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Estandarizacion de una Técnica de PCR en Tiempo Real con
Sondas TagMan para la Deteccion de Leptospira spp Patdgenas
en Orina de Canes Domésticos

STAaNDARDIZATION OF A REAL TiME PCR TAQMAN Assay FOR DETECTION OF
PaTHOGENIC LEPTOSPIRA SP IN URINE oF DoGs
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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo estandarizar una técnica de PCR en tiempo
real con sondas TagMan para detectar la presencia de leptospiras patégenas en orina
de perro infectada in vitro con cepas patron de Leptospira sp. Las muestras fueron
obtenidas de un perro clinicamente sano y negativo a la prueba de microaglutinacion.
Se utilizaron los cebadores Lepto R y Lepto F, especificos para Leptospira sp y una
sonda TagMan Lepto probe que amplifican e hibridan, respectivamente, una porcion
del gen rrs, capaces de diferenciar entre especies patégenas y no patdgenas de
Leptospira. Se estandariz6 el protocolo de PCR en 35 ciclos, con un proceso de
desnaturalizacién inicial a 95 °C por 5 min, seguida por una desnaturalizacién a 95 °C
por 15 sy finalmente el alineamiento y extension en un solo paso a 60 °C por 1 min. Los
valores de ciclo umbral (Ct) determinados durante la estandarizacion de la PCR estu-
vieron en un rango de 12.53 a 18.21 para las 25 cepas patégenas de Leptospira sp, en
tanto que las cepas saprofitas y otros bacterias no dieron productos especificos. El
estandar fue detectado hasta una dilucion de 102con un Ct de 29.98 a una eficiencia de
1.13 y con un coeficiente de correlacion (R?) de 0.993. Se detecté ADN en las muestras
de orina infectada desde la dilucion de 107 leptospiras/ml con un valor de Ct de 17.54
hasta una minima dilucion de 102 leptospiras/ml con un valor de Ct de 29.87.
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ABSTRACT

Thisstudy aimed to standardize a TagMan Real-Time PCR assay to detect the presence
of pathogenic leptospires in urine samples of a dog infected in vitro with standard
strains of Leptospira spp. Samples were obtained from a clinically healthy dog, negative
to the microagglutination test. Lepto R and Lepto F primers, specific for Leptospira sp
and a Lepto TagMan probe were used, which amplified and hybridized respectively a
portion of the rrs gene, differentiating between pathogenic and nonpathogenic species
of Leptospira. Thermocycling program was standardized with 35 cycles of 95 °C for 15s
and 60 °C for 1 min with an initial cycle of 95 °C for 5 min. Cycle threshold (Ct) values
determined during the standardization of PCR were from 12.53 to 18.21 for the 25 pathogenic
strains of Leptospira sp. In contrast, saprophytic Leptospira and other species of bacte-
ria did not produce any specific Ct value. The standard strain was detected up to a
dilution of 102with a Ct value of 29.98 at an efficiency of 1.13 and a correlation coefficient
(R?) of 0.993. DNA was detected in infected urine samples from the dilution of 107
leptospires/ml with a Ct value of 17.54 to a minimum dilution of 102 leptospires/ml with a
Ctvalue of 29.87.

Keywords: domestic canines, real time PCR, TagMan probe, Leptospira sp, leptospirosis,

urine

INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad
zoonética de gran impacto en la salud publi-
ca. Es causada por bacterias del género
Leptospira, que afectan al hombre y a casi
todas las especies de mamiferos, tanto sil-
vestres como domésticos, siendo los roedo-
res los principales reservorios. Existen mas
de 200 serovares (Acha y Szyfres, 2003;
WHO e ILS, 2003; Navarrete et al., 2006;
OMS, 2008; Adler y de la Pefia Moctezuma,
2010).

La leptospirosis es considerada una en-
fermedad endémica, epidémica vy
reemergente. Se reportan mas de 500,000
casos severos anuales con tasas de mortali-
dad entre el 10 y el 40% (Hartskeel et al.,
2001; Hartskeel, 2005; OMS, 2008). En el
Per0, a partir de 2011 se ha observado un
incremento de casos, especialmente en 2012
y 2013, con brotes en los departamentos de
Loreto y San Martin (Vargas, 2014). Sin em-
bargo, la carga real de la enfermedad esta
subestimada debido a la deficiente vigilancia
epidemioldgica, dificultad de diagndstico y baja
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sensibilidad de las pruebas diagnosticas con-
vencionales (McBride et al., 2005).

El hombre generalmente se infecta por
contacto directo con la orina de animales in-
fectados o indirectamente a través del suelo
y agua contaminada con esta orina (Levett,
2001; OMS, 2008). La leptospirosis ha sido
tradicionalmente catalogada como enferme-
dad ocupacional y de ambientes rurales, pero
esta emergiendo como un problema urbano
(Romero y Séanchez, 2009; Mendes et al.,
2011), donde el perro podria tener relevancia
epidemiolégica como reservorio, dada su es-
trecha relacion con el hombre (Blum et al.,
2013).

Se han desarrollado pruebas de labora-
torio mediante PCR para la deteccion de
leptospiras patégenas en el humano (Smythe
etal., 2002; Slack et al., 2007; Ahmed et al.,
2009; Rojas et al., 2010). En la fase aguda
de la enfermedad, las leptospiras estan pre-
sentes en grandes cantidades en varios flui-
dos corporales (sangre, liquido cefalorra-
quideo, orina), de alli que se puede obtener
buenos resultados en los ensayos de PCR
antes de iniciar la terapia antimicrobiana
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(Slack et al., 2007; Ahmed et al., 2009;
Villumsen et al., 2010).

Los protocolos de PCR en tiempo real
podrian facilitar la deteccion temprana de
leptospiras patdgenas en pacientes con sin-
tomas clinicos sugestivos de la enfermedad,
asi como en la identificacion de animales
portadores en muestras de orina. Esto seria
una ventaja frente a la prueba de aglutina-
cion microscépica (MAT), que es el “Gold
standard” en el diagndstico de esta enferme-
dad (Picardeau et al., 2001), dado que MAT
no es efectiva antes del sétimo dia de la en-
fermedad (Coleetal., 1973; Céspedes, 2005).

La prueba de MAT tiene, ademas, limi-
taciones en el diagndstico de la infeccién cro-
nica en animales, en el diagnostico de abor-
tos y en la identificacion de portadores rena-
les o genitales (OIE, 2014). Por otro lado, el
cultivo bacteriano es de crecimiento lento, no
menor de 13 semanas, siendo ineficaz para
un diagnostico rapido (Musso y La Scola,
2013).

Dentro de los métodos de PCR en tiem-
po real, en base a su fluorescencia, se en-
cuentran los que utilizan SYBR Green, pero
son menos especificos que aquellas que em-
plean sondas de hibridacion, tales como las
TagMan (Merien et al., 1992; Brown et al.,
1995; Espy et al., 2006). El objetivo del pre-
sente estudio fue implementar y estandari-
zar una técnica molecular que detecte la pre-
sencia de leptospiras patdgenas en orina de
canes domésticos a través de una técnica de
PCR en tiempo real con sondas TagMan.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio

El estudio se llevo a cabo en la Unidad
de Diagnostico Molecular del Laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (FMV-
UNMSM), Lima.
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Extraccion de ADN

Se optimizaron los protocolos de extrac-
cion de ADN bacteriano a partir de cultivos
de leptospiras en caldo modificado EMJH
(Difco™) y a partir de la orina de un perro
sano (negativo a leptospirosis a través de una
evaluacion clinica y seroldgica), infectada in
vitro con cepas patogenas de Leptospira sp.

Cultivos en medio EMJH

Para la extraccion de ADN se utiliza-
ron cultivos vivos de los 25 serogrupos
patdgenos establecidos de Leptospira sp y
una cepa saprofita de Leptospira biflexa
serovar Semaranga (Cuadro 1). Estas cepas
fueron obtenidas de la Unidad de
Espiroquetas del Instituto Pasteur (Paris,
Francia). Los cultivos fueron utilizados a los
5-7 dias de crecimiento.

Se utiliz6 el kit comercial Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega), si-
guiendo el protocolo base, disefiado por el
fabricante para bacterias Gram negativas,
agregando la enzima lisozima y proteinasa K
en diferentes concentraciones (50 mg/ml y
10 mg/ml, respectivamente). Para la prepa-
racion de las muestras, previa a la ejecucion
del protocolo de extraccién, se utilizaron ve-
locidades de 3000 y 16 000 g a 20 y 25 min,
respectivamente. Los productos obtenidos
fueron almacenados a -20 °C hasta su utili-
zacion.

Orina infectada experimentalmente

Para la extraccion de ADN de la orina
se obtuvieron cinco muestras (una muestra
por mes) de un perro (Canis lupus familiaris)
sano, menor de un afio de edad, sin signos
clinicos compatibles con leptospirosis, nega-
tivo a la prueba de MAT vy sin crecimiento
bacteriano en el urocultivo. Se verifico la
negatividad a la prueba de MAT del donante
antes de la primera muestra y luego de la
dltima muestra, al quinto mes. La muestra
fue tomada en frasco estéril durante la mic-
ciony los urocultivos se hicieron en todas las
muestras de orina.
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Cuadro 1. Serovares de Leptospira utilizados para la estandarizacion de la técnica de PCR

en tiempo real

N.°©  Especie Serogrupo Serovar Cepa

1 L. interrogans Australis Bratislava Jez-bratislava
2 L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami A
3 L. borgpetersenii ~ Ballum Castellonis Castellon 3
4 L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienen
5 L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht IV
6 L. weilii Celledoni ND! 2011/01963
7 L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522 ¢

8 L. interrogans Djasiman Djasiman Djasiman

9 L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moska V

10 L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
11 L. fainei Hurstbridge Hurstbridge BUT6

12 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae Verdun

13 L. licerasiae Iquitos Varillal VAR10

14 L. borgpetersenii  Javanica Javanica Poi

15 L. noguchii Louisiana Louisiana LUC1945
16 L. interrogans Manhao Lincang L14

17 L. santarosai Mini Georgia LT117

18 L. noguchii Panama Panama Cz 214K

19 L. interrogans Pomona Pomona Pomona

20 L. interrogans Pyrogenes pyrogenes Salinem

21 L. meyeri Ranarum Ranarum ICF

22 L. weilii Sarmin Sarmin Sarmin

23 L. interrogans Sejroe Hardjobovis Sponselee
24  L.santarosai Shermani Shermani 1342 K

25 L. borgpetersenii  Tarassovi Tarassovi Perepelitsin
26 L. biflexa Semaranga Patoc Patoc 1

! No determinado

La infeccion in vitro de la orina se rea-
liz6 agregando 100 pl de cultivo puro conte-
niendo 102 leptospiras patdgenas de la espe-
cie L. borgpetersenii, serogrupo Ballum,
concentracion en orina que ha sido reportada
por otros autores en 900 ul de orina (Adler y
de la Pefia Moctezuma, 2010). Para obtener
esa cantidad de leptospiras se utilizé la
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equivalencia entre nimero de estas y la den-
sidad dptica, tomando como referencia que
una concentracion de 7 x 108 leptospiras/ml
de EMJH es equivalente a una densidad 6p-
tica de 0.2-0.35 a 420 nm de longitud de onda
(Louvel y Picardeau, 2007; Instituto Nacio-
nal de Salud, Peru, datos no publicados). El
ADN de la orina infectada fue extraido utili-
zando el protocolo previamente optimizado.
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Cuadro 2. Bacterias utilizadas en la
estandarizacion de la PCR en tiempo real
con sondas TagMan

Especie Cadigo
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis  ATCC 29212
Pseudomonas ATCC 27853
aureginosa

Escherichia coli ATCC 25922
Pasteurella multocida  NE 49

Otros géneros bacterianos

La especificidad de la técnica de PCR
en la deteccion de Leptospira spp fue eva-
luada utilizando otros géneros bacterianos. Se
cultivaron cepas patron de los géneros
Staphylococcus, Pseudomonas, Entero-
coccus, Pasteurella y Escherichia (Cuadro
2). La extraccion de ADN se realizo de acuer-
do a las especificaciones del kit comercial
Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega).

El producto de ADN extraido fue
visualizado en un gel de agarosa al 1% tefiido
con SYBR Safe (Invitrogen) por electroforesis
a 90V durante 60 min y visualizado en un
transiluminador Ultra Lum. Para la corrida
electroforética se utilizé un marcador de peso
molecular de 50-3000 pb (GeneON, Alema-
nia).

Estandarizacion de la PCR en Tiempo
Real

Cebadores y sondas TagMan

Se utilizaron los cebadores Lepto R y
Lepto F, especificos para Leptospira spp y
las sondas TagMan Lepto probe, capaces de
diferenciar entre especies patdgenas y no
patégenas (Smythe et al., 2002).
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Los cebadores Lepto F (5"
CCCGCGTCCGATTAG 3"y LeptoR (58
TCCATTGTGGCCGRA~CACAC3') se en-
cuentran entre las posiciones 171 y 258 del
gen rrs (codifica la sintesis del fragmento 16S
del ARNr) y amplifican productos de 87 pb.

La sonda especifica [5'2° (FAM)
CTCACCAAGGCGACGATCGGTAGC?*
3 ‘(TAMRA)] esta disefiada para hibridar una
porcion del segmento del gen rrs, generado
por los cebadores Lepto Fy Lepto R, solo en
las leptospiras patdgenas.

Condiciones de la PCR

Durante la estandarizacion, se utilizo
ADN extraido de los 25 serogrupos patdgenos
como controles positivos, en diluciones de 107
a 10° con agua ultrapura, para determinar el
grado de precision de la prueba. La especie
saprofita L. biflexa, los otros géneros
bacterianos y el mix sin ADN fueron utiliza-
dos como controles negativos.

Para preparar el mix de PCR se utilizo
el GoTag® Probe gPCR Master Mix
(Promega) a una concentracion final de 1X,
gue incluye una polimerasa «hot start», junto
con los cebadores Lepto F y Lepto R en con-
centraciones finales de 0.03 uM vy la sonda
Lepto probe a una concentracion de 0.02 uM,
agua ultrapura y ADN molde que represento
el 10% del volumen total (2 pl). El volumen
de reaccion fue de 20 pl.

Se evaluaron 3 protocolos de 40, 35y
30 ciclos, con una desnaturalizacion inicial a
95 °C durante 5 min, consistiendo cada ciclo
de una desnaturalizacion a 95 °C por 15 sy
un alineamiento/extension a 60 °C por 1 min.
La reaccion se llevo a cabo en el sistema a
tiempo real que incluye el termociclador PTC
200 (MJ Research) y el equipo Chromo-4™
(BIORAD) como lector de emisién de fluo-
rescencia.
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Analisis de los Resultados

Se analizaron los valores de Ct (ciclo
de amplificacion) obtenidos mediante el soft-
ware Opticon Monitor 2 v. 2.0.3. La eficien-
cia de la amplificacion promedio (E) fue de-
terminada a partir de la pendiente obtenida
de las concentraciones producidas por tripli-
cado para el experimento utilizando la ecua-
cién E= (10—1/pendiente)_1_

REsuLTADOS Y Discusion

Diversos ensayos de PCR en tiempo
real han sido descritos para el diagnostico de
leptospirosis (Levett et al., 2005; Merien et
al., 2005; Palaniappan et al., 2005; Roczek
et al., 2008; Stoddard et al., 2009; Rojas et
al., 2010), pero pocos han sido validados para
su uso diagndstico en muestras de animales
(Smythe et al., 2002; Slack et al., 2007,
Ahmed et al., 2009).

La sedimentacion de leptospiras para la
extraccion de ADN es un punto critico en la
optimizacion del protocolo de extraccion. Por
ello, se probaron protocolos de extraccion con
diferentes velocidades de sedimentacion
(3000 g por 20 min hasta 16 000 g por 25
min), encontrandose mejores resultados con
la mayor velocidad y tiempo de
centrifugacion. Esto ya ha sido descrito por
otros autores que mencionan que la extrac-
cion de ADN leptospiral es relativamente di-
ficil debido a que las leptospiras no sedimen-
tan facilmente (Faine et al., 1999; Picardeau
et al., 2001; Serrano, 2012).

Uno de los pasos claves en el éxito en
la extraccién de ADN es la ruptura de la
membrana de la bacteria y su proteccion del
dafio de los cristales que puedan estar pre-
sentes en la orina (Fonseca et al., 2005). Por
ello, se optimizé el protocolo de extraccion
utilizando las enzimas proteoliticas lisozimay
proteinasa K, asociado a un tratamiento con
calor a 37 y 55 °C, respectivamente
(Verkooyen et al., 1996). Se encontré que la
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Cuadro 3. Valores de ciclo de
amplificacion (Ct) de los productos
obtenidos de 25 cepas patégenas de
referencia, una cepa sapréfita y otros
géneros bacterianos

Leptosipra Ct +/-
L. interrogans Canicola 12.53 +
L. interrogans Australis 1259 +
L. interrogans Pomona 13.05 +
L. kischneri Grippotyphosa 13.20 +
L. interrogans Autumnalis 13.21 +
L. interrogans Pyrogenes  13.21 +
L. interrogans Hebdomadis 13.23 +
L. licerasiae lquitos 13.25 +
L. weilii Celledoni 1352 +
L. kirschneri Cynopteri 1399 +
L. interrogans 14.08 +
Icterohaemorrhagiae
L. santarosai Shermani 14.08 +
L. interrogans Bataviae 14.09 +
L. borgpetersenii Ballum 14.09 +
L. noguchii Louisiana 1425 +
L. weilii Sarmin 1442 +
L. santarosai Mini 1463 +
L. borgpetersenii Tarassovi 14.65 +
L. fainei Hurstbridge 1472 +
L. interrogans Sejroe 16.41 +
L. interrogans Djasiman 16.73 +
L. meyeri Ranarum 17.29 +
L. borgpetersenii Javanica 17.98 +
L. interrogans Manhao 18.17 +
L. noguchii Panama 18.21 +
L. biflexa Semaranga NCt -
Pseudomonas aureginosa NCt -
Pasteurella multocida NCt -
Staphylococcus aureus NCt -
Enterococcus faecalis NCt -
Escherichia coli NCt -

extraccion del ADN mejord al utilizar lisozima
en concentracion de 50 mg/ml.

A pesar que Leptospira sp es una bac-
teria Gram negativa, se requiere adicionar
enzimas proteoliticas para la destruccion de
la membrana y la liberacion del ADN. Esto
podria ser debido a la estructura de la mem-
brana de la bacteria. Al igual que en las Gram
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Figura 1. Valores del ciclo de amplificacion (Ct) de las 25 cepas patdgenas de Leptospira sp.
Los controles positivos presentan valores de Ct entre 18.21 y 12.53, a diferencia del
resto de controles negativos que no superan el umbral

positivas, la membrana citoplasmatica inter-
na de las espiroquetas esta estrechamente
asociada con la pared celular de
peptidoglicano (Haake y Matsunaga, 2009).

En el proceso de estandarizacion de la
PCR, los valores del ciclo de amplificacion
(Ct) fueron desde 12.53 hasta 18.21 para los
25 serovares patogenos de Leptospira, mos-
trando una marcada diferencia con la cepa
saprofita L. biflexa y con los controles nega-
tivos y otros géneros bacterianos que no ge-
neraron amplificados que excedieran el um-
bral, con el protocolo de 35 ciclos (Cuadro 3,
Fig. 1); demostrandose de esta manera la
especificidad de la prueba para detectar solo
leptospiras patdgenas. Por otro lado, los va-
lores de Ct obtenidos fueron diferentes a los
obtenidos por Smythe et al. (2002) utilizando
los mismos cebadores y sonda, los cuales
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obtuvieron valores de Ct entre 18.20 y 23.40
en 40 ciclos a partir de muestras de sangre
de pacientes humanos (Smythe et al., 2002).
Estas variaciones pueden deberse a las dife-
rentes concentraciones de ADN presentes
en las muestras, asi como a la naturaleza de
las mismas. Otros aspectos a considerar son
el uso de diferentes kits de extraccion y las
marcas Yy caracteristicas de los equipos, asi
como diversos protocolos que pueden produ-
cir resultados variables.

Las diluciones del estandar de los culti-
vos de leptospira (107 — 10°) fueron detecta-
das con unos valores de Ct desde 16.49, para
la dilucion de 107, hasta 29.98 que corres-
ponde a una dilucion de 10? leptospiras. Este
intervalo de 107 a 10? describi6 una curva de
calibracion con una eficiencia de 1.13 y un
coeficiente de correlacion (R?) de 0.993 que
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Figura2. Valores del ciclo de amplificacion (Ct) de las diluciones de la orinas infectadas con
una cepa patogena de Leptospira (serogrupo Ballum). Se observan las diluciones de
107 hasta 102, siendo 102 el limite de deteccion

es lo 6ptimo para esta prueba (Wang et al.,
2012). Las diluciones de 10* y 10° con Ct de
34.05y 34.40, respectivamente, tuvieron una
curva muy débil, por lo que se considerd que
mediante el protocolo implementado se cuan-
tifica la concentracion de leptospiras hasta
un orden minimo de 102. Por esta razon, el
protocolo de PCR se optimiz6 en 35 ciclos
(Cuadro 4).

De la misma manera, el ADN leptospiral
en las muestras de orina detectado hasta en
una dilucion de 10? leptospiras con un valor
de Ct de 29.87 se encuentra en el rango del
estandar (Fig. 2). Las diluciones de 10y 10°
no generaron productos especificos. El pre-
sente protocolo logré detectar ADN de
Leptospira sp patdgena a partir de una
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concentracion de 10? leptospiras/ml, el cual
se determiné como el minimo nivel de detec-
cion de la prueba.

CONCLUSIONES

e La presente técnica de PCR en tiempo
real con sondas TagMan permite detec-
tar cepas patdgenas del género
Leptospira en orina de canes domésti-
cos, permitiendo detectar hasta 102
leptospiras/ml.

e La velocidad y el tiempo de
centrifugacion son factores importantes
para el éxito en la extraccion de ADN
de Leptospira spp.
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Cuadro 4. Valores de ciclo de
amplificacion (Ct) de los productos
obtenidos en PCR tiempo real de las
diluciones decrecientes de una cepa
patbgena de Leptospira (serogrupo
Autumnalis) y otras especies de bacterias

Diluciones de ADN de L.

interrogans  Autumnalis y Ct
ADN de controles negativos
10’ 16.49
10° 20.34
10° 2321
10* 26.26
10° 28.62
10° 29.97
10 3255
10° 34.05
L. biflexa Semaranga 34.03
Staphylococcus aureus 34.09
Enterococcus faecalis 3411
Pseudomonas aureginosa 34.13
Pasteurella multocida 34.37
Escherichia coli 34.40
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