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RESUMEN

La leptospirosis es una zoonosis de distribucion
mundial, que causa grandes pérdidas econémicas
en animales de interés zootécnico y de impacto en
salud publica. El objetivo general fue determinar la
presencia de L. interrogans sensu lato en orina de
bovinos y en fuentes de aguas en zonas rurales de
Ciénaga de Oro, Cérdoba (Colombia). Se tomaron
78 muestras de orina de vacas y 39 muestras de
agua para cultivo bacteriolégico y la determinacion
del gen 16S rRNA de L. interrogans sensu lato.
Aunque no se logré el aislamiento, se detectd por
PCR L. interrogans sensu lato en tres orinas y en
una muestra de aguas residuales. La determinacion
por PCR permiti6 confirmar la circulacién de
L. interrogans sensu lato. Conclusiones. Estas
evidencias moleculares permiten inferir que en las
zonas rurales de Ciénaga de Oro hay circulacién
activa de L. interrogans sensu lato en bovinos y
fuentes de aguas.

Palabras clave: Ambiente, infeccidn, leptospirosis,
orina, zoonosis (DeCS).

ABSTRACT

Leptospirosis is a zoonosis of worldwide distribution,
which is cause of economic losses in farm animals
with public health implications. The overall objective
was to determine the presence of L. interrogans sensu
lato in urine of cattle and water sources in rural
areas from Cérdoba (Colombia). 78 urine samples
were collected from cows and 39 samples of water
for bacteriological culture and determination of
the 76S rRNA gene from bacterial L. interrogans
sensu lato. Although a definitive isolation was not
achieved, L. interrogans sensu lato was detected
by PCR in three urine samples and in one sample
of waste water. Circulation of L. interrogans sensu
lato was confirmed by means PCR. These molecular
evidences suggested the possibility of circulation of
L. interrogans sensu lato in cows and water sources
from rural areas of Ciénaga de Oro.

Keywords: Environment, infection, leptospirosis,
urine, zoonoses (DeCS).
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INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad zoonética,
que infecta a humanos, mamiferos domésticos
y salvajes en todo el mundo. Estd enfermedad
es de distribucion mundial y de efectos
mortales en los seres humanos (1). La infeccién
se produce por leptospiras incluidas en el
complejo patogénico denominado Leptospira
interrogans sensu lato (2). El género Leptospira
incluye al menos 21 especies dispuestas en
tres grandes subgrupos basados en la filogenia
del 765 rRNA, hibridacion ADN-ADN,
patogenicidad, virulencia y caracteristicas
de crecimiento in vitro. Los grupos | y I,
anteriormente  denominados patégenos y
patégenos  intermedios,  respectivamente,
incluyen 14 especies (nueve en el Grupo |y
cinco en el Grupo Il) y el grupo lll compuesto
por siete especies denominadas saprofitas. El
grupo | patégenas incluye mas de 250 serovares
distintos y producen enfermedades en personas
de gravedad variable, que van desde infeccione
subclinicos a enfermedades graves y muerte
(3). Los bovinos infectados son generalmente
asintomaticos y pueden diseminar la bacteria
por la orina (leptospiruria) durante largos
periodos (4). El objetivo del presente estudio
fue determinar la presencia de cepas patégenas
de Leptospira interrogans sensu lato en orina de
bovinos y en fuentes de aguas en zonas rurales
del municipio de Cérdoba (Colombia).

MATERIALES Y METODOS

Zona de estudio. Se implementd en trece fincas
ganaderas del sistema doble propésito, ubicadas
enel municipiode Ciénaga de Oro, departamento
de Cérdoba (Colombia) situado a 8°52'44"N y
-75°42’8”0, en el caribe colombiano.

Tipo de estudio y muestreo. Por medio de
un estudio no probabilistico y mediante un
muestreo por conveniencia, donde se tuvo
en cuenta acceso, facilidad de muestreo y
tratando de bajar los costos de laboratorio,
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se tomaron 78 muestras de orina de vacas
a las cuales se les aplicé furosemida a una
dosis de 40 mg/kg como dosis Unica por via
intravenosa para la miccioén, seguidamente se
lavé y desinfect6 el area perianal, esperando a
que las vacas volviesen a orinar y con la ayuda
de una manga obstétrica, se recolecté 30 ml
en frascos estériles. Las 39 muestras de agua
trece de aguas no servidas como nacimientos,
quebradas, pozos, tanques de almacenamiento;
trece de bebederos naturales (cafios y pequefas
canadas) y trece de aguas servidas, se tomaron
30 ml de agua mediante el uso de un tomador
estéril desechable. Todas las muestras fueron
depositadas en frascos estériles, identificados
previamente y se conservaron en refrigeracion
hasta su procesamiento en el laboratorio.

Cultivos bacteriolégicos. Las muestras de agua
y orina se sembraron en medios liquidos y
semisolidos de EMJH (Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris), enriquecido con suero de
conejo al 1%, y suplementado con vy sin 4cido
nalidixico y 5 fluoruracilo. Una porcién de la
muestra (0,5ml) se sembré directamente en los
medios liquidos y semisélidos y otra fraccién (2
ml) se filtr6 en membrana con poro de 0.45p y se
inocul6 0,5ml en medios liquidos y semisélidos.
Todos los cultivos se incubaron (Biobase, Modelo
Augusta) entre 29°C y 30°C y el seguimiento se
hizo quincenal durante cuatro meses.

Extraccion del ADN. Las muestras de orina y
agua se centrifugaron a 14000 revoluciones
por cinco minutos y el sedimento obtenido de
cada muestra se lavé con PBS. La extraccion
del material genético se hizo mediante un kit
comercial (ID: 51306). El ADN se almacend6 a
-20°C. La deteccion de leptospiras patogenas
por PCR se implementé utilizando los
iniciadores PFA y PRA (5) que delimitan un
fragmento de 357 pb del gen 765 rRNA de
leptospiras patégenas. La concentracion final
por pl de cada uno de los componentes de la
mezcla de reaccién de PCR fue: buffer de PCR
1X, dNTPs 1.25mM, MgCl, 2mM, iniciadores
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1uM, Taq DNA Pol 0.4U, Tul de ADN, en un
volumen final de reaccién de 25 pl. El perfil
térmico utilizado fue 94°C por 5 minutos, 34
ciclos que constaron de: 94°C por 3 minutos,
64°C por 1 minuto, 72°C por 1 minutos y una
extension final a 72°C por 10 minutos.

Aspectos éticos. El estudio fue considerado de
bajo riesgo por el Comité de Ftica del Instituto
de Investigaciones Biolégicas del Trépico
(IIBT), de la Facultad de Medicina Veterinaria
Zootecnia, de la Universidad de Cérdoba y los
procedimientos de tomaron segin las normas
de las buenas précticas de laboratorio y las
normas éticas, técnicas y cientificas, conforme
ala Ley 84 (6).
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RESULTADOS

De las 78 muestras de orinas cultivadas
no se obtuvo crecimiento de leptospiras
patégenas, durante cuatro meses de
seguimiento; sin embargo, a partir de estas
muestras se evidencié la presencia de L.
interrogas sensu lato en tres muestras de
orina por PCR (Figural).

En las 39 muestras de aguas evaluadas en
ninguna se logré obtener crecimiento de
leptospiras patogenas, después de cuatro
meses de seguimiento. Por PCR s6lo en una
muestra de agua se evidenci6 la presencia de
L. interrogans sensu lato.
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Figura 1. Deteccion por PCR de leptospiras patégenas usando iniciadores para el gen 765 rRNA. Carril 1:
marcador de peso molecular 100pb Invitrogen. Carriles 2, 3, y 4: muestras de orina positiva para L. interrogans
sensu lato. Carril 18: control positivo para L. interrogans sensu lato ADN serovar Australis. Carril 17: control
negativo para L. interrogans sensu lato serovar Patoc. Carril 19: control de reactivos. Carriles 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15, y 16: Muestras de orina negativas para L. interrogans sensu lato.

DISCUSION

Por PCR, se logré evidenciar la presencia de L.
interrogans sensu lato en tres vacas. El hallazgo
de genoma de L. interrogans sensu lato en
las muestras de orina, sugiere el estado de
portador crénico, pudiéndose considerar que

la dindmica de transmision de la leptospira en
las fincas es activa. En Rio de Janeiro (Brazil)
probando las orinas por PCR, se evidenci6 que
el 33.6% fueron positivos (7) y en Sri Lanka se
determind el estado de portador de leptospiras
patégenas en el 12.2% de los bovinos para
flaB-PCR (8).
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Enunpredioselogré evidenciarmolecularmente
L. interrogans sensu lato en una muestra de
agua y en una muestra de orina, podria sugerir
una circulacién entre diferentes especies. En el
medio Sint (Cérdoba) por PCR vya se detect6 L.
interrogans sensu lato en dos muestras de agua.
La primera cepa de fuentes de agua para beber
y la segunda de aguas servidas o de desecho (9).
Fuentes de aguas han sido implicadas en brotes
de leptospirosis (10) y presencia de Leptospira
spp. en fuentes de agua (11) y Leptospira spp.
patégenas en fuentes de agua fresca (12).

A pesar de no aislar cepas, pero encontrar
evidencias moleculares en las aguas, se
considera que las aguas son un factor de riesgo
en la transmisién de leptospiras, ya que por
condiciones 6ptimas pueden sobrevivir en el
agua y en el suelo himedo por periodos de
tiempo prolongados, sirviendo como fuente de
infeccion tanto para humanos y animales (2).
Ya se ha involucrado al agua en la transmision
de la leptospirosis, por ejemplo, en Israel se
diagnosticé en viajeros que se relacionaron
con actividades acudticas en Asia (13), en
Italia, se reporté la trasmision en turistas (14),
y en Irlanda se concluy6 que el aumento en la
incidencia se asoci6 al contacto con animales
o deportes acudticos (15).

CONCLUSIONES

En vacas y aguas, se comprobé la circulacién
activa de cepas de L. interrogans sensu lato por
PCR.
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