humana en dicho brote, y destacaron ventajas del MLST, dado que la informacion obtenida
puede ser comparado a través del internet. Otro estudio realizado por Boonsilp et al., (2013),
uno de los seguidores de Thaipadungpanit modificaron el esquema #1 plateada del MLST
existente y ampliaron para caracterizar mas especies patdgenas, aparte de L. interrogans y L.

kirchneri, logrando caracterizar en especies y genotipos de leptospiras a través del MLST.

Otros estudios en muestras ambientales, en las que hicieron referencia a métodos mas
completos como el de Secuenciacion del Genoma Completo (WGS). En un estudio
desarrollado a partir de aislamientos de leptospiras de 105 muestras de agua de diferentes
fuentes: charcos, aguas residuales, arroyos, estanques, lagos y rios en Estados Unidos (medio
oriente). Utilizaron pruebas de cultivo y qPCR para el gen LipL32 para determinar especies
patogenas de leptospiras. El 82 (78,1%) fueron positivos para el cultivo y cinco (4,8%) fueron
positivos parael qPCR. Las secuenciaciones del genoma completo de los aislamientos
cultivados identificaron dos muestras como especies patdgenas, 10 como especies saprofitos y
3 muestras como nuevas especies saprofitas (Hamon et al., 2024). Otra investigacion realizado
por Sergio J. et al, (2022), secuenciaron el genoma completo mediante Secuenciacion de
Proxima Generacion (Ion Torrent) de una cepa virulenta de L. interrogans aislado de agua de
piscina al sur de Brasil y describieron sus caracteristicas genéticas estructurales, evidenciando
una serie de caracteristicas moleculares como inversiones, translocaciones gendmicas en
ambos cromosomas, por lo que, podrian facilitar la identificacion de nuevos objetivos para el

desarrollo de kits de diagnostico y vacunas.

Un estudio realizado en Peru, por éste grupo de investigacion, en la que se empled de

la metodologia del Secuenciamiento del Multilocus (MLST) para la determinacion de nuevas


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jorge%20S%5BAuthor%5D

Variantes Genéticas de Leptospira patdgenas procedentes de muestras de sangre de humanos
y rifiones de roedores y solo una muestra de agua de la Amazonia Peruana de Iquitos (Delgado
et al., 2022) antecede al presente trabajo de investigacion, con mayores aislamientos de

leptospiras en muestras de agua.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General
Caracterizacion de aislamientos de Leptospira spp procedentes de muestras de agua de

zonas endémicas del Pert, mediante Secuenciacion de Multilocus Loci (MLST) del 2019 y

2022.

1.3.2. Objetivos Especificos

e Realizar el cultivo microbiologico y el PCR en tiempo real de muestras de agua para
aislar e identificar Leptospira spp.

e Identificar especies y genotipos de Leptospira spp mediante el analisis de los perfiles
alélicos MLST.

e Establecer la concatenacion de alelos MLST para el andlisis filogenético de los
aislamientos analizados.

1.4. Justificacion e importancia

El empleo reciente de la metodologia del MSLT y de otras metodologias serologicas
como es el MAT utilizando antisueros referenciales complementan mejor la tipificacion de la
leptospirosis que se realiza en el Instituto Nacional de Salud, especificamente, el Laboratorio
de Referencia Nacional de Metaxénicas y Zoonosis Bacterianas. Para la tipificacion serologica
en el laboratorio se utiliza el MAT directo, que identifica la leptospiras aislada con antisueros

referenciales, donde resulta algunas veces complicado porque se producen reacciones cruzadas



frecuentes entre los serogrupos/serovares dentro de una especie especifica de Leptospira y
requiere de personal altamente capacitado, etc. Ademas, de otras pruebas moleculares como el
PEFG que permite la caracterizacion molecular de la bacteria so6lo hasta el nivel de serovar
(Rivera et al., 2012). Los métodos como la secuenciacion del gen ARNr 16S se limita a la
definicion solo a nivel de especies y no mas alla de especies (Diaz, 2019; Ganoza et al., 2010).
En el presente trabajo se emple6 la técnica del MLST en aislados de leptospiras de muestras
de aguas para su caracterizacion molecular en especies y en genotipos. Es técnica nos permitio
conocer la circulacion de especies y genotipos de leptospiras patogenas en muestras de aguas
con importancia en la transmision de la enfermedad hacia los huéspedes susceptibles como es

el hombre.

1.5. Impactos esperados del trabajo académico

El estudio de las fuentes ambientales como es el agua contaminadas con leptospiras
constituyen focos de infeccion es muy importante en la salud publica, dado que el hombre
como huésped susceptible se encuentra en contacto frecuente con el agua como medio de
subsistencia, de manera similar las personas en zonas rurales de pobreza extrema que ante la
falta de instalaciones de agua domiciliarias o agua potables, utilizan las fuentes naturales de
dudosa procedencia en las zonas rurales, para su uso diario, para bafiarse, para el lavado de
ropa o para la preparacion de alimentos; asi mismo, las altas temperaturas ambientales también
condicionan que los pobladores utilicen diversas fuentes de agua como las cochas, manantiales,
quebradas, rios, etc., para su higiene personal o actividades recreativas acudticas, donde
facilmente pueden infectarse con estas especies bacterianas patdgenas presentes en el agua y
desarrollar la enfermedad de la leptospirosis.

La metodologia MLST, aplicada a cepas y a muestras bioldgicas y ambientales como

es el agua, provee resultados importantes para direccionar actividades de vigilancia



epidemiologica en diferentes medios de transmision, debido a que la leptospiras presenta
diversos reservorios animales, entre ellos, roedores infectados con leptospiras, que contaminan
el medio ambiente con la bacteria a través de la orina. Ademas, de aspectos socioecondémicos
y sanitarios deficientes, sumados a ello, factores climaticos como las fuertes lluvias e
inundaciones condicionan la aparicion de la leptospirosis. Ademas, conociendo la presencia de
animales reservorios por la identificacion de leptospiras por el MLST se podria establecer
actividades de prevencion y control de reservorios y el medio ambiente por las autoridades

sanitarias.



1. METODOLOGIA

2.1. Obtencion de muestras de agua y cultivo de Leptospira
La obtencion de los aislamientos a partir de muestras de agua fue a través de las
actividades de Vigilancia de Leptospirosis en zonas endémicas del Peru realizada por el
Instituto Nacional de Salud (INS), especificamente, el Laboratorio de Referencia Nacional de
Metaxénicas y Zoonosis Bacterianas (LRNMEZOB) previa coordinacion con los Laboratorios

Referenciales Regionales en diversos departamentos del Peru.

El muestreo de agua fue considerando los casos positivos de leptospirosis en humanos
(resultados previos de laboratorio de Elisa I[gM emitidos en el Sistema informéatico del Netlab
del INS). Las muestras de aguas fueron recolectadas en frascos estériles de boca ancha
conjuntamente con una ficha epidemiologica para muestras ambientales (agua), teniendo en

cuenta todas las medidas de bioseguridad, luego fueron trasladados al LRNMEZOB.

Las muestras de agua ya en el laboratorio, fue procesado a través de un reposo y
filtracion, de una hora aproximadamente para decantar el material s6lido, posteriormente, con
ayuda de una jeringa hipodérmica y filtros de 0.40 um y 0.22 pm se filtraron el agua hasta
obtener una muestra “mas limpia”. A partir de la muestra filtrada se realizé el cultivo por
triplicado en 9 ml de medio liquido denominado Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
(EMJH) que contiene albumina sérica bovina con suero de conejo al 4%, antibidticos, entre

otros componentes importantes.

Los cultivos fueron incubados de 28-30°C de 2 a 8 semanas con movimientos y pasajes
semanales. El crecimiento bacteriano se da cuando son observados espiroquetas con el

microscopio de campo oscuro a un aumento de 10X y 40X. Los cultivos contaminados fueron
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descontaminados utilizando filtros de 0.22 um y a través de varios pasajes sucesivos del medio
EMIJH con antibidtico 5 flouracil, hasta obtener cultivos puros. La densidad microbiana fue
evaluada por espectrofotometria con una densidad de 0.2 y mediante el conteo bacteriano en
una camara de Petroff Housser hasta contabilizar y obtener un calculo de 1 a 2 x 10®
leptospiras/ml como concentracion. Los cultivos bacterianos puros fueron utilizados para los
analisis moleculares correspondientes. Toda la informacion epidemioldgica se encuentra

registrado en la tabla 1.

Tabla 1
Aislamientos de Leptospira spp procedentes de muestras de aguas superficiales de

diferentes regiones del pais del 2019 y 2022.

o Codigo de . . Fuente de Fecha de
N . Provincia Tipo de muestra .y .

laboratorio Departamento captacion recoleccion

1 239 Cajamarca Jaén Quebrada Captacion 1 14/03/2022

2 240 Cajamarca Jaén Quebrada Plan.ta de 14/03/2022
tratamiento 1

3 241 Cajamarca Jaén Quebrada Plan.ta de 14/03/2022
tratamiento 2

4 242 Cajamarca Jaén Quebrada Plan.ta de 14/03/2022
tratamiento 2

5 243 Cajamarca Jaén Quebrada Reservonp ) 14/03/2022
Ayabaquita

6 244 Cajamarca Jaén Quebrada Grifo 14/03/2022

7 245 Cajamarca Jaén Quebrada Grifo 14/03/2022

8 246 Cajamarca Jaén Quebrada Reservorio 1 14/03/2022

9 247 Cajamarca Jaén Quebrada Reservorio 2 14/03/2022

10 248 Cajamarca Jaén Quebrada Institucion 14/03/2022

Educativa

11 1A Piura Morropon Riachuelo Grifo 10/04/2022

12 2B Piura Morropon Riachuelo Grifo 10/04/2022

13 3A Piura Morropon Riachuelo Grifo 10/04/2022

14 4A Piura Morropon Riachuelo Grifo 10/04/2022

15 5A Piura Morropén Riachuelo Grifo 10/04/2022

16 7B Piura Morropén CEIEEE S 10/04/2022

arroz arroz
17 9A Piura Morropén Riachuelo Grifo 10/04/2022
18 10A Piura Morropon Riachuelo Grifo 10/04/2022
Desagiie la Agua de
19 362 Loreto Maynas ch agcra desagiie Fundo 8/08/2022

la Chacra
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Agua de

20 363 Loreto Maynas Rio Nanay desagiie 29/07/2022
embarcadero
Nanay

Desague la Agua de

21 364 Loreto Maynas g desague Fundo 18/07/2022
chacra

la Chacra

La .. Agua de
22 365 Libertad Trujillo Quebrada e 1/11/2022
23 394 Ucayali Coronel Portillo Acequia Acequia 5/12/2019
24 395 Loreto Alto Amazonas Lago Lago 17/11/2019
25 396 Loreto Alto Amazonas Riachuelo Grifo 20/11/2019
26 397 Loreto Alto Amazonas Rio Charco de rio 29/11/2019
27 398 Loreto Alto Amazonas Rio Charco de rio 25/11/2019
28 399 Madre de Dios Tambopata Rio Tambopata  Charco de rio 1/12/2019
29 400 Madre de Dios Tambopata Rio Tambopata  Charco de rio 3/12/2019
30 401 Madre de Dios Tambopata Pozo Agua de pozo 22/11/2019
31 402 Madre de Dios Tambopata Pozo Agua de pozo 22/11/2019
32 403 San Martin Morales Quebrada Charco 22/11/2019

2.2. Extraccion de ADN y amplificacion mediante el PCR en tiempo real (qPCR)

A partir de una densidad microbiana aproximada de 10® leptospiras/ml se tomaron 5 ml
de cultivo y se centrifugaron a 10 000g por 15 minutos para obtener un pellet que a partir de
ahi se realizaron la extraccion del ADN con un kit comercial denominado PureLink™

Genomic DNA de Thermo Scientific siguiendo las instrucciones del fabricante.

La cuantificaciéon de la concentracion del ADN extraido fue por fluorometria en Qubit
2.0 (Invitrogen, EEUU) empleando el Kit Qubit™ dsDNA HS Assay Kit Invitrogen. La pureza
del ADN extraido fue evaluada mediante espectrofotometria en una ratio 260/280 en el
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, EEUU), considerando una

muestra de ADN pura aquellas que presenten una relacion de 1.8 a 2.

El gPCR utilizado permite la deteccion de especies patdgenas e intermedias de

leptospiras, para ello, se utilizo el kit de amplificacion Kapa Probe Fast gPCR Master Mix
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(2X). Los primers y sonda fueron dirigidos al gen rrs del ARNr 16S, propuestos por Smythe
(2002) y optimizado por el Laboratorio de Referencia Nacional de Metaxénicas y Zoonosis
Bacterianas denominada metodologia del PCR en tiempo real para el diagnostico de

leptospirosis (MET-CNSP-61) amplificando un fragmento de 87 pb.

2.3. PCR y Secuenciacion mediante MLST

La deteccion de especies patogenas del género Leptospira, se llevo a cabo mediante la
amplificacion de 7 genes especificos housekeeping: gimU-pntA-sucA-tipA-pfkB-mreA-caiB del
esquema #1 descrito por Boonsilp et al. (2013), optimizado y modificado previamente por este
autor (Delgado et al., 2022). Los controles incluidos en la corrida fueron: un control positivo
ADN genomico de cepa de referencia, un control negativo agua de PCR, para asegurar que los
reactivos estén libres de contaminacion con algin material genético. E1 PCR de punto final fue
realizado en un termociclador de Applied Biosystems.

Se utiliz6 la electroforesis para visualizar a los productos del PCR en geles de agarosa
al 1.5%, para ello, se usaron buffer TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA), bromuro de etidio (0.5
pg/ml) para colorear y un fotodocumentador de imagenes para observar los geles. El tamafio
del producto fue estimado mediante comparacion con un estandar de peso molecular de 100 pb

a 1000pb (100 pb DNA Ladder, Invitrogen).

Para la secuenciacion se usaron los mismo primers del PCR de punto final, kits para
purificar producto de PCR, kit de secuenciacion Big Dye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems), placa dptica y ADN normalizado a 5 ng/ml y un segundo kit para purificacion del
producto de reaccion de secuenciacion por columnas Centricep, seguido del secado de la
muestra al vacio, la re suspension con formamida y la denaturacion del ADN incrementando

la temperatura y puesta inmediata en hielo y el cargado en el equipo y finalmente la
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secuenciacion mediante la metodologia de Sanger en ambas direcciones en el equipo

aanalizador genético 3500XL (Applied Biosystems).

2.4. Analisis de secuencias

Para el analisis de los cromatogramas que arroja el analizador genético 3500XL en
formato Abi, fue mediante el programa bioinformatico SeqScape v 2.7 de Applied Biosystems.
La calidad de las secuencias fue eliminando los sitios de unién a primers y los segmentos de
baja calidad. Se procedi6 al ensamblaje de novo de las lecturas mediante el solapamiento de
las mismas. Se obtuvo una secuencia consenso o contig en formato fasta para cada una de los
siete genes. El andlisis de secuencias de cada uno de los 7 genes fue ingresadas a la pagina
MLST: http://pubmlst.org/leptospira/ para la asignacion de un cédigo alélico y el conjunto de
los siete alelos (un perfil alélico) en el orden g/mU-pntA-sucA-tipA-pfkB-mreA-caiB nos arroja

otro valor que es el sequence type (ST) o genotipo dentro de cada especie (Figura 1).

Para la concatenacion de las secuencias de los 7 genes de las muestras y las referenciales
descargadas de la pagina web MLST se utiliz6 el programa Sequence Matrix v8 haciendo un
total de 3111pb (Vaida et al., 2011). Por otro lado, las secuencias concatenadas de las muestras
fueron alineadas y comparadas con secuencias disponibles de la base de datos del Genbank, a
través de la herramienta Blast, permitiendo observar caracteristicas como la cobertura e
identidad (porcentaje de homologia y grado de identidad entre las secuencias problema y las
que existen reportadas en las bases de datos) y el e-value como la probabilidad de que el
resultado obtenido sea el mas certero). El andlisis Blast determind el porcentaje de identidad

con especies cercanas del genero Leptospira.


http://pubmlst.org/leptospira/
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Figura 1

Base de batos MLST (http://pubmlst.org/leptospira/)

PubMLST -

SPCCIESID  ABOUTUS  UPDATLS

Leptospira spp.

&, SUBMIT

Source of isolates submitted 1o the Leptospira spp. database

s
N

Typing Isolate collection Genome collection

Allele sequences: 218,651 Isolates: 1,763 Genomes: 770

2.5. Analisis filogenético

Para el alineamiento de secuencias de las muestras y las referenciales se utilizd el
programa bionforméatico Mega XI (Kumar et at., 2028) mediante el método Neighbor-Joining
con un valor de bootstrap inicial de 1000 y utilizando el modelo de dos pardmetros de kimura,
los mismos que sirvieron para obtener la clasificacion y relacion filogenético de especies y de

los ST determinados en el arbol filogenético.


http://pubmlst.org/leptospira/
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El presente estudio muestra resultados de laboratorio (cultivo, gPCR y el MLST) de

aislamientos de Leptospira spp de diferentes fuentes de agua de diferentes areas geograficas

del pais.

3.1. PCR en tiempo real

De un total de 32 (100%) aislamientos procesados por el qPCR, el 50% (16/32)

resultaron positivos y el otro 50% (16/32) fueron negativos al qPCR. La positividad esta

direccionado al grupo de leptospiras de dos grandes grupos filogenéticos: patdogenos e

intermedios (Figura 2).

Figura 2

Resultados del gPCR para aislamientos de leptospiras de muestras de agua del 2019 y 2022.
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3.2. PCR- MLST
De un total de 32(100%) aislamientos de leptospiras de muestras de agua, el 25% (8)

fueron positivos al PCR-MLST, tal como figuran en las siguientes figuras del 3 al 9.

Figura 3

Resultados de Electroforesis del PCR-MLST para el gen glmU de 650pb.

Leyenda: 1A, 2B, 3A, 4A, 5A, 7B, 9A y 10A son muestras de Piura, CP: control

positivo, CN: control negativo, PM: marcador de peso molecular.

Figura 4

Resultados de Electroforesis del PCR-MLST para el gen pntA de 621pb.

- w A e et = W -

Leyenda: PM: marcador de peso molecular. 1A, 2B, 3A, 4A, 5A, 7B, 9A y 10A son

muestras de Piura, CP: control positivo.
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Figura §

Resultados de Electroforesis del PCR-MLST para el gen sucA de 640pb.

1A 2B PM 3A 4A S5A 7B 9A 10A CP CN PM

4.

Leyenda: PM: marcador de peso molecular. 1A, 2B, 3A, 4A, 5A, 7B, 9A y 10A son

muestras de Piura, CP: control positivo, CN: control negativo.

Figura 6

Resultados de Electroforesis del PCR-MLST para el gen tpiA de 639pb.

Leyenda: PM: marcador de peso molecular. 1A, 2B, 3A, 4A, 5A, 7B, 9A y 10A son

muestras de Piura, CP: control positivo, CN: control negativo.
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Figura 7

Resultados de Electroforesis del PCR-MLST para el gen pfkB de 588pb.

AL
M

!',
’

Leyenda: PM: marcador de peso molecular. 1A, 2B, 3A, 4A, 5A, 7B, 9A y 10A son

muestras de Piura, CP: control positivo, CN: control negativo.

Figura 8

Resultados de Electroforesis del PCR-MLST para el gen mreA de 719pb.

Leyenda: PM: marcador de peso molecular. 1A, 2B, 3A, 4A, 5A, 7B, 9A y 10A son

muestras de Piura, CP: control positivo, CN: control negativo.
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Figura 9

Resultados de Electroforesis del PCR-MLST para el gen caiB de 650pb.

Leyenda: 1A, 2B, 3A, 4A, 5A, 7B, 9A y 10A son muestras de Piura, CP: control

positivo, CN: control negativo, PM: marcador de peso molecular.

3.3. Analisis de secuencia de 7 genes por MLST
Ocho muestras (25%) positivos al PCR-MLST para los siete genes fueron secuenciadas,
todas correspondieron a la especie de L. interrogans con un perfil alélico del ST13 y un “ST

nuevo”, tal cual se muestra en la tabla 2, correspondiente a la region de Piura.

Tabla 2
Resultados de pruebas de laboratorio: cultivo, gPCR y especies y perfil alélico del

MLST de Leptospira spp de muestras de aguas de diferentes regiones del pais 2019 y 2022.

Codigo .

S PR brcrrod Kl B vl R R P Rt ) B A
io real 1 1 2 2 0 - = — =

1 239 positivo | negativo

2 240 positivo | negativo

3 241 positivo | negativo 72%*

4 242 positivo | negativo 72%*

5 243 positivo | negativo

6 244 positivo | negativo 72%

7 245 positivo | negativo
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8 246 positivo | negativo

9 247 positivo | negativo

10 248 positivo | negativo

11 1A* positivo | positivo | . L 5 12 13
interrogans

12 2B* positivo | positivo | . L 5 12 13
interrogans

13 3A* positivo | positivo | . L 5 12 13
interrogans

14 4A* positivo | positivo | . L 5 12 13
interrogans

15 SA* positivo | positivo | . L 5 12 13
interrogans

16 7B* positivo | positivo | . L 5 12 13
interrogans

17 9A* positivo | positivo | . L 5 12 13
interrogans

18 10A* positivo | positivo | . L 5 12 *13
interrogans

19 362 positivo | negativo

20 363 positivo | negativo

21 364 positivo | negativo

22 365 positivo | negativo

23 394 positivo | negativo

24 395 positivo | negativo

25 396 positivo | positivo 69*

26 397 positivo | negativo

27 398 positivo | negativo

28 399 positivo | negativo

29 400 positivo | negativo

30 401 positivo | positivo

31 402 positivo | positivo 57*

32 403 positivo | positivo 57*

*muestras enviadas al curador de la base de datos MLST para la identificacion del ID.

Ademas, otras muestras (241, 242 y 244 de Jaén, 396 de Alto Amazonas-Loreto, 402

de Madre de Dios y 403 de San Martin) resultaron positivos al PCR-MLST para el gen tpi4,

sin embargo, en el secuenciamiento arrojaron secuencias de ADN incompletos, lo que

imposibilita el analisis genético (tabla 2).
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3.4. Identificacion de especies de Leptospira patogeno por filogenia

De las 8 (25%) aislamientos secuenciados para los 7 genes y analizados por la pagina
MLST, determinaron como especie predominante a L. interrogans y el ST13 para siete
muestras, seguido de una muestra (un genotipo) considerado como “ST nuevo” debido a la
combinacion del alelo sucA 2 presente en el ST17 (tabla 2), el cual fue enviado al curador de
la pagina MLST para la asignacion del correcto ST hallado en muestras de agua de la Region
Piura (respuesta en espera). Ademas, el analisis Blast determind que las 8 muestras de ADN

concatenadas mostraron un 100 % de identidad con la especie de L. interrogans.

Los analisis filogenéticos de los aislados de Piura se relacionan estrechamente con el

genotipo ST13 de la especie L. interrogans de la base de datos MLST (Figura 10).

Figura 10
Andlisis filogenético de Leptospira patogénico procedentes de muestras de agua

mediante el método de  Neighbour-Joining en el Programa Mega XL

@ 9APiura
Leptospira interrogans ST13
7B Piura
5A Piura
4A Piura
3A Piura
2B Piura
1A Piura
10A Piura
1oo|_ Leptospira interrogans ST17
0 Leptospira interrogans ST37
Leptospira noguchii ST320
Leptospira kmetyi ST262
Leptospira santarosai ST319
Leptospira borgpetersenii ST149
1% Leptospira weilii ST94

100 Leptospira alexanderi ST207

87

© |

8

100

0.02
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En el presente trabajo mediante la prueba microbiologica del cultivo se aislaron
Leptospira spp de todas las muestras de agua en un 100%, de los cuales, un 50% fueron
positivos al qPCR y de ellos el 25% lograron ser secuenciadas como leptospiras patdgenas,
porque el MLST esté direccionado a ese grupo especifico de los patdgenos.

Son cinco regiones donde se encontraron leptospiras segtin el PCR en tiempo real: Jaén
(3), Piura (8), Alto Amazonas-Loreto (1), Madre de Dios (3) y San Martin (1). La mayoria de
ellos son aguas que se encuentran directamente relacionados con el uso cotidiano ya que se
tratan de agua de consumo humano, ya sea agua de planta de tratamiento, de grifo, de poza, o

del contacto en el cultivo de arroz, como figura en la tabla 3.

Tabla 3
Resultados de la prueba del PCR en tiempo real para Leptospira patogenos e

intermedios determinados procedente de muestras de agua de los afios 2019 y 2022.

N | laboratorie | Departamento | (E0SE | cion | recolecsion | OPCR

3 241 Cajamarca | Quebrada |  FPMACe | 141032022 Positivo
4 242 Cajamarca | Quebrada |  FlAMACe 141032002 Positivo
6 244 Cajamarca Quebrada Grifo 14/03/2022 Positivo
11 1A Piura Riachuelo Grifo 10/04/2022 Positivo
12 2B Piura Riachuelo Grifo 10/04/2022 Positivo
13 3A Piura Riachuelo Grifo 10/04/2022 Positivo
14 4A Piura Riachuelo Grifo 10/04/2022 Positivo
15 5A Piura Riachuelo Grifo 10/04/2022 Positivo
16 7B Piura Culivos de | Cultivosde | 45/94/2002 Positivo

arroz arroz
17 9A Piura Riachuelo Grifo 10/04/2022 Positivo
18 10A Piura Riachuelo Grifo 10/04/2022 Positivo
21 396 Loreto-Alto | piachuelo Grifo 20/11/2019 Positivo
Amazonas

25 400 Madre de Dios Tam%i:pata Charco de rio 3/12/2019 Positivo
26 401 Madre de Dios Pozo Agua de pozo 22/11/2019 Positivo
27 402 Madre de Dios Pozo Agua de pozo 22/11/2019 Positivo
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Agua de

| 28 | 403 | San Martin quebrada

Quebrada | | 22/11/2019 | Positivo |

En el andlisis de secuencia de ADN, 7(87.5%) de muestras corresponden a la Leptospira
interrogans genotipo ST13 y una muestra (10A) como genotipo nuevo “STI13” por la
similaridad en 6 de los 7 alelos con el ST13 y el 2 alelo para el gen suc4 del ST17,
considerandose como “ST nuevo”, especificamente, difiere de una mutacion puntual en la
posicion (A411G) para el gen sucA, es decir, lleva una guanina (G), parecida al alelo 2 del gen
sucA del ST17. Similar resultado se ha podido visualizar en una muestra de agua, en otro
estudio anterior realizado por este grupo de estudio, una mutacidon puntual para el gen sucA en
la posicion A373G gener6 una variante alélica nueva, por lo tanto, un nuevo genotipo (Delgado
et al., 2022).

Es de destacar que se encontraron aguas infectadas con leptospiras positivos al gPCR
direccionados al grupo de los patogenos e intermedios, en tanto que el MLST permitid
identificar leptospiras de un grupo mas especificos, como son patdgenos estrictos en el agua en
la Region de Piura (Distrito Yamango de la Provincia de Morropdn). La fuente de agua es un
riachuelo que abastece a lo largo de la comunidad rural y es para el uso y consumo humano, el
mismo que ingresa para el cultivo de arroz, donde la poblacién que utilizan dicha agua y los
agricultores de la zona se encuentran en riesgo de contraer la infeccion de la Leptospira

trasmitida por el contacto con agua contaminada.
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IV. CONCLUSIONES
Se lograron aislar y detectar Leptospira spp de muestras de agua mediante pruebas de
laboratorio de cultivo y qPCR respectivamente procedentes de la Vigilancia de

Leptospirosis de zonas endémicas del pais de los afos 2019 y 2022.

Se caracterizaron especies y genotipos de Leptospira patdogena procedente de muestras
de agua de la Vigilancia de Leptospirosis en el Peru mediante el analisis de los perfiles

alélicos MLST.

Se establecieron la relacién filogenética de los aislamientos analizados.
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V. RECOMENDACION
Se recomienda ampliar el estudio incluyendo mayores areas geograficas en muestras
ambientales para la obtencion de aislamientos de leptospiras de muestras de agua con
un muestreo aleatorio de diferentes lugares para poder extrapolar la informacion

obtenida.
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