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Evaluacion de métodos de extraccion de ADN gendmico para la
identificacion de Leptospira spp en muestras de orina bovina
mediante por PCR

Evaluation of genomic DNA extraction methods for the identification of
Leptospira spp. in bovine urine samples by PCR

Alexandra Revelo R.'*¢, Euclides De La Torre M.2, Galo Martinez C.5,
Maria Baquero C.!, Yveth Casart Q.>*

RESUMEN

El presente estudio tuvo la finalidad de seleccionar un protocolo de extraccion de
ADN de Leptospira spp a partir de muestras de orina para el diagnostico de leptospirosis
bovina mediante PCR. Se utilizaron tres métodos de extraccion de ADN: Etanol-Hidroxido
de Sodio (EtNa), resina quelante Chelex® 100 y el estuche de extraccion comercial
PureLink® Genomic DNA Mini Kit. EIADN extraido sirvio para la estandarizacion de tres
protocolos de PCR para la identificacion de los genes 7/, hap 1 y rrs, respectivamente en
el laboratorio de AGROCALIDAD, Ecuador. Se colectaron 72 muestras de orina bovina
procedentes de ganaderias de la provincia de Manabi, Ecuador. Se obtuvieron 10 mues-
tras positivas mediante la amplificacion del gen rr/, el cual identifica al género Leptospira.
De las muestras positivas a género, ocho amplificaron para el gen hap1, el cual codifica
para la principal proteina de membrana externa de especies patogenas. Se evalud la
concordancia entre los métodos de extraccion de ADN con Chelex-100, y el estuche de
extraccion comercial PureLink® Genomic DNA Mini Kit, determinandose una concor-
dancia de 0.74 mediante el indice Kappa.

Palabras clave: leptospirosis, zoonosis, diagnostico, extraccion de ADN, Chelex, PCR

! Facultad de Medicina y Zootecnia, Universidad Central del Ecuador, Quito, Ecuador

2 Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario AGROCALIDAD, Tumbaco, Ecuador

? Proyecto Prometeo, SENESCYT, Ecuador

* Facultad de Medicina, Universidad Central de Venezuela, Caracas, Venezuela

3 Carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Univer-
sidad de Guayaquil, Ecuador

¢ E-mail: paolarevelo494@gmail.com

Recibido: 30 de noviembre de 2018
Aceptado para publicacion: 21 de febrero de 2020
Publicado; 22 de junio de 2020



A.Revelo etal.

The purpose of this study was to select for the extraction of DNA from Lepfospira
spp from urine samples for the diagnosis of bovine leptospirosis by PCR. Three methods
of DNA extraction methods were used: Ethanol-Sodium Hydroxide (EtNa), Chelex® 100
chelating resin and the PureLink® Genomic DNA Mini Kit commercial extraction case.
The extracted DNA served for the standardization of three PCR protocols for the
identification of the 77/, hap I and rrs genes, respectively, in the AGROCALIDAD, Ecua-
dor laboratory. A total of 72 bovine urine samples were collected from livestock farms in
the province of Manabi, Ecuador. Ten positive samples were obtained by amplifying the
rrl gene, which identifies the genus Leptospira. Of the genus-positive samples, eight
amplified for the hap I gene, which codes for the main outer membrane protein of pathogenic
species. The agreement between the DNA extraction methods was evaluated with Chelex-
100, and the PureLink® Genomic DNA Mini Kit, determining a agreement of 0.74 using

the Kappa index.
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INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad
zoonotica de distribucion mundial (Pacheco,
2015), siendo Leptospira spp el agente cau-
sal de esta patologia, principalmente en re-
giones tropicales (Picardeau et al., 2014),
donde la temperatura y la humedad ambien-
tal son adecuadas para su supervivencia
(Céspedes, 2005). Los miembros de esta fa-
milia son bacterias helicoidales, de gran
motilidad debido a la presencia de un motor
flagelar en cada extremo (Cameron, 2015),
caracteristica que permite identificarlas con
un microscopio de campo oscuro (Raddi et
al.,2012).

El género Leptospira presenta 35 es-
pecies (Thibeaux et al., 2018), las cuales a
su vez se dividen en tres clados evolutivos:
patogenos (13 especies), saprofitos (11 es-
pecies) y de patogenicidad intermedia (11
especies) (Levett y Smythe, 2008; Guglielmini
et al., 2019).). Ademas, mediante la clasifi-
cacion serologica se han definido a los
serovares como la unidad taxonémica, ya que
tienen una estructura antigénica caracteristi-
ca (Zarate et al., 2012), habiéndose identifi-

cado en la actualidad mas de 300 serovares
patogenos, divididos en 24 serogrupos
(Cerqueiray Picardeau, 2009). Los serovares
con antigenos en comun pertenecen al mis-
mo serogrupo (Quinn et al., 2011; Guglielmini
etal.,2019). Los serovares con antigenos en
comun pertenecen al mismo serogrupo (Quinn
et al., 2011). El serovar mejor adaptado en
bovinos es Hardjo. Asi mismo, se ha demos-
trado que Leptospira interrogans serovar
Pomona y serovar Icterohaemorrhagiae
son causales frecuentes de infeccion en bo-
vinos (Molina et al., 2011).

Los hospederos incidentales, en donde
estan incluidos mamiferos domésticos, de pro-
duccion y el hombre (Moreno, 2012), desa-
rrollan la forma severa de la enfermedad, pero
no actiian como transmisores eficientes de
Leptospira spp a otros animales (Quinn et
al.,2011). En el bovino, la transmision de esta
bacteria se produce a través de membranas
mucosas, conjuntiva o por lesiones en la piel
(Baquero et al., 2010). Los rumiantes tienen
gran importancia en la diseminacion de la
enfermedad, ya que la orina alcalina permite
mayor viabilidad de estas bacterias en com-
paracion con una orina acida (Moreno, 2012).
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La leptospirosis bovina tiene un alto im-
pacto econdmico en la actividad pecuaria,
debido a la ocurrencia de abortos (Canton et
al.,2014), reabsorciones fetales, infertilidad,
nacimiento de animales débiles y disminucion
de la produccion lactea (Ellis, 2015; Dereje
et al.,2018). Ademas, su diagnostico es im-
prescindible para diferenciar esta patologia
de otras enfermedades reproductivas que
afectan al hato (Rodriguez y Ramirez, 2011),
tales como brucelosis, campylobacteriosis,
neosporosis, diarrea viral bovina y
rinotraqueitis infecciosa bovina (Zarate et al.,
2015).

El diagnéstico de leptospirosis se basa
principalmente en la identificacion del agente
mediante métodos microbiologicos,
moleculares como la Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR) y serologicos como la
técnica de Aglutinacion Microscopica (MAT)
(OIE, 2014). El diagnostico por PCR es am-
pliamente utilizado (Picardeau et al., 2014)
pues permite un diagnostico precoz, con re-
sultados reproducibles y de facil interpreta-
cion (Moreno y Agudelo, 2010). La extrac-
cion de ADN de las leptospiras se puede ha-
cer a partir de muestras clinicas de diferente
tipo (Martin et al., 2015); consecuentemen-
te, se debe considerar la eleccion del proto-
colo apropiado que permita la obtencion de
material genético de calidad; asimismo, la
seleccion de iniciadores dependera la sensi-
bilidad y especificidad de la técnica (OMS,
2008; Alegre et al., 2013). En este estudio se
evaluaron tres protocolos de extraccion de
ADN gendmico con el objetivo de determi-
nar el método adecuado para detectar la pre-
sencia de Leptospira spp mediante PCR en
muestras de orina bovina.

MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se realizo, primeramen-
te, la estandarizacion de los métodos de ex-
traccion de ADN en muestras de orina bovi-
na e inoculadas experimentalmente con los
serovares de Leptospira Hardjo, Ictero-
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haemorrhagiae y Wolffi. Posteriormente se
trabajo con muestras de orina recolectadas
en campo para comprobar la efectividad de
los protocolos. Las muestras de orina fueron
conservadas a 4 °C y diluidas en PBS 1X a
fin de neutralizar la orina, centrifugaron para
obtener el sedimento con las bacterias,
procesandose en un tiempo maximo de 72
horas, seglin lo indican varias investigacio-
nes (Lucchesi et al., 2004; Harkin et al., 2005;
Rossetti y Boggia, 2014).

Protocolos de Extraccion de ADN
Genoémico

El trabajo de laboratorio se realiz6 en
los laboratorios de Diagndstico Animal y Bio-
logia Molecular de la Agencia de Regulacion
y Control Fito y Zoosanitario (AGROCA-
LIDAD), ubicados en la provincia de Pichin-
cha, ciudad de Quito, Ecuador.

Cultivo de Leptospira spp

Se trabajo con cultivos de Leptospira
spp del laboratorio arriba indicado, los cuales
fueron mantenidos en el medio EMJH
(Ellinghausen—McCullough—Johnson—Harris)
a 29 °C, y repicados cada semana a fin de
disponer de cultivos aptos para ser inocula-
dos en las muestras de orina.

Inoculacion en muestras de orina

Se trabajo con cuatro muestras de ori-
na bovina (9 ml). Dos fueron colectadas en
el Centro Experimental Uyumbicho de la
Universidad Central del Ecuador, (parroquia
de Uyumbicho, provincia de Pichincha) y las
otras se colectaron en la ciudad de Tulcan,
provincia del Carchi. Las muestras fueron
diluidas a partes iguales en PBS, pH 7.4 y
depositadas en tubos Falcon®. Primeramen-
te se realizo la extraccion de una muestra de
orina sin inoculo bacteriano para verificar su
negatividad a Leptospira spp mediante PCR.
Luego, las muestras fueron inoculadas con 1
ml de cultivo de los tres serovares (10® bac-
terias/ml), debido a que los portadores rena-
les cronicos pueden llegar a excretar esa
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concentracion de espiroquetas (Adler y de la
Pefia Moctezuma, 2010). La muestra inocu-
lada se mantuvo en refrigeracion hasta el
momento de la extraccion. Ademas, se pre-
par6 un control negativo, unicamente con ori-
na diluida en PBS 1X.

Extraccion de ADN Genomico

Se estandarizaron tres métodos de ex-
tracciéon de ADN gendmico de Leptospira
spp a partir de orina bovina: Etanol-Hidroxi-
do de Sodio (EtNa) (segin Vingataramin y
Frost, 2015), resina quelante Chelex® 100
(Bio-Rad, USA) (segun el protocolo de Noda
y Rodriguez, 2014) y el estuche de extrac-
cion comercial PureLink® Genomic DNA
Mini Kit (Invitrogen, USA).

- Etanol-Hidroxido de Sodio (EtNa): Se
sigui6 el protocolo de Vingataramin y Frost
(2015). Se centrifugaron los tubos Falcon®
a 4100 x g por 20 min, se removio el
sobrenadante, excepto 1 ml, y se
resuspendiod el pellet en el volumen res-
tante. Se transfirié a un tubo Eppendorf'y
se centrifugd a 13 000 x g por 5 min. Se
removid cuidadosamente el sobrenadante
y se resuspendio el pellet en 1 ml de PBS
1X pH=7.4 estéril. Luego se centrifugd a
13 000 x g durante 5 min, se elimin6 el
sobrena-dante, se resuspendié el pellet en
100 pl de PBS 1X, se afiadio 455 pl dela
solucion de extraccion de ADN EtNa, se
mezclo brevemente y se llevo a 80 °C por
10 min en termobloque. Se centrifugd a
16.060 x g por 10 min, se removi6 el
sobrenadante y finalmente se resuspen-dio
el pellet en 100 pul de la solucion de
resuspension de ADN.

- Extraccion de ADN Genomico utilizan-
do Chelex®: Se prepard una solucion de
Chelex® (Bio-Rad, USA) al 5% en bu-
ffer TE (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA;
pH 8.0), y se sigui6 el protocolo basado en
la publicacion de Noda y Rodriguez
(2014).

- Extraccion de ADN Genomico utilizando
el Estuche de Extraccion Comercial Pure-
Link® Genomic DNA Mini Kit: Se siguie-
ron las especificaciones del fabricante.

Protocolos de PCR

Se utilizaron 5 pl del ADN gendmico ex-
traido como molde para los tres protocolos
de PCR, tanto para las muestras inoculadas
experimentalmente como para las muestras
colectadas en campo. Se emplearon tres pa-
res de cebadores reportados por Ledn et al.
(2006), permitiendo identificar: a) género
Leptospira (rrl Forward 5‘GACCCGA-
AGCCTGTCGAG3*/ rri Reverse 5° GCCAT-
GCTTAGTCCCGATTAC3) con un produc-
to de 482 pb, b) patogenicidad, amplificando
un producto de 262 pb (hapl Forward
5‘GCAAGCATTACCGCTTGTGG3*/ hapl
Reverse 5‘TGTTGG-GGAAATCATAC-
GAAC3*) y c) especie saprofita, con un
amplicon de 240 pb (rrs Forward
5‘'AGAAATTTGTGCTAATACCGAATGT3¢/
rrs Reverse 5‘GGCGTCGCTGCTTCA-
GGCTTTCG3"). Se incluyo un control nega-
tivo (agua DEPC) y un control positivo (mues-
tra de orina negativa confirmada por PCR e
inoculada con Leptospira borgpetersenii
serovar Hardjo.

La mezcla maestra se prepard con las
siguientes condiciones: 0.2 uM de cada
cebador, 1.5 mM MgCl, (Invitrogen), 1X
PCR Buffer (Invitrogen), 0.2 mM dNTPs
(Promega) y 1 U de Tag polimerasa
recombinante (Invitrogen) en un volumen fi-
nal de 20 pl. El perfil térmico para cada par
de cebadores se realizo seglin estudios preli-
minares (Herndndez-Rodriguez et al.,2011),
de acuerdo al siguiente detalle:

- rrl: Incubaciéon a 95 ° C durante 5 min,
seguido de 39 ciclos de amplificacion a
94 ° C durante 30 s, 57 °C durante 1 min y
72 °C durante 2 min y una extension final
durante 5 min a 72 °C.

- hapl: Incubacion a 94 °C durante 5 min,
seguido de 44 ciclos de amplificacion a
94 °C durante 15 s, 56 °C durante 35 sy
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72 °C durante 40 s y una extension final
durante 5 min a 72 °C.

- rrs: Incubacion a 98 °C durante 2 min, se-
guido de 44 ciclos de amplificacion a
98 °C durante 15 s, 63 °C durante 30 sy
72 °C durante 30 s y una extension final
durante 10 min a 72 °C.

La electroforesis del producto amplifi-
cado en la PCR se realizé en un gel de
agarosa al 1.5% tefiido con SYBR Safe™
(1 pl por cada 10 ml de buffer) por aproxi-
madamente 40 minutos a 100 V.

Limite de deteccion

Se determino el limite de deteccion ana-
litica en tres ensayos consecutivos. Se ino-
cularon muestras de orina con diluciones
seriadas en base 10 de un cultivo de
Leptospira spp de cinco dias de edad, par-
tiendo de una concentracion de 10°® hasta
obtener una dilucion de 10! células/ml de ori-
na. Para este fin se empled el cultivo de
Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo,
el cual fue seleccionado debido a su adapta-
cioén en bovinos y el protocolo para los inicia-
dores hap 1.

Presencia de Leptospira spp en Orina
Bovina

Actividades de campo

El trabajo de campo se llevo a cabo en
dos fincas con ganado Bos indicus con pre-
dominio de Gyr, con animales entre cuatro
meses y siete afios, machos y hembras. Los
animales se encontraban en un sistema de
crianza de tipo tradicional (extensivo), alimen-
tados con pasto Saboya (Panicum maximum)
y manipulados tnicamente para la adminis-
tracion de antiparasitarios y vacunas contra
carbunco sintomatico, edema maligno y
pasteurelosis. Las fincas estan localizadas en
los cantones de Chone y Pedernales, provin-
cia de Manabi, Ecuador.
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Se seleccionaron al azar 100 bovinos
clinicamente sanos para la recoleccion, pero
solo se emplearon 72 muestras debido a la
cantidad insuficiente de orina. Para la colec-
cion de la orina se hizo previamente un lava-
do de la zona vulvar y perianal con agua
jabonosa y se administré furosemida por via
intramuscular a una dosis de 1 mg/kg. Las
muestras se colectaron por miccion esponta-
nea en envases estériles de 100 ml de capa-
cidad. Se tomaron 7 ml orina para cada mé-
todo de extraccion en tubos Falcon. Se agre-
g6 7ml de PBS 1X, pH 7.4, para obtener una
dilucioén 1:1 en cada tubo. Las muestras neu-
tralizadas fueron refrigeradas y transporta-
das de inmediato a los laboratorios de
AGROCALIDAD, al igual que los remanen-
tes de orina para su respectivo desecho como
material infeccioso.

Analisis de Datos

La evaluacion de los métodos de extrac-
ci6n se realizdé mediante la determinacion del
indice Kappa y se calculd el porcentaje de
presencia de leptospirosis en los animales
muestreados.

RESULTADOS

Protocolos de Extraccion

La extraccion del ADN gendémico de las
estas muestras se realizd6 mediante los tres
métodos de extraccion en estudio. E1 ADN
genomico de Leptospira spp extraido fue
analizado mediante PCR utilizando los inicia-
dores hap 1, los cuales amplificaron un frag-
mento esperado de 262 pb. Estos iniciadores
amplifican para genes que codifican protei-
nas asociadas a la hemolisis y, consecuente-
mente, a patogenicidad. Se evidencio el frag-
mento esperado de 262 pb, excepto para el
serovar Wolffi, donde no se observo amplifi-
cacion. Por lo tanto, en el caso de Wolffi el
PCR se realizo utilizando los iniciadores gé-
nero especificos 77/, llegando a mostrarse el
fragmento esperado de 482 pb.
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Cuadro 1. Sensibilidad analitica de los tres métodos de extraccion de ADN de
muestras de orina inoculada con Leptospira spp. Resumen de tres

repeticiones

Método de Dilucion

extraccion 108 107 10° 10° 10* 10° 102 10!
EtNa + + +/- - - - - -
Purelink®

Genomic DNA + + + + +/- +/- +/-
Mini Kit

Chelex-100 + + + + + +/- +/-

(+): PCR positivo; (-); PCR negativo; (+/-) PCR variable

Los resultados para la determinacion del
limite de deteccion de ADN gendmico se
muestran en el Cuadro 1 y Figuras 1y 2.

Presencia de Leptospira spp en Orina
Bovina

Se analizaron 72 muestras de orina de
bovinos mediante los dos métodos de extrac-
cién de ADN con mejor sensibilidad analitica
en las pruebas experimentales (Purelink®
Genomic DNA Mini Kut y Chelex-100). De
estas muestras, 10 amplificaron para el gen
rrl, especifico de especie, 8 muestras am-
plificaron para el gen de patogenicidad Aap 1,
yninguna amplifico para el gen 77s (Cuadro 3).

A fin de evaluar el indice de concor-
dancia de los dos métodos de extraccion con
mejor limite de deteccion (PureLink®
Genomic DNA Mini Kit y Chelex-100) se utili-
zaron las 72 muestras de orina y luego se reali-
z6 la PCR con el par de cebadores de
patogenicidad hap 1. Con el método de extrac-
cion Chelex-100 se obtuvieron 8 muestras po-
sitivas, mientras que con el método PureLink®
Genomic DNA Mini Kit solo se detectaron 5
de los 8 positivos al gen hap 1 (Cuadro 4). El
valor obtenido del indice Kappa (K=0.74) fue
bueno, demostrando la concordancia que exis-

te mas alla del azar entre los métodos de ex-
traccion de ADN gendémico Purelink®
Genomic DNA Mini Kt y Chelex-100.

DiscusioN

El diagnostico definitivo de leptospirosis
requiere de la identificacion del agente
etiologico a través de pruebas de laboratorio
(Agudelo et al., 2006). La PCR es una técni-
ca diagnostica que permite la identificacion
rapida y oportuna de animales infectados a
través de muestras de sangre u orina (Levett,
2001), permitiendo identificar a aquellos ani-
males en fase de leptospiruria (Garcia et al.,
2013).

Los resultados obtenidos por PCR de-
ben ser interpretados apropiadamente. Ante
un resultado negativo se requiere considerar
factores tales como una conservacion inade-
cuada de la muestra, la excrecion intermiten-
te de Leptospira spp a través de la orina, la
eleccion de un método de extraccion inade-
cuado y la presencia de inhibidores de la PCR
(Martin et al., 2015). En ese sentido, esta
investigacion se enfoco en optimizar un pro-
tocolo de extraccion de ADN gendémico de
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Figura 1. Electroforesis del ensayo de sensibilidad analitica utilizando dos métodos de extrac-
cion de ADN en muestras de orina inoculadas con concentraciones de Leptospira
spp de 10" a 10%/ml: Purelink® Genomic DNA Mini Kit (K) vs Chelex-100 (Ch).
Carriles 1. 100 pb Ladder; 2. H,O (control negativo); 3. L. Hardjo (K) (Control positivo,
10%); 4. Orina (K), 5 a 11. Orina + L. Hardjo (107 hasta 10") (K); 12. L. Hardjo (Ch)
(Control positivo, 10%); 13. Orina (Ch); 14 a 20 Orina + L. Hardjo (107 hastal0') (Ch)

Figura 2. Electroforesis del ensayo de sensi-
bilidad analitica utilizando el método EtNa para
la extraccion de ADN en muestras de orina
inoculadas con concentraciones de
Leptospira spp de 10*a 10%/ml: Carriles 1. 100
pb Ladder; 2. H O (control negativo); 3. L.
Hardjo EtNa (Control positivo, 10%); 4. Orina,
5 a 8. Orina + L. Hardjo (107 hasta 10%)
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Leptospira spp a fin de obtener mejores re-
sultados en la técnica de PCR.

El método EtNa demostro ser ttil para
la extraccion de ADN a partir de muestras
de orina inoculadas con una alta concentra-
cion bacteriana, lo cual se evidenci6 luego de
la amplificacion de un fragmento esperado
de 262 pb que codifica para el gen LipL32.
Estos datos concuerdan con el trabajo de
Vingataramin y Frost (2015) con este méto-
do a partir de cultivos puros, suspension en
solucion salina de colonias, orina y liquido
cefalorraquideo de microorganismos gram
positivos, gram negativos y levaduras.

En las extracciones de ADN con los
otros dos métodos, Chelex-100® vy
Purelink®Genomic DNA Mini Kit, se eviden-
ci6 también un fragmento esperado de 262
pb que codifican para el gen LipL32 de
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Cuadro 2. Cuantificacion de ADN obtenido por los tres métodos de extraccion en
muestras de orina inoculada con Leptospira spp

Purelink® Genomic DNA Mini Kit

Dilucién 107 108
Promedio de 0.80 2.10
rendimiento
(ng/ul)
Calidad promedio 1.62 1.24
(260/280)

Chelex-100
Dilucién 107 108
Promedio de 10.80  13.90
rendimiento
(ng/pl)
Calidad promedio 1.32 1.39
(260/280)

EtNa
Dilucién 107 10°
Promedio de -19.80 -
rendimiento 17.40
(ng/pl)
Calidad promedio 0.40 0.42
(260/280)

10° 10* 10° 10? 10!
0.00 330 1.00 4.00 240

0.33 1388 149 136 1.12

10° 10* 10° 10? 10!
1420 750 870 7.80  9.60

1.35 1.29 1.19 1.13 1.26

10° 10* 10° 102 10!
3090 2140 2440 1790 14.90

043 046 042 035 037

Se consideraron satisfactorios los resultados de cuantificacién obtenidos por los métodos
Purelink® Genomic DNA Mini Kit y Chelex-100. Con esta base se decidié descartar a EtNa
como método de extraccién para las muestras de campo

Leptospira spp; sin embargo, el serovar Wolfii
no pudo ser amplificado en orina al usar es-
tos métodos de extraccion empleando los ini-
ciadores para la identificacion de patoge-
nicidad, no asi a partir de cultivo puro donde
los tres métodos de extraccion amplificaron
el producto esperado para el gen rrl. Esto
podria deberse a que la proteina LipL32 aso-
ciada a la hemdlisis no tiene genes ortdlogos
en las especies saprofitas, y inicamente ha
sido identificada en especies patdgenas de
Leptospira (Haake et al., 2000), ocurriendo

probablemente lo mismo en las especies de
patogenicidad incierta, como es el caso de L.
Wolffi (Ko et al., 2009).

El método de extraccion por EtNa, en
la cual se amplifico el fragmento esperado
de 262 pb, evidencid una baja sensibilidad,
observandose tan solo en las diluciones de
mayor concentracion (10% a 10° bacterias/ml).
Estos datos concuerdan parcialmente con los
resultados de Vingataramin y Frost (2015)
quienes observaron que EtNa fue un método
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Cuadro 3. Muestras de orina bovina
positivas a leptospirosis, empleando los
tres protocolos de PCR, de acuerdo con
los tres pares de cebadores

Muestra rrl hap 1 rrs
1 - - -
2 + + -
3-6 - - -
7 + + -
8-32 - - -
33 + - -
4-35 - - -
36 + + -
37 + - -
38-52 - - -
53 + + -
54-61 - - -
62 + + -
63 - - -
64 + + -
65 -70 - - -
71 + + -
72 + + -
Total (+) 10 8 0

(+): PCR positivo; (-); PCR negativo

eficiente al trabajar con concentraciones ele-
vadas (10°) y bajas (10°) de microorganismos
grampositivos, gramnegativos y levaduras. La
baja sensibilidad de este método podria de-
berse a que la presencia de inhibidores en la
orina como cristales, hemoglobina y de hor-
monas (Gaydos et al., 2004; Fonseca et al.,
2005) que pudieron haber interferido con la
PCR. Este inconveniente podria resolverse
con una etapa de purificacion de ADN en
columnas de silice (Vingataramin y Frost,
2015), aunque incrementaria el tiempo y el
costo de la prueba.
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El método Chelex-100 en buffer TE
demostro ser el método mas eficiente. Los
resultados del indice de concordancia Kappa
entre este método y PureLink® Genomic
DNA Mini Kit, fue bueno (K=0.74), demos-
trando la concordancia que existe entre es-
tos dos métodos mas alla del azar. Mediante
esta técnica de extraccion de ADN se obtu-
vo el mayor ntimero de resultados positivos a
partir de muestras clinicas (n=8). Céspedes
et al. (2008) concluyeron que este era el
método mas adecuado para la extraccion en
orina humana, logrando detectar Leptospira
hasta una concentracion de 10° bacterias/ml.
Asi mismo, Villumsen et al. (2012) y Noda
& Rodriguez (2014) obtuvieron excelentes
resultados con Chelex-100 al trabajar sobre
sangre y orina humana. Ademas, la eficien-
cia de este protocolo en comparacion con el
kit comercial podria deberse a que en los pro-
cesos de purificacion en columnas de silica
se perderia cierta cantidad de ADN (Noda y
Rodriguez, 2014).

El gen hap 1 se amplifico en 8 de 72
muestras clinicas, detectando asi, la presen-
cia de leptospiras patogenas (Evangelista y
Coburn, 2010). Debido a esto, fue necesario
utilizar también cebadores para identificar
especies de patogenicidad incierta y
saprofiticas, las cuales también podrian estar
presentes en muestras de orina, y descartar
la existencia de falsos negativos a causa de
los métodos de extraccion empleados.

CONCLUSIONES

e  El protocolo Chelex-100 fue el que pre-
sentd mejores resultados para la extrac-
cion de ADN gendmico de Leptospira
spp a partir de muestras de orina bovina
inoculada experimentalmente, en cuan-
to a calidad de ADN extraido y sensibi-
lidad analitica. Por lo tanto, fue conside-
rado el método de eleccidon para diag-
nostico de campo de leptospirosis bovi-
na mediante PCR
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Cuadro 4. Animales excretores de Leptospira spp. patégena identificados por los
métodos de extraccion PureLink® Genomic DNA Mini Kit y Chelex-100

Chelex - 100
> 3 Total
Positivos Negativos
PureLink® Genomic Positivos 5 0 5
DNA Mini Kit Negativos 3 64 67
Total 8 64 72

e El método de extraccion EtNa mostrd
resultados insatisfactorios para ser em-
pleado como método eficaz para la extrac-
cién de ADN gendmico Leptospira spp.

e La prueba Kappa determind una buena
concordancia (TM=0.74) entre los métodos
de extraccion Chelex-100 y el kit comer-
cial Purelink® Genomic DNA Mini Kit.
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