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RESUMEN. La leptospirosis bovina es una importante enfermedad zoondtica cuyo diagndstico molecular estd ampliamente
divulgado. Sin embargo, no existe un método Unico de extraccion de ADN para leptospiras patdgenas a partir de muestras clinicas. En
este trabajo se utilizé orina bovina contaminada con cultivo de Leptospira interrogans serovar Pomona Pomona para analizar el mejor
método comparando: M1.) resina Chelex-100, M2.) papel FTA Whatman y M3.) hervido de la muestra (protocolo casero). De estas tres
técnicas, la primera (M1) present6 la mayor sensibilidad al realizar la PCR de diagnéstico, detectandose hasta 2x10 leptospiras/mL. La
metodologia aqui planteada resulté tener buen rendimiento para la deteccidn de leptospiras en muestras clinicas animales, aunque es
necesario su validacion con mayor nimero y diversidad de muestras.

SUMMARY. Comparison of simple and economic DNA extraction methods for molecular diagnosis of leptospirosis in animals.
Bovine leptospirosis is an important zoonotic disease whose molecular diagnosis is widely reported. However, there is not a unique
method of extraction of DNA for pathogenic leptospires using clinical samples. In this study, bovine urine was contaminated with pure
culture of Leptospira interrogans serovar Pomona Pomona in order to compare three of them: M1.) Chelex-100 resin, M2.) FTA
Whatman paper and M3.) boiling of the sample (in-house protocol), being the first one the most sensitive when used in diagnostic
PCR, detecting up to 2x10° leptospiras/mL. The methodology proposed in this study turned out to have good performance for the
detection of leptospires in animal clinical samples, although it should be applied to a greater number of samples and in different
stages of the pathology.
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La leptospirosis es una importante enfermedad infecto- orina en casos de infeccidn aguda o portaciéon crénica
contagiosa que causa pérdidas econdmicas debido a asintomatica (reservorios), se realiza el aislamiento en
que produce abortos, muerte perinatal, nacimiento de cultivo, pero estos requieren entre 16 a 26 semanas de
crias débiles e infertilidad. Por otro lado, los animales incubacién y, con ello, el mayor riesgo de contamina-
infectados de forma crénica actian como reservorios, cion con otras bacterias. Los cultivos deben observarse
liberando por orina leptospiras que contaminan el bajo microscopio de campo oscuro semanalmente para
medio, sobre todo, las fuentes de agua, colaborando en control del desarrollo in vitro, resultando una técnica
la diseminacién de la enfermedad (OIE, 2014). El méto- laboriosa que requiere operadores altamente capaci-
do gold-standard para su diagndstico es el Test de tados. Esto refleja un método de diagndstico lento,
Micro-Aglutinacidn (MAT) que se basa en la deteccién y aunque es necesario aislar dicho agente para poder
titulacion de anticuerpos al enfrentar el suero a cultivos confirmar su presencia y circulacidn dentro del pafis.

de leptospiras patogenas vivas. A pesar de que tiene la

ventaja de diferenciar entre los diferentes serovares, es Actualmente, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
una técnica laboriosa que requiere mantener el cepario (PCR), una técnica versdtil en cuanto a sus disefios y a
continuo y ser realizada por personal altamente cali- las muestras que se pueden emplear, ha permitido el
ficado. Por otro lado, para detectar Leptospira spp. en desarrollo de protocolos de diagndstico con alta sensi-
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bilidad y especificidad para diversos patégenos, entre
ellos, las leptospiras. La mayor ventaja de la PCR radica
en que es posible detectar el ADN incluso cuando las
bacterias no son viables. El éxito de esta técnica depen-
de del paso previo de extraccidon y purificacion de ADN
a fin de eliminar de la muestra posibles contaminantes
e inhibidores de la reaccién, manteniendo la calidad e
integridad de la secuencia diana a amplificar, permitien-
do trabajar con ADN parcialmente degradado o des-
naturalizado.

Las técnicas cldsicas de extraccion se basan en el uso de
solventes orgénicos, como fenol/cloroformo, pero son
métodos dificultosos y que suponen un riesgo de expo-
sicion del operario a dichos solventes y la generacién de
desechos tdxicos. Otros procedimientos son tan senci-
llos como hervir la muestra (Olivera et al. 2010). Ade-
mas, exiten kits comerciales que permiten obtener el
ADN disefiados especificamente para un tipo de mues-
tra (Noda y Rodriguez, 2014a), pero, al ser costosos, no
todos los laboratorios pueden acceder a estos.

El diagnodstico molecular de leptospirosis se puede apli-
car a diferentes tipos de muestra: orina, sangre entera,
suero y organos, sin embargo, no se encuentra estable-
cido un Unico método de extraccion y de PCR gold
standard (Tabla 1). Es por esta razén que es necesario
buscar métodos que aseguren la extraccion de acidos
nucleicos de manera simple, rapida, sin perder sensi-
bilidad, y econdmica. Siendo este el objetivo principal
del trabajo, se utilizaron tres métodos diferentes de
extraccion de acidos nucleicos en un ensayo controlado
para evaluar su sensibilidad: M1.) resina Chelex-100,
M2.) papel FTAy M3.) hervido.

La resina Chelex-100 es un quelante de iones metalicos
polivalentes, los cuales pueden actuar como cofactores
de aquellas enzimas que catalizan la ruptura del ADN a
altas temperaturas. Al agregarla a la muestra previo a
someterla a calor, este proceso queda impedido, ade-
mas de eliminar otros inhibidores de la ADN Polimerasa
(Noda y Rodriguez, 2014a). De esta manera el material
genético obtenido tiene la suficiente integridad y es
apto para la amplificacién de la secuencia diana en el
diagndstico de leptospirosis.

El papel FTA Whatman contiene impregnado reactivos
que permiten la disrupcion celular con la consecuente
adherencia del material genético, pudiéndose sembrar
muestras como sangre, orina, material vegetal, tejidos,
plasmidos, células bucales, microorganismos (Fata et al.
2009; Wolfgramm et al. 2009), etc. Operariamente, el
papel FTA tiene la ventaja de que, una vez sembrada la
muestra y seco el papel, este puede transportarse y
guardarse a temperatura ambiente hasta realizar la
extraccion incluso afios luego de recolectada (Osorio et
al. 2013) por lo que ha sido ampliamente usado como
método de almacenamiento de muestras. No obstante,
supone un costo mas alto comparado con la resina
Chelex. Por otro lado, el hervido (M3) de la muestra,
solamente supone el uso de equipamiento de labo-
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ratorio, el mismo para los otros dos métodos (cen-
trifuga y termobloque) sin insumos adicionales, aunque
carece de un paso de purificacién del ADN.

En el ensayo controlado, se contamind orina bovina con
un cultivo puro de L. interrogans serovar Pomona
Pomona, cepa de referencia con mayor casuistica en el
pais (Draghi et al. 2011; Pavan et al. 2008). El cultivo
utilizado se encontraba, segln la escala McFarland, en
2x10° leptospiras por mililitro. Una vez realizadas las
diluciones seriadas del cultivo, como se muestra en la
Tabla 2, se procedio a la utilizacién de tres métodos de
extraccion y purificacion de ADN.

Método de extraccion 1 (M1): resina Chelex-100 (Bio
Rad). La resina fue preparada segun las instrucciones
del fabricante y se siguid el siguiente protocolo: a) en
un tubo de 0,5mL, se pipetearon 150 pl de resina y se
afiadieron 20ul de orina; b) se incub6 a 562C durante 20
minutos y 1002C durante 8 minutos; c) se agit6 vigoro-
samente durante 10 segundos; d) se centrifugd durante
2 minutos a 9.900g.; e) se tomd el sobrenadante como
templado para PCR y se preservd a -20°C para usos
posteriores.

Método de extraccion 2 (M2): papel FTA Whatman
Classic Card (GE Healthcare Life Sciences) segun el
protocolo “FTA Eluate” modificado: a) se tomaron
punchs (discos) de las tarjetas de FTA con Uni-Core de
3mm y se colocaron en tubos de 1,5ml; b) en cada tubo
se agregaron 50ul de cada dilucion de orina, se dejo
reposar por 5 minutos, y luego se descarté el liquido; c)
se secaron los punchs 5 minutos a 100°C; d) se afia-
dieron 500ul de agua libre de nucleasas y se agito
usando vortex por 5 segundos; d) se descartd el sobre-
nadante y se agregaron 30ul de agua; e) se centrifugd
10 segundos; f) se calentd 15 minutos a 100°C; g) se
agitd en vortex 30 segundos; h) se centrifugd 30 se-
gundos; i) se tomd el sobrenadante como templado
para PCRy se preservo a -202C para usos posteriores.

Método de extraccion 3 (M3): Hervido de la muestra
(protocolo casero): a) se calentd la orina a 402C durante
10 minutos; b) se centrifugé a 700g por 15 minutos; c)
se tomaron 100ul del sobrenadante y se colocaron en
un nuevo tubo de microcentrifuga; d) se hirvié durante
15 minutos a 1002C; e) se uso el templado para PCR y
pre-servo a -202C para usos posteriores.

Se utiliz6 la PCR descripta por Gravekamp et al. (1993),
empleando los primers G1 (5'-CTG AAT CGC TGT ATA
AAA GT) y G2 (5'-GGA AAA CAA ATG GTC GGA AG). El
tamafo de amplicon esperado fue de 285 pb corres-
pondiente a un fragmento del gen secY. La mix de
reaccion fue preparada a un volumen final de 50ul,
conteniendo 5ul de buffer 10X, 3mM MgCl,, 1,25U de
ADN polimerasa Taq Pegasus (Productos Bio-Ldgicos,
Argentina), 0,5uM de cada primer, 0,1ImM de cada
dNTP (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y 2ul de templado
de ADN obtenido segiin M1, M2 y M3. Las reacciones se
llevaron a cabo en el termociclador MyCycler T™M
(BioRad), siguiendo el esquema: 94°C por 5 minutos,



seguido de 35 ciclos de 94°C (1,5 min), 55°C (1 min) and
72°C (2 min), con una extension final de 7 minutos a
72°C. Como control positivo se utilizd ADN de Leptos-
pira interrogans serovar Pomona Pomona extraido con
Chelex a partir del cultivo puro. Los productos de
amplificacion se analizaron por electroforesis en un gel
de agarosa 2% tefiido con bromuro de etidio. Se utiliz6
un transiluminador de luz UV (Uvi Tec transiluminator
BTS-20.M) para visualizar los amplicones. Los tamafios
de las bandas se determinaron con un marcador de
peso molecular de 100pb (Ladder 100pb precision, Pro-
ductos Bio-Ldgicos, Argentina). Se cuantificd el ampli-
con utilizando Qubit™  Fluorometer (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA).

Durante la puesta a punto de la PCR diagndstica que
amplifica el gen secY, se secuencié el amplicon obte-
nido del control positivo (L. interrogans serovar
Pomona Pomona) utilizando el servicio de Macrogen
(Corea) obteniendo la siguiente secuencia: 5'- TGC CCA
TCC AGC CCA TTC TTG ACT ACT ATT AGA TAA CCATTG
AAT AAT CGT CTG AGG AAA TAA AAT CAA AGA CGA
AGC AAA AAT GAT CGG CAT CAC GTT CGC ACC GTT TAC
TTT GAA AGG AAT AGA TTG ACT CTT GGC CTG AAC CAT
TTT TCT TCC GAC CAT TTG TTT TCC. Al realizar la
busqueda por BLASTN de la secuencia obtenida, se
obtuvo una cobertura del 100% con la secuencia
disponible en GenBank.

La sensibilidad de una PCR diagndstica esta dada por el
éxito de su amplificacidén sobre las muestras clinicas, en
este trabajo se ve reflejada la sensibilidad de esta PCR
sobre un ensayo controlado contaminando orina bovina
con un cultivo vivo. Luego de ensayar los tres métodos
de extraccion de ADN para la deteccidn de leptospiras
patdgenas en orina contaminada y de realizar la PCR del
gen secY, se observd que M1 (Chelex) fue el método
con mejores resultados, lograndose detectar ADN
leptospiral hasta la sexta dilucion (10'6), representando
un aproximado de 2x10 leptospiras/mililitro (corres-
pondiente a 1,89ug/ml de ADN) (Figura 1a). Con el
método M2, se obtuvieron resultados positivos hasta la
dilucién 107 (2.105 leptospiras/ml) (Figura 1b). El
método M3 arrojo resultados positivos de amplificacion
hasta la dilucién 10'2, representando un aproximado de
2.10° leptospiras/ml. (Figura 1c).

En este trabajo, la resina Chelex tuvo una sensibilidad
mayor de extraccion en el ensayo controlado de orina,
siendo el método que logré detectar la menor cantidad
de ADN en comparacion con los otros dos métodos
cuando se sometié a PCR G1/G2. Se ha descrito el uso
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de la resina para la extraccién de ADN de leptospiras a
partir de otros tipos de muestra como sangre (Noda y
Rodriguez, 2014a), tejidos humanos embebidos en
parafina (Noda et al. 2014b); también para el
diagndstico de otros patdégenos, como Trypanosoma
cruzi (Lépez et al. 2014).

En el diagnostico molecular de leptospirosis, es impor-
tante contextualizar el resultado de la PCR para una
interpretacion adecuada. Es decir, frente a un resultado
negativo es necesario considerar desde alteraciones en
la conservacion de la muestra hasta factores propios de
la patologia, como el hecho de que es posible detectar
la bacteria en sangre sélo en los estadios agudos de la
infeccion, ya que luego ésta se aloja en los rifiones,
momento a partir del cual se puede detectar las
leptospiras en orina. Sin embargo, la eliminacion es
intermitente, por lo que se propone la administracion
de diuréticos para lograr una mayor eliminacion de la
bacteria (OIE, 2014). Por otro lado, en el caso de orinas
acidas de carnivoros, como caninos y humanos, es
necesario neutralizar la orina con PBS hasta un pH de
7,6 previo a la extraccidn, ya que las leptospiras son
susceptibles al medio acido. En resumen, es importante
tener en cuenta el origen y la anamnesis de la muestra
para poder aplicar el mejor método de extraccidon y
purificacion del ADN para emplear una PCR diagndstica.

Debido a la gran variacion de metodologias moleculares
para la deteccion de leptospirosis, en este trabajo se
propuso a la resina Chelex como un método 6ptimo de
extraccion de ADN en conjunto con PCR para el abor-
daje del diagndstico de la enfermedad, quedando
pendiente la aplicacion de ésta en un mayor nimero de
muestras clinicas y su correlacién con la patologia.
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Tabla 1. Comparacion de técnicas de diagndstico por PCR utilizados en muestras clinicas animales.

o

Especifico para Posibles falsos Hammond

Promega Wizard SV PCR -lipL32

Genomic DNA leptospiras patégenas. negativos por etal. 2014
Purification System® No hay entrecruzamiento  eliminacion
(Promega, Madison, con otras bacterias. intermitenete en orina.
USA) Requiere el uso de
diuréticos.

QIAmp DNA extraction ~ PCR real time - Resultados mds rapidos Equipamiento adicional Ahmed et
kit (Qiagen, Germany) secY que la convencional. a la convencional. al. 2012
Menos probabilidad de
contaminacion.

High-Pure PCR FRET-PCR —genes Mas sensible y menos Sélo detecta patdgenas. Xu et al.
Template Preparation lig falsos positivos que PCR Técnica no validada. 2014
Kit (Roche real time.

Molecular

Biochemicals,
Indianapolis, IN)
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Meétodos de extraccion de ADN para leptospiras

CMO0O 123 45

6 7 & 9 10 11 CM

CM 0 1 2 3 45

CMO0 12 3 45 67 &8 810 11 CM

6 7 & 9 10 11 CM

Figura 1. Resultados de PCR del gen secY utilizando los primers G1/G2. Gel de agarosa al 2% con las amplificaciones obtenidas utilizando
como templado ADN obtenido a partir de las extracciones realizadas mediante resina Chelex-100 (A), papel de FTA (B) y hervido (C). La
flecha indica hasta qué dilucidn se pudo observar una amplificacion por este método de PCR. CM: Marcador de peso molecular. Calles: 0:

control negativo. 1-10: diluciones correspondientes. 11: control positivo.

Tabla 2: Diluciones del cultivo de leptospira realizadas en el
ensayo controlado de orina.

Factor Preparacion Cantidad de
[[3] leptospiras por
dilucion mililitro
“ - Orina fresca 0
1 1x10™ 4,5ml orina 2x107
+0,5ml de
cultivo*
- 1x107 0,1ml de 1 2x10°
+0,9ml de orina
- 1x10° 0,iml de 2 2x10°
+0,9ml de orina
- 1x10™ 0,1ml de 3 2x10*
+0,9ml de orina
- 1x10° 0,1ml de 4 2x10°
+0,9ml de orina
- 1x10° 0,1ml de 5 2x10”
+0,9ml de orina
1x107 0,1mlde 6 2x10"
+0,9ml de orina
“ 1x10°® 0,1ml de 7 2x10°
+0,9ml de orina
- 1x10° 0,iml de 8 2x10"
+0,9ml de orina
1x10™° 0,1ml de 9 2x107
+0,9ml de orina

*Cultivo puro de L. interrogans serovar Pomona Pomona, en medio
liquido EMJH de ocho dias. El mismo se encontraba, segin la escala
McFarland, en 2x10° leptospiras por mililitro.
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