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RESUMEN

La leptospirosis es la zoonosis de mayor distribucién a nivel mundial. Esta enfermedad infecciosa de
impacto médico, también es relevante en salud animal, afectando a varias especies de importancia
pecuaria tales como bovinos, porcinos, ovinos, caprinos y equinos. En Uruguay constituye uno de los
principales problemas reproductivos en bovinos, estimandose alrededor de un 25% de abortos de
origen infeccioso como consecuencia de esta enfermedad, con impacto directo en la economia del
pais. Asimismo, puede conducir a nacimientos de terneros débiles, merma en la produccion lechera y
muerte en animales jovenes. Ademas de la evaluacién sintomatolégica, la leptospirosis es
principalmente diagnosticada a través métodos serologicos, siendo el MAT la técnica de referencia,
en la cual se cuantifican anticuerpos anti-leptospiras en suero de animales sospechosos de
enfermedad. Este método presenta varias desventajas en cuanto a sensibilidad y especificidad, no
permitiendo diferenciar entre anticuerpos naturales y aquellos provenientes de vacunacién, ni asignar
el serovar infectivo. En aislamientos de Leptospira spp. para la determinacién de serovar también se
emplea un método serolégico como referencia, el CAAT, que debido a su laboriosidad y elevado
costo son muy pocos los laboratorios que lo realizan. En Uruguay, la base del diagnéstico de la
leptospirosis animal es serologica, por lo que teniendo en cuenta este escenario, el desarrollo de
estrategias de biologia molecular que complementen las estrategias de diagnostico asi como la
aplicacién de metodologias de tipificacion que permitan la caracterizacion de aislamientos a partir de
muestras bioldgicas se reconocen como necesarios para avanzar en el entendimiento epidemiol6gico
de esta zoonosis. Con este propdsito en este trabajo de Maestria se buscd desarrollar métodos
moleculares que complementen los métodos serolégicos disponibles en el pais. Mediante el
desarrollo y aplicaciéon de diversas técnicas basadas en PCR para la deteccion y tipificacion de
Leptospira, fue posible evidenciar la presencia del agente tanto en diferentes matrices biologicas de
bovinos infectados y de animales savajes que forman parte del ciclo de transmision de la bacteria, asi
como también caracterizar una coleccion de aislamientos autoctonos de Leptospira spp. Las
variantes caracterizadas correspondieron a las especies L. interrogans, L. borgpetersenii y L.
noguchii, que comprenden un total de 12 serovariedades diferentes. La implementaciéon de un
protocolo de PCR a tiempo real permitié6 aumentar la sensibilidad obtenida en PCR convencional,
pudiéndose detectar la presencia de Leptospira en tejidos provenientes de jabalies. La secuenciacion
de los genomas completos de los aislamientos autoctonos permitié confirmar las especies
previamente caracterizadas, observandose gran variabilidad genética entre las diferentes cepas,
incluso en aquellas pertenecientes a la misma serovariedad. El analisis del pangenoma permitié
diferenciar entre un grupo de genes claramente conservados en los diferentes aislados, relacionados a
funciones esenciales del metabolismo celular, y un subgrupo de genes tnicos asociados a serogrupos
e incluso a aislamientos especificos, donde priman genes codificantes para proteinas involucradas en
mecanismos de regulacion, quimiotaxis, sistemas de eflujo, y enzimas modificadoras de azicares.
Una exhaustiva exploracion de estos datos sera de suma importancia para el entendimiento de la
biologia de Leptospira.
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1.1 Leptospirosis

1.1.1 Generalidades

La leptospirosis es una enfermedad zoondtica ampliamente distribuida a nivel mundial. Causada por
bacterias patdgenas del género Leptospira (Bharti et al., 2003; Levett, 2001), afecta a casi todas las
especies de mamiferos, tanto domésticos como salvajes (Adler, 2015). Su incidencia es mayor en
paises tropicales y subtropicales debido a las condiciones de humedad y temperatura que favorecen
la sobrevida de la bacteria en el ambiente, propiciando asi la transmisién de la enfermedad (Bharti et

al., 2003; Levett, 2001).

La infeccién en humanos se produce a través del contacto directo o indirecto con la orina de
animales infectados (Levett, 2001), reportandose anualmente alrededor de 1.000.000 de casos nuevos
y 60.000 muertes en el mundo (Costa et al., 2015). La subestimacion de su morbilidad y mortalidad
han contribuido a que la leptospirosis se encuentre dentro del grupo de enfermedades desatendidas,
junto con otras enfermedades tropicales como la leishmaniasis visceral y el dengue severo, respecto a
las cuales la carga de morbilidad de la leptospirosis es mayor (Costa et al., 2015). Puede estar
asociada a exposiciones ocupacionales (trabajo con animales), recreacionales en general relativos a
deportes acuaticos, o bien mas comunmente a entornos urbanos con altas poblaciones de roedores
infectados transmisores. Ademas del fuerte impacto en salud publica, la leptospirosis presenta suma
relevancia en el area veterinaria, pues son afectados animales de interés pecuario como bovinos,
suinos, equinos y ovinos, induciendo pérdidas econdmicas (Adler, 2015). En Uruguay se ha
reportado que aproximadamente un 25-30% de los abortos bovinos por causas infecciosas son debido
a leptospirosis, estimaciones que fueron realizadas por histopatologia y serologia de las hembras que
abortan, volviéndose asi uno de los principales problemas reproductivos a nivel nacional (Easton,
2006). En la misma linea, las estimaciones de seroprevalencia han sido y continian siendo
particularmente elevadas en Uruguay: del 25-50% a nivel de animales individuales, y del 50-70% en

cuanto a la proporcién de predios afectados (Caffarena et al., 1971 ; Repiso et al., 2005).

La sintomatologia de la infeccién es muy variada pudiendo presentarse desde formas
subclinicas sin manifestaciones evidentes, hasta casos severos, dependiendo de muiltiples factores
tales como la especie infectada y su estado inmunitario, la carga bacteriana inicial y la especie de
Leptospira y serovariedad. Este dltimo factor resulta de gran interés, ya que se ha establecido cierta
asociacién entre determinadas serovariedades y hospederos, donde la infeccién es tipicamente

asintomatica o leve, derivando en la clasificacion de dos tipos de hospederos: i) hospederos de
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mantenimiento, y ii) hospederos accidentales (Levett, 2001). Los primeros se caracterizan por una

infeccion cronica, sin sintomatologia aparente, debido a que las cepas patégenas infectivas se
encuentran “adaptadas” al mismo; la bacteria coloniza el tibulo renal proximal, siendo
posteriormente excretada en la orina, contaminando suelo y agua; y constituyendo la principal fuente
de diseminacion de la enfermedad (Figura 1). Por otra parte, los hospederos accidentales, como el
humano, el perro, el hamster, entre otros, experimentan una enfermedad aguda, en la cual ademas de
la presencia de fiebre e ictericia, se evidencian complicaciones tales como insuficiencia renal y
hepatica, e incluso manifestaciones pulmonares hemorragicas (Adler & de la Pefia Moctezuma,
2010a), pudiendo culminar con la muerte del individuo. En humanos, la manifestacién mas grave de
la enfermedad es el sindrome de Weil, con tasas de mortalidad de hasta 50% (Levett, 2001). Sin
embargo, pese a que esta asociacion entre serovariedades y hospederos ha sido postulada, se
desconocen las bases moleculares de dicha especificidad (Adler & de la Pefia Moctezuma, 2010a), y

no se cuenta con estudios experimentales sistematicos que prueben su validez general.

Uveitis
A7
C A m Meningitis
7 o
Asymptomatic 7 Myocarditis
rodent carriers
Pulmonary
haemeorrhage
syndrome
Soil and water
— Hepatic

Wild animals /

Livestock and domestic animals

Figura 1. Ciclo de transmision de Leptospira. El ciclo de transmisiéon de Leptospira spp. incluye hospederos de
mantenimiento (sin sintomatologia, son la principal fuente de transmisién de la enfermedad), y hospederos accidentales
(como el humano, se infecta por contacto directo o indirecto con animales infectados). Las leptospiras penetran a través
de abrasiones en la piel o membranas mucosas, ingresan al torrente sanguineo y se diseminan en diferentes tejidos. En
hospederos accidentales, se desarrollan diversas sintomatologias tales como fiebre, disfuncién hepética, falla renal,

sindrome hemorragico pulmonar, miocarditis, uveitis y meningoencefalitis. Extraido de (Ko et al., 2009).
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El diagnéstico de la enfermedad se realiza principalmente por métodos serol6gicos, mediante
deteccion de anticuerpos anti-leptospiras en sangre, usando la prueba de aglutinacion microscopica,
MAT (Musso & Lascola, 2013; Picardeau, 2013). Esta técnica consiste en enfrentar el suero
proveniente del hospedero con sospecha de enfermedad a cultivos de leptospiras, y evaluar el grado
de aglutinacion mediante microscopia de campo oscuro; se considera reaccion positiva aquella que
muestre un 50% de aglutinacion, dejando 50% de células libres respecto al control sin aglutinar que
contiene Unicamente la bacteria (Faine et al., 1999). El MAT es considerada la prueba diagnoéstica de
referencia, aun cuando tiene una serie de desventajas: i) baja sensibilidad, sobre todo de manifiesto
en el caso de hospederos cronicamente infectados y los bajos titulos que tipicamente exhiben; ii)
imposibilidad de diferenciar anticuerpos provenientes de vacunacion de aquellos generados por
infeccién; iii) incapacidad de inferir el serovar infectivo, ya que las reacciones cruzadas a nivel de
serovar e incluso serogrupo son frecuentes, principalmente en las primeras semanas de infeccion
(Musso & Lascola, 2013; OIE, 2004). A su vez, no siempre hay correlacion entre el serogrupo
identificado por MAT y la identificacion luego de aislada la cepa (Picardeau, 2013). El MAT ademas
es una técnica laboriosa ya que requiere mantener las cepas de leptospiras de referencia en continuo
cultivo, y la interpretacién de los resultados de aglutinacion es cualitativa y muy dependiente de la

experiencia del operador.

En cuanto al tratamiento de la enfermedad, la terapia por excelencia es la utilizacién de
antibidticos, en particular los beta-lactamicos. El mas empleado dentro de este grupo es la penicilina,
aunque ampicilina y amoxicilina también se emplean, en casos menos severos. Se ha evaluado el
efecto de otros antibioticos, entre los que se destacan macrdlidos (azitromicina), tetraciclinas
(doxiciclina), cloranfenicol e incluso otros beta-lactamicos como las cefalosporinas. A pesar de ser la
penicilina una de las mas utilizadas, no hay evidencias de su superioridad frente a otros antibiéticos

(Charan et al., 2013).

Por ultimo, cabe mencionar que el control y prevencion de la enfermedad se lleva a cabo
mediante vacunacion, en particular en aplicaciones veterinarias. La investigacion en el area de
vacunas contra la leptospirosis ha experimentado grandes avances, y se han abordado distintos tipos
de formulaciones (Dellagostin et al., 2017): i) basadas en proteinas recombinantes, especialmente
proteinas de membrana externa (OmpL1, LigA, LigB), lipoproteinas (LipL32, LipL41) y factores de
virulencia (FlaA, FlaB); ii) basadas en el lipopolisacarido de superficie (LPS); iii) vacunas de ADN;
y iv) vacunas formuladas a partir de bacterias atenuadas o inactivadas (bacterinas). Estas ultimas son

las mas ampliamente utilizadas, especialmente en animales domésticos, y las unicas disponibles
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comercialmente, existiendo una gran variedad de formulaciones. Para humanos, actualmente so6lo
existen dos vacunas disponibles, vax-SPIRAL (Cuba) formulada con tres serovariedades de
Leptospira (Martinez et al., 2004), y Spirolept (Francia), que incluye inicamente una serovariedad;
ambas presentan un uso limitado y dirigido a poblaciones expuestas. Si bien demuestran ser eficaces,
las bacterinas no generan linfocitos de memoria por lo que la proteccion es muy limitada en el
tiempo, y se restringe a los serovares incluidos en la formulacién, sin proteccién cruzada contra
serovares heterdlogos (Dib et al., 2014; Suepaul et al., 2010). Es por ello que, al igual que para el
diagnostico por MAT, la formulacién de vacunas requiere del conocimiento de las serovariedades
circulantes en una region dada. En aplicaciones veterinarias, segin la OIE una vacuna debe
formularse para una especie en concreto (en la cual se prueba su eficacia), y con los serovares (o
incluso genotipos) que efectivamente infectan a dicha especie en un sitio geografico determinado

(OIE, 2004).

1.2 Leptospira: agente causal de la leptospirosis

1.2.1 Caracteristicas morfologicas y de crecimiento

Bacterias del género Leptospira fueron observadas por primera vez en 1907, cuando el
estadounidense Arthur Stimson evidencié mediante tincion con plata la presencia de espiroquetas en
los tibulos renales de pacientes cuya aparente causa de muerte habia sido fiebre amarilla. Debido a
su particular morfologia, en la cual se destacan sus extremos en forma de gancho semejantes a un
signo de interrogacion, Stimson decidi6 nombrarla como Spirochaeta interrogans (Levett, 2001). No
obstante, el primer aislamiento de Leptospira sp. se obtuvo afios mas tarde, en 1916, a partir de

sangre de pacientes diagnosticados con la enfermedad de Weil (Inada et al., 1916).

Los miembros del género Leptospira son bacterias pertenecientes al filo Spirochaetes, orden
Spirochaetales, familia Leptospiraceae y se clasifican en tres grandes grupos: patogenas, intermedias
y saprdfitas, siendo las primeras el agente etiologico de la leptospirosis (Ko et al., 2009). Poseen un
diametro de aproximadamente 0.1-0.3 pm, y una longitud de 6-20 pm, con uno o los dos extremos
curvados en forma de gancho (Adler & de la Pefia Moctezuma, 2010a; Levett, 2001) (Figura 2).
Debido a su pequefio didmetro y a la imposibilidad de utilizar métodos convencionales de
coloracion, su visualizacion inicamente es posible mediante microscopia de campo oscuro, contraste
de fase o preparaciones impregnadas con plata. A diferencia de las cepas de laboratorio mantenidas
en cultivo mediante sucesivos pasajes, las leptospiras patdgenas presentan una longitud menor en su

aislamiento inicial; sin embargo, luego de ser preservadas en condiciones de cultivo su longitud
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aumenta, al mismo tiempo que su movilidad disminuye. Asi, su morfologia varia de acuerdo a la
edad del cultivo, llegando a evidenciarse cuerpos esféricos en cultivos muy envejecidos (Adler,

2015) (Figura 2).

Figura 2. Morfologia de Leptospira. Microscopia
de campo oscuro para tres estadios de crecimiento
de un cultivo de Leptospira interrogans (panel
superior). (a) menor longitud, mayor movilidad;
(b) mayor longitud, movilidad intermedia; (c)
esférica.; (d) Fotomicrografia de Leptospira sp.
(mayor magnificaciéon). Se observan bien los
extremos en forma de gancho, y la estructura
espiralada del cuerpo celular. (a), (b) y (c)
extraidas de (Adler, 2015); (d) extraida de (Adler
& de la Pefia Moctezuma, 2010a).

La motilidad de estas bacterias se debe a la presencia de dos endoflagelos, uno en cada polo
de la célula, cuyos filamentos estan confinados en el espacio periplasmico. La rotacion de dichos
flagelos es responsable de los movimientos alrededor del eje central de la célula, y de traslacion. El
movimiento de traslacion o natacién, lo logran rotando los motores de sus dos flagelos en direcciones
opuestas (a favor y en contra de las agujas del reloj), situacién en la que un extremo estara en forma
de gancho y el otro en forma “espiralada”, resultando en un movimiento de traslacién en el sentido
del extremo espiralado. Cuando los dos motores flagelares rotan en el mismo sentido, los dos
extremos estaran en forma de gancho o espiralados, sin natacién efectiva (movimientos de “flexing”),
aunque con movimiento rotacional detectable (Adler, 2015; Tahara et al., 2018; Wolgemuth, 2015).
Leptospira presenta velocidades de natacion elevadas, aun en medios de gran viscosidad, lo que
incrementa su sobrevida en ambientes naturales, y facilita la invasion de tejidos en el organismo

hospedero (Goldstein & Charon, 1988; Takabe et al., 2013).

La envoltura celular de las leptospiras muestra una estructura de doble membrana, similar a la
de bacterias Gram-negativas. Entre la membrana interna y externa esta el periplasma, en el cual se
encuentra una pared de peptidoglicano (Bharti et al., 2003; Cullen et al., 2005; Picardeau, 2017).
Esta capa de peptidoglicano es la principal responsable, junto con proteinas del citoesqueleto, de la
forma espiralada de la bacteria (Slamti et al., 2011). En cuanto a la membrana externa, presenta
diferencias en composicién respecto a otras bacterias espiroquetas como Borrelia y Treponema, que
no expresan lipopolisacarido (LPS) y tienen baja proporcion de proteinas de membrana; en el caso de

Leptospira, la membrana externa esta sustancialmente decorada por LPS y contiene una gran
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variedad de proteinas y lipoproteinas (Figura 3), muchas de las cuales tienen sus respectivas
homologas en bacterias Gram-negativas (Haake, 2000; Haake & Matsunaga, 2010). A diferencia de
estas ultimas, el LPS de Leptospira presenta una toxicidad fuertemente reducida (Levett, 2001), y su

grosor varia entre especies patdgenas y saprofitas .
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Figura 3. Pared celular de Leptospira. Esquema extraido de (Ko et al., 2009).

Las leptospiras son bacterias aerobias o microaerofilicas, tanto oxidasa como catalasa
positivas, por lo que son capaces de metabolizar el oxigeno. Presentan temperaturas Optimas de
crecimiento de 28-30 °C, en un rango de pH de 7.2-7.6, y tiempos de duplicacion in vitro largos de
6-18 horas. Las especies patégenas muestran tiempos de duplicaciéon en rangos mas elevados
(tipicamente mas lentos que las saprofitas), y con una fase de retardo para la iniciacion del

crecimiento de dias e incluso semanas.

Los requerimientos nutricionales esenciales para su crecimiento son fuentes de carbono y
nitrégeno, asi como la presencia de ciertas vitaminas (tiamina, biotina) y otros suplementos. Los
acidos grasos de cadena larga son una fuente esencial de carbono, pero a la vez son téxicos, por lo
que se requiere de la adicion de detoxificantes al medio de cultivo tales como albtimina o polisorbato
(Tween), que aportan a los acidos grasos en una forma no téxica mediante distintos mecanismos. El
nitrogeno, también indispensable, es obtenido mediante el agregado de sales de amonio.
Actualmente, el medio mas empleado para el cultivo de Leptospira es el EMJH, con algunos aditivos
como BSA, piruvato y suero de conejo. Este ultimo puede ser agregado siempre y cuando provenga

de un conejo seronegativo y con complemento inactivado previamente (Adler, 2015).

Dado su crecimiento lento, es probable que el cultivo de leptospiras a partir de muestras

biologicas se pierda en presencia de otros microorganismos contaminantes, por lo que es comun el
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agregado de agentes selectivos tales como 5’-fluorouracilo, gentamicina, 4cido nalidixico o
rifampicina (Levett, 2001). El uso de filtros estériles de 0.22 ym es otra forma de disminuir la carga
de contaminantes, dado que las leptospiras son capaces de atravesarlos gracias al peculiar tamafio de
su cuerpo celular. Como udltima medida de purificacion de cultivos, el pasaje por animales tales como

hamsters o ratones, es también una opcién.

Una vez que se obtiene un cultivo puro, las leptospiras logran desarrollar un crecimiento en
fase exponencial antes de los 15 dias, pero, en proceso de purificacion el desarrollo de crecimiento

puede llevar hasta 13 semanas.

Existen otros medios de cultivo de consistencia semisdlida (agar blando), donde las
leptospiras son mantenidas por mas tiempo; en este tipo de medio el crecimiento se evidencia
inmediatamente por debajo de la zona en contacto con el aire, formando un anillo de densidad

visualmente diferenciable llamado disco de Dinger (Adler, 2015).

Las leptospiras pueden ser almacenadas por largos periodos en medio semisélido a
temperatura ambiente, aunque pueden perder viabilidad asi como también virulencia. Por el
contrario, el almacenamiento en nitrégeno liquido, teniendo la precauciéon de agregar un crio-
preservante como el DMSO, es una buena opcién para el mantenimiento a largo plazo sin pérdida de
virulencia (Adler & de la Pefla Moctezuma, 2010), la cual puede restablecerse por infeccion
experimental de un hospedero apropiado (tipicamente hamster, aunque también son utilizadas otras

especies de roedores como los cobayos y los gerbiles).

1.2.2 Taxonomia

Antiguamente, el género Leptospira era dividido en dos especies: L. interrogans y L. biflexa. El
primer grupo abarcaba todas las cepas patdgenas, mientras que en el segundo se agrupaban las
saprofitas. Ambos grupos eran divididos en numerosos serovares en base a la aglutinacién luego de
absorcion cruzada con diferentes antigenos homologos, mediante la técnica CAAT (Adler, 2015;
Levett, 2001); que pese a su laboriosidad, sigue siendo la técnica de referencia para la determinacion

de serovar.

Con el desarrollo de tecnologias basadas en el estudio del ADN, como la hibridaciéon ADN-
ADN, PCR de ADNr (genes que codifican ARNs ribosomales) y obtencion de genomas completos

mediante tecnologias de secuenciacion masiva, esta simple separacién en dos especies se fue
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complejizando. Actualmente se conocen 35 especies de Leptospira (Thibeaux, Girault, et al., 2018)

(Tabla 1), que comprenden mas de 300 serovariedades (Picardeau, 2017).

Tabla 1. Especies del género Leptospira.

Patogenas Intermedias Saprdfitas
L. kirschneri L. fainei L. idonii
L. noguchii L. inadai L. wolbachii
L. interrogans L. broomii L. macculloughii
L. adleri L. perolatti L. brenneri
L. ellisii L. wolffii L. harrisiae
L. barantonii L. venezuelensis L. vanthielii
L. kmetyi L. licerasiae L. terpstrae
L. alstonii L. neocaledonica L. meyeri
L. weilii L. hartskeerlii L. yanagawae
L. santarosai L. haakeii L. levetti
L. borgpetersenii L. saintgironsiae L. biflexa
L. mayottensis
L. alexanderi

La clasificacion a nivel de serovar esta basada probablemente en la expresion de epitopes de
superficie correspondientes al LPS, en funcién de su composicion y disposicion espacial de azticares
(Adler & de la Pefia Moctezuma, 2010). A su vez, aquellos serovares antigénicamente relacionados
se agrupan en serogrupos, por lo que serovares diferentes pueden pertenecer al mismo serogrupo
(Tabla 2). Si bien la clasificacién a nivel de serogrupo no tiene valor taxonémico, es util en
diagndstico, correlaciona con propiedades fenotipicas como la virulencia, y permite asi una

caracterizacion epidemiologica adecuada.
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Tabla 2. Algunas serovariedades pertenecientes a Leptospira interrogans sensu lato, y su relacion con la

clasificacion en serogrupos. Adaptado de (Levett, 2001).

Serogrupo Serovar
Australis Australis, Bratislava
Autumnalis Autumnalis, Fortbragg, Bim
Ballum Ballum, Arborea
Canicola Canicola, Portlandvere
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Lai
Pomona Pomona, Kennewicki
Sejroe Sejroe, Hardjo

El hecho de que muchos serovares sean encontrados en mas de una especie a la vez (Tabla
3), da una nocioén de que los mismos genes de biosintesis de LPS se encuentran en cepas de distintas
especies, lo que implica eventos de transferencia genética (Haake et al., 2004). Esto subyace a la
nocion de que la determinacién de serogrupo y serovar no permite determinar la especie, por lo que
es necesario abordar esta dltima por identificacion molecular del acervo genético. En este sentido se
han desarrollado una gran variedad de técnicas moleculares para la tipificaciéon de aislamientos de

Leptospira, que seran introducidos mas adelante en esta Tesis.

Tabla 3. Ejemplos de serovares compartidos entre distintas especies. Adaptada de (Adler, 2015).

Serovar Especie
Bataviae L. interrogans, L. santarosai
Hardjo L. borgpetersenii, L. interrogans, L. meyeri
Icterohaemorrhagiae L. interrogans, L. inadai
Pomona L. interrogans, L. noguchii
Pyrogenes L. interrogans, L. santarosai
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1.2.3 Patogenia

Existen diferentes tipos de interacciones entre bacterias y hospederos, en las cuales difiere el grado
de beneficio y/o perjuicio de ambos. En las relaciones de mutualismo, la interaccién bacteria-
hospedero beneficia a ambas partes por igual, a diferencia del comensalismo, dénde tinicamente la
bacteria resulta beneficiada, pero sin ejercer ningtin efecto negativo en el hospedero; por otra parte,
en las relaciones parasiticas o patogénicas, esta interaccion perjudica al hospedero, alterando el
estado fisiolédgico normal del mismo y conduciendo al desarrollo de enfermedad. El grado en el que
una bacteria patégena puede causar enfermedad, depende directamente de su virulencia, que a su vez
se encuentra determinada por multiples componentes tales como proteinas, o estructuras mas
complejas, e incluso fenotipos, que en su conjunto se denominan factores de virulencia (Adler,

2015).

Una serie de condiciones deben ser probadas para establecer que el producto de expresion de
un gen es factor de virulencia; por ejemplo, dicho gen debe estar asociado a cepas que producen
enfermedad, pero no a las que no la producen, y la mutacién/inactivaciéon del gen debe disminuir o
incluso atenuar completamente la virulencia de la bacteria, asi como la complementacién con dicho
gen, restituirla (postulados moleculares de Koch) (Picardeau, 2017). En especies patdgenas de
Leptospira se han propuesto varios factores de virulencia (Murray, 2015), entre los que se destacan
una variedad de proteinas de superficie que posiblemente median en la interaccién patégeno-
hospedero; el LPS, al igual que en bacterias Gram-negativas, como molécula de superficie vinculada
a toxicidad; y el aparato flagelar funcional (Adler, 2014; Ko et al., 2009; Wunder Jr et al., 2016). No
obstante, las bases celulares y moleculares de la patogénesis en Leptospira no estan aun
comprendidas (Adler, 2014): al no compartir factores de virulencia clasicos presentes en otras
bacterias patdgenas, ni presentar islas de patogenicidad identificables en sus genomas, es probable
que posea mecanismos de patogenicidad propios y novedosos. Ello es también consistente con la

sobrerrepresentacion de genes que codifican para proteinas de funcion desconocida (Adler, 2015).
1.2.3.1 Lipopolisacarido

El LPS es el componente mayoritario de la membrana externa en Leptospira, y el principal antigeno
contra el cual la inmunidad humoral desarrolla una respuesta durante la infecciéon (Bulach et al.,
2000). Otras espiroquetas de importancia médica como Borrelia burgdorferi (agente causal de la

enfermedad de Lyme) y Treponema pallidum (agente de la sifilis), no expresan LPS (Adler, 2015).
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El LPS (Figura 4) estd formado por tres componentes, unidos covalentemente entre si: el
lipido A, constituido por carbohidratos y acidos grasos conservados, es la parte hidrofébica anclada
en la membrana externa, y con propiedades endotoxicas; el antigeno O, que se extiende desde la
superficie de la célula al medio extracelular, y esta formado por oligosacaridos lineales y ramificados

de longitud y composicion variable; y el oligosacarido central, un ntcleo de carbohidratos

conservados que une el antigeno O al lipido A.

Antigeno O Oligosacérido central Lipido A

|
[ |

Subunidad
oligosacarido repetitiva

Figura 4. Estructura general del LPS en bacterias Gram-negativas. La composicion del antigeno O es altamente
variable, y blanco primario en respuestas de anticuerpos contra LPS. El oligosacarido central estd compuesto
frecuentemente por azicares comunes tales como hexosas y hexosaminas (beige), y por otros aziicares mas inusuales
como el acido 2-keto-3-deoxioctulosanato 6 KDO y heptosas (verde). El lipido A presenta un esqueleto de diglucosamina

altamente conservado; la longitud de las cadenas acilo, asi como su patréon de sustitucién, son los determinantes

primarios de la toxicidad del lipido A. Adaptado de (Erridge, Bennett-Guerrero, & Poxton, 2002).

La estructura del lipido A en Leptospira es algo distinta respecto a bacterias Gram-negativas
en general, en particular por poseer un metilo modificando al grupo 1-fosfato, algo no visto en
ninguna otra estructura de lipido A (Que-Gewirth et al., 2004), también con presencia de acidos
grasos insaturados, infrecuentes de ver, en dos de las cadenas acilo secundarias. Hay evidencias de
que la variabilidad de serovares en Leptospira estd sustentada principalmente en diferencias en la
estructura quimica del LPS (Bulach, 2000; Patra et al., 2015), particularmente debido a la alta
variabilidad de su componente carbohidrato en el antigeno O (Picardeau, 2017). Y ya se habia
mapeado en el locus rfb del genoma de Leptospira (Mitchison et al., 1997), un conjunto de genes
codificando proteinas importantes para la sintesis de los azticares del antigeno O (Bulach, 2000). Sin
embargo, se conoce muy poco sobre la estructura quimica detallada del LPS de Leptospira (Patra et
al., 2015; Que-Gewirth et al., 2004), por lo que no hay certeza de que todas las proteinas relevantes

para su biosintesis estén codificadas por genes del locus rfb.
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La expresion del LPS es esencial para la sobrevida de Leptospira tanto dentro como fuera del
hospedero, jugando un rol esencial en la patogénesis de la colonizacion y diseminacion en modelos
animales. Las disrupciones con transposon de dos genes en el locus rfb, condujeron a una
significativa atenuaciéon de la virulencia, y rapida eliminacion de las cepas mutantes, en
experimentos de infeccién experimental en animales susceptibles (Murray et al., 2010). Si bien en
cada caso el transposén interrumpi6 la expresion de un solo gen, no se pueden descartar efectos
polares en la transcripcién de genes 3’ rio abajo. Teniendo esa precaucién en mente para interpretar
los resultados, el LPS no mostr6 cambios detectables en su tamafio molecular, sugiriendo
fuertemente una modificacion minima de su estructura. La disminucion de su reactividad como
antigeno frente a antisueros serovar salvaje-especificos, fue sin embargo sustancial por MAT

(Murray et al., 2010).

El anélisis genémico del locus rfb indica que codifica fundamentalmente enzimas esenciales
para la sintesis del antigeno O, como en muchas bacterias Gram-negativas. El primer locus rfb en ser
parcialmente caracterizado fue el de L. interrogans serovar Copenhageni (Mitchison et al., 1997);
este trabajo marc6 un hito, ya que se logré describir la biosintesis de dTDP-ramnosa, principal
componente del antigeno O, constituyendo asi el primer estudio a nivel molecular de genes

implicados en la biosintesis de LPS en espiroquetas.

Existen diferencias marcadas en cuanto a organizacién y composicion génica del locus rfb
entre especies con patogenicidad diferencial (Figura 5). El analisis genomico de 20 especies de
Leptospira permitié determinar la localizacion de los clisteres de genes de biosintesis del antigeno
O en ubicaciones genémicas diferentes, siendo su tamafio variable, desde 3.768 pb para L. wolffii
serovar Khorat, hasta 121.402 pb para L. alexanderi serovar Manhao3. El inicio y fin del locus esta
definido por los genes marR y DASS, respectivamente, en todas las especies patdgenas, y en tres
especies de patogenicidad intermedia: L. fainei, L. broomii y L. inadai. En las saprdfitas, si bien L.
vanthielii, L. wolbachii y L. yanagawae presentan al inicio del locus el gen marR, el resto de las
especies en este grupo no lo presentan, y en ninguin caso se encontro el gen DASS. En términos
generales, y no considerando el caso extremo de L. wolffii serovar Khorat en la cual el locus rfb
Unicamente esta compuesto por cuatro genes (codificantes principalmente para transferasas), este
locus presenta un amplio repertorio génico que codifica para proteinas tales como aminotransferasas,
enzimas de clivaje, flipasas, glicosiltransferasas, lipoproteinas, metiltransferasas, proteinas
involucradas en la extension del antigeno O, sensores y reguladores, entre otros (Fouts et al., 2016).

Analisis comparativos realizados en dicho locus para L. interrogans serovar Copenhageni cepa
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Fiocruz L1-130, perteneciente al grupo de las patogenas, y L. licerasiae serovar Varillal cepa VAR

10, de patogenicidad intermedia, evidencian disparidades a nivel del perfil de aztcares (Patra et al.,

2015); ademas, la diferencia observada en el niimero de genes constituyentes para cada especie, 91

para L. interrogans y unicamente 6 para L. licerasiae, podria explicar diferencias en la virulencia

(Ricaldi et al., 2012).
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Figura 5. Estructura del locus rfb en Leptospira. Este locus contiene enzimas necesarias para la sintesis del O-antigeno

del LPS: transferasas, oxidorreductasas, transportadores, entre otros. La comparacién de este locus entre especies

patégenas (A), intermedias (B), y saprofitas (C), permite evidenciar diferencias a nivel de composicién y organizacion

génica. A su vez, se puede observar como la identidad de los genes presentes en el locus varia de una especie a otra,

dentro del mismo grupo. Adaptada de (Fouts et al., 2016).
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A diferencia del LPS de bacterias Gram-negativas, que activan macréfagos a través de
receptores TLR-4, el LPS de Leptospira lo hace mediante interaccion con receptores TLR-2,
llevando a la activacién de la inmunidad innata del organismo hospedero (Werts et al., 2001). Las
respuestas inmunes anti-LPS, es decir con generacién de anticuerpos especificos, son la base de la
inmunidad esterilizante provocada por vacunas a células enteras. Si bien las especies patogenas de
Leptospira resisten la accion del sistema del complemento, son rapidamente eliminadas ante una
respuesta de anticuerpos. Dicho esto, es esperable que exista una presion selectiva que conduzca a
cambios genéticos, permitiendo a la bacteria generar variacion de la expresion del antigeno O como
mecanismo de escape (Haake & Ziickert, 2015). Apoyando la hipétesis de que el LPS esta asociado
con diferencias de virulencia y mecanismos de patogenicidad, también se ha reportado diferencia en
la cantidad de antigeno O (quizas incluso de LPS completo, aunque esto no se demostrd
directamente) comparando una misma cepa patégena con serovar definido (Copenhageni), pero en
situaciones diferentes como infeccién cronica en rata, enfermedad aguda en cobayo y cultivo de las
bacterias in vitro (Nally, 2005). La cantidad de antigeno O del LPS especifico de este serovar, esta
sustancialmente reducido en el modelo de enfermedad aguda diseminada (Figura 6), en comparacion
con niveles altos del antigeno en bacterias de cultivo o bien, interesantemente, también en bacterias

aisladas de tubulo renal de las ratas (en las que no hay diseminacion en rifién u otros 6rganos).

A

Figura 6. Niveles de expresion de antigeno O. Mediante ensayos de inmunofluorescencia con anticuerpos especificos
para el antigeno O, se pudo determinar la expresién del mismo en condiciones de cultivo (A), infeccién aguda (rifion de

cobayo (B); e infeccion crénica (rifién de rata) (C). Adaptado de (Nally, 2005).
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1.2.3.2 Proteinas de membrana externa

Las proteinas de membrana externa (OMPs) cumplen multiples funciones de relevancia para la
célula bacteriana entre las que se destacan: mantenimiento de la estructura celular, interaccion con
sustratos especificos en el organismo hospedero, importacion de nutrientes y exportacion de agentes

toxicos.

Debido a su ubicacién estratégica constituyen el primer punto de contacto con el hospedero,
sirviendo de anclaje a las células del mismo, y siendo blanco de la actividad de anticuerpos (Pinne &
Haake, 2009); estas interacciones pueden ser utilizadas para evadir la respuesta inmune o adherirse a

tejidos, contribuyendo al desarrollo de la patogénesis.

La identificacién de estas proteinas antigénicas expresadas durante la infeccién tiene una
implicancia importante para el desarrollo de nuevas técnicas de diagnéstico y para la produccion de

vacunas.

1.2.3.2.1 Familia Lig

Dentro de la familia de proteinas similares a inmunoglobulinas, Lig, se encuentran LigA, LigB y
LigC (Matsunaga et al., 2003), codificadas por los genes ligA, ligB y ligC, respectivamente.
Presentan gran similitud con proteinas de adhesion tales como la intimina de Escherichia coli y la
invasina de Yersinia pseudotuberculosis, y son encontradas en las especies patogenas de Leptospira

(Haake & Ziickert, 2015).

El gen ligA se encuentra en varias especies patdgenas importantes como L. interrogans, L.
kirschneri y L. santarosai, aunque probablemente no en todos los serovares, y definidamente no en
todas las especies patdégenas conocidas (Murray, 2015). En cambio, ligB esta distribuido en todas las
especies patdgenas de Leptospira. En el caso de ligC, si bien también esta presente en leptospiras
patégenas, en muchas cepas se encuentra como pseudogen y en otras simplemente estd ausente

(Haake & Ziickert, 2015).

Eventos de recombinacion en los tres genes han sido asociados a la evasion del sistema
inmune del hospedero, asi como también a la alteracién en las propiedades de unién a diferentes
sustratos. Uno de los mecanismos encontrados es mediante rearreglos en mosaico (Mcbride et al.,
2009); este mecanismo puede conferir ventajas de sobrevida ante la presion antigénica, y ha sido

reportado en otras bacterias como mecanismo de escape a la inmunidad asi como en generacion o
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variacion de la virulencia (Hollingshead et al., 2000; Mustapha et al., 2016; Santos-Junior et al.,
2016). Sin embargo, la recombinacion en mosaico en OMPs de Leptospira no es comun, siendo el de
ompL1 (Haake et al., 2004) el tinico caso comprobado hasta el momento. Otro mecanismo es la
variaciéon en nimero de repetidos en tandem. Las proteinas LigA-C poseen un niimero variable de
dominios de tipo inmunoglobulina sucesivos (tipicamente entre 12 y 13), cuya variacion en nimero
también puede significar la evasion del sistema inmune, dado que distintos dominios individuales
tienen variacién importante de secuencia y ofrecen epitopes diferenciales. Este mecanismo s6lo ha
sido manifestado en LigA (Palaniappan et al., 2005), blanco proteico de gran interés pues es uno de
los que ha dado mejores resultados como antigeno individual en vacunas recombinantes

(Evangelista, Lourdault, Matsunaga, & Haake, 2017).

LigB se encuentra expuesta en la superficie, mientras que LigA es ademas liberada al medio
extracelular (Matsunaga et al., 2005). La sobreexpresion de estas proteinas al inicio de la infeccion,
incrementan la adherencia de las bacterias a diferentes proteinas de matriz extracelular tales como
fibronectina, fibrin6geno, y colageno I y IV (Haake & Ziickert, 2015). Mediante expresion
heter6loga de LigB en la especie saprofita L. biflexa, se demostré que esta proteina a su vez
interacciona con componentes del sistema complemento del hospedero y proteinas reguladoras de
dicho sistema, modulando la respuesta inmune y provocando un aumento en la sobrevida de las

bacterias mutantes cuando se las enfrenté a suero humano (Choy et al., 2012).

Ademas de ser encontradas Unicamente en especies patdgenas, y de su posicion en la
membrana, otro componente que influye en su consideracién como factores de virulencia es que
tanto LigA como LigB son detectadas en cepas virulentas pero no en cepas atenuadas mediante
sucesivos pasajes en cultivo, por lo que la pérdida de su expresion se correlaciona directamente con

la pérdida de virulencia (Matsunaga et al., 2003).

1.2.3.2.2 LipL32

LipL32 es la proteina de membrana mas abundante en especies patogenas de Leptospira, con
aproximadamente 40.000 copias por célula (Malmstrém et al., 2009). Su localizacién en membrana
externa fue demostrada por fraccionamiento con Triton X-114 (Haake et al., 2000); aunque estudios
posteriores demostraron que no esta expuesta hacia la superficie, sino que se encuentra en la mitad
periplasmatica de la OM (Pinne et al., 2013), ya que el tratamiento con proteinasa K no cliva LipL.32

en leptospiras intactas, pero si la digiere cuando las bacterias son lisadas previamente.
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Dado que LipL32 constituye un 75% de la membrana externa, es tentador postular un rol
estructural de estabilizacion de la membrana. No obstante, la ausencia de esta proteina se acompafia
con crecimiento de bacterias morfolégicamente normales, sin alteracion estructural detectable
(Murray, Srikram, Hoke, et al., 2009). En este mismo trabajo se observo que la cepa mutante carente
de LipL32, fue capaz de unir componentes de la matriz extracelular en la misma medida que la cepa
salvaje, asi como también fue capaz de desarrollar infeccién aguda y crénica en los modelos
empleados. Tampoco se vio afectada su viabilidad en cultivo, por lo que no seria necesaria para la

sobrevida de la bacteria en el ambiente.

Pese a que su ausencia no parece afectar el desarrollo de la infeccion, estudios realizados con
microarreglos de proteinas mostraron que LipL32, junto con proteinas de la familia Lig, fueron los
antigenos mas reactivos tanto en sueros de pacientes con enfermedad aguda, asi como en pacientes
en fase de convalescencia (Lessa-Aquino et al., 2013). Por otra parte, su expresion durante infeccién
aguda también se ha evidenciado en modelos animales (Haake et al., 2000); mediante tincion por
inmunohistoquimica utilizando anticuerpos especificos para LipL.32 fue posible ver leptospiras
colonizando el tibulo renal proximal (Figura 7).

':’: . o S £ [ = “ s Figura 7 Inmunohistoquimica a partir de tejido
V A ' - renal de hamster infectado con L. kirschneri. En
la figura se muestra la colonizacién (en rojo) a
nivel de los tdbulos renales proximales, 28 dias
post-infeccién. Como anticuerpo primario se utiliz6
un policlonal contra LipL.32 desnaturalizada de L.
kirschneri (antisuero de conejo). Adaptado de

(Haake et al., 2000).

Si bien su participacién en el desarrollo de la infeccion no es clara, se ha comprobado su
interaccion con el receptor TLR-2, estimulando la respuesta inflamatoria en modelos de células HK-
2 —linea celular inmortalizada de tibulo proximal derivada del rifion humano normal (Lo et al.,
2013), HEK-293 —células embrionarias de rifion humano (Yang et al., 2006) y en modelos de
zebrafish (Chang et al., 2016).

El hecho de que LipL32 esté conservada en todas las especies patogenas, asi como su

abundancia en la membrana, hacen pensar en ella como un factor de virulencia. Sin embargo,
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intrigantemente, se ha demostrado que no es asi. Quizas otro(s) factore(es) suplen su ausencia en los

modelos experimentales de delecion, por redundancia funcional y genética (Adler, 2015).
1.2.3.2.3 Loa22

Loa22 constituye la segunda proteina mas abundante en la membrana externa de Leptospira
(Malmstréom et al., 2009). En su extremo C-terminal presenta un dominio OmpA mediante el cual se
encuentra anclada al peptidoglicano; a su vez, de acuerdo a los resultados obtenidos mediante
ensayos de inmunoprecipitacion y digestion con proteinasa K, también se encuentra expuesta en la

superficie aunque en menor medida (Koizumi et al., 2003).

Dada su abundancia en la membrana, se cree que Loa22 puede estar jugando un rol en el
mantenimiento de la estructura de la superficie bacteriana (Koizumi et al., 2003), estableciendo un
enlace fisico entre la membrana externa y el peptidoglicano a través del dominio OmpA. Pero aun
hoy no se conoce alguna funcién biol6gica demostrada de Loa22. Si se sabe que es esencial para la
virulencia en modelos in vivo: la disrupcion de su expresion impide el establecimiento de la
infeccién en modelos agudos de la enfermedad como el hamster y el cobayo, aun cuando se
evidencian bacteriemia y colonizacién renal (Ristow et al., 2007). Durante la infeccién aguda de
cobayos se ve un aumento significativo en la expresion de Looa22 en el higado, en relacion a otras
OMPs y en comparacion a la expresion en condiciones in vitro (Nally et al., 2007). Junto al aparato
de natacion flagelar (Wunder Jr et al., 2016), la hemo oxigenasa HemO (Murray, Srikram, Henry, et
al., 2009), el LPS y no mas de una docena de otras moléculas definidas de Leptospira, L.oa22 se
encuentra entre los pocos factores de virulencia demostrados en forma experimental (Murray, 2015),

y cumpliendo con los postulados de Koch a nivel molecular (Picardeau, 2017).

Loa22 no es exclusiva de especies patogenas. En L. biflexa se encuentra un gen ortologo, que
codifica para una proteina 56% idéntica; esto podria estar indicando algtn otro tipo de funcionalidad,
e incluso reforzando su rol estructural. El hecho de que una proteina esencial para la virulencia esté
presente tanto en especies patdgenas como en saprofitas indica que la sola presencia en las primeras

no debe tomarse como indicativo de factor de virulencia (Haake & Ziickert, 2015).
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1.3 Aplicacion de la biologia molecular en el estudio de Leptospira

En los ultimos afios, la biologia molecular aplicada como herramienta para el diagnostico y
tipificacion de microorganismos de interés sanitario, ha ido complementando las técnicas

tradicionalmente utilizadas.

Ademas de la evaluacién clinica, la leptospirosis es principalmente diagnosticada a través
métodos serologicos, siendo el MAT la técnica de referencia (Musso & Lascola, 2013; OIE, 2004;
Picardeau, 2013). Como se mencionase previamente, este método presenta inconvenientes en cuanto
a sensibilidad y especificidad, no permitiendo diferenciar entre anticuerpos naturales y aquellos
provenientes de vacunacion, ni asignar el serovar infectivo. Para este tltimo propoésito resulta
imperioso lograr aislar la bacteria mediante cultivo microbiolégico y a partir del aislamiento se
emplea otra técnica seroldgica, CAAT, que es el método de referencia en la determinacion de serovar
(Adler, 2015; Levett, 2001); sin embargo, su elevado costo y laboriosidad, hacen que muy pocos
laboratorios en el mundo lo realicen. Teniendo en cuenta este escenario, el desarrollo de estrategias
de biologia molecular que faciliten las tareas de diagnéstico y tipificaciéon resultan sumamente

necesarios.
1.3.1 Diagnéstico por PCR

Histéricamente, los laboratorios de diagndstico microbiol6gico emplean pruebas bioquimicas o
serologicas para la identificacion/caracterizacion fenotipica del agente infeccioso. Estas técnicas
pueden sin embargo no ser muy eficientes, ya que suelen ser laboriosas y en determinados casos
estan sujetas a subjetividad (como por ejemplo, en la lectura de datos de seroaglutinacion). Con el
advenimiento de tecnologias asociadas a la detecciéon de ADN, el diagnéstico molecular ha sido cada
vez mas utilizado, redundando en una identificacién mas rapida del agente infeccioso, altamente
sensible y especifica, y ademas facilmente estandarizable. Pese a esta tendencia en aumento, la
leptospirosis continda siendo diagnosticada principalmente mediante métodos serolégicos. En
Uruguay, el Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca, a cargo del diagnostico de leptospirosis
animal, realiza la deteccién del agente tinicamente mediante MAT, con las dificultades a las que esto

conlleva.

La gran sensibilidad y especificidad que presenta la técnica de PCR, sumado a las ventajas
que poseen variantes de la misma, como la PCR en tiempo real (con la cual, ademas de la deteccion

del microorganismo, es posible cuantificar el indculo inicial en la muestra analizada), hacen que la
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técnica sea sumamente Util a los fines diagnésticos. Sin embargo, y a pesar de disponer de un gran
nimero de protocolos para la amplificacion de marcadores genéticos especificos de especies
patégenas de Leptospira, son muy pocos los que han sido validados con ADN proveniente de
muestras bioldgicas (Ahmed et al., 2012; Ahmed et al., 2009; Bourhy et al., 2011b; Kurilung et al.,
2017; Pakoa et al., 2018; Riediger et al., 2017.; Slack et al., 2007; Villanueva et al., 2016; Villumsen
et al., 2012).

Es pertinente sefialar que la deteccién de genes marcadores actualmente es confirmatoria de
la presencia de leptospiras patogenas, pero sigue sin ser informativa acerca del serovar infectivo. En
virtud de ello, se han desarrollado otras técnicas basadas en amplificacion y secuenciacion de ADN,

o s6lo amplificacién del mismo, que permiten llevar a cabo una caracterizaciéon mas exhaustiva.
1.3.2 Identificacion y tipificacion molecular de Leptospira spp.

Desde el punto de vista epidemioldgico, la tipificaciéon constituye una herramienta muy importante
permitiendo dar identidad a la cepa infectante en un hospedero dado, y consecuentemente haciendo

posible un apropiado desarrollo de estrategias preventivas y/o de control.

La caracterizacion completa del agente requiere de su cultivo y aislamiento a partir de
muestras clinicas, sobre el cual se aplicardn los métodos disponibles para tipificacion. Para
Leptospira, ademas del uso del MAT como método de identificacion a nivel de serogrupo, la
tipificacion genotipica se hace imprescindible en la determinacion de especie y serovar. Métodos
como electroforesis en campo pulsado, PFGE, o distintos abordajes basados en amplificacién por
PCR, han sido empleados en la tipificacién de Leptospira (Cerqueira et al., 2009), algunos de los

cuales se describiran brevemente a continuacion.
1.3.2.1 Determinacion de especie mediante amplificacién y secuenciacion del gen rrs

La identificacién de especie y determinacion de relaciones filogenéticas por medio de la secuencia de
ARNr o de los genes ADNr que lo codifican, es ampliamente utilizada dadas las caracteristicas de

este marcador genético (Woese et al., 1977).

La amplificacién y secuenciaciéon parcial del gen rrs (ADNr 16S) en Leptospira con
oligonucledtidos especificos, es una metodologia ampliamente utilizada que permite la identificacion

de las especies constituyentes del género, tanto a partir de muestras de ADN extraidas de cultivos
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puros, como de muestras biolégicas (Mérien et al., 1992), pudiendo diferenciar facilmente otras

bacterias espiroquetas como Borrelia y Treponema.

Mediante la secuenciacién del producto obtenido es posible ademas realizar andlisis de
filogenia y evaluar la distribucion de especies circulantes en una region dada. No obstante, esta
aproximacion no permite determinar el serogrupo/serovar infectivo, por lo que es necesario

complementar este enfoque con otras técnicas de tipificacion.

1.3.2.2 Tipificacion mediante amplificacion de alelos MLVA

El andlisis de multiples locus de repetidos en tdindem (MLVA), es utilizado en la tipificacion
molecular de diferentes microorganismos, y se basa en la variaciéon del ntimero de secuencias de

ADN repetidas en tindem (VINTRs), en diferentes loci seleccionados del genoma bacteriano.

La tipificacion a nivel de serovar mediante el uso de diferentes alelos VNTR fue desarrollada
y validada para variedades pertenecientes a las especies L. borgpetersenii, L. interrogans y L.
kirschneri (Salaiin et al., 2006), y posteriormente también adaptada a cepas de la especie L.

santarosai mediante amplificacién de otros loci (Hamond et al., 2015).

Los alelos mas ampliamente utilizados en la tipificacién de L. interrogans y L. kirschneri son
VNTR-4, VNTR-7 y VNTR-10, mientras que para L. borgpetersenii se emplean los alelos VNTR-
10, VNTR-Lb4 y VNTR-Lb5 (Salaiin et al., 2006). En combinacion, dichos alelos presentan gran
poder discriminatorio. Asi, la determinacion del perfil VNTR utilizado en combinacién con otros
métodos de tipificacion que permitan identificar la especie y el serogrupo, hace posible diferenciar

distintos serovares dentro de estas especies.

Cabe mencionar que los serovares asignados mediante esta combinacion de métodos deben
ser informados como presuntivos, ya que no constituye el método de referencia aceptado para la
identificacion de los mismos, que es el test de absorcion y aglutinacién cruzada CAAT, mencionado
anteriormente. La determinacion de serovar mediante CAAT implica el uso de un panel de sueros
inmunes de conejo o anticuerpos monoconales especificos y representativos de todos los serovares
conocidos, los cuales estan disponibles en contados laboratorios de referencia en el mundo (Adler,

2015).
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1.3.2.3 Genotipificacion por medio de MLST

La tipificacion basada en la secuencia de muiltiples loci (MLST) consiste en la amplificacién y
secuenciacion parcial de varios genes que codifican para proteinas constitutivas (“housekeeping”), y
es muy utilizada en la caracterizacion de multiples microorganismos (Cerqueira et al., 2009). Dada
una secuencia Unica para cada uno de estos genes, se le asigna un numero de alelo y cada
combinacion especifica de todos ellos, da lugar a un perfil alélico tnico conocido como

secuenciotipo o ST.

Su aplicacion en la tipificacion de Leptospira ha llevado al desarrollo de varios esquemas
MLST incluyendo diferentes genes seleccionados. En la actualidad los mas ampliamente utilizados

son los que figuran en la base de datos del Pub-MLST (https://pubmlst.org/leptospira/) y que se

componen por los genes: gimU, pntA, sucA, tpiA, pfkB y caiB (Boonsilp et al., 2013); adk, glmU,
icdA, lipL32, lipL41, mreA y pntA (Varni et al., 2014); o bien, adk, icdA, lipL32, lipL41, rrs2 y secY
(N. Ahmed et al., 2006). Dentro de este tiltimo esquema se encuentra el gen secY que codifica para la
subunidad SecY del canal de translocacion proteica SecYEG, y que ha sido ampliamente utilizado en
la tipificacion de cepas de Leptospira (Bourhy et al., 2013; Hamond et al., 2016; Perez et al., 2010).
Andlisis filogenéticos realizados en base a la secuencia de secY han logrado reproducir resultados
obtenidos por MLST con un esquema completo de 7 genes, lo que demuestra su gran capacidad

discriminatoria (Perez et al., 2010).

La sencillez de esta técnica, y sus pocos requerimientos en cuanto a cantidad de ADN, hacen
que pueda ser usada como técnica de rutina en la tipificacion de Leptospira spp. generando
resultados confiables y reproducibles, que pueden ser facilmente comparados con los obtenidos por

otros laboratorios (Cerqueira et al., 2009).
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1.4 Genomica de Leptospira

1.4.1 Organizacion del genoma y caracteristicas generales

Los primeros genomas de Leptospira spp. en ser secuenciados fueron los de L. interrogans serovar
Lai (Ren et al., 2003) y L. interrogans serovar Copenhageni (Nascimento et al., 2004),
representativos del serogrupo Icterohaemorrhagiae. Ambos genomas presentan un 95% de identidad
a nivel nucleotidico (Nascimento et al., 2004), y estdn compuestos por dos cromosomas circulares:

uno de aproximadamente 4000 kb (CI) y otro mas pequefio de 350 kb (CII) (Figura 8).

2,000
Figura 8. Representacion grafica del genoma de Leptospira interrogans serovar Lai. La secuenciacién del genoma
completo de esta cepa permitié establecer la existencia de un cromosoma de mayor tamafio, CI (A), y otro mas pequefio,
CII (B). La escala que se ubica alrededor de cada cromosoma se encuentra en kilobases (kb). Genes de igual color,

codifican para proteinas de igual funcién (Ren et al., 2003).

En los afios subsiguientes, la secuenciacion de genomas completos fue en aumento, y a los
genomas de L. interrogans inicialmente secuenciados, se les sumaron los de la especie saproéfita L.
biflexa (Picardeau et al., 2008), especies intermedias (Puche et al., 2018; Ricaldi et al., 2012), y otras
especies patdgenas (Bulach et al., 2006; Chou et al., 2012; Cosate et al., 2015; Jorge et al., 2018;
Moreno et al., 2016; Nally et al., 2016).

El acceso a genomas completos permitio realizar estudios comparativos, donde por ejemplo,
se determindé que el tamafio del cromosoma mayor (CI) de L. biflexa, L. borgpetesenii y L.

interrogans oscila entre 3.9 y 4.6 Mb, asi como también varia el contenido en G+C fluctuando entre

Pagina | 34



35y 41% (Picardeau et al., 2008). A su vez, en el genoma de L. biflexa se evidencié la presencia de
un tercer replicon de 74 kb (p74), en el cual se encontraron genes que presentan ortélogos en el
cromosoma CI de las especies patdgenas. El andlisis total de secuencias codificantes revel6 alrededor
de un 40% de genes compartidos por las tres especies (Figura 9), asi como también dejo de
manifiesto la presencia de un mayor nimero de genes involucrados en procesos de transduccion de
seflales y de adquisicion de nutrientes en L. biflexa, lo que coherente con su capacidad de adaptacion

a condiciones de vida libre y su alta tasa de crecimiento (Picardeau et al., 2008).

L. biflexa

1348 Figura 9. Nimero de genes compartidos entre L.

biflexa, L. borgpetersenii y L. interrogans. Adaptado de
44 93 (Picardeau et al., 2008).
2052
265 627
656
L. borgpetersenii L. interrogans

Si bien en el CI se encuentra la mayoria de los genes, muchos de los cuales codifican para
funciones de mantenimiento (“housekeeping”), el CII también posee genes esenciales; un claro
ejemplo de ello es el hecho de que en L. interrogans todos los genes codificantes para las enzimas
responsables de la biosintesis del hemo, un factor esencial para el crecimiento de la bacteria, se
encuentren en el CII (Guégan et al., 2004). Por su parte, el CIII o p74 presente en L. biflexa, no ha

sido encontrado en ninguna otra especie.

El pangenoma a nivel de género, se define como el conjunto de genes presentes en todas las

especies del mismo, y se puede dividir en un genoma nticleo (subconjunto de genes compartidos por
todas las especies), y un genoma accesorio (genes presentes en una o mas especies, pero no en
todas). El analisis del pangenoma de Leptospira, incluyendo datos correspondientes a distintas cepas
de las especies reportadas hasta 2017 (240 genomas de acceso publico), permite estimar 85645 genes
ortologos. El agregado de genomas mas recientemente identificados, como los de L. venenzuelensis

(Puche et al., 2018), y los de 12 especies nuevas de reciente clasificacion (Thibeaux et al., 2018b),

Pagina | 35



incrementd este numero a 89868 (Figura 10) (Thibeaux et al., 2018a). La caracterizacion de estas
nuevas especies ajusté también el porcentaje de G+C a cifras levemente mayores con las reportadas
previamente (Picardeau et al., 2008), ya que algunas de las especies identificadas ronda el 48%
(Thibeaux et al., 2018b).

80000

Niimero de genes
60000

40000

20000

T T T T T T

0 50 100 150 200 250
Genomas agregados

Figura 10. Estimacién del pangenoma de Leptospira. En azul se muestra la abundancia acumulativa de genes

considerando 240 genomas de Leptospira spp. reportados hasta 2017, mientras que en rojo es dicha abundancia teniendo

en cuenta los genomas nuevos. Adaptado de (Thibeaux et al., 2018a).

La comparacion de genomas también ha permitido determinar diferencias entre especies
patégenas y saprofitas; en el locus rfb, por ejemplo, se advierte en general una complejidad mayor en
las primeras, observandose patrones de rearreglos distintos incluso dentro del mismo grupo, tal y
como se mostro en la Figura 5. En el grupo de las patogenas, estos cambios en la organizacion
génica posiblemente expliquen distintas interacciones con el hospedero, asi como mecanismos de
evasién de la respuesta inmune (Fouts et al., 2016). Contrariamente, el genoma de L. biflexa parece
ser mas estable, posiblemente debido a su gran densidad génica, que contribuye a mantener un

ordenamiento en los genes (Picardeau et al., 2008).

Otro hallazgo importante es la presencia de sistemas CRISPR/Cas tnicamente en especies
patégenas. Este sistema constituye un mecanismo de defensa para procariotas, y se ha visto
asociacion directa de estos sistemas con evasion de respuesta inmune a través del apagado de vias de
seflalizacion, asi como su rol en el mantenimiento de la virulencia en otras bacterias (Sampson et al.,

2013).
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Muchos otros determinantes genéticos han sido encontrados exclusivamente en especies
patégenas de Leptospira, transformandose en potenciales factores de virulencia. No obstante, la
mayoria de ellos no presenta una funciéon conocida y no tienen homologia a otros factores de
virulencia “clasicos” reportados en muchas otras bacterias patégenas (Ko et al., 2009), con lo que

probablemente se precisaran verificaciones experimentales para su caracterizacion.

La obtencion de la secuencia de genomas completos permite luego realizar potentes
aproximaciones de genémica comparativa, en muchos casos revelando las bases de mecanismos
biolégicos diversos. Indagar en la secuencia de un genoma también es muy util para desarrollar
métodos moleculares diagnosticos y/o de tipificacion. Sin embargo, cabe sefialar que la mayoria de
los genomas de Leptospira disponibles actualmente se encuentran en forma de “borrador”: dichos
genomas no se encuentran cerrados (es decir, con una secuencia Unica y continua representativa del
genoma completo), sino que son sucesiones de secuencias (contigs) donde no hay una continuidad
del genoma, presentando espacios donde muchas veces, debido al método de secuenciacion se pierde

informacién relevante, por ejemplo, para la comprensién de mecanismos de patogénesis.

En los ultimos afios, los avances experimentados en las plataformas de secuenciaciéon han
conducido al desarrollo de tecnologias de nueva generaciéon (NGS), logrando secuenciar millones de
fragmentos de ADN de forma paralela (Tabla 4), y permitiendo detectar todos los tipos de variacion

gendmica en un unico experimento.

Pagina | 37



Tabla 4. Comparativa entre diferentes plataformas de secuenciacion. La longitud expresada como suma de dos
valores corresponde al tamafio obtenido a partir de la secuenciacion desde ambos extremos del ADN. Adaptada de

(Glenn, 2011).

Tiempo de Lecturas obtenidas Longitud promedio de

Plataforma o
secuenciacion

(reads) en millones reads generados (pb)

3730xI (capilares, no NGS) 2 horas 0,000096 650

lon Torrent (chip 314) 2 horas 0,10 100
454 GS Jr. Titanium 10 horas 0,10 400
PacBio RS 0,5 -2 horas 0,01 860-1.100
454 FLX Titanium 10 horas 1 400
lon Torrent (chip 316) 2 horas 1 >100
lon Torrent (chip 318) 2 horas 4-8 >100
[llumina MiSeq 26 horas 3,4 150+150
Illumina iScanSQ 8 dias 250 100+100
[llumina GAIIx 14 dias 320 150+150
SOLID -4 12 dias >840 50+35
[llumina HiSeq 1000 8 dias 500 100+100
[llumina HiSeq 2000 8 dias 1.000 100+100
SOLiID - 5500 (Pl)g 8 dias >700 75+35
SOLiD - 5500xI (4hq)g 8 dias >1.410 75+35
Illumina HiSeq 2000 — v3fg 10 dias <3.000 100+100

llumina es la tecnologia de secuenciaciéon mas utilizada debido a que ofrece plataformas
efectivas, que generan un buen nimero de reads (Tabla 4), con baja tasa de error y a un costo
accesible, aunque no permite la obtencién de genomas cerrados (certeza de haber cubierto y
ensamblado la totalidad de la secuencia completa de un organismo). Esta metodologia se basa en la
secuenciacion por sintesis. Durante cada ciclo de secuenciacion, se agrega un dNTP marcado a la
cadena de acido nucleico naciente, que sirve de terminador reversible para la polimerizacion. Luego
de la incorporacion del dNTP, la fluorescencia del mismo permite identificar la base agregada, y el
dNTP es posteriormente removido enzimaticamente, permitiendo el agregado de otro nucleétido.
Asi, tras la deteccion de la incorporacion del fluoréforo, y la eliminacién del mismo, es posible

continuar con un nuevo ciclo de adicién de un nuevo nucleétido (Illumina, 2010).
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El uso de tecnologias de tercera generacion ha ido cobrando un mayor protagonismo; dentro
de estas plataformas se encuentra Pacific BioSciences (PacBio), que permite la secuenciaciéon de una
unica molécula de ADN en tiempos extremadamente cortos, generando lecturas mucho mas largas
que las producidas por métodos de segunda generacion (Tabla 4), lo que redunda en una mayor
continuidad del genoma ensamblado (Rhoads & Au, 2015). A diferencia de los métodos de segunda
generacion, PacBio esta basada en la secuenciacion Single Molecule Real Time (tecnologia SMRT),
en la cual la informacion de la secuencia se captura durante la replicaciéon de la molécula de ADN
blanco, en tiempo real, permitiendo incluso detectar modificaciones tales como metilacién. La
secuenciacion se realiza sobre un chip que contiene pequefias unidades que permiten el pasaje de luz.
Dentro de cada una de estas unidades se encuentran inmovilizadas una ADN polimerasa y una
molécula de ADN blanco de cadena sencilla. Debido a que los cuatro nucleétidos estdn marcados
con fluoréforos distintos, generan espectros de emisién diferentes que son detectados tras su
incorporacién, generando un espacio de visualizacion que permite monitorizar la actividad de la
ADN polimerasa. Pese a las ventajas ya mencionadas en cuanto a longitud de reads generados y
tiempo empleado, esta plataforma presenta un menor rendimiento respecto a otras tecnologias,
acompafiado de mayor tasa de error y elevado costo por base. Es por ello que una aproximaciéon muy
utilizada en la actualidad es la secuenciacién hibrida, que consiste en la combinacion de dos
plataformas, una de segunda generaciéon como Illumina, donde se generan secuencias mas cortas
pero con una tasa de error muy baja; y PacBio, donde se generan lecturas largas contra las cuales
mapear los reads generados por la primera. De esta manera se obtienen alineamientos confiables, que
permiten la obtencion de genomas cerrados (Rhoads & Au, 2015). Con ventajas similares, también la
aproximacion denominada Minlon de Oxford Nanopore Technologies, ademas de ofrecer lecturas
mas largas, es portatil, simplificando al maximo la preparacién de la muestra y los protocolos de
secuenciacion (Lu, Giordano, & Ning, 2016). Con estas tecnologias a disposicion, lograr genomas
cerrados de Leptospira spp. es un objetivo factible y de gran interés para avanzar en el conocimiento
de su biologia, pues para la mayoria de las especies del género ain no se cuenta con dicha calidad de

informacion.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es desarrollar e implementar métodos moleculares de deteccién y
tipificacion de bacterias del género Leptospira, asi como avanzar en profundidad en el analisis de la
variabilidad genética de las cepas circulantes en Uuguay. Los conocimientos y resultados generados

permitiran mejorar las herramientas de diagnodstico y de control de esta zoonosis.

2.1.1 Objetivos especificos

2.1.1.1 Desarrollar y aplicar herramientas moleculares para el diagnéstico y tipificacion de
Leptospira spp.

Se buscara adaptar y validar métodos moleculares utilizados para la deteccion de especies patdgenas
de Leptospira mediante amplificacion del gen lipL32 por PCR convencional y en tiempo real. Se
analizard la variabilidad genética y fenotipica de una coleccion de aislamientos autoctonos de

Leptospira spp mediante el uso combinado de métodos seroldgicos y moleculares.

2.1.1.2 Obtener la secuencia de genomas completos de cepas autdctonas de Leptospira spp. en
basqueda de determinantes genéticos que se correlacionen con la diversidad de serovares

La secuenciaciéon genomica se complementara con analisis bioinformatico, y genémica comparativa
incluyendo también genomas ya disponibles en bases de datos de acceso publico. Esta informacion
sera valiosa para la identificaciéon de nuevos marcadores moleculares conservados en todos los
aislamientos, de utilidad en diagnostico, asi como secuencias especificas de serovar, con aplicacion

en tipificacion.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1 Procesamiento de muestras bioldogicas de animales con sospecha de
leptospirosis

Todas las muestras biologicas de bovinos (Bos taurus) que fueron estudiadas en este proyecto de
tesis fueron recolectadas en el marco de un proyecto inter-institucional y multicéntrico que tuvo
como objetivo central la generaciéon de un banco de cepas autéctonas de Leptospira spp. obtenidas a

partir de bovinos con sospecha de leptospirosis.

3.1.1 Orinas

Durante un periodo de 33 meses comprendidos entre enero de 2015 y setiembre de 2017, veterinarios
pertenecientes al Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca, muestrearon 48 establecimientos
ganaderos con sospecha de leptospirosis en base a datos de serologia positiva para Leptospira spp. y
antecedentes de pérdidas reproductivas, recolectando un total de 963 muestras de orina. Dichas
muestras se enviaron a la Unidad Mixta Pasteur+INIA, donde a partir de las mismas se realizé la
extraccion de ADN y posterior busqueda de especies patoégenas de Leptospira mediante

amplificacion parcial del gen lipL32.

Las muestras de orina se procesaron dentro de las 24 horas posteriores a su recoleccion.
Luego de homogeneizar mediante agitacion leve, se trasvasaron 10 mL de cada muestra a un tubo
(Falcon) estéril y se centrifugaron a 10000 xg, durante 15 minutos y a 25°C. Culminada la
centrifugacion, se descart6 el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet en 10 mL de PBS 1X estéril
(8,0 g/ NaCl; 0,2 g/L. KCl; 1,44 g/L. Na,HPOy; 0,24 g/ KH,PO4; pH 7,4), centrifugdndose
nuevamente en las mismas condiciones. Al pellet resultante se le agregé 1 mL de PBS 1X y se
transfirio a un tubo de microcentrifuga, repitiendo a continuacién el paso de centrifugacion. A partir
del pellet obtenido se realiz6 la extracciébn de ADN para la subsecuente deteccién de especies

patégenas de Leptospira mediante PCR (amplificacion del gen lipL32).

3.1.2 Muestras de tejidos de material cadavérico

3.1.2.1 Procedentes de bovinos

En el periodo comprendido entre mayo de 2015 y diciembre de 2017, se procesaron 99 fetos bovinos
que inicialmente fueron recibidos por los laboratorios veterinarios del MGAP (regional noroeste, y
sede central), y por la Plataforma de Salud Animal del Instituto Nacional de Investigacion

Agropecuaria (sede La Estanzuela), para realizacion de diagnostico diferencial de aborto. El material
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cadavérico fue procesado en cada uno de los laboratorios segtin protocolos establecidos, y se remitié
el homogenato de cada tejido a la Unidad Mixta Pasteur+INIA para extraccion de ADN y posterior

deteccion de especies patogenas de Leptospira mediante amplificacion parcial del gen lipL32.

Se procesaron principalmente muestras de higado, rifién y liquido abomasal, pero también se
recibieron muestras de bazo, vejiga y placenta, entre otros. En el procesamiento de los érganos, se
tom6é 1 mL de homogenato y se centrifugd a 10000 xg, durante 15 minutos y a 25°C. El pellet
resultante se empled en la extraccion de ADN. En el caso del liquido abomasal, se transfirieron 2 mL
a un falcon y se agregaron 8 mL de PBS 1X estéril. Luego de homogeneizar mediante vortex, se
centrifugd en las condiciones ya mencionadas y el pellet obtenido se resuspendi6 en 1 mL de PBS
1X. Se trasvaso la totalidad del volumen a un tubo de microcentrifuga repitiendo el paso de

centrifugacion. A partir de este pellet se realizé la extraccion de ADN.
3.1.2.2 Procedentes de jabalies

Con autorizacion del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca, se tuvo acceso a material
cadavérico de jabalies (Sus scrofa salvaje), disponibles en eventos organizados por Municipios del
pais en relacion a actividades deportivas autorizadas de caza. En la Unidad Mixta Pasteur+INIA, se
procesaron 32 rifiones tomando 25 miligramos de cada uno de ellos (de diferentes puntos), y
cortando en pequefias secciones para proceder luego a la digestion del tejido, tal y como se describira

a continuacion.

3.1.3 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN a partir de cada matriz bioldgica se realiz6 mediante el kit comercial
PureLink Genomic DNA Mini Kit de Invitrogen, siguiendo las instrucciones del fabricante para cada
tipo de muestra. La obtencion de ADN en cada caso fue debidamente validada, contaminando cada
tipo de muestra con un inéculo bacteriano de densidad conocida y midiendo concentraciéon de ADN

luego de la extraccion.

Brevemente, el sistema empleado se basa en la adsorcién especifica del ADN a una
membrana de silica en presencia de alta concentracion de sales. En primer lugar, una etapa de lisis en
la que se utilizan sales caotropicas permite extraer el ADN de la célula, pero también otros
contaminantes celulares tales como proteinas y ARN, que son luego eliminados por la accién de
enzimas especificas. En esta etapa, las muestras son incubadas durante un tiempo determinado con el

buffer de lisis (durante al menos 1 hora para muestras de orina, y entre 2-4 horas para muestras de
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tejido), y en presencia de proteinasa K a 56°C, temperatura 6ptima a la cual trabaja esta enzima. Una
vez digerido el material, se incuba a temperatura ambiente durante 2 minutos con ARNasa para
eliminacion del ARN contaminante. Una segunda etapa, en la que se promueve la unién del ADN a
la silica, consta del agregado de un buffer de alta fuerza iénica, que contiene detergentes (para
mejorar la especificidad), y alcohol etilico absoluto (para fijar el ADN a la membrana y permitir los
posteriores pasos de lavado y purificacién del acido nucleico). Luego de agregados buffer y alcohol,
se procede a la centrifugacion de la columna a 10000 xg durante 1 minuto, quedando el ADN
adsorbido a la membrana, y el resto del volumen conteniendo contaminantes dentro del tubo
colector. Una tercera fase constituida por dos lavados sucesivos, permiten eliminar contaminantes
adicionales sin desestabilizar la interaccion ADN-silica. Luego de agregado el primer buffer de
lavado, se centrifuga a 10000 xg durante 1 minuto, y se elimina el volumen colectado en el tubo,
colocando la columna en uno nuevo, para un segundo lavado. Tras la adicion del segundo buffer de
lavado, se centrifuga nuevamente a 10000 xg, durante 3 minutos, eliminandose el volumen que pasa
a través de la membrana, y colocando la columna de purificaciéon en un tubo de microcentrifuga
donde finalmente se eluira el ADN. En este tltimo paso, el agregado de un buffer de baja fuerza
ionica rompe la interaccion ADN-silica, resolubiliza el ADN, y el mismo es eluido tras
centrifugacion a 10000 xg, durante 1,5 minutos. Para ADN proveniente de orina se emple6 un
volumen de elucion de 100 pL, mientras que para ADN obtenido a partir de tejidos dicho volumen

fue de 150pL. Todas las centrifugaciones fueron realizadas a temperatura ambiente.

Cada muestra de ADN se almacené a 4°C hasta su uso en PCR. Luego, para evitar su

degradacion se conservaron a -20°C.

3.2 Deteccion de especies patogenas de Leptospira mediante
amplificacion del gen lipL32

3.2.1 PCR convencional

La deteccion de especies patogenas del género Leptospira se llevo a cabo mediante amplificacién del
gen lipL32. Se utilizaron  los oligonucleétidos especificos LipL32F (5-
ATCTCCGTTGCACTCTTTGC-3") y LipL32R (5-ACCATCATCATCATCGTCCA-3") (Ahmed et

al., 2006), que dan lugar a un producto de 474 pb. Las concentraciones de reactivos en la mezcla de

reaccion se resumen en la Tabla 5.
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Tabla 5. Concentraciones de reactivos para la PCR lipL32. Las concentraciones empleadas son las establecidas en
(Ahmed et al., 2006), a excepcién de la concentracién de oligonucleétidos que fue levemente modificada y la BSA que

fue agregada con el propdsito de captar inhibidores que afecten la reaccion de amplificacion.

Reactivo Concentracion stock Concentracion final
Buffer 10 X 1X
MgCl, 25 mM 1.5 mM
dNTPs 5 mM 200 pM
BSA 5 mg/mL 0.25pg/pL
LipL32 F 10pM 1 pM
LipL32 R 10pM 1 pM
Taq 5U/pL 1 U/reaccion
H,0 DNAsa/RNAsa Free - -

Los controles incluidos sistematicamente fueron: i) un control positivo, incluyendo ADN
gendémico de una cepa de referencia (L. borgpetersenii serovar Hardjo) y ii) un control sin ADN
molde, para asegurar que los reactivos no estuviesen contaminados con material genético. A su vez,
en el caso de PCR a partir de muestras biolégicas se incluyé un control de inhibicién para evidenciar
el efecto de potenciales inhibidores presentes en las muestras que pudieran co-purificarse con el
ADN vy asi descartar falsos negativos. Este control se realiz6 para cada muestra en estudio en un tubo
separado, donde se agregd el mismo volumen de ADN molde de la muestra a analizar con la adicion

de 40 ng de control positivo.

Las condiciones de ciclado incluyeron una etapa inicial de desnaturalizacién a 95°C durante 5
minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacion comprendiendo i) desnaturalizacién a 94°C, 30
segundos; ii) hibridacion de cebadores a 58°C, 30 segundos; y iii) extension a 72°C, 1 minuto. Por
ultimo, se incluy6 una etapa final de extensién a 72°C durante 7 minutos. Todas las PCR fueron

realizadas en un termociclador Veriti® 96-Well Fast Thermal Cycler de Applied Biosystems.

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5% y se
visualizaron por tinciéon con bromuro de etidio (0.5 pg/mL) en un transiluminador G:Box Chemi
HR16 de Syngene. El tamafio del producto fue estimado mediante comparacién con un estandar de
pesos moleculares cuyo rango se extiende desde 100 hasta 2000 pb (100 bp DNA Ladder,

Invitrogen).
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3.2.2 PCR en tiempo real

Paralelamente al protocolo de PCR convencional, se disefi6 una PCR en tiempo real (QPCR) también
dirigida a la deteccién del gen lipL32, pero teniendo como blanco de amplificacién una zona

diferente.

Las secuencias de lipL32 utilizadas en el disefio de oligonucle6tidos fueron obtenidas a partir

de la plataforma PATRIC 3.5.14 (https://www.patricbrc.org); estas secuencias se alinearon mediante

el software MEGA 6.0 (https://www.megasoftware.net/) con la finalidad de detectar zonas de alta

homologia para que la hibridacion de los oligonucleétidos abarcase todas las especies disponibles; el
disefio de cebadores fue realizado teniendo en cuenta las consideraciones bésicas en cuanto a
longitud, contenido de GC y temperatura de melting. Estos parametros, y algunos otros aspectos tales
como la formacién de horquillas o dimeros se chequearon mediante la herramienta online

OligoAnalyzer 3.1 de Integrated DNA Technologies, IDT (https://www.idtdna.com/calc/analyzer),

asi como también se evalud su especificidad mediante Primer-BLAST del National Center for

Biotechnology Information, NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). El producto

de amplificacion obtenido mediante los oligonucleétidos disefiados present6 un tamafio de 102 pb.

La secuencia de estos cebadores, y otros parametros de interés se resumen en la Tabla 6.

Tabla 6. Parametros generales de oligonucledtidos disefiados para la deteccion de lipL32 mediante qPCR.

Contenido Tamafio
Longitud Tm

Oligonucleotido Secuencia (5°-3’) en GC amplicon
(nucleédtidos) (°C)

(%) (pb)
LipL32-188F TAAAGCCAGGACAAGCGCC 19 58 58 [0
LipL32-270R TACGAACTCCCATTTCAGCG 20 55 50

Dado que la finalidad de esta PCR es detectar presencia/ausencia de ADN especifico de
especies patégenas de Leptospira aplicada al diagnoéstico de la enfermedad, se opt6 por una
cuantificacién absoluta referenciada a una curva estandar de concentraciones conocidas expresada en
unidades de genomas/pL, que se construyé a partir de una cepa patégena correspondiente a L.
interrogans. Para ello, se partié de un cultivo puro en fase exponencial cuya densidad bacteriana
(bacterias/mL) se determin6 mediante recuento en cdmara de Petroff-Hausser. Se realizé la

extraccion de ADN a partir de 1 mL de este cultivo empleando el kit PureLink Genomic DNA Mini
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Kit de Invitrogen (apartado 3.1.3) y se cuantific6 la concentracion exacta de ADN mediante
fluorescencia en un Qubit 2.0 Fluorometer de Invitrogen, empleando el kit Qubit™ dsDNA HS
Assay Kit (Invitrogen). Se realizaron diluciones seriadas del ADN al décimo, obteniéndose un rango
de 7 concentraciones para la curva estandar. La relacion entre concentracion de ADN y copias
genomicas se estableci6 teniendo en cuenta que un genoma de L. interrogans (4.6 Mb) es

equivalente a 5 femtogramos de ADN genémico (Bourhy et al., 2011b).

Se eligi6 como método de deteccion el agente intercalante SYBR Green I, que se une de
manera inespecifica al surco mayor de la doble hélice de ADN, emitiendo fluorescencia. Debido a su
inespecificidad fue necesaria una caracterizaciéon posterior del producto mediante el andlisis de la
curva de disociacion, en la cual el producto especifico amplificado por los cebadores disefiados

presenta una Tm de 76°C.

Ademas de los controles habituales, se incluyé un control interno de amplificacién (IAC) que
actiia como control de inhibicién. Este control se disefié en base a pautas establecidas (Hoorfar et al.,
2004), optandose por una secuencia competitiva, es decir, una secuencia no relacionada con el ADN
blanco, pero que es amplificada por el mismo par de oligonucle6tidos. Dada la alta frecuencia con la
que se emplean secuencias de virus que infectan peces para esta finalidad, se opt6 por el virus CEV,
que produce edemas y hemorragias en Cyprinus carpio (pez carpa); el IAC se disefi6 tomando como
molde la region 5’-UTR del ARN mensajero de este virus, y se agregaron en ambos extremos de la
secuencia las regiones donde hibridan los oligonucleétidos Lip[.32-188F y LipL.32-270R (Tabla 6).
La secuencia resultante tiene 200 pb y una Tm de 83°C, por lo que es facilmente diferenciable de la
Tm del producto de amplificacién especifico. Se chequed formacion de dimeros y horquillas con
OligoAnalyzer 3.1, y la especificidad del control mediante Primer-BLAST, para corroborar que
dicha secuencia no hibrida con ningtin otro microorganismo, a excepcion del virus. Previo a su
inclusion en la mezcla de PCR, se puso a punto la concentracion minima necesaria de control
interno para que no interfiriera con el limite de deteccion de ADN blanco determinado para la
reaccion. Para ello se realizo una pequefia curva de concentraciones conocidas de IAC, desde 10
copias/reaccion hasta 10000 copias/reaccion; cada punto de la curva fue sometido a PCR (en las
condiciones luego mencionadas) en presencia de la minima cantidad de ADN blanco detectable, y se
evalud amplificacion conjunta de ambos productos. La secuencia del control interno se muestra en la

Tabla 7.
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Tabla 7. Control interno de amplificacion para la qPCR de lipL32. El control interno es amplificado con los
oligonucleétidos LipL.32-188F y LipL.32-270R, al igual que el gen lipL32. La zona de hibridacién de los mismos se
encuentra subrayada en la secuencia del IAC. Dado que la secuencia de ADN utilizada para el disefio del control interno
no esta relacionada a Leptospira ni otros géneros bacterianos, su amplificacion inicamente serd indicativa de ausencia de

inhibidores.

Longitud Tm Contenido

IAC Secuencia (5’-3’)
(nucleétidos) (°C) GC (%)

TAAAGCCAGGACAAGCGCCCCTTCTTGTGCTGCAGCTGC
TCCACCTGCTACCCAAGCTGCTGCCACCAGCTCCTACCAT

CEV-32 CAAGCAGCTGCTCCACCTGCTACAATTCCAAGAGCATCTA 200 83 53
CCTTCTAGTCTCTCTATCCTTGCTGCTCCACCTGCACATCA
ACATCGTACTTACATCGGAACGCTGAAATGGGAGTTCGTA

Las condiciones de ciclado incluyeron una etapa inicial de activacion de la enzima a 95°C
durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de amplificacién comprendiendo i) desnaturalizacién a
95°C, 30 segundos e ii) hibridacion de cebadores y extensién en una tnica etapa a 60°C, 30
segundos. Inmediatamente después de la amplificacion se incluy6 el ciclado para la curva de melting
que abarca tres etapas: i) 95°C, 15 segundos, ii) 60°C, 15 segundos y iii) nuevamente 95°C, 15
segundos. Todas las PCR fueron realizadas por triplicado en placas de 48 pocillos, en un

termociclador Eco™ Real-Time PCR System de Illumina.

El andlisis de los resultados fue realizado mediante el software EcoStudy de Illumina

https://support.illumina.com/downloads/eco_real time pcr software v5-0.html).

3.3 Cultivo y aislamiento de cepas de Leptospira spp.

3.3.1 Preparacion de EMJH suplementado con seroalbiumina bovina

Para la preparacion de EMJH suplementado con seroalbimina bovina, se utilizé la base
comercializada por BD Difco™, Leptospira Medium Base EMJH, la cual esta compuesta por cloruro
de amonio (fuente de nitrogeno), tiamina (factor de crecimiento), fosfato de sodio y potasio
(amortiguadores del pH), y cloruro de sodio (balance osmético de la solucion). El pH de esta

solucion se ajusto a 8, y se esterilizo por autoclavado a 121°C, durante 20 minutos.

Por otro lado, se prepar6 el suplemento, que contiene albimina, Tween 80 y factores de
crecimiento adicionales. Para la preparacion de este suplemento se adquirio una seroalbiumina bovina

enriquecida en lipidos, elaborada especificamente para el crecimiento de Leptospira spp. (Bovolep,
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Bovogen Biologicals). Se disolvio en agua previamente autoclavada, y luego se agregaron los otros

aditivos necesarios que también fueron esterilizados mediante autoclave a excepcion de la vitamina

B12 que se esterilizé por filtracion. Una vez disuelto todo, se agitdé durante 20 minutos hasta

mezclado homogéneo, y se esterilizé por filtro de 0.22 pm. Se conservo a -20 °C hasta su uso.

Se realiz6 la mezcla de base y suplemento, se mezclé y ajusté el pH a 7.5 + 0.2, y se

esterilizo por filtros 0.22 pm. En el caso de medio empleado para cultivos en proceso de

purificacion, se agregd 5’-fluorouracilo previamente esterilizado por filtracion, a una concentracion

final de 0.1 g/L. En la Tabla 8 se detallan todos los componentes utilizados en la elaboracion del

medio EMJH suplementado con albimina.

Tabla 8. Composicion de medio base, suplemento y medio EMJH suplementado.

Concentracion Concentracion

Componentes
stock (g/L) final (g/L)
Medio Base
Na,HPO,4, KH,PO,4, NaCl, NH,4Cl, Tiamina - 2.6
(BD Difco™)
BSA - 100
ZnS04.7H,0 4 0.04
MgCl,.6H,0 15 0.15
CaCl,.2H,0 15 0.15
Suplemento Piruvato de sodio 100 1.0
Vitamina B12 0.2 0.002
Glicerol - 4.0
Tween 80 - 12.5
FeS0,4.7H,0 - 0.5
Medio Base Medio Base 2.6 2.3
Suplementado Suplemento 100* 20*

*concentracion de suplemento referida a la concentraciéon de BSA.

3.3.2 Cultivo de Leptospira spp.

Los cultivos fueron incubados a 29°C, con agitacion a 100 rpm y monitoreados semanalmente bajo

microscopio de campo oscuro (Axiolmager A2 LED con condensador de campo oscuro, Carl Zeiss).
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El principal contaminante en cultivos provenientes de muestras biologicas, especialmente en aquellos
derivados de orina, fueron bacilos. El método empleado para la descontaminacién de estos cultivos,

ademas de emplear medio EMJH con 5’FU, fue la filtracién por filtros de 0.22 pm.
3.3.3 Conservacion de cepas

Tanto los aislamientos provenientes de muestras biolégicas como las cepas de referencia fueron
conservadas tras ser repicadas en medio sin 5’FU, y alcanzada la fase exponencial de crecimiento

mediante criopreservacion en nitrogeno liquido utilizando DMSO 2.5% (v/v) como crioprotector.

3.4 Caracterizacion de las cepas autoctonas de Leptospira spp.

3.4.1 Determinacion de especie mediante amplificacién y secuenciacién parcial

del gen de ARNr 16S

La determinacién de especie de los aislamientos autéctonos estudiados en este trabajo, se llevd a
cabo mediante amplificacion del gen de ARNr 16S (rrs) y posterior secuenciacion del producto de
amplificacion. Para la amplificacion se utilizaron los oligonucleétidos especificos para el género
Leptospira LeptoA (5- GGCGGCGCGTCTTAAACATG-3") y LeptoB (5°-
TTCCCCCCATTGAGCAAGATT-3") (Mérien et al., 1992), que dan lugar a un producto de 331 pb.
Para la secuenciacion de dicho producto se usaron los oligonucleétidos internos LeptoC (5°-
CAAGTCAAGCGGAGTAGCA-3") y Rs4 (5-TCTTAACTGCTGCCTCCCGT-3") (Mérien et al.,

1992). Las concentraciones de reactivos utilizadas se resumen en la Tabla 9.

Tabla 9. Concentraciones de reactivos para la amplificacion del gen rrs. Las concentraciones empleadas son las

establecidas en (Mérien et al., 1992).

Reactivo Concentracion stock Concentracion final

Buffer 10 X 1X

MgCl, 25 mM 1.5 mM
dNTPs 5 mM 200 pM
LeptoA 10pM 0.2 pM
LeptoB 10pM 0.2 pM

Taq 5U/pL 1 U/reaccion
H,0 DNAsa/RNAsa Free - -

Pagina | 51



Las condiciones de ciclado incluyeron una etapa inicial de desnaturalizacion a 94°C durante 3
minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacion comprendiendo i) desnaturalizacién a 94°C, 30
segundos; ii) hibridaciéon de cebadores a 55°C, 30 segundos; Yy iii) extensién a 72°C, 45 segundos.
Por ultimo, se incluy6 una etapa final de extensién a 72°C durante 5 minutos. Todas las PCR se

realizaron en un termociclador Veriti® 96-Well Fast Thermal Cycler de Applied Biosystems.

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5% y se
visualizaron por tinciéon con bromuro de etidio (0.5 pg/mL) en un transiluminador G:Box Chemi
HR16 de Syngene. El tamafio del producto fue estimado mediante comparacién con un estandar de
pesos moleculares cuyo rango se extiende desde 100 hasta 2000 pb (100 bp DNA Ladder,
Invitrogen). No se purific6 el producto de PCR previo a secuenciacion debido a la excelente
performance de la PCR. Para la secuenciacion de dicho producto se usaron los oligonucleo6tidos
internos LeptoC (5-CAAGTCAAGCGGAGTAGCA-3") y Rs4 (5°-
TCTTAACTGCTGCCTCCCGT-3") (Mérien et al., 1992). Los productos de amplificacién fueron

secuenciados mediante la tecnologia Sanger (Macrogen, Corea).

Los cromatogramas de las secuencias resultantes se analizaron mediante el software Chromas

2.6.5 (https://technelysium.com.au/wp/). La secuencia consenso se obtuvo con el software BioEdit

7.0.5.3 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). La especie se asign6 mediante

comparacion ~ con  secuencias  disponibles en la  base de datos  GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), a traveés de la herramienta BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.4.2 Genotipificacion mediante amplificacion y secuenciacion parcial del gen

secY

La genotipificacion de cepas autdctonas se llevd a cabo mediante amplificacion del gen secY y
posterior secuenciacién del producto de PCR. Tanto en la amplificacién como en la secuenciacion se
utilizaron los oligonucledtidos especificos SecYF (5"-ATGCCGATCATTTTTGCTTC-3") y SecYR
(5"-CCGTCCCTTAATTTTAGACTTCTTC-3") (Ahmed et al., 2006), que dan lugar a un producto
de 549 pb. La secuenciacion de los productos de PCR fue realizada mediante la tecnologia Sanger

(Macrogen, Corea).

Las concentraciones de reactivos para esta PCR, asi como las condiciones de ciclado, fueron

las mismas que las utilizadas para la PCR del gen rrs (ver apartado 3.4.1).
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Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5% y se
visualizaron por tincion con bromuro de etidio (0.5 pg/mL) en un transiluminador G:Box Chemi
HR16 de Syngene. El tamafio del producto fue estimado mediante comparacion con un estandar de
pesos moleculares cuyo rango se extiende desde 100 hasta 2000 pb (100 bp DNA Ladder,
Invitrogen). No se purificé el producto de PCR previo a secuenciacion debido a la excelente

performance de la PCR.

Los cromatogramas de las secuencias resultantes se analizaron mediante el software Chromas
2.6.5. La secuencia consenso se obtuvo con el software BioEdit 7.0.5.3. Para la construccion de los

arboles filogenéticos, se considero el alelo MLST de 501 pb (Ahmed et al., 2011).
3.4.3 Analisis filogenético a partir de productos de secuenciacion de rrs y secY

El andlisis de filogenia se realiz6 con el software MEGA 6.0 (https://www.megasoftware.net/),

utilizando el método Neighbor-joining, modelo Tamura-Nei. La distribucion de los clados se valido
por medio de la generacion de 1000 réplicas mediante método bootstrap (Lio & Goldman, 1998). Las
secuencias de rrs contra las cuales se compararon las secuencias de los aislamientos autdctonos

fueron extraidas de la bases de datos GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), mientras

que las secuencias de secY fueron obtenidas de PATRIC (https://www.patricbrc.org/); la asignacion

del alelo para secY se realiz6 comparando con las secuencias disponibles en PubMed-MLST

Leptospira (https://pubmlst.org/leptospira/).

3.4.4 Determinacion de serogrupo mediante reaccion con antisueros de referencia

por MAT

La determinacion de serogrupo fue llevada a cabo utilizando la técnica de MAT (Faine, 1999). Cada
aislamiento se enfrentd a un panel de antisueros de referencia adquiridos en el KIT (Royal Tropical
Institute, Holanda), especificos contra los 24 serogrupos mas relevantes de Leptospira spp. (Tabla
10). La reaccién de aglutinacién fue realizada en placas de microtitulacion, mezclando volimenes
iguales de un cultivo de 10’ leptospiras/mL y dilucién 1:200 de cada suero. Se incub6 durante 2
horas a 37°C, y se observo aglutinacion al microscopio de campo oscuro. Se consideran aglutinacion
positiva aquellas reacciones en la que s6lo permanecen libres el 50% o menos de las leptospiras
totales. Cuando la aglutinacion fue positiva con uno o mas antisueros, se realizé una titulacién con
diluciones seriadas de los mismos, asignando el serogrupo del antisuero con el que presenté mayor

titulo de aglutinacion.
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Tabla 10. Antisueros de referencia usados en la determinacion de serogrupo mediante MAT. Se indica la cepa de

Leptospira spp. utilizada por el KIT para la produccién del antisuero de referencia correspondiente.

Antisuero Serogrupo Serovar Cepa
1 Australis Australis Ballico
2 Autumnalis Autumnalis Akiyami A
3 Bataviae Argentinensis Peludo
4 Canicola Portlandvere MY 1039
5 Ballum Castellonis Castellon 3
6 Cynopteri Cynopteri 3522 C
7 Grippotyphosa Grippotyphosa type Moskva Moskva V
8 Sejroe Hardjo type bovis Sponselee
9 Hebdomadis Goiano Bovino 131
10 Icterohaemorrhagiae Copenhageni M 20
11 Panama Panama CZ 214
12 Semaranga Patoc Patoc I
13 Pomona Proechimys 1161 U
14 Pyrogenes Pyrogenes Salinem
15 Sejroe Sejroe M 84
16 Tarassovi Tarassovi Perepelitsin
17 Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA
18 Celledoni Celledoni Celledoni
19 Djasiman Djasiman Djasiman
20 Mini Mini Sari
21 Sarmin Rio Rr5
22 Shermani Shermani 1342 K
23 Javanica Javanica Veldrat Batavia 46
24 Louisiana Louisiana LSU 1945
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3.4.5 Asignacion de serovar presuntivo mediante analisis de VNTR

La caracterizacion de cepas a nivel de serovar se realizé6 mediante analisis de repetidos en tandem,

VNTR, de acuerdo a métodos ya publicados (Salaiin et al., 2006). Se amplificaron 5 alelos VNTR

distintos, cuya combinatoria, junto con la tipificacion serolégica (apartado 3.4.4) y la identificacion

de especie (apartado 3.4.1), permitié inferir el serovar de cepas pertenecientes a las especies L.

interrogans y L. borgpetersenii. Para las primeras se amplificaron los loci VNTR-4, VNTR-7 y

VNTR-10, mientras que para las segundas se amplificaron los loci VNTR-10, VNTR-Lb4 y VNTR-

Lb5. Los oligonucleétidos empleados para la amplificacion de cada alelo se resumen en la Tabla 11.

Tabla 11. Oligonucleétidos empleados en la amplificacion de los diferentes alelos VNTR (Salatin et al., 2006).

Alelo Oligonucleétidos Secuencia (5’-3°)
4a_bis AAGTAAAAGCGCTCCCAAGA
VNTR-4
4b_bis ATAAAGGAAGCTCGGCGTTT
7a_bis GATGATCCCAGAGAGTACCG
VNTR-7
7b TCCCTCCACAGGTTGTCTTG
10a_bis GAGTTCAGAAGAGACAAAAGC
VNTR-10
10b_bis ACGTATCTTCATATTCTTTGCG
Lb4a AAGAAGATGATGGTAGAGACG
VNTR-Lb4
Lb4b ATTGCGAAACCAGATTTCCAC
Lb5a AGCGAGTTCGCCTACTTGC
VNTR-Lb5
Lb5b ATAAGACGATCAAGGAAACG

Las concentraciones de reactivos empleadas en la reaccion de amplificacion se resumen en la

Tabla 12.
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Tabla 12. Concentraciones de reactivos para la PCR de repetidos en tandem. Las concentraciones empleadas son

las establecidas en (Salaiin et al., 2006).

Reactivo Concentracion stock Concentracion final
Buffer 10 X 1X
MgCl, 25 mM 1.5 mM
dNTPs 5mM 100 pM
OligoF 10pM 0.2 pM
OligoR 10pM 0.2 pM
Taq 5U/pL 1 U/reacci6on
H,0 DNAsa/RNAsa Free - -

Las condiciones de ciclado incluyeron una etapa inicial de desnaturalizacion a 95°C durante 5
minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacion comprendiendo i) desnaturalizaciéon a 95°C, 30
segundos; ii) hibridacion de cebadores a 55°C, 30 segundos; y iii) extension a 72°C, 1 minuto. Por
ultimo, se incluy6 una etapa final de extension a 72°C durante 10 minutos. Todas las PCR fueron

realizadas en un termociclador Veriti® 96-Well Fast Thermal Cycler de Applied Biosystems.

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5%
(para alelos VNTR-4, VNTR-7 y VNTR-10) y 1.0% (para alelos VNTR-Lb4 y VNTR-Lb5), y se
visualizaron por tincién con bromuro de etidio en un transiluminador G:Box Chemi HR16 de
Syngene. El tamafio de los alelos amplificados fue determinado empleando el software GelAnalyzer

2010a (http://www.gelanalyzer.com/), teniendo como referencia un estandar de pesos moleculares

cuyo rango se extiende desde 100 hasta 2000 pb (100 bp DNA Ladder, Invitrogen). El tamafio del
amplicon estd dado por: el tamafio de la regién flanqueante mas el tamafo del repetido teniendo en
cuenta el numero de veces que se repite. Por tanto, conociendo el tamafio del amplicén, el niimero de

repetidos es facilmente determinado (Tabla 13).
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Tabla 13. Loci VNTR propuesto para L. interrogans y L. borgpetersenii. Adaptado de (Salaiin et al., 2006).

Alelo Tamaiio del producto de PCR (pb)
L. interrogans L. borgpetersenii
VNTR-4 425 + 34n 425 + 34n
VNTR-7 299 + 46n No amplifica
VNTR-10 420 + 46n 333 + 46n
VNTR-Lb4 No amplifica 573 + 60n
VNTR-Lb5 668 + 39n 722 + 36n

n es el nimero de repeticiones.

3.5 Secuenciacion de genomas completos

3.5.1 Extraccion de ADN y determinacion de su calidad

Para la secuenciacion de los genomas completos de aislamientos autoctonos de Leptospira spp., se
parti6 de cultivos en fase exponencial. Se tomaron 5 mL de estos cultivos y se centrifugaron a
10000xg, durante 15 minutos a temperatura ambiente. El pellet bacteriano resultante fue empleado
para la extraccion de ADN, la cual se realiz6 mediante el kit comercial PureLink Genomic DNA

Mini Kit de Invitrogen (apartado 3.1.3).

Una vez obtenido el ADN, se procedio6 a la determinacién de su concentracion, asi como a la
evaluacion de su pureza mediante relacion de absorbancias a 260 y 280 nm. La concentracion de
ADN fue determinada mediante fluorescencia, empleando Qubit™ dsDNA HS Assay Kit, de
Invitrogen que es selectivo para ADN doble hebra. Las medidas fueron realizadas en el Qubit 2.0
Fluorometer de Invitrogen. La relacion Ajgp/Azgy fue obtenida empleando el Nanodrop 1000,

considerandose suficientemente puras aquellas muestras con una relacion > 1.8.
3.5.2 Construccion de librerias de ADN

Luego de contar con ADN de buena calidad (Aggo/Azs0> 1.8) y cantidad (100 pL a una concentracion
> 20 ng/pL), se procedio a la construccion de librerias de ADN utilizando el kit Nextera® XT DNA

Library Prep (Illumina), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Brevemente, la construccion de librerias implic6 una primera etapa de fragmentacion y
etiquetado del ADN con secuencias adaptadoras en un unico paso, seguido de la amplificacion del

ADN mediante PCR. Los oligonucle6tidos utilizados en esta amplificacion permiten agregar las
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secuencias de indexado, que son requeridas para la formacién de clusters en la placa de
secuenciacion. Una tercera etapa, es la purificacién de las librerias obtenidas mediante el kit AMPure
XP beads (New England BioLabs). Este kit, basado en perlas magnéticas, permite la remocién de
fragmentos cortos de ADN, tales como dimeros de oligonucleétidos. Por tltimo, se cheque6 la
calidad de las librerias mediante el sistema de microelectroforesis capilar Agilent Technology 2100
Bioanalyzer, usando un High Sensitivity DNA chip, de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Las

librerias de ADN asi obtenidas fueron almacenadas a -20 °C hasta su secuenciacion.

3.5.3 Secuenciacion de genomas completos empleando el sistema MiSeq de

INlumina

La secuenciacion de los genomas completos de aislamientos autdctonos fue realizada empleando el
kit MiSeq® Reagent Kit v3, en el secuenciador MiSeq (disponible en el Institut Pasteur de
Montevideo), segtin indicaciones del fabricante. El kit de reactivos MiSeq es de tinico uso e incluye
un tipo de celda de flujo especifico para ese kit y todos los reactivos necesarios para realizar la
corrida de secuenciacion: buffer de lavados y cartucho de reactivos, donde se inyectan todas las
librerias de ADN a secuenciar en condiciones de equimolaridad (Illumina, 2015). Sobre la celda de
flujo tendra lugar la amplificacion clonal de fragmentos de ADN, que posteriormente seran
secuenciados mediante la técnica de sintesis ya mencionada: se emplean los cuatro nucleétidos (A,
C, T, G) marcados con distintos fluoroforos para la secuenciacién de los millones de fragmentos
presentes en la superficie de la celda. Estos nucledtidos modificados contienen terminaciones
reversibles, lo que permite que cada ciclo del proceso de secuenciacién ocurra en presencia de los
cuatro nucledtidos simultdneamente. Las sefiales generadas se digitalizan, y se obtiene la secuencia

nucleotidica de los fragmentos generados en la secuenciacion.

Antes de comenzar la secuenciaciéon de las librerias de ADN, se determiné la concentraciéon
de las mismas por fluorescencia (Qubit 2.0), se diluyeron en el tampén de hibridacién suplementado
con el kit de secuenciacién, de modo de llevar todas las librerias a una concentraciéon de 12

picomolar, y se inyectaron en el cartucho de secuenciacion.
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3.5.4 Secuenciacion de genomas completos empleando el sistema NextSeq 500 de

INlumina

Ademas de secuenciar en la plataforma del Institut Pasteur de Montevideo, algunas muestras fueron
secuenciadas en la plataforma de secuenciacion PIBnet, disponible para la Red Internacional de
Institutos Pasteur (Institut Pasteur, Paris, Francia). Se envi6 por correo ADN en las condiciones de
cantidad y calidad antes mencionadas, y la secuenciacion se llevd a cabo en el sistema NextSeq 500

(Illumina).

3.6 Ensamblaje, anotacion y analisis de genomas

3.6.1 Evaluacion de calidad de los datos crudos de secuenciacion

Los equipos de secuenciacion utilizados producen archivos de salida en forma digital a medida que
avanzan automaticamente con el proceso fisico de secuenciacién gendmica. Entre los archivos
generados se encuentran aquellos con extension “.fastq”. Este formato de archivo constituye el input
estandar crudo reconocido por los programas bioinforméticos habituales, para comenzar con las
etapas de procesado de los datos. Lo primero es analizar la calidad de los datos obtenidos. La
evaluacion de calidad se realizd6 con el software FastQC del Babraham Institute

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), que mediante una interfaz sencilla y

grafica permite ver la calidad de los datos de secuenciacion antes de continuar con analisis
posteriores. Parametros tales como la calidad por base, el contenido de GC, presencia de
adaptadores, entre otros, son representados mediante codigo de colores que distinguen calidades

buena, regular o mala.
3.6.2 Eliminacion de secuencias adaptadoras

Si bien durante el proceso de secuenciacién se puede indicar que sean eliminadas las secuencias de
adaptadores en los archivos resultantes, es conveniente verificar durante la evaluacién de calidad, y
asegurar de eliminarlos mediante algtin programa especifico. Esto fue realizado mediante el software

Trimmomatic (http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) (Bolger et al., 2014), que incluye

una amplia variedad de etapas en el procesamiento y filtrado de las lecturas resultantes, pero a
diferencia de otros programas de similar funcionalidad, incluye algoritmos relacionados a la

identificacion de secuencias adaptadoras empleadas en sistemas Illumina. Luego de recortar las
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secuencias adaptadoras y filtrar mediante Trimmomatic, se evalué nuevamente la calidad de los

reads mediante FastQC.
3.6.3 Ensamblaje de novo

El ensamblaje de novo de los genomas se realiz6 mediante el software SPAdes 3.12.0

(http://cab.spbu.ru/software/spades/). Este programa se basa en la construccion de grafos de Bruijn,

que representan solapamientos entre secuencias de simbolos. El grafo tiene m vértices que consisten
en todas las posibles secuencias de longitud n de los simbolos dados. Este n (k-meros) corresponde a
la ventana de lectura establecida, es decir, cada cuantos nucleotidos ira leyendo el programa; estas
secuencias después seran solapadas en la reconstruccion del genoma. Se utilizan diferentes k-meros a
fin de llegar al alineamiento mas probable. Los k-meros empleados fueron 21, 33 y 55 (Bankevich et

al., 2012).
3.6.4 Evaluacion de la calidad del genoma ensamblado

La evaluacién de la calidad de los genomas ensamblados se realiz6 mediante el software Quast

(http://quast.sourceforge.net/quast). Este programa es facil de usar y permite evaluar parametros de

calidad del ensamblaje tales como numero de contigs o fragmentos totales del ensamblado, N50
(tamafo del contig més pequefio para cubrir el 50% del genoma, habiendo ordenado los contigs de
mayor a menor tamafo), y L50 (nimero de contigs necesarios para cubrir el 50% del genoma). Estos
parametros nos dan una idea de que tan fragmentado se encuentra el genoma ensamblado (Gurevich

et al., 2013).

Aquellos genomas que presentaron parametros no 6ptimos (ntmero de contigs > 450, N50 <
16000, L50 > 90), fueron re-ensamblados empleando el software Assembly Improvement

(https://github.com/sanger-pathogens/assembly improvement). Este programa toma el ensamblaje

original en formato fasta y las secuencias crudas en formato fastq; mediante un proceso iterativo,
apunta a formar alineamientos mas grandes (scaffolds) y cierra gaps que hayan quedado en el
ensamblaje inicial (Page et al., 2012). Una vez concluido el mejoramiento, se re-evalud la calidad del

reensamblado mediante Quast.
3.6.5 Anotacion de genomas

La asignacion de identidad a las secuencias constituyentes de los genomas ensamblados se realizo

mediante la herramienta informatica Prokka (https://github.com/tseemann/prokka). Prokka coordina
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un conjunto de herramientas de prediccion existentes para identificar las secuencias génicas dentro

de contigs y lograr una anotacién rapida y confiable de genomas bacterianos (Seemann, 2014).
3.6.6 Analisis del pangenoma

Una vez obtenidos los genomas ensamblados y anotados se procedio a realizar un alineamiento de
genomas completos para ver como se agrupaban los distintos aislamientos autoctonos secuenciados.

Esto se realiz6 mediante el software MAFFT v7 (https:/mafft.cbrc.jp/alignment/software/), que

rapidamente encuentra zonas con homologia basandose en la transformada de Fourier (Katoh et al.,

2012).

Tras realizar el alineamiento multiple se procedi6 al célculo de identidad de nucle6tidos en

los genomas alineados mediante el software pANIto (https://github.com/sanger-pathogens/panito).

Este software permite calcular el indice ANI, que ha sido propuesto como una forma de determinar
el grado de relacion genética entre especies bacterianas, permitiendo asi establecer en funcién del
porcentaje de ANI obtenido a partir de un alineamiento multiple si los organismos en comparacion
pertenecen a la misma especie. Se considera que un valor de ANI > 95% se corresponde con el valor
de corte de 70% proveniente del analisis de la hibridacion ADN-ADN para organismos de la misma
especie (Arahal, 2014).

El andlisis del pangenoma se llevd a cabo mediante el software Roary

(https://www.sanger.ac.uk/science/tools/roary). Este programa emplea los archivos con extension

.gff obtenidos por Prokka, y compara todos los genomas que se le suministren dando como output
graficos y tablas resultantes de la comparativa, tales como presencia/ausencia de genes, entre otros

(Page, Cummins, et al., 2014).
3.6.7 Analisis del genoma-nucleo

El analisis del genoma nucleo, genoma central o core genome, se llevé a cabo mediante Phylen

(https://github.com/iferres/phylen), un paquete escrito en el lenguaje R, que realiza la reconstruccion

filogenética automatica dado un conjunto de modelos ocultos de Markov (HMM) (Ferrés et al.,
2018b). Los genes encontrados en todos los genomas ("'core genes") se alinean individualmente y se
concatenan en una sola secuencia supergénica. Dentro de los archivos generados, ademas de los

alineamientos, se encuentra un archivo en formato Newick que contiene el arbol filogenético.
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3.6.8 Analisis de genes MLST

Otra forma en la que fueron analizados los genomas en busca de variabilidad fue considerando los

genes correspondientes a los tres esquemas de MLST. Esto fue realizado bioinformaticamente

mediante el paquete de R, MLSTar (https://github.com/iferres/MLSTar), que permite determinar
facilmente el secuenciotipo Multi-locus (MLST) de sus genomas, mediante interaccion directa con la

base de datos PubMLST de Leptospira (https://pubmlst.org/leptospira/) (Ferrés et al., 2018a).
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4. RESULTADOS
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4.1 Deteccion de ADN especifico de especies patogenas de Leptospira

mediante amplificacion del gen lipL32

4.1.1 PCR convencional

4.1.1.1 Determinacion de la especificidad y sensibilidad analitica de la PCR

La especificidad de la reaccién fue ensayada con las diferentes especies y serovariedades de
Leptospira que se detallan en la Tabla 14. A su vez, otros géneros bacterianos no relacionados con
Leptospira también fueron evaluados: Escherichia, Pseudomonas, Salmonella, Staphylococcus y
Enterococcus. La amplificacion del gen lipL32 mostré ser especifica para especies patégenas de

Leptospira, no evidenciandose para los otros géneros incluidos (Figura 11).

Tabla 14. Especies y serovares de Leptospira empleados en la determinacion de especificidad para la PCR lipL32.

Especie Serovar Especie Serovar
Ballum Cynopteri
Castellonis L. kirschneri Grippotyphosa
Javanica Mozdok
L. borgpetersenii Ha'rdjo L. noguchii Paga@a
Sejroe Louisiana
Tarassovi N Celledoni
L. weilii
Mayotte Sarmin
Australis Pomona
Autumnalis Pyrogenes
Bratislava Zanoni
L. interrogans Canicola L. interrogans Hardjo
Hebdomadis Wolffii
Copenhageni Djasiman
Icterohaemorrhagiae Bataviae
L. santarosai Shermani L. biflexa Patoc
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Figura 11. Evaluacion de la especificidad para la amplificacion del gen lipL.32. La especificidad fue determinada en
diferentes serovariedades de distintas especies patégenas de Leptospira (A, B), asi como también en otros géneros
bacterianos (C). Se incluyeron los serovares: Ballum, Castellonis, Javanica, Hardjo, Sejroe, Tarassovi (carriles 1 a 6,
panel A superior) y Mayotte (carril 5, panel B) de la especie L. borgpetersenii; Australis, Autumnalis, Bratislava,
Canicola, Hebdomadis, Copenhageni (carriles 7 a 12, panel A inferior), Icterohaemorrhagiae, Pomona, Pyrogenes,
Zanoni, Hardjo, Wolfii (carriles 1 a 6, panel A inferior), Djasiman y Bataviae (Carriles 1 y 4, panel B) de L. interrogans;
Cynopteri, Grippotyphosa y Mozdok (carriles 7 a 9, panel A inferior) de L. kirschneri; Panama y Louisiana (carriles 2 y
8, panel B) de L. noguchii; Celledoni y Sarmin (carriles 3 y 6, panel B) de L. weilii; Shermani (carril 7, panel B) de L.
santarosai; y Patoc (carril 10, panel A inferior) de L. biflexa (no patégena). Otras especies bacterianas incluidas fueron:
Escherichia coli (carril 1, panel C), Pseudomonas aeruginosa (carril 2, panel C), Salmonella sp. (carril 3, panel C),
Staphylococcus aureus (carril 4, panel C) y Enterococcus sp. (carril 5, panel C). Como control positivo (C+) en el panel
C se utilizé L. borgpetersenii serovar Hardjo. MM corresponde al marcador de pesos moleculares. El carril 11 del panel

A inferior corresponde al control sin ADN.

La curva empleada para la determinaciéon de la sensibilidad analitica de esta PCR se
construy6 a partir de un cultivo cuya densidad bacteriana fue de 10’ leptospiras/mL. Se realizaron
diluciones seriadas al décimo, en orina, llegando hasta una densidad de 1 leptospira/mL. Se procedi6
a la extraccion de ADN para cada punto de la curva y posteriormente a la amplificacién de lipL32 en
cada uno de ellos. Con las condiciones de reactivos y ciclado aplicadas, se determiné una

sensibilidad analitica de deteccion de 1000 leptospiras (Figura 12).
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Figura 12. Sensibilidad analitica de la PCR
para lipL32. La sensibilidad fue determinada
MM1 2 3 45 6 7 8 9 10 e

en un rango de 10" a 10" leptospiras de orina
(carriles 1 a 8, respectivamente), siendo el

limite inferior de detecciéon 1000 bacterias

1000 pb
500 pb —

TS e w—

(carril 5). El control positivo empleado fue L.
W borgpetersenii serovar Hardjo (Carril 10). MM

corresponde al marcador de pesos moleculares.

En el carril 9 se incluy6 un control sin ADN.

4.1.1.2 Aplicacion de la PCR convencional para la deteccion de especies patdogenas de

Leptospira en muestras de orina

De las 963 orinas procesadas, 193 resultaron positivas para la amplificacion del gen lipL.32; éstas se
distribuyeron en 37 de los 48 establecimientos muestreados, significando un 77% de presencia de
leptospiras patdgenas a nivel de rodeo. Muchas de las orinas presentaron un claro efecto inhibitorio.
Distintos tratamientos fueron evaluados para disminuir o eliminar dicha inhibicién, finalmente
llegando a un protocolo que incluye dos lavados sucesivos con PBS 1X del pellet obtenido por

centrifugacion de la orina, y luego el agregado de BSA en la mezcla de reaccién (Figura 13).
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Figura 13. Efecto inhibitorio de muchas muestras de orina en la reaccion de PCR. Las orinas inicialmente

procesadas resultaron en su mayoria ser negativas (carriles 1 a 6, panel A), pero a excepcién de la muestra positiva, el
control de inhibicién del resto de las orinas tampoco amplificé (carriles 7 a 12, panel A). El uso de PBS 1X para lavar los
pellets de orinas, asi como el agregado de BSA en la reaccién, demostrd revertir la inhibicién (carriles 7 a 12, panel B), y
detectar mas orinas positivas (carriles 1 a 6, panel B). En los carriles 13 y 14 de cada panel se encuentran los controles
postivos (L. borgpetersenii serovar Hardjo) y sin ADN, respectivamente. MM corresponde al marcador de pesos

moleculares.

La aplicacién de este método de deteccion de ADN de especies patégenas de Leptospira en
muestras de orina resulté de suma utilidad para el seguimiento de los cultivos microbioldgicos que se
realizaron en forma paralela con el objetivo de aislar cepas de Leptospira spp. a partir de dichas

muestras.
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4.1.1.3 Aplicacion de la PCR convencional para la deteccion de especies patdogenas de

Leptospira en muestras de tejido

Alrededor de un 5% de las muestras de tejido procesadas (11/226) fueron positivas para la

amplificacion del gen lipL32 (Figura 14), por lo que en 8 de 99 fetos, se confirm6 la presencia de

especies patogenas de Leptospira.
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Figura 14. Distribucién de reacciones positivas para lipL32, discriminadas por tipo de muestra procesada. Dentro

de “Otros” se incluyen muestras de placenta, bazo y vejiga, en los cuales no se detectaron reacciones positivas para

lipL32.

Si bien no se observo efecto inhibitorio sobre la reaccién de PCR en ninguno de los tejidos

analizados, si se evidenci6 un perfil de bandas multiples en aquellos casos donde el tejido habia sido

preservado a -20°C previo a su procesamiento. Los tejidos procesados de manera inmediata no

mostraron dicho perfil (Figura 15).
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Figura 15. PCR lipL32 sobre distintas
muestras de tejido. Muestras de higado y
rifion conservadas a -20°C (carriles 1 a 7,
panel A), y sin congelar (carriles 1 a 8, panel
C). Controles de inhibicién de muestras en
panel A (carriles 1 a 7, panel B) y en panel C
(carriles 9 a 16, panel C). Carriles 8 (A, B), y
17 (C), control positivo (L. borgpetersenii
serovar Hardjo). Carriles 9 (A) y 18 (C),
control sin ADN. MM corresponde al
marcador de pesos moleculares. Con asterisco
se marcan aquellos tejidos en los que se

obtuvo PCR positiva para [lipL32. La

presencia de Leptospira spp. se confirmé mediante amplificacién parcial y secuenciacion del gen rrs.
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4.1.2 Puesta a punto y validacion de una PCR en tiempo real

4.1.2.1 Construccion de la curva estandar de ADN

La concentracién de ADN obtenido a partir de un cultivo de L. interrogans de densidad igual a 10

7

bacterias/mL, fue de 78.4 ng/pL. A partir de este ADN se realizaron diluciones seriadas al décimo

para la construccién de una curva estandar que fue desde 10” a 10° leptospiras.

Teniendo en cuenta que un genoma de Leptospira interrogans (4.6 Mb) es equivalente a 5

femtogramos de ADN genémico (Bourhy et al.,, 2011a), se determinaron las correspondencias

indicadas en la Tabla 15.

Tabla 15. Correspondencia entre copias genémicas y niimero de leptospiras.

Tubo ng/pL Genomas/pL.  Leptospiras
1 78.4 15680000 10
2 7.84 1568000 10°
3 0.784 156800 10°
4 0.0784 15680 10*
5 0.00784 1568 10°
6 0.000784 156.8 10°
7 0.0000784 15.68 10"
8 0.00000784 1.568 10°

Esta curva estandar fue sistematicamente incluida en cada corrida de PCR, permitiendo

determinar la eficiencia de la reaccion, asi como estimar el niimero de copias gendémicas presentes en

una muestra dada.

Pagina | 68



4.1.2.2 Determinacion de la sensibilidad analitica

Los diferentes puntos de la curva estandar se sometieron a la reaccion de PCR, obteniéndose un
perfil de amplificacion como el que se muestra en la Figura 16. La curva de amplificacién en una
PCR en tiempo real representa el cambio de fluorescencia a medida que avanza la reaccion, siendo
un parametro importante en la misma el valor de Cq; este parametro corresponde al primer ciclo
dénde se detecta fluorescencia por encima del umbral, y es inversamente proporcional a la
concentracion inicial de ADN, por lo que muestras con mayor concentracion presentaran un Cq
menor. En el perfil observado para la curva estandar construida se puede evidenciar un patréon
constante en el corrimiento del Cq, lo que es esperable, tratandose de diluciones seriadas de un

mismo ADN. Esto corrobora la correcta construccion de la curva.

Todos los puntos de la curva fueron realizados por triplicado, en tres ensayos independientes.
Si bien todos los puntos de la curva amplificaron, el correspondiente a 1 leptospira evidenci6 mayor
variacion tanto a nivel intra-ensayo (réplicas en la misma corrida), como en repeticiones
independientes. Debido a esto, se tom6 como limite inferior de detecciéon, LOD, 10 leptospiras,
equivalentes a aproximadamente 15 genomas, que mostro un comportamiento homogéneo en todas
las corridas realizadas. Como se puede apreciar en la Figura 16, este indculo amplifica a un Cq de
31.0 + 0.5, por lo que ese valor diferenciarad una amplificacion positiva de una negativa. No obstante,
el valor de Cq puede variar levemente en + 1 entre ensayos independientes, por lo que se debe

determinar para la curva de calibracion en cada corrida.

A B
35 E=92%
R2 =0.999
30 5
25
20 w
15 \\
i\
10 \a
0 5 10 15 20 25 30 35 40 10° 10' 10?7 10° 10* 10° 10° 107
Ciclo Leptospiras/mL

Figura 16. Sensibilidad analitica de la PCR en tiempo real para lipL32. Curva de amplificacion para los diferentes
inéculos (A): 107 (azul), 10° (verde), 10 (celeste), 10* (rojo), 10° (magenta), 10” (amarilo), 10" (gris), y 10° leptospiras

(negro). Curva estandar (B) representando la relacién lineal entre el Cq y la densidad bacteriana.
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Otros parametros deben ser tenidos en cuenta en el analisis de un resultado de qPCR de
cuantificacién absoluta, y entre los mas importantes estan la eficiencia (E) y la correlacién cuadratica
R’. Ambos se obtienen de la curva representada en la Figura 16B, y son indicativos del rendimiento
de la reaccion. Si bien lo ideal es una eficiencia del 100%, aquellas reacciones con E > 90% son
consideradas de buen rendimiento (Svec et al., 2015). Por otra parte, dado que se espera un
comportamiento lineal entre cada punto de la curva estandar y su correspondiente Cq, el valor de R?
deberia ser 1, o cercano a la unidad. Para esta corrida en particular, dichos parametros fueron
respectivamente de 92% y 0.999, obteniéndose valores similares para cada una de las PCR

realizadas.

Por ultimo, fue necesario corroborar que en cada uno de los puntos de la curva la
amplificacién obtenida correspondia al producto especifico mediante el analisis de la curva de
melting. En este sentido, inicamente se observd la presencia de producto especifico a 76°C, sin

formacién de dimeros de oligonucleé6tidos u otros productos inespecificos (Figura 17).
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Figura 17. Curva de melting. Perfil obtenido para los diferentes puntos de la curva estandar (azul), y control sin molde

de ADN (rojo).

4.1.2.3 Determinacion de la concentracion éptima de control interno de amplificacion

Teniendo en cuenta el limite inferior de deteccion establecido previamente, se ensayaron diferentes
concentraciones de control interno, con el fin de determinar el niimero de copias a incluir por
reaccion sin que interfiera con la minima concentracion de ADN blanco detectable. Primeramente,
empleando las mismas condiciones de ciclado del protocolo a tiempo real, se realiz6 una PCR a

tiempo final para obtener una aproximacion del comportamiento de la reaccion ante la presencia de
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ADN control (internal ADN control 6 IAC) y asi poder elegir la concentracién optima de IAC en
relacion a la cantidad de ADN blanco. Cabe aclarar que debido a la sensibilidad de la PCR
convencional se ensay6 una cantidad de ADN blanco de un orden de magnitud superior (100
leptospiras) a la determinada como limite de deteccion para la qPCR en tiempo real (10 leptopiras).
Como se muestra en la Figura 18 se logré asi evidenciar amplificacion de ambos productos en tres
condiciones distintas, donde la relaciéon de concentraciones entre IAC y ADN blanco fue de 1:1, 10:1
y 100:1, respectivamente. Luego, mediante qPCR se ensayaron las proporciones de IAC:ADN
blanco 1:1, 10:1, 100:1 y 1000:1 pero colocando la cantidad de ADN correspondiente al limite de
deteccion del método (equivalente a 10 leptospiras) y se evalu6 el perfil de disociacion,
observandose dos picos a 80 y 83°C para el control interno (Figura 19). La aparicion de una segunda
temperatura de melting es indicativo de amplificaciéon de un producto secundario, que claramente
esta asociado al IAC, ya que cuando se realiza la PCR en ausencia del mismo, el producto de Tm
igual a 80°C no es evidenciado (Figura 19, panel superior). De acuerdo a lo observado por
electroforesis en geles de agarosa (Figura 18), se trataria de un producto minoritario, ya que apenas
se visualiza mediante tincién con bromuro de etidio. No obstante, los cambios realizados tanto en
condiciones de ciclado, como agregado de aditivos en busca de aumentar la especificidad de la
reaccion, no funcionaron, y este producto continué siendo amplificado. Se detect6 amplificacién del
IAC y del ADN blanco en las proporciones 1:1 y 10:1 concordantemente a lo observado por PCR
convencional (ver recuadros en rojo, Figuras 18 y 19) y se observé un fuerte efecto competitivo del
IAC que no permiti6 detectar amplificacion del ADN blanco para las proporciones de 100:1 y

1000:1.
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Figura 18. Relacion de concentracion entre IAC y ADN blanco mediante PCR convencional. Las condiciones de
ciclado empleadas fueron las mismas que las utilizadas para gPCR. Se evidencié amplificacién de ambos productos en
tres condiciones distintas, donde la relaciéon de concentraciones entre IAC y ADN blanco fue de 1:1, 10:1 y 100:1,

respectivamente.
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Figura 19. Relacion de concentracion entre IAC y ADN blanco mediante PCR a tiempo real. El perfil de
disociacién para el IAC mostré dos picos a aproximadamente 80 y 83 °C. El agregado de IAC al ADN blanco, no
modifico la temperatura de melting de este tltimo, presentando su maximo a 76 °C. Se evidencié amplificacion de ambos

moldes cuando la relacién IAC:ADN fue de 1:1 y 10:1.

Si bien fueron dos las concentraciones de control interno a las cuales el limite inferior
continu6 siendo detectado, para las siguientes reacciones de qPCR se optd por el agregado de 100
copias de IAC/reaccion, ya que en estas condiciones el perfil de disociacion mostré ser mas uniforme

en la distribucién de los picos, y se evita estar en el limite de deteccién para dicho control.

Pagina | 72



4.1.2.4 Evaluacion de la especificidad

Al igual que para la PCR a tiempo final, la especificidad de la qPCR fue evaluada frente a diferentes

especies del género Leptospira, y especies pertenecientes a otros géneros bacterianos (Figura 20).
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Figura 20. Especificidad de la reaccion. El andlisis de
la curva de disociacién para diferentes serovariedades de
especies patégenas de Leptospira mostré un perfil como
el representado en azul, con amplificacién del producto
especifico (76°C), y amplificacion del control interno (80
y 83°C). Tanto L. biflexa (no patégena), como otras
especies de genéros no relacionados a Leptospira,
presentaron el perfil ejemplificado en rojo, con

amplificacién unicamente del control interno.

Solamente las especies patdgenas de Leptospira sp. mostraron amplificacién especifica para

el gen lipL32, mientras que especies no patdgenas del género, o especies correspondientes a otros

géneros bacterianos, no presentaron amplificacion detectable adicional al control interno. En la

Figura 21 se muestran los productos de PCR separados por electroforesis en geles de agarosa.

MM 1 23 4 56 7 8 91011 1213 14 1516 17 1819 2021 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31323334 35

o

-

-

-

-

.
200ph —= Ll LR o A L ER LA .......
100pb —= I E AR EEEES LA A AR R R R R R R RERRDR DR

Figura 21. Productos de amplificacion por qPCR para diferentes especies. Los numeros de los carriles se

corresponden con el nimero de especie/cepa de la Tabla 16.

A continuaciéon (Tabla 16), se resumen las temperaturas de melting de los productos de

amplificacién obtenidos para cada especie/serovar ensayada.
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Tabla 16. Temperaturas de melting obtenidas para diferentes especies de Leptospira y otros géneros bacterianos.

La temperatura de melting 1 (Tm1) corresponde al producto especifico esperado para el amplicon de lipL.32, mientras que

las temperaturas de melting 2 y 3 (Tm2 y Tm3), son las correspondientes al producto de amplificaciéon del control

interno.

N° Cepa Identificacion Tml (°C) Tm2(°C) Tm3 (°C)
1 L. interrogans sv Australis 76.2 80.1 83.1
2 L. interrogans sv Autumnalis 76.5 80.4 83.4
3 L. interrogans sv Bataviae 76.2 80.1 83.1
4 L. interrogans sv Canicola 76.2 80.1 83.4
5 L. borgpetersenii sv Castellonis 76.8 80.1 83.4
6 L. kirschneri sv Cynopteri 76.5 80.1 83.4
7 L. kirschneri sv Grippotyphosa 76.2 80.1 83.4
8 L. borgpetersenii sv Hardjo 76.8 80.1 83.4
9 L. interrogans sv Hebdomadis 76.2 80.1 83.4
10 L. interrogans sv Copenhageni 76.2 80.1 83.1
11 L. noguchii sv Panama 76.2 80.1 83.4
12 L. biflexa sv Patoc - 79.8 83.4
13 L. interrogans sv Pomona 76.2 80.1 83.1
14 L. interrogans sv Pyrogenes 76.2 80.1 83.4
15 L. borgpetersenii sv Sejroe 76.8 80.1 834
16 L. borgpetersenii sv Tarassovi 76.8 80.1 83.1
17 L. interrogans sv Ictero 76.2 80.1 834
18 L. weilii sv Celledoni 76.5 80.1 83.4
19 L. interrogans sv Djasiman 76.5 80.4 83.4
20 L. borgpetersenii sv Mayotte 76.8 80.1 83.4
21 L. weilii sv Sarmin 78.3 80.1 83.4
22 L. santarosai sv Shermani 76.5 80.1 83.4
23 L. borgpetersenii sv Javanica 77.1 80.4 83.4
24 L. noguchii sv Louisiana 76.5 80.4 83.7
25 L. interrogans sv Hardjo 76.5 80.4 83.7
26 L. interrogans sv Bratislava 76.5 80.4 83.7
27 L. interrogans sv Wolfii 76.5 80.4 83.4
28 L. kirschneri sv Mozdok 76.5 80.4 83.4
29 E. coli - 79.8 83.1
30 P. aeruginosa - 79.8 83.4
31 S. aureus - 79.8 83.4
32 Enterococcus sp. - 79.8 83.1
33 Salmonella sp. - 79.8 83.4
34 Leptonema sp. - 80.1 83.4
35 L. biflexa - 79.8 83.4
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4.1.2.5 Aplicacion del protocolo de gPCR para la deteccion de ADN especifico de especies

patogenas de Leptospira en muestras bioldgicas

De las 32 muestras de ADN analizadas, 5 resultaron positivas para lipL32 (Figura 22). En el
resto de las muestras analizadas tinicamente se observé amplificacién del control de inhibicién

(Tabla 17).
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Figura 22. Amplificacién de lipL.32 en muestras de rifiones de jabali. La identificacién ubicada en el margen superior
izquierdo de cada gréafico se corresponde con el ID Muestra de la Tabla 16. En todas las muestras en las que se amplificd

el gen lipL32 se confirmé la presencia de ADN de L. interrogans mediante amplificacién y secuenciacién parcial del gen

rrs.

Pagina | 75



Tabla 17. Valores de Cq y temperaturas de melting para las diferentes muestras de rifién de jabali ensayadas.
Cada muestra fue realizada por triplicado. Tm1 corresponde al producto especifico esperado para el amplicon del gen
lipL.32; Tm2 y Tm3, corresponden al producto de amplificacion del control interno. En amarillo se destacan las muestras

en las que se detecté ADN especifico de especies patdgenas de Leptospira.

ID Muestra Cq+ACq Tml (°C) Tm2 (°C) Tm3 (°C)

1 33.4+0.3 - 79.8 83.4
2 31.4+ 0.6 - 79.9 83.3
3 31.5+0.8 - 79.9 83.2
4 30.6+04 - 79.8 83.2
5 34+1 - 79.8 83.3
6 31.3+0.8 - 79.9 83.4
7 33.8+0.7 - 80 83.4
8 33.5+04 - 80.1 83.4
9 32+1 - 79.8 83.1
10 32.6+0.3 - 79.7 83.1
11 31.1+0.1 - 79.8 83.2
12 30.9+0.7 - 79.8 83.2
13 31.5+04 - 79.9 83.3
14 33.2+04 - 79.8 83.1
15 30.6 +0.3 - 79.8 83.2
16 29.5+0.6 - 80 83.3
17 31.3+0.3 - 80 83.3
18 329+0.3 - 80 83.4
19 28.7+04 76.4 80.1 83.4
20 32.7+0.2 - 80 83.3
21 31+1 - 79.8 83.3
22 359+0.1 - 79.8 83.1
23 229+0.1 76.2 - -

24 30.2+0.8 76.2 80 83.3
25 30.3+0.8 - 80 83.3
26 30.5+0.9 76 79.8 83.3
27 33+1 76.2 80 83.4
28 299+0.1 - 79.8 83.3
29 30.6+0.4 - 80 83.4
30 30.3+0.3 - 80.1 83.4
31 329+04 - 79.8 83.3
32 31.2+0.1 - 79.9 83.3

Considerando el valor de Cq promedio para los puntos de la curva estandar, se estim6 la
carga bacteriana para cada muestra positiva (Tabla 18). La eficiencia de reaccion obtenida en cada
ensayo independiente (n = 3) super6 el 98%, y el R* promedi6 0.99, reflejando el buen rendimiento

de las distintas PCR.
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Tabla 18. Estimacion de carga bacteriana en muestras positivas. El valor de Cq promedio para los diferentes puntos

de la curva fue obtenido a partir de tres ensayos independientes.

Cq+ACq Leptospiras
22.2+0.1 10*
Curva estandar 261201 102
29.2+0.5 10
32.6 + 0.3 10!
Jabali 19 28.7 +0.4 10
Jabali 23 229+0.1 10*
Jabali 24 30.2 + 0.8 10
Jabali 26 30.5 + 0.9 10
Jabali 27 33+1 10"
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4.2 Aplicacion de métodos moleculares y serologicos para tipificar

aislamientos autdctonos de Leptospira spp.

4.2.1 Asignacion de especie: amplificacion y secuenciacion parcial del gen rrs

— 1P1609022
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De los 47 aislamientos
obtenidos, 27 pertenecieron
a la especie L. interrogans,
11 a L. borgpetersenii y 9 a
L. noguchii (Figura 23).

Figura 23. Analisis filogenético
basado en la secuencia parcial
del gen rrs. Los aislamientos
autoctonos se indican con su
codigo IP. Las secuencias
utilizadas como referencia de
cada especie (L. interrogans, L.
borgpetersenii y L. noguchii), asi
como el grupo control (L.
biflexa) estan acompafiadas de su
codigo de acceso (GenBank). El
analisis se realizd6 empleando el
método Neighbor-joining,
modelo Tamura-Nei. El soporte
de cada clado se wvalido
generando 1000 réplicas

mediante la técnica Bootstrap.
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4.2.2 Determinacion de serogrupo: test de microaglutinacion

Todos los aislamientos pertenecientes a la especie L. borgpetersenii presentaron aglutinacion
positiva con sueros reactivos al serogrupo Sejroe. Los agrupados dentro de la especie L. interrogans,
en su mayoria, exhibieron reactividad a sueros contra el serogrupo Pomona, a excepcion de 1
aislamiento que fue positivo para el serogrupo Canicola. Por ultimo, los aislamientos de L. noguchii
desplegaron una notable variabilidad, reaccionando ante sueros contra el serogrupo Autumnalis,
Pyrogenes y Australis. Mas aun, tres de los aislamientos de L. noguchii no reaccionaron con ninguno
de los 24 sueros presentes en el panel de referencia, por lo que no fue posible asignarles identidad a
nivel de serogrupo (podrian tratarse de un nuevo(s) serogrupo(s), o al menos no ser representantes de
los serogrupos mas habituales a nivel mundial). En la Tabla 19 se detallan los titulos de aglutinacion

para cada una de las cepas aisladas.

Tabla 19. Determinacién de serogrupo para aislamientos autéctonos.

ID Cepa Serogrupo ID Cepa Serogrupo
(titulo antisuero de referencia) (titulo)
IP1506001 Sejroe (6400) 1P1704031 Sejroe (3200)
IP1509005 Sejroe (3200) 1P1708034 Sejroe (3200)
L. borgpetersenii 1P1509006 Sejroe (6400) 1P1708036 Sejroe (3200)
1P1512013 Sejroe (3200) 1P1709038 Sejroe (3200)
1P1605020 Sejroe (1600) 1P1711048 Sejroe (3200)
1P1704030 Sejroe (3200)
1P1507003 Pomona (1600) IP1708033  Pomona (1600)
1P1509008 Pomona (1600) IP1710039  Pomona (1600)
1P1509009 Pomona (1600) 1P1710040 Pomona (800)
1P1509010 Pomona (3200) IP1710043  Pomona (1600)
1P1512011 Pomona (1600) 1P1710044 Pomona (800)
1P1512014 Pomona (800) IP1710045  Pomona (1600)
L. interrogans 1P1512015 Pomona (800) IP1710046  Pomona (3200)
IP1512016 Pomona (3200) IP1710047  Pomona (1600)
1P1603018 Pomona (1600) 1P1711049 Canicola (800)
1P1609022 Pomona (3200) IP1712050  Pomona (1600)
1P1610023 Pomona (3200) IP1712052  Pomona (1600)
1P1611026 Pomona (1600) IP1712054  Pomona (1600)
1P1703028 Pomona (1600) 1P1712057 Pomona (800)
1P1703029 Pomona (1600)
IP1512017 No reactivo IP1705032 Autumnalis (800)
1P1605021 Pyrogenes (800) IP1708035 Autumnalis (800)
L. noguchii 1P1611024 Australis (800) IP1709037 Autumnalis (1600)
1P1611025 Autumnalis (800) 1P1712055 No reactivo
1P1703027 No reactivo
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4.2.3 Inferencia de serovar: amplificacion de alelos VNTR

Mediante esta técnica s6lo se pudo tipificar aquellas cepas pertenecientes a las especies L.
interrogans y L. borgpetersenii, ya que se encuentra validada para estas especies y para L. kirschneri
(Salaiin et al., 2006). La amplificacion de los alelos VNTR-4, VNTR-7 y VNTR-10 para las cepas de
la especie L. interrogans serogrupo Pomona, presentd un perfil de repeticiones compatible con
serovar Kennewicki: el niimero de repetidos para cada alelo fue de 4 (6 5), 1 y 10, respectivamente,
siendo el patron esperado para dicho serovar 5-0-10. La cepa L. interrogans serogrupo Canicola

exhibié un perfil distinto: 1-10-2, compatible con el serovar Canicola (perfil esperado 1-10-3)
(Figura 24A).

Los alelos VNTR-10, VNTR-Lb4 y VNTR-Lb5, mostraron el mismo patrén de
amplificacion para todos los aislamientos pertenecientes a la especie L. borgpetersenii serogrupo

Sejroe, con 1, 5 (6 4) y 4 repeticiones para cada alelo respectivamente, correspondiéndose con el

perfil esperado para el serovar Hardjo (1-5-4) (Figura 24B).

[ IR R LY

Figura 24. Perfil VNTR para cepas aisladas de L. interrogans y L. borgpetersenii. Perfil de amplificacién para los
alelos VNTR-4, VNTR-7 y VNTR-10 (A), de L. interrogans serogrupo Pomona (a) y de L. interrogans serogrupo

Canicola (b). Perfil de amplificacién para los alelos VNTR-10, VNTR-Lb4 y VNTR-Lb5 (B), de L. borgpetersenii
serogrupo Sejroe (c).

Tomando en su conjunto los datos relativos a la especie (secuenciacion parcial del gen rrs),
serogrupo (MAT) y serovar (amplificacion de alelos VNTR), la identificaciéon de los aislamientos

autdctonos se distribuye tal como se muestra en la Tabla 20.
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Tabla 20. Identificacion de cepas circulantes a nivel nacional.

Especie Serogrupo Serovar presuntivo N° de aislamientos
L. borgpetersenii Sejroe Hardjo 11
Pomona Kennewicki 26

L. interrogans

Canicola Canicola 1
Australis ND 1
Autumnalis ND 4
L. noguchii
Pyrogenes ND 1
ND ND 3

ND = No determinado

4.2.4 Genotipificacion mediante amplificacion y secuenciacion parcial del gen

secY

Los aislamientos identificados dentro de la especie L. interrogans presentaron el mismo alelo secY
(alelo 6), compartido entre los serovares Kennewicki y Canicola. El serovar Pomona que ha sido
analizado en trabajos de otros laboratorios, de hecho también presenta el mismo alelo (Zarantonelli

et al., 2018) (Figura 25).

Las cepas de L. borgpetersenii exhibieron un mismo alelo también (el alelo secY 47), con un

100% de identidad respecto a su equivalente en cepas de referencia de serovar Hardjo.
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Los aislamientos de L. noguchii en cambio, que ya habian manifestado ser muy variables a

nivel de serogrupo, reforzaron dicha heterogeneidad, pues ninguno exhibi6 alelos de secY reportados

en la base de datos Pub-MLST. Es mads, combinando la informacién de serogrupado, con el

P
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secuenciotipado del gen secY,
es altamente probable que los

9 aislados correspondan a

serovares diferentes.

Figura 25. Analisis filogenético
basado en la secuencia parcial del
gen secY. Los aislamientos
autéctonos se indican con su codigo
IP. Las secuencias utilizadas como
referencia para cada especie (L.
interrogans, L. borgpetersenii y L.
noguchii), asi como el grupo control
(L. biflexa) estan acompafiadas de
su Accession Number (GenBank).
Las cepas Pomona y Kennewicki

corresponden al serovar Pomona;

Hond Utrecht IV al serovar
Canicola; Hook al serovar
Australis; ZUN142 al serovar

Autumnalis; y JB197 pertenece al

serovar Hardjo. El analisis se

realiz6 empleando el método
Neighbor-joining, modelo Tamura-
Nei. El soporte de cada clado se
valid6 generando 1000 réplicas

mediante la técnica Bootstrap.

Pagina | 82



Los diferentes gentipos secY determinados para los aislamientos se resumen en la Tabla 21.

Tabla 21. Genotipo secY para los diferentes aislamientos.

Especie Serogrupo Serovar presuntivo/Cepa Genotipo secY

Pomona Kennewicki

L. interrogans A

Canicola Canicola

L. borgpetersenii Sejroe Hardjo B

ND IP1512017 C

Pyrogenes IP1605021 D

Australis 1P1611024 E

Autumnalis 1P1611025 D

L. noguchii ND 1P1703027 F

Autumnalis IP1705032 F

Autumnalis IP1708035 G

Autumnalis 1P1709037 H

ND 1P1712055 I

ND = no determinado

4.3 Secuenciacion de genomas completos

4.3.1 Analisis de calidad de los genomas ensamblados

En el marco de este trabajo de tesis se secuenciaron mediante aplicacién de la tecnologia Illumina los
primeros 40 genomas completos de aislamientos autoctonos de Leptospira spp. recuperados
mediante cultivo microbiol6gico de muestras de bovinos infectados en Uruguay. Luego de evaluar
la calidad de los datos crudos de secuenciacién, y eliminar secuencias adaptadoras y lecturas de mala

calidad, se procedio al ensamblado de los genomas.
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En suma, se secuenciaron, ensamblaron y anotaron un total de 40 genomas, distribuidos en 21
aislamientos representativos de la especie L. interrogans, 11 de L. borgpetersenii y 8 de L. noguchii.
La calidad de cada genoma ensamblado fue categorizada en dos grupos (Tabla 22) de acuerdo a: i)
numero de contigs, es decir, nimero de secuencias consenso obtenidas a partir del ensamblaje inicial
de las lecturas resultantes de la secuenciacion; ii) valor N50, esto es, una vez que los contigs son
ordenados de mayor a menor, dicho valor se corresponde con el tamafio del contig mas pequefio
necesario para cubrir el 50% del genoma; iii) y valor L50, correspondiente al ntimero de contigs que
representan ese 50%. Cuanto menor es el nimero de contigs finales (menos fragmentacion del
genoma), mayor el valor N50 (contigs mas grandes), y menor el L50 (pocos fragmentos necesarios

para cubrir la mitad del genoma), mejor es la calidad del ensamblaje obtenido.

Tabla 22. Criterio utilizado para la categorizacion de la calidad de los genomas ensamblados.

N° de contigs N50 L50
Optima <450 > 16000 <90
No optima > 450 < 16000 > 90

De acuerdo a dichos criterios de calidad de ensamblajes, la Tabla 23 detalla los resultados

obtenidos para cada genoma obtenido en este trabajo de Tesis.
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Tabla 23. Calidad de los genomas obtenidos. Se remarcan de acuerdo a los criterios de calidad y esquema de colores de

la Tabla 22.
ID Cepa ) N50 L50 ID Cepa ) N50 L50
contigs contigs
IP1506001 221 35794 28
IP1509006 178 31998 40 1P1512017 738 12472 120
IP1512012 271 35480 30 1P1605021 686 15364 95
IP1512013 230 36128 29 1P1611024 596 8518 153
1P1605020 187 32208 35 1P1611025 644 9970 138
L. borgpetersenii  TP1704030 182 39424 28 L. noguchii 1P1703027 518 9345 142
1P1704031 181 39357 27 1P1705032 309 33876 44
1P1708034 180 44974 26 1P1708035 336 30263 46
1P1708036 183 44802 27 1P1709037 321 32980 45
1P1709038 183 40519 27
1P1711048 189 41682 29
IP1507003 377 39552 38 1P1611026 487 12428 107
1P1509008 236 38685 37 1P1703028 492 11870 118
1P1509009 257 40250 36 1P1703029 510 12785 108
1P1509010 384 17755 82 1P1710039 154 57029 23
IP1512011 409 42229 31 1P1710040 166 56454 27
L. interrogans 1P1512014 245 41894 31  L.interrogans 1P1710043 153 57793 25
IP1512015 228 41872 31 1P1710044 166 58327 25
IP1512016 220 49707 29 1P1710045 161 56843 26
1P1603018 577 10027 136 1P1710046 165 57796 26
1P1609022 492 11796 115 1P1710047 161 62920 23

IP1610023 540 10222 127

4.3.2 Anotacion de genomas

La anotacién de los genomas permitié determinar el tamafio del genoma para cada cepa secuenciada,
asi como el nimero de secuencias codificantes (CDS), genes de ARN de transferencia y genes de

ARN ribosomal (Tabla 24).
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Tabla 24. Caracteristicas generales de los genomas secuenciados. Se remarcan de acuerdo a los criterios de calidad y
esquema de colores de la Tabla 22.

ID Cepa Tamaiio (pb) N°contigs CDS ARNt ARNr
1P1506001 3,739,239 221 3367 38 3
1P1509006 3,677,079 178 3359 38 3
IP1512012 3,736,499 271 3399 38 3
IP1512013 3,702,856 230 3359 38 3
1P1605020 3,706,144 187 3329 38 3

L. borgpetersenii 1P1704030 3,720,497 182 3393 38 3
1P1704031 3,715,408 181 3391 38 3
1P1708034 3,713,004 180 3384 38 3
1P1708036 3,715,392 183 3389 38 3
1P1709038 3,744,015 183 3378 38 3
1P1711048 3,717,002 189 3394 38 3
1P1507003 4,585,042 377 3621 37 3
1P1509008 4,535,897 236 3595 37 3
1P1509009 4,555,583 257 3615 37 3
1P1509010 4,361,379 384 3525 37 3
IP1512011 4,620,672 409 3638 37 3
1P1512014 4,543,074 245 3605 37 3
IP1512015 4,536,158 228 3601 37 3
IP1512016 4,533,052 220 3588 37 3
1P1603018 3,886,820 577 3195 30 3
1P1609022 4,098,145 492 3333 36 3

L. interrogans 1P1610023 4,023,824 540 3294 31 3
1P1611026 4,093,233 487 3338 35 3

1P1703028 3,965,558 492 3234 36 3

1P1703029 4,133,533 510 3357 35 3

1P1710039 4,533,420 154 3598 37 3

1P1710040 4,532,161 166 3602 37 3

IP1710043 4,532,266 153 3601 37 3

IP1710044 4,531,130 166 3596 37 3

1P1710045 4,528,811 161 3600 37 3

IP1710046 4,528,712 165 3588 37 3

1P1710047 4,533,606 161 3598 37 3

IP1512017 4,553,560 738 3735 37 3

1P1605021 4,755,210 686 3856 37 3

1P1611024 3,992,730 596 3234 35 3

L. noguchii 1P1611025 4,288,978 644 3580 35 3
1P1703027 3,865,680 518 3167 36 3

1P1705032 4,605,018 309 3688 37 3

1P1708035 4,570,700 336 3644 38 3

1P1709037 4,612,893 321 3743 38 3
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4.3.3 Analisis genémico
4.3.3.1 Pangenoma

El alineamiento de los genomas completos y posterior determinacion del valor de ANI, permitio
confirmar el agrupamiento de que aquellas cepas previamente catalogadas dentro de la misma

especie en base a secuenciacion parcial del gen rrs (Tabla 25).

Tabla 25. Average Nucleotide Identity (ANI) entre las diferentes especies secuenciadas. El ANI se encuentra

representado en puntos porcentuales. Cepas con ANI > 95% pertenecen a la misma especie.

L. interrogans L. borgpetersenii L. noguchii
L. interrogans 99-100 80-81 90-91
L. borgpetersenii 99-100 81-82
L. noguchii 99-100

Analizando la composicion génica global fue posible determinar el nimero de genes
constituyentes del pangenoma a nivel de género, ubicandose aproximadamente en el entorno de
8000; tan sélo un 15% de estos genes se encuentran conservados en los 40 genomas analizados

(Figura 26).

El analisis del pangenoma por especie, muestra un acervo genético mas conservado a nivel de
L. interrogans y L. borgpetersenii, evidenciado por la meseta alcanzada en el nimero de genes
constituyentes del mismo, mientras que para L. noguchii la diversidad genética parece ser mucho
mayor, ya que tras el agregado de nuevos genomas, contindan apareciendo nuevos genes,

configurando lo que se denomina un perfil de pangenoma abierto (Figura 27).
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Figura 26. Numero de genes constituyentes del pangenoma a nivel del género Leptospira incluyendo todos los

aislamientos secuenciados. Aproximadamente 8000 genes componen el pangenoma de las 40 cepas secuenciadas (A),

mientras que menos de la cuarta parte compone el genoma core (B).
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Figura 27. Namero de genes constituyentes del pangenoma en cada especie secuenciada.
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4.3.3.2 Genoma accesorio

A partir del analisis del pangenoma a nivel de género se pudo determinar un subgrupo de genes
presentes de manera diferencial dentro de cada serogrupo identificado (Figura 28). Es notable
sefialar la gran cantidad de genes encontrados codificando para proteinas hipotéticas, sobre todo en la

mayoria de las cepas de L. noguchii.
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Figura 28. Distribucién de genes tinicos presentes por serogrupo secuenciado. En la parte superior se especifica el

nimero total de genes tinicos encontrados dentro de cada serogrupo.

Ademas de esta distribucion de determinantes genéticos especifica de serogrupo, un
total de 1605 genes fueron encontrados unicamente en aislamientos individuales (ausentes en los
restantes 39), siendo el 78% de dichos genes codificantes para proteinas de funcion desconocida
(Tabla A.1). Dentro del porcentaje restante se pudo evidenciar un gran nimero que codifica para
enzimas modificadoras de azicares, lo cual es sumamente relevante desde el punto de vista de

generacion de variabilidad a nivel del antigeno O.

4.3.3.3 Genoma central

El alineamiento de los genomas empleando tinicamente aquellos genes compartidos por todos los
aislamientos, dejo en evidencia cierta variabilidad dentro de las cepas pertenecientes al mismo
serovar (Figura 29). Es de esperarse que las mutaciones responsables de esta variacion no estén

afectando en gran medida el LPS, y por eso no se refleje en un cambio de serovariedad.
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Dentro de los genes pertenecientes al genoma core, fue posible distinguir aquellos
codificantes para proteinas ribosomales, flagelares, muchas proteinas con funciones metabdlicas y
otras funciones esenciales, tales como la respiracion celular (Tabla A.2). A diferencia del genoma
accesorio donde la mayoria de los genes codifican para proteinas hipotéticas, en el genoma

compartido unicamente el 16% pertenecen a este grupo.
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Figura 29. Analisis filogenético de los aislamientos basandose en los genes compartidos (genoma core).
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4.3.3.4 Analisis de alelos MLST

El andlisis de los alelos MLST para los diferentes esquemas empleados en la tipificacién de
Leptospira spp., permitio determinar como se agrupan los aislamientos locales respecto a otras cepas
reportadas en la base de datos Pub-MLST, y respecto a ellos mismos. En la Tabla 26, se resumen los

resultados obtenidos para cada esquema MLST.

Tabla 26. Secuenciotipos MLST obtenidos para los aislamientos de cada especie. Mientras que los aislamientos de L.
interrogans mostraron un mismo ST en cada esquema, las cepas de L. borgpetersenii solo exhibieron el mismo perfil de
alelos en el esquema 1. Los aislamientos de L. noguchii presentaron ST variable en cada esquema, no pudiéndose definir

un secuenciotipo en base a lo ya reportado.

Esquema MLST Secuenciotipo
L. interrogans 140
#1
L. borgpetersenii 152
(caiB, glmU, mreA, pfkB, pntA, sucA, tpiA)

L. noguchii ND
L. interrogans 52
#2
L. borgpetersenii ND
(adk, glmU, icdA, lipL32, lipL41, mreA, pntA)

L. noguchii ND
L. interrogans 58
#3
L. borgpetersenii ND
(adk, icdA, lipL32, lipL41, rrs2, secY)

L. noguchii ND

ND = No determinado.

De acuerdo al esquema 1, las cepas pertenecientes al serovar Kennewicki presentaron el
mismo secuenciotipo, asi como también fueron invariables aquellas provenientes del serovar Hardjo.
Nuevamente, las cepas de L. noguchii exhibieron en cambio una gran heterogeneidad entre ellas, asi
como respecto a otros aislamientos, no pudiéndose asignar un nimero conocido de secuenciotipo

(Figura 30).
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Figura 30. Anadlisis de genes MLST pertenecientes al esquema 1. En A se muestra la distribucién respecto a cepas
reportadas en Pub-MLST. En amarillo se representan los aislamientos de secuenciotipo (ST) conocido, presentes en
dicha base de datos; en azul los aislamientos autéctonos a los que se les pudo asignar el ST; y en blanco aquellos
aislamientos aut6ctonos a los que no. En B, se representan unicamente las cepas autdctonas donde claramente se

evidencia la mayor diversidad en la especie L. noguchii.

Teniendo en cuenta los esquemas 2 y 3, tanto los aislamientos de L. borgpetersenii (sobre
todo con el esquema 2) como los de L. noguchii presentaron variabilidad, sin asignacion del
secuenciotipo. L. interrogans, al igual que para el esquema 1, present6 un mismo ST para todas las

cepas secuenciadas (Figura 31).
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Figura 31. Analisis de genes MLST pertenecientes al esquema 2 y 3. En A y C se muestra la distribucién respecto a
cepas reportadas en Pub-MLST para los esquemas 2 y 3, respectivamente; en amarillo se representan los aislamientos de
secuenciotipo (ST) conocido, presentes en dicha base de datos; en azul los aislamientos autéctonos a los que se les pudo
asignar el ST; y en blanco aquellos aislamientos autéctonos a los que no se les pudo determinar este valor. En B y D, se
representan unicamente las cepas autoctonas, para los esquemas 2 y 3, respectivamente, donde queda en evidencia la

variabilidad tanto en los aislamientos de L. borgpetersenii como en L. noguchii.
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5. DISCUSION
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La utilizacion de la biologia molecular como herramienta para la deteccién y tipificacién de
microorganismos de interés sanitario, ha ido complementando las técnicas tradicionales utilizadas en
laboratorios de diagnostico, con la finalidad de agilizar la identificacion del agente infectivo y
obtener resultados reproducibles. La caracterizacién de patégenos es fundamental en estudios
epidemiologicos, ya que permite conocer la diversidad de las cepas circulantes en la region de
estudio y aplicar este conocimiento en el disefio de estrategias eficaces de control y prevencion de

enfermedades.

La leptospirosis es mayoritariamente diagnosticada por evidencias clinicas y usando métodos
serolégicos para la confirmacion. La técnica seroldgica de referencia es el test de microaglutinacion,
MAT (Musso & Lascola, 2013; OIE, 2004; Picardeau, 2013). Como se mencion6 previamente, este
método presenta inconvenientes en cuanto a sensibilidad y especificidad. Tampoco es ttil para
asignar variantes serologicas finas, de importancia en la elaboraciéon de bacterinas asi como en la
prediccién de virulencia para distintos hospederos. Para dicha determinacion de serovar, también se
emplea como método de referencia una técnica seroldgica, el test de aglutinacion-absorcion cruzada,
CAAT. EL CAAT tiene sin embargo un elevado costo, es laborioso y requiere mucho tiempo hasta
obtener resultados fidedignos, por lo que muy pocos laboratorios en el mundo lo realizan. Es en este
escenario, en el que se planted el objetivo de aplicar y desarrollar estrategias de biologia molecular
para facilitar las tareas de diagndstico y de tipificacion epidemioldgica de la leptospirosis,
fortaleciendo las capacidades nacionales de vigilancia y respuesta ante la enfermedad, ademads de

aportar al conocimiento biolégico profundo de la bacteria Leptospira.

Planteada dicha problematica, esta Tesis se desarrollo6 en el marco de un proyecto
multidisciplinario e interinstitucional, en colaboraciéon estrecha con laboratorios del MGAP, la
UdelaR y el INIA. El objetivo central de dicho proyecto ha sido la obtencién y coleccion de
aislamientos autoctonos de Leptospira spp. a partir de ganado bovino infectado en Uruguay, y la
caracterizacion completa de las variantes circulantes. Para ello era imprescindible desarrollar y
aplicar métodos moleculares para complementar las herramientas de diagndstico y tipificacion de
Leptospira presentes en el pais. Esta Tesis ha procurado contribuir precisamente en esta ultima
direccién. En primer lugar plantedndose el desafio de poder detectar el agente a partir de muestras
biolégicas, y luego tipificar las cepas autoctonas aisladas. Pero también, y como aspecto original
para el conocimiento biolégico de este grupo de bacterias Espiroquetas, se propuso explorar la
hipétesis de una conexién entre el serovar (fenotipo) con el acervo de genes presentes en el genoma

bacteriano. De lograr demostrar dicha hipétesis, y entender sus bases moleculares, se avistarian
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métodos bien diferentes para tipificar este complejo taxén, y hacer abordajes epidemiol6gicos mucho
mas robustos. Poder avanzar mas alla de los métodos seroldgicos, laboriosos y poco cuantitativos,

sera una contribucion util para la comunidad.
Nuevos métodos moleculares aplicados o desarrollados: su impacto en diagnéstico y tipificacion

La aplicacién de una PCR dirigida a la amplificacion parcial del gen lipL32, s6lo presente en
especies patogenas de Leptospira, permiti6 agilizar la detecciéon directa del agente presente en
muestras de orinas. Este avance en Uruguay ha sido de suma utilidad para los laboratorios dedicados
al aislamiento de la bacteria, por ejemplo y en especial para la Divisién de Laboratorios Veterinarios
del MGAP. Conociendo rapidamente qué muestras eran positivas por PCR, dichos laboratorios
pudieron empezar a priorizar la observacion al microscopio de los respectivos cultivos, teniendo en
cuenta que cada muestra colectada representa tres tubos de cultivo en crecimiento, y que este género
bacteriano es de crecimiento muy lento, con lo que el niimero de cultivos en seguimiento aumenta
tipicamente de manera exponencial. De alli la utilidad de evidenciar rapidamente la presencia de
Leptospira, para el seguimiento prioritario de esos cultivos. No estd demas sefialar que ello no
implica una sustitucién, pues el cultivo microbiolégico es una técnica mas sensible, con lo que
indculos que estén por debajo de la sensibilidad analitica de la PCR no deben descartarse, y podran

eventualmente resultar en aislados valiosos.

El mismo protocolo de PCR también se adapté a muestras de diversos tejidos provenientes de
casos de aborto en bovinos, tales como higado, rifién y liquido abomasal, en los cudles se detecto la
presencia de ADN de leptospiras patdgenas en un 5% de las muestras analizadas. Este bajo
porcentaje en la deteccién del agente contrasta con reportes previos en Uruguay (Easton, 2006),
aunque dicho reporte se basaba en aproximaciones diferentes (histopatologia en fetos y serologia
positiva en madres). No podemos descartar que en la actualidad la infeccién por Leptospira haya
disminuido como factor causal de abortos en bovinos, aunque dicho escenario no parece compatible
con serologias endémicas con valores historicos constantes y elevados (25-30% a nivel individual, y
70% a nivel de rodeos (Easton, 2006; Repiso M. V et al., 2005). Una alternativa que no se debe
descartar es el estado en el que llegan los fetos a los laboratorios de diagndstico: en la mayoria de los
casos no son encontrados inmediatamente a que se produzca el aborto, sumado a la logistica del
transporte, en general se evidencia descomposicion avanzada en los tejidos (aut6lisis), lo que puede
conducir facilmente a la degradacion del ADN, imposibilitando su deteccion por PCR. En fin, un
tercer escenario que no se puede descartar es que los abortos no se deban a la infeccion de leptospiras

en el embrion, sino a patologias placentarias causadas por la bacteria, o bien incluso a sindromes
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inflamatorios generalizados en la madre infectada, disparadores del aborto.

La aplicacién de variantes de PCR mas sensibles es una opcion cuando se desea aumentar la
capacidad de deteccion del ADN blanco. En este sentido, cada vez son mas los protocolos de PCR en
tiempo real aplicados a la deteccion de Leptospira spp., ya sea mediante el uso de sondas especificas
o de agentes que se unen inespecificamente a ADN doble hebra, pero son muy pocos los que han
sido validados con muestras biol6gicas (Ahmed et al., 2012; Ahmed et al., 2009b; Bourhy et al.,
2011a; Pakoa et al., 2018; Slack et al., 2007; Villumsen et al., 2012). Es por ello que se procurd
disefiar un protocolo de qPCR de cuantificacién absoluta, y validarlo para su uso en diversas
muestras biol6gicas reales, buscando aumentar la sensibilidad de deteccién, y abaratando los costos.
Los oligonucleétidos disefiados mostraron amplificacién parcial especifica del gen lipL32 en las
especies patogenas, no amplificando en especies sapréfitas ni en otros géneros bacterianos no
relacionados a Leptospira. La sensibilidad analitica fue dos 6rdenes mayor en comparacion a la PCR
a tiempo final, consiguiendo un limite inferior de deteccién de 10 bacterias, que corresponden a
aproximadamente 15 equivalentes genomicos. Si bien esta sensibilidad es un orden menor respecto a
protocolos desarrollados en base a sondas TagMan, capaces de detectar alrededor de 1 equivalente
gendmico/pL (Slack et al., 2007; Villumsen et al., 2012), mostr6 una sensibilidad mayor respecto a
qPCRs en las cudles se empleé SYBR Green como sonda, con limites de deteccién de 10%-10°

bacterias/mL (Bourhy et al., 2011b).

Una dificultad encontrada fue respecto al control interno de amplificacion, el cual mostr6é dos
picos en la curva de disociacion a temperaturas de 80 y 83°C, siendo esta tltima la tnica esperada. El
analisis detallado de la secuencia de dicho control evidenci6 que las ultimas tres bases del
oligonucledtido forward hibridan en otro lugar generando un producto secundario de menor tamafio
cuya temperatura de melting efectivamente es de 80°C; esta podria ser la probable causa del
resultado. Si bien este producto es minoritario (por observacion directa de los productos de gPCR por
electroforesis en geles de agarosa), el pico sigue siendo detectable en la curva de disociacion, atin
tras el agregado de aditivos y/o variacion de condiciones que favorezcan su hibridacion sélo en el
sitio primario. Para probar esta hipotesis se sintetizo un oligonucledtido alternativo, evitando dos de
las tres bases potencialmente implicadas en la hibridacion secundaria. Lamentablemente esa
alternativa no permitié deshacernos del doble pico, sin poder entender completamente la razén
ultima del problema. En todo caso, la amplificacion de dicho producto secundario en el control
interno, no interfiere en la deteccion del amplicon especifico, cuya temperatura de melting se ubica

bien diferenciada a 76°C. Si bien seria mas elegante obtener un tnico producto de amplificacion
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tanto para el ADN blanco como para el IAC, ya han sido reportados otros casos con perfiles

multiples, siendo utilizados incluso en la diferenciacion de especies (Behets et al., 2011).

Continuando con la validacion de esta qPCR, se utilizaron muestras de rifién de jabalies
salvajes, y se detectd efectivamente ADN de leptospiras patégenas en el 16% de las muestras
analizadas, siendo este porcentaje similar al observado previamente en muestras de orina de bovinos.
Si bien esta reportado que el jabali puede actuar como reservorio (Adler, 2015), y se han descrito
casos donde este hospedero interviene en el ciclo de transmisiéon de la enfermedad (Jansen et al.,
2006; Vale-Goncalves et al., 2015), es importante remarcar el impacto que tiene este resultado, ya
que desde 1982 el jabali fue declarado plaga nacional debido a su gran incremento demografico, sus
habitos predadores y omnivorismo (Lombardi, Geymonat, & Berrini, 2015). Mas alla de haberse
permitido la caza de este animal, su poblacion sigue siendo importante y distribuida a nivel nacional.
Los resultados aqui obtenidos indican que es un factor de riesgo en la transmisién de la leptospirosis,
potencialmente a humanos que entren en contacto directo con los animales portadores, o bien que
frecuenten las mismas zonas en los que ellos viven. En cuanto a la confirmacion del rol del jabali
como reservorio importante en la transmision de la leptospirosis, seria 6ptimo aislar las cepas de
Leptospira spp. a partir de muestras de jabali, y compararlas con las obtenidas a partir de bovinos
(Zarantonelli et al., 2018), e incluso de humanos (Meny et al., 2017) en Uruguay. Si bien hay varios
reportes donde se evidencia Leptospira spp. en jabalies por métodos seroldgicos o moleculares
(Koizumi et al., 2009; Vale-Goncalves et al., 2015; Zmudzki et al., 2016), no existen practicamente
reportes de aislamientos, a excepcién del recientemente obtenido en Argentina, donde se aisl6 la

especie L. borgpetersenii (Brihuega et al., 2017).

En cuanto al impacto de los métodos moleculares en la tipificacién de cepas aisladas de
Leptospira, este trabajo se enfoco en uno de los objetivos centrales del proyecto multicéntrico: la
leptospirosis bovina. De los 47 aislamientos obtenidos durante el lapso de esta Tesis, la aplicacion
complementaria de métodos serologicos tradicionales (para serogrupado) con métodos moleculares
(secuenciacion de rrs y analisis de perfiles VNTR) permitid tipificar hasta el nivel de serovar a todos
los aislamientos de las especies L. interrogans (27 cepas diferentes) y L. borgpetersenii (11
aislados). En cepas de la especie L. interrogans se identificaron dos serovares: Kennewicki
mayoritariamente (26/27), y Canicola en un aislamiento proveniente de un ternero con sintomas
compatibles a leptospirosis aguda. Si se compara con paises vecinos, tanto en Brasil como en
Argentina la serovariedad perteneciente al serogrupo Pomona mas comunmente encontrada en

bovinos es Pomona, no Kennewicki (Draghi et al., 2011; Moreno et al., 2018; Pavan et al., 2008),
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siendo este ultimo mas frecuentemente asociado a abortos en equinos (Sheoran et al., 2000; Timoney
et al.,, 2011). En la década de los 70, el serovar Kennewicki habia sido eliminado de la lista de
serovares por ser indiferenciable mediante métodos seroldgicos del serovar Pomona; afios mas tarde
se demostr6 que por medio de analisis de endonucleasas de restriccion, REA, si era posible
diferenciar ambos serovares, sugiriendo reincorporarla a la lista de serovares del serogrupo Pomona.
Mediante genotipificacion de los aislamientos uruguayos utilizando el alelo secY, se pudo determinar
que no existen diferencias entre los serovares Pomona y Kennewicki (Figura 25), pero si son
claramente distinguibles a través del perfil VNTR: Kennewicki presenta un perfil 5-0-10, para los
alelos VNTR-4, VNTR-7 y VNTR-10, respectivamente, mientras que Pomona exhibe el perfil 2-0-
14 (Salaiin et al., 2006). Por otra parte, el serovar Canicola, que ha sido previamente reportado en
bovinos en nuestra region (Miraglia et al., 2012), present6 el mismo alelo secY que los serovares
Kennewicki y Pomona (Figura 25), pero el perfil obtenido de la amplificaciéon de alelos VNTR fue
caracteristico de la serovariedad asignada (Salaiin et al., 2006).

Entre los aislamientos autéctonos identificados se encuentran por otro lado los pertenecientes a la
especie L. borgpetersenii, todos ellos (11) categorizados dentro del serovar Hardjo, que es el serovar
tipicamente asociado o aclimatado a bovinos (Adler, 2015). Pese a esta fuerte asociacién, su tasa de
aislamiento es baja, probablemente debido a los requerimientos nutricionales que presenta, y a su
muy lento crecimiento (Romalde et al., 2017), siendo unicamente reportados dos aislamientos en la
region (Chideroli et al., 2016). Los aislamientos autéctonos que hemos tipificado presentaron el
mismo alelo secY entre si (Figura 25), y también con respecto a otros aislamientos de la misma

especie y serovar (Zarantonelli et al, 2018), la mayoria de los cuales fueron obtenidos de bovinos.

Por tultimo, las 9 cepas de L. noguchii fueron caracterizadas a nivel de serogrupo, mediante MAT, y
genéticamente empleando el alelo secY. La caracterizacion seroldgica revel6 que 4 de los 9
aislamientos pertenecen al serogrupo Autumnalis, 1 a Pyrogenes y 1 a Australis, mientras que a los 3
restantes fue imposible asignarle un serogrupo pues no presentaron aglutinacién detectable con
ninguno de los 24 antisueros de referencia del panel utilizado (KIT). Aislamientos del serogrupo
Autumnalis como Australis ya han sido reportados en la region, especificamente en Brasil (Silva et
al., 2009), siendo obtenidos de un hombre que tuvo contacto con animales de granja, y de un perro,
respectivamente. El serogrupo Pyrogenes también ha sido aislado en Brasil, pero en animales
salvajes, como la comadreja (Santa Rosa et al., 1975), y en Argentina a partir de casos de humanos
(Chiani et al., 2016). En cuanto a los 3 aislamientos sin serogrupo asignado, aparentan ser diferentes,
ya que mediante andlisis filogenético del alelo secY, no se agrupan (Figura 25). En este mismo

analisis filogenético, los aislamientos L. noguchii serogrupos Autumnalis y Australis de Brasil, no
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exhiben el mismo alelo secY que los aislamientos autoctonos de esos serogrupos (Zarantonelli et al.,
2018), por lo que incluso podrian tratarse de serovares diferentes. Aun mas, los aislamientos
pertenecientes a igual serogrupo no se agrupan en el mismo subclado, por lo que las serovariedades
circulantes a nivel nacional podrian ser todas distintas. Es importante volver a recalcar que la
inferencia de serovar en la especie L. noguchii es dificil actualmente, dado que los aislamientos
reportados en bases de datos no estan identificados a ese nivel, siendo de hecho muy pocos los que
tienen serogrupo asignado, por lo que no hay informacion suficiente como para correlacionar
serovares con marcadores moleculares y lograr la identificacién. Es necesario desarrollar nuevas
aproximaciones, quizas utilizando alelos VNTR, o bien directamente aprovechando secuencias de
genomas completos, para la tipificacion agil de especies de Leptospira menos estudiadas como L.

noguchii, que demuestran sin embargo ser epidemiolégicamente relevantes en nuestra region.
Estudios genémicos de Leptospira: una conexion directa serovar-genotipo?

Con el advenimiento de las plataformas de secuenciacién masiva o de proxima generacion, se ha
logrado conocer el genoma de muchos microorganismos de interés, permitiendo comprender las
bases moleculares de la patogenia, asi como el entendimiento de una diversidad de mecanismos
biolégicos extremadamente relevantes (motilidad, quimiotaxis, regulacién metabdlica, sefializacion,
resistencia a antimicrobianos, etc). El conocimiento de determinantes genéticos es también
importante con fines aplicados inmediatos, pues frecuentemente permite desarrollar métodos
moleculares diagnésticos y/o de tipificacién, y ademas, evaluar variabilidad de cepas circulantes por

gendmica comparativa hacia una epidemiologia potente.

Este trabajo de Tesis permitié secuenciar los genomas completos de 40 de los aislamientos
autdctonos. Con ello se pudo confirmar mediante el indice ANI, que efectivamente y hasta el
momento, las cepas obtenidas se separan claramente en 3 especies ya conocidas: L. interrogans, L.
borgpetersenii y L. noguchii. El tamafio de los genomas obtenidos vari6 dentro de lo esperado,
siendo de aproximadamente 4.6 Mb para L. interrogans y 3.7 Mb para L. borgpetersenii, como se ha
reportado anteriormente (Bulach et al., 2006; Nascimento et al., 2004; Ren et al., 2003). L. noguchii
revel6 un promedio de 4.7 Mb, lo que también concuerda con el tamafio de los genomas que se
encuentran en bases de datos para dicha especie. Nueve de los genomas (seis correspondientes a L.
interrogans y tres a L. noguchii) presentan un genoma aparentemente reducido respecto al resto de la
misma especie (Tabla 24), pero coincide en todos los casos con genomas que resultaron con una
calidad no optima en el ensamblaje, por lo que seguramente en este proceso se haya perdido

informacion.

Pagina | 100



El analisis del pangenoma a nivel de género evidencié un total de aproximadamente 8000 genes
(Figura 26), dentro de los cuales alrededor de un 15% es compartido por todas las cepas
secuenciadas, valores que coinciden con reportes previos (Picardeau et al., 2008), donde la
comparacion entre L. borgpetersenii y L. interrogans muestra un 13% de genes compartidos. Dentro
de los genes comunes a los 40 aislamientos, se pueden distinguir aquellos codificantes para proteinas
ribosomales, y funciones del metabolismo que resultan esenciales para el funcionamiento de la célula
bacteriana. Si bien un gran porcentaje de los genes encontrados son codificantes para proteinas
hipotéticas, se vuelve necesaria la realizacion de un trabajo ulterior de curado manual, pues se pudo
observar que no siempre el algoritmo implementado por Prokka identifica correctamente ort6logos
que, sin embargo, son identificados por métodos estandar de alineamiento.

El analisis del genoma central deja en evidencia una cierta variabilidad en aquellas cepas
pertenecientes tanto a L. borgpetersenii como L. interrogans que fueron del mismo serovar, con lo
que dicha variacién no se refleja en un cambio de serovariedad. En L. borgpetersenii, esto también
fue evidenciado por medio del andlisis de los genes correspondientes a los esquemas 2 y 3 del
MLST, donde se ve una distribucion heterogenea de los aislamientos (Figura 31). Estudios previos
han revelado esta variabilidad dentro de aislamientos obtenidos a partir de bovinos, tanto para L.
borgpetersenii serovar Hardjo, como para L. interrogans serovar Pomona, donde en esta ultima el
analisis de 6 alelos VNTR permiti6 determinar la presencia de diferentes genotipos para el mismo
serovar (Pavan et al., 2011). Dentro de la serovariedad Hardjo de L. borgpetersenii se han descrito
dos subtipos clonales, A y B, correspondientes a los genomas de referencia L.550 (subtipo A) y
JB197 (subtipo B), sugiriendo la existencia de heterogeneidad clonal en aislamientos de serovar
Hardjo obtenidos del mismo tipo de hospedero (Llanes et al., 2018). Si bien se observa una
variabilidad baja, donde, las cepas adaptadas al laboratorio son las que varian mas (Figura 32), se
han encontrado varias diferencias, incluyendo aquellos genes asociados a sobrevida y virulencia,

como lo son genes de regulacion transcripcional presentes en sistemas de dos componentes, TCS.
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Figura 32. Variabilidad genética entre cepas pertenecientes a L. borgpetersenii serovar Hardjo. Variabillidad
genética observada en tres cepas aisladas a partir de bovinos (Panel A). Variaciones puntuales de las tres cepas aisladas
(BK-6, BK-9 y BK-30), con respect a dos cepas aclimatadas a condiciones de laboratorio, LBH-A y LBH-B,

pertenecientes a los subtipos A y B, respectivamente (Panel B). Adaptada de (Llanes et al., 2018).

La exploracion de genomas accesorios que fueran compartidos por cada serogrupo y
especificos para cada uno de ellos (Figura 27), evidencio en la mayoria de los casos un gran
porcentaje de genes codificantes para proteinas hipotéticas, no obstante, sera necesaria la realizacion
de un curado manual, tal como se mencioné previamente. Dentro de los identificables es posible
diferenciar genes codificantes para proteinas con funciones en el metabolismo, regulatorias,
constituyentes de sistemas sensores y flagelares. En L. interrogans y L. borgpetersenii se
encontraron genes que codifican para proteinas de sistemas de exportacion y ensamblaje del LPS,
como LptC, o proteinas dedicadas especificamente al ensamblaje del mismo, como LapB, que
modula los niveles de lipopolisacarido. L. borgpetersenii presenta, a su vez, muchas copias de

bombas de eflujo cationicas (CusA), que median resistencia a cobre y plata.

En las cepas del serogrupo Autumnalis se evidenci6 un gran nimero de transferasas, muchas de ellas
probablemente participando en la sintesis de LPS, ya que son uno de los principales constituyentes
en el locus rfb. Y asi, en cada grupo destacan transposasas, metiltransferasas, e incluso enzimas que
intervienen en la sintesis de KDO, uno de los monosacaridos mas importantes del dominio central

(core) del LPS.
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Para explorar la conexion entre la variabilidad fenotipica de serovares y el acervo genético de las
distintas cepas, se dirigi6 la busqueda de genes constituyentes del locus rfb, en donde se sabe residen
una cantidad de genes que codifican para proteinas importantes en la biosintesis del antigeno O,
principal responsable de la variabilidad a nivel de serovar (Adler, 2015). Sin embargo, no fue posible
encontrar muchos de los genes pertenecientes al mismo, como por ejemplo algunos de los
involucrados en la biosintesis de dTDP-ramnosa (rfbCDBA). Antes de sacar conclusiones, parece
fundamental complementar la aproximacion seguida hasta ahora en la secuenciacién de genomas,
basada en la tecnologia Illumina, con técnicas que permitan tener fragmentos secuenciados
sensiblemente mas largos, como PacBio o NanoPore. El uso “hibrido” de ambas aproximaciones,
estd permitiendo hoy en dia la obtencién de genomas cerrados en forma casi rutinaria (Rhoads & Au,
2015). Los genomas generados en el contexto de esta tesis son atn borrador, y presentan en este
estado de avance una cantidad importante de contigs, que revelan fragmentacion del genoma en la
cual se puede estar perdiendo informacion importante en la determinacién de serovar, por ejemplo.
Estudios previos en los que se realizaron andlisis bioinformaticos con un interés especial en
biosintesis del LPS, pudieron determinar que para la via de biosintesis de lipido A, el primer
segmento del LPS anclado a la membrana, varios genes estaban ausentes en algunos de los genomas
analizados, y especulan acerca de su posible pérdida durante la secuenciacion sin contar con
suficientes genomas cerrados para asegurar el andlisis (Fouts et al., 2016). Dentro de los aislamientos
obtenidos, ya se han seleccionado cepas representativas de todos los serovares diferentes o
potencialmente diferentes identificados en este trabajo, y como parte de mi Doctorado en el Instituto
Armand Frappier (laboratorio del Dr Frédéric Veyrier, Laval, Canada), se continuara la colaboracion
recurriendo alli a una plataforma PacBio que esta disponible. Resultan particularmente interesantes
los aislamientos de L. noguchii que mostraron gran variabilidad tanto a nivel de serogrupo, secY e
incluso mediante los tres esquemas de MLST, no pudiendo ser identificadas con ningtn
secuenciotipo reportado previamente en Pub-MLST, y siendo diferentes entre si, reforzando la idea

de que podrian tratarse, todos los aislados, de distintas serovariedades.

Como una de las perspectivas naturales y de enorme interés en la exploracion del vinculo
entre variabilidad seroldgica (antigenos inmunodominantes, proteicos y no proteicos) y genética, este
trabajo deja abierta la necesidad de identificar antigenos a nivel de proteinas, expresadas en
Leptospira spp. durante la infeccién. De hecho durante esta Tesis se comenzé a poner a punto
métodos para purificar proteinas de membrana, asi como para analizarlas mediante Western blot por
inmunoreactividad contra sueros de animales infectados. La posibilidad de identificar antigenos

comunes y diferenciales, apoyandose incluso en técnicas de inmunopurificacion de antigenos y
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analisis detallado por espectrometria de masa, tiene implicancias potencialmente importantes para el
desarrollo de nuevas estrategias serodiagnésticas e inmunoprotectoras. Diversas aproximaciones en
este sentido, yendo desde el uso de Western blots (Guerreiro et al., 2001), detecciéon de multiples
antigenos mediante MAPIA (Thomé et al., 2014), desarrollo y andlisis de microarreglos de proteinas
(Lessa-Aquino et al., 2013), hasta el empleo efectivamente de espectrometria de masa (Kositanont et
al., 2007) han permitido identificar proteinas reactivas tanto en sueros de humanos como de
animales. Dentro de las proteinas identificadas se pueden encontrar DnaK, GroEL, OmpL1, LipL.32,
LipL36, LipL41, LipL45/31, LigA, LigB, entre otras, la mayoria de ellas expuestas en la superficie
bacteriana. Poder distinguir proteinas universalmente reconocidas por reaccioén con sueros positivos,
asi como aquellas especificas, ya sea de enfermedad aguda, o fase convalesciente (Lessa-Aquino et
al., 2013), o de serovares determinados, podria redundar en mejores métodos diagnostico (Kositanont
et al.,, 2007). Asimismo, poder eventualmente identificar antigenos que discriminen sueros de
animales infectados de vacunados, seria una contribucién bien importante en el area veterinaria.
Resultara relevante incluir todas las serovariedades aisladas hasta el momento, y estudiar el perfil
diferencial de reconocimiento. La disponibilidad de sueros de animales infectados, de animales sanos
vacunados, asi como sueros negativos, permitira la purificaciéon e inmovilizacion de anticuerpos en
columnas de inmunoafinidad. Con los protocolos que ya se han comenzado a poner a punto en el
laboratorio para generar preparaciones de proteinas de membrana y periplasmicas (adaptado de
Brusca & Radolf, 1994), dichos extractos se podran purificar en las columnas de inmunoafinidad,
eluir selectivamente proteinas reactivas, e identificarlas por espectrometria de masa acoplada a
cromatografia liquida (LC-MS). Esta es una linea clara de investigacion inmediata de continuidad
con este trabajo de Tesis, y de posible impacto en diagndstico, en tipificacién y en desarrollo de

vacunas eficaces a subunidad.
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6. CONCLUSIONES
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Este trabajo permitié contribuir en el mejoramiento de las herramientas nacionales para la
deteccion y tipificacién de Leptospira spp., empleadas para el estudio de la leptospirosis bovina. Los
protocolos desarrollados y validados pudieron ser exitosamente transferidos a la red de laboratorios
de diagnostico veterinario (DILAVE) del Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca asi como
también a los laboratorios de diagnostico de la Plataforma de Salud Animal de INIA. La aplicacion
de PCR dirigidas a la deteccién de especies patégenas en matrices biologicas permitié confirmar
recientemente un brote de leptopirosis en ovinos, asi como colaborar en el seguimiento de cultivos,

aumentando la tasa de éxito en el aislamiento del agente.

La aplicacion de métodos serologicos y moleculares permitio determinar la identidad de los
aislamientos obtenidos, revelando por vez primera en forma directa, serovariedades circulantes a
nivel nacional: 26 aislamientos correspondieron a L. interrogans Pomona Kennewicki, 11 a L.
borgpetersenii Sejroe Hardjo, 4 a L. noguchii Autumnalis, 1 a L. interrogans Canicola Canicola, L.
noguchii Australis y L. noguchii Pyrogenes, y 3 aislamientos de L. noguchii sin serogrupo

identificado. Para ninguno de los aislados de L. noguchii fue posible determinar serovar.

La secuenciacion de genomas completos permitié evaluar la variabilidad genética de las
cepas circulantes, dejando en evidencia que aun aquellas cepas pertenecientes a una misma
serovariedad presentan genotipos levemente diferentes. De cualquier modo vale la pena notar que la
variabilidad genética de las diferentes cepas aisladas de L. noguchii, es significativamente mayor a la
observada en L. interrogans y L. borgpetersenii. El andlisis de genes especificos de serogrupo e
incluso de variantes genéticas estudiando cepas individuales, revel6 listas iniciales de candidatos
interesantes, muchos asociados a modificacion de azicares. Es intrigante el porcentaje sustancial de
genes que codifican proteinas hipotéticas en estos genomas accesorios, resaltando la importancia de
profundizar la investigacion experimental de la Biologia de Leptospira.

Sera necesaria la obtencion de genomas cerrados, donde no se pierda informacion relevante, para
catalizar la identificacion de determinantes genéticos clave en la determinacién de serovar. Dicha
informacién sera particularmente importante en L. noguchii donde la caracterizacion a nivel de
serovar es hoy aun muy limitada, asi como la informacion genémica en si. Esta linea esta muy
activa, y sera un nexo directo con estudios complementarios de caracterizacion de antigenos

proteicos, para entender las bases moleculares de la diversidad serologica de Leptospira.
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Tabla A.1. Genes encontrados en el genoma de aislamientos individuales, y ausentes en los restantes 39 genomas.

No se incluyeron aquellos genes codificantes para proteinas hipotéticas.

Gen Anotacion

group_402 1,4-alpha-glucan branching enzyme GlgB

group_403 1,4-alpha-glucan branching enzyme GlgB

group_1076 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase

kduD 2-dehydro-3-deoxy-D-gluconate 5-dehydrogenase

group_735 2-hydroxy-3-oxopropionate reductase

group_10237 2-succinyl-6-hydroxy-2,4-cyclohexadiene-1-carboxylate synthase
group_699 2-succinyl-6-hydroxy-2,4-cyclohexadiene-1-carboxylate synthase
group_9848 3'-5' exoribonuclease

group_10113 3-aminobutyryl-CoA aminotransferase

aroB_1 3-dehydroquinate synthase

group_9843 3-deoxy-alpha-D-manno-octulosonate 8-oxidase

group_10539 3-deoxy-D-manno-octulosonate 8-phosphate phosphatase KdsC
group_9860 3-deoxy-manno-octulosonate cytidylyltransferase

leuD 3-isopropylmalate dehydratase small subunit

group_9862 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase FabG

group_10171
group_10456
group_8643
group_10724
adoK

kgtP

dcuA
group_231
group_234
group_837
group_10363
higA
group_11055
group_11139
group_9948
group_665
group_1105
group_254
group_255
recG_2
group_257
group_258
npr

hldE_1
group_982
group_983
group_984
carB_1

katG

htpG_2

cat_1

kfoC

parA_4
group_11113
group_686

6-hydroxy-3-succinoylpyridine 3-monooxygenase HspA
6-phosphogluconolactonase
7-cyano-7-deazaguanine+synthase
Acetolactate synthase isozyme 1 large subunit
Adenosine kinase

Alpha-ketoglutarate permease

Anaerobic C4-dicarboxylate transporter DcuA
ankyrin repeat-containing protein

ankyrin repeat-containing protein

ankyrin repeat-containing protein

Antitoxin EndoAlI

Antitoxin HigA

AraC family transcriptional regulator

AraC family transcriptional regulator

AraC family transcriptional regulator
ATP-dependent 6-phosphofructokinase
ATP-dependent DNA helicase PcrA
ATP-dependent DNA helicase RecG
ATP-dependent DNA helicase RecG
ATP-dependent DNA helicase RecG
ATP-dependent DNA helicase RecG
ATP-dependent DNA helicase RecG
Bacillolysin

Bifunctional protein HIdE
Blue-light-activated protein
Blue-light-activated protein
Blue-light-activated protein
Carbamoyl-phosphate synthase arginine-specific large chain
Catalase-peroxidase

Chaperone protein HtpG

Chloramphenicol acetyltransferase
Chondroitin synthase
Chromosome-+partitioning+protein+ParA
Chromosome-partitioning protein Spo0J
Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcA
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group_688
group_690
group_692
group_11065
group_11131
moaA
group_326
group_9831
novlN
hemB_2
group_9837
group_540
group_10585
group_11049
group_539
group_9821
group_9822
rfbC_1

rmlD
group_9812
rfbB_1
strE_2
group_10551
group_10196
group_10399
group_11059
group_10446
group_10640
group_10751
group_10846
group_11034
group_9990
group_8463
group_8947
group_9124
group_9027
group_588
pdxB_1
group_1235
espL.
group_8254
group_10106
group_1041
group_1042
group_1043
group_1044
group_9836
group_9826
tld

fcl_1
group_10121
perA
group_9841
group_1212

Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcA
Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcA
Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcA
CRISPR system Cascade subunit CasC

cyclic nucleotide-binding protein

Cyclic pyranopterin monophosphate synthase
Cyclic-di-AMP phosphodiesterase PgpH
Cytidylyltransferase

Decarbamoylnovobiocin carbamoyltransferase
Delta-aminolevulinic+acid+dehydratase

D-glycero-alpha-D-manno-heptose 1-phosphate guanylyltransferase

DNA ligase

DNA methylase

DNA primase

DNA-+ligase
dTDP-3-amino-3,4,6-trideoxy-alpha-D-glucose transaminase
dTDP-3-amino-3,4,6-trideoxy-alpha-D-glucose transaminase
dTDP-4-dehydrorhamnose 3,5-epimerase
dTDP-4-dehydrorhamnose reductase
dTDP-4-dehydrorhamnose reductase
dTDP-glucose 4,6-dehydratase
dTDP-glucose 4,6-dehydratase

E3 ubiquitin-protein ligase SIrP

E3 ubiquitin-protein ligase SspH1

E3 ubiquitin-protein ligase SspH1

E3 ubiquitin-protein ligase SspH1

E3 ubiquitin-protein ligase sspH2

E3 ubiquitin-protein ligase sspH2

E3 ubiquitin-protein ligase sspH2

E3 ubiquitin-protein ligase sspH2

E3 ubiquitin-protein ligase sspH2

E3 ubiquitin-protein ligase sspH2
E3+ubiquitin-protein+ligase+SIrP
E3+ubiquitin-protein+ligase+SIrP
E3+ubiquitin-protein+ligase+SIrP
E3+ubiquitin-protein+ligase+SspH1
ECF RNA polymerase sigma factor SigX
Erythronate-4-phosphate dehydrogenase
Erythronate-4-phosphate dehydrogenase
ESX-1 secretion-associated protein EspL.
FRA47-like protein
Fructose-1,6-bisphosphatase/inositol-1-monophosphatase
FtsX-like permease family protein
FtsX-like permease family protein
FtsX-like permease family protein
FtsX-like permease family protein
GDP/UDP-N,N'-diacetylbacillosamine 2-epimerase (hydrolyzing)
GDP-6-deoxy-D-mannose reductase
GDP-6-deoxy-D-talose 4-dehydrogenase
GDP-L-fucose synthase
GDP-perosamine synthase
GDP-perosamine synthase
GDP-perosamine synthase

Glucans biosynthesis protein C
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group_1213
group_9861
nrdH
group_1072
group_1073
group_10942
group_348
ItrA_1

ItrA_2
group_1476
group_9830
hisC_1
group_9992
group_9864
group_10850
group_10851
group_10904
group_9847
group_10364
group_293
ybcl_2
group_560
group_360
group_361
group_363
group_10660
group_10791
group_115
group_119
group_122
group_123
group_125
group_126
group_127
group_128
group_129
group_1506
group_745
group_746
group_8302
group_9817
group_577
kynB
group_11140
lexA_2
group_73
group_10498
group_9850
metJ
group_10198
fmt_1
group_1392
group_1393
group_1394

Glucans biosynthesis protein C
Glucose--fructose oxidoreductase
Glutaredoxin-like protein NrdH
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(P)+]
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(P)+]
Glycyl-glycine endopeptidase ALE-1
Glycyl-glycine endopeptidase ALE-1

Group II intron-encoded protein LtrA

Group II intron-encoded protein LtrA

Group I intron-encoded protein LtrA

Heterocyst differentiation ATP-binding protein HepA

Histidinol-phosphate aminotransferase
HTH-type transcriptional regulator Xre
Hydroxypyruvate reductase

Inherit from bactNOG: adenine specific DNA methyltransferase
Inherit from bactNOG: adenine specific DNA methyltransferase
Inherit from bactNOG: adenine specific DNA methyltransferase
Inherit from bactNOG: gCN5-related N-acetyltransferase

Inherit from bactNOG: Nucleic acid binding protein
Inherit from bactNOG: Transposase

Inner membrane protein Ybcl
Inner+membrane+protein+Ybcl

Insertion element uncharacterized 12.0 kDa protein
Insertion element uncharacterized 12.0 kDa protein
Insertion element uncharacterized 12.0 kDa protein
Integrase catalytic subunit

Integrase catalytic subunit

Integrase catalytic subunit

Integrase catalytic subunit

Integrase catalytic subunit

Integrase catalytic subunit

Integrase catalytic subunit

Integrase catalytic subunit

Integrase catalytic subunit

Integrase catalytic subunit

Integrase catalytic subunit

Integrase catalytic subunit

Integrase catalytic subunit

Integrase catalytic subunit

Integrase catalytic subunit

Integrase catalytic subunit

Integrase core domain protein

Kynurenine formamidase

LemA family protein

LexA-+repressor

Long-chain-fatty-acid--CoA ligase FadD15

LysM domain M23 M37 peptidase domain protein
Macrocin-O-methyltransferase (TylF)

Met repressor

Methionine aminopeptidase

Methionyl-tRNA formyltransferase
Methyl-accepting chemotaxis

Methyl-accepting chemotaxis

Methyl-accepting chemotaxis
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group_156
group_157
group_164
mutB_1
group_10128
group_10421
group_10112
group_10122
group_10124
bamHIM
higB
mepM_10
envC_2
mycF
group_10108
group_9835
group_9840
bshA_2
group_9838
group_9842
nox
group_10603
group_687
group_689
group_691
group_693
group_961
group_963
group_964
group_965
group_10587
group_8310
group_10425
group_11026
group_1103
group_1131
group_1132
group_1133
group_639
group_10378
group_10206
group_418
group_421
group_422
group_10159
group_8318
punA
group_8255
group_619
group_590
group_591
group_10118
bshB2
group_10114

Methyl-accepting chemotaxis
Methyl-accepting chemotaxis
Methyl-accepting chemotaxis
Methylmalonyl-CoA mutase large subunit
Methyltransferase

Methyltransferase

Methyltransferase domain protein
Methyltransferase domain protein
Methyltransferase domain protein
Modification methylase BamHI

mRNA interferase HigB

Murein DD-endopeptidase MepM
Murein hydrolase activator EnvC
Mycinamicin IIT 3"-O-methyltransferase
N,N'-diacetyllegionaminic acid synthase
N,N'-diacetyllegionaminic acid synthase
N,N'-diacetyllegionaminic acid synthase
N-acetyl-alpha-D-glucosaminyl+L-malate+synthase
N-acylneuraminate cytidylyltransferase
N-acylneuraminate cytidylyltransferase
NADH oxidase

NADH-quinone oxidoreductase subunit J
Nickel and cobalt resistance protein CnrA
Nickel and cobalt resistance protein CnrA
Nickel and cobalt resistance protein CnrA
Nickel and cobalt resistance protein CnrA
PAS fold protein

PAS fold protein

PAS fold protein

PAS fold protein

peptidase

Peptidase membrane zinc metallopeptidase
Phage protein Gp37/Gp68

Phage protein Gp37/Gp68

phosphatase

phosphatase

phosphatase

phosphatase

Phosphoethanolamine transferase EptC
Phospholipase C

Phosphoserine phosphatase RsbU
photo-lyase

photo-lyase

photo-lyase

PilT protein domain-containing protein
Polysialic acid O-acetyltransferase

Purine nucleoside phosphorylase

putative ABC transporter permease
Putative acyltransferase

putative GMC-type oxidoreductase
putative GMC-type oxidoreductase
Putative multidrug export ATP-binding/permease protein
putative N-acetyl-alpha-D-glucosaminyl L-malate deacetylase 2
putative oxidoreductase
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group_10559
tpx_1
group_941
group_943
group_10166
group_10341
group_10368
group_10665
group_10675
group_10680
group_10744
group_10838
group_10905
group_10907
group_11133
group_11141
group_11142
group_273
group_274
group_275
group_276
group_277
group_278
group_316
group_317
group_10186
group_10312
group_10454
group_10780
group_9975
group_1048
group_10638
group_10040
group_10500
group_10501
group_10554
group_10641
group_10704
group_303
group_11068
group_11072
group_447
dnaB
group_514
group_1474
group_1475
group_10855
group_1154
group_9856
group_223
group_10897
group_11114
yidA_2
group_1318

Putative phosphoribosyl transferase

putative thiol peroxidase

putative transcriptional regulatory protein pdtaR

putative transcriptional regulatory protein pdtaR

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative transposase, YhgA-like

Putative type-1 restriction enzyme specificity protein MPN_089
Putative type-1 restriction enzyme specificity protein MPN_089
Putative type-1 restriction enzyme specificity protein MPN_089
Putative type-1 restriction enzyme specificity protein MPN_089
Putative type-1 restriction enzyme specificity protein MPN_089
Regulator of RpoS

RelA SpoT domain protein

repeat protein

repeat protein

repeat protein

repeat protein

repeat protein

repeat protein

repeat protein

repeat-containing protein

repeat-containing protein

repeat-containing protein

Replicative DNA helicase

Restriction

Reverse transcriptase (RNA-dependent DNA polymerase)
Reverse transcriptase (RNA-dependent DNA polymerase)
Rhomboid protease GluP

Ribosomal RNA large subunit methyltransferase K
scyllo-inositol 2-dehydrogenase (NAD(+))

Sensor protein CreC

Sporulation initiation inhibitor protein Soj

Sporulation initiation inhibitor protein Soj

Sugar phosphatase YidA

Sugar phosphatase YidA
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group_948
fdtA_1
IpxK_2

nprS
group_10792
thrS

tsaC
group_9858
group_501
group_502
ypdB

mfd_2
group_10410
group_10644
group_11121
group_184
group_185
group_186
group_333
group_334
group_9797
group_429
tnpA_3
group_431
group_432
group_359
group_10334
group_11174
group_11175
group_11176
group_11180
group_11184
group_11186
group_11189
group_11193
group_11205
group_11206
group_1271
group_132
group_133
group_136
group_137
group_138
group_139
group_140
group_141
group_152
group_154
group_74
group_80
group_86
wapA_6
tilS_1
group_9736

Swarming motility protein SwrC
TDP-4-0x0-6-deoxy-alpha-D-glucose-3,4-oxoisomerase
Tetraacyldisaccharide 4'-kinase
Thermolysin

Thermostable neutral protease Npr'T
Threonine--tRNA ligase
Threonylcarbamoyl-AMP synthase
Trans-aconitate 2-methyltransferase
Transcriptional regulatory protein CreB
Transcriptional regulatory protein CreB
Transcriptional regulatory protein YpdB
Transcription-repair-coupling factor
Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase for transposon Tn5
Transposase for transposon Tn5
Transposase for transposon Tn5
Transposase for transposon Tn5
transposase 1S3 1S911 family protein
Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

Transposase

tRNA nuclease WapA
tRNA(Ile)-lysidine synthase
tRNA+nuclease+WapA

Pagina | 128



group_29
group_31
group_33
wapA_9
wapA_3
group_38
group_821
group_9414
bamHIR
group_10803
group_487
group_488
group_489
group_490
xerD_1
group_10305
group_10637
group_10126
group_9813
group_9820
group_9845
group_9853
group_9857
group_10115
group_9875
group_10120
group_10871
group_11038
group_1229
group_1230
group_1231
group_30
group_11011

tRNA3(Ser)-specific nuclease WapA
tRNA3(Ser)-specific nuclease WapA
tRNA3(Ser)-specific nuclease WapA
tRNA3(Ser)-specific nuclease WapA
tRNA3(Ser)-specific nuclease WapA
tRNA3(Ser)-specific nuclease WapA
tRNA3(Ser)-specific nuclease WapA
Type+IIS+restriction+enzyme+Eco571
Type-2 restriction enzyme BamHI

Tyrosine recombinase XerC

Tyrosine recombinase XerC

Tyrosine recombinase XerC

Tyrosine recombinase XerC

Tyrosine recombinase XerC

Tyrosine recombinase XerD

Tyrosine recombinase XerD

Tyrosine recombinase XerD

Ubiquinone biosynthesis O-methyltransferase
Ubiquinone biosynthesis O-methyltransferase
Ubiquinone biosynthesis O-methyltransferase
Ubiquinone biosynthesis O-methyltransferase
Ubiquinone biosynthesis O-methyltransferase
Ubiquinone biosynthesis O-methyltransferase
UDP-4-amino-4,6-dideoxy-N-acetyl-beta-L-altrosamine transaminase

UDP-Glc:alpha-D-GlcN Ac-diphosphoundecaprenol beta-1,3-glucosyltransferase WfgD

UDP-N-acetylbacillosamine N-acetyltransferase
YD repeat-containing protein

YD repeat-containing protein

YD repeat-containing protein

YD repeat-containing protein

YD repeat-containing protein

YD repeat-containing protein

Zinc D-Ala-D-Ala carboxypeptidase
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Tabla A.2. Genes encontrados en todos los aislamientos (core genome). No se incluyeron aquellos genes codificantes

para proteinas hipotéticas. Los genes que se encuentran resaltados son los incluidos en los diferentes esquemas MLST.

Gen Anotacion

ramA_1 (R)-stereoselective amidase

dhaT 1,3-propanediol dehydrogenase
groS 10 kDa chaperonin

IS 16S ribosomal RNA

pfkB 2-dehydro-3-deoxygluconokinase
leuA_1 2-isopropylmalate synthase
leuA_2 2-isopropylmalate synthase

sucA 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component
bfmBAB 2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit beta
rpsA 30S ribosomal protein S1

rpsJ 30S ribosomal protein S10

psK 30S ribosomal protein S11

rpsL 30S ribosomal protein S12

rpsM 30S ribosomal protein S13

psO 30S ribosomal protein S15

rpsR 30S ribosomal protein S18

psS 30S ribosomal protein S19

rpsU 30S ribosomal protein S21

1psC 30S ribosomal protein S3

rpsD 30S ribosomal protein S4

rpsE 30S ribosomal protein S5

psG 30S ribosomal protein S7

rpsH 30S ribosomal protein S8

rpsl 30S ribosomal protein S9

leuB 3-isopropylmalate dehydrogenase
fabG_1 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase FabG
plK 50S ribosomal protein L.11

rpIN 50S ribosomal protein L.14

rplP 50S ribosomal protein L16

rplB 50S ribosomal protein L2

rplT 50S ribosomal protein L.20

rplU 50S ribosomal protein L21

plV 50S ribosomal protein L.22

plW 50S ribosomal protein L.23

plY 50S ribosomal protein L.25

rpmA 50S ribosomal protein L27

rpmB 50S ribosomal protein L.28

rpmD 50S ribosomal protein L30

rpmE 50S ribosomal protein L31

rpmF 50S ribosomal protein L32

rpmH 50S ribosomal protein L34

plE 50S ribosomal protein L5

rplF 50S ribosomal protein L6

groLL 60 kDa chaperonin

group_891 ABC transporter

ilvH Acetolactate synthase small subunit
phbA Acetyl-CoA acetyltransferase
caiB Acetyl-CoA:oxalate CoA-transferase
citB Aconitate hydratase A

acpP Acyl carrier protein
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mmgC_1
mmgC_3
ahcY
adk
group_1822
purF
rsbV_3
rsbV_5
rsbV_2
rsbV_4
gatB
hisG
atpA
atpD
atpE
clpC
clpX
clpP_2
clpP_1
hslV
ftsH
pcaF
cysNC
glmU
exbD 1
ilvE
carE
group_1793
carB
dnaK
cheD 1
cheY 2
cheY_3
pomA_1
cheX
parA
gltA2_?2
gltA2_1
glxR
crp_1
cysK
ctaD
ilvD
gyrA_1
gyrA_2
gyrB_2
group_900
bolA_2
IpoA
rpoB
rpoC
rpoE_1
etfB
fusA_2

Acyl-CoA dehydrogenase
Acyl-CoA dehydrogenase
Adenosylhomocysteinase
Adenylate kinase

alpha beta
Amidophosphoribosyltransferase
Anti-sigma-B factor antagonist
Anti-sigma-B factor antagonist
Anti-sigma-B factor antagonist
Anti-sigma-B factor antagonist

Aspartyl/glutamyl-tRNA(Asn/Gln) amidotransferase subunit B

ATP phosphoribosyltransferase

ATP synthase subunit alpha

ATP synthase subunit beta

ATP synthase subunit ¢

ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit ClpC
ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit ClpX
ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit
ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit
ATP-dependent protease subunit HsIV
ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH
Beta-ketoadipyl-CoA thiolase

Bifunctional enzyme CysN/CysC

Bifunctional protein GImU

Biopolymer transport protein ExbD
Branched-chain-amino-acid aminotransferase
Caffeyl-CoA reductase-Etf complex subunit CarE
Calcineurin-like phosphoesterase
Carbamoyl-phosphate synthase large chain
Chaperone protein DnaK

Chemoreceptor glutamine deamidase CheD
Chemotaxis protein CheY

Chemotaxis protein CheY

Chemotaxis protein PomA

CheY-P phosphatase CheX

Chromosome partitioning protein ParA

Citrate synthase 1

Citrate synthase 1

CRP-like cAMP-activated global transcriptional regulator
CRP-like cAMP-activated global transcriptional regulator
Cysteine synthase

Cytochrome c oxidase subunit 1

Dihydroxy-acid dehydratase

DNA gyrase subunit A

DNA gyrase subunit A

DNA gyrase subunit B

DNA repair protein radc

DNA-binding transcriptional regulator BolA
DNA-directed RNA polymerase subunit alpha
DNA-directed RNA polymerase subunit beta
DNA-directed RNA polymerase subunit beta'
ECF RNA polymerase sigma-E factor

Electron transfer flavoprotein subunit beta
Elongation factor G
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efp

tsf

tufA

eno

fdx4

fur

sufB
group_1574
flgC
flgG_1
flhA

fliP

fliR
flaB_1
flaB_5
flaB_2
group_11228
flaB_4
flgE

flgk
group_1575
fliG_3
fliM

fliF

ylxH

flil

fbp_2
suhB_2
fbaB

fumC

frdA

frdB

gmd

glnA

glmS
gpsA_2
glyQs
relA

typA
group_604
hrcA
group_1524
ruvB
metX
hprK

crh

sutR
lipL41
hisB
group_1005
ppa

guaB
icd_1
icd 2

Elongation factor P

Elongation factor Ts

Elongation factor Tu

Enolase

Ferredoxin, 2Fe-2S

Ferric uptake regulation protein

FeS cluster assembly protein SufB
Flagellar basal body-associated protein FliL
Flagellar basal-body rod protein FlgC
Flagellar basal-body rod protein FlgG
Flagellar biosynthesis protein FIhA
Flagellar biosynthetic protein FliP

Flagellar biosynthetic protein FliR
Flagellar filament 35 kDa core protein
Flagellar filament 35 kDa core protein
Flagellar filament 35 kDa core protein
Flagellar filament 35 kDa core protein
Flagellar filament 35 kDa core protein
Flagellar hook protein FIgE

Flagellar hook-associated protein 1

flagellar motor protein MotB

Flagellar motor switch protein FliG
Flagellar motor switch protein FliM
Flagellar M-ring protein

Flagellum site-determining protein YlxH
Flagellum-specific ATP synthase
Fructose-1,6-bisphosphatase class 1
Fructose-1,6-bisphosphatase/inositol-1-monophosphatase
Fructose-bisphosphate aldolase class 1
Fumarate hydratase class II

Fumarate reductase flavoprotein subunit
Fumarate reductase iron-sulfur subunit
GDP-mannose 4,6-dehydratase

Glutamine synthetase
Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase [isomerizing]
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(P)+]
Glycine--tRNA ligase

GTP pyrophosphokinase

GTP-binding protein TypA/BipA

hd domain protein

Heat-inducible transcription repressor HrcA
Helicase

Holliday junction ATP-dependent DNA helicase RuvB
Homoserine O-acetyltransferase

HPr kinase/phosphorylase

HPr-like protein Crh

HTH-type transcriptional regulator SutR
hypothetical protein
Imidazoleglycerol-phosphate dehydratase
Inherit from bactNOG: virion core protein (Lumpy skin disease
Inorganic pyrophosphatase
Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase
Isocitrate dehydrogenase [NADP]

Isocitrate dehydrogenase [NADP]
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ilvC

lutA

lexA

besC

IptB

IspA
lolD_2
lolE_2
mcll
lon_1
group_862
lipL.32
group_1785
group_1529
pccB_2
mepM_5
mepM_9
pntA_1
pntA_2
ndhC

nqol
nqo4
nqo9
nuoB
nuoH
nuoK
vnfA

glnB

ndk
lolA_2
mrcA_2
prfC

pth_2
pheS

ybeZ

aroF

pckA
group_972
coaD

purS
group_853
speE_1
pnp

pccB

htpX

recA

secY

fruA

fadN

ybiT
group_11154
group_1521
btrV
flaAL_1

Ketol-acid reductoisomerase

Lactate utilization protein A

LexA repressor

Lipopolysaccharide assembly protein B
Lipopolysaccharide export system ATP-binding protein LptB
Lipoprotein signal peptidase

Lipoprotein-releasing system ATP-binding protein LolD
Lipoprotein-releasing system transmembrane protein LolE
L-malyl-CoA/beta-methylmalyl-CoA lyase

Lon protease

Major facilitator superfamily protein

Major outer membrane protein

Major outer membrane protein

Methionine biosynthesis protein MetW
Methylmalonyl-CoA carboxyltransferase 12S subunit
Murein DD-endopeptidase MepM

Murein DD-endopeptidase MepM

NAD(P) transhydrogenase subunit alpha

NAD(P) transhydrogenase subunit alpha
NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit 3
NADH-quinone oxidoreductase subunit 1
NADH-quinone oxidoreductase subunit 4
NADH-quinone oxidoreductase subunit 9
NADH-quinone oxidoreductase subunit B
NADH-quinone oxidoreductase subunit H
NADH-quinone oxidoreductase subunit K

Nitrogen fixation protein VnfA

Nitrogen regulatory protein P-II

Nucleoside diphosphate kinase

Outer-membrane lipoprotein carrier protein
Penicillin-binding protein 1A

Peptide chain release factor 3

Peptidyl-tRNA hydrolase

Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit

PhoH-like protein
Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase
Phosphoenolpyruvate carboxykinase [ATP]
Phospholipid glycerol acyltransferase
Phosphopantetheine adenylyltransferase
Phosphoribosylformylglycinamidine synthase subunit PurS
Plays a role in the regulation of phosphate uptake (By similarity)
Polyamine aminopropyltransferase
Polyribonucleotide nucleotidyltransferase
Propionyl-CoA carboxylase beta chain

Protease HtpX

Protein RecA

Protein translocase subunit SecY

PTS system fructose-specific EIIABC component
putative 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase

putative ABC transporter ATP-binding protein YbiT
Putative anti-sigma factor antagonist

Putative anti-sigma factor antagonist

Putative anti-sigma factor antagonist BtrV

Putative flagellar filament outer layer-like protein

Pagina | 133



engB
hppA1l
group_1067
tsaA

htrA

hxcR

pyk_1
qoxC
dnaC_2
ribBA
rbn_1

rnd_1

rnd_2

hpf

ychF

fliA

rpoD

carD
group_1018
mreB

mreA

speH

metK

scpB

regX3
group_1703
s0j_2
group_1648
sucD

sucC

cysD
group_11218
trxA
group_1723
tal

hlyu
degU_2
zraR 1
infA

infC

tpiA
gyrB_1
epsF
xerC_2
murA
group_870
pyrH

uvrA

yscL,

putative GTP-binding protein EngB

Putative K(+)-stimulated pyrophosphate-energized sodium pump
putative NTE family protein

putative peroxiredoxin

Putative serine protease HtrA

putative type II secretion system protein HxcR
Pyruvate kinase

Quinol oxidase subunit 3

Replicative DNA helicase

Riboflavin biosynthesis protein RibBA
Ribonuclease BN

Ribonuclease D

Ribonuclease D

Ribosome hibernation promoting factor
Ribosome-binding ATPase YchF

RNA polymerase sigma factor FliA

RNA polymerase sigma factor RpoD

RNA polymerase-binding transcription factor CarD
Rod shape-determining protein (MreD)

Rod shape-determining protein MreB

Rod shape-determining protein RodA
S-adenosylmethionine decarboxylase proenzyme
S-adenosylmethionine synthase

Segregation and condensation protein B

Sensory transduction protein regX3
Single-stranded nucleic acid binding R3H domain-containing protein
Sporulation initiation inhibitor protein Soj

stage II sporulation protein

Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit alpha
Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta
Sulfate adenylyltransferase subunit 2

Thioesterase superfamily protein

Thioredoxin

TPR domain-containing protein

Transaldolase

Transcriptional activator HlyU

Transcriptional regulatory protein DegU
Transcriptional regulatory protein ZraR
Translation initiation factor IF-1

Translation initiation factor IF-3

Triosephosphate isomerase

Type 2 topoisomerase subunit B

Type II secretion system protein F

Tyrosine recombinase XerC
UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase
Undecaprenyl-phosphate mannosyltransferase
Uridylate kinase

UvrABC system protein A

Yop proteins translocation protein L
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Abstract

Leptospirosis is a neglected zoonosis with worldwide distribution. The causative agents are
spirochete bacteria of the Leptospira genus, displaying huge diversity of serovars, the identity
of which is critical for effective diagnosis and vaccination purposes. Among many other
mammalian species, Leptospira infects cattle, eliciting acute signs in calves, and chronic
disease in adult animals often leading to abortions. In South America, and including in Uruguay,
beef and dairy export are leading sources of national income. Despite the importance of bovine
health, food safety, and bovine-related dissemination of leptospirosis to humans, extremely
limited information is available as to the identity of Leptospira species and serovars infecting
cattle in Uruguay and the South American subcontinent. Here we report a multicentric 3-year
study resulting in the isolation and detailed characterization of 40 strains of Leptospira spp.
obtained from infected cattle. Combined serologic and molecular typing identified these
isolates as L. interrogans serogroup Pomona serovar Kennewicki (20 strains), L. interrogans
serogroup Canicola serovar Canicola (1 strain), L. borgpetersenii serogroup Sejroe serovar
Hardjo (10 strains) and L. noguchii (9 strains). The latter showed remarkable phenotypic and
genetic variability, belonging to 6 distinct serogroups, including 3 that did not react with a large
panel of reference serogrouping antisera. Approximately 20% of cattle sampled in the field
were found to be shedding pathogenic Leptospira in their urine, uncovering a threat for public
health that is being largely neglected. The two L. interrogans serovars that we isolated from
cattle displayed identical genetic signatures to those of human isolates that had previously been
obtained from leptospirosis patients. This report of local Leptospira strains shall improve
diagnostic tools and the understanding of leptospirosis epidemiology in South America. These
strains could also be used as new components within bacterin vaccines to protect against the
pathogenic Leptospira strains that are actually circulating, a direct measure to reduce the risk

of human leptospirosis.

Author Summary

Several species of the genus Leptospira cause leptospirosis, a disease that is transmitted from
animals to humans (zoonosis). Leptospirosis is the most extended zoonosis worldwide, with
over a million human cases each year. Leptospira spp. infect a broad range of wildlife and
domestic animals, including cattle. In several South American countries beef and dairy exports
rank among the most important national income sources, explaining why in Uruguay cattle
outnumber human population by a factor of 4. Yet, we did not know which Leptospira species

and serovariants (serovars) circulate among Uruguayan cattle. Current serologic diagnostic
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methods and whole killed-cell vaccination approaches, critically depend on using the proper
serovars, which are hugely variable in Leptospira spp. from different regions of the world.
Through a multidisciplinary consortium effort, we now report the isolation and typing of 40
strains of pathogenic Leptospira spp. An unexpectedly large variation in terms of species and
serovars was found. These data are extremely important: 1- to improve diagnostics by updating
the available reference antigen panels; 2- to evaluate the efficacy of novel vaccines; and, 3- to
implement efficacious bovine vaccination as a means of reducing the incidence of bovine and

human leptospirosis.

Introduction

Leptospirosis is a zoonotic disease of worldwide importance caused by pathogenic spirochetes
belonging to the genus Leptospira [1]. It affects humans and a broad range of domestic animals
and wildlife. In cattle, leptospirosis is an important cause of reproductive failure, including
abortions and stillbirths [2]. Infected bovines also constitute an active reservoir for the spread
of the zoonotic disease, especially for humans in direct contact with infected animals including
veterinarians, abattoir and farm workers, hunters, as well as scientists handling laboratory
animals or during fieldwork [3, 4]. Domestic and wild animals are important reservoirs in rural
areas, unlike urban settings where rats play a major dissemination role [5, 6]. Human infection
with Leptospira spp. results from direct exposure if the source of infection is animal tissue,
body fluids or urine, and from indirect exposure if the source is environmental, such as soil or
urine-contaminated water. While the disease is endemic in many countries, it often presents as
epidemic outbreaks, causing severe, sometimes fatal disease in both humans and animals [7, 8].
Since the first systematic studies in 1960-1970, serologic studies in animals have repeatedly
shown high prevalence of exposure to Leptospira in Uruguay, with individual seropositivity in
the 25-50% range, and herd prevalence figures of 50-70% [9, 10]. Leptospirosis is considered
as a re-emerging bovine disease in Uruguay since 1998 [10], after what stricter epidemiologic
surveillance policies have been adopted by governmental agencies. Human leptospirosis has
been included into the official list of diseases of mandatory notification. Leptospirosis in
Uruguay is endemic, with limited epidemic outbreaks in rural areas. The annual incidence of
human leptospirosis is estimated at 15 per 100,000 [11], with precise figures not determined
due to under-reporting and extremely scarce systematic studies in southern Latin America of
morbidity/mortality burden [7]. The human disease appears to be associated with bovine
infection, as well as to rainfalls and floods [11], with recent isolation efforts revealing the

presence of three L. interrogans serovars, two L. kirschneri and one L. borgpetersenii [12, 13].
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Despite the relevance of bovine leptospirosis as a cause of bovine abortions and infertility in
Uruguay, there have been no extensive studies on the actual identities of Leptospira species and
serovars obtained from animals in the field. There are currently no repositories of
autochthonous isolates available in the public domain, thus constraining vaccine companies to
the use of foreign strains as vaccine antigens. Even though Hardjo serovars have been suspected
for years to be involved in bovine infection cases [2, 14], to the best of our knowledge only four
L. interrogans and two L. borgpetersenii isolates belonging to this serovar have been reported
in South America [15-17] obtained in Brazil and Chile. An early study also reported six Hardjo
isolates in Argentina, without distinguishing the species [18], and two isolates of L. interrogans
Hardjo were also reported, one in sheep from Brazil [19] and one in cattle from Mexico [20].
We now report the first results of a multicentric effort, over the course of 3 years, aimed at
isolating pathogenic Leptospira strains in Uruguay, from infected cattle in the field and at
abattoirs. A detailed serologic and genetic characterization of such isolates uncovers a larger
than expected variety of Leptospira species and serovars. These data will be instrumental for
the design of better bacterin vaccines, as well as for improving diagnosis and epidemiologic

studies in Uruguay and neighboring South American countries.

Methods

Ethics statement

Urine and blood sampling from cattle in the field were performed by professional veterinarians,
respecting international recommendations for animal welfare, with approval granted by the
Ethics Committee for the Use of Animals for Experimentation (Comision de Etica en el Uso de
Animales de Experimentacion CEUA), DILAVE, Ministry of Livestock, Agriculture and
Fishery (Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca MGAP), Uruguay, according to national
law #18,611. Permission to take samples for the study was received from the animal owners

and the abattoirs.

Identification of herds suspected of leptospirosis, and field urine and blood sampling.
Forty-eight herds from both dairy and beef farms were sampled in this study, during a 33-month
period (Jan 2015-Sep 2017). Private veterinarians who suspected the disease sent the first
samples to our laboratory at the Ministry of Livestock, Agriculture and Fishery. Following
current protocols in Uruguay, serum samples from 12 animals from each suspected herd, were
screened by the microscopic agglutination test (MAT) [21] for preexisting antibodies against

Leptospira (S1 Table). Farm selection for subsequent sample collection prioritized those herds
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with presumptive diagnosis of leptospirosis (MAT titers >200th0 against >1 pathogenic
Leptospira reference serogroups). Farms with recorded history of abortions, infertility or acute
disease, were also prioritized. Selected farms were visited from January 2015 to September
2017, and individual blood and urine samples from 19 animals were collected (aiming for >1
seropositive animal with a 95% confidence interval, using a conservative seroprevalence figure
of >15% on a reference population of 1000 individuals; seroprevalence estimates from
background serologic data in Uruguay are actually higher; the number of individual animals to
sample was calculated with the software WinEpi http://www.winepi.net). Due to logistic
constraints, in a few cases the number of animals per herd was slightly higher, overall sampling
a total of 963 individual animals. Individuals to be sampled in each farm were selected
according to recorded history when available, prioritizing animals with clinical signs of acute
disease (especially calves with rectal temperature > 39.5 °C, jaundice and/or hemoglobinuria),
previous antibody titers >200 by MAT, and/or history of abortions or infertility. If less than 19
animals met the latter criteria, additional animals (heifers or adult cows) from the same herd
were included to complete the required number. A questionnaire was distributed to farmers,
gathering information about history of leptospirosis and recent vaccination (<12 months) in the
farm.

Blood samples were collected by coccygeal venipuncture using 5 mL tubes with clot activator.
Sera were then stored at -20°C. Intramuscular administration of diuretics (~150 mg furosemide,
Furo R®, Ripoll) and thorough genital organ cleansing (wiping with 70% ethanol) preceded
urine collection from individual animals. Approximately 60 mL of midstream urine was
collected in sterile 120 mL containers (Bioset®, Medicplast).

Urine samples (100 pL) were inoculated in the field, immediately or within 2 h of sample
collection (for the rationale, see first section of Results), in 5 mL Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris (EMJH) medium (prepared with Leptospira Medium Base EMJH [Gibco] and
albumin BovolLep [Bovogen Biologicals PTY Ltd]), supplemented with 100 pg/mL 5-
fluorouracil (5-FU; Sigma) [21], and transported at 4°C to the laboratory together with the
corresponding blood/serum samples in Vacutainer tubes (Vacutainer®, BD-NJ, USA). In the
laboratory, two serial 1:50 dilutions were made from the first urine-inoculated tube, in 5 mL
EMJH medium supplemented with 5-FU (EMJH/FU), and all three dilutions were incubated at
29°C. The remaining volume of urine samples was conserved at 4°C for subsequent lipL32 gene
amplification (see below). Sera were used to determine anti-Leptospira titers by MAT
following reported procedures [21]. Routine MAT tests used the national guide of positivity

cutoff at titers >200. For comparison of reference vs local strains as MAT antigens (S5 Table),
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sera from animals from which pathogenic Leptospira spp. were isolated (only from those herds
with no recent vaccination history, see Table 2) were tested by serial two-fold dilutions [21]
starting from 1:100. The local strains used for the latter MATS, were chosen to represent each
of the different serogroups identified in this work (IP1506001, IP1605021, 1P1611024,
IP1611025, 1P1512017, IP1703027, 1IP1711049 and 1P1512011, according to the numbering
scheme defined in Table 1).

Urine and kidney samples from abattoirs. Random samples of urine (vesical puncture) and
kidneys were obtained at 22 slaughterhouses that received animals from geographic regions
throughout the country. No indications of reproductive failure nor of any other health problems
were recorded for slaughtered animals. Due to pipeline logistics at slaughterhouses, Kidneys
and urine samples did not correspond to the same animal such that individual samples were
treated as independent. Urine samples were immediately inoculated in EMJH/FU, according to
the same protocol as with field samples. Kidneys were transported in 4°C-refrigerated boxes to
the laboratory and processed on arrival, 2-6 hours after sampling. A fragment of approximately
10 g of tissue, was placed in a funnel and surface-sterilized by dousing with alcohol and flamed
with a Bunsen burner. The tissue was then placed in a sterile stomacher bag and 10 mL of
phosphate-buffered saline (PBS) were aseptically added. After breaking the tissue down to a
pulp in the stomacher machine, the obtained suspension was allowed to settle for 15 minutes,
250 pL of supernatant were drawn and inoculated in 5 mL EMJH/FU (called tube A). From
tube A, 500 pL were transferred to a second 5 mL EMJH/FU tube (tube B), thus obtaining also
a 10-fold diluted culture. Finally, a third culture was also prepared from each sample by directly
inoculating 5 mL Fletcher medium with a small cylinder of kidney tissue obtained with a

Pasteur pipette. All cultures were incubated at 29°C.

Culture conditions, isolation and conservation of Leptospira strains. In order to define a
precise protocol for culture inoculation in the field after urine collection, decreasing numbers
of L. borgpetersenii serovar Hardjo strain Sponselee cells, ranging from 107 to 1 bacterium,
were incubated in 1 mL filter-sterilized bovine urine. After variable times, 100 uL urine were
inoculated in 5 mL EMJH for culture, and bacterial growth weekly monitored under a dark-
field microscope.

For isolations, Leptospira cultures were incubated at 29°C and observed under dark-field
microscopy weekly for up to 6 months [21]. In case of contamination by other microorganisms,

the cultures were filtrated through a 0.22 um sterile syringe filter (Millipore Corporation, MA,
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USA) and sub-cultured in fresh EMJH media. As soon as spirochete-like bacteria grew in
specific cultures, the presence of pathogenic Leptospira species was assessed by PCR
amplification of the lipL32 gene (see below). Once no contamination observed, PCR-confirmed
cultures were sub-cultured in EMJH media without 5-FU until exponential growth phase.
Leptospira spp. isolates were then conserved at >108 cells/mL in EMJH with 2.5% of dimethyl
sulfoxide (Sigma) and flash-cooled in liquid nitrogen.

lipL32 PCR in urine samples and positive cultures for Leptospira. The lipL32 gene was
chosen as a marker of pathogenic Leptospira species [22-24]. PCR amplification of lipL32 was
performed using purified DNA from 10 mL of bovine urine samples. The urine was centrifuged
at 10,000 g for 15 min, the pellet rinsed once with PBS pH 7.4, and total DNA was extracted
with the PureLink Genomic DNA MiniKit (Invitrogen). lipL32 PCR-amplification was
achieved using oligonucleotide primers LipL32F (5"-ATCTCCGTTGCACTCTTTGC-3") and
LipL32R (5"-ACCATCATCATCATCGTCCA-3) [25]. The PCR was performed in 50 uL 10
mM Tris.HCI pH 8.4, 50 mM KClI, 1.5 mM MgClz, 200 uM dNTPs, 0.25 mg/mL bovine serum
albumin (Sigma), 2 uM oligonucleotide primers, 1 U Tag DNA polymerase (Invitrogen) and 5
pL template DNA. PCR cycling comprised 1 denaturation step (5 min at 95 °C), 35
amplification cycles (each cycle 30 s at 94 °C, 30 s at 58 °C and 1 min at 72 °C) and a final
extension step (7 min at 72 °C). PCR products were analyzed by agarose gel electrophoresis
and ethidium bromide staining, seeking for the expected 474 bp amplicon. Bovine serum
albumin (Sigma) was added in the PCR reaction mix, 0.25 mg/mL, greatly reducing sporadic
inhibitory effects of certain urine samples on the amplification reaction. An internal control was
always included to quantify this potential inhibition issue, by spiking analyzed samples with 40
ng of L. borgpetersenii DNA. Positive amplifications products were randomly chosen in a few
field samples, and sequenced confirming specific amplification of Leptospira DNA.

This lipL32 PCR procedure was also performed to rank bacterial cultures (prioritizing more
careful follow-ups), after DNA purification from 1 mL of EMJH cultures where suspect

spirochetes had been observed by dark-field microscopy.

Determination of Leptospira species by PCR amplification and partial sequencing of the
16S ribosomal RNA gene. DNA from Leptospira spp. bovine and human isolates were purified
from 1 mL of EMJH culture using the PureLink® Genomic DNA MiniKit (Invitrogen). Primers
LeptoA (5°- GGCGGCGCGTCTTAAACATG-3") and LeptoB (5°-
TTCCCCCCATTGAGCAAGATT-3") were used to amplify the 5’-terminal 331 bp fragment
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of the 16S rRNA gene (rrs) as previously described [26]. The resulting amplicons were
sequenced in both senses using internal primers LeptoC (Forward) (5'-
CAAGTCAAGCGGAGTAGCA-3") and Rs4 (Reverse)(5-TCTTAACTGCTGCCTCCCGT-
3"). Sequence quality was verified with the Chromas software, and consensus sequences were
defined using BioEdit. All rrs sequences were deposited in GenBank (S2 Table). Consensus
sequences were then compared with available sequences in GenBank using BLAST.

Multilocus variable-number tandem repeat analysis. Multilocus variable-number tandem
repeat (VNTR) analyses were performed according to published methods [27] using five
discriminatory markers for VNTR loci 4, 7, 10, Lb4 and Lb5. Purified DNA from each isolate
was used to amplify the VNTR4, VNTR7 and VNTR10 loci in L. interrogans, and the
VNTR10, VNTRLb4 and VNTRLb5 loci in L. borgpetersenii. The GelAnalyzer 2010a
software (http://www.gelanalyzer.com) was used to analyze the ethidium bromide-stained
agarose electrophoresis gels, in which PCR products were resolved in parallel to 100-bp DNA
ladder (Thermo Scientific) as molecular weight marker. The number of repeats for each VNTR
locus was determined as: number of repeats = [PCR product size(bp) - flanking region (bp)] /

repeat unit length (bp).

Partial secY gene sequencing and analysis. DNA from Leptospira spp. bovine and human
isolates were purified from 1 mL of EMJH culture using the PureLink® Genomic DNA MiniKit
(Invitrogen). The secY gene was partially amplified by PCR with primers SecYF (5'-
ATGCCGATCATTTTTGCTTC-3") and SecYR (5"-CCGTCCCTTAATTTTAGACTTCTTC-
3") as described [28]. The resulting 549 bp amplicon was sequenced in both senses. Sequence
quality was verified with the Chromas software, and consensus sequences were defined using
BioEdit. All secY sequences were deposited in GenBank (S2 Table) and compared to those
available in  PubMed, MLST (https://pubmlst.org/leptospira) and PATRIC
(https://www.patricbrc.org) [29] databases. The phylogenetic analyses based on secY sequences
were performed with MEGA 6.0 software (www.megasoftware.net) using the neighbor-joining
method. Phylogenetic trees were calculated using the Tamura-Neil model, and the reliability of
branches was validated by generating 1000 bootstrap replicates. Based on the analysis of

sequence similarities, secY genotypes were assigned.

Serotyping. To determine the serogroup of isolated Leptospira strains, MAT was used with a

panel of serogroup-specific rabbit antisera, spanning 24 Leptospira serogroups (KIT Royal
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Tropical Institute, S3 Table), performed in microtiter plates, mixing equal volumes of viable
leptospires with serial 2-fold dilutions of each rabbit antiserum. After 2 h incubation at 37°C,
agglutination of bacteria was observed under dark-field microscopy. The strain’s serogroup was
assigned according to the antiserum that gave highest agglutination titer. Based on the
combination of results from both serogroup determination and molecular typing (rrs gene
partial sequencing and VNTR analysis), a presumptive serovar was assigned to all isolates

belonging to L. interrogans, and L. borgpetersenii species, as previously described [27].

Results

Bovine urine affects Leptospira viability. Initial attempts to isolate Leptospira strains from
bovine urine samples were unsuccessful. The initial protocol was based on collecting the urine
from all sampled animals, and then inoculating them into the tubes with culture media. We
asked whether bacterial cell viability could be compromised due to exposure to urine over time.
As a first approach to address this issue, the particularly fastidious L. borgpetersenii serovar
Hardjo was chosen [30] to perform in vitro tests of viability kinetics in bovine urine. Indeed, a
critical maximum time of exposure was defined at less than 2 h (S4 Table), above which
subsequent isolation success rates decreased significantly. Although it cannot be ruled out that
other serovars might behave differently, based on these observations, all urine samples were

inoculated in the field within 2 h of collection, resulting in successful isolations.

PCR screening of urine samples is key to prioritize culture follow-ups toward isolation. A
second logistic challenge for isolation efforts from urine samples, was the high number of
cultures subject to follow-up under dark-field microscopy. PCR amplification of Leptospira
lipL32 gene was optimized on bovine urine, eventually resulting in a robust method to prioritize
cultures (Fig 1), identifying those samples that proved positive for pathogenic Leptospira spp.
A strong inhibitory effect on lipL32 PCR amplification was frequently observed, dependent on
the urine sample (Fig 1A). This sample-dependent inhibition issue was solved by washing the
bacterial pellet obtained after urine centrifugation with PBS pH 7.4 (Fig 1B), and then adding
bovine serum albumin in the PCR mix (Fig 1C). The sensitivity of this PCR method was >100
Leptospira cells, estimated by spiking known amounts of bacteria to sterile urine samples.
Specificity was assessed confirming a positive reaction with relevant serovars of pathogenic
Leptospira species (L. interrogans, L. noguchii, L. weilii, L. borgpetersenii and L. santarosai),

while undetectable with non-pathogenic Leptospira (L. biflexa) nor with unrelated species
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Fig 1. Screening of pathogenic Leptospira spp. in urine samples by PCR amplification of
the lipL32 gene.

(A) PCR amplification of the lipL32 gene, showing on the left side products obtained from 10
mL of urine without previous washing of the pellet, and on the right side the inhibition controls
using pure DNA spiking. (B) Same as (A), except that the urine pellets on the left side were
previously washed with PBS pH 7.4. (C) Same as (A) and (B), except that on the left side of
the ladder urine pellets were previously washed with PBS pH 7.4 and BSA was included in the
PCR mix. Asterisks show PCR reactions with total inhibition. (D) Typical lipL32 amplification
results, using optimized conditions as in (C), from randomly chosen urine samples collected in

the field. (E) Corresponding inhibition controls for panel (D).

Using this screening strategy, the presence of pathogenic Leptospira spp. DNA was confirmed
in 193 urine samples, indicating that at least ~20 % (193/963) of all studied animals were
excreting pathogenic Leptospira in their urine (Fig 1D and E). False positive results from
collected samples are highly unlikely, considering that lipL32 is only present in the genomes of
pathogenic Leptospira species [22], that no detectable amplification was observed with non-
specific bacteria, and that randomly chosen amplicons from bovine urine samples confirmed
100% sequence identity with Leptospira lipL32. An environmental source of pathogenic
bacteria during urine sample collection is highly unlikely as well, considering the sample
collection procedure and the number of bacteria needed to attain the PCR sensitivity threshold.
Following up with this approach at the herd level, 77 % of the farms (37/48) that were studied,

harbored >1 animal(s) excreting pathogenic Leptospira.

Isolation of native strains of pathogenic Leptospira spp. infecting cattle. The sampling
strategies, as detailed in Methods, were chosen to maximize the odds of isolating local strains
of pathogenic Leptospira spp. from infected cattle. A two-pronged approach was followed: i-
active and directed sampling in the field, at farms with suspicion of Leptospira infection; and,
Ii- random postmortem sampling of animals at slaughterhouses.

Field sampling. A total of 48 farms representing both beef and dairy cattle herds were visited
from January 2015 to September 2017. They were distributed in 12 out of the 19 geographic
departments in which the Uruguayan territory is divided. A total of 963 urine samples were

collected and subjected to bacterial culture attempts and lipL32 PCR screening. On average,

12
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Leptospira growth was detected by dark-field microscopy on cultures after 28 days (range 7-56
days).

Cultures that showed suspect bacteria, were subjected to lipL32 PCR amplification, initially
identifying 42 positive cultures from independent urine samples. Considering that 193 urine
samples were positive by PCR screening, an estimated recovery rate of 21.7% (42/193) positive
cultures from urine samples was achieved. From the original 42 positives, we ultimately
obtained 32 pure cultures of Leptospira spp. (Table 1) from field animals, representing a 76.2%
rate of success in isolating these bacteria from positive cultures, and a 3.3% global isolation
success rate when considering the whole set of input urine samples (32/963). This latter figure
should not be taken as a prevalence estimation of animals shedding leptospires (PCR-positive
urine samples is a better indicator), since challenges in cultivating these fastidious bacteria are
included in the global isolation rate.

Sampling at abattoirs. A total of 288 kidneys and 289 urine samples (representing 577
individual animals) were collected at slaughterhouses. According to the origin of slaughtered
animals, all 19 departments of the country were included. 18 positive cultures of Leptospira
were identified by dark-field microscopy and PCR amplification (rrs and lipL32 genes), from

which 8 isolates were eventually obtained, 3 from urine and 5 from kidney samples (Table 1).

Identification of autochthonous pathogenic Leptospira strains. Overall, a total of 40 strains
of pathogenic Leptospira were isolated from cattle along the course of this study, and
characterized by combining serologic and molecular methods (Table 1). Recalling that initially
60 cultures had proved positive for Leptospira growth, the figures reveal that 20 could not be
isolated (10 from field animals and 10 from slaughterhouses), due to overgrowth by
contaminant species. Among the 40 characterized strains, 32 were isolated from live animals in
the field (30 from cows or heifers, and 2 from calves with signs of acute leptospirosis), and 8

from adult carcasses at abattoirs (Table 1).
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Table 1. Identification of autochthonous Leptospira spp. isolates by combining serologic and molecular approaches.

Isolate number Department Source Year of Species Xg)-gg; Serogrouping Pr(E;urrpspii\@\T?rrg\iar secY
isolation (by rrs sequence) orofile) (by MAT) MAT) (genotype)
IP1507003 Paysand(* urine 2015 L. interrogans 4-1-10 Pomona Kennewicki A
1P1509008 Canelones** urine 2015 L. interrogans 4-1-10 Pomona Kennewicki A
1P1509009 Canelones** urine 2015 L. interrogans 5-1-10 Pomona Kennewicki A
1P1509010 Artigas*** urine 2015 L. interrogans 5-1-10 Pomona Kennewicki A
1P1512011 Paysand(* urine 2015 L. interrogans 5-1-10 Pomona Kennewicki A
1IP1512014 Artigas*** urine 2015 L. interrogans 5-1-10 Pomona Kennewicki A
1P1512015 Artigas*** urine 2015 L. interrogans 5-1-10 Pomona Kennewicki A
1P1512016 Artigas*** urine 2015 L. interrogans 4-1-10 Pomona Kennewicki A
1P1603018 Artigas*** urine 2015 L. interrogans 5-0-10 Pomona Kennewicki A
1P1609022 Artigas*** urine 2015 L. interrogans 5-1-10 Pomona Kennewicki A
IP1610023 Lavalleja urine? 2016 L. interrogans 5-1-10 Pomona Kennewicki A
IP1611026 Paysandy**** urine 2016 L. interrogans 4-1-10 Pomona Kennewicki A
IP1703028 Paysandu urine? 2016 L. interrogans 4-1-10 Pomona Kennewicki A
IP1703029 Paysandu kidney? 2016 L. interrogans 4-1-10 Pomona Kennewicki A
1P1710039 Artigas******* urine 2017 L. interrogans 4-1-10 Pomona Kennewicki A
1IP1710040 Artigas***x*** urine 2017 L. interrogans 4-1-10 Pomona Kennewicki A
1P1710043 Artigas******* urine 2017 L. interrogans 4-1-10 Pomona Kennewicki A
IP1710044 Artigas***x*** urine 2017 L. interrogans 4-1-10 Pomona Kennewicki A
1IP1710045 Artigas******* urine 2017 L. interrogans 4-1-10 Pomona Kennewicki A
1IP1710047 Paysandl urine 2017 L. interrogans 4-1-10 Pomona Kennewicki A
IP1710049 Treintay Tres kidney® 2017 L. interrogans 1-10-2 Canicola Canicola A
1P1506001 Canelones** urine 2015 L. borgpetersenii 1-5-4 Sejroe Hardjo B
IP1509005 Salto***** urine 2015 L. borgpetersenii 1-4-4 Sejroe Hardjo B
1P1509006 Salto***** urine 2015 L. borgpetersenii 1-5-4 Sejroe Hardjo B
1P1512013 Salto***** urine 2015 L. borgpetersenii 1-4-4 Sejroe Hardjo B
1P1605020 Canelones** urine 2015 L. borgpetersenii 1-5-5 Sejroe Hardjo B
1P1704030 Treinta y Tres****** urine 2017 L. borgpetersenii 1-4-4 Sejroe Hardjo B

14



IP1704031 Treinta y Tres****** urine 2017 L. borgpetersenii 1-4-4 Sejroe Hardjo B
IP1708034 Soriano urine 2017 L. borgpetersenii 1-5-4 Sejroe Hardjo B
IP1708036 San José kidney? 2017 L. borgpetersenii 1-5-4 Sejroe Hardjo B
IP1709038 Cerro Largo kidney? 2017 L. borgpetersenii 1-5-4 Sejroe Hardjo B
IP1512017 Florida urine® 2015 L. noguchii ND NA ND C
IP1605021 Salto urine 2016 L. noguchii ND Pyrogenes ND D
1P1611024 Artigas urine 2016 L. noguchii ND Australis ND E
1IP1611025 Paysand(**** urine 2016 L. noguchii ND Autumnalis ND D
IP1703027 Durazno urine? 2016 L. noguchii ND NA ND F
1P1705032 Florida urine 2017 L. noguchii ND Autumnalis ND =
IP1708035 Rocha kidney? 2017 L. noguchii ND Autumnalis ND G
IP1709037 Cerro Largo kidney? 2017 L. noguchii ND Autumnalis ND H
IP1712055 Paysandl urine 2017 L. noguchii ND NA ND |
378 k| ekkekekeke | ekekedeke | dekekekekek - isolates obtained from animals in the same farm (indicated with equal number of asterisks)

379 2: samples collected at abattoirs

380 ®: samples from calves with clinical signs of acute leptospirosis

381 ¢ the number of repeats for the VNTR4, VNTR7 and VNTR10 alleles are reported for L. interrogans; whereas for L. borgpetersenii, they correspond to the VNTR10, VNTRLb4 and VNTRLDb5 alleles
382 NA: no detectable agglutination against any of the 24 serogroup-specific antisera included in the reference panel

383 ND: not determined
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The Leptospira species were determined by PCR amplification and partial sequencing of the
16S rRNA gene (rrs). Three different pathogenic species were thus identified (Table 1): L.
interrogans (n=21), L. borgpetersenii (h=10) and L. noguchii (n=9).

Serogrouping of isolates was performed by MAT with a collection of 24 rabbit antisera against
reference pathogenic serovars. All but one of the L. interrogans isolates corresponded to
serogroup Pomona, the different one belonging to serogroup Canicola. The L. borgpetersenii
strains all classed within serogroup Sejroe. In contrast, the L. noguchii isolates showed a
broader variety of serogroups, including Pyrogenes (n=1), Australis (n=1), Autumnalis (n=4),
and 3 L. noguchii isolates that did not agglutinate with any of the reference antisera used.
Taking into account the identification of species and serogroup, together with the VNTR
profiles (S1 Figure), it was possible to assign 20 L. interrogans strains to serovar Kennewicki,
1 L. interrogans to serovar Canicola, and the 10 L. borgpetersenii isolates to serovar Hardjo
(Table 1). The serovars of the L. noguchii isolates could not be predicted, given that current
VNTR profiling tables do not allow yet for serovar assignment of this species.

Twelve L. interrogans, five L. borgpetersenii and one L. noguchii strains, were isolated from
farms with no history of vaccination (Table 2). Among such animals, MAT agglutination titers
against reference strains were positive in ten cases (considering that national guidelines
currently define less than 200 as non-reactive). However, when local isolates were added to the
panel of MAT antigens for comparative purposes, 16 out of the 18 sera from non-vaccinated
herds showed anti-Leptospira titers against the homologous autochthonous strain that was
isolated (S5 Table). These results suggest that including local isolates of Leptospira spp. in the
panel of antigens used for MAT may improve the sensitivity of the method. All the isolates
recovered from herds with no history of vaccination, belonged to the homologous serogroup as

shown by the seroreactivity data (S5 Table).
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408 Table 2. MAT seroreactivity against reference Leptospira antigens and history of vaccination in cattle with positive culture of pathogenic
409  Leptospira spp.

Seroreactivity of

Species Serogroup / Seroreactivity of the animal other animals in the History of
Strain # _ OPecles presumptive Serovar from which the isolate was - vaccination in Antigens included in the vaccine
identification . e . . same herd
identification obtained (serogroup/titer) the farm
(serogroup)
IP1507003 L. interrogans Pomona Kennewicki Pomona / 200 No
IP1509008 L. interrogans Pomona Kennewicki nr Pomona No
IP1509009 L. interrogans Pomona Kennewicki Pomona / 400 No
IP1509010 L. interrogans Pomona Kennewicki Pomona / 400 No
IP1512011 L. interrogans Pomona Kennewicki nr Pomona No
IP1512014 L. interrogans Pomona Kennewicki Pomona / 400 No
L. interrogans serovars Pomona, Hardjo,
IP1512015 L. interrogans Pomona Kennewicki Pomona / 6400 Yes (19 dpv) Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae and
Canicola
L. interrogans serovars Pomona, Hardjo,
IP1512016 L. interrogans Pomona Kennewicki Pomona / 800 Yes (19 dpv) Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae and
Canicola
L. interrogans serovars Pomona, Hardjo,
IP1603018 L. interrogans Pomona Kennewicki Pomona / 3200 Yes (19 dpv) Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae and
Canicola
L. interrogans serovars Pomona, Hardjo,
IP1609022 L. interrogans Pomona Kennewicki Pomona / 1600 Yes (19 dpv) Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae and
Canicola
Pomona / 6400 L.interrogans serovars Icterohaemorragiae,
. . Sejroe Hardjobovis / 1600 Pomona, Canicola, Wolfii, Hardjo,
IP1611026 L. interrogans Pomona Kennewicki Sejroe Hardjoprajitno / 1600 Yes (26 dpv) Tarassovi and Grippotyphosa
Sejroe Wolffii / 800 L. borgpetersenii serovar Hardjo
IP1710039 L. interrogans Pomona Kennewicki Pomona / 6400 No
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IP1710040

IP1710043

IP1710044

IP1710045

IP1710047

IP1506001

IP1509005

IP1509006

IP1512013

IP1605020

IP1704030

L. interrogans

L. interrogans

L. interrogans
L. interrogans
L. interrogans

L. borgpetersenii

L. borgpetersenii

L. borgpetersenii

L. borgpetersenii

L. borgpetersenii

L. borgpetersenii

Pomona Kennewicki

Pomona Kennewicki

Pomona Kennewicki
Pomona Kennewicki
Pomona Kennewicki

Sejroe Hardjo

Sejroe Hardjo

Sejroe Hardjo

Sejroe Hardjo

Sejroe Hardjo

Sejroe Hardjo

Pomona / 6400
Sejroe Hardjobovis / 3200
Sejroe Hardjoprajitno / 1600
Sejroe Wolffii / 1600

Pomona / 3200
Sejroe Hardjobovis / 800

Pomona / 3200
Serjoe Hardjobovis / 3200
Serjoe Hardjoprajitno / 800

Pomona / 6400
nr

Pomona / 400

nr

nr

nr

Sejroe Wolffii / 200

nr

Sejroe Hardjobovis
Sejroe Hardjoprjitno
Sejroe Wolffii

Sejroe Hardjobovis
Sejroe Hardjoprjitno
Sejroe Wolffii
Pomona

Sejroe Hardjobovis
Sejroe Hardjoprjitno
Sejroe Wolffii
Pomona

Sejroe Hardjobovis
Sejroe Hardjoprjitno
Sejroe Wolffii
Pomona

Sejroe Hardjobovis,
Sejroe Wolffii

No

No

No
No
No

No

No

No

No

Y (120 dpv)

Yes (nda)

na

L. interrogans serovars Pomona, Hardjo,
Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae and
Canicola

nda
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IP1704031

IP1708034

IP1512017

IP1605021

1P1611024

IP1611025

IP1705032

IP1712055

L. borgpetersenii

L. borgpetersenii
L. noguchii

L. noguchii

L. noguchii

L. noguchii

L. noguchii

L. noguchii

Sejroe Hardjo

Sejroe Hardjo

No agglutination® / na'

Pyrogenes

Australis / na'

Autumnalis / naf

Autumnalis / naf

No agglutination® / na

nd

nr

nr

nr

nr

Sejroe Hardjobovis / 3200
Sejroe Hardjoprjitno / 3200

Sejroe Wolffii / 1600

nr

nr

Sejroe Hardjobovis,
Sejroe Wolffii

Sejroe Hardjobovis
Sejroe Hardjoprjitno
Sejroe Wolffii

nd

Sejroe Hardjobovis
Sejroe Hardjoprjitno
Sejroe Wolffii

Sejroe Hardjobovis
Sejroe Hardjoprjitno
Sejroe Wolffii
Pomona

Sejroe Hardjobovis
Sejroe Wolffii
Pomona

Pomona

Yes (nda)

No
na

No

Yes (100 dpv)

Yes (26dpv)

Yes (nda)

Yes (150dpv)

nda

L.interrogans serovars Icterohaemorragiae,
Pomona, Canicola, Wolfii, Hardjo,
Tarassovi and Grippotyphosa
L. borgpetersenii serovar Hardjo

L.interrogans serovars Icterohaemorragiae,
Pomona, Canicola, Wolfii, Hardjo,
Tarassovi and Grippotyphosa
L. borgpetersenii serovar Hardjo

L. interrogans serovar Pomona

L.interrogans serovars Icterohaemorragiae,
Pomona, Canicola, Wolfii, Hardjo,
Tarassovi and Grippotyphosa
L. borgpetersenii serovar Hardjo

410

411 *Shown if the seroreactivity MAT titer <200 in the animal from which the isolate was recovered; § No agglutination against the reference panel of serogrouping antisera; 1 No molecular proxy available for L. noguchii

412 serovar assignment; na: not applicable; nr: non-reactive (below cutoff MAT titer 200); nd: not done; nda: no data available; dpv: days post vaccination when both urine and sera samples were collected
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Phylogeny of Leptospira isolates based on secY gene sequence analysis. Genetic analysis of
the 501bp secY allele was performed on the 40 typed isolates described in this work.
Comparison to other L. interrogans (serovars Pomona and Canicola), L. borgpetersenii (serovar
Hardjo) and L. noguchii sequences, obtained from other geographical regions and available in
public databases, allowed to build a picture of related groups. Also included in this analysis
were secY sequences obtained from 4 Leptospira strains recently isolated from human
infections in Uruguay by one of the groups of our consortium [12, 13]. Such human isolates
correspond to L. interrogans, L. kirschneri and L. borgpetersenii species. The dendrogram of
partial secY sequence clustering, uncovered four phylogenetic clades that corresponded to
genomospecies identified by partial rrs gene sequencing: L. interrogans, L. borgpetersenii, L.
kirschneri and L. noguchii (Fig 2). The same 4-clades scenario emerged by calculating
phylogeny with rrs gene sequences (S2 Fig.). Only one homogeneous cluster was observed for
the L. interrogans secY sequences, indicating that bovine isolates from Uruguay belonging to
this species have close homology with isolates from South America (mainly from Brazil and
Argentina) [31]. It is worth noting that two L. interrogans strains that had recently been isolated
from human leptospirosis cases in Uruguay affecting rural workers [12, 13] clustered in the
same secY clade together with the L. interrogans bovine isolates that we now describe.
Concerning the L. borgpetersenii bovine strains, they also clustered with L. borgpetersenii
serogroup Sejroe isolates from human and bovine sources in South America, Australia and
USA; however, they showed no homology with the uruguayan L. borgpetersenii human isolate,
which belongs to serogroup Ballum (F Schelotto, personal communication). Contrasting with
such homogeneous clustering of L. interrogans and L. borgpetersenii strains, secY sequence
analysis of the L. noguchii isolates revealed a substantially broader diversity, with isolates
grouped in two distinct clusters. The first included two isolates, from Panama and Peru. The
second cluster, with slight heterogeneity within, comprised all the L. noguchii isolates we are
now reporting from Uruguay, as well as a number of other strains obtained from both human
and animal origin in several countries of the American continent (Brazil, Nicaragua, Peru,
Trinidad & Tobago, USA). Worth highlighting, the secY sequences of our bovine isolates
IP1611024, IP1708035 and IP1709037, are identical to some of the L. noguchii strains recently
reported in Brazil, isolated from cattle [32] and humans [33].

Fig 2. Phylogeny of Leptospira spp. isolates based on secY gene sequence analysis.
Dendrogram using the neighbor-joining method (calculated using the Tamura-Neil model)

plotting the relatedness of partial sequences of the secY gene including the 40 bovine isolates
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from Uruguay that we are now reporting. Uruguayan strains from bovine hosts (in blue) and
human patients (green) are compared to 31 additional sequences (in red) corresponding to
isolates obtained elsewhere and from a variety of hosts, as indicated within parentheses. Isolates
obtained in Uruguay are named according to their strain denomination as "IP" (Institut Pasteur
Montevideo) or "IH" (Instituto de Higiene) followed by a 7- or 4-digit number, and after the
vertical bar the GenBank accession number is reported for each one (S2 Table). Asterisks
indicate the known serovar for isolates where such information is known, following the code:
*serovar Pomona **serovar Panama ***serovar Autumnalis ****serovar Hardjo. Well
separated phylogenetic clades correspond to different Leptospira species as indicated toward
the right of the figure. The Patoc strain at the bottom of the panel belongs to the saprophytic

species L. biflexa, and is included as a phylogenetic distance reference.

Discussion

We are now reporting the isolation and typing of 40 native strains of pathogenic Leptospira
spp. from infected cattle in Uruguay. This is the first systematic effort to isolate and type
autochthonous Leptospira strains from cattle in this country, where bovine leptospirosis is a
major concern as a cause of abortions and zoonotic dissemination. L. interrogans serovar
Kennewicki (serogroup Pomona), our most frequent bovine isolate, has actually been also
recovered from human patients with leptospirosis in Uruguay [12]. To further confirm this
potential link between cattle and humans, we have now shown that the secY genotypes of both
L. interrogans Kennewicki and Canicola serovars, are identical in Leptospira strains isolated
from patients (rural workers) and from cattle (Fig. 2), strongly suggesting that the latter
disseminate the infection to exposed humans.

The successful culture of leptospires from bovine samples has likely been boosted by
optimizing field sampling protocols, especially after quantifying time-dependent Leptospira
viability in bovine urine. PCR screening has also been instrumental in prioritizing cultures, the
number of which increased dramatically due to the systematic use of three culture dilutions per
animal, themselves important to improve purity in some cases.

A total of 963 urine samples that were processed, eventually produced 42 positive cultures.
Among these 42, 9 had produced negative PCR results at the time of urine sample screening.
Two different scenarios explain such discrepancies: 8 of the 9 negative results, appeared early
during our studies, and eventually proved to be the consequence of urine inhibition, triggering
the optimization of our protocols (see Methods and Fig 1). Only in one sample we can strongly

suggest that it is the PCR method’s sensitivity that explains the divergent result. In sum, lipL32
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PCR screening is an instrumental strategy to prioritize culture follow-ups, albeit not leading to
discarding ongoing cultures. We are now optimizing a more sensitive real-time PCR approach,
anticipated to also being more robust for screening purposes.

Regarding important, and frequently neglected factors that can lead to success or failure in
nation-wide efforts based on field sampling, it is worth highlighting the voluntary participation
of farmers and private veterinarians. Early arrangements ensuring for such implications were
critical logistic factors for a swift sample collection strategy and for gathering useful
information about herds and individual animals. Serial dilutions of the biologic samples on
separate culture tubes were successfully used as a means to tackle contamination issues. Most
of the positive cultures were successfully purified using the first two dilutions A and B, roughly
50% success from each one. Further diluting the inocula (tube C) allowed the
recovery/purification of only 4 additional isolates. Overall, EMJH media outperformed Fletcher
in our hands, with only two isolates grown from the latter that were also obtained with EMJH.
Combined serologic and molecular approaches revealed the presence of three different
Leptospira species. Besides the anticipated L. interrogans and L. borgpetersenii species, known
to be major infectious agents in cattle [2, 34], an important number of isolates corresponded to
L. noguchii, both from field samples as well as from abattoirs. L. noguchii has been isolated
from cattle in South America [14, 32, 33], but had never been reported in Uruguay, and
extremely limited information is currently available about its epidemiologic importance. Are L.
noguchii strains a relevant cause of acute disease or reproductive problems in cattle? One of the
two strains that we have isolated from calves with signs of acute leptospirosis, was actually
identified as L. noguchii, but more information is urgently needed in order to establish the
contribution of this unanticipated species in the burden of veterinarian and human leptospirosis
in South America. The other strain infecting a suspected acute case was confirmed as L.
interrogans serogroup Canicola serovar Canicola, a highly virulent variant often isolated from
dogs. Serovar Canicola is however not considered to be adapted to cattle, although it has been
reported to infect bovine hosts incidentally, including recent reports in Brazil [35]. It is
interesting to note that the isolates belonging to L. interrogans and L. borgpetersenii, displayed
limited variation. The latter revealed a single VNTR profile (consistent with a single serovar,
Hardjo, within the Sejroe serogroup), also coherent with a unique secY genotype (B). As for the
L. interrogans strains, once again quite homogeneous features were found for all isolates, with
20 out of 21 compatible with serovar Kennewicki (serogroup Pomona), and displaying a single
secY genotype (A). Only one L. interrogans was different, VNTR clearly matching the one
expected for serovar Canicola (in line with Canicola serogroup sero-agglutination), yet sharing
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the same secY genotype A as the Pomona Kennewicki strains. In stark contrast, the 9 L. noguchii
isolates uncovered an unexpected variety of serogroups. We have not yet assigned serovar types
to these L. noguchii strains, given that the VNTR multilocus analysis scheme has not been
validated for this Leptospira species on the basis of cross-agglutinin absorption tests (CAAT)
with serovar-specific antisera. We are currently sequencing the whole genomes for all isolates
and actively pursuing direct serovar identification by CAAT for the L. noguchii strains.
However, it can immediately be recognized that all nine L. noguchii strains likely correspond
to 9 distinct serovars, combining the information of serogrouping and secY genotypes. Three of
them did not agglutinate with any of the reference antisera tested, which span 24 serogroups
that cover major pathogenic Leptospira [36]. The other six corresponded to serogroups
Pyrogenes, Australis and Autumnalis, the latter including four different isolates, all of which
differed in secY genotypes (D, F, G and H). The three L. noguchii isolates that did not react
with serogroup-specific reference antisera, revealed as yet three additional secY genotypes (C,
F and 1), hence likely pertaining to three disparate serovars as well.

Serogroup Pomona is one of the most common variants isolated from animals worldwide [37].
This serogroup displays important genetic diversity, as revealed by restriction endonuclease
analysis (REA) [38], even within serovars. However, the REA-based genetic profiles of
Pomona serovar Kennewicki, show high stability among isolates from a single outbreak [39]
and, interestingly, a strong correlation between specific hosts and corresponding REA profile.
Those results are consistent with our study: analyzed by secY allele genotyping, a high
homogeneity was observed in all Pomona Kennewicki isolates from cattle, despite the broad
geographic distribution of the isolates, including those obtained in the field and from
slaughterhouses. Serovar Kennewicki is recognized as an animal pathogen [40], apparently
adapted to pigs as maintenance host. Even though in Uruguay domestic pigs are not usually
raised together with cattle, a forbidden practice in dairy farms, we should not rule out wild boars
or other wild animals as potential hosts for this serovar, nor an endemic cycle in domestic cattle
[2].

More information is needed to evaluate the prevalence of the serovars we have isolated in the
whole country, and neighboring ones in South America. Furthermore, the virulence of these
strains in relevant leptospirosis models will be important evidence that must be investigated,
regarding pathogenicity (e.g. mortality in the hamster model) and renal colonization (e.g. in the
bovine host). It is worth highlighting that we have isolated similar Leptospira species and sero-
variants from chronic and acute cases in the field, as well as from dead animals from abattoirs,

suggesting they represent a genuine sampling of the true population distribution of infectious
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Leptospira spp. in cattle. To be conclusive, an epidemiologic study with national geographic
coverage is a necessary next step, as well as an in-depth molecular analysis of the Leptospira
DNA recovered from PCR-positive urine samples that did not result in positive cultures.

At the individual animal level, and only considering herds with no recent history of vaccination
(18 cases), the MAT technique correctly predicted the serogroup (Pomona) of 9 out of the 12
animals where L. interrogans strains were isolated (Table 2). In contrast, none of the 5 cases
with L. borgpetersenii infections, nor the one from which a L. noguchii strain was isolated,
presented detectable antibody titers using the diagnostic panel of reference available at the
national diagnostics laboratory (DILAVE, MGAP). This is likely due to low sensitivity of the
MAT, a known issue when it comes to host-acclimated serovars such as Hardjo in cattle [41].
The MAT did not identify any of the L. noguchii isolates, as these were not included within the
reference antigen panel in the national diagnostics laboratories (DILAVE, Ministry of
Livestock, Agriculture and Fishery). This finding is important, as L. noguchii is a recognized
pathogenic species for animals and humans [33, 42]. However, when autochthonous L.
interrogans serogroup Pomona, L. borgpetersenii serogroup Sejroe and representative
serogroups of the L. noguchii strains were included for anti-Leptospira antibodies titration by
MAT, we did observe an increase of sensitivity: analyzing those herds with no history of recent
vaccination, all the animals from which L. borgpetersenii strains were isolated showed
reactivity against the local isolate, as it was also the case for an animal from which L. noguchii
serogroup Pyrogenes was isolated (S5 Table).

As a consequence of this study, the inclusion of these native strains among the antigens for
MAT diagnostics and seroprevalence epidemiologic studies, must be an immediate action. Such
policies will be important to increase MAT-based diagnostics sensitivity and accuracy [43], and
to improve the estimations of prevalence and incidence of bovine leptospirosis infection in the
country. Furthermore, isolation and characterization of circulating Leptospira strains, are
ongoing activities as a result of our multicentric consortium efforts. We anticipate that new
variants and/or species may be discovered, achieving a more complete understanding of current
diversity of Leptospira in South America.

A recent study of bovine Leptospira spp. isolates obtained from animals in slaughterhouses in
Brazil, shows an important diversity in terms of species and serovars [14]. Libonati et al. report
two L. interrogans strains belonging to serogroup Sejroe, and four different serogroups
assigned to each of the other two L. santarosai and L. noguchii species identified. Our results
now demonstrate a similar diversity of bovine isolates in terms of species and serovars. We

have isolated L. borgpetersenii serogroup Sejroe strains, although so far, no L. santarosai
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isolates nor L. interrogans serogroup Sejroe have been recovered. Instead, we did isolate several
strains of L. interrogans serogroup Pomona (presumptive serovar Kennewicki) and one
Canicola (presumptive serovar Canicola). With regards to L. noguchii, the broad range of
serogroups that we have detected seems to be a shared scenario with the situation in Brazil,
with Autumnalis, Australis and Pyrogenes identified in both countries (additionally, serogroup
Panama has also been identified in Brazil [32]). However, three L. noguchii isolates could not
be classified in any serogroup, failing to agglutinate with the broad panel of reference antisera
that was used. These results were confirmed in three different laboratories within our
consortium, including the Paris center (WHO Collaborating Center and French reference
laboratory for leptospirosis). In any case, these novel serogroups are distinct from the L.
noguchii strains so far isolated in Brazil.

It does not escape our attention that most of the serovars that we are now reporting, are not
included in the vaccines currently available to the farmers. Except for L. borgpetersenii serovar
Hardjo and L. interrogans serovar Canicola, to the best of our knowledge neither serovar
Kennewicki (L. interrogans) nor any of the L. noguchii serogroups/serovars that we identified,
are being included in bacterin formulations that different companies produce and
commercialize as bovine vaccines in South America (Table 2). Bacterins confer little or no
cross-protection between serovars, hence the serovars that actually circulate in each region
should be included to aim for efficacious vaccines [34]. Indeed, in our study we have obtained
several isolates from one herd before and after vaccination. We will now perform closer
analyses of naturally exposed herds, following up the effects of vaccination at the individual
level. That current vaccines might have shifted the serovar profile of currently circulating
Leptospira strains in Uruguay, is a plausible scenario. Proper bacterin vaccination should result
in herd protection. We should have thus observed lower isolation rates from vaccinated herds,
but we have not. Urine shedding of leptospires can be effectively controlled or significantly
reduced in livestock, by using the correct bacterin formulations, according to recent studies
with naturally exposed sheep herds [44] or with experimental vaccination/challenge approaches
in cattle [45]. Significant reduction in bovine renal colonization and bacterial urinary shedding
are achieved by vaccination with bacterins that include the infectious serovars [46], ultimately
controlling endemic cycles of infection. Moreover, a systematic vaccination and surveillance
program for pig and cattle leptospirosis in New Zealand, demonstrated a correlative dramatic
decrease in the incidence, not only of the animal disease, but also of human leptospirosis [47].
Nevertheless, further research is needed to obtain long-lasting vaccination effects and complete

protection against bacterial infection. Likely a protective cellular immune response is needed
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in the cattle model [46, 48, 49] to generate a highly efficacious vaccine against leptospirosis,
and not only the humoral response triggered by killed-cell bacterins. The latter are also known
to trigger a biased response towards the serovar-specific bacterial lipopolysaccharide antigen,
T-independent with lack of memory response [50].

A more thorough understanding of leptospirosis epidemiology, including maintenance hosts
and impact in livestock production, is essential to understand and design effective control
strategies for this zoonosis. Efficacy studies with currently available vaccines for bovine
leptospirosis in our region is also urgently needed. The assembly of this multicentric consortium
gathering the complementary expertise of several key research and governmental institutions
in Uruguay, has made possible to obtain the first repository of Leptospira isolates in the public
domain, most of them already typed in terms of species, serogroup and serovar. This is a major
milestone in the way of controlling leptospirosis in Uruguay, with the associated far-reaching

aim of reducing the risk for the human population.
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S1 Table. Reference Leptospira strains used as antigens for antibody titration of bovine

sera, by microscopic agglutination test.

S2 Table. GenBank accession numbers for secY and rrs partial sequences obtained for all
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S4 Table. Effect of bovine urine in L. borgpetersenii serovar Hardjo cell viability.

S5 Table. MAT of sera from individual animals from which pathogenic Leptospira strains
were isolated, circumscribed to farms with no history of vaccination (see Table 2).
Autochthonous Leptospira antigens are compared against the reference panel used by the
national health agency.

S1 Figure. Representative VNTR profiles for L. interrogans and L. borgpetersenii
autochthonous isolates. PCR amplification profile of VNTR loci 4, 7, 10, Lb4 and Lb5
corresponding to L. interrogans serogroup Pomona isolates IP1512014 and 1P1512016 (lines 1
and 2, respectively); L. interrogans serogroup Canicola isolate 1P1710049 (line 3) and L.
borgpetersenii serogroup Sejroe isolates IP1506001, IP170430 and IP1708034 (lines 4, 5, 6,

respectively). (-): negative control

S2 Figure. Phylogeny of Leptospira spp. isolates based on rrs sequence analysis. Partial
sequences of the rrs gene corresponding to 40 bovine (hames in blue) and 4 human (hames in
green) isolates from Uruguay are plotted in comparison to 4 sequences corresponding to
reference strains obtained elsewhere (names in red) and from different hosts, as indicated within
parentheses. GenBank accession numbers for each sequence are indicated (see S2 Table for a
complete table of sequence accession numbers corresponding to the isolates obtained in this

work).
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Supporting Information

S1 Table. Reference Leptospira strains used as antigens for antibody titration of bovine
sera, by microscopic agglutination test. This panel is defined by the Uruguayan veterinarian
health authorities (Ministry of Livestock, Agriculture and Fishery), and used for diagnostic
purposes.

Serogroup Strain Serovar

Pomona Pomona Pomona

Sejroe Hardjo-Bovis Hardjo

Sejroe Hardjo-Prajitno Hardjo

Sejroe 3705 Wolfii
Icterohaemorrhagiae Ictero I Icterohaemorrhagiae
Grippotyphosa Moskva V Grippotyphosa

Canicola Hond Utrecht Canicola




S2 Table. GenBank accession numbers for secY and rrs partial sequences obtained for all the
Leptospira spp. isolates included in this work

secY sequence ID GenBank Accession rrs sequence ID GenBank Accession
number number
IP1506001 MH325388 IP1506001 MH329307
1P1507003 MH325389 1P1507003 MH329308
IP1509005 MH325390 IP1509005 MH329309
IP1509006 MH325391 IP1509006 MH329310
IP1509008 MH325392 IP1509008 MH329311
IP1509009 MH325393 IP1509009 MH329312
IP1509010 MH325394 IP1509010 MH329313
IP1512011 MH325395 IP1512011 MH329314
1P1512013 MH325396 1P1512013 MH329315
1P1512014 MH325397 1P1512014 MH329316
IP1512015 MH325398 IP1512015 MH329317
IP1512016 MH325399 IP1512016 MH329318
1P1512017 MH325400 1P1512017 MH329319
1P1603018 MH325401 1P1603018 MH329320
1P1605020 MH325402 1P1605020 MH329321
1P1605021 MH325403 1P1605021 MH329322
1P1609022 MH325404 1P1609022 MH329323
1P1610023 MH325405 1P1610023 MH329324
1P1611024 MH325406 1P1611024 MH329325
1P1611025 MH325407 1P1611025 MH329326
1P1611026 MH325408 1P1611026 MH329327
1P1703027 MH325409 1P1703027 MH329328
1P1703028 MH325410 1P1703028 MH329329
1P1703029 MH325411 1P1703029 MH329330
1P1704030 MH325412 1P1704030 MH329331
1P1704031 MH325413 1P1704031 MH329332
1P1705032 MH325414 1P1705032 MH329333
1P1708034 MH325415 1P1708034 MH329334
1P1708035 MH325416 IP1708035 MH329335
1P1708036 MH325417 1P1708036 MH329336
1P1709037 MH325418 1P1709037 MH329337
1P1709038 MH325419 1P1709038 MH329338
1P1710039 MH325420 1P1710039 MH329339
1P1710040 MH325421 1P1710040 MH329340
1P1710043 MH325422 1P1710043 MH329341
1P1710044 MH325423 1P1710044 MH329342
1P1710045 MH325424 1P1710045 MH329343
1P1710047 MH325425 1P1710047 MH329344
1P1711049 MH325426 1P1711049 MH329345
1P1712055 MH325427 1P1712055 MH329346
TH8783 MH376290 TH8783 MH374851
TH9790 MH376291 1H9790 MH374852
IH7829 MH376292 IH7829 MH374853
1H9597 MH376293 1H9597 MH374854




S3 Table. Reference antisera used for serogroup determination by microscopic
agglutination test.

Antiserum # Serogroup Serovar Strain
1 Australis Australis Ballico
2 Autumnalis Autumnalis Akiyami A
3 Bataviae Argentinensis Peludo
4 Canicola Portlandvere MY 1039
5 Ballum Castellonis Castellon 3
6 Cynopteri Cynopteri 3522 C

Grippotyphosa type

7 Grippotyphosa ppM}(]};kva P Moskva V
8 Sejroe Hardjo type Bovis Sponselee
9 Hebdomadis Goiano Bovino 131
10 Icterohaemorrhagiae Copenhageni M 20
11 Panama Panama CZ214
12 Semaranga Patoc Patoc I
13 Pomona Proechimys 1161 U
14 Pyrogenes Pyrogenes Salinem
15 Sejroe Sejroe M 84
16 Tarassovi Tarassovi Perepelitsin
17 Icterohaemorrhagiae  Icterohaemorrhagiae RGA
18 Celledoni Celledoni Celledoni
19 Djasiman Djasiman Djasiman
20 Mini Mini Sari
21 Sarmin Rio Rr5
22 Shermani Shermani 1342 K
23 Javanica Javanica Veldrat Batavia 46
24 Louisiana Louisiana LSU 1945




S4 Table. Effect of bovine urine in L. borgpetersenii serovar Hardjo cell viability.

Time of contact

Evidence of growth by DFM with varying initial

wilt)hfurine obzzlsifeagif)n inocula (leptospira/mL)
e1ore
inoculationin | PYPFM 0t 105 100 100 100 10 1
EMJH media | (V¢¢KS)
1 G B B G ) G G O
2 ®H H H B G G G G
15 minutes 3 H H H o HH "o
4 H H H o HHH
5 B H H H H BB D)
1 " G ) ) G 6 G
2 ®H H H B 6 G O G
1 hour 3 H H H o HH "0 o
4 H H H o HHH
5 D H H H HEBHH D
1 D 6 ) ) G G O
2 ®H O B G ) G 6 G
2 hours 3 H H H o H " 6060 o
4 H H 6H o H B H e
5 B H H H BH BB )
1 ) " G ) ) G O O
2 ®H B B G ) G G G
6 hours 3 ®H H H B 6 G 6 G
4 H H HHH "6 o
5 B H H H BH B H G




S5 Table. MAT of sera from individual animals from which pathogenic Lepfospira strains were
isolated, circumscribed to farms with no history of vaccination (see Table 2). Autochthonous

Leptospira antigens are compared against the reference panel used by the national health agency.

Strain identification Seroreactivity against Seroreactivity against
Strain # (serogroup and reference strains autochtonous strains*
presumptive serovar) (serogroup/titer) (serogroup /titer)

L. interrogans

IP1507003 (Pomona Kennewicki) Pomona /200 Pomona / 6400
L. interrogans
IP1509008 (Pomona Kennewicki) nr Pomona /200
IP1509009 . Iﬁozﬁg s ki) Pomona / 400 Pomona / 1600
IPI1S09010 Iﬁozgg - ki) Pomona / 400 Pomona / 6400
L. interrogans
1P1512011 (Pomona Kennewicki) nr Pomona / 100
IPIS12014 b Iﬁozﬁg s ki) Pomona / 400 Pomona / 3200
IP1710039 Iﬁozﬁg s ki) Pomona / 6400 Pomona / 6400
Pomona / 6400
L. interrogans Sejroe Hardjobovis / 3200
IP1710040 (Pomona Kennewicki)  Sejroe Hardjoprajitno / 1600 Pomona /6400
Sejroe Wolftii / 1600
L. interrogans Pomona /3200
IP1710043 (Pomona Kennewicki) Sejroe Hardjobovis / 800 Pomona /1600
L. interrogans Pomona /3200
IP1710044 (Pom;)na Keni ewicki) Serjoe Hardjobovis / 3200 Pomona /3200
Serjoe Hardjoprajitno / 800
IP1710045 (Porﬁéil};telggiiinwicki) Pomona / 6400 Pomona / 6400
L. interrogans
1P1710047 (Pomona Kennewicki) nr Pomona / 100
P1506001 L borepetersenii Pomona / 400 Sejroe / 200
(Sejroe Hardjo)
L. borgpetersenii .
IP1509005 (Sejroe Hardjo) nr Sejroe / 400
L. borgpetersenii .
IP1509006 (Sejroe Hardjo) nr Sejroe / 800
L. borgpetersenii .
IP1512013 (Sejroe Hardjo) nr Sejroe / 400
L. borgpetersenii .
1P1708034 (Sejroe Hardjo) nr Sejroe / 400
1P1605021 é;yzg‘gzgzél) nr Pyrogenes / 100

* The panel of autochthonous strains used as antigens included representative local isolates belonging to homologous
serogroups Pomona, Sejroe and Pyrogenes; nr: non-reactive (below cutoff titer >100)
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86| IP1509008|MH325392
72| 11p1509009MH325393
58 IP1507003|MH325389

IP1509010|MH325394
Pomonal|AY996800 (Human, Australia)
IH8783|MH374851
IP1711049|MH325426
IP1710047|MH325425
IP1710045|MH325424
1P1710044|MH325423
1P1710043|MH325422
IP1710040|MH325421
5 | IP1710039|MH325420
] 1P1703029|MH325411
1P1703028|MH325410
1P1611026|MH325408
1P1610023|MH325405
1P1609022|MH325404
74 1P1603018|MH325401
IP1512016|MH325399
IP1512015|MH325398
IP1512014|MH325397
1P1512011|MH325395
— IH7829|MH374853
IH9597|MH374854
0l 61H|KP114456 (Human, Brazil)
— CZ214|AY631886 (Opossum, Panama)
IP1708035|MH325416
50| |IP1709037|MH325418
1P1512017|MH325400
74| |1P1605021|MH325403

1P1611024|MH325406 L. noguchii
1P1611025|MH325407
1P1703027|MH325409
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S2 Figure. Phylogeny of Leptospira spp. isolates based on rrs sequence analysis. Dendrogram
using the neighbor-joining method (calculated using the Tamura-Neil model) plotting the
relatedness of partial sequences of the 16S rRNA gene (77s) including the 40 bovine isolates from
Uruguay (blue labels) that we are now reporting. Sequences from 4 human isolates from Uruguay
(green labels) were also included and plotted in comparison to 4 sequences corresponding to
reference strains obtained elsewhere (red labels) and from different hosts, as indicated within
parentheses. Isolates obtained in Uruguay are named according to their strain denomination as
"IP" (Institut Pasteur Montevideo) or "IH" (Instituto de Higiene) followed by a 7- or 4-digit
number, and after the vertical bar the GenBank accession number is reported for each one (S2
Table). Well separated phylogenetic clades correspond to different Leptospira species as
indicated toward the right of the figure. The Patoc strain at the bottom of the panel belongs to the

saprophytic species L. biflexa, and is included as a phylogenetic distance reference.
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