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RESUMEN

La leptospirosis es una enfermedad de distribucion mundial, que afecta tanto a animales como
a humanos. Es transmitida por la orina de todo animal infectado dentro de los cuales los
roedores son uno de los méas reconocidos, ademas de poder ingresar al organismo a traves de
elementos contaminados como alimentos o el agua de bebida, e incluso por mucosa o piel
erosionada. Leptospira interrogans serovar canicola, Leptospira interrogans serovar
icterohaemorragiae, Leptospira interrogans serovar pomona y Leptospira interrogans serovar
grippotyphosa afectan a caninos, porcinos, equinos y bovinos. EXiste especial preocupacion
ante la posibilidad de infeccion con esta bacteria, produciendo cuadros de signologia variada,
desde fiebres oscilantes, enfermedad renal, hemorragias, e incluso la muerte. Producto de las
caracteristicas de esta enfermedad, y de los multiples serovares patdgenos de este agente, se
hacen necesarios métodos diagndsticos con los cuales se pueda detectar la leptospirosis y
diferenciar sus serovares, en lo posible, de una forma réapida, exacta y por su condicion de
enfermedad infecciosa, segura.

Es asi como surge la interrogante de un método diagnostico diferencial de cuatro serovares
patdgenos de Leptospira, plasmados en el objetivo de esta Memoria de Titulo, afiadiendo al
protocolo, la participacion de la enzima de restriccion: Becl, del cual se obtendran fragmentos
de distinto tamafio que permitirian la discriminacion entre los serovares expuestos
anteriormente.

Como conclusion para este estudio, la deteccion de Leptospira interrogans mediante PCR fue
exitosa, demostrando que los partidores disefiados son especificos para este agente. No asi con
la diferenciacion de los 4 serovares de Leptospira, debido a que la enzima de restriccion
escindio la doble hebra de ADN, en los 4 serovares, entregando resultados distintos a los

esperados.

Palabras Clave: Leptospira, PCR, endonucleasa de restriccion, Becl, LipL32



ABSTRACT
Leptospirosis is a world disease, affecting both animals and humans, which is transmitted by

all infected animal, having the rodents as the most recognized, or enters the body through
contaminated elements such as food or drinking water, and even by mucosa or eroded skin.
Leptospira interrogans serovar canicola, Leptospira interrogans serovar icterohaemorragiae,
Leptospira interrogans serovar pomona y Leptospira interrogans serovar grippotyphosa affect
canines, pigs, horses and cattle, making it a concern since it affects pets and productive
animals, producing varied signology, from oscillating fever, kidney disease, hemorrhages, to
death. Due to the characteristics of this disease, and of the number of pathogenic serovars of
the causative agent of this disease, diagnostic methods are necessary in order to detect
leptospirosis and to differentiate its serovars in a fast, accurate and because of its infectious,
safe condition.

This is how the question of a differential diagnosis method of four Leptospira serovars,
expressed in the objective of this work, through the molecular technique of the polymerase
chain reaction (PCR), arises, adding the action of the restriction enzyme Bccl, and thus
generate fragments of different size for the differentiation of the serovars discussed above, by
recognition of the gene encoding a lipoprotein membrane, LipL32.

As conclusion for this study, the detection of Leptospira interrogans by PCR was successful
also proving that the primers designed for the realization of the method are specific for this
agent. Not so with the differentiation of the 4 serovars of Leptospira, because the restriction
enzyme cleaves the doublé strand of DNA, in the 4 serovars, delivering different results than

expected.

Key words: Leptospira, PCR, restriction endonuclease, Bccl, LipL32.



INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad zoondtica causada por Leptospira spp., de distribucion

mundial y de gran importancia econémica, ya que afecta a la mayoria de los animales

domeésticos, incluyendo bovinos, ovinos, caprinos, equinos y caninos. La enfermedad se

caracteriza por presentar signos tales como: en su inicio, fiebre, mialgia, y dolor de cabeza,

para luego presentar insuficiencia renal, hemorragia pulmonar, baja de la produccion lactea,

infertilidad, aborto e incluso muerte. Debido a que el curso de la leptospirosis varia desde

presentaciones leves a letales, es importante lograr un diagnostico temprano a través de técnicas

de laboratorio.

El cultivo del patégeno -Leptospira- es la aproximacion mas exacta, pero esta técnica es

altamente compleja, lo que se traduce en un requerimiento excesivo de tiempo para su

determinacidn. Por otra parte, las técnicas seroldgicas para acceder a la respuesta humoral -que

de todas maneras no contribuyen al diagnostico temprano- son aplicables después de un

periodo de 7 a 10 dias desde la aparicion de la enfermedad.

Asi, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se presenta como una técnica molecular
eficiente para lograr el diagnostico de leptospirosis en forma rapida, sensible y especifica. Este
método ha sido utilizado sobre todo para el diagnostico de microorganismos dificiles de cultivar
y asi es como varios investigadores lo han utilizado para detectar las serovariedades de
Leptospira en los diferentes casos clinicos en los cuales se sospecha de la infeccion por este
agente.

En este contexto, en la presente memoria de titulo se propone utilizar la técnica de PCR
utilizando como blanco de deteccidn el gen de la proteina LipL32, una lipoproteina expresada en
la membrana externa de la bacteria y altamente conservada entre las especies patogenas de
Leptospira spp. asociandolo al proceso de digestion enzimatica con la endonucleasa de
restriccion Bccl como método molecular que permita discriminar entre Leptospira interrogans
serovar canicola, L. interrogans serovar pomona, L. interrogans serovar icterohaemorragiae y
L. interrogans serovar grippotyphosa, contribuyendo al estudio epidemiologico de la

enfermedad.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La leptospirosis es probablemente la zoonosis mas diseminada en el mundo (Adler, 2014). El
microorganismo infecta a una gran variedad de mamiferos, tanto domésticos como silvestres y el
cuadro suele presentar un inicio abrupto con fiebre, mialgias y dolor de cabeza. Aunque la
mayoria de los casos son leves o moderados, el curso clinico se complica con insuficiencia
renal, uveitis, hemorragia pulmonar, distrés respiratorio, miocarditis, rabdomiolisis y meningitis
(Olmo et al., 2014).

Normalmente los perros son vacunados contra dos de los serovares de Leptospira interrogans:
canicola e icterohaemorragiae, pero esto no asegura una completa inmunidad. Asi, para tomar
una decision terapéutica temprana y apropiada, los médicos veterinarios han diferenciado la
leptospirosis de otras enfermedades, como por ejemplo piroplasmosis o enteritis parvoviral,
cuyos signos clinicos son similares a los de la leptospirosis, pero que requieren de tratamientos
completamente diferentes. En la actualidad, se determina la presencia de infeccion mediante la
prueba de aglutinacién microscopica (MAT), sin embargo, sus resultados son ambiguos ya que
la aglutinacion se produce tanto como resultado de la misma vacunacién, como por la
infeccion (Andre-Fontaine et al., 2015).

Las leptospiras son bacterias Gram negativas, helicoidales, pertenecen al género Leptospira,
familia Leptospiraceae, orden espiroquetales (Adler y de la Pefia Moctezuma, 2010). Estudios
de ADN, determinaron su clasificacion taxondmica. Es asi como el género Leptospira incluye
tres especies no patogenas: L. biflexa, L. meyerii, L. wolbachii, y siete especies patdgenas: L.
borgpetersenii, L. inadali, L. interrogans, L. kirschneri, L. noguchii, L. santarosai y L. weilii;
que contemplan 24 serogrupos y 237 serovares (Zunino y Pizarro, 2007). Es caracteristico en
las leptospiras un extremo en forma de gancho. Posee dos flagelos, que son los responsables
del movimiento de la espiroqueta (Adler y de la Pefia Moctezuma, 2010). ElI genoma de L.
interrogans, consta de 4.691.184 pares de bases (pb). Consiste de dos cromosomas circulares,
uno grande de 4.332.241 pb y uno mas pequefio de 358.943 pb, aproximadamente (Xiren et al.,
2003).



En Chile, la leptospirosis humana es una enfermedad de notificacion obligatoria inmediata, y la
Leptospira es un agente de vigilancia en el laboratorio, segun lo establece el Decreto Supremo
158 en sus articulos 1° y 9°. ElI médico tratante debe notificar en forma inmediata el caso
sospechoso de leptospirosis a la autoridad sanitaria por la via méas expedita (CHILE, MINSAL,
2005). La confirmacion del diagnostico en animales se reduce a muestras procesadas en el
Servicio Agricola y Ganadero (SAG), en la Universidad Austral de Chile o a aquellas enviadas
para el diagndstico diferencial con infeccion por hantavirus al Instituto de Salud Publica (ISP).
El estudio etioldgico se inicid en el ISP a partir del afio 2000 y a contar del 17 de abril de 2000,
el Reglamento sobre enfermedades de notificacion obligatoria por el Ministerio de Salud
(MINSAL), establecio la vigilancia de laboratorio de Leptospirasp por el ISP (Zunino y
Pizarro, 2007).

El primer informe acerca de leptospiras en roedores en Chile fue hecho por Ruiz en 1938,
quien llega a resultados negativos, a pesar de haber encontrado la bacteria en la orina de estos
roedores, dado que no logré cultivarla y la serologia también resulto negativa. Sin embargo, el
fracaso se debié a que el medio de cultivo era inadecuado. Ademas, la negatividad de las
reacciones serolégicas se pudieron deber a que solamente se utilizé un serovar como antigeno,
y por esto, no se pudo detectar anticuerpos frente a otros serovares. Durante los afios 50,
estudios realizados en la zona central del pais (Zamora y Riedemann, 1999), comprobaron que
ratas y ratones son portadores de Leptospira spp. tanto en el matadero de Santiago como en
plantaciones de arroz de la séptima Region. También hay estudios de infeccién en otros
animales de vida libre, detectando anticuerpos solamente en zorros (D. culpoeus y D. griseus)
en un 7.4%, ya sea frente a gryppotyphosa como también icterohaemorrhagiae, sospechandose
que se debe a que las ratas son gran parte de la dieta de los zorros (Zamora y Riedemann,
1999).

Existen datos de que, en un grupo de 56 alpacas (Vicugna pacos) llevadas de Chile a Nueva
Zelandia, un 38% de ellas presentaban anticuerpos contra el serovar pomona, indicando en este
estudio que se debe ampliar la difusion acerca de leptospirosis en otras especies como las
alpacas (Hill y Wyeth, 1991).

Estudios realizados en Valdivia, en 400 perros atendidos en clinicas veterinarias, demuestran

que en la zona, la seroprevalencia de un 14,8% es relativamente baja, en contraste con el Unico
9



estudio realizado en la zona (hasta ese entonces) por Barrientos (1966) donde tomo muestras a
156 perros, arrojando una seroprevalencia del 52,54%, pero relativamente similar a un estudio
hecho el afio 2002 por Ramirez y colaboradores, quienes obtuvieron un 10% de positividad,
teniendo 50 muestras en total (Silva y Riedemann, 2007) .

En el afio 2011, Tuemmers y colaboradores, llegaron a la conclusion que, de una poblacién
estudiada de perros vagos capturados en la ciudad de Temuco, 172 machos y 228 hembras,
representando 43 y 57% de la poblacién, respectivamente. El rango de edad de los animales
estudiados fue de 2 meses a 12 afios con una mediana de 3 afios. De 400 animales evaluados,
85 resultaron positivos, calculandose la prevalencia de leptospirosis en 21,3%. Del total de
machos estudiados, 21,5% (n: 37) resultaron positivos, mientras que 21,2% (n: 48) del total de
hembras, resultaron seropositivas, no encontrandose diferencias significativas entre ambos.
Respecto a la edad, se observaron diferencias donde la mayor seropositividad se presenté en
animales entre 5 y 8 afios de edad, con 24,07%, mientras la menor positividad se observé en
cachorros (menores a 1 afio) con 20,4%.

Se han utilizado varios métodos de diagnostico, entre los cuales es posible mencionar el
cultivo, la Prueba de aglutinacion Microscopica (MAT), Inmunoensayo enzimético (ELISA),

Microscopia de campo oscuro Yy la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

a) Cultivo. Se realiza a partir de muestras de sangre, orina o tejidos, o por la demostracion de la
presencia de leptospiras en los tejidos usando anticuerpos conjugados con marcadores de
fluorescencia. Desafortunadamente las leptospiras crecen lentamente (dependiendo del serovar,
tarda entre 1 y 2 semanas para obtener resultados positivos) y para el momento que sean
identificadas en el cultivo, el paciente tendrd anticuerpos detectables por serologia. Por esta
razén, el cultivo no contribuye al diagnéstico rapido en la fase temprana de la enfermedad. Sin
embargo, el cultivo puede ser un método util para el diagndstico de leptospirosis en pacientes
que mueren muy rapido después de la aparicion de los sintomas y antes que los anticuerpos
sean detectables (WHO, 2003). El personal de laboratorio que trabaja con bacterias, esta
altamente expuesto a la infeccion con el agente (WHO, 2003), por lo que se deben tener las
precauciones de un laboratorio con un nivel de bioseguridad 2. En Chile, el cultivo e

identificacion de esta bacteria lo realiza el SAG.

10



b) Prueba de aglutinacién Microscopica (MAT). Método indirecto que corresponde a la prueba

seroldgica mas utilizada. Determina los anticuerpos aglutinantes en el suero de un paciente
mediante la mezcla con suspensiones de bacterias vivas. Los anticuerpos presentes en el suero
hacen que las bacterias se adhieran unas a otras, formando agregados (aglutinacion). Los
anticuerpos aglutinantes pueden ser de las clases IgM e 1gG. La MAT permanece como prueba
de referencia y es usada para detectar también el titulo de anticuerpos (WHO, 2003). Las
desventajas importantes son el trabajo con leptospiras vivas y su mantencion. Ademas, la
prueba es técnicamente exigente y consume mucho tiempo. No encontrar titulos o un bajo
titulo en la MAT no excluye la leptospirosis en estas circunstancias. Los titulos detectables de
anticuerpos aparecen en la sangre de 5-10 dias después de la aparicion de la enfermedad,
aunque algunas veces tardan mas, mas aun si se implementd tratamiento con antibioticos.
Como medida de bioseguridad, la utilizacion de antigeno muerto es considerado seguro para el
operador o quien realiza el estudio (WHO, 2003). En Chile, uno de los laboratorios que realiza
esta técnica, es el del Instituto de Bioquimica y Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Austral de Chile (Tapia, 2014).

c) El Inmunoensayo Enzimético (ELISA). Es una prueba seroldgica que soOlo detecta

anticuerpos género especificos y no es apropiada para la identificacion del serogrupo o serovar.
Las pruebas de ELISA son de uso comun y varios ensayos estan disponibles; estas pruebas
pueden realizarse con kits comerciales o con antigenos hechos de obtencion propia. La
presencia de anticuerpos IgM puede indicar una leptospirosis actual o reciente, pero debe
recordarse que los anticuerpos IgM pueden permanecer detectables por varios afios (WHO,
2003). En Chile, el diagnostico mediante esta prueba es realizado por el Servicio Agricola y
Ganadero (SAG).

d) Microscopia de campo oscuro. Método directo, donde las leptospiras se observan como

microorganismos delgados, en espiral y de rapidos movimientos en fluidos tales como el medio
de cultivo, sangre u orina. Si bien la microscopia de campo oscuro es particularmente Util para
observar las leptospiras en cultivo, sobre todo cuando estan presentes en gran ndmero y para

11



observar la aglutinacién en la MAT, es exigente en cuanto a la técnica, dado que reconocer las
leptospiras es dificil, en particular cuando estan presentes en poca cantidad. Artefactos, como
trazas de fibrina en sangre, son facilmente confundidos con leptospiras. También genera falsos
positivos (WHO, 2003).

e) PCR. Corresponde a un método de amplificacion de fragmentos de ADN especificos del
genoma de Leptospira, en muestras clinicas, como por ejemplo sangre (WHO, 2003). En este
método, se utilizan muestras de sangre, orina, liquido cefalorraquideo y muestras de tejido
(ante o post-mortem), y el ADN amplificado es detectado en geles de agarosa. Dentro de los
primeros dias de la enfermedad, la Gnica prueba especifica y sensible es el PCR. En esta etapa,
es posible un diagndstico rapido. En paises de escasos recursos, el costo y los requerimientos
para equipamiento especial y experiencia técnica, crean una barrera que limita su uso (Musso y
La Scola, 2013).

En Chile, el SAG realiza PCR como método de deteccidon de Leptospira, al igual que otros
estudios realizados, utilizando como blanco de deteccion el gen ribosomal 16S con el cual se
registré un 50% de individuos positivos a Leptospira spp por primera vez en mustélidos en
Chile (Nafez, 2013) o el gen secY en L. interrogans mediante PCR en ganado bovino presente
en el sur de Chile (Salgado et al., 2015).

La diferencia principal entre los estudios anteriores y lo que esta Memoria de Titulo plantea,
ademas de la utilizacion de una PCR convencional para la deteccion del gen de la proteina
LipL32, es la diferenciacion entre los 4 serovares de L. interrogans, mediante la accion de una
endonucleasa de restriccion, la Bccl. La seleccidn de esta enzima se llevo a cabo gracias al
programa de acceso libre Neb cutter™. Segun estudios comparativos entre métodos de
diagndsticos, se llegd a la conclusion de que la deteccidon de L. interrogans teniendo como
blanco de deteccion el gen lipl32, tiene una sensibilidad de un 98,68% y una especificidad de
un 98,25%, valores superiores a los registrados por MAT (82,43% de sensibilidad y 94,92 %
de especificidad), considerado Gold standar para la deteccion (Gokmenet al, 2016). Se busco
que este amplicén de 480 pb fuera digerido por la enzima de restriccion Bccl con el objeto de
diferenciar entre L. interrogans serovar Canicola (LsC; AJ580493.1), L. interrogans serovar

12



Pomona (LsP; EU871716.1), L. interrogans serovar Icterohaemorragiae (Lsl; AB094433.2) y
L. interrogans serovar grippotyphosa (LsG; JN886738.1). Cabe hacer notar que la enzima de
restriccion escindio ADN de hebra doble concomitantemente con la deteccion de una secuencia
de bases especifica. Asi, la enzima Bccl -aislada de Bacteroides caccae- reconoce la secuencia
de nucledtidos: CCATCNNNNNN (Genbank, 2015).

Finalmente, la eleccion de gen lipL32 -como blanco de deteccion- también constituyé una
diferencia con estudios anteriores: la proteina LipL32, la cual se encuentra en mayor
abundancia en las leptospiras que son clasificadas como patdgenas, representa casi 50% del
total de proteinas que se encuentra en la membrana externa de la bacteria (Cullen et al., 2002).
El gen de la lipoproteina, ademas, es el mas conservado entre las especies patdgenas (Hoke et
al., 2008). Si bien no se conoce exactamente la funcion de LipL32, ha mostrado inducir a las
citoquinas participantes de la inflamacion y estimular la produccion de matriz extracelular en
cultivos de células epiteliales de tdbulos renales a traves de la via TGF-betal/Smad
dependiente. Estas reacciones inflamatorias requieren de receptores Toll-like 2 (TLR2) en vez

de TLR4 en cultivos de células de tubulos renales (Yang et al, 2016).
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OBJETIVOS

Objetivo general
Implementar un método diagndstico diferencial de cuatro serovares de L. interrogans mediante

la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y el uso de una endonucleasa de

restriccion.

Objetivos especificos
1. Detectar mediante PCR el gen LipL32 en cepas de L. interrogans.

2. Determinar la utilidad de la enzima Bccl para diferenciar entre 4 serovares de L.

interrogans: pomona, icterohaemorragiae, canicola y grippotyphosa

14



MATERIALES Y METODOS

La realizacion del trabajo se efectud tanto en los laboratorios de Virologia y Microbiologia del
Departamento de Medicina Preventiva Animal de FAVET de la Universidad de Chile como en
el Laboratorio de Leptospira del Departamento de Laboratorios y Estaciones Cuarentenarias

Agricola y Pecuaria, del Servicio Agricola y Ganadero de Chile (SAG).

Implementar el protocolo de PCR convencional para la deteccion del gen lipL32 presente
en Leptospira interrogans.

Se utilizaron cepas puras obtenidas de cultivos de la unidad de Leptospirosis del laboratorio de
bacteriologia del Servicio Agricola y Ganadero, de los siguientes serovares: Leptospira
interrogans serovar canicola (LISC), Leptospira interrogans serovar icterohaemorragiae (LISI),
Leptospira interrogans serovar pomona (LISP) y Leptospira interrogans serovar grippotyphosa
(LISG). Como control negativo se utiliz6 ADN de Salmonella Typhimorium. Como control de

reactivos se uso agua libre de nucleadas (ALN).

Obtencién del ADN de Leptospira. La extraccién de ADN se realiz6 mediante la utilizacion de

un kit comercial (High pure PCR template preparation kit Roche®). Dentro de un gabinete de
flujo laminar, a 0,5 ml de medio de cultivo abundante con un serovar de L. interrogans, se
agregd 400 pL de buffer de lisis del kit de extraccion, ademas de 50 pulL de proteinasa K
incluida en el kit. Los tubos se incubaron 1 h a 55°C. Se centrifugé a 12000 rpm durante 5
minutos, para luego ser extraidos 200 puL de sobrenadante de cada muestra y se traspaso a un
tubo limpio de 2 ml. Después de realizar los pasos anteriores, el proceso se realizd sobre
meson: se utilizo el procedimiento descrito en manual del kit comercial. A 200 uL de muestra
se le agreg6 200 puL de DNA binding buffer. Se mezcla bien. Se incub6 10 minutos a 70°C. Se
agregaron 100 pL de isopropanol. Se mezcld bien y la mezcla se agregd en un tubo de
coleccion mas un tubo con filtro. Se centrifug6 a 8000 g por 1 minuto. Se agregd 500 pL de
buffer de remocion de inhibidores. Se centrifugd a 8000 g por un minuto y luego se descarto el
sedimento con tubo de coleccién. Se agregd 500 pL de buffer de lavado. Se centrifuga a 8000
g por 1 minuto. Se descartd sedimento con tubo de coleccidn. Se agregaron 500 uL de buffer

de lavado. Se centrifugd a 8000 g por 1 minuto. Se descart6 sedimento con tubo de coleccidn.
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Se agregaron 500 pL de buffer de lavado. Se centrifugd a 8000 g por 1 minuto. Se centrifugo a
13000 g por 10 segundos y se descart6 el sedimento con tubo de colecciéon. En un nuevo tubo,
se insertd tubo con filtro, se agregd buffer de elusion (70°C). Se centrifugd a 8000 g por 1
minuto y se obtuvo ADN purificado.

Partidores. En la técnica de PCR, se utilizaron los partidores JBl: 5'-
ATGTTTGGATTCCTGCCGTA-3' y JB2: 5-GGCTCACACCTGGAATACCT-3' generados
por el programa Oligoperfect Design (Invitrogen, Itd.) de acceso on line gratuito para la
obtencion de un amplicon de 480 pares de bases. El disefio de los partidores se baso en el
alineamiento de los cuatro serovares a estudiar y la eleccion de la zona gendmica que involucra
las diferencias nucleotidicas encontradas segun el programa on line gratuito Clustal Omega
(Anexos 1y 2). La reconstitucion de cada uno de los partidores con agua libre de nucleasas,
condujo a la obtencion final de ambos partidores a la concentracion de 1uM.

Mezcla de la reaccién: Se utilizd 15 uL de la solucion Master Mix Go tag® Green 2x
PROMEGA M712b, 5 uL del ADN molde y 5 xL de cada partidor especifico, llegando a un
volumen final de 30 uL.

Amplificacién del ADN: La técnica de PCR contempld una etapa de desnaturalizacion del

ADN, seguido de una etapa de alineamiento de los partidores y una etapa final de elongacion
para terminar un ciclo. Las muestras fueron llevadas al termociclador Apollo® y se sometieron
a una etapa de desnaturalizacion del ADN a 94°C por 30 segundos, una etapa de alineamiento
de los partidores a 55°C por 30 segundos y una etapa de elongacion, a 72°C por 30 segundos,
para completar un ciclo, requiriendo de 30 ciclos para realizar el método. Transcurrido 30
ciclos se procedi6 a visualizar el producto amplificado.

Visualizacion del producto amplificado: Se efectué mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2% (Winkler ®) en buffer Tris-borato (90 Mm Tris-borato, 10 mM EDTA) como solvente.
En cada pocillo se cargaron 5 pL del producto de PCR y los controles respectivos. La

electroforesis se llevd a cabo a 90 V por 90 minutos. Como marcador de tamafio molecular se
utiliz6 AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder Maestrogen®, que va desde 100 a 3000
pares de bases. Luego de la electroforesis, el gel se incub6 en Bromuro de Etidio (0,5 pg/mL)

(Fermelo ®) durante 40 minutos y posteriormente se colocd en un transiluminador de luz
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ultravioleta (Transiluminator UVP ®). Finalmente, el gel se fotografid para obtener registro de

los resultados.

Obtencidn un patrén de digestion tipico para cada serovar de Leptospira interrogans.
Cada fragmento de ADN obtenido fue digerido con la enzima de restriccién Bccl. Para esto,
previamente, en un tubo de PCR, se prepar6 un “master mix” que contenia 15 uL de agua libre
de nucleasas, 5 pL del buffer de digestién, y 5 pL de la enzima de restriccidn, generando un
volumen final de 25 pL. Se tomaron 4 tubos mas de PCR, a cada uno de los cuales se le colocd
5 pL del master mix preparado y se colocaron ademés 5 pL de cada resultado de PCR en cada
uno de los 4 tubos. Para poner en marcha la digestion, se llevo los 4 tubos a una estufa a 37°C
durante 1 hora y 20 minutos, y para poder inactivar la enzima, estos tubos fueron llevados a un
bafio a 65°C, durante 20 minutos. La visualizacion de los fragmentos digeridos y sin digerir
fue realizada de la misma forma mencionada anteriormente.

La enzima Bccl (New England BiolLabs ® Inc.) fue adquirida por el Departamento de

Medicina Preventiva para la realizacion del trabajo experimental de esta memoria.

Bioseguridad. Como normas de bioseguridad se consideraron el acceso limitado a las
instalaciones, uso de delantal limpio y cerrado, utilizacion de material limpio y la adecuada
eliminacion de desechos. Respecto al procedimiento de PCR y posterior electroforesis se debid
utilizar guantes de latex tanto para evitar contaminacion de la muestra, como para manipular
sustancias como el bromuro de etidio, el cual tiene propiedades mutagénicas. Al utilizar el
transiluminador se utilizaron gafas con filtro UV y una placa de acrilico ubicada entre el equipo
y la persona que visualizé el gel. Finalmente, el gel y los guantes utilizados fueron desechados
para su posterior incineracion. Es importante sefialar -ademéas- que el ADN de la bacteria
Salmonella Typhimurim fue obtenida del laboratorio de Bacteriologia de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, y en ningin momento se estuvo en contacto

con la bacteria viva.
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RESULTADOS

a) Deteccion mediante PCR del gen LipL32 en cepas de L. interrogans.

Como resultado de la técnica de la PCR y de la utilizacion de los partidores disefiados In Silico
(Figura 1), en cada carril asignado a las muestras se observo una banda Unica de alrededor de
500 pb. No se observaron bandas en los carriles asignados al control negativo ni en el carril

correspondiente al control de reactivos.

3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 1: Electroforesis en gel de agarosa al 2% del gen lipL32 para Leptospira interrogans.
Carril 1: Leptospira interrogans serovar canicola. Carril 2: Leptospira interrogansserovar
icterohaemorrhagiae. Carril 3: Leptospira interrogansserovar pomona. Carril 4: Leptospira interrogans
serovar grippotyphosa. Carril 5: control negativo. Carril 6: control de reactivos. Carriles 7, 8,9: vacios
Carril 10: marcador de tamafio molecular
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b) Determinacion de la utilidad de la enzima Bccl en L. interrogans para diferenciar entre
los serovares pomona, icterohaemorragiae, canicola y grippotyphosa de L. interrogans.

Luego de la digestion de los fragmentos de ADN productos de la técnica de PCR empleada, se
pudo observar en carril un fragmento de aproximadamente 300 pb. (fig. 2)

Figura 2: Gel de agarosa al 2%. Digestion con Bccl para Leptospira interrogans.

Carril 1: Leptospira interrogans serovar canicola (PCR). Carril 2: Leptospira interrogans
serovarcanicola (restriccion). Carril 3: Leptospira interrogans serovar icterohaemorrhagiae
(PCR). Carril 4: Leptospira interrogans serovar icterohaemorrhagiae (restriccion). Carril 5:
Leptospira interrogans serovar pomona (PCR). Carril 5: Leptospira interrogans serovar
pomona (restriccion). Carril 7: Leptospira interrogans serovar grippotyphosa (PCR). Carril 8:
Leptospira interrogans serovar grippotyphosa  (restriccion). Carril 9 vacio. Carril 10:
marcador de tamafio molecular
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DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, el protocolo de PCR implementado con los partidores
disefiados in silico, fue capaz de detectar fragmentos Unicos y del tamafio esperado (=500 pb),
lo cual constituye ciertamente un aporte a la deteccidn general de Leptospira. Sin embargo, al
realizar la digestion enzimatica con Bccl no se obtuvo el patrén esperado, pues se observaron
bandas Unicas de alrededor de 300 pb en cada uno de los fragmentos digeridos y productos del
PCR.

Una posible explicacion a estos resultados podria ser la posibilidad de la presencia de
mutaciones silentes, aquellas en que cambia una base de un codon, pero no el aminoacido que
determina, o aquellas que cambian un aminoécido sin afectar la actividad de la proteina
codificada por el gen (Alberts et al., 2010). Esto explicaria la diferencia con las secuencias
obtenidas del Genbank y que a priori sefialaban que el uso de Bccl era el adecuado. De existir
una mutacion en el gen que codifica para la LipL32 en el sitio de restriccion, se explicaria la
escision de la doble hebra por parte de la endonucleasa en el caso de LISC, que corresponde un
resultado no esperado. Sin embargo, esta posibilidad solo seria resuelta al secuenciar los

fragmentos obtenidos en el PCR, es decir los 480 pares de bases obtenidos en cada caso.

Asi, de obtener una secuencia nucleotidica compatible con la obtenida mediante el Genbank se
podréa definir otro escenario a considerar: confusion de muestras o fallas en los tiempos de
incubacién en Bromuro de Etidio al considerar una muestra diluida en la segunda

electroforesis.

El uso de enzimas de restriccion en la deteccion diferencial entre serovares de Leptospira ha
sido reportada recientemente, pero utilizando 2 0 més enzimas de restriccién tales como BasJl,
Fokl, Haelll, Hyp8Il, y Tagll para la digestion de los amplicones generados por PCR
(Wajjwalku et al., 2015). Esto, representa una diferencia importante con nuestro trabajo en

cuanto a usar dos 0 mas enzimas para la diferenciacion de los serovares.
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Actualmente, se han descrito otros genes como blancos de deteccidn de Leptospira: el gen flaB
(Wajjwalku et al., 2015) o el gen de la subunidad 3 de la RNA polimerasa (Jung et al., 2015),
lo que aumenta la cantidad de blancos para la deteccion por PCR y posterior digestion con una,
0 con varias enzimas de restriccion.

En este sentido, una proyeccion de este trabajo seria el uso de otro gen blanco. Sin embargo, se

ha descrito que el gen Lipl32 es el mas conservado en las especies patdgenas de Leptospira, lo

que hace suponer que tiene un caracter infectivo, aun cuando no esté absolutamente claro su rol

(Murray, 2013).

En definitiva, frente a los resultados obtenidos, se puede proponer lo siguiente:

- Estudio y utilizacion de una o varias enzimas de restriccion distintas de Bccl, como las
mencionadas anteriormente u otras como: SexAl, Cvikl-1,Mwol y BfuCl, para la realizacion
de la escision de los amplicones obtenidos con el método PCR de lipL32.

- Secuenciacién del producto de PCR, compararlo con la informacién del GenBank®y

verificar lugares de posibles mutaciones silentes.
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CONCLUSION

Hasta ahora, la deteccion molecular de Leptospira interrogans es una realidad, pues queda
demostrado mediante el uso del protocolo de PCR ya descrito. En deuda queda la deteccién
diferencial de los serovares, que segun la literatura y el uso del programa on line NEBcutter
permitia aventurar un resultado muy alentador con el uso de Bccl. La realidad es otra y se
debe seguir en la senda de obtener el resultado dptimo: la diferenciacidn por serovares.
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ANEXQOS

Anexo 1

Secuencias nucleotidicas de los cuatro serovares de Leptospira interrogans a detectar
(numero de acceso Genbak: serovar. sigla).

>AJ580493:Leptospira interrogans serovar canicola: LISC
ATGAAAAAACTTTCGATTTTGGCTATCTCCGTTGCACTCTTTGCAAGCATTACCGCTTGTGGTGCTTTCGGTGGTCTGCCAAGC
CTAAAAAGCTCTTTTGTTCTGAGCGAGGACACAATCCCAGGGACAAACGAAACCGTAAAAACGTTACTCCCTACGGATCTGTGA
TCAACTATTACGGATACGTAAAGCCAGGACAAGCGCCGGACGGTTTAGTCGATGGAAACAAAAAAGCATACTATCTCTATGTTT
GGATTCCTGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTTCCCCAACAGGCGAAATCGGTGAACCAGGCGACGGAGACTTAG
TAAGCGACGCTTTCAAAGCGGCTACCCCAGAAGAAAAATCAATGCCACATTGGTTTGATACTTGGATCCGTGTAGAAAGAATGT
CGGCGATTATGCCTGACCAAATCGCCAAAGCTGCGAAAGCAAAACCAGTTCAAAAATTGGACGATGATGATAATGGTGACGATA
CTTATAAAGAAGAGAGACACAACAAGTACAACTCTCTTACTAGAATCAAGATCCCTAATCCTCCAAAATCTTTTGACGATCTGA
AAAACATCGACACTAAAAAACTTTTAGTAAGAGGTCTTTACAGAATTTCTTTCACTACCTACAAACCAGGTGAAGTGAAAGGAT
CTTTCGTTGCATCTGTTGGTCTGCTTTTTCCACCAGGTATTCCAGGTGTGAGCCCGCTGATCCACTCAAATCCTGAAGAATTGC
AAAAACAAGCTATCGCTGCTGAAGAGTCTTTGAAAAAAGCTGCTTCTGACGCGACTAAGTAA

>AB094433.2:Leptospira interrogans serovar icterohaemorrhagiae: LISI
ATTACCGCTTGTGGTGCTTTCGGTGGTCTGCCAAGCCTAAAAAGCTCTTTTGTTCTGAGCGAGGACACAATCCCAGGGACAAAC
GAAACCGTAAAAACGTTACTTCCCTACGGATCTGTGATCAACTATTACGGATACGTAAAGCCAGGACAAGCGCCGGACGGTTTA
GTCGATGGAAACAAAAAAGCATACTATCTCTATGTTTGGATTCCTGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTTCCCCA
ACAGGCGAAATCGGTGAGCCAGGCGACGGAGACTTAGTAAGCGACGCTTTCAAAGCGGCTACCCCAGAAGAAAAATCAATGCCA
CATTGGTTTGATACTTGGATCCGTGTAGAAAGAATGTCGGCGATTATGCCTGACCAAATCGCCAAAGCTGCGAAAGCAAAACCA
GTTCAAAAATTGGACGATGATGATGATGGTGACGATACTTATAAAGAAGAGAGACACAACAAGTACAACTCTCTTACTAGAATC
AAGATCCCTAATCCTCCAAAATCTTTTGACGATCTGAAAAACATCGACACTAAAAAACTTTTAGTAAGAGGTCTTTACAGAATT
TCTTTCACTACCTACAAACCAGGTGAAGTGAAAGGATCTTTCGTTGCATCTGTTGGTCTGCTTTTCCCACCAGGTATTCCAGGT
GTGAGCCCGCTGATCCACTCAAATCCTGAAGAATTGCAAAAACAAGCTATCGCTGCT

>JN886738.1:Leptospira interrogans serovar Grippotyphosa: LISG

ATGAAAAAACTTTCGATTTTGGCTATCTCCGTTGCACTCTTTGCAAGCATTACCGCTTGTGGTGCTTTCGGTGGTCTGCCAAGC
CTAAAAAGCTCTTTTGTTCTGAGCGAGGACACAATCCCAGGGACAAACGAAACCGTAAAAACGTTACTTCCCTACGGATCTGTG
ATCAACTATTACGGATACGTAAAGCCAGGACAAGCGCCGGACGGTTTAGTCGATGGAAACAAAAAAGCATACTATCTCTATGTT
TGGATTCCTGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTTCCCCAACAGGCGAAATCGGTGAACCAGGCGATGGAGACTTA
GTAAGCGACGCTTTCAAAGCGGCTACCCCAGAAGAAAAATCAATGCCACATTGGTTTGATACTTGGATCCGTGTAGAAAGAATG
TCGGCGATTATGCCTGACCAAATCGCCAAAGCTGCGAAAGCAAAACCCGTTCAAAAATTGGACGATGATGATGATGGTGACGAT
ACTTATAAAGAAGAGAGACACAATAAGTACAACTCTCTTACTAGAATCAAGATCCCTAATCCTCCAAAATCTTTTGACGACCTG
AAAAACATCGATACTAAAAAACTTTTAGTAAGAGGTCTTTACAGAATTTCTTTCACTACCTACAAACCAGGTGAAGTGAAAGGA
TCTTTCGTTGCATCTGTTGGTCTGCTTTTCCCACCAGGTATTCCAGGTGTGAGCCCGCTGATCCACTCAAATCCTGAAGAATTG
CAAAAACAAGCTATCGCTGCTGAAGAGTCTTTGAAAAAAGCTGCTTCTGACGCGACTAAGTAA

>EU871716.1: Leptospira interrogans serovar Pomona: LISP
ATGAAAAAACTTTCGATTTTGGCTATCTCCGTTGCACTCTTTGCAAGCATTACCGCTTGTGGTGCTTTCGGTGGTCTGCCAAGC
CTAAAAAGCTCTTTTGTTCTGAGCGAGGACACAATCCCAGGGACAAACGAAACCGTAAAAACGTTACTTCCCTACGGATCTGTG
ATCAACTATTACGGATACGTAAAGCCAGGACAAGCGCCGGACGGTTTAGTCGATGGAAACAAAAAAGCATACTATCTCTATGTT
TGGATTCCTGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTTCCCCAACAGGCGAAATCGGTGAACCAGGCGACGGAGACTTA
GTAAGCGACGCTTTCAAAGCGGCTACCCCAGAAGAAAAATCAATGCCACATTGGTTTGATACTTGGATCCGTGTAGAAAGAATG
TCGGCGATTATGCCTGACCAAATCGTCAAAGCTGCGAAAGCAAAACCAGTTCAAAAATTGGACGATGATGATGATGGTGACGAT
ACTTATAAAGAAGAGAGACACAACAAGTACAACTCTCTTACTAGAATCAAGATCCCTAATCCTCCAAAATCTTTTGACGATCTG
AAAAACATCGACACTAAAAAACTTTTAGTAAGAGGTCTTTACAGAATTTCTTTCACTACCTACAAACCAGGTGAAGTGAAAGGA
TCTTTCGTTGCATCTGTTGGTCTGCTTTTCCCACCAGGTATTCCAGGTGTGAGCCCGCTGATCCACTCAAATCCTGAAGAATTG
CAAAAACAAGCTATCGCTGCTGAAGAGTCTTTGAAAAAAGCTGCTTCTGACGCGACTAAGTAA
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Anexo 2

LISC
LISG
LISI
LISP

LISC
LISG
LISI
LISP

LISC
LISG
LISI
LISP

LISC
LISG
LISI
LISP

LISC
LISG
LISI
LISP

LISC
LISG
LISI
LISP

LISC
LISG
LISI
LISP

LISC
LISG
LISI
LISP

Alineamiento multiple de secuencias (clustal Omega)

ATGAAAAAACTTTCGATTTTGGCTATCTCCGTTGCACTCTTTGCAAGCATTACCGCTTGT
ATGAAAAAACTTTCGATTTTGGCTATCTCCGTTGCACTCTTTGCAAGCATTACCGCTTGT
———————————————————————————————————————————————— ATTACCGCTTGT

ATGAAAAAACTTTCGATTTTGGCTATCTCCGTTGCACTCTTTGCAAGCATTACCGCTTGT
Kok ok ok kKKK Kok ok k

GGTGCTTTCGGTGGTCTGCCAAGCCTAAAAAGCTCTTTTGTTCTGAGCGAGGACACAATC
GGTGCTTTCGGTGGTCTGCCAAGCCTAAAAAGCTCTTTTGTTCTGAGCGAGGACACAATC
GGTGCTTTCGGTGGTCTGCCAAGCCTAAAAAGCTCTTTTGTTCTGAGCGAGGACACAATC
GGTGCTTTCGGTGGTCTGCCAAGCCTAAAAAGCTCTTTTGTTCTGAGCGAGGACACAATC

Ak hkhkhkhk Ak kA hhkrhkhkhhhkhk kA hhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkhAhhkhkhhkrhkhkhkhhkrhkhkhkxhkkhkxkkxk

CCAGGGACAAACGAAACCGTAAAAACGTTAC-TCCCTACGGATCTGTGATCAACTATTAC
CCAGGGACAAACGAAACCGTAAAAACGTTACTTCCCTACGGATCTGTGATCAACTATTAC
CCAGGGACAAACGAAACCGTAAAAACGTTACTTCCCTACGGATCTGTGATCAACTATTAC
CCAGGGACAAACGAAACCGTAAAAACGTTACTTCCCTACGGATCTGTGATCAACTATTAC

R R R I b b b b b b b I b b b b b b b b b b b b b b b b b R b b b b b b Ib b b b b b Ib b b b b b b b b b I b b b i

GGATACGTAAAGCCAGGACAAGCGCCGGACGGTTTAGTCGATGGAAACAAAAAAGCATAC
GGATACGTAAAGCCAGGACAAGCGCCGGACGGTTTAGTCGATGGAAACAAAAAAGCATAC
GGATACGTAAAGCCAGGACAAGCGCCGGACGGTTTAGTCGATGGAAACAAAAAAGCATAC
GGATACGTAAAGCCAGGACAAGCGCCGGACGGTTTAGTCGATGGAAACAAAAAAGCATAC

Ak hkhkhkh kA hhkhkhhkrhkhkhhhkhhhAhhkhkhhkrhkhkhhhkhkhkdhhkdhhkrhkhkrkhhkrkhkhkhkrhkhkxkkxk

TATCTCTATGTTTGGATTCCTGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTTCCCCA
TATCTCTATGTTTGGATTCCTGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTTCCCCA
TATCTCTATGTTTGGATTCCTGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTTCCCCA
TATCTCTATGTTTGGATTCCTGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTTCCCCA

Ak hkhkhkhk kA hhkhkhhkrhkhkhh bk hhkdhhkhkhhkrhkhkhhhkhkhkhkhhkdkhhkrhkhkrkhhkrkhkhkrkxhkxkkxk

ACAGGCGAAATCGGTGAACCAGGCGACGGAGACTTAGTAAGCGACGCTTTCAAAGCGGCT
ACAGGCGAAATCGGTGAACCAGGCGATGGAGACTTAGTAAGCGACGCTTTCAAAGCGGCT
ACAGGCGAAATCGGTGAGCCAGGCGACGGAGACTTAGTAAGCGACGCTTTCAAAGCGGCT
ACAGGCGAAATCGGTGAACCAGGCGACGGAGACTTAGTAAGCGACGCTTTCAAAGCGGCT

KAIAKAKNKAAKRAXNKAAKNA A, XAAXAKAAAAK’ AAKAAKAAAAAAAA R A A A A A AR A AR A A XA Ak kK

ACCCCAGAAGAAAAATCAATGCCACATTGGTTTGATACTTGGATCCGTGTAGAAAGAATG
ACCCCAGAAGAAAAATCAATGCCACATTGGTTTGATACTTGGATCCGTGTAGAAAGAATG
ACCCCAGAAGAAAAATCAATGCCACATTGGTTTGATACTTGGATCCGTGTAGAAAGAATG
ACCCCAGAAGAAAAATCAATGCCACATTGGTTTGATACTTGGATCCGTGTAGAAAGAATG

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR KA AR A AR A KR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A Xk *

TCGGCGATTATGCCTGACCAAATCGCCAAAGCTGCGAAAGCAAAACCAGTTCAAAAATTG
TCGGCGATTATGCCTGACCAAATCGCCAAAGCTGCGAAAGCAAAACCCGTTCAAAAATTG
TCGGCGATTATGCCTGACCAAATCGCCAAAGCTGCGAAAGCAAAACCAGTTCAAAAATTG
TCGGCGATTATGCCTGACCAAATCGTCAAAGCTGCGAAAGCAAAACCAGTTCAAAAATTG

KAKAKAKRKAAKRA XA AKRKAAKRAXAKA AR AKX, KA AKAA A A A AA XA AR AR A h Ak K, A,k khkrkkhkrkk k)%
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LISC
LISG
LISI
LISP

LISC
LISG
LISI
LISP

LISC
LISG
LISI
LISP

LISC
LISG
LISI
LISP

LISC
LISG
LISI
LISP

LISC
LISG
LISI
LISP

GACGATGATGATAATGGTGACGATACTTATAAAGAAGAGAGACACAACAAGTACAACTCT
GACGATGATGATGATGGTGACGATACTTATAAAGAAGAGAGACACAATAAGTACAACTCT
GACGATGATGATGATGGTGACGATACTTATAAAGAAGAGAGACACAACAAGTACAACTCT
GACGATGATGATGATGGTGACGATACTTATAAAGAAGAGAGACACAACAAGTACAACTCT

KA KA AAKAAAAhA AAAAAAA AR A AR A A A AR A A d A A A A A A A hk kA hhkx* kA kkh Ak hhrkh k%%

CTTACTAGAATCAAGATCCCTAATCCTCCAAAATCTTTTGACGATCTGAAAAACATCGAC
CTTACTAGAATCAAGATCCCTAATCCTCCAAAATCTTTTGACGACCTGAAAAACATCGAT
CTTACTAGAATCAAGATCCCTAATCCTCCAAAATCTTTTGACGATCTGAAAAACATCGAC
CTTACTAGAATCAAGATCCCTAATCCTCCAAAATCTTTTGACGATCTGAAAAACATCGAC

Ak kA hk kA hkk Ak hkhhhkhhhkhkhk A hkhk A hhkrhdkhhhkhkhkrhkkrhkhkhkhkx hrxhkkhrhkkhrhkxkxxx*x

ACTAAAAAACTTTTAGTAAGAGGTCTTTACAGAATTTCTTTCACTACCTACAAACCAGGT
ACTAAAAAACTTTTAGTAAGAGGTCTTTACAGAATTTCTTTCACTACCTACAAACCAGGT
ACTAAAAAACTTTTAGTAAGAGGTCTTTACAGAATTTCTTTCACTACCTACAAACCAGGT
ACTAAAAAACTTTTAGTAAGAGGTCTTTACAGAATTTCTTTCACTACCTACAAACCAGGT

KA Ak kA hk kA Ak kA hk kA hdA Ak h kA hkhk Ak kA hkhkhhkhkhkhhkhkhk Ak hkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkhkhkhkkhkkhxkkxk

GAAGTGAAAGGATCTTTCGTTGCATCTGTTGGTCTGCTTTTTCCACCAGGTATTCCAGGT
GAAGTGAAAGGATCTTTCGTTGCATCTGTTGGTCTGCTTTTCCCACCAGGTATTCCAGGT
GAAGTGAAAGGATCTTTCGTTGCATCTGTTGGTCTGCTTTTCCCACCAGGTATTCCAGGT
GAAGTGAAAGGATCTTTCGTTGCATCTGTTGGTCTGCTTTTCCCACCAGGTATTCCAGGT

kA hkhkhkhk kA hhkhhhkrhkhkhhhkhhkdAhhkrhkhkrhkhkhhkhkhkhkhkhkkhkrkhk hhkrhhkrkhkhrkhkrhkhkrxkkxk

GTGAGCCCGCTGATCCACTCAAATCCTGAAGAATTGCAAAAACAAGCTATCGCTGCTGAA
GTGAGCCCGCTGATCCACTCAAATCCTGAAGAATTGCAAAAACAAGCTATCGCTGCTGAA
GTGAGCCCGCTGATCCACTCAAATCCTGAAGAATTGCAAAAACAAGCTATCGCTGCT---
GTGAGCCCGCTGATCCACTCAAATCCTGAAGAATTGCAAAAACAAGCTATCGCTGCTGAA

R R R R b I b I R b b b b b b b b b b b R I b b R I b b b b b I I b b b SR b b b b b b b b b b b b b b b b I i

GAGTCTTTGAAAAAAGCTGCTTCTGACGCGACTAAGTAA
GAGTCTTTGAAAAAAGCTGCTTCTGACGCGACTAAGTAA

GAGTCTTTGAAAAAAGCTGCTTCTGACGCGACTAAGTAA

Secuencia candidato para disefio de partidores (consenso)

GAAACCGTAAAAACGTTACTTCCCTACGGATCTGTGATCAACTATTACGGATACGTAAAGCCAGGACAAGCGCCGGACGGTTTA
GTCGATGGAAACAAAAAAGCATACTATCTCTATGTTTGGATTCCTGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTTCCCCA
ACAGGCGAAATCGGTGAACCAGGCGACGGAGACTTAGTAAGCGACGCTTTCAAAGCGGCTACCCCAGAAGAAAAATCAATGCCA
CATTGGTTTGATACTTGGATCCGTGTAGAAAGAATGTCGGCGATTATGCCTGACCAAATCGCCAAAGCTGCGAAAGCAAAACCA
GTTCAAAAATTGGACGATGATGATGATGGTGACGATACTTATAAAGAAGAGAGACACAACAAGTACAACTCTCTTACTAGAATC
AAGATCCCTAATCCTCCAAAATCTTTTGACGATCTGAAAAACATCGACACTAAAAAACTTTTAGTAAGAGGTCTTTACAGAATT
TCTTTCACTACCTACAAACCAGGTGAAGTGAAAGGATCTTTCGTTGCATCTGTTGGTCTGCTTTTCCCACCAGGTATTCCAGGT
GTGAGCCCGCTGATCCACTCAAATCCTGAAGAATTGCAAAAACAAGCTATCGCTGCT

28




Partidores a utilizar seguin programa Oligoperfect®

Thermo FlSher Q € Soporte para Pedidos Bes | SignIn ~ Orden Rapida H
SCIENTIFIC

The primers designed for your target sequence are displayed below it. Use the scrollbar to the right of the primer list to view them. To see where the primers
will anneal to the target sequence, click on the "Highlight Target Sequence” button below each set. To change the Primer Sequence or 5' Addition, click on
the edit icon to the left of each sequence and an editing window will appear. To select a primer for purchase, click on the box to the left of the Primer Name.
Sequence Name:

leptospira interrogans

Target Sequence:

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90
1  CTATCTCTATGTTTGGATTCCTGCCGTAATCGCTGARATGGGAGTTCGTATGATTTCCCCARCAGGCGARAT CGETGAACCAGGCGACGGAGACTTAGTA
101 AGCGACGCTTTCABAGCGGCTACCCCAGAAGARAAATCAATGCCACATTGETTTGATACTTGGATCCETGTAGABAGAATGTCEGCGATTATGCCTGACC
201 ABATCGCCARAGCTGCGAAAGCAAAACCAGTTCAAAAATTGGACGATGATGATAATGGTGACGATACT TATAAAGAAGAGAGACACAACARGTACAACTC
301 TCTTACTAGAATCAAGATCCCTAATCCTCCAAAATCTTTTGACGATCTGAAAAACATCGACACTARRAAACTTTTAGTAAGAGGTCTTTACAGAATTTCT
401 TTCACTACCTACAAACCAGGTGAAGTGAAAGGATCTTTCGTTGCATCTGTTGETCTGCTTTTTCCACCA 6T ICGCTGATCCACT

501 CAAATCCTGAA

Rank: 1 | Product Length: 480

Primer Name

| Product Region: 9-488
%WGC Strand

Size (hases)

_ leptospira interrogans 1R~ 55.00 REV 20 59.02
5' Addition Primer Sequence
=1 =1
g EGGCTCACACCTGGAATACCT

[ Highlight Target Sequence ]

Anexo 3: Secuencias utilizadas para detectar cortes por Bccl (segun programa NEBcutter).

>AJ580493.1:248-727 Leptospira interrogans serovar canicola

ATGTTTGGATTCCTGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTTCCCCAACAGGCGAAATCGGTGAACCAGGCGACGGAG
ACTTAGTAAGCGACGCTTTCAAAGCGGCTACCCCAGAAGAAAAATCAATGCCACATTGGTTTGATACTTGGATCCGTGTAGAAA
GAATGTCGGCGATTATGCCTGACCAAATCGCCAAAGCTGCGAAAGCAAAACCAGTTCAAAAATTGGACGATGATGATAATGGTG
ACGATACTTATAAAGAAGAGAGACACAACAAGTACAACTCTCTTACTAGAATCAAGATCCCTAATCCTCCAAAATCTTTTGACG
ATCTGAAAAACATCGACACTAAAAAACTTTTAGTAAGAGGTCTTTACAGAATTTCTTTCACTACCTACAAACCAGGTGAAGTGA
AAGGATCTTTCGTTGCATCTGTTGGTCTGCTTTTTCCACCAGGTATTCCAGGTGTGAGCC

>AB094433.2:248-727 Leptospira interrogans serovar icterohaemorrhagiae
CCCCAACAGGCGAAATCGGTGAGCCAGGCGACGGAGACTTAGTAAGCGACGCTTTCAAAGCGGCTACCCCAGAAGAAAAATCAA
TGCCACATTGGTTTGATACTTGGATCCGTGTAGAAAGAATGTCGGCGATTATGCCTGACCAAATCGCCAAAGCTGCGAAAGCAA
AACCAGTTCAAAAATTGGACGATGATGATGATGGTGACGATACTTATAAAGAAGAGAGACACAACAAGTACAACTCTCTTACTA
GAATCAAGATCCCTAATCCTCCAAAATCTTTTGACGATCTGAAAAACATCGACACTAAAAAACTTTTAGTAAGAGGTCTTTACA
GAATTTCTTTCACTACCTACAAACCAGGTGAAGTGAAAGGATCTTTCGTTGCATCTGTTGGTCTGCTTTTCCCACCAGGTATTC
CAGGTGTGAGCCCGCTGATCCACTCAAATCCTGAAGAATTGCAAAAACAAGCTATCGCTG
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>EU871716.1:248-727 Leptospira interrogans serovar Pomona
ATGTTTGGATTCCTGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTTCCCCAACAGGCGAAATCGGTGAACCAGGCGACGGAG
ACTTAGTAAGCGACGCTTTCAAAGCGGCTACCCCAGAAGAAAAATCAATGCCACATTGGTTTGATACTTGGATCCGTGTAGAAA
GAATGTCGGCGATTATGCCTGACCAAATCGTCAAAGCTGCGAAAGCAAAACCAGTTCAAAAATTGGACGATGATGATGATGGTG
ACGATACTTATAAAGAAGAGAGACACAACAAGTACAACTCTCTTACTAGAATCAAGATCCCTAATCCTCCAAAATCTTTTGACG
ATCTGAAAAACATCGACACTAAAAAACTTTTAGTAAGAGGTCTTTACAGAATTTCTTTCACTACCTACAAACCAGGTGAAGTGA
AAGGATCTTTCGTTGCATCTGTTGGTCTGCTTTTCCCACCAGGTATTCCAGGTGTGAGCC

>JN886738.1:248-727 Leptospira interrogans serovar Grippotyphosa
ATGTTTGGATTCCTGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTTCCCCAACAGGCGAAATCGGTGAACCAGGCGATGGAG
ACTTAGTAAGCGACGCTTTCAAAGCGGCTACCCCAGAAGAAAAATCAATGCCACATTGGTTTGATACTTGGATCCGTGTAGAAA
GAATGTCGGCGATTATGCCTGACCAAATCGCCAAAGCTGCGAAAGCAAAACCCGTTCAAAAATTGGACGATGATGATGATGGTG
ACGATACTTATAAAGAAGAGAGACACAATAAGTACAACTCTCTTACTAGAATCAAGATCCCTAATCCTCCAAAATCTTTTGACG
ACCTGAAAAACATCGATACTAAAAAACTTTTAGTAAGAGGTCTTTACAGAATTTCTTTCACTACCTACAAACCAGGTGAAGTGA
AAGGATCTTTCGTTGCATCTGTTGGTCTGCTTTTCCCACCAGGTATTCCAGGTGTGAGCC

Anexo 4: Resultados esperados de digestion de amplicones con Bccl segun NEBcutter

LISC: no corta;

LISI : 2 fragmentos: 192 y 288 pb
LISG: 3 fragmentos: 72, 168 y 240 pb;
LISP: "2 fragmentos™: 240 pb

%, , Custom Digest Sequence digested with: Becl
,.\'I’ W ENGLAND
;.f
serovar icterohaemo 11 . L . ! L 1 L 1 . 480
|
Brel
192
serovar Grippotyphosa 1l ' . : ; I ) 480
| |
Beel Beel
72 240
serovar Pomona | I S R T S S ST -
|
Becl
240
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