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Resumen

La Leptospira spp. se encuentra diseminada ampliamente por el mundo. A
este género de bacterias espiroquetas pertenecen organismos patdgenos capaces
de hospedarse en mamiferos, siendo los roedores su principal vector. Las espiro-
guetas se alojan en los rifiones y se eliminan algunas bacterias, de forma intermi-
tente, en la orina. El contagio se da mediante el contacto de una herida o piel hu-
medecida con agua o tierra que haya sido contaminada con la orina de organis-
mos enfermos.

Brotes de leptospirosis en mamiferos marinos han ocasionado varamientos
masivos por falla renal. La leptospirosis es una importante fuente de mortalidad en
lobo marino de California (Zalophus californianus) que es el pinnipedo mas comun
en las costas de California y Baja California. De 1995 a 2004 se vararon en Cali-
fornia siete focas elefantes del norte (FEN), M. angustirostris, que resultaron posi-
tivos para L. interrogans y L. kirschneri.

Dos observaciones sugieren la presencia de la bacteria y/o leptospirosis en
FEN en el complejo de Islas San Benito e Isla Cedros. La coincidencia de espacio
de descanso durante la temporada de cria y muda de FEN y del lobo marino de
California; asi como la reciente invasion de ratones, P. eremicus cedrocencis des-
de la Isla Cedros a el complejo de Islas San Benito.

Para verificar la presencia de la bacteria y de la enfermedad en FEN, se
tomaron muestras de crias muertas, destetadas y de individuos juveniles de enero
de 2010 a marzo de 2011. Se analizaron 46 muestras de suero sanguineo con
pruebas de microaglutinacion (MAT). También se analizaron 5 rifiones, 111 mues-
tras de sangre y 344 muestras de orina con PCR y se hizo un estudio histologico
de tres de los rifiones. Para asegurar la estabilidad del ADN de las muestras de
orina durante su transporte, se probaron varios métodos de conservacion, siendo
el mas efectivo el RNA later.

Se obtuvo evidencia de exposicién a Leptospira spp patégenas, en el MAT
16 animales presentaron titulos mayores de 1:100 (tomado como positivo) para
una o mas serovariedades. Las PCR de muestras de orina dieron 5 bandas espe-
cificas, las de muestras de rifidn 1 y las de sangre ninguna. La histologia muestra
dafio en los tubulos renales, pero las tinciones especificas para espiroguetas no
mostraron evidencia de microrganismos. En las PCR de rifiones, de 21 ratones 9
dieron bandas de tamafo especifico, asi como en muestras de rifibn de una hem-
bra de lobo marino de California y de tres crias de FEN.

En conclusion, se encontraron evidencias de la presencia de Leptospira

spp. en ratones y lobo marino de California asi como Leptospira spp. patdgena en
FEN, pero sin evidencia de leptospirosis en esta especie. Para determinar la im-
portancia de la leptospirosis en las poblaciones de pinnipedos de estas islas seria
necesario continuar con la investigacion, en particular: 1) extender el muestreo de
FEN a individuos adultos; 2) aumentar el niumero de muestras del lobo marino de
California; 3) colectar muestras del lobo fino de Guadalupe (Arctocephalus town-
sendi), otro pinnipedo presente en el archipiélago.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas emergentes son definidas como infecciones
que previamente no existian en una poblacion o que ya se encontraban, pero que
rapidamente han incrementado su rango geogréafico de dispersion o su incidencia
(Morse, 1995). Estas enfermedades han demostrado tener correlaciones significa-
tivas con factores socio-econémicos, ambientales y ecolégicos (Jones et al.,
2008). Asimismo, se han descrito como agentes de cambio ambiental ya que pue-
den causar la extincion de alguna especie en peligro dé; alteracion de las relacio-
nes (por ejemplo depredador, presa). Estos efectos pueden ser amplificados por
la fragmentacion del medio ambiente y por los cambios climaticos globales

(Epstein et al., 2003).

En las zonas costeras las enfermedades emergentes pueden afectar inver-
tebrados, mariscos, peces, aves playeras y mamiferos marinos (Epstein et al.,
2003). Algunos de los patdgenos que se han identificado en mamiferos marinos
son las infecciones protozoarias, como la sarcoidosis y el toxoplasma que afectan
principalmente a nutrias, micosis como lobomicosis que afecta a delfines e infec-
ciones bacterianas como morbillivirus, brucelosis y leptospirosis, que afecta la
mortalidad de poblaciones de mamiferos en general (Bossart, 2011) y de mamife-

ros marinos en particular, llegando a provocar episodios de mortalidad masiva.



La leptospirosis es una enfermedad zoonoética mundialmente diseminada
qgue tiene un gran impacto sobre la salud de hombres, especies de importancia
comercial y animal y animales de compafiia, en particular en paises de desarrollo
de la zona tropical (Levett, 2001, Ko et al., 2009, Evangelista, 2010, Adler, 2011,
Zuerner et al., 2009). El analisis de focas y lobos marinos varados a lo largo de la
costa de California ha demostrado que la exposicion a Leptospira spp. patdogenas

es una causa importante de mortalidad en estas especies (Cameron et al., 2008).

Los animales que no desarrollan la enfermedad como tal, pero son transmi-
sores de las bacterias (hospedero de mantenimiento o vector,(Levett, 2001), pre-
sentan una etapa muy prolongada de leptospiruria, es decir, eliminan la bacteria
por medio de la orina durante mucho tiempo y pueden ser un factor determinante
en la difusion de la infeccion. Por otro lado se encuentran también hospederos
incidentales que presentan una fase aguda de la enfermedad y no son un factor
importante de transmision de la infeccion, como los humanos por todas las serova-

riedades y el ganado por la serovariedad Pomona (Bolin, 1996).

Esta enfermedad es ocasionada por una bacteria espiroqueta Gram negati-
va perteneciente a la familia Leptospiraceae, caracterizada por su forma delgada y
en espiral (Fig. 1). Se han clasificado 13 especies patdgenas que comprenden
mas de 260 serovariedades (serovariedad = reaccion especifica entre las propie-

dades antigénicas del suero sanguineo de un animal infectado y el antigeno). Esta



diversidad de serovariedades, existe gracias a las caracteristicas del lipo-

polisacéarido de la membrana externa de la bacteria (Adler y de la Pefia, 2011).

Figura 1. Microfotografia electrénica de L.interrogans serovariedad icterohaemorr-
hagiae (tomado de Levett, 2001)

Se ha observado la asociaciéon de algunas serovariedades a regiones geo-
graficas y a diferentes hospederos de mantenimiento. EI mecanismo por el que se
da la especificidad entre un animal y una serovariedad se desconoce, pero se tie-
nen documentados los siguientes casos: con ovejas las serovariedades Hardjo y
Pomona; con cerdos las serovariedades Pomona, Tarassovi y Bratislava; con va-
cas las serovariedades Hardjo, Pomona y Grippotyphosa; con perros la serovarie-
dad Canicola; con ratones la serovariedad Ballum; con ratas las serovariedades
Ballum e Icterohaemorrhagiae y con lobos marinos y zorros la serovariedad Po-

mona (Bolin, 1996).

Cualquiera de los hospederos se puede contagiar de forma directa o indi-

recta. Indirectamente se adquiere al estar en contacto con agua o tierra contami-
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nada con orina de organismos enfermos. La bacteria puede sobrevivir por largos
periodos de tiempo en condiciones de humedad. Una persona o animal con la piel
hameda, fisurada o con una herida evidente, se puede contagiar de leptospirosis si

llega a tener contacto con ese ambiente contaminado (Vijayachari et al., 2008).

El contagio directo se da al exponerse a Leptospira spp. de tejidos, orina o
cualquier otro fluido corporal de un organismo infectado, o transmisor asintomati-
co (Fig.2). Entre animales puede ser via sexual, sanguineo, transplacentario y al
amamantarse de un animal enfermo. De animal a humano se da principalmente
entre personas que suelen estar en contacto con animales, como granjeros y vete-
rinarios. De humano a humano solo se ha documentado el contagio a través de la

lactancia (Bolin, 1988).

Una vez que la bacteria entra en el organismo, se dispersa en el cuerpo via
sanguinea, llegando a provocar uveitis, dafio en el sistema nervioso central, he-
morragia pulmonar, isquemia de la corteza renal, necrosis del epitelio tubular, asi
como lesiones hepéticas que dan lugar a ictericia. En ganado y cerdos se han ob-
servado problemas reproductivos como abortos, momificacion fetal y agalactia
(Adler and de la Pefia-Moctezuma, 2010). En mamiferos marinos la leptospirosis
muchas veces genera una falla renal que puede llevar a la muerte (Cameron,
2008). Cuando un mamifero marino muere por leptospirosis, su cuerpo se pierde

en el mar o se vara en las playas, situacién que puede contribuir a la transmisién
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de la enfermedad en los animales presentes en las zonas costeras (Zuerner,

2009).

Roedor asintomatico \

Aguay suelo

Animales
silvestres

Animales domésticos .

Meningitis

Miocarditis

Sindrome de
hemarragia
pulmonar

s Disfuncidn
—— hepética
Disfuncidn
renal

Figura 2. Esquema de transmision de leptospirosis (tomado de Ko et al., 2009)

En el lobo marino de California la leptospirosis es una enfermedad endémi-
ca. En esta especie ocurren varamientos masivos debidos a leptospirosis cada
cuatro o cinco afios, colocandolo la Leptospira spp. patogénicas como primera
causa de mortalidad (Lloyd-Smith et al., 2007). Los lobos marinos de California
comparten espacios de descanso, cria y muda con otros pinnipedos. En particular,
en Baja California hay un importante traslapo de area de distribucion con FEN.

Dicho vinculo espacial sugiere la posibilidad de contagio entre estas especies.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades infecciosas emergentes y animales silves-
tres

Las enfermedades infecciosas han tenido un aumento significativo en po-
blaciones humanas. En una revision reciente de Jones et al., (2008), de 335 even-
tos reportados en el Journal of Infectious Diseases se encontrd una relacion signi-
ficativa con respecto al tiempo. De los reportes analizados, las zoonosis represen-

taban un 60.3% de las que el 71.3% tuvieron un origen en fauna silvestre.

La mayoria de las enfermedades que afectan poblaciones humanas han te-
nido su origen en la fauna silvestre, tal es el caso del SIDA y del sarampién (Wolfe
et al., 2007). Las enfermedades de la fauna silvestre se pueden clasificar en tres
categorias: 1) las transmitidas de animales domésticos a silvestres; 2) las asocia-
das a intervenciones humanas; 3) aquellas en las que no se ven factores humanos
o de contacto con animales domésticos (Daszak et al., 2000). El aumento global
de las actividades humanas ha generado una invasién del medio ambiente donde
se encuentra la fauna silvestre, provocando no solo su desplazamiento, sino una
interaccién con animales domésticos que puede derivar en brotes de enfermeda-
des (Williams E. S., 2002, Jones et al., 2008). Es comun que estas enfermedades

se transmitan entre diferentes especies (Epstein et al., 2003), lo que puede resul-
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tar en la desaparicion de una poblacion invadida por un patégeno nuevo, o en su

transformacién en nuevo reservorio de infeccion (Hayman, 2011).

El riesgo de salud, econdmico y ambiental de las enfermedades infecciosas
de origen animal implica la necesidad urgente de aumentar nuestro entendiendo
de ellas. Problema de particular importancia en los mamiferos marinos ya que la
gran mayoria de los estudios son desarrollados en animales varados por lo que no
son organismos representativos de sus poblaciones naturales. Un progreso muy
importante dentro de este tema ha sido el desarrollo de herramientas moleculares
gue pueden proporcionar informacién a través de muestreos no invasivos (Thom-
pson et al.,, 2010), que se pueden aplicar en animales de poblaciones silvestres
mejorando la calidad del muestreo y reduciendo los problemas éticos de la investi-

gacion.

Un continuo monitoreo de los patégenos en poblaciones de animales silves-
tres tiene un valor practico ya que ayuda a encontrar los motivos de la mortalidad y
un valor general porque se mejora la comprension de la dinamica de transmision
de los patégenos (Leendertz et al., 2006). La salud animal es un punto clave para
conservar especies y por ende el medio ambiente (Daszak et al., 2000, Lafferty

and Gerber, 2002, Leendertz et al., 2006, Smith et al., 2009).
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2.2 Patdégenos en mamiferos marinos

El estudio de los mamiferos marinos es de especial dificultad por sus carac-
teristicas acuaticas, generalmente pelagicas y su tendencia a migrar en largas
rutas migratorias (Gulland and Hall, 2007), por lo que se estudian principalmente
animales varados o en cautiverio. El analisis sobre las causas de varamiento y la
atencion a los mamiferos marinos varados, proporcionan informacién importante
sobre las enfermedades infecciosas y el conocimiento practico necesario para el
cuidado de la salud de estos animales en cautiverio, y la evaluacion de problemas

de salud en el medio silvestre (Gerber et al., 1993).

En el medio natural los mamiferos marinos se enfrentan a varios factores de
riesgo para la salud, que interactian entre ellos, asi como a la demografia, su sis-
tema social, y las condiciones generales del medio ambiente. Por ejemplo la con-
taminacion de xenobi6ticos como los organoclorados, metales pesados e hidro-
carburos, pueden generar una inmunosupresién y aumentar la susceptibilidad a

enfermedades (Harvell et al., 1999, Van Loveren et al., 2000, Vos et al., 2003).

Los mayores registros de mortalidad se han dado por morbilivirus. En mu-
rieron 1988 mas de 18,000 focas de puerto Phoca vitulinas y varios cientos de fo-
ca gris Halichoerus grypus en el Mar del Norte y al sur del Mar Baltico (Heide-

Jorgensen et al., 1992, Van Loveren et al., 2000). En 2000 se contabilizaron cerca
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de 20,000 decesos de Phoca caspica en el Mar Caspio (Kennedy et al., 2002). En
cetaceos de 1987 a 1988 se vararon 2,500 delfines Tursiops truncatus en el Atlan-
tico (Lipscomb et al., 1994) y 35 mas en 1993 en el Golfo de México (Lipscomb et

al., 1996).

Otro ejemplo importante de enfermedad en mamiferos marinos es el virus
del moquillo de foca, que frecuentemente ataca a la Phoca groenlandica a la que
se culpa, por su movimiento al puerto, de haber provocado brotes de moquillo en
Mustela vison. Este virus a su vez se ha encontrado en delfines, Globicephala me-
las, que se vararon en masa entre 1982 y 1993 y en 400 delfines Stenella co-

reoualba en el Mediterraneo en 1990 (Heide-Jorgensen et al., 1992).

Una enfermedad que ataca a los mamiferos marinos y puede provocar
muertes masivas es la brucelosis, que también dafia a animales terrestres y a hu-
manos. Se han registrado casos de animales domésticos contagiados por anima-
les silvestres y de personas contagiadas por tener contacto con animales domésti-
cos y con mamiferos marinos varados (Whatmore et al., 2008, Zheludkov and
Tsirelson, 2010). La bacteria ha sido aislada de mamiferos marinos aparentemen-
te no enfermos y de tejidos dafiados asi como de fetos abortados de organismos
como focas, lobos marinos, morsas, delfines, marsopas, ballenas y nutrias (Nymo

etal., 2011).
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2.3 Leptospirosis en pinnipedos

En varias especies de pinnipedos se han reportado varamientos de anima-
les infectados con Leptospira spp. patdogenas y se han hecho algunos estudios con
el fin de aislar la bacteria en poblaciones silvestres, normalmente tomando mues-
tras de crias, dado que son mas faciles de muestrear. En la Tabla | se resumen los
trabajos publicados en donde se ha diagnosticado a diferentes especies de pin-
nipedos con leptospirosis. En los organismos varados se han reportado sintomas
como fiebre, ictericia, falla renal, depresion, anorexia, deshidratacion, resistencia a
usar las aletas traseras, vomito, temblor en los musculos y letargo (Dierauf et al.,

1985, Gulland et al., 1996, Colegrove et al., 2005b, Cameron et al., 2008).

En el mar de Bering se estudiaron crias y adultos muertos de una poblacion
silvestre de lobo fino del norte Callorhinus ursinus (Smith et al., 1977). Se analiza-
ron muestras de suero sanguineo con pruebas de microaglutinacion (MAT) contra
leptospirosis, donde el titulo mas bajo tomado como positivo fue de 1:10 y el mas
alto fue de 1:640, para la serovariedad Pomona. Se detectd una prevalencia de
7% para hembras, de 15.4% para machos y de 2% para crias de hasta cuatro me-

Ses.

El lobo marino de California es uno de los mamiferos marinos mas analiza-

dos para leptospirosis. En 1970 mas de 70 lobos marinos de California varados
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murieron en las costas de San Francisco de los que se analizaron: 15 organismos
muertos con pruebas histoquimicas y diez enfermos con MAT (Vedros et al.,
1971). Hallaron positivos los cortes de rifion contra las serovariedades de Pomo-
na, Grippotiphosa, Icterohaemorrhagiae y Autumnalis y nueve de los diez sueros
arrojaron titulos de 1:1,000 a 1:10,000 para las serovariedades Pomona, Canicola,
Icterohaemorrhagiae y Autumnalis. En ese mismo episodio de varamiento,
Mcllhattan et al. (1971) lograron aislar Leptospira interrogans serovariedad Pomo-
na de un lobo marino de California que capturaron moribundo a partir de la orina 'y

del rindn.

A lo largo de la costa de California, de 1981 a 1994 se han analizado pin-
nipedos varados, y se observé que el 33% mostraba signos clinicos de leptospi-
rosis (Gulland et al., 1996). En el Golfo de California se analizaron crias de Zalop-
hus californianus con MAT y PCR (Acevedo-Whitehouse et al., 2003). Con MAT se
hallaron 54% de las muestras de sangre positivas con titulos no mayores a 1:50
principalmente para la serovariedad Cynopteri. Con PCR se observaron 2 positi-
vos en muestras de orina (N=42),una positiva en muestras de suero sanguineo

(N=96) y seis PCR positivos hechos de muestras de sangre completa (N=96).

El contagio de leptospirosis en cautiverio en tres focas de puerto (Phoca vi-
tulina) en un centro de recuperacion, en el Marine Mammal Center (Stamper et al.,

1998). Al inicio de su admision en el centro de rehabilitacion eran seronegativas
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para Leptospira spp,. pero al observar sintomas de falla renal y analizarlas nue-
vamente con MAT, presentaron titulos mayores de 1:1600 para L. interrogans
servariedad Grippotyphosa. El analisis port-mortem del tejido renal demostrd, ne-
crosis tubular y nefritis intersticial, asi como la presencia de espiroquetas en el

parénquima de uno de los individuos.

En Nueva Zelanda se estudiaron crias del lobo fino, Arctocephalus forsteri
de la poblaciéon que se encuentra en la peninsula de Ontago (Mackereth et al.,
2005 ). Se capturaron y recapturaron organismos y se les tomaron muestras de
sangre para analizarlas con MAT. Se tomaron como sospechosos de leptospirosis
organismos con titulos entre 1:100 y 1:400 y como positivos organismos con titu-
los de 1:800 a 1:12,800. De 110 focas, ocho presentaron titulos sospechosos y

cinco titulos positivos, con las serovariedades Canicola, Hardjo y Pomona.



Tabla l. Recopilacion de los estudios previos realizados a pinnipedos analizados para leptospi-
rosis. Ca: California; NA: No aplica; LoCa: Lobo marino de Ca.; LoNZ: Lobo fino de Nueva Ze-
landa; Grippo: Grippotyphosa
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Nombre Pobla- Serovarie-
comdun No Lugar cion Etapa Leptospira sp. dad Referencia
Lobo 67
fino del a Smith et al
norte 139 Alaska Natural  Mixtos L.interrogans Pomona 1977
Stamper et al
FEN 3 Ca. Varada  Crias L. kirshneri Grippo. 1998
Stamper et al
FEN 1 Ca. Varada Crias L.interrogans Bratislava 1998
Pomona, Colgrove et
FEN 28 Ca. Varada  Mixtos L.interrogans Bratislava al. 2005
Grippo. Colgrove et
FEN 28 Ca. Varada  Mixtos L. kirshneri al. 2005
NA Cameron et
FEN 1 Ca. Varada  Adulto L.kirschneri al. 2008
Foca de Stamper et al
puerto 10 Ca. Varada  Crias L.kirshneri Grippo. 1998
Pomona, Vedros et al.
LoCa 24 Ca. Varada Crias L.interrogans Autumnalis 1971
Mcllhatan et
LoCa 1 Ca. Varada  Adulto L.interrogans Pomona al. 1971
Dierauf et
LoCa 6 Ca. Varada  Mixtos L.interrogans Pomona al.1985
Central Gulland et a
LoCa 105 Ca. Varada  Mixtos L.interrogans Pomona l. 1996
Pomona, Stamper et
LoCa 10 Ca. Varada Aferos L.interrogans Hardjo al. 1998
Colagross-
Schouten et
LoCa 225 Ca. Varada  Mixtos L.interrogans Pomona al. 2002
Acevedo-
Golfo de Whitehouse
LoCa 96 Ca. Natural Crias L.interrogans Pomona et al 2003
Nueva Canicola Mackereth et
LoNZ 11 Zelanda  Natural Crias L.interrogans Pomona al. 2005
Nueva Mackereth et
LoNZ 8 Zelanda  Natural Crias  L.borgpetersenii Hardjo al. 2005
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2.4 Leptospirosis en foca elefante del norte

Los precedentes sefialan que FEN pueden presentar Leptospira spp. en su
organismo (Stamper et al., 1998, Colegrove et al., 2005b, Cameron et al., 2008).
De acuerdo a los primeros FEN que se analizaron para determinar la presencia
de leptospirosis, fueron seis elefantes marinos que se vararon en 1995 en Califor-
nia (Colegrove et al., 2005). Se colectaron muestras de tejido para analizarlas con
técnicas histolégicas y de sangre para hacer microaglutinaciones. Las muestras
histoldgicas presentaron nefritis tubulointersticial, degeneracion tubular y necrosis,
todos sintomas de dafio renal caracteristico en una infeccién por Leptospira spp..
Los andlisis de MAT arrojaron resultados positivos para L. interrogans serovarie-

dades Pommona, Bratislava y L. kirschneri serovariedad Grippotyphosa.

En 1996 se analizaron diez FEN en un centro de rehabilitacion después de
haber estado en contacto con dos focas de puerto que seroconvirtieron para lep-
tospirosis durante su estancia en el centro (Stamper et al., 1998). Se observaron
tres FEN con titulos mayores a 1:3200 para la serovariedad Grippotyphosa y una

de ellas con titulos de 1:1,600 para la serovariedad Bratislava.

En 2004 un FES adulto fue atendido en un centro de rehabilitacién de Cali-
fornia (Cameron et al., 2008). Este animal presentaba signos clinicos de dafio re-

nal y el PCR de ADN extraido de una muestra de orina resultd positivo para L.
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kirschneri. El analisis histoquimico post-mortem del tejido renal fue positivo para
Leptospira spp. El ultimo reporte de leptospirosis en FEN es de 2005, cuando se
analizé histolégicamente y con herramientas moleculares, PCR, un organismo

varado en las costas de California (Cameron et al., 2008).

Los antecedentes de leptospirosis en FEN aqui mencionados muestran que
la especie es susceptible ante la enfermedad. Desafortunadamente, todas las evi-
dencias fueron obtenidas de un nimero muy pequefio de animales varados, de
origen e historial individual desconocido. Ademas, estos animales, como todos los
animales varados, muy probablemente no representan una muestra balanceada
de su poblacién, ya que al ser objeto de estudio por el hecho de estar varados nos
habla de un sesgo en el muestreo. Por lo tanto es muy importante hacer estudios
de leptospirosis en poblaciones silvestres, para conocer la incidencia real e impor-
tancia de esta enfermedad sobre la demografia y viabilidad de estas especies en

su medio de vida natural.

2.5 Leptospirosis en el archipiélago Cedros-San Benito

La Isla de Cedros y las cercanas Islas San Benitos son un lugar de relevan-
cia para los pinnipedos de Baja California, en estas islas se encuentra la segunda
colonia de reproduccion de mayor tamafio de FEN, una de lobo marino de Califor-

nia, la anica colonia de reproduccion de lobo fino de Guadalupe a fuera de Isla de
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Guadalupe, y un numero importante de focas de puerto. Todas estas especies
comparten de mayor o menor forma su habitat en tierra, con un traslape mayor-
mente marcado entre FEN y el lobo marino de California. Por lo tanto éstas islas
son un lugar ideal para estudiar leptospirosis en FEN, e investigar el efecto que

tiene el traslape de medio ambiente terrestre con vectores de leptospirosis.

El riesgo de infeccion podria verse aumentado por la presencia de roedo-
res en estas islas. Recientemente, rededores originarios de Isla de Cedros (Pero-
miscus eremicus cedrosensis) fueron trasladados accidentalmente a las Islas San
Benito y su enorme incremento demografico (GECI, 2009) ha tenido un impacto
dramatico en otras especies. En general, estas islas tienen un historial de intro-
duccién de especies como vacas, burros, cabras, ovejas, perros, gatos, ratas de
Noruega y ratones, algunos de los cuales se han convertido en ferales (Mellink,
1993). En la Isla Cedros, se han estudiado casos en donde las especies introduci-
das no so6lo desplazan organismos nativos y sobre-explotan los recursos, sino que
también se sabe que pueden ser transmisores de enfermedades o agentes pato-

genos que antes no se encontraban en ese habitat (Mack, 2000, Williams, 2002).

Ademas, hay una intensa actividad de pesca y varios campamientos pes-
gueros por temporadas, con mucha movilidad de los pescadores que se trasladan

continuamente desde el pueblo de Cedros a los campamientos. Todos estos facto-
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res generan un potencial de infeccion cruzada de leptospirosis entre pinnipedos,

mamiferos terrestres, y humanos.

La colonia de FEN de estas islas ha disminuido en numero, a diferencia de
las demas poblaciones de FEN en California (comunicacion personal del Dr. Ga-
limberti*, 2011). La reduccién de tamafio poblacional fue muy importante, en parti-
cular en las aéreas de alta densidad de FEN. Su causa es actualmente descono-
cida. Este estado de riesgo demografico hace el estudio de agentes patdgenos

mas importante y urgente.

2.6 Biologia de la especie

La foca elefante del norte tiene pertenece al orden Carnivora, a la familia
Phocidae, al género Mirounga y especie M. angustirostris. La palabra Mirounga se
deriva de “miouroung” nombre aborigen australiano para el elefante marino del sur
(M. leonina) y el nombre de la especie, del latin “angus”, angosto y “rostrum”, hoci-

CO.

Este género de focas presenta un marcado dimorfismo sexual que se carac-
teriza por la presencia de una probdscide alargada en los machos, la piel engro-

sada alrededor del cuello y su gran tamafnio (machos: 360-400 cm, 1500-2700 Kg;

'pr. Filippo Galimberti, director de Elephant Seal Research Group (ESRG)
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hembras: 240-170 cm, 250-700 Kg). ElI color de pelo varia entre gris y café, ex-
cepto las crias que al nacer son de color negro y después de ser destetados, mu-
dan el pelo quedando de color plateado (Reiter et al., 1978, Le Boeuf and Laws,

1994).

FEN presenta un ciclo vital bifasico ya que se alimenta en el mar durante
primavera y otofio y regresa a tierra para mudar (verano) y reproducirse (invierno)
(Le Boeuf, 1985). Para alimentarse llegan a viajar desde California y norte de Mé-
xico hasta Alaska, donde se alimentan principalmente de cefalopodos y también
de algunos crustaceos, peces teledsteos, cartilaginosos, elasmobranquios, ciclos-
tomos y tunicados (Antonel et al., 1987). La extensa ruta migratoria no sélo los
expone a un gran numero de factores de riesgo y agentes patdgenos, sino pato-
genos a lo largo de toda ella, si no que también los hace diseminadores potencia-
les de enfermedades, de la misma manera que Z. californianus dispersa Leptospi-

ra spp. (Zuerner et al., 2009).

Las focas elefante, siempre regresan en la tierra a las playas donde nacie-
ron (Le Boeuf and Laws, 1994), es decir, presentan una alta filopatria. En tierra
son altamente gregarios y frecuentemente se observan en contacto co otros pin-
nipedos en sus zonas de descanso, muda y apareamiento. Esta cercania promue-
ve y facilita el intercambio de patdgenos zoondéticos que podrian aumentar el ries-

go de infeccién entre los animales presentes. FEN es un depredador tope y al
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exponerse en sus rutas migratorias a patdgenos marinos y terrestres puede ser
usado como indice de la salud general del ambiente (Bossart, 2011). La ruta mi-
gratoria de FEN es muy amplia ya que pueden recorrer hasta 21,000 Km dos ve-
ces al aflo (Feldhamer et al., 2007). Por lo tanto FEN tiene la capacidad de expo-
ner el medio de las islas a parasitos recogidos a lo largo de su ruta de migracion,

asi como a llevar patégenos de las islas a lugares mas lejanos.

El periodo de vida en tierra mas importante es la temporada de reproduc-
cion, que inicia al final de Noviembre y termina al principio de Marzo (Fig. 3). El
sistema de apareamiento se basa en harenes, que pueden llegar a un tamafio de
mas de 450 hembras, con una densidad muy alta de animales, en particular en el
area central del harén, que genera un contacto estrecho y continuo entre las crias,

las hembras y los machos, y una situacién ideal para la transmision de patdégenos.

Una hembra prefiada, pare una cria después de 11 meses de gestacion, de
los cuales ocho fueron pasados en el agua. Cuando la cria nace, la hembra per-
manece en tierra (en ayuno) en promedio 28 dias, tiempo que dura la lactancia

(Reiter et al., 1978, Le Boeuf and Laws, 1994).
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Figura 3. Ciclo anual de hembras y machos de FEN

Una vez que pasa la etapa de lactancia, las crias son destetadas, salen del
harén, y se congregan con otras crias destetadas anteriormente (Le Boeuf and
Ortiz, 1977). Cuando una cria evade abandonar el harén suele ser objeto de mor-
deduras por las hembras (Reiter et al., 1978), por lo que se pueden observar en
los harenes y en los conglomerados de destetados crias heridas. También los
grupos de destetados pueden ser muy grandes y densos, por lo que las crias se

pueden volver un foco de contagio de enfermedades.

En general los machos viven menos afios en promedio que las hembras ya
que su comportamiento de alta competencia los desgasta energéticamente y los
expone a infecciones. Al final de cada pelea los machos muestran heridas san-
grantes en el rostro, cuello y dorso. (Deutsch et al., 1990). Estas heridas san-
grantes estan en contacto no solo entre machos al combatir, sino también con las

hembras al herirlas durante el forcejeo para copular y con las crias lactantes den-
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tro del harén, a las que incluso pueden llegar a matar por aplastarlas (Le Boeuf
and Mesnick, 1990). La alta frecuencia de heridas superficiales de machos, hem-

bras y crias puede ser otro factor importante en la difusién de agentes patégenos.
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3. OBJETIVO PRINCIPAL

Detectar la presencia de Leptospira sp. en la foca elefante del norte que
habita en las Islas San Benito y Cedros, Baja California, asi como otros pinnipedos
y mamiferos terrestres que se encuentren en el area de estudio (Z. californianus y

P. eremicus cedrosensis).

3.1 Objetivos Particulares

1. Desarrollar un método de conservacion, extraccion y cuantificacion de ADN
de Leptospira spp. en orina, sangre y rifiones, que sea eficaz para muestras

colectadas en el campo y con métodos no invasivos.

2. ldentificar animales expuestos a Leptospira spp. por medio de pruebas de

microaglutinacion (MAT) en muestras de suero sanguineo de FEN.

3. Identificar la presencia de ADN de Leptospira sp. en muestras de FEN por

el método molecular de PCR.

4. Comparar resultados de PCR y de MAT del suero sanguineo de M. angusti-

rostris.

5. Determinar las serovariedades de Leptospira sp. que predominan en las

poblaciones analizadas.

6. Determinar la presencia o ausencia de Leptospira sp. en vectores potencia-

les (lobo marino de California y ratones) y en el medio ambiente.
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4. HIPOTESIS

Los elefantes marinos del norte de las Islas San Benito han sido expuestos
a Leptospira spp. patdégenas, por una posible infeccion cruzada con otros

hospederos (lobo marino de California y ratones).
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Areade estudio

El trabajo de campo se realizé en las Islas San Benito y en la Isla de Ce-
dros. Las Islas San Benito son un archipiélago de tres islas volcéanicas que se en-
cuentran a 30km al noroeste de la Isla de Cedros (28°8'12."N, 115°13'36"0) en el
municipio de Ensenada, Baja California. Reciben su nombre de acuerdo a su ubi-
cacion, la Isla del Oeste (SBO) (28°18'17"N, 115°34'59"0), Isla del Medio (SBM)
(28°18'38"N, 115°34'02"0) e Isla del Este (SBE) (28°18'12"N, 115°32'33"0) (Fig.
4). Presentan un clima arido con lluvias de invierno, la vegetacién presente es ma-

torral desértico (www.islas.org.mx/index.php).

La Isla del Oeste es la de mayor tamafio (3.86 km?) y en ésta existe una
pequefia poblacion de pescadores de temporada (promedio de 27 pescadores de
abulén, cuatro pescadores de langosta, seis vigilantes y un farero). La pesca se
hace por temporadas, del 1 de diciembre al 30 de junio extraen abulén y langosta
del 16 de septiembre al 15 de febrero. Cuando estas temporadas coinciden con
vacaciones escolares, los trabajadores suelen llevar a sus familias, situacion que
hace bastante irregular el tamafio de la poblacién local. Las Islas SBM y SBE es-
tan deshabitadas (http://www.cedmex.com.mx/). Otro movimiento de personas en
esta isla se presenta gracias al turismo esporadico y la explotacion de algas

(AGARMEX).


http://www.islas.org.mx/index.php
http://www.cedmex.com.mx/
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Figura 4. Mapa del area de estudio, Islas San Benito e Isla Cedros
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La Isla de Cedros (28° 8'12"N, 115°13'36"0) es la isla de mayor tamafio del
Pacifico norte mexicano con 348.30 km2 (http://www.inegi.org.mx). Presenta una
vegetacion de matorral costero, chaparral, bosque de pinos, arbustos de junipero y
matorral de dunas (Rzedowski, 1978). Esta poblada por 1339 personas de acuer-
do al censo de 2010 hecho por INEGI (Instituto Nacional de Estadistica y Geogra-
fia; http://www3.inegi.org.mx), aunque también presenta una fuerte variacion de a

cuerdo a las actividades pesqueras.

5.2 Muestreo

De enero a abril de 2010 se muestrearon 224 crias de FEN destetadas, de
las cuales se obtuvo 836 alicuotas de orina y 104 muestras de sangre (Anexo
10.1.2). De tres elefantes marino de un afio y dos de dos afios sélo se tomé mues-
tra de orina. También se tomaron: 1) muestras de charcos de orina de 26 lobos
marinos de California; 2) gotas de sangre de siete lobos marino de California; 3)
cinco muestras de pozas de agua cercanas a elefantes marinos. Se extrajo una
porcién de rifion de tres crias de FEN muertas, encontradas el mismo dia de su
deceso, de un lobo marino de California que presentaba rigor mortis y de 18 rato-

nes capturados y sacrificados (Anexo 10.1.3).

De enero a abril de 2011 se muestrearon 61 destetados de FEN, se obtu-
vieron 132 alicuotas de orina, 38 muestras de sangre y una muestra de rifién de

una cria muerta.


http://www.inegi.org.mx/
http://www3.inegi.org.mx/
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Todas las muestras de orina recolectadas en 2010 se analizaron con PCR
para identificar el mejor método de conservacion y para detectar Leptospira spp.;
las alicuotas de 2011 soélo se analizaron para detectar Leptospira spp. De las
muestras de sangre recolectadas en 2010, 96 de FEN y siete de lobo marino de
California, se analizaron con PCR para detectar Leptospira spp. Las 46 muestras
restantes de FEN se analizaron con MAT. Los 22 fragmentos de rifién se estudia-
ron con PCR para detectar Leptospira spp. Con las muestras de las tres crias de

elefantes se hicieron cortes histolégicos para observar dafios en el tejido.

5.2.1 Muestras de orina

Las muestras de orina son en las que se invirti6 mas esfuerzo de recolec-
cion, en vista de su naturaleza no invasiva y por la facilidad para tomarlas (Holland
et al., 2005), en comparacién con las muestras de sangre y de tejido renal. FEN
se muestred en todas las playas accesibles del complejo insular aunque el mayor
esfuerzo de muestreo se hizo en la Isla SBO, en las playas mas cercana al cam-
pamiento pesquero (Fig.5). En esas playas se encuentra la concentracibn mas

grande de elefantes en la isla.
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Figura 5. Mapa de distribuciéon de muestreo en las Islas San Benito. Con marcas
rojas se indican las zonas de muestreo de orina, el tamafio de la marca indica el
esfuerzo, a mayor tamafio del circulo rojo, mayor esfuerzo de muestreo.

A las crias destetadas de FEN se les sujet6é con el dorso hacia el suelo y se
les dio’ un masaje en el vientre para provocar que orinaran y con un vaso plastico
desechable (marca First Street, 2 0z.) se recolect6é del orificio uretral. Las mues-
tras de orina de Zalophus californianus se tomaron de pequefias gotas que que-
daban en las rocas al momento de que los lobos se desplazaban ante nuestra

presencia y de pozas en las loberas.

5.2.2 Muestras de sangre

Las muestras de sangre de FEN se tomaron en Vacutainers™ de calibre
20 con agujas de 1.5 pulgadas (Dierauf, 1994, Sanvito et al., 2004), sin anticoagu-
lante para el MAT (tap6n rojo) y con anticoagulante (K,EDTA, tapdén morado) para
hacer PCR (Ver anexo 10.1.2). La puncion se hizo antes de la base de la aleta

entre el dedo pulgar e indice (Fig.6).
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Entre las muestras para el MAT recolectadas en marzo de 2011 se recaptu-
ré dos veces al mismo destetado con una semana de diferencia en la captura y
esa muestra doble se usé como referencia para observar cambios en los titulos

del MAT.

Figura 6. Toma de sangre de un destetado

Las muestras de sangre de Z. californianus se pipetearon de gotas que de-
jaban los organismos sobre las rocas una vez que se les tomaba una muestra de

piel de la aleta caudal (colectada para otro proyecto de investigacion).

5.2.3 Muestras de rifién

Las muestras de rinidbn de FEN se colectaron el mismo dia de su muerte.
Todos los destetados habian muerto el mismo dia que la muestra se tomd. Los
cuerpos de las crias se midieron y se abrieron con un bisturi desde el orificio ure-

tral hasta la parte baja del esterndn y se hicieron otros cortes transversales en la
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piel hacia ambos lados. Con cuidado de no lastimar algin vaso sanguineo, se
apartaron los primeros 6rganos para asi llegar a los rifiones y extraerlos (Dierauf,

1994). Se cortaron por la mitad y se tom6 un trozo del centro.

También se muestreo el rifidn de una hembra de lobo marino hallada muer-
ta durante julio de 2010 en la Isla SBO. El cadaver presentaba rigor mortis, carecia
de glébulos oculares, no tenia signo alguno de dafio externo como mordidas o
marcas de red. Se le extrajeron ambos rifiones, se abrieron longitudinalmente y se

tomaron fragmentos de la parte superior, media e inferior de cada rifion (Fig.7).

Figura 7. Toma de muestra de rifion de lobo marino. Izquierda: hembra de lobo
marino de California adulta muerta en una playa de SBO. Derecha: rifidn abierto
longitudinalmente con cortes transversales recolectados para hacer PCR.

En el periodo del 22 de marzo al 5 de abril de 2010, se hizo la recolecta de
siete organismos de P. eremicus cedrosensis que se capturaron en trampas
Sherman (Ver anexo 10.1.3). Del 5 al 12 de julio del mismo afio se colectaron 11
ratones. Las trampas se colocaron entre arbustos 6 rocas cerca de las playas

ocupadas por harenes de foca elefante (Fig.8).
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Figura 8. Ubicacion de trampas y toma de muestra de rifidn de raton. Izquierda: la
flecha sefiala una trampa Sherman escondida en un matorral cercano a una playa
en SBO. Derecha: raton disectado para extraer sus rifiones. La flecha sefala el
riion izquierdo.

5.2.4 Muestreo ambiental

De las pozas en donde descansaban algunos FEN o lobos marinos se to-
maron muestras en tubos Falcon 6 en tubos de 5 mL con la ayuda de una pipeta
de plastico. De todas las pozas se tomo la localizacion con GPS, el pH y la tempe-

ratura (Ganoza et al., 2006).

5.2.5 Conservacion de las muestras

Muchos factores pueden afectar la conservacién de muestras colectadas en
el campo. Algunos de ellos son tipo de muestra, momento de recoleccion, conte-
nedores, conservadores, tiempo y forma de transporte pueden afectar la viabilidad

del material (Holland et al., 2003, De Paoli, 2005).
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Inmediatamente después de la colecta de la orina, se prepararon alicuotas
que fueron tratadas con 37 diferentes protocolos de preservacion (Tabla Il). Para
evitar la degradacion del ADN en la orina, se probaron: congelamiento, EDTA,
etanol, glicerina, RNA later® vy soluciones a base de guanidina (Leendertz et al.,

2006, Elliott and Peakman, 2008).

Los tratamientos para conservar las muestras de orina se dividieron en dos
grupos: 1) tratamientos con muestra de orina concentrada mediante centrifugacion
y 2) orina mezclada con una solucién protectora del ADN sin centrifugacion previa.
Durante la recolecta se llenaron los tubos estériles de 15 mL con orina, para los
tratamientos 1). Los tratamientos 2) solo se mezclaron con la orina usando una
pipeta de plastico inmediatamente después de haber recolectado la orina en el
campo en tubos Falcon de 15 mL que contenian la solucion conservadora. Todas
las muestras de orina se transportaron en una hielera que contenia bolsas de gel

congeladas para mantener la temperatura menor a 15° C (Ver Anexo 10.1.2).

Tabla Il. Lista de tratamientos usados para conservar la orina. * :Pastilla hecha
en campo centriftugando10 min a 6500rpm.; EDTA: &cido etilendiaminotetraaceé-
tico; RLS: sol. de lisis para RNA; GHE: hidrocloruro de guanidina; GLS: sol. lisis
de guanidina; BME: betamercaptoetanol; PBS: sol. amortiguadora de fosfatos;
Norgen: preservativo comercial de muestras de orina (www.norgenbiotek.com).
Los preservantes marcados como caseros se prepararon en el laboratorio F.C.,
UABC.

Clave Preservante Principo activo Tratamiento Tipo
A8 PB comercial Guanidina-HCI 8mL orina+8mL PBcomercial Orina
A PB comercial Guanidina-HCI 4mL orina+4mL PBcomercial Orina
B EDTA EDTA 2.5mL orina+2.5mL EDTA Orina

C Congelamiento Frio Orina
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RNAlater comercial
GHE1
Comercial
Etanol
RLS
RLS+RME
RLS
RLS+RBME
GLS1
GLS1+RME
GLS1
GLS1+RME
PBS
Glicerol
GHE1
GHE1
GLS2
GLS2+RME
GLS2
GLS2+RME
RNAlater comercial
RNAlater casero
RNAlater casero
PB comercial
PB casero
PB casero
PB casero
GHE2
GHE2
Filtro ZYMO original
Filtro ZYMO genérico
GHE3
GHE3

Sulfato de amonio
Guanidina-HCI
NORGEN
Etanol
Guanidina-tiocianato
Guanidina-tiocianato
Guanidina-tiocianato
Guanidina-tiocianato
Guanidina-tiocianato
Guanidina-tiocianato
Guanidina-tiocianato
Guanidina-tiocianato
PBS
Glicerol
Guanidina-HCI
Guanidina-HCI
Guanidina-tiocianato
Guanidina-tiocianato
Guanidina-tiocianato
Guanidina-tiocianato
Sulfato de amonio
Sulfato de amonio
Sulfato de amonio
Guanidina-HCI
Guanidina-HCI
Guanidina-HCI
Guanidina-HCI
Guanidina-HCI
Guanidina-HCI
Guanidina tiocianato
Guanidina-tiocianato
Guanidina-HCI
Guanidina-HCI

Pastilla*+2mL RNAlater
Pastilla*+2mL GHE1
NORGEN
3mL orina+3mL etanol
4mL orina+4mL RLS
4mL orina+4mL RLS+RME
Pastilla*+2mL RLS
Pastilla*+2mL RLS+RBME
Pastilla*+2mL GLS1
Pastilla*+2mL GLS1+RME
4mL orina+4mL GLS1
4mL orina+4mL GLS1+RBME
2.5mL orina+2.5mL PBS
2.5mL orina+2.5mL Glicerol
4mL orina+4mL GHE1
Pastilla*+2mL GHE1
Pastilla*+2mL GLS2
Pastilla*+2mL GLS2+RME
4mL orina+4mL GLS2
4mL orina+4mL GLS2+BME
4mL orina+8mL RNAlater
Pastilla*+2mL RNAlater ca-
4mL orina+8mL RNAlater
Pastilla*+2mL PB comercial
Pastilla*+2mL PB casero
4mL orina+8mL PB cas
4mL orina+4mL PB cas
Pastilla*+2mL GHE2
4mL orina+4mL GHE2
15mL orina+1mL lisis
15mL orina+1mL lisis
Pastilla*+2mL GHE3
4mL orina+4mL GHE3

Pastilla
Pastilla
Orina
Orina
Orina
Orina
Pastilla
Pastilla
Pastilla
Pastilla
Orina
Orina
Orina
Orina
Orina
Pastilla
Pastilla
Pastilla
Orina
Orina
Orina
Pastilla
Orina
Pastilla
Pastilla
Orina
Orina
Pastilla
Orina
Orina
Orina
Pastilla
Orina
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Las soluciones de PB y RLS, se compraron liquidas, pero el PBS y el
EDTA se prepararon diluyendo el reactivo comercial en agua destilada con una
concentracion de 1X para el PBS y de 40mM para el EDTA. El conservador GHE
estd conmpuesto por guanidina-HCl y EDTA, la diferencia entre GHE1, GHE2 y
GHES3 radica en la concentracién de guanidina, siendo mayor en el GHE3 que en
el GHEL. El GLS es una solucién de lisis que se basa también en la guanidina, las
diferencias entre GLS1 y GLS2 residen en una concentracion diferente entre
EDTA y el Tris-HCI, asi como la presencia de otros reactivos en menor cantidad.
El RNAlater se preparé usando EDTA, citrato de sodio y amonio (Anexo 10.1.4). A
los conservadores GLS y RLS se les agreg6 1% de B-mercaptoetanol para hacer
una nueva solucién conservadora, el B-mercaptoetanol se usa por ser un buen

agente reductor.

El glicerol se us6 al 30% el etanol al 80% .Los filtros Zymo consistieron en
un sistema de jeringa, filtro y solucién de lisis, en el que la orina se inyectd por el
filtro para atrapar cualquier tipo de célula en él y posteriormente se hizo pasar la
solucion de lisis para recuperar el ADN de la muestra. De esa manera evitamos
con cargar en el campo toda la muestra liquida, ahorrando espacio en las hieleras

y esfuerzo al transportar.

Las muestras de rifidén tanto de pinnipedos como de ratones, se guardaron

en tubos con rosca, de 5 mL para los pinnipedos y de 2 mL para los ratones, a
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los que se les agregd alcohol 95%, (Ver anexo 10.1.3). Estos se etiquetaron y se
cargaron en la hielera con bolsas de gel congelado hasta llegar al campamento

donde se guardaron en refrigeracion (Dierauf, 1994, Leendertz et al., 2006).

La sangre sin EDTA se guardd en el campo a temperatura ambiente (apro-
ximadamente 15 y 20° C) y se transportd en posicion vertical para promover la
coagulacion y por lo tanto separacion del suero. Al llegar al campamento las
muestras se centrifugaron 10min a 6500rpm y se separo el suero que se conservo
de dos maneras: 1) se guardod en tubos de 2mL con rosca y se congelarony 2) se
guardd 0.5mL para conservarlo con 1.2mL de RNAlater (Tabla Ill). De las mues-
tras sin anticoagulante también se guard6 una fraccion del coagulo en tubos con
rosca. Las muestras tomadas de las rocas se agregaban a tubos con rosca de 2

mL gue ya contenian 1mL de RNAlater casero (Ver Anexo 10.1.4).

Tabla lll. Lista de tratamientos usados para conservar la sangre sin EDTA du-
rante su traslado y claves de etiguetamiento.

Clave Preservante Principo activo Tratamiento Tipo
D Congelamiento Frio Suero
E RNAlater casero Sulfato de amonio 0.5mL suero+1.2mL RNAlater Suero
I Congelamiento Frio Coagulo
0.5mL sangre entera+1.2mL Sangre
X RNAlater comercial  Sulfato de amonio RNAlater entera

Las muestras de sangre con EDTA se transportaron en una hielera con pa-
guetes de gel frio, estas muestras no necesitan mantenerse en una posicion espe-

cifica por lo que los vacumtainers se colocaron de forma horizontal dentro de una
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bolsa de plastico procurando que no tuvieran contacto con los paguetes congela-

dos. Una vez en el campamento se colocaron a -20° C

Durante la estancia en la isla, aproximadamente de dos semanas, todas las
muestras se guardaron en un congelador cuya temperatura variaba entre -10 y -20
°C ya que el flujo de energia eléctrica no es constante. Las muestras congeladas
se transportaron en heleras con paquetes de gel frio. La mayoria de las muestras
se llegaron congeladas hasta el laboratorio. En el laboratorio las muestras se colo-

caron en un congelador con temperatura estable de -20° C.

5.2.6 Evaluacion de métodos de conservacion

Después de extraer el ADN de todas las muestras se evaluaron los méto-
dos de conservacion usados, de dos maneras: A) se cuantific6 el ADN de cada
una con NanoDrop® 1000 (NanoDrop®, software V3.7.1,
http://www.nanodrop.com/Support.aspx) y se hizo una prueba T con una correc-
cion Welch para saber cual es el mejor método de conservacion y B) se evaluaron
visualmente las bandas en un gel de agarosa al 1.5% calificandolas con un valor

de 0 = ADN no visible a 5 = banda de ADN muy buena.
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Para evitar sesgar la estimacion de la concentracion de ADN medida con el
Nanodrop®, descartamos para su analisis las muestras que presentaban una con-

centracion mayor a 300 ng/uL.

5.3 Métodos Moleculares

5.3.1 Extraccion de ADN de las muestras

La primera centrifugacion de las muestras de orina es crucial debido a que
la extraccion de ADN se realizd con las células precipitadas (botén),. Por lo tanto
se probaron dos métodos de centrifugacion inicial: 1) muestras de 3.5-12 mL de
orina en tubos Falcon a 5500 rpm durante 7 min; 2) muestras de 2 mL de orina en

tubos Eppendorf a 14 000 rom durante 30 min.

Se usaron cuatro paquetes comerciales para la extraccion de ADN a partir
de orina. Estos fueron: DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen®, No. Catadlogo69504,
http://www.qgiagen.com), Norgen® Urine Bacteria Genomic DNA Isolation Kit (Nor-
gen®, No. Catalogo 22400, http://www.norgenbiotek.com), FitAmp™ Urine DNA
isolation (Epigentek®, No. Catalogo P-1017, http://www.epigentek.com) y ZR Urine
DNA Isolation Kit™ (Zymo Research®, No. Catdlogo D3060,

http://www.zymoresearch.com) y un método usando el reactivo Gene Releaser®
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(BioVentures, No. Catalogo GR-T, http://www.bioventures.com).Por medio de la
observacion de las bandas y la cuantificacion del ADN extraido se decidid trabajar

la mayoria de las muestras con el kit DNeasy® Blood & Tissue ( Qiagen).

El kit DNeasy® Blood & Tissue, se probo6 con dos buffer de lisis diferentes,
el ATLy el AVL, (Qiagen). Con este mismo kit, usando el buffer ATL, se extrajo el

ADN de las muestras de sangre y de rifion.

5.3.2 Limpieza de ADN

Se utilizaron tres métodos de limpieza, dos productos comerciales especifi-
cos para eliminar impurezas en muestras de ADN, y el uso doble de las soluciones
de lavado del kit de extraccion DNeasy® Blood & Tissue. De los productos de lim-
pieza comerciales, uno era especifico para limpiar producto de PCR (GET™
CLEAN DNA, GBiosciences, No. catalogo 786-356, www.gbiosciences.com) y el
otro era especifico para limpiar muestras de ADN extraido de muestras de orina

(Power-Clean DNA®, MO BIO, No.catalogo:12877-50, http://www.mobio.com).

Las soluciones de lavado del kit Qiagen® se usaron de cuatro formas dife-
rentes y tomando en cuenta a las dos soluciones distintas de lavado AW1 y AW2,
al final se probaron cuatro tratamientos: a) el uso regular que marca el protocolo,
un lavado de la columna con AW1 y después un lavado con AW2; b) doble lavado

con el buffer AW1 y un lavado con AW2; ¢) un lavado con AW1 y lavado doble con


http://www.mobio.com/secondary_dna_clean-up/powerclean-dna-clean-up-kit.html
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AW?2 y d) ambos lavados por duplicado. Con el fin de homogenizar las muestras
para observar diferencias en los tratamientos, se hicieron 16 alicuotas de 14.9 mL
en tubos Falcon a partir de orina filtrada y homogenizada previamente, a cada tu-
bo se agreg6 0.1 mL de cultivo de Leptospira sp. y posteriormente se llevo a cabo
la extraccion general, al momento de hacer los lavados se aplicaron los tratamien-

tos descritos previamente.

Se analizaron las bandas de las extracciones en geles de agarosa al 1.5% y
las medidas del Nanodrop® tanto de concentracion de ADN como de otros picos

indicadores de contaminacion.

5.3.3 Extraccion de ADN de Leptospira sp.

De un cultivo de las bacterias en medio EMJH (Ver Anexo 10.2.1) se extra-
jo el ADN con kit DNeasy® Blood & Tissue de las siguientes serovariedades: Bra-
tislava, Grippothiphosa, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Hardjoprajitno, Ballum mus

127, Celledoniy CAL 7 (Tabla IV).

Tabla IV. Grupo de serovariedades de Leptospira sp. cultivadas para obtener los
controles positivos. Se presentan los serogrupos, serovariedades y organismos en
los que se ha reportado su aislamiento. (Bharti et al., 2003, Foronda et al., 2011,
Levett, 2001)

Especie Serogrupo Serovariedad Hospedero
L. interrogans Australis Bratislava LoCa., NES
L. kirschneri Cynopteri Cynopteri NES, LoCa.

L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa LoCa.
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L. interrogans Icterohaemorihagiae Icterohaemorihagiae  LoCa., ratones
L. interrogans Pomona Pomona Ganado, LoCa.
L. interrogans Sejroe Hardjoprajitno Ganado

L. burgpetersenii Ballum Ballum Mus 127 Ratones

L. burgpetersenii Celledoni Celledoni Humanos

L. santarosai Mini CAL 7 Perros

L. burgpetersenii Panamé CZz2214K Ratones

L. interrogans Tarassovi Tarassovi Ganado, cerdos

LoCa.= Lobo marino de California,

Las serovariedades se eligieron de acuerdo a lo que se ha encontrado en la
foca elefante, en el lobo marino de California, (Colegrove et al., 2005a, Cameron
et al., 2008). La serovariedad CAL 7 es un aislado que se hizo en el Laboratorio de
Diagnostico y Constatacion Bacteriologica, UNAM, a partir de una investigacion

gue se llevo a cabo en México (Carmona—Gasca et al., 2011).

También se us6 en las pruebas ADN de las serovariedades Cynopteri, Ta-
rassovi y CZ2214K del serogrupo Panama, cuyo ADN ya se encontraba extraido
en el Laboratorio de Bacteriologia de la Unidad de Servicio de Diagndstico y Cons-

tatacion de la FMVZ, UNAM.

5.3.4 PCR

Los primeros analisis hechos se hicieron con cebadores para amplificar mi-

crosatélites de foca elefante con ZCWCO03. En el laboratorio ya se tiene estandari-

zada la reaccion para amplificar ADN de FEN asi que solo se usaron las mismas
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condiciones con Green buffer al 1X, 0.2 mM de cada dNTP, 1.5 mM de MgCI2,
0.02 U Taq, 0.3 uM de cebador forward y 0.075 uM de cebador reverse con taq
y0.3 UM de dye FAM y 1.1 yL de ADN para tener al final un volumen de 15 pL. Se
uso la escalera 50 pb de Invitrogen para todas las electroforesis que se hicieron en
esta investigacion. Estas PCR se hicieron con el fin de confirmar la presencia de
ADN de FEN en las muestras de orina por las células de descamacion de la vejiga

o del tracto urinario.

Se busc6é ADN bacteriano para comprobar polimerizacion de fragmentos de
ADN bacteriano a partir de las muestras de orina (Tabla V). EI ADN se amplifico
con PCR, inicialmente se usaron cebadores para ADN bacteriano en general, que
contiene una posicion 20 degenerada con el fin de lograr detectar un mayor niume-

ro de bacterias (Klausegger et al., 1999).

Para destruir el ADN enddgeno bacteriano se expuso cinco minutos a luz
UV la mezcla de reactivos para la PCR (agua, magnesio y buffer) sin el ADN ex-
traido, sin cebadores y sin taq polimerasa. Se amplific6 usando las condiciones

marcadas por Klausegger et al. (1999).
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Tabla V. Cebadores para amplificar ADN de bacterias en general. El primero es
el reverso para los tres cebadores siguientes degenerados. La secuencia de los
cebadores se presentan en direccion 5°-3".

Nombre Secuencia Especies gque amplifica
DG74 AGG AGG TGATCCAACCGCA

65ab AAC TGG AGG AAG GTG GGG AY Todas las bacterias

143 GAY GAC GTC AARTCM TCATGC Gram positivas

68d AYG ACG TCA AGT CMT CAT GG Gram negativas

Posteriormente se usaron cebadores especificos para Leptospira sp. (Tabla
VI). Con este método molecular se pueden identificar fragmentos especificos de
ADN de Leptospira sp. patégena (Cameron et al., 2008). Para el par de cebadores
B64-I/ll y G1/2 se optimizé su uso en el Geen buffer al 1X (Quiagen) 2 mM de
CloMg, 0.2 mM de dNTP’s (Promega), 0.3 uM de cada cebador (Invitrogen) y
0.02U de Taq polimerasa (Sigma) a 55° C durante cuarenta ciclos de 45 seg de

alineamiento (Gravekamp et al., 1993, Zuerner et al., 2009).

Tabla VI. Cebadores especificos para Leptospira sp. Se estandarizaron con
ADN de cultivo bacteriano. La secuencia de los cebadores se presentan en direc-
cion 57-3".

Nombre Secuencia pb Especies
Gl CTG AAT CGC TGT ATA AAAGT -~ Todas menos
G2 GGA AAA CAA ATG GTC GGA AG L. kirshneri
B64-I ACT AAC TGA GAA ACT TCT AC
B64-1| TCC TTA AGT CGA ACC TAT GA 563 L kirshneri
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Las dos PCR anidadas, se llevaron a cabo con las caracteristicas que se
reporta en la literatura. La pareja de cebadores P66 2/3 y los B INT F/R (Bomfim
et al., 2008) asi como los lipL32_J F/RylipL32_J1 F/R (Jouglard et al., 2006). La
PCR anidada es un tipo de PCR en el que se aumenta la resolucién de una PCR
regular usando dos pares de cebadores para el mismo locus, disminuyendo la

posibilidad de amplificar locus erroneos.

5.3.5 Uso de cebadores de MLST

El Multilocus Sequencing Typing (MLST) es una técnica que permite la
identificacion y clasificacion genotipica de microrganismos con genotipos altamen-
te relacionados. Para lograr lo anterior, hay que obtener una amplificacién y se-
cuenciacién de los fragmentos de genes deseados y posteriormente alinearlos con

las secuencias ya existentes (Ahmed et al., 2006, Levett, 2007).

En este trabajo se usaron dos grupos de cebadores de MLST, el de seis
parejas de cebadores de Ahmed, et al. 2006 (tabla VII), y el de siete parejas de
cebadores de Thaipadungpanit et al. 2007 (Tabla VIII). Para este trabajo se usaron

las condiciones de PCR que cada autor marca para los cebadores.
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Tabla VII. Cebadores del MLST de Ahmed et al. (2006). Se muestran los nom-
bres, las secuencias de los iniciadores asi como el tamafio del producto de PCR.
La secuencia de cebadores se presentan en direccién 5-3".

Nombre Secuencia Producto (bp)
GGGCTGGAAAAGGTACACAA

Adk ACGCAAGCTCCTTTTGAATC 531
GGGACGAGATGACCAGGAT

icdA TTTTTTGAGATCCGCAGCTTT 674
TAGGAAATTGCGCAGCTACA

LipL41 GCATCGAGAGGAATTAACATCA 520
CATGCAAGTCAAGCGGAGTA

rrs2 AGTTGAGCCCGCAGTTTTC 520
ATGCCGATCATTTTTGCTTC

secY CCGTCCCTTAATTTTAGACTTCTTC 549
ATCTCCGTTGCACTCTTTGC

LipL32 ACCATCATCATCATCGTCCA 474

Tabla VIII. Cebadores del MLST de Thaipadungpanit et al (2007). Se muestran los
nombres, las secuencias de los cebadores asi como el tamafio del producto de PCR.
La secuencia de los cebadores se presentan en direccion 5-3".

Nombre Secuencia Producto (bp)
TGCCGATCCTACAACATTA

pntA AAGAAGCAAGATCCACAACTAC 637
AGAAGAGGCCGGTTATCATCAG

SUcA CTTCCGGGTCGTCTCCATTTA 559
CCGAAGATAAGGGGCATACC

pfkB CAAGCTAAAACCGTGAGTGATT 559
AAGCCGTTTTCCTAGCACATTC

tpiA AGGCGCCTACAAAAAGACCAGA 554
GTAAAAGCGGCCAACCTAACAC

mreA ACGATCCCAGACGCAAGTAA 601
GGAAGGGCACCCGTATGAA

glmu TCCCTGAGCGTTTTGATTT 556

AGTATGCGTATCTTCCTCCTT
fadD TTCCCACTGTAATTTCTCCTAA 576
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5.3.6 Pruebas para mejorar en tiempo y calidad la amplificacion

PCR multiplex

Los dos cebadores méas usados encontrados en la literatura se optimizaron
bajo las mismas condiciones de temperatura y magnesio, por lo que se intentd
hacer una PCR multiplex con ambos cebadores G1/2 y B64 I/l (Cai et al., 2002,
Sugathan and Varghese, 2005). Se us6 ADN extraido de cultivo de Leptospira sp.
para hacer las PCR en un gradiente de temperatura de 52° a 58° C. Al mismo
tiempo se amplificaron muestras de L. interrogans con G1/2 y de L. kishnerii con
B64 I/l en el mismo gradiente, para comparar las amplificaciones con el gradiente
y la PCR multiplex. Para esta prueba se hicieron PCR con un volumen total de 12
puL y 0.8 uL de ADN. Para hacer la PCR multiplex se agregé la mitad de cada ce-
bador al mix y la mitad de ADN de cada especie de Leptospira sp. a cada pozo del

gradiente.

Variacion en el volumen de la reacciéon

Se compararon dos voliumenes finales de reaccion, de 25y 12 pL, con los
cebadores G1/2 y B64 I/ll. Las condiciones de amplificacion fueron las mismas
que se describieron previamente y se usaron 3 pL de ADN de Leptospira sp. para
la reacciéon mayor y 1 uL de ADN para la reaccion de 15 pL. solo se amplifico una
muestra por reaccidn con su respectivo control negativo y se usaron ambos juegos
de cebadores para los dos volimenes de reaccion. Las cuatro amplificaciones con

sus controles se corrieron en un gel al 1.5% y se compararon los resultados.



52

Variacion de concentracion de ADN

Se buscé el volumen indicado de ADN para evitar un efecto de no amplifi-
cacion por la poca o mucha cantidad de ADN de Leptospira sp., por la concentra-
cion de ADN de FEN o de cualquier otra bacteria en la muestra (Hoelzel, 2002).
Se comparé el volumen entre hacer las PCR con 12 y con 25 uL de ADN en un

gel al 1.5% de agarosa.

Otro gel de prueba se hizo con el cebador G1/2 usando magnesio con una
concentracion de 2 mM y 40 ciclos, en el que se probaron tres concentraciones
diferentes, de 4, 8 y 12 uL de muestra (Kennedy and Oswald, 2011) quedando al
final dividido el gel en tres columnas. Cada columna tenia 12 muestras (numera-
das del 1 al 12) de izquierda a derecha, las muestras 1, 2, 3, 7, 8, 9 y 10 eran
muestras de sangre de FEN conservada con EDTA; las muestras 4, 5,11y 12 eran
muestras de sangre de FEN conservada con RNAlater casero; la muestra 6 era de
riidn de lobo marino de Ca. y las muestras 77, 8", 9’y 10" eran muestras de orina
de FEN inoculadas con 100 (7'y 97) y con 1000 (8y 10") Leptospira sp. Las mues-
tras de orina inoculadas niumero 7" y 8 se extrajeron usando el buffer AVL y las

muestras 9y 10” se extrajeron con el buffer ATL.

Variacion de ciclos al termociclar

En el mismo gel anterior dividido por columnas se us6 para comparar la va-

riacion en el niumero de ciclos al termociclar, por lo que se repitieron las condicio-
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nes descritas anterior mente pero se termocicl6 por 50 ciclos. Se corrio un solo gel
de 80 pozos, arriba se colocaron las muestras termocicladas con 40 ciclos y en la
parte inferior las muestras termocicladas con 50 ciclos, ambas flanqueadas por

controles positivos y un negativo para cada fila.

Facilitador de PCR (albimina)

Se uso6 albumina bovina como facilitador para aumentar la resolucion de las
bandas tomando en cuenta la posibilidad de contaminacion de las muestras de
ADN (Kennedy and Oswald, 2011). . Las pruebas se hicieron con el primer
ZCWCO03 ya que se observé que mas facilmente amplificaba por la presencia de
ADN de foca. Se probaron tres concentraciones diferentes, de albumina 0.05, 0.1
y 0.2% del volumen total y sin albumina. Se corrieron al mismo tiempo bajo las
mismas condiciones de temperatura, magnesio y concentracion de ADN que ya se

detallaron con anterioridad.

5.3.7 Pruebas de limite de deteccién de los cebadores méas usados

Diluciones de ADN bacteriano

Las primeras pruebas se hicieron simplemente diluyendo ADN extraido de
medio de cultivo EMJH en AE, este ADN diluido se uso para hacer PCR y analizar
gue cebadores llegaban a amplificar en una dilucién mayor. EIl ADN base usado

para diluir se obtuvo a partir de una extraccion hecha a 25mL de cultivo con densi-
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dad optica de 0.5 nm. Las diluciones de ADN se hicieron en AE (1:10, 1:40,
1:1600, 1:640, 1:2560, 1:10,240) y se realizaron PCR con G1/2 y B64 i/ll. Se agre-
garon cinco diluciones mas (1:40,960, 1:163840, 1:655360, 1:2621440,
1:10485760) para analizar los cebadores del MLST de Ahmed (2006) y para el
MLST de Thaipadungpanit (2007) solo se hicieron cuatro diluciones (1:20480,
1:40960, 1:81920, 163840). Las pruebas de PCR se hicieron bajo las condiciones
gue cada autor menciona para los cebadores y las ya estandarizadas para G1/2 y

B64 i/ll. Se corrieron las muestras en geles al 2% y se observaron diferencias.

La siguiente prueba de limite de deteccion también es en base a la dilucién
de ADN en AE, pero en esta ocasion solamente se usaron cuatro diluciones
(1:2560, 1:10,240, 1:20480 y 1:30720). Las mismas diluciones se hicieron por du-
plicado para cada cebador, pero la réplica se diluyé en una elucion de una extrac-
cion de ADN de orina filtrada. Lo dilucion en la elucion de orina se hizo para corro-
borar la posible accion de moléculas inhibidoras presentes en las eluciones de las
muestras extraidas. Esta prueba se hizo con los cebadores del MLST de Ahmed

(2006) y con G1/2.

Variacion en la deteccidon segun la solucién de lisis usada en la extraccion

Para saber si se perdia ADN de Leptospira durante su extraccion se hicie-
ron varias pruebas. Se tomaron dos muestras de orina filtradas en el campo y se

dividieron en ocho alicuotas de 900 uL cada una. Se escogieron muestras filtradas
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ya que se deseaba observar la respuesta sin posibles inhibidores como lo podian

ser los conservadores agregados y para tener pocas células de foca elefante.

Las alicuotas se inocularon con bacterias cultivadas en medio EMJH, afo-
radas a 1 mL con diluciones de cultivo especificas para que cada alicuota tuviera
una concentracion final de 5, 25, 50, 100, 1 000, 5 000, 10 000 y 100 000 bacte-
rias (Santamaria et al., 2005, Palaniappana et al., 2005). Se hizo una extraccion
de ADN para todas las alicuotas, cada set de ocho con dos soluciones de lisis di-
ferentes, AVL y ATL. Después se tomaron medidas de ADN en el NanoDrop y se

clasificd' la calidad de las bandas amplificadas en pruebas de PCR.

Variacion en tamaino de muestra de la extraccion y revoluciones al centrifugar

Esta prueba se hizo para saber si el tamafio del tubo en el que se hacia la
primera centrifugacion de la extraccion y si el volumen de la muestra, interferian al
hacer la extraccion de ADN.Para evitar variacion intrinseca entre muestras, se
mezclaron ocho muestras de orina filtrada de diferentes focas, se homogenizaron
y se dividieron en 16 tubos Eppendorf con 900 pL de orina cada uno y ocho tubos
Falcon de 15 mL con 14.9 mL de muestra cada uno. Se agregaron a cada alicuota
100 pL de cultivo con diferente concentraciones de Leptospira sp, 10°% 10%, 107
103, 10 10°, 10°y 107 (Palaniappana et al., 2005) para cada grupo de ocho tubos.
Estas alicuotas fueron extraidas como se indica el protocolo de Qiagen, usando

buffer de lisis AVL y emulando la centrifugacion que se hace en el campo (Anexo



56

10.1.2). El método 1) de extraccion fue aplicado a los primeros ocho tubos Eppen-
dorf, consiste en centrifugar 30 min a 14,000 rpm como lo marca el protocolo y
continuar con el botén; 2) se hace una centrifugacion de 15 min a 6,500 rpm (co-
mo en el campo) y a continuacién se trabaja con el boton como lo marca el proto-
colo usado (30 min de centrifugacién a 14,000 rpm, incubacion de 30 min a 56° C
co la solucidén de lisis y los siguientes pasos que marca Qiagen en su protocolo de
extraccion) y el 3) en donde los tubos Falcon se centrifugaron 15 min a 6,500 rpm
antes de continuar con el protocolo que marca Qiagen para la extraccion. De cual-
quier manera después de la primera centrifugacion se dejaba aproximadamente

0.5mL sobre el botén, se resuspendia el botdn y se continuaba con la extraccion.

Con el método anteriormente descrito esperabamos saber si habiamos per-
dimos sensibilidad para analizar las muestras de orina con PCR, debido a el mé-
todo de extraccion de ADN, en particular a la primera centrifugacion. El primer mé-
todo de extraccion fue el que se us6é en CEIEPAA (FCVZ, UNAM, Querétaro) y los
siguientes métodos son los que se usaron en las muestras colectadas durante
2010 para extraer ADN a partir de orina. Entre esos dos ultimos métodos se inten-
ta saber si el tamafio de la muestra influyé en la posible pérdida de Leptospira sp.,
al trasladar desde el campo solamente los botones de algunas muestras colecta-
das. Se usaron los cebadores de MSLT de Thaipadungpanit et al., (2007), con las
condiciones que el autor marca para su uso y el G1/2 con las condiciones antes

mencionadas en esta tesis.
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5.3.8 PCR con muestras de orina correspondientes a los organismos anali-

zados con MAT

De acuerdo a los datos obtenidos de las pruebas de microaglutinacion, se
hicieron PCR con G1/2 y B-64 I/l a las correspondientes muestras de ADN extrai-
do de la orina de los animales analizados con MAT. Las condiciones de PCR usa-

das fueron las ya establecidas en esta tesis para esos cebadores.

5.3.9 Comparacion de PCR hechas con muestras extraidas a partir de dife-

rentes métodos de conservacion

Una de las variantes que se requeria descartar era que el método de con-
servacion representara alguna forma de inhibicion para la PCR. Algunas muestras
colectadas en el campo eran lo suficientemente grandes como para dividirlas en
varias submuestras con conservadores diferentes. Se tomaron cuatro de esas
muestras de ADN con sus 6 y 7 métodos de conservacion diferentes (muestral:
métodos H,HB,I, IB, QOB y U; muestra 2: H, HB, I, IB, J y U; muestra 3: H, HB, I,
IB, Q, QB y U; muestra 4: H, HB, |, IB, J, Q, QB) y se termociclaron usando los

cebadores G1/2 y B64-I/Il con las condiciones de PCR descritas previamente.
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5.3.10 Confirmacién de las amplificaciones, triplicando las PCR

Para tener resultados certeros y no dudar ante la posible contaminacion y la
presencia de bandas inespecificas, se decidid hacer tres veces cada PCR para
poder compararlas entre ellas. Las réplicas se hicieron bajo las mismas condicio-
nes de acuerdo a cada cebador y se corrieron en geles todos al 1.7% de albumina,

para equiparar resultados.

5.4 Prueba de microaglutinacion

Este es una de los analisis méas utilizados en el diagnostico de la leptospiro-
sis, por la especificidad para identificar la serovariedad infectante. Sin embargo
presenta algunas desventajas como, la necesidad de mantener cultivos de diferen-
tes serovariedades, ademas que puede dar un falso positivo al reaccionar con an-
ticuerpos de vacunas; asi como que la enfermedad es detectable entre cinco y
siete dias después de la aparicion de los sintomas (Bharti et al.,, 2003, Levett,

2001, Myers, 2008).

Para llevar a cabo esta prueba, se mezcla el cultivo de una serovariedad en
varias diluciones de suero sanguineo y después de incubar, se observa en el mi-

croscopio de campo oscuro. Si se ven las bacterias aglutinadas en la superficie, se
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infiere la presencia de anticuerpos (Faine, 1982) y se reporta la mayor dilucion de

anticuerpos en la que se observo la aglutinacion.

Para analizar el suero sanguineo de destetados con el método anterior, las
muestras se enviaron al Laboratorio de Diagnostico y Constatacion Bacterioldgica
de la Universidad Autdbnoma de México (UNAM), que se encuentra en la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Antes de enviarlas, en el laboratorio de la
UABC, las muestras de sangre de destetados se centrifugaron 15 min a 14,000
rpm para retirar restos celulares, se pipeteo el sobrenadante a un Eppendorf® ya

etiquetado y finalmente se empaquetaron (Ver Anexo 10.1.2).

Las ocho muestras de destetados tomadas en abril de 2010 se analizaron
para las serovariedades Autumnalis, Ballum, Batavie, Bratislava, Canicola, Celle-
doni, Grippotyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Pyrogenes, Taras-
sovi. Las 38 muestras de marzo de 2011 se enfrentaron a las serovariedades Au-
tumnalis, Batavie, Bratislava, Canicola, Celledoni, Grippotyphosa, Hardjo, Ic-
terohaemorrhagiae, Mini, Pomona, Pyrogenes, Tarassovi. Todos los organismos
destetados tenian de uno a dos meses de edad. Las serovariedades se escogie-
ron de acuerdo a lo reportado para FEN y vectores que pudieron haber estado en
contacto con FEN en la isla, asi como las reportadas para México (Vado-Solis et

al., 2002, Carmona—Gasca et al., 2011).
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Después del viaje de campo y una vez que estaban en la UNAM, el suero
de cada organismo se diluydé 1:25 en solucion salina y se conservo en un Eppen-
dorf®. Se usaron placas Evergreen® (www.evergreensci.com) de 96 pozos (12x8)
de fondo plano. En cada placa, una por organismo, se agregaron 50uL de soluciéon
salina enlasfilasdela B alaHyentoda la fila A 100uL de suero diluido 1:25 de
un solo organismo. De la fila A se pipetearon 50uL a la fila B, quedando con una
dilucion final de 1:50 y de la fila B se pipetean 50uL a la fila C para diluir a 1:100 y
asi sucesivamente se diluy6 la concentracion del suero hasta la fila G. La fila H

funcioné como control, es decir, s6lo se coloca solucion salina (Ver Anexo 10.2.2).

A cada columna se agregaron 50 pL de cultivo bacteriano en medio liquido
EMJH de una sola serovariedad. De esa manera la fila A qued6 con una dilucién
de 1:50, la B 1:100 la C 1:200 y asi sucesivamente para cada serovariedad. Se
incubo la placa por al menos 1.5 hrs a 30° C y se observd cada pozo en el mi-
croscopio de campo oscuro a 5X para apreciar si se presentaban o no aglutinacio-

nes en la superficie de la solucion (Fig. 8).

Figura 9. Resultados de pruebas de microaglutinacion positiva (Izquierda) y nega-
tiva (derecha). Ampliacion en 5X en microscopio de campo oscuro.
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Aunque se considera como titulos positivos valores desde 1:20 al analizar
crias de lobo de California en la época de reproduccion de la especie (Godinez et
al., 1999, Acevedo-Whitehouse et al., 2003), no existe referente bibliografico para
el andlisis de una poblaciéon de FEN. Por lo tanto se optd por el valor propuesto
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, (Myers, 2008)) que marca como
limite determinante para diagnosticar humanos con leptospirosis titulos iguales o

mayores de 1:100.

5.5 Metodos Histoldgicos

Los métodos Histoldgicos permiten el estudio microscopico de un tejido pa-
ra observar deformaciones o dafios causados por enfermedades o traumas
(Stevens and Lowe, 2001). Tales hallazgos permiten emitir un diagndéstico o de-
terminar una causa de la muerte (Dierauf and Gulland, 2001). Para lograr dicho
analisis se necesita una muestra de tejido, que en este caso se limita a los orga-
nismos que mueren naturalmente, por lo que solo se trabajé con muestras de ri-

A6n de FEN destetados encontrados el mismo dia de su deceso en la Isla.

Se hizo una diseccion y se extrajo una muestra de cada rifidén, que se colo-
caron en recipientes estériles con alcohol al 95% y se conservaron en refrigera-

cion. Una vez en el laboratorio de histologia, las muestras se colocaron en casetes
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y se deshidrataron (Ver Anexo 10.3.1) automaticamente en un procesador de teji-
dos, se incluyd, cort6é y desparafind (Ver Anexo 10.3.2) de acuerdo a lo estableci-

do en el manual para el curso tedérico-practico de Histologia de la UABC(2008).

Se aplicaron cuatro técnicas de tincidén a los cortes histologicos. Las diferen-
tes técnicas fueron Hematoxilina-Eosina (H-E), Warthing-Starry, Tricromica de Ga-
llego y Wright. Estas técnicas permiten identificar lesiones, intrusiones o estructu-

ras no correspondientes a un rifion sano.

La coloracion de los tejidos tiene por objeto aumentar el contraste entre sus
diferentes estructuras. La coloraciéon H-E (Ver Anexo 10.3.3) por ser topogréfica,
permite realizar el estudio de 6rganos Y tejidos en su totalidad. Intervienen dos
colorantes, la hematoxilina que tifie los nucleos, ribonucleoproteinas citoplasmicas
y mielina, asi como la hematoxilina que es un colorante basico que se usa para

tefir el citoplasma en color rosa (Tapia-Vazquez et al., 2008).

La tincién Tricromica de Gallego (Ver Anexo 10.3.3) también es una técnica
topografica que permite poner de manifiesto las fibras colagenas especialmente.
Se usa la mezcla de dos colorantes, el carmin indigo y el acido picrico, el primero
se fija sobre las estructuras mas densas. Al final se observan los nucleos rojo vio-
leta, los haces de colageno azules, las fibras musculares verde-amarillas y la capa

coérnea amarilla (Ayala-Cano et al., 2009).
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La tincion de Wright resalta (Ver Anexo 10.3.3) los elementos formes de la
sangre asi como sus granulos facilitando la identificacion de cada elemento celu-
lar. La tincion Warthing- Starry resalta especificamente las espiroquetas tifiéndolas
de negro por un aglomerado de plata reducida que contrasta con el tejido de fondo
amarillo o café claro originado por una concentracion baja de plata depositada

(Faine, 1964, Colagross-Schouten et al., 2002).
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6. RESULTADOS

6.1 Prueba de microaglutinacion

Los titulos obtenidos de las 46 muestras de suero analizadas se observan
en Figura 10 y en la tabla con los resultados de cada microaglutinacion en el

anexo 10.2.2.

1

m>1:20

m=1:50

21:100

Numero de individuos
O = N W ks 0 G N 0w O

Aut Bat Bra Can Cel Gri Har Ict Pom Pyr Tar
Serovariedad

Figura 10. Namero de individuos con titulos para las diferentes serovariedades.
1:20+, 1:50+, 1:100+: respectivamente individuos con titulo de 1:20 o mayor, 1:50
0 mayor, 1:100 o mayor. Aut: Autumnalis; Bat: Batavie; Bra: Bratislava; Can: Cani-
cola; Cel:celledoni; Gri: Grippotyphosa; Har: Hardjo; Ict: Icterohaemorrhagiae;
Pom: Pomona;Pyr: Pyrogenes y Tra: Tarassovi

Las serovariedades con el mayor numero de individuos positivos fueron
Bratislava (13.0% con 1:100 o mas), Tarassovi (10.9%) y Batavie (8.7%). El titulo

maximo observado es de 1:3200, que fue obtenido para dos serovariedades (Bra-
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tislava y Tarassovi) en un individuo, y para una serovariedad (Tarassovi) en otro.
Considerando el titulo maximo observado en cada individuo, el promedio de todas
las pruebas MAT (con titulo) fue de 1:485 (coeficiente de variacion = 1.93). Exclu-
yendo los de dos los individuos con titulo de 1:3200, los organismos con titulos
mas altos fueron siete individuos con 1:200 para una 0 mas serovariedades, y tres
con 1:400. El porcentaje de machos positivos para una o mas serovariedades fue
mayor que el porcentaje de hembras con el criterio de 1:50 o mas (51.7% N=29 vs
35.3% N=17), pero la diferencia no fue estadisticamente significativa (Prueba
exacta de Fisher: P = 0.14) . Con el criterio de 1:100 el porcentaje de individuos
positivos fue igual en los dos sexos (34.5% vs 35.3%). Los dos individuos con titu-
los de 1:3200 eran machos, pero no se observéd una diferencia significativa en el
titulo maximo de machos y hembras (mediana = 1:200 en ambos sexos, prueba

exacta de Mann-Whitney: P = 0.63).

6.2 Métodos moleculares

6.2.1 Tratamientos para conservar el ADN en la orina

Con las muestras colectadas durante 2010, 266 muestras y 836 alicuotas,
se hicieron los analisis. Se agruparon los tratamientos en muestras conservadas
con sales, guanidina, congelamiento, alcohol, glicerol y filtros, Por medio del anali-
sis visual en los geles de agarosa se calificaron las bandas observadas en las fo-

tos de cada extraccion. Se tomod en cuenta la intensidad de brillo de cada banda
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como medida de la cantidad de ADN. Para ello se establecid un valor de 5 a la
banda mas brillante y de cero a la muestra en la que no se observaba banda. En
la siguiente figura (Fig. 11) se observan unas bandas ejemplo para cada valor

asignado.

Figura 11. Evaluacion visual de bandas. La figura muestra un ejemplo de la clasi-
ficacion cualitativa de las bandas de ADN en los geles, basada en la intensidad de
la banda.

También se analiz6 la degradacién de las bandas calificAndolas como no
degradadas, escasamente degradadas, mediana y fuertemente degradadas. Del
analisis visual de las bandas de ADN se obtuvo un puntaje medio de 2.96 para los
buffers hechos a base de sal y una media de 1.39 (Tabla 1X) para los que tienen
base de guanidina. Se aplicé una prueba T con una diferencia media entre medias
igual a P=0.0001.

Tabla IX. Evaluacién visual de las bandas de ADN por tipo de conservador. ES:

error estandar; LCI: limite de confianza inferior al 95%; LCS: limite de confianza
superior al 95%.

Tratamiento N (alicuotas) Media ES LCI LCS
Filtros (11) 20 0.3 0.29 -0.26 0.87
Congelar (26) 54 1.56 0.17 1.22 1.89
Guanidina (141) 270 1.39 0.17 1.05 1.72

Sales (61) 65 2.96 0.2 2.58 3.36
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Las muestras de ADN extraidas a partir de muestras de orina conservadas
en filtros Zymo, revelan ser las menos eficientes y le sigue el congelamiento. Los
meétodos que presentaron la mayor eficacia fueron: soluciones salinas (RNA later)
y las soluciones que contenian guanidina. Los anteriores se dividieron en buffers

con guanidina y los hechos a base de sales para su analisis.

Con los datos obtenidos del Nanodrop® a partir de 323 tratamientos de
guanidina y 82 hechos a base de sales, se obtuvo una concentracion media de
34.55 ng/uL para los de guanidina y de 110.99 ng/uL para los hechos con sales.
Se aplicd una prueba T con una correccion de Welch: la diferencia media=76.45;
intervalo de confianza al 95% de la diferencia= -99.20, 60.56; t= -8.21; gl= 85.58;
P= 0.0001 (Tabla X). Los resultados de ambos analisis (clasificacion cualitativa y
medida de concentracion) nos indican que los tratamientos hechos a base de sa-

les son los mejores conservadores de ADN en las muestras de orina.

Tabla X. Concentracién de ADN por tipo de conservador. ES: error estandar; LCI:
limite de confianza inferior al 95%; LCS: limite de confianza superior al 95%.

Tratamiento N (alicuotas) Media ES LCI LCS

Filtros (11) 18 16.86 6.54 4.04 29.68
Congelar (14) 14 61.59 17.99 26.32 96.85
Guanidina (146) 323 34.55 3.11 28.46 40.64
Sales (51) 82 110.99 13.02 85.47 136.52

Al medir el ADN en el Nanodrop® se observaron tres tipos de gréaficas dife-

rentes: 1) curva con un solo pico de absorbancia a 260 nm, correspondiente al
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espectro absorbido por el ADN, sin evidencias de contaminacion (Fig. 12); 2) curva
con dos picos, uno a 230 y otro a 290 nm y un valle a 260 nm, indicando contami-
nacion y baja concentracion de ADN (Fig. 13); 3) curva con un pico cargado a la
izquierda a 230 nm, indicando presencia prevalente de contaminantes y baja con-

centracion de ADN (Fig. 14).
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Figura 12. Grafica esperada de concentraciéon de ADN extraido a partir de mues-
tras de orina (un solo pico en la regiéon de maxima absorbancia del ADN, 260 nm)

Otro tipo de curva presentd una curva con dos picos, uno a 230 y otro a 290
nm arrastrando los datos de la concentracion de ADN (Fig. 12) la dltima curva
mostré un pico cargado a la izquierda en el espectro de 230 nm, indicando conta-

minacién en las muestras de ADN extraido (Fig. 13).
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Figura 13. Caso | de contaminaciéon y baja concentracion de ADN extraido de
muestras de orina.
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Figura 14. Caso Il de contaminacion y baja concentracion de ADN extraido de
muestras de orina.
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6.2.2 Limpiezade ADN

Con dos kits de limpieza (GET™ CLEAN DNA y Power-Clean DNA®) sélo
se observo una gran disminucion del ADN en las muestras, pero no mejoro la ca-
lidad ya que las curvas a 230 y 290 nm, indicadoras de contaminantes, permane-

cieron.

La prueba hecha duplicando los lavados con AW1 y con AW2 generd una
reduccion en los contaminantes, pero en el gel de agarosa de la extraccion no se
observaron bandas claras. En el gel de las PCR hechas usando los tres cebadores
con mejor limite de deteccion (LipL41, ADK y RRS) no hubo resultados que mar-

caran una diferencia entre los métodos de limpieza.

6.2.3 Extraccion de ADN de cultivos de Leptospira sp. (controles po-

sitivos)

De todas las extracciones del cultivo de las 10 serovariedades de bacterias
Leptospira sp. generaron bandas de ADN de buena calidad en los geles. El pro-
medio general de la concentracion de la primera elucion de acuerdo a las medidas

de Nanodrop® fué de 78.94 ng/uL (Fig. 15).
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Figura 15. Gel de 1% de agarosa ADN extraido de cultivo de Leptospira sp. de
tres serovariedades diferentes

6.2.4 Amplificacion de ADN de FEN y bacterias

Con el primer cebador usado (ZCWCO03) solo se obtuvieron amplificaciones
a partir de muestras de orina de machos y las bandas mas brillantes se obtuvieron

a partir de 30 min de incubacion al extraer el ADN, tiempo que se uso para la ex-

traccion de todas las muestras siguientes (Fig. 16).

2652 pb

(===
350 pb E
250 pb — . : -

M HMHM H M H M H MH

0 min 15 min 30 min
Figura 16. Bandas de ADN de FEN, M: masculino; H: hembra. Se amplificé usan-

do el cebador ZCWCO03 con tres tiempos de incubacion para digerir la muestra,
izquierda O min, centro 15 min y derecha muestras 30 min.
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Las pruebas con muestras de orina y cebadores para amplificar bacterias
fueron positivas. Los problemas de contaminacion del control positivo se resolvie-

ron exponiendo la mezcla de PCR sin ADN a la luz UV (Fig. 17).

Figura 17. Bandas de ADN extraido de muestras de orina amplificando para ce-
badores de A) bacterias en general (65ab /DG74), B) Gram + (143/ DG74) y C)
Gram - (68d/DG74).

6.2.5 PCR con muestras de orina

Las PCR que se hicieron con muestras de orina en su mayoria no presenta-
ron bandas, las que presentaron bandas no siempre eran de tamafio especifico y
las que si pertenecian al tamafio deseado solian tener en el mismo carril bandas
de menor tamafio por debajo como se muestra en la figura 18. El cebador tpiA
(554 pb) del MLST de Thaipadungpanit, (2007) presenta, para las seis muestras
de ADN extraido a partir de orina, presentan bandas brillantes de tamafio que va-

ria entre 150 y 200 pb. Solamente dos muestras (3 y 4) tienen bandas de tamafio
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especifico de acuerdo al control positivo y la escalera, pero incluso estas muestras

presentan entre seis y siete bandas de menor tamafio.

Figura 18. PCR con ADN de muestras de orina. Se observa la amplificacion de
bandas inespecificas y dos bandas de tamafo especifico para el cebador tpi A
(554 pb) del MLST de (Thaipadungpanit J et al., 2007).

6.2.6 Optimizaciéon de las reacciones de PCR (mejoras en tiempo y
calidad)

PCR multiplex

El intento de PCR multiplex no funcioné como se esperaba. A la temperatu-
ra que amplificaba bien G1/2 no presentaban buenas bandas con B64 I/ll y a la

temperatura que amplificaba bien el cebador B64 I/ll no lo hacia para G1/2. Por lo
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anterior se decidid no usar este método con las muestras problemas ya que nos

acarraria un nuevo factor para considerar al analizar las muestras.

Variacion en el volumen de la reacciéon

Con volumenes de reaccion totales de 25 uL y 15 pL amplificaron ambas
muestras de ADN sin diferencias aparentemente importantes. EI ADN usado esta-
ba diluido 1:10 y con tan solo 1 pL se obtenian resultados positivos como se ob-
serva en la figura 19. Por lo tanto se trabaj6é con volumen de 15 pL de reaccion en

todas las PCR.

CN CN CN CN
563 pb a —
285 pb - - —

Hardjo |Grippo Grippo | Hardjo
G1/2 B64 || B64I-I G1-2

25 uL 19 HL

Figura 19. Gel 1.5% agarosa. Comparacion de volumen final en PCR con cebado-
res G1/2 (285 pb) y B64-1/11 (563 pb). La reaccion de 25 pL (izquierda) se hizo con
3 uL de ADN y la de 15 pL (derecha) con 1 uL de ADN, ambas reacciones tenian

una concentracién de 2mM de MgCl,. CN: Control Negativo.
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Facilitador de PCR (BSA)

El uso de albumina bovina no generdé cambios importantes en las amplifica-
ciones. En la figura 20 se observan cuatro filas con 23 muestras cada una, la pri-
mera fila de PCR se hizo sin albumina, la siguiente se hizo con 0.05% de albumi-

na, la tercera con 0.1y la ultima con 0.2% de albumina.

Observando la figura se aprecia que la muestra siete es mas brillante con
0.05 y 0.1 % de albumina, a diferencia de 0.2% y sin albumina en donde no se
presentan y las muestras cuatro y ocho solo amplificaron con albumina al 0.2%, al
contrario de las muestras seis y 14 que si presentan bandas sin albumina y con
0.05y 0.1% de albumina y no en 0.2% de albumina. En cuanto al total de bandas,
se amplificaron 15 sin albumina y 15 con 0.05%, 13 bandas con 0.1% y 12 con
0.2% de albumina. Por lo que al no encontrar una diferencia importante no se usé

para analizar las muestras.
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Figura 20. Gel al 1.7% de agarosa corrido por 28 min se observan las mismas
muestras cuatro veces a lo largo del gel con diferente concentracién de albimina
de suero bovino en cada fila. CN: control negativo. Del lado derecho se indican los
tamafos de las bandas mas brillantes de la escalera.
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Variaciéon en la concentracion de ADN v en el nUmero de ciclos de la PCR

Las PCR se hicieron con el primer G1/2 y muestras de sangre (1-5,7-11) y
de orina (77, 8, 9"y 10") foca elefante, una de rifién de foca de puerto (6) y sangre
de lobo de California (12). En el gel de la figura 21 se observa horizontalmente las
diferencias por el numero de ciclos 40 y 50. Las muestras de la parte superior del
gel se sometieron a 40 ciclos y solo se observan dos lineas tenues de tamafio es-
pecifico (muestras de sangre 9 y 11) en la primera columna. La linea inferior que
muestra las PCR termocicladas con 50 ciclos, presenta bandas mucho mas brillan-

tes de tamafio especifico e inespecifico.

El gel también esté dividido de manera vertical por dos lineas verdes. Cada
columna contiene muestras con diferentes concentraciones de ADN. En la prime-
ra columna las muestras tienen 4 pL de ADN, en la siguiente tienen 8 y en la Ulti-
ma 12 pL. La primera columna es la que presenta mas bandas de tamafio especi-
fico e inespecifico. En la parte superior, es decir a cuarenta ciclos, si se observa-
ron dos bandas tenues de tamafio especifico (9 y 11) y cuatro bandas mayores de

500 pb (bandas No. 6-8 y la 10).

En la parte inferior, es decir con 50 ciclos se observan cuatro bandas bri-
llantes (1, 3, 6 y 8). Trazando una linea horizontal sobre los controles que estan en
cada esquina y después de que el gel haya corrido 50 min, se puede observar que
las bandas mas brillantes tienen un tamafo mayor a 300 pb cuando el tamafio es-

perado es de 285 y que las bandas de los controles positivos (CP) estan por deba-
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jo de la banda correspondiente a 300pb de la escalera.

En la columna de 8 uL de ADN solo se observa una banda en la zona infe-
rior (50 ciclos) cuyo peso es menor a 200pb y en la ultima columna se aprecia una
pequefia banda de 100 pL de ADN en la zona de 50 ciclos. En general en la PCR
hecha con 50 ciclos se observa mayor acumulacion de dimeros al final de los ca-

rriles del gel.
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Figura 21. Gel al 1.7% de agarosa corrido por 28 min. Las mismas muestras de
ADN en la linea superior y la inferior, pero con diferentes concentraciones de ADN
(columnas) y con diferentes ciclos de amplificacién (renglones). CN: control nega-
tivo; CP: control positivo.

6.2.7 PCR limite de deteccion

Diluciones de ADN bacteriano

Las diluciones de ADN bacteriano en AE nos mostraron que el limite de de-
teccion de los cebadores del MLST de Ahmed (2006) y de G1/2 y B64 I/l es de
1:10,240. En la figura 22 se observa el limite del cebador ADK y aunque en li dilu-

cion 1:40,960 no amplificd, se puede hacer un analisis mas refinado con diluciones
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intermedias entre ambas. Los cebadores del MLST de Thaipadungpanit et al.,
(2007) alcanzaron a cubrir las cuatro diluciones hasta 1:163840, mostrando un
limite de mas alcance, las Unicas diferencias entre esos cebadores es que el fadD

presentd bandas mas tenues que cualquiera de los otros seis cebadores.
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Figura 22. Bandas de ADN de Leptospira sp en diluciones, amplificando para ADK
(531 pb) (MLST de Ahmed et al., 2006) hasta 1:10240.

ADN de Leptospira inoculado en elucién de orina

Se observo inhibicion en las bandas de las muestras de ADN inoculado en
eluciones de muestras de orina. Las cuatro primeras bandas del gel de la figura 23
se observan muy brillantes a diferencia de las siguientes cuatro, que corresponden
a la prueba de inocular ADN en una muestra de orina que no habia amplificado
para ningun cebador. Las muestras prueba solo presentan dos bandas con las dos
diluciones mas altas usadas para esta PCR con secY (549 pb). Los otros cebado-

res del MLST de Ahmed (2006) y G1/2 presentan casos semejantes en donde to-
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das las bandas de las muestras inoculadas en la elucion de orina se ven mas te-
nues que las de el ADN inoculado en buffer AE. Solamente tres cebadores fueron
capaces de amplificar todas las muestras, aunque como ya se menciono, las ban-
das inoculadas en elucion de orina son mas tenues, esos cebadores son G1/2,
ADK vy LipL41. El cebador GspD solo amplifico la primera dilucién inoculada en
eluciéon de orina, ICDA y RRS amplificaron las tres primeras eluciones y LipL32 y
SecY solo amplificaron las dos primeras (Fig. 23). Con este nuevo experimento
podemos analizar que los cebadores del MLST de Ahmed et al. (2006) llegan a
amplificar hastal:30720, al igual que G1/2 cuando el ADN esta diluido en AE. El
anico cebador del MLST que presenté bandas muy tenues al amplificar estas dilu-

ciones fue ICDA.

1:2560_ADN
1:20480_ADN
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Figura 23. PCR donde se observa inhibicion en las eluciones de muestras de ori-
na inoculadas con ADN de cultivo, en comparacion con las bandas intensas de
ADN diluido en AE. PCR con secY cebador (549 pb) de MLST de Thaipadungpanit
et al., (2007).
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Variacion en las soluciones de lisis en muestras de orina inoculadas con Leptospi-
ra sp.

Esta prueba demostré que las muestras lisadas durante la extraccion con
solucion de lisis ATL presentaron una deficiencia al ser amplificadas. En la figura
24 se observa en la fila superior del lado izquierdo de la escalera las bandas am-
plificadas con G1/2 en donde se puede observar que amplifica hasta 100 bacte-
rias, a diferencia de la fila inferior en don de no se observa mas que una ligera
amplificacion con 5,000 bacterias. Del lado derecho no se ven cambios importan-
tes en la amplificacién, aunque de igual manera la extraccién se hizo con dos so-
luciones de lisis diferentes. A partir de esta muestra se hicieron las extracciones
con la solucién de lisis AVL (Qiagen) por lo que las muestras colectadas en 2011

se extrajeron con tal solucion.

Buffer AVL

i

CN

Buffer ATL

Figura 24. Lado izquierdo de la escalera amplificaciones con G1/2 (285 pb) y del
lado derecho de la escalera con B64 I/l (563 pb). La extraccién de las muestras
de arriba se hizo con el buffer de lisis AVL y la de abajo con ATL.
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Variacion en volumen de muestra y contenedor durante la primera centrifugacion
de la extraccion de orina.

La prueba muestra en general que los cebadores amplificaron la primera
dilucién extraida (10°) con el métodol). Solamente el cebador GspD no amplifico
para ninguna dilucion de ningdn método de extraccion. La figura 25 muestra el
ejemplo de la prueba hecha a los cebadores del MLST de Ahmed et al. (2006) y a
G1/2. Se observan las amplificaciones hechas con el cebador ADK (531 pb), los
controles positivo y negativo y las diluciones de bacterias correspondientes a ca-
da método de extraccion. El peor método de extraccion para todos los casos es el
3) por lo que al final de esta prueba sabemos que se pueden perder bacterias en
una muestra de mayor volumen (15 mL) al centrifugar a bajas revoluciones por

minuto (6,500) durante poco tiempo (15 min). Por lo anterior es que todas las

muestras colectadas durante el 2011 se centrifugaron 30 min a 14,000 rpm.

Figura 25. Gel 1.7% de agarosa cebador ADK (531 pb). Orina filtrada e inoculada
con Leptospira sp. diluidas de 10° a 10’ y tres métodos de extraccién diferentes.
Solamente las muestras con mas bacterias de los métodos de extraccion 1y 2,
presentan amplificacion positiva. El método 3 no presentd ninguna amplificacion
especifica.
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6.2.8 Comparacion de PCR entre métodos de conservacion

Se hicieron pruebas con muestras de ADN de orina que tuvieran mas ali-
cuotas con diferente método de conservacion, para saber si alguna alicuota con-
serva mejor el ADN de bacteria. Los primeros resultados fueron amplificacién
inespecifica bastante intensa de algunas muestras y otras no. Para estas PCR se
usaron muestras que en los datos de Nanodrop® arrojaba una buena concentra-
cién de ADN y poca contaminacion. En la figura 26 observamos una muestra con-
servada de tres formas diferentes I: RLS; IB: RLS con 3-mercaptoetanol y QB:
GLS2 con R-mercaptoetanol. Solo se presenta una banda definida con el método
IB, y en los otros carriles con | y QB se observan por lo menos dos bandas tenues
por cada carril. Todas las bandas observadas en la imagen son de menor tamafio

que el control positivo.

2652 pb

350 pb
285 pb

Figura 26. PCR prueba en donde se observa la amplificacién de bandas inespeci-
ficas para una muestra de orina conservada de tres formas diversas (I: RLS ;IB:
RLS con B-mercaptoetanol y QB:GLS2 con B-mercaptoetanol ). Cebadores usados
G1/2 (285 pb) en un gel 1.5% de agarosa.
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6.2.9 PCR a partir de ADN extraido de rifion

De las muestras de rifion de animales muertos encontrados en el campo la
mayoria amplificé inespecificamente. Al probar el MLST de Thaigpandunpagnit et
al. (2007) algunos cebadores presentaron una banda clara de tamafio especifico,
pero no siempre se repetian las muestras positivas con todos los cebadores. De
29 muestras de raton, 13 fueron positivas con el primer sucA. De 6 rifiones de ele-
fante analizados, 3 tuvieron amplificacion, uno con los cebadores sucA y ADK, otro

con fadD y uno mas solamente con sucA (Fig. 27).

600 pb
559 pb

Figura 27. Gel 1.7% de agarosa se hizo con el cebador SucA (559 pb). Se obser-
van bandas de tamafio del control positivo para seis muestras de rifién de raton.
También se presentan bandas de menor tamafio por debajo de las bandas especi-
ficas.
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6.2.10 PCR a partir de ADN extraido de sangre

Las PCR para microsatélites de ZCWC03 amplifico el 96% de las mues-
tras, por lo que dedujimos que el PCR no se inhibe y que hay ADN amplificable, de
FEN. Usando el cebador 65ab que amplifica ADN de cualquier bacteria se amplifi-
cO el 47% de las muestras de FEN y el 25% de LoCa (n=8), pero para ambos ca-
sos amplificd una serie de hasta cuatro bandas por muestra (Fig. 28). En ocasio-
nes el Control Negativo también era positivo, por lo que se radi6 el mix, sin ADN,

con luz UV durante 5 min.

Figura 28. Gel 1.7% de agarosa se hizo con el cebador 65ab/DG74. Se observa
bandas de tamafio del control positivo para amplificar cualquier tipo de bacterias.
Del lado izquierdo del gel se amplificaron muestras de foca elefante y del lado de-
recho de Lobo de California.

Con el cebador 68d se logré amplificar el 85% de las muestras de FEN y el

100% de las de LoCa (n=7). Este cebador amplific, una sola banda definida.

El cebador B64 solamente amplifico los controles positivos (563 pb) que se

hacen con el ADN de Leptospiras sp. cultivadas. A diferencia del G1/2 que amplifi-
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co diferentes bandas que no son del tamafo esperado (283 pb). La mayoria de las
muestras no presenta ni siquiera amplificacion inespecifica. El 2% (n=289) mues-
tras presentan bandas del tamafio buscado, pero al repetir la PRC el resultado no

pudo ser confirmado.

6.2.11 PCR por triplicado

En ningdn caso con ningun primer se obtuvieron resultados positivos en las
tres ocasiones que se hizo cada PCR. Se observaron bandas de tamafo inespeci-
fico, que se repetian aleatoriamente en las replicas. Por lo anterior no se hicieron

réplicas por cada PCR.

6.3 Resultados histopatoldgicos

6.3.1 Muestra H0022

Se obtuvieron siete laminillas tefiidas con H-E, ocho con Wright, una con tri-

cromica de Gallego y dos con Warthing-Starry.

Tincién H-E: se observo que los vasos sanguineos no presentan dafios. Las
capsulas de Bowman presentan una granulacion hialina en el epitelio plano sim-
ple, que es mas abundante en los tibulos contorneados. Los tdbulos contornea-

dos proximales presentan destruccién, se aprecian nucleos pignaéticos.
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Tincion Wright: No hay presencia de polimorfonucleados, pero si se obser-
vo la infiltracion de mononucleados en el asa de Henle y glomérulos. Se hicieron
mas evidentes las lesiones en el tejido necrético con la presencia de nucleos

pignoticos y tejido

Tincion Tricromica de Gallego: las fibras colagenas lisas se encontraron en

buen estado

Tincién de Warthing-Starry: No se observaron espiroquetas.

Figura 29. Rifién tefiido con H-E (100X) Arriba. Flechas rojas: hemorragias; N:
infiltracion leucocitaria en glomérulos.
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Figura 30. Rifion tefiido con H-E (100X) Abajo. La flecha azul: espacio perinurina-
rio aumentado; la flecha roja indica la ruptura de la cdpsula de Bowman.

6.3.2 Muestra HO027

Se obtuvieron ocho laminillas tefildas con H-E, nueve con Wright, una con

tricromica de Gallego y dos con Warthing-Starry.

Tincion H-E: se observé deformacion de las células epiteliales por la pre-
sencia de vacuolizacién con solucién hialina. Los tubulos contorneados proximales

presentan destruccion, por ruptura celular.

Tincion Wright: presencia de infiltrados intersticiales y en glomérulos de lin-

focitos.
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Tincion Tricrémica de Gallego: se observé la ruptura de algunas fibras de

vasos sanguineos.

Tincion de Warthing-Starry: No se observaron organismos semejantes a

espiroquetas.

Figura 31.Tincion Wright (100X). Glomérulo en donde las flechas amarillas sefa-
lan células infiltradas mononucleadas y la roja sustancia hialina infiltrada en el es-
pacio periurinario.
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6.3.3 Muestra HO028

Se obtuvieron cinco laminillas tefiidas con H-E, cuatro con Wright, dos con

tricromica de Gallego y dos con Warthing-Starry.

Tincién H-E: se observo una posible retraccion en los tubulos contorneados
proximales que promueve la pérdida de la morfologia celular. Se observa lisis ce-
lular por la presencia de nudcleos pignéticos. Los tubulos contorneados distales
también presenciaron muerte celular al igual que los tibulos conectores que tam-
bién se marcaron por la presencia de nucleos pignaéticos. La presencia de una sus-
tancia hialina en tubulos contorneados distales y capsulas de Bowman asi como
engrosamiento del tejido epitelial de la capsula en donde se observa la sustancia
hialina. Se observa la presencia de una estructura conformada por un grupo de
particulas obscuros en el centro de un par de glomérulos hacia el conducto cerca
de los tubulos conectores proximales. La misma estructura se observé en tubulos

contorneados distales.

Tincién Wright: esta muestra presenta una mayor presencia de mononu-
cleados en glomérulos, se observo acidofilia en algunos tubulos de Malpigi y glo-

mérulos, asi como nucleos pignoticos y cariorrexis.
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Tincion Tricromica de Gallego: las fibras colagenas lisas se encontraron en
buen estado pero se observé un aumento en los fibroblastos en sitios lesionados.

Tincion de Warthing-Starry: No se observaron espiroquetas

Figura 32. Tincién Tricromica de Gallego (100X). Rifién tefiido con luz de vaso
disminuida por el aumento del tamafio de las células que lo conforman, se aprecia
cariorrexis, flechas rojas, y la presencia de vacuolas con sustancia hialina que sale
a la luz del tubulo desde las células con la membrana celular degradada. La linea
amarilla sefiala la escasa luz del tubulo.
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Figura 33. Tincion Wright (40 X). Necrosis multifocal del epitelio tubular con infil-
tracién hialina intracelular y extracelular.

Figura 34. Tincion Wright (100 X). Infiltracion hialina y ruptura del tejido del tabulo.
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7. DISCUSION

7.1 Evidencias de exposicion a Leptospira sp. en la foca

elefante del norte

Las pruebas de microaglutinacion muestran que hay exposicion a Leptospi-
ra spp. patégenas en la foca elefante del norte de las Islas San Benito, ya que se
observaron titulos de por lo menos 1:100 para una o mas serovariedades en el
61% de los animales analizados. Naturalmente la exposicion a Leptospira spp.
patégenas no significa que haya leptospirosis y de igual manera la identificacion
de algunos casos de leptospirosis no implica per se que la leptospirosis sea una
enfermedad importante para la poblacion, en vista de que la evolucion del impacto
de un agente patdégeno sobre la demografia o viabilidad de una poblacién es un
tema complejo (Epstein et al., 2003). Por otro lado, se ha demostrado no solo que
hay seroconversion para varias serovariedades patdgenas en diferentes indivi-
duos, sino también que en algunos de ellos los titulos de MAT son iguales o mayo-
res a los normalmente asociados a leptospirosis (Levett, 2001) y mas altos de los
observados en casos de leptospirosis en foca elefante con un diagndstico final de
falla renal (Colgrove et al. 2005). Asi mismo éstos titulos son mas altos que los
encontrados incluso en otras especies de pinnipedos diagnosticados con leptospi-
rosis como el lobo marino de California (Acevedo-Whitehouse et al., 2003). Nin-

guno de los animales muestreados tenian evidencias clinicas de leptospirosis co-
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mo Ulceras, letargo 6 deshidratacion (Cameron et al. 2008) y todos presentaban
una condicion corporal normal para su edad. Altos titulos en el MAT junto a falta
de evidencias clinicas fueron observados previamente en destetados de foca ele-
fante (Stamper et al. 1998). En concreto, nuestros resultados proporcionan la pri-
mera evidencia de exposicion a Leptospira sp. en un pinnipedo de la costa del Pa-
cifico de Baja California, y la primera evidencia de exposicion a Leptospira sp. en
una poblacién silvestre de foca elefante del norte, ya que las evidencias previas de
leptospirosis en esta especie fueron encontradas en animales varados (Colegrove,

et al. 2005, Cameron et al. 2008).

La leptospirosis es una enfermedad importante para los pinnipedos y puede
llegar a generar mortalidad masiva en algunas especies (Gulland and Hall, 2007,
Lloyd-Smith et al., 2007, Zuerner et al., 2009). Ademas, los mamiferos marinos por
su gran cantidad de grasas, suelen acumular toxinas que pueden producir una
supresion del sistema inmune, y los hacen mas susceptibles a cualquier tipo de
enfermedad (Swart et al. 1994). En vista de lo anterior, es importante profundizar
en la investigacion para entender si efectivamente existe una infeccién aguda de
leptospirosis en la poblacién de foca elefante del norte de las Islas San Benito, y
de México en general, y si la enfermedad tiene un efecto sobre la demografia y

viabilidad de la especie.
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La serovariedad mas representada en este estudio fue la Bratislava, a dife-
rencia de lo observado en el pinnipedo mas estudiado para la leptospirosis, el lobo
marino de California, que por lo general presenta seroconversion para Pomona
(Zuerner, et al. 2009), serovariedad poco presente en las muestras que analiza-
mos de FEN. Esta serovariedad se encuentra normalmente en mamiferos terres-
tres, especialmente en caballos y cerdos (Adler y de la Pefia-Moctezuma, 2010).
Es importante destacar que Bratislava es una serovariedad de la especie L. inte-
rrogans, al igual que Pomona y no de L. kirshneri que es la especie de Leptospira
mas frecuentemente identificada en la foca elefante del norte con métodos mole-
culares (Cameron, et al. 2008). Las serovariedades de L. kirshneri no se encontra-

ron frecuentemente en nuestras muestras de foca elefante del norte.

En las Islas San Benito se han introducido animales domésticos, pero no se
conoce el detalle de éstas introducciones como para estimar el riesgo de transmi-
sion de leptospirosis. El Unico animal no nativo introducido para el que se conoce
la modalidad y temporizacion de introduccién es el raton P. eremicus cedrosensis,
gue en afos recientes fue accidentalmente llevado de Isla de Cedros a las San
Benito, ha ocupado gran parte del territorio de la Isla Oeste y no se ha podido con-
trolar (comunicacién personal del GECI?, 2010). Colgrove et al. (2005) mencionan
a ratones de género Peromyscus como importante fuente de contagio, y Collares-

Pereira et al. (2001) resaltan el papel tan importante que juegan los roedores en

®> Grupo de Ecologia y Conservacion de Islas, A.C.(www.islas.org.mx)
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general para la transmision de la leptospirosis. Una parte importante de los rato-
nes muestreados dieron resultados positivos en las PCR, por lo que parecen por-
tadores de Leptospira sp. Los ratones se han observado cerca de las &areas de
descanso y reproduccion de las focas elefante y por ello no se puede descartar un
contagio cruzado entre ambas especies, que se puede presentar debido a el con-

tacto con orina infectada.

El contacto con animales silvestres, ya sea por personas que llevan a cabo
actividades profesionales o recreacionales incrementa la incidencia de leptospiro-
sis en personas (Monahan et al., 2008, Bharti et al., 2003) y por ese motivo es que
la presencia de Leptospira sp. y posiblemente de leptospirosis en las focas elefan-
te, representa un riesgo potencial para la salud de los pescadores, sus familiares y

los turistas que visitan las Islas San Benito.

7.2 Estudio de enfermedades en poblaciones silvestres
de pinnipedos

Los pinnipedos, y los mamiferos marinos en general, son dificiles de estu-
diar por su estilo de vida. En particular es dificil tomar muestras para evaluar su
estado de salud y estudiar sus enfermedades (Gulland, 2007), una tarea basica
para la estimacion de su estatus, probabilidad de sobrevivencia, y conservacion.

La mayoria de los datos disponibles sobre enfermedades de pinnipedos ha sido
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tomada a partir de animales varados (Greig Denise J. et al., 2005) y son muy raros
los estudios desarrollados en poblaciones silvestres, por la complejidad en la lo-
gistica, la dificultad en el muestreo y los problemas de conservacion de las mues-
tras en el campo. Una de la posibles soluciones implica el muestreo con métodos
no invasivos que se pueden implementar con mayor facilidad en poblaciones sil-
vestres sin producir dafio a los animales, asi como el uso de herramientas molecu-
lares para la deteccion de los patdégenos, gracias a que éstos métodos, en teoria,
tienen una mayor sensibilidad, y pueden trabajar con muestras de calidad inferior,
comparandolos con los métodos tradicionales, por ejemplo, los serolégicos (Ca-
meron, et al.2008). Desde este punto de vista las muestras de orina por son el
medio ideal para el estudio de leptospirosis en pinnipedos, dado que las Leptospi-
ra spp. son emitidas naturalmente en la orina de los organismos infectados y que

la orina es facil de muestrear de forma no invasiva (Valiere and Tablerlet, 2000).

Desafortunadamente, los niveles de metabolitos y biomoléculas presentes
en la orina se modifican a lo largo del dia de acuerdo a la fisiologia del animal
(Landi and Caporaso, 1997). Como la composicion quimica de las muestras de
orina varia mucho (Holland, et al. 2003), puede afectar la estabilidad de la muestra
y del ADN bacteriano (Lucchesi et al., 2004). Ademas, la orina contiene grandes
cantidades de contaminantes e inhibidores de PCR, como la urea (Khan et al.,
1991). Todos estos factores complican el uso de las muestras de orina para la de-

teccion de leptospirosis usando métodos moleculares y por estas rezones en este
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estudio se dedicé mucho esfuerzo a desarrollar un protocolo eficaz de preserva-
cion de las muestras de orina de foca elefante en el campo y de extraccion de

ADN de Leptospira sp.

El uso de soluciones saturas de sales nos permitio preservar de manera efi-
caz el ADN en muestras colectadas en el campo, en poblaciones silvestres y bajo
condiciones de dificil o imposible refrigeracion estable. Contrariamente a lo repor-
tado en literatura (Kravchenko et al., 2006), estas soluciones son mas eficaces
gue las soluciones basada en guanidina y similares y representan una solucién
universal para la conservacion de acidos nucleicos sin refrigeracion. Adicionalmen-
te, se puede obtener la misma calidad de preservacion de las soluciones comer-
ciales (RNAlater) usando soluciones preparada en laboratorio con productos qui-

micos basicos, de facil acceso, econémicos, y no peligrosos.

En cuanto a la extraccion de ADN, usamos un kit comercial genérico
(DNEasy, Qiagen), originariamente desarrollado para la extraccion de muestras de
tejido, que combinado con un buffer de lisis apropiado (AVL, Qiagen), puede pro-
ducir resultados de extraccion iguales o mejores a los de kits especificos para la
extraccidn de muestras de orina, y a un costo por muestra mucho menor. Des-
afortunadamente nuestra capacidad de obtencién de ADN en aparentemente buen

estado a partir de las muestras de orina colectada en el campo, no culminé en una
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aplicacion exitosa de las herramientas moleculares para la deteccion de leptospi-

rosis, como se detalla en la siguiente seccion.

7.3 Herramientas moleculares para la deteccion de lep-
tospirosis de pinnipedos

El uso de herramientas moleculares, en particular de la amplificacion con
PCR y cebadores especificos, parece ser una técnica optima para la deteccion de
la leptospirosis por su sensibilidad, su capacidad de distinguirla de otras enferme-
dades renales y la posibilidad de reconocimiento en organismos portadores que no
manifiestan sintomas clinicos (Cameron et al., 2008). Desafortunadamente en el
caso de la foca elefante del norte de este estudio las herramientas moleculares no
fueron un método adecuado de deteccion de Leptospira sp., ya que la amplifica-
cion de ADN de Leptospira sp. se obtuvo en pocos casos y nunca fue posible ob-
tener una confirmacion del resultado en PCR replicas de la misma muestra. Los
resultados serologicos (ver 7.1) prueban que hay exposicion a Leptospira sp. en
esta poblacion, y sugieren la posibilidad de presencia de leptospirosis, por los al-
tos titulos obtenidos en algunos individuos. La falta de resultados obtenidos con
herramientas moleculares nos sugiere que estas herramientas no estan funcio-
nando adecuadamente en muestras de orina de foca elefante. La eficacia del PCR
en la deteccion de Leptospira sp. en muestras de orina depende de muchos facto-
res, incluido el tipo de orina y la calidad de la preservacion del ADN en ella (Luc-

chesi, et al. 2004, Cameron et al. 2008). La foca elefante del norte es un organis-
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mo adaptado a la estricta conservacion del agua, y produce una orina muy con-
centrada (Adams and Costa, 1993). Por lo que las muestras de orina de foca ele-
fante puede presentar mas problemas de amplificacion de PCR que otras especies
con orina menos concentrada. No obstante los esfuerzos hechos para optimizar la
conservacion de las muestras y extraccion del ADN, resultd evidente que en la
orina hay muchos componentes que pueden contaminar el ADN o inhibir el PCR y
por ende, la falta de amplificacién podria ser debida a caracteristicas especificas

de la orina de foca elefante.

Todos nuestros esfuerzos enfocados en mejorar la calidad de la amplifica-
cion no produjeron los resultados esperados. El uso de PCR anidada, que en teo-
ria puede mejorar la especificidad de la deteccion de ADN de Leptospira sp.
((Nassi et al., 2003) no generd amplificacion especifica en los PCR. El aumento de
namero de ciclos del programa de PCR y el uso de un facilitador de amplificaciéon

(albumina) tampoco dieron resultados.

La falta de amplificacion del ADN de Leptospira sp. se podria deber a una
concentracion de ADN menor a el limite inferior de deteccion del PCR y de las va-
rias parejas de cebadores. Esta hipotesis fue confirmada conuna prueba hecha
con leptospiras inoculadas, en donde se demostré que, para la mayoria de los ce-

badores, se necesita una concentracién alta de Leptospira spp. (10° por mL o
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mas) para tener buena amplificaciéon y bandas claras de tamafio esperado en los

geles.

Las amplificaciones exitosas con cebadores para ADN gendémico de foca
elefante demostraron que hay ADN en las extracciones y que no hay tantos inhibi-
dores de PCR como para bloquearla. En contraste, las pruebas hechas compa-
rando buffer AE puro y buffer AE de eluciones de extracciones de orina, ambos
inoculados con Leptospira sp., que demostraron la presencia, en la elucion de
muestras de orina, una cantidad suficiente de inhibidores para bloquear la PCR.
Nuestra conclusion es que probablemente existe una interaccion entre la baja
concentracion de ADN de Leptospira sp. (comparada a la concentracion del ADN
gendmico de foca elefantet) y la presencia de inhibidores del PCR que explicaria
la falta de amplificacion en individuos con altos titulos en las pruebas de MAT. Hay
que agregar que el ADN de Leptospira sp. se degrada muy facilmente en muestras
de orina, de igualmanera que ocurre con muestras guardadas en el congelador
(comunicacién personal del Dr. A. de la Pena Moctezuma?®, 2010). Por lo anterior,
es posible que la precaucion de guardar las muestras en congelacion al regresar
al laboratorio no haya sido suficiente para preservar el ADN de Leptospira sp. y
gue las extracciones se hayan hecho en muestras con ADN gendmico bien pre-
servado y en buena concentracion y con ADN de Leptospira sp. escaso y degra-

dado. Ademas, el hecho de que las PCR de muestras de rifidn de las tres crias de

? Lider del grupo de investigacidon en Leptospira y leptospirosis, FMVZ, UNAM
Responsable del Laboratorio de Bacteriologia de la Unidad de Servicios de Diagndstico y Constatacién, CEI-
EPAA, FMVZ, UNAM
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foca elefante y de lobo de California muertos dieron positivos para Leptospira spp.
patbgenas demostrando no solo la exposicién a Leptospira sp. para estas espe-
cies, sino también la eficacia general de las herramientas moleculares con otros
tipos de muestras, que probablemente presentan menos problemas de concentra-
cion de ADN asi como menor presencia de contaminantes e inhibidores con res-

pecto a las muestras de orina.

El dltimo factor que hay que considerar es la posible inexperiencia de los
operadores en trabajo molecular especifico para Leptospira sp. La parte molecular
de este estudio se desarrollé en un laboratorio sin experiencia previa de deteccion
de leptospirosis, con herramientas moleculares y la falta de resultados positivos,
en contraste con los resultados serolégicos, podria ser debida simplemente a falta
de experiencia y de conocimiento de los protocolos para ADN bacteriano que, en
cualquier caso, no se encuentran muy bien definidos para las muestras de orina
de pinnipedos silvestres. En contraste, este laboratorio tenia una buena experien-
cia en la aplicacion de herramientas moleculares en otro tipo de muestras y de
ADN (gendmico y mitocondrial), todos los operadores asistieron a un curso teori-
co-practico sobre métodos de deteccion de leptospirosis, y la autora de esta tesis
tuvo una estancia de entrenamiento en un laboratorio de referencia nacional por
leptospirosis (Laboratorio de bacteriol6gico de la Unidad de Servicios de Diagnés-
tico y Constatacion, CEIEPAA, FCVZ, UNAM). Ademas, otros laboratorios con lar-

ga experiencia de estudio de leptospirosis también han tenido dificultad al aplicar
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herramientas moleculares en la deteccion de leptospirosis (A. de la Pena Mocte-
zuma, comunicacion personal), lo que podria indicar que la leptospirosis es una
enfermedad particularmente dificil de detectar con métodos moleculares, en espe-
cial en animales silvestres y con muestras no invasivas, que pueden presentar

baja concentracion de ADN de la bacteria y contaminantes inhibidores de PCR.
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8. CONCLUSIONES

Hay exposicion a Leptospira spp. patdgenas en la foca elefante de las Islas
San Benito. Son las primeras evidencias de este tipo para un pinnipedo de la cos-
ta del Pacifico de Baja California y para una poblacion silvestre de foca elefante
del norte. La presencia de titulos de hasta 1:3200 sugiere la posibilidad de leptos-
pirosis, pero no se encontraron individuos con sintomas claros de la enfermedad.
Por lo anterior se requiere profundizar en la investigacion para determinar la inci-
dencia real de la enfermedad, su impacto poblacional, el riesgo de infeccion cru-

zada con otras especies de las islas y el riesgo de transmision a humanos.

Fue posible desarrollar un protocolo aparentemente eficaz para la preserva-
cion de las muestras de orina en condiciones de campo, usando soluciones satu-
radas de sales, el mejor método de extraccion del ADN de esas muestras fue un
kit comercial con simples modificaciones. Desafortunadamente la conservacion y
extraccion exitosa del ADN no se pudo aplicar eficazmente al usar herramientas

moleculares para detectar Leptospira sp.

Los métodos moleculares no resultaron muy efectivos para la deteccion de
Leptospira sp. en las muestras de orina de foca elefante del norte. Ne se obtuvie-
ron bandas de tamafio esperado, ni si quiera en los PCR de muestras de animales
con titulos de MAT muy altos (hasta 1:3200). Muy probablemente este resultado

se dio por una combinacion de la degradacion del ADN de Leptospira sp. en las
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muestras de orina y por la presencia de inhibidores del PCR particularmente pro-
blematicos a baja concentracion del templete de ADN . La PCR funcioné mejor
con las muestras de rifion, pero estas muestras se pueden conseguir solo en ani-
males muertos y por lo mismo no son muy Utiles para estudiar leptospirosis en po-
blaciones naturales. De los cebadores usados, los de mejor resolucién y menor

limite de deteccion fueron G1/2, LipL41 y sucA.
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10. ANEXOS

10.1 Trabajo de campo

10.1.1 Marcaje de los animales

Con una solucion de peréxido se escribié una clave que permite distinguir al
animal muestreado, usando letras 6 numeros pintadas en los costados y en la
parte posterior de la zona dorsal a través de polvo decolorante activado con

perdxido. Este tipo de marca es temporal por lo que se pierde durante la muda.

También se usaron marcas plasticas con cédigo de letras y nUmeros (Dalton
Jumbo Rototag®), normalmente usada para marcar vacas, en ambas aletas
caudales. Este tipo de marca es permanente, y permite el reconocimiento de una

temporada a la otra.

10.1.2 Muestreo de orinay sangre en Mirunga angustirostris

Para evitar contacto con fluidos de los animales y reducir el riesgo de
mordidas se usaron un overol de trabajo, zapatos pesados, rodilleras, dos guantes

de nitrilo por mano, y guantes de trabajo.
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En una caja facil de transportar se colocé el material y los tratamientos a
usar, y se transportaban dos hieleras, en una se colocd gel frio (hielo reusable,
blue hice) y una gradilla para guardar las muestras de orina y sangre con
anticoagulante, evitando el contacto directo con el gel frio y en la segunda solo

una gradilla para colocar las muestras de sangre sin anticoagulante.

El material que se us6 independientemente de la muestra que se tomo fue:

o Esponjitas desinfectantes (limpiar los guantes de sangre u orina para evitar

contaminar las muestras)

o Guantes nitrilo (proteccion personal)

o 2 Hieleras (transportar muestras al campo, una con gel frio y otra vacia)
o Plumones indelebles (marcar muestras)

o Cuaderno y plumas (palm, archivo de muestras)

o Caja con divisiones (para guardar el material)

o Gel frio (mantener la temperatura de la hielera por debajo de 15°)

o Gradilla (para colocar las muestras en posicion vertical)

o Bolsa de tela de 1m (bozal, para manejar al animal)

o Bolsas Ziploc® (para la basura)

En una caja facil de transportar se coloc6 el material y los tratamientos a
usar y en una hielera se colocaron el gel frio y la gradilla para guardar las

muestras sin contacto directo con el gel frio.
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Recolecta de orina

El siguiente fue el material usado para recolectar orina:

o Vasos desechables de plastico de tamafios diferentes
o Pipetas graduadas de plastico de 3mL

o Pipetas graduadas de plastico de 1.5mL

o Tubos Falcon de 15mL vacios

o Tubos Falcon de 15mL con soluciones conservadoras
o Tubos Falcon de 50mL

Se necesitaron al menos dos personas expertas para manejar al destetado
y recolectar las muestras. Se eligieron destetados no muy acerca de los harenes

para evitar molestias durante la manipulacion.

Para inmovilizar al destetado, se utilizé una bolsa de lona en forma conica
con un diametro aproximado de 1.40m, 70cm de alto y un orificio en el extremo
superior de 10 cm de diametro. La bolsa es manejada por un operador experto. El
destetado fue enfundado en la bolsa desde la cabeza hasta medio cuerpo, con las
aletas anteriores dentro con el fin de bloquearlas. Posteriormente, se colocé al
destetado en posicion de cubito dorsal. En esta fase se pune un cuidado especial

en la cabeza del destetado para que no se golpee con alguna roca.
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Con el destetado sobre su dorso, se limpio la zona del orificio uretral de
arena o tierra y se sostuvo el vaso de 60mL al lado del orificio durante 20
segundos aproximadamente. Si el destetado no orinaba, se le daba un masaje
firme sobre el vientre con direccion antero-posterior, presionando suavemente
alrededor del orificio uretral. La orina fue pipeteada en los tubos con los diferentes
tratamientos, y cada alicuota se marcé con una clave alfa numérica que indique el
tipo y el numero serial de la muestra, la fecha y el lugar de recolecta. Cada
alicuota se coloc6 dentro de la hielera procurando que ninguna muestra estuviera

en contacto directo con la bolsa del gel frio.

Al llegar al campamento algunas muestras se colocaron dentro de hieleras
con hielo para mantener baja la temperatura y algunas se guardaron a
temperatura ambiente. Las muestras con tratamiento que incluye centrifugacion

(pastilla) se procesaron con el siguiente protocolo:

1. Se centrifugaron los tubos de 5mL durante 10 minutos a 6500 rpm.

2. Se descart6 el sobrenadante cuidadosamente con una pipeta de plastico de
punta fina, dejando aproximadamente los ultimos 300uL junto con el
pastilla.

3. Se agreg6 2 mL de la solucién preservadora correspondiente (Tabla 1).

4. Se homogenizé la mezcla invirtiendo varias veces el tubo.

5. Se etiquetd cada tubo.
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6. Se guardaron en la bolsa correspondiente al individuo.
7. Se tiraron por el retrete los residuos no peligrosos.
8. Se quemod la basura contaminada, que incluye todo lo que estuvo en

contacto con la orina y con quimicos peligrosos.

En el laboratorio las muestras se colocaron a -20 °C.

Recolecta de sangre

Las muestras de sangre fueron de dos tipos, las colectadas con
anticoagulante (EDTA) para analizarlas con PCR y las que no contenian
anticoagulante para analizar el suero con MAT. El siguiente fue el material usado

para recolectar sangre.

. Tubos al vacio, Vacutainer®

o Tubos al vacio, Vacutainer® con EDTA

o Agujas

o Campana o adaptador para extraccion por vacio

En una aleta posterior se pinch6 con la aguja entre los dedos 3° y 4° en la
parte superior, por encima de la union de los dedos. Se introdujo el Vacutainer®
(tapdn morado) con EDTA Y se dej6 llenar por completo. Se desencajo el tubo de
la aguja, se retiro la aguja de la aleta y se presiono con el dedo en la puncién para

evitar el sangrado. El tubo con sangre se invirti6 suavemente para mezclar
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perfectamente la sangre con el EDTA. El tubo se marcé y se coloco dentro de la

hielera con gel frio dentro de una bolsa de plastico en posicion horizontal.

El procedimiento de extraccion de sangre para muestras sin anticoagulante
es semejante al pasado excepto por que en este caso el Vacutainer® sin
anticoagulante (tapon rojo) se dejo llenar hasta %.. Al retirar el tubo con sangre de
la aguja se evitd el agitarlo y se marcd y colocé dentro de la hielera que se
mantenia a temperatura ambiente. Los tubos se acomodaron de forma vertical
sobre una gradilla y se procura no agitar la hielera durante el traslado para evitar la

hemolisis de la sangre.

En el campo las muestras fueron procesadas con el siguiente protocolo:

1. Se centrifugaron los Vacutainer® sin anticoagulante durante 10 min a 6500
rpm.

2. Se pipeteo el suero a un tubo Eppendorf de 1.75 mL.

3. Se llenaron todos los tubos posibles por cada muestra tratando de no tomar
eritrocitos.

4. Se etiquet6 cada tubo con la clave alfa numérica de la muestra que estaba
marcada en el Vacutainer®.

5. Se preservaron las muestras en refrigeracion hasta el laboratorio.
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Una vez en el laboratorio todas las muestras de sangre con EDTA se guar-
daron a -20° C y las de suero se ultra-centrifugaron durante 15 min a 14000 rpm y
se pipeteo el sobre nadante a un nuevo tubo que se etiqueto y guardo en un una
caja de unicel, junto con gel refrigerante, perfectamente sellada para asi ser en-

viada a FCVZ, UNAM.

10.1.3 Recolecta de riiidn de ratén (Peromyscus eremicus ce-
drosensis).

El siguiente fue el material usado para recolectar rifiones:

o Papel secante (limpiar superfices)

o Trampas Sherman

o Avena (cebo para atrapar a los ratones)

o Algodén (evitar el frio)

o Estuche y charola para diseccion

o Tubos de 1.75 mL con rosca (guardar muestras de raton)

. Alcohol 95%

La captura de los ratones se hizo con trampas Sherman limpias, sin olor a
cloro o detergente, para que los ratones no se alejen. Se colocaron dentro de las
trampas un poco de avena como cebo y algoddn o estropajo para evitar que los

ratones mueran de frio. El funcionamiento de cada trampa fue revisado ante de
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colocarla. Las trampas se colocaron cerca de arbustos y se bloquearon con

piedras. Por cada trampa se tomo la posicion GPS, y se marcé el lugar.

Durante la mafana del dia siguiente se recolectaron las trampas, se
tomaron los ratones, y se sacrificaron con una desarticulacion de las vértebras
cervicales 6 con la inyeccion de 2 mL de etanol en el corazon. Por medio de una
diseccion se extrajeron ambos riflones de cada raton y se colocaron en tubos con

etanol a temperatura ambiente.

10.1.4 Preparacion de soluciones conservadoras

Preparacion del equivalente de RNAlater (RNAlater casero)

Nuestra version del RNAlater se prepard con el como se explica a continua-
cion:

Se pesaron
o 0.93 g EDTA disddico (10 mM)
o 1.84 g Citrato de sodio (25 mM)

o 175 g sulfato de amonio

Una vez pesado lo anterior se agregé a un vaso de precipitados 250 mL de
agua destilada. Se colocaron en el agua los reactivos pesados, junto con un agita-

dor magnético. Se dejoé en agitacion a temperatura ambiente hasta que se los
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reactivos fueron completamente desvueltos. Se ajust6 el pH a 5.2 usando H,SO4

(concentracion 1M). Se filtr6 con una jeringa y guardo en recipientes estériles.

Preparacion del equivalente de PB (PB casero)

La version de PB casero se preparé mezclando los siguientes reactivos y se
aforaron a 250 mL con agua destilada
e 119.41 g de clorhidrato de guanidina
e 5 mL de Tris-HCI, pH 6,6 (1M)
e 95 mL de isopropanol

El buffer listo tiene una concentracion final de 20mM de Tris-HCIl y de 38%
de isopropanol. Se filtro (filtros 0.2um) y se guardo en tubos Falcon y frascos esté-

riles debidamente etiquetados.

Preparacion de GHE (Guanidina-HCI-EDTA)

Se prepararon tres versiones de GHE, la diferencia radicd en la concentra-
cion de guanidina. La formula de GHE 1se prepard con concentracion de 1M de
guanidina-HCIl y 0.01M de EDTA usando las siguientes cantidades de los reacti-
VOS:

e 0.9306 gde EDTA disodico

e 23.8825 g de guanidina-HCI
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Para preparar 250mL de GHE2 con una molaridad final de guanidina-HCI
de 2.5M y de EDTA de 0.02M, se pesa lo siguiente:
e 59.71 g de guanidina-HCI

e 1.86 g de EDTA disodico

Para preparar 250mL de GHE3 con una molaridad final de guanidina-HCI
de 5My de EDTA de 0.04M,se pesa lo siguiente:
e 119.41 g de guanidina-HCI

e 3.72 g de EDTA disodico

Los reactivos se mezcla homogenizan en un termoplato a temperatura me-
dia con 200mL de agua destilada. Una vez g es homogénea la solucion se afora a
250mL y se ajusta el pH a 4.2 se hace pasar por filtros de 0.2um y se esteriliza en

autoclave.

Preparacion de GLS (Solucién lisis de quanidina)

Se prepararon dos concentraciones diferentes de GLS (GLS1y GLS2), la
formula GLS1 presentaba una concentracion de tiocianato de guanidina de 4M, de
Tris-HCI| de 50mM (pH7.5) y de EDTA de 25mM, se prepararon 250mL con las
cantidades que se describen a continuacion:

e 12.5mL de Tris-HCI 1M
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118.16 g de tiocianato de guanidina

2.33 g de EDTA

La formula GLS2 presentaba una concentracion de tiocianato de guanidina

de 4M, de Tris-HCI de 10mM (pH 8), EDTA de 5mM, se prepararon 250 mL con

las cantidades que se describen a continuacion:

2.5mL de Tris-HCI 1M

118.16 g de tiocianato de guanidina
0.4653 g de EDTA

0.625 g SDS

1.25 g de citrato de sodio

1.33 mL de Triton X-100

En ambas férmulas se aforaron las soluciones a 250mL, el pH se ajusté a 6

y se filtraron usando filtros de 0.2um, a una fraccion de GHE1 y GHE2 se les

agreg6 1% de B-mercaptoetanol. Los buffers con B-mercaptoetanol se envolvieron

en aluminio y se guardaron a 4° C.
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10.2 Laboratorio de Microbiologia

10.2.1 Preparacion de medios de cultivo

Medio EMJH. (1L)

Para preparar este medio toda el agua (reactivos y medio) debera estar es-
terilizada por autoclave. Se usan guantes y se trabaja en campana con todo el ma-

terial estéril. Primero se prepara una base pesando lo siguiente:

0.1 g de acetato de sodio anhidro

e 0.2 g de piruvato de sodio

e 1.0 g de fosfato de sodio dibasico anhidro
e 0.1 g de cloruro de sodio

¢ 0.3 g de fosfato de potasio monobasico
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Se agregaron los reactivos a 600 mL de agua destilada estéril con agitacion

y mientras se agita se le debe de agregar lo siguiente a la base:

0.7 mL de cloruro de calcio (0.15g/10mL)
e 1.0mL de sulfato Zinc (0.04g/10mL)

e 1.0mL de sulfato manganeso (0.01 g/10mL)
e 1.0mL tiamina (0.05g/10mL)

e 0.7mL cloruro de magnesio (0.15g/10mL)
e 0.5mL de gliserol 20% (2mL/10mL)

e 0.2mL de vitamina B12 (0.02g/10mL)

e 0.1mL de sulfato cobre (0.03g/10mL)

e 1.0mL de cloruro de amonio (2.5g/10mL)
e 1.0mL de piruvato de sodio (1.0g/10mL)
e 1.0mL de gliserina 10% (1mL/10mL)

Una vez agregado esto se agregan 10.0 g de fraccion V de albumina y se
deja agitando hasta que la mezcla sea homogénea. Posteriormente se prepara la
solucion Tween 80 agregando a 100mL de agua destilada estéril en agitacion lo
siguiente:

e 0.1 g de sulfato ferroso

e 1.25mL de Tween 80
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Ya que se disuelve completamente se agrega a la base con la solucion de
albumina. Toda la mezcla de reactivos debe de estar en agitacion cuando se le
agregue el Tween 80, al mezclarse se forma una espuma por lo que se debe de
hacer lentamente y dejar agitando de una a dos horas. Una vez transcurrido ese

tiempo se ajusto el pH dentro del rango de 7.2 a 7.4.

Para esterilizar el medio se hizo pasar por un filtro de 0.65 micras con ayu-
da de una bomba de vacio, cada vez que se tapo el filtro se que cambi6. El mismo
medio se paso por un filtro de 0.45 micras y al finalizar con un filtro de 0.22 micras.
El filtrado se repitié dentro de una campana y con un equipo de filtrado estéril, con
usan guantes radiados por luz UV. Dentro de la campana se llenaron los viales
con 5mL del medio ayudandonos con una jeringa de presion conectada al equipo

estéril de filtrado para llenar los viales de 15 mL de vidrio con rosca.

Los viales con medio se incuban a 35°C durante un dia para corroborar su
esterilidad, si no hay crecimiento se pueden usar para sembrar Leptospiras spp.

(Zuerner, 2005).
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Medio Fletcher. (1L)

Todo el material debe de estar limpio y estéril, para preparar este medio

semisolido primeramente se peso lo siguiente:

e 0.3 g de peptona
e 0.5 g de cloruro de sodio
e 2.0gdeagar

e 0.2 g de extracto de carne

3 % de suero de conejo

Excepto el suero de conejo se agregaron a un matraz los reactivos y se adi-
cionaron 900 mL de agua destilada, se esterilizé y cuando la mezcla llegé a 45° o
50° C se le agreg6 el suero de conejo. Posteriormente se homogenizé y se vacié
a los tubos estériles con rosca en una campana usando las pipetas estériles. Se
hizo una prueba de esterilidad del medio en una estufa a 37°C por 24 horas y pos-

teriormente se refrigero.
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Medio Stuart. (1L)

Este medio de transporte se prepard pesando lo siguiente:
e 0.1 g de cloruro de calcio
e 1.0 gde tioglicolato de Sodio
e 10.0 g de glicerofosfato de Sodio
e 0.002 g azul de Metileno

e 3.0 g agar Bacteriologico

Se colocaron en un matraz de un litro todos los reactivos y se aforé a un li-
tro con agua destilada. Se agité con un agitador magnético hasta que se homoge-
nizé y se esterilizé en un autoclave por 15 min. Se dejo enfriar y se vacio a frascos
estériles con rosca en un ambiente estéril, posteriormente se dejé en refrigeracion

listo para su uso.
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10.2.2 Microaglutinacién

Para llevar a cabo las pruebas de microaglutinacion se necesita el suero de
una muestra sanguinea, solucion salina, cultivos de Leptospira spp. de diferentes
serovaredades y el siguiente material:

e Placa para Elisa

e Micropipeta 100uL

e Puntas para micropipeta

e 1 vaso con Cloruro de benzalcohol al 3% (para desinfectar y colocar las pun-

tas sucias)

Centrifugamos el suero a 14,000rpm durante 5min y se pipete6 el sobrena-
dante a un nuevo Eppendorf, en la placa Elisa se agregaron 50uL de solucién sali-
na de la fila B a la H y sélo en la fila A se pipeteé 100 pL suero diluido 1:25. De la
fila A se pipetearon 50 pL a la fila B y de la fila B se pipetean 50pL a la fila C para
ir diluyendo la concentracion del suero hasta la fila G. La fila H funcioné como con-

trol por lo que no se le pipeted suero.

A cada columna de la placa se agreg6 una serovariedad de bacteria dife-
rente en cultivos de EMJH y se incubé la placa por 1.5hrs a 30°C. Posteriormente
se observé al microscopio de campo oscuro a 5X para descartar aglutinaciones

en la superficie de la solucion.
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Tabla Xl. Resultados del analisis MAT. Aut: Autumnalis; Bal: Ballum; Bat:
Batavie; Bra: Bratislava; Can: Canicola; Cel: Celledoni; Gri: Grippotyphosa;

Har: Hardjo; Ict: Icterohaemorrhagiae; Pom: Pomona; Wol: Wolfi;
Tar;Tarassovi
No. Serovariedades y titulos de aglutinacién 2010

Aut Bat Bra Can Cel Gri Har Ict Pom Wol Tar
1 - - 1:20 - - - - 1:40 1:20 1:20 -
2 - - - - - - - - 1:20 - -
3 - - - - - - 1:20 - - - -
4 - - - - - - - - 1:80 - -
5 - - 1:40 - - - - - 1:20 1:20 -
6 - - - - - - - 1:20 - - -
7 - - - - - 1:20 - - - 1:40 -
8 - - - - - 1:20 1:20 - 1:20 1:20 -
No. Serovariedades y titulos de aglutinacién 2011

Aut Bat Bra Can Cel Gri Har Ict Pom Wol Tar
9 - - 1:200 - - - - - - - -
10 - - - - - - - - - - 1:400
11 - - 1:400 - - - - - 1:50 - -
12 - - 1:3200 - - - - - - - 1:3200
13 - - 1:200 - - - - - - - -
14 - - - - - - - - - - 1:3200
15 - 1:200 - - - - - - - - -
16 - 1:400 1:50 - - - - - 1:400
17 1:50 - - - - - - - - - -
18 1:50 - - - - - - - - - -
19 - - - - - - - - - - 1:200
20 1:50 - - - - - 1:100 - - - -
21 - - 1:50 - - 1:200 - - - - -
22 - - - 1:100 - - - - - - -
23 - 1.50 - - 1:100 - - - - - -
24 - - 1:100 - - - - 1:200 - - -
25 1.50 1:50 - - - - - - - - -
26 - 1:200 - 1:50 - - - - - - -
27 - 1:100 1:200 - - - - - - - -
28 - - - 1.50 - - - - - - -
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10.2.3 Extraccion DNA: Tiocianato de guanidina

Esta extraccion se uso para extraer ADN a partir de cultivos de Leptospira

spp. en medio EMJH Para iniciar se prepararon las siguientes soluciones:

Lisis 30 mL: Tiocianato de guanidina/EDTA/Sarcosil solution (5M,0.1M y
0.5%P/V):
e 8.86 g de Tiocianato de Guanidina en 20 mL de agua destilada
e 1.17gde EDTA

e 0.15 g de Sarcosil y aforar a 30 mL con agua destilada

Acetato de amonio 20mL: se agrego lo siguiente y se afor6 a 20 mL con
agua destilada.

e 11.41 g de acetato de amonio

Cloroformo : alcohol isoamilico 24:1
e 144 mL de coloformo

e 6 mL de alcohol isoamilico

Se centrifugaron 100 mL de cultivo EMJH a 16,000 G (minimo) durante 30
minutos y se lavaron los botones (pastillas) con PBS pH 7.2-7.4, tres veces. El

sobrenadante se decanto y se agreg6 1,100 pul de solucion de lisis. Se mezcl6é du-
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rante 5 minutos invirtiendo continuamente y se agrego 500 pl de acetato de amo-
nio, posteriormente se mezclé invirtiendo 10 veces y se incub6 en hielo durante
diez minutos.

De la mezcla se transfirieron 600 pl de la mezcla a tubos nuevos de plastico
(3 0 4 tubos Eppendorf de 1.5 0 2 mL) y se agrego a cada uno 250 pl de clorofor-
mo:alcohol isoamilico (24:1), se mezcl6é con un agitador durante cinco minutos, se
centrifugd a 10,000 G durante 5 minutos y se transfirié la fase acuosa (sobrena-
dante) a un tubo nuevo. A cada uno de éstos tubos se le agreg6 250 pl de cloro-
formo:alcohol isoamilico y se homogeneiz6 durante 5 minutos, se repitio la centri-
fugacién y el pipeteo del sobrenadante, al que se le agregaron 750 pl de etanol
absoluto. La nueva mezcla se homogeniz6 invirtiendo suavemente de cinco a diez
veces hasta que se observé la precipitacion del ADN, se centrifugd 10,000 G du-

rante 10 minutos y se decanté el liquido dejando el boton de ADN en los tubos.

El ADN se lavé con 1 mL de etanol al 70% y se centrifugdé a 10,000 G du-
rante 10 minutos, el etanol se decantd y se dejé secar el ADN (aproximadamente
de dos a tres horas) a temperatura ambiente. Para finalizar se resuspendio el ADN
de cada tubo en 1 mL de buffer AE de Qiagen y se calent6 a 50°C durante 30

min.
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10.2.4 Extraccion DNA de cultivo de bacterias: Kit Qiagen®

La extraccion se hizo usando el protocolo para cultivo de bacterias del kit, a
partir de 100 mL de medio EMJH. Lo Unico que fue necesario preparar es un vaso
con cloruro de de benzalcohol al 3%. Primeramente se centrifugaron a 11700rpm
durante 30min en tubos Nalgene, aproximadamente 30 mL por cada tubo, se de-
cantd el medio cuidando siempre que el botdbn no se moviera y se agregaron
360uL de buffer ATL y 40 de proteasa se homogenizé y se agreg6 200uL de buf-

fer AL y se incub6 a 70°C durante 10min.

Pasado ese tiempo se agregaron 200puL de etanol y se di6 vortex 15seg, se
hizo pasar la mitad del volumen final por dos columnas del kit (una para cada mi-
tad) y se centrifugaron a 8000rpm durante 1min. Se lavo cada columna con 500pL
de AWL1 y se centrifugé a 8000rpm durante 1min, se repitié lo anterior con AW2 y
centrifugé 14,000rpm durante 3min. Se hicieron al menos 2 eluciones por colum-
na, la primera de 200 pL y la segunda de 100 pL incubando a temperatura am-

biente 2min para posteriormente centrifugar a 8000rpm durante 1min.
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10.3 Laboratorio de Histologia

10.3.1 Técnica de deshidratacion pararifion
Para deshidratar las muestras de rifion, solo se cortaron trozos de 1 cm2 y

medio cm de espesor, se colocaron dentro de un casette debidamente marcado y

se agregaron a una jarra de histoquinet que contenia las siguientes soluciones:

o Alcohol al 70%...........euveeiiiiiiiiiiiiiiiiinns 1hr
o Alcohol al 96%...........cccoeeeiiiiiiiiiieeniee 1hr
o Alcohol al 96%............ueeeeeiiiiiiiiiiiiiiinnnns 1hr
e Alcohol al 96%............eeeveeeiiiiiiiiiiiiiiin, 2 hr
e Alcohol al 100%..........cccceeeviiiiiiieeeeine 1hr
e Alcohol al 100%...........ceuvveieeieiiiiiinaannnnns 1hr
e Alcohol al 100%..........cccceeeiviiiiiieeeenne 2 hrs
e Alcohol-Benceno ..............ccoooiiinii 3 hrs
e Benceno........ooooiiiii 2 hrs
e Benceno.........oooiiiii 2 hrs
e Parafina- Benceno...................oooeenee. 3 hrs
o Benceno........cooiiiiii 4 hrs (55-57° C)

Una vez concluido el tiempo en cada solucion se incorporo la muestra de te-
jido en un cubo de parafina usando un incluidor y se etiqueto el cubo con la clave

que indicaba que tejido tenia.
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10.3.2 Técnica de corte y desparafinacion

Una vez incluida la muestra, se prosigui6 a cortar y desparafinar, se trabajé
con un micrétomo y un bafio maria a 45° C. Se hicieron cortes de cinco y tres mi-
cras y se extendieron con alcohol al 96% sobre un portaobjetos, los cortes se co-
locaron sobre el bafio maria con gelatina unos segundos y se retomaron con el
portaobjetos. Se dejaron secar los portaobjetos sobre una plancha de secado a
temperatura media y posteriormente se desparafinaron con el siguiente tren de

reactivos y tiempos:

o  Xileno 100%0.......ccourirriieeeiiiiiiiiieeeeeene 20 min.
o  Xileno 100%.........ccceiuvrviriiiiiiiiieieeeeennn 20 min.
o Alcohol al 96%...........cccceeeviiiiineiennnne, 10 min.
o Alcohol al 80%...........cccoeeeiiiiiiiiieeenee 10 min.
o Alcohol al 70%...........eueeeeeeiiiiiiiiiiniiinns 10 min.
o Alcohol al 40%...........ccceeeeiiiiiiiiieeeee, 10 min.
o Alcohol al 25%.........ccccceeeeiniiiiiiiieee 10 min.

e Agua formolada.........ccccccvviiiiiiiiinninnnnn, el tiempo que sea necesario



136

10.3.3 Técnicas de tincion Histologica

Tincién de Warthing Starry

Las tinciones se hicieron en cajas copplin por cada cinco portaobjetos, fue

necesario preparar las siguientes soluciones:

5M &cido acético (stock)
Acido acético glacial........ 11.8mL

Agua desionizada......... 1000.0mL

5M acetato de sodio (stock)
Acetato de sodio............... 16.4mg
Agua desionisada.......... 1000.0mL
Nitrato de plata 1%
Nitrato de plata..................... 19

Walpole’s buffer.............. 100mL

Gelatina 5%
Gelatina ... 5g

Walpole's buffer............... 100mL

Walpole’s buffer

5M acido acético............... 17.6mL
5M acetato de sodio............ 2.4mL
Agua desionizada................ 280mL

Nitrato de plata 2%
Nitrato de plata....................... 29
Walpole’s buffer................ 100mL

Hidroquinona 3%

Hidroquinona......................... 39

Walpole’s buffer................ 100mL
Promotor

2% Nitrato de plata............ 1.5mL

Gelatina............ccoeeeeiieini 7.5mL

3% hidroquinona................ 0.5mL
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Se tomaron las muestras del agua formolada y se hidrataron con agua des-
ionizada, se enjuagaron con buffer Walpone. En una caja copplin se llen6 a % con
con nitrato de plata al 1% y se calentdé un minuto y medio a temperatura me-
dia.(microondas 600Wats Sharp Carrusel 1), inmediatamente se colocaron las los
portaobjetos con los cortes en la caja durante 5 min. Pasado ese tiempo se enjua-
g6 con buffer Walpone cada portaobjetos y se inundaron en el promotor, prepara-
do 5 min. antes de usarse. Se lavaron con agua destilada y se deshidrataron en
dos cambios de alcohol al 95% y dos de alcohol absoluto, se pasaron por xileno y

se montaron con resina.

Tincién Tricromica de Gallego

Las tinciones se hicieron en cajas copplin por cada cinco portaobjetos, fue

necesario preparar las siguientes soluciones:

Fucsina acética Formol acético
Agua destilada............... 10 mL Agua destilada............. 10mL
Fucsina fenicada.......... 10 gotas Formol 100%................ 2 gotas

Acido acético................ 1 gota Acido acético.............. 1 gota
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Picro indigo carmin
Carmin indigo al 1%............ 1 parte

Acido acético................... 2 partes

Las muestras se toman del agua formolada por lo menos dos horas antes
de efectuar la coloracién, se pasaron a fucsina basica durante dos minutos, se
lavaron con agua destilada y se colocaron en formol acético durante cinco minu-
tos. Se lavaron perfectamente en agua destilada y se dejaron durante un minuto
en picro indigo carmin, éste colorante se lavo con alcohol picrico dos veces duran-
te un minuto cada vez. y se hizo un cambio rapido a alcohol absoluto, posterior-
mente se dejo tres minutos en alcohol absoluto-xileno durante dos ocasiones y en
xileno tres veces, por tres minutos cada vez. Para finalizar evitando que la muesra

se seque, rapidamente se monta con resina sintética.
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Tincién de Wright

Las tinciones se hicieron en cajas copplin por cada cinco portaobjetos, fue

necesario preparar las siguientes soluciones:

Sol. A Sol. B
Agua destilada................... 500 mL Agua destilada................... 500 mL
Sulfato de sodio monobasico...4.49 g Sulfato de sodio dibasico...... 4.75

Primero se mezcla la solucion buffer con 497.07 mL de sol. Ay 489.18 mL
de sol. B, se inunda el portaobjetos con las muestras con 10 gotas de colorante
Wright durante 6 minutos. Pasado ese tiempo se agregaron 10 gotas de solucién
buffer sobre el colorante y se esperaron 6 minutos mas, las muestras se lavaron

varias veces con agua destilada y se dejaron secar en un lugar sin polvo.

Tincién de Hematoxilina - Eosina

Las tinciones se hicieron en cajas copplin por cada cinco portaobjetos, fue

necesario preparar las siguientes soluciones:
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Soluciones

Hematoxilina Eosina
Hematoxilina cristalizada....1 g Eosina...........coooiiii 19
Alcohol etilico absoluto.....10 mL Agua destilada............ 100 mL
Alumbre de potasio.......... 20 g Orange G...........ccevenees 05¢g

Oxido rojo de mercurio.....0.5 g

Agua destilada.............. 200 mL

Las muestras del tejido se dejaron en una caja con hematoxilina durante 1
min. y se lavaron con agua hasta eliminar el exceso de colorante. Se diferencié en
alcohol acido rapidamente hasta obtener una coloracién rosa y se lavaron tres ve-
ces en agua agitando. Las muestras se viraron en hasta que cambiaron a una
coloracion azul y se lavaron en agua corriente de la llave durante 1 min. y poste-
riormente en agua destilada tres veces. Las muestras se cambiaron a una caja
con eosina durante 1 min. y se les hicieron tres cambios de alcohol etilico, cada
uno de tres min., dos de alcohol absoluto xileno de tres minutos cada uno y tres de
xileno de cinco minutos cada vez, o hasta que se dejo de observar agua. Se mon-

taron igualmente con resina sintética.



