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DETECC;éN DE Leptospira spp. PATOGENAS EN TEJIDO RENAL DE
RATON CASERO (Mus musculus) EN SINCELEJO, COLOMBIA

RESUMEN

La leptospirosis es una enfermedad zoonética
de distribucién mundial, con mayor frecuencia
en los paises tropicales. Algunos roedores,
y entre ellos Mus musculus o ratén casero,
son portadores crénicos asintomaéticos de
Leptospira spp. patégenas, debido a que alojan
la bacteria en sus rifiones y la diseminan al
ambiente a través de la orina. El presente trabajo
tuvo como objetivo detectar molecularmente
Leptospira spp. patdgenas en rifiones extraidos
de M. musculus en el municipio de Sincelejo
(Sucre, Colombia). La captura de los roedores
se realiz6 en el drea urbana del municipio;
se instalaron trampas tipo Sherman® intra y
peridomicilio en el segundo periodo de 2010 y
el primero de 2011 por un lapso de 14 y 15 horas.
Durante la necropsia se retir6 los rifiones de los
individuos para la extraccion de ADN y analisis
de PCR para la amplificaciéon del segmento
génico de 423pb entre las posiciones 270 y 692
de la region codificante LipL32. Se capturaron
154 individuos, de los cuales 5 fueron positivos
para Leptospira spp. patéogenas. El andlisis
de correspondencias mostré que los ratones
positivos se encuentran mayoritariamente
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en la comuna 2, seguido por la comuna 4 del
municipio. El estudio sugiere que el saneamiento
bésico establece ambientes propicios para
que se presente el proceso epidemiolégico de
la bacteria, y se demuestra la circulacién de
Leptospira spp. patogenas en M. musculus en el
municipio de Sincelejo. Por lo que se infiere que
la infestacion de roedores en la zona de estudio
es fuente potencial de transmision de leptospiras
patdgenas para el ser humano, que es susceptible
a todas las especies patdgenas del género.

Palabras clave: leptospirosis, Leptospira, Mus
musculus, PCR, LipL32.
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ABSTRACT

Leptospirosis is a zoonotic disease of worldwide
distribution with more frequency in tropical
countries. Some rodents and among them the
Mus musculus or house mouse are asymptomatic
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chronic carriers of pathogenic Leptospira spp
because they have them in their kidneys and
spread it to the environment through the urine.
This study aimed to detect Leptospira spp
molecularly in kidneys removed from
M. musculus in the municipality of Sincelejo
(Sucre, Colombia). The capture of rodents was
conducted in the urban area of the city: intra and
peridomiciliar Sherman® traps were installed in
the second quarter of 2010 and the first quarter of
2011 for 14 to 15 hours. During the necropsy the
kidneys of individuals were removed for DNA
extraction and PCR analysis for the amplification
of the 423 pb gene segment between positions
270 and 692 of the coding region LipL32. A total
of 154 individuals were captured, of which five
were positive for pathogenic Leptospira spp.

INTRODUCCION

La leptospirosis es la enfermedad infecciosa
con mayor distribucién en el mundo (1, 2),
con una mayor ocurrencia en las regiones
tropicales (3). Esta es causada por espiroquetas
patégenas del género Leptospira. La bacteria
infecta tanto animales domésticos como
silvestres, aunque también se ha aislado
de otros vertebrados como aves y reptiles.
Usualmente, es transmitida a humanos por
contacto directo con orina de animales infectados
a través de abrasiones en la piel y por contacto
indirecto con agua y suelos contaminados (4).
Dentro de los animales sinantrépicos, los
roedores son animales significativos en la
epidemiologia delaenfermedad (5, 6), y entreellos
M. musculus es considerado huésped o reservorio
de mantenimiento de la bacteria, debido a que
puede albergar en la superficie de las células
epiteliales de los tibulos proximales de los
rifiones bacterias patdgenas del género Leptospira
sin presentar sintomatologia alguna y, de esta
manera, diseminar la bacteria a través de la orina
durante todo el ciclo de vida del animal (3).
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The correlation analysis showed that mice are
mostly positive in commune 2, followed by
commune 4 in the municipality. The study
suggests that basic sanitation establishes
favorable environments for the epidemiological
process of the bacteria and the circulation of
pathogenic Leptospira spp. in M. musculus is
demonstrated in the municipality of Sincelejo.
Itis inferred that rodent infestation in the studied
area is a potential source for the transmission of
pathogenic Leptospira spp. to human beings,
which is susceptible to all pathogenic species
of the genus.

Key words: leptospirosis, Leptospira, Mus
musculus, PCR, LipL32.

En Colombia, Agudelo-Florez et al. (6)
reportaron la circulaciéon de Leptospira spp., en
Rattus norvegicus naturalmente expuesta en
una zona urbana de Colombia, encontrando
que el 25,2% de los roedores capturados
no solo tienen seropositividad para la
serovariedad Icterohaemorrhagiae, sino
que también lo estdn otras serovariedades
como Grippotyphosa y Canicola. Asimismo,
Agudelo et al (7) encontraron que el 23%
(12/52) de las Rattus norvegicus capturadas
fueron positivas por cultivo y el 20% (52/254)
fueron positivas para Leptospira patdégenas
por PCR en la ciudad de Medellin. En el
departamento de Sucre hay pocos estudios
relacionados con la leptospirosis, solo se
tiene un estudio realizado por Rios et al (8)
en el que reportaron una alta seroprevalencia
de Leptospira spp. en trabajadores rurales.
Ademas, el Sistema Nacional de Vigilancia
en Salud Puablica -SIVIGILA- indica que
entre los afios 2007-2015 Sucre report6 274
casos, de los cuales 37 fueron notificados por
el municipio de Sincelejo, lo que demuestra
la circulacién de leptospiras patdgenas en
esta parte del pais. Por lo anterior, el objetivo
de este estudio fue detectar molecularmente
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leptospiras patégenas en rifiones extraidos del
ratén casero (Mus musculus) en el municipio
de Sincelejo (Sucre, Colombia).

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y muestreo

Las capturas de los roedores se realizaron
en el area urbana del municipio de Sincelejo,
ubicado al noroeste de Colombia (9°18” N,
75°23” W), conformado por nueve comunas,
entre el mes de julio de 2010 y febrero de 2011,
teniendo en cuenta como criterios de inclusién
los barrios de cada comuna con saneamiento
basico precario (cercanias a arroyos, zonas
enmontadas y botaderos improvisados de
basura) favorables para la proliferacion de Mus
musculus y transmision de las Leptospira spp. (9),
y de exclusién aquellos barrios con saneamiento
basico satisfactorio. Se utilizaron 50 trampas de
captura viva tipo Sherman® por comuna (1- 9),
cebadas con maiz molido y attn e instaladas
intra y peridomicilio en las horas de la tarde
y recogidas en las horas de la manana del
dia siguiente por un periodo de 14 y 16 horas
con un éxito de trampeo de 26, 38, 20, 38, 44,
38, 32, 38, 34% por cada comuna. Durante el
desarrollo de este estudio se tuvieron en cuenta
los criterios propuestos por Romero et al. (10)
Los procedimientos de manejo y disecciéon de
los animales fueron aprobados por el Comité
Institucional de Etica de la Universidad de Sucre.

Captura y necropsia de los ratones capturados

Se capturaron 154 M. musculus que fueron
trasladados en bolsas plasticas al Laboratorio de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad
de Sucre, donde se llevd a cabo su diseccién
de acuerdo a los protocolos de bioseguridad
sugeridos por la CDC (11). Se determinaron
datos morfométricos como largo total, largo
de la cola, largo del cuerpo, largo del miembro
posterior derecho y largo de la oreja de cada
individuo, posteriormente fueron anestesiados

con cloroformo y sacrificados por dislocacion
cervical (10, 12). Durante la necropsia se
desinfect6 la zona ventral con alcohol al 70% y se
procedio6 a la extracciéon de los rifiones (10,13), y
se determind la especie con las claves genéricas
para roedores del Nuevo Mundo (14, 15).

Extraccion de ADN

A partir de la muestra de tejido renal se extrajo
ADN total, aplicando el método de altas
concentraciones de sales propuesto por Watts
(16,17).

Amplificacién por PCR

La PCR se llevé a cabo mediante cebadores
previamente descritos por Levett et al. (18), los
cuales amplifican una regién de 423 pb entre las
posiciones 270 y 692 del gen que codifica para
la lipoproteina de membrana externa LipL32,
altamente conservada en especies patogenas
del genero Leptospira. Para el proceso de PCR
se us6 un volumen final de reaccién de 25 pl, 3
mM de MgCl2, 0,25 mM de dNTP’s, 0,1 pM de
ambos cebadores, 1X de buffer de PCR, 1U/pl de
taq polimerasa y entre 10-150 ng/pl de ADN.
Un control positivo y uno negativo fue usado en
cada reacciéon de PCR; para el control positivo
se utiliz6 ADN de Leptospira interrogans serovar
Copenhageni serogrupo Icterohaemorrhagiae
cebado con ADN de rifién de roedor negativo
por MAT, y para el control negativo agua estéril.
El perfil de amplificacién fue el propuesto por
Levett et al (18); Moreno y Agudelo Floérez (19)
con modificaciones. Desnaturalizacion inicial a
95°C durante cinco min, seguido de una fase de
35 ciclos a 94°C durante un min, alineamiento a
55°C durante un min y extensién a 72°C durante
dos min, posteriormente se llevé a cabo una
extension final a 72°C durante cinco min.

Electroforesis
Los productos de PCR se corrieron en gel de

agarosa al 2% usando buffer TBE (Tris-base, Acido
Boérico, EDTA) 5X con un marcador de peso
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molecular (100 bp DNA Ladder; Invitrogen™).
El revelado se hizo con GelStar. Posteriormente
se efectud el corrido electroforético a 90 V
por 45 min y los productos se visualizaron en
un fotodocumentador Quantum ST4 (Vilber
Lourmat).

Secuenciacién y analisis genético

Los productos amplificados se purificaron
con un Kit comercial (PureLink™ Quick gel
Extraction), atendiendo las recomendaciones
del fabricante. Las muestras fueron enviadas a
secuenciar a la empresa Macrogen (Seoul, South
Korea). Los electroferogramas resultantes fueron
editados y alineados con el programa MEGA 5
(19) para obtener una secuencia consenso por
muestra. Estas, se alinearon con secuencias
consignadas en GenBank usando la herramienta
BlastN, para determinar mediante los criterios
de maxima identidad, cobertura y puntuacion
total en el alineamiento maltiple, la identidad
de las secuencias obtenidas a partir del ADN
amplificado de tejido renal de roedores.

Analisis estadistico

Los datos de los roedores capturados fueron
analizados mediante estadistica descriptiva,
obteniendo tasas y proporciones de lugar, sexo
y PCR (+). Las variables: lugar, sexo y PCR (+),
se sometieron a un andlisis de correspondencia
para determinar el grado de relacién entre ellas

con ayuda del software estadistico InfoStat
version estudiantil (20).

RESULTADOS
Captura y necropsia de los ratones capturados

Durante el estudio fueron capturados 154
roedores, que de acuerdo a la determinacion
taxonémica corresponden a la especie
M. musculus, en las nueve comunas que
conforman al municipio de Sincelejo, de los
cuales el 55% fueron hembras y el 45% machos.

LipL32 - PCR

Selogro detectar ADN de leptospiras patogenas
en 5 muestras de rifén de roedores de
M. musculus, el producto de la PCR mostré un
tamafio de 423 pb aproximadamente. Tras su
separacion en la electroforesis, se revelaron y se
representaron para todas las bandas la movilidad
(distancia avanzada o, mejor, cociente entre esta
y el avance del frente de electroforesis) frente al
logaritmo del tamafio (longitud en pb). Sobre la
recta ajustada se interpolaron las distancias de
avance de las muestras problema, calculando
asi su tamafio en pb (Figura 1).

Después de identificar las muestras positivas por

PCR, serealiz6 la determinacién de proporciones
de PCR positivos por comunas (Figura 2).

600pb

49080
=3 300pb

——3> 200pb
o —> 100pb

Figura 1. Productos de las PCR corridos en electroforesis. Muestra la amplificacién de 423 pb
del gen que codifica para la lipoproteina de membrana externa LipL32.
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Figura 2. Proporciéon de Machos, Hembras y PCR positivos por comunas donde fueron capturados.

Secuenciacion y alineamiento de los segmentos
génicos obtenidos a partir de la PCR

Se obtuvieron en total 5 secuencias consenso,
provenientes de muestras de rifién de M. musculus
urbanos de Sincelejo. El alineamiento de estas
secuencias mostré que 5 de estas presentaban
mayor homologia con Leptospira interrogans y que
el primer nucleétido es homologo al nucleétido
ubicado en la posicion 270 del gen LipL32 de
L. interrogans consignado en GenBank con el
numero de acceso JQO013520. El analisis de
alineamiento local con Blast, confirmo la identidad
de las secuencias, mostrando una identidad de
100% con la especie Leptospira interrogans.

coms. M
COMT

Eje2

Analisis estadistico

De los 5 roedores positivos para L. interrogans
por PCR, la proporciéon de 0,2 correspondié a
la comuna 2 y de 0,1 a la comuna 4 (Figura 2).
El analisis de correspondencias (AC) (Figura 3)
en su primer eje (con una inercia de 13,89%)
mostré que los ratones (Mus musculus) positivos
para Leptospira interrogans se encuentran
mayoritariamente en la comuna 2 del municipio
de Sincelejo, seguido de la comuna 4, y habitan
predominantemente en las comunas 2 y 4.

08 08

2:1 3‘.‘ 4

Eje1

i' PCR(+) M Lugar ¥ Sexo |

Figura 3. Anélisis de correspondencia mdltiple, el cual muestra el grado de relacién de los PCR
positivos, sexo y comunas.
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DISCUSION

El porcentaje de deteccién de ADN de Leptospira
interrogans fue de 3,25% (5/154). Los roedores que
mostraron positividad por PCR se encontraron
distribuidos en las comunas 2 y 4 con una
proporcioén de infeccién de 0,2 y 0,1 (Figura 2)
respectivamente. Posiblemente, porque estas
comunas tienen las condiciones apropiadas
como zonas enmontadas, residuos sélidos,
casas en madera, condiciones de alcantarillados
precarios, presencia o cercania con arroyos de
aguas negras (Figura 4) que podrian facilitar
no solo el crecimiento poblacional de roedores,
sino también la diseminacién y transmision de
la bacteria (21-23). Por lo que, el saneamiento
ambiental tiene un rol significativo en el proceso
epidemiolégico de Leptospira spp. patégenas
y saprofitas, este proceso puede explicarse de
acuerdo al modelo nimero dos propuesto por
Fainé et al. (25) y Céspedes (26), donde sehala
que la transmision ocurre en dreas tropicales
donde hay serovares que infectan a humanos
y animales, ademds hay un gran ntmero de
reservorios como los roedores y la exposicion
humana no esta limitada a la ocupacién sino
a la contaminacién ambiental y de acuerdo a
las caracteristicas ambientales de las comunas
donde se detect6 la presencia de L. interrogans
en M. musculus presentan las tipologias dichas
por los autores (Figura 4). Ademas, la relacion
entre los PCR (+) y las comunas 2 y 4 (inercia
de 13,89%) podria deberse a las condiciones
favorables (Figura 4) tanto para la bacteria
causante de la enfermedad como para la
proliferacion de los ratones. Y como M. musculus,
o raton casero, hace parte de las tres especies
de roedores con amplia distribucién mundial,
es asociado comuinmente con la infeccién y
transmisién de Leptospira spp. patogena (24).
Por lo que, este puede estar cumpliendo con
la funcién de transmisiéon y diseminacién de
la bacteria causante de la leptospirosis en el
municipio de Sincelejo.
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La detecciéon de ADN de Leptospira interrogans
en tejido renal de estos ratones a través de
la técnica PCR con el uso de los cebadores
LipL32 ha demostrado ser eficiente, dado el
grado de homologia e identidad que presento
hacia Leptospira interrogans en el andlisis de
alineamiento, lo cual coincide con los estudios
realizados por Moreno y Agudelo-Florez
(25), quienes afirman que la deteccién de
ADN de Leptospira spp. patégenas por PCR
con los cebadores LipL32 resulta ser bastante
especifica, debido a que no se puede detectar
ADN de especies saprofitas por que estas no
tienen gen ortdlogo de LipL32. De igual forma,
en otro estudio realizado por Agudelo et al (7)
lograron detectar ADN de Leptospira spp. en
Rattus norvegicus, indicando la especificidad
de la PCR LipL32 en la deteccion de leptospiras
patégenas. Asimismo, el estudio realizado por
Rosario et al. (28), quienes caracterizaron cepas
patégenas del género Leptospira con el uso de
estos cebadores. Estos antecedentes demuestran
que los cebadores LipL32 son importantes a la
hora de detectar y diferenciar entre leptospiras
patégenas y saprofitas (26-28), pero no es posible
llegar al serovar debido a que se necesitan de
otros estudios como los realizados por Jung et
al. (32) y Romero-Vivas et al. (29, 30).

Los hallazgos en este trabajo son relevantes,
debido a que se encontraron Leptospira spp.
patégenas en tejido renal de M. musculus en el
municipio de Sincelejo. Asimismo, el uso de
métodos moleculares para detectar el marcador
de virulencia LipL32 de Leptospira spp. patégenas
en tejido renal de M. musculus. Ademas, es el
primer reporte que se tiene para el departamento
y municipio de la presencia de L. interrogans en el
ratén casero M. musculus y estaria participando
en la transmision de la bacteria.
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Figura 4. Comuna 2. Se evidencian las condiciones tanto para la proliferacién de ratones como
para la transmisién de la bacteria causante de la leptospirosis.
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