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Resumen

Ramirez, N.N.; Alegre, E.A.; Ruiz, R.M.; De Biasio, M.B.; Bastiani, C.E.: Deteccion de
leptospiras patogenas en tejido renal de murciélagos de Corrientes, Argentina. Rev. vet.
25: 1, 16-20, 2014. Existen muchos animales que participan en la transmision de diferentes
serovares de leptospiras. Los murciélagos han acrecentado su presencia en zonas urbanas;
este cambio de habitat se atribuye a razones de origen antropogénico y ha elevado las proba-
bilidades de contacto entre quirdpteros, seres humanos y animales domésticos. El objetivo
del trabajo fue identificar, mediante una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR sencilla),
la infeccion natural de especies de leptospiras patdogenas en quirdpteros colectados durante
los afios 2010 a 2012 en la ciudad de Corrientes. Para la captura se utilizaron redes de mano
y trampas balde. La identificacion de los quirdpteros se efectud en base a su caracteristicas
fenotipicas y morfométricas, determinandose la presencia de ejemplares de tres de las cuatro
familias existentes en Argentina. Los animales fueron sacrificados bajo anestesia de hidrato
de cloral 20%, obteniéndose muestras de tejido renal. Se realizé el procedimiento de extrac-
cion de acido desoxirribonucleico; se amplificaron 2 genes en PCR sencillas separadas, un
gen mitocondrial, mt DNA 12S/16S como control de especie y luego, en las mismas muestras,
se amplifico parte de los genes LipL.32. Se detectd presencia de ADN de leptospiras en el
20% de los quirdpteros, siendo éste el primer hallazgo por PCR publicado para murciélagos
del pais. Revelar la presencia de ADN de leptospiras resulta de gran importancia, debido a su
utilidad en los casos en que la busqueda molecular del patéogeno ha sido no detectable.

Palabras clave: murciélago, leptospira, tejido renal, PCR, epidemiologia, Argentina.

Abstract

Ramirez, N.N.; Alegre, E.A.; Ruiz, R.M.; De Biasio, M.B.; Bastiani, C.E.: Pathogenic
leptospires in renal tissue of bats from Corrientes, Argentina. Rev. vet. 25: 1, 16-20, 2014.
Many animal species participate in the transmission of different leptospire serovars, such
as bats. A large number of bats in urban areas has been associated with habitat changes due
to the effects of humans on the environment. This fact increases the probability of contact
between human beings and/or pets. The search of pathogenic leptospire species is a funda-
mental step for understanding the disease for a considered region. Aim of this work was to
identify natural infection with pathogenic leptospires in bats from Corrientes, Argentina, by
means of polymerase chain reaction (simple PCR) during the period 2010-2012. Animals
were collected using nets and traps. Identification of bats was performed taking into account
phenotypic characteristics and morphological measures. Animals were euthanized with 20%
chloral hydrate and kidney samples were collected for DNA extraction. Two genes were am-
plified using simple PCR: mt DNA 12S/16S mitochondrial gene (as a control of species) and
part of LipL.32 genes. Analysis of bats” morphology revealed the presence of three out of the
four families present in Argentina. Presence of leptospire DNA was detected in 20% of bats,
being this the first report for Argentina. The determination of leptospire DNA is a useful and
accurate method in those cases where the molecular search of the pathogen was not detected.
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INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad zoondtica de
distribucion mundial * | presente con mayor frecuen-
cia en paises tropicales, causada por espiroquetas del
género Leptospira, clasificadas en L. interrogans (pato-
genas) y L. biflexa (no patogenas) * . La transmision de
diferentes serovares se realiza a través de roedores, zo-
rros, lobos, mapaches y mofetas '®, alpacas y vicufas 2,
bovinos, ovinos, caprinos, porcinos y caninos *'7 . Estos
animales pueden participar en la cadena epidemiologica
como reservorios, portadores u hospedadores, resultan-
do importante dilucidar el papel de cada especie en la
enfermedad 2.

En la Amazonia y el sudeste de Asia se han estu-
diado roedores, murciélagos y marsupiales que pueden
ser infectados por leptospiras e intervenir en el ciclo de
transmision como portadores * > '7-? . Otros estudios
estiman que el 60% de los patdgenos emergentes que
afectan al hombre son zoonoticos y que de éstos, mas
del 70% tienen origen en la fauna silvestre 2.

Los primeros estudios para identificacion de lep-
tospiras se realizaron con técnicas directas, como la
observacion del microorganismo en campo 0Scuro.
Posteriormente aparecio la prueba de aglutinacion
microscopica (MAT) %, hoy considerada como “prue-
ba de oro” y utilizada unicamente para diagndstico e
investigacion en centros de referencia. Las pruebas
basadas en el diagnostico molecular presentan mayor
especificidad y sensibilidad en comparacion con las
pruebas serologicas 2 .

La aplicacion del diagnostico molecular es muy util
cuando el material se encuentra contaminado, el ais-
lamiento es dificil o las leptospiras no se encuentran
viables; también es ventajosa en el caso de no disponer
de muestras pareadas ¢ . La reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) es la mas sensible y la que se apli-
ca con mayor frecuencia en microbiologia clinica, en
particular en el caso de patogenos dificiles de cultivar
in vitro o aquéllos de lento crecimiento ' . La lipopro-
teina de membrana externa mas estudiada es la Lipl.32,
altamente inmunogénica y mas conservada entre las
especies patogenas de leptospiras %114 |

Es conocida la participacion de los murciélagos en
numerosas enfermedades. Su aumento en zonas urba-
nas se ha explicado por alteraciones antropogénicas de
su habitat, como cambios que facilitan la migracion, o
que alteran dormideros y alimentacion. Asociados a la
ausencia de depredadores, estos cambios han contri-
buido a que algunas especies de quirdpteros vivan en
diversos tipos de construcciones artificiales, entre ellas
la vivienda del hombre, lo que produjo un aumento en
la probabilidad de contacto de los murciélagos con se-
res humanos y animales domésticos .

Investigaciones desarrolladas en la Amazonia pe-
ruana, estimaron que un tercio de los mamiferos silves-
tres analizados por técnicas moleculares, pertenecien-
tes a los ordenes Rodentia, Marsupialia, Chiroptera y
Carnivora, podrian estar excretando leptospiras patd-

genas en la orina, convirtiéndose en una fuente de in-
feccion humana, debido a su cercania al drea urbana 7 .

La busqueda e identificacion de especies patogenas
es un paso basico para la comprension de la epidemio-
logia de la enfermedad en cualquier region geografica.
Dada la ausencia de datos en Argentina, el presente
trabajo tuvo como objetivo identificar mediante PCR
la infeccion por leptospiras patogenas de quirdpteros
colectados en la Ciudad de Corrientes (Argentina) du-
rante los afios 2010 a 2012.

MATERIAL Y METODOS

Area de estudio y captura. El area seleccionada
fue la jurisdiccion de la Municipalidad de la Ciudad
de Corrientes. Durante 2010 a 2012 se visitaron sitios
considerados como posibles refugios. Para la colecta
se utilizaron redes de mano (captura al vuelo), trampas
balde y captura manual, segin ubicacion, tipo de refu-
gios y horario. Las coordenadas de cada sitio visitado
fueron establecidas mediante un localizador satelital
GPS (sistema de posicionamiento global) Garmin €Trex
LegendRr.

Una vez capturados, los quirdpteros fueron trans-
portados en bolsas de paio al laboratorio. Para ser iden-
tificados se tuvieron en cuenta las caracteristicas feno-
tipicas y morfométricas utilizando una balanza digital y
un calibre digital Black Jack D056, siguiendo las claves
de identificacion tradicionales 2. La edad (juvenil y
adulto) se estim6 considerando longitud y didmetro de
los huesos largos y transparencia de los cartilagos ' .
Atento a las normas de bienestar animal, los murcié-
lagos fueron sacrificados con hidrato de cloral al 20%.
Post mortem se tomaron muestras de tejido renal, con-
servandolas en freezer a -20°C hasta su utilizacion.

Extraccion de ADN. Se realizé el procedimien-
to de extraccion de 4cido desoxirribonucleico (ADN)
efectuandose digestion con detergente CTAB (bromu-
ro de cetil trimetilamonio) y purificacion con clorofor-
mo: alcohol isoamilico (microcentrifuga Spectrafuge
24D Labnet Internacional y bafio termostatico Faeta).
La calidad y cantidad del ADN extraido se evalud
efectuando un screening por electroforesis en geles de
agarosa teflidos con bromuro de etidio, buffer TBE 1X
y transiluminacion (transiluminador UV DyNA dual
Intensity Po Box 841 Labnet Internacional).

PCR para control de especie. Se utilizo un par de
partidores (primers) complementarios a una secuencia
de un gen mitocondrial, mt DNA 12S/16S Fw Bat 5'-
TGG GAT TAG ATA CCC CAC TAT - 3" y 125/16S
Rew Bat 5'- TGA TTA TGC TAC CTT TGC ACG GT-
3" anteriormente descripto " . Se amplificé en un vo-
lumen de 25 pl, cuyo producto es de 1500 pb. Se ensa-
yaron reacciones conteniendo las siguientes concentra-
ciones finales de reactivos: 1X de buffer de PCR (Pro-
mega), 2,5 mM MgCl, (Biodynamics), 0,5mM de cada
dNTP (Promega), 0,2 mM de cada primer y 1,0U de
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Taq DNA polimerasa (Go-Taq, Promega). El programa
de ciclado (Termociclador Minigen TC 9600-G / TC
9600-G-230 V /TC 6000-G / TC 6000-G-230 V Labnet
Internacional) consistiéo en desnaturalizacion inicial a
95°C durante 5 minutos, seguida de 30 ciclos de am-
plificacion (desnaturalizacion a 94°C por 50 segundos,
hibridacion a 55°C por 35 segundos y extension a 72°C
por 2 minutos) y una extension final a 72°C por 10
minutos e incubacion a 4°C. Se utilizé agua destilada
como control negativo. Los productos de PCR se sepa-
raron por electroforesis horizontal (cuba de electrofo-
resis (DYCP-31 DNBA BioAmerica) y fuente de poder
para electroforesis (modelo DY'Y-6 CBA BioAmerica)
en geles de agarosa 1% en buffer TBE1X, tefiidos con
bromuro de etidio, utilizando un marcador de peso mo-
lecular (pGem) para la comparacion de tamafios de los
fragmentos amplificados y visualizacion por transilu-
minacion UV.

PCR para identificacion de leptospiras. Se ampli-
fico parte de los genes LipL.32, presente en las especies
patdgenas aplicando una técnica anteriormente descri-
ta ', con modificaciones realizadas por nuestro grupo
de trabajo en la concentracion de primers (0.2 mM).

RESULTADOS

La técnica de PCR sencilla fue aplicada a 70 de
las 104 muestras obtenidas. Los analisis morfologicos
y morfométricos de los murciélagos indicaron que los
ejemplares pertenecian a 3 familias de las 4 existentes
en nuestro pais: Vespertilionidae, Molossidae y Phy-
llostomidae.

Los sitios de recoleccion fueron muy variados,
aunque todos ellos estaban en estrecha contigiiidad con
seres humanos. Se capturaron murciélagos en hogares,
centros de salud, escuelas, edificios y espacios libres,
algunos de ellos proximos al Rio Parana, y otros en
zonas urbanizadas.

Debido a que la extraccion de ADN es un punto cri-
tico de la técnica PCR '®% | para verificar la presencia
de material genético de quiropteros se realizo la PCR
control, que arroj6 como resultado bandas de amplifi-
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa 2% para PCR para leptospiras.
Las calles 3, 5, 6, 9 y 15 correspondes a muestras de murciélagos detec-
tables a leptospira. Calle 8 (“M”): marcador de peso molecular. Calle 16:

control positivo. Calle 18 control negativo.

14 15 16 17 18

cacion de 1500 pb y ausencia de la misma en el control
negativo de PCR en todas las electroforesis realizadas,
lo que indic6 presencia de material genético.

En el diagnostico de leptospiras, fue posible cons-
tatar presencia de ADN detectable en el 20% (14/70
casos) de las muestras analizadas (Figura 1), con una
banda de amplificacion de 474 pb, sin amplificacion en
los controles negativos, no observandose bandas ines-
pecificas. En tres familias diferentes de quirdpteros de
habitos insectivoros, fueron detectadas leptospiras pa-
togenas (Tabla 1).

DISCUSION

En los estudios epidemiologicos, las modernas
herramientas moleculares son indispensables como
sistemas de tipificacion. Por otra parte, alin no esta
completamente esclarecido el rol que desempefian los
mamiferos voladores en la cadena epidemioldgica, co-
nocimiento de vital importancia en salud publica.

Los resultados de este trabajo son los primeros
publicados en Argentina con referencia al rol de los
murciélagos en la leptospirosis. Desde el punto de vista
diagnostico es primordial establecer una técnica con-
trol de la presencia de ADN por su utilidad en los casos
en que la busqueda molecular del patégeno hubiere re-
sultado negativa. En tales casos, al aplicar previamente
la técnica de control de especie se confirma la presen-
cia de ADN en la muestra y se descartan posibles erro-
res en la extraccion de ADN.

Con relacion a los habitos alimenticios de los mur-
ci¢lagos estudiados, la ausencia de ejemplares “pesca-
dores” (Noctilionidae) se deberia atribuir a las dificul-
tades que involucra su captura. Si bien la muestra se
integrd con gran superioridad de especies insectivoras,
esto no implica que otras especies no puedan ser porta-
doras. Llamativamente los ejemplares de murciélagos
hematofagos capturados resultaron negativos a la prue-
ba. Si la recoleccion hubiera ocurrido en zonas rurales
probablemente el numero de especies hematofagas hu-
biera sido mayor.

Se asevera que los ejemplares del “vampiro” Des-
modus rotundus, por su habito de orinar durante la
alimentacion, eliminan orina que
puede contaminar el ambiente y/o
sus victimas (animales o perso-
nas) con leptospiras. Las heridas
causadas por la mordedura cons-
tituyen una puerta de entrada para
dichos gérmenes. Murciélagos he-
matofagos (n = 204) capturados
en tuberias de drenaje y tuneles
en Botucatu (Brasil) revelaron una
prevalencia de de leptospiras del
7,84% % .

En Peru se aislaron leptospiras
al partir de rifiones de microqui-
ropteros 7 , identificandose L. inte-
rrogans serovar icterohaemorrha-
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Tabla 1. Especies de murciélagos positivos a leptospiras patdgenas por PCR.

familia especie sexo edad lugar (coordenadas GPS)
Molossidae E. patagonicus m j S27°27°42,61” W 58°49°32.,47”
Molossidae E. patagonicus h j S 27°27°30,73” W 58°49°26,37”
Molossidae E. patagonicus h a S 27°27°30,73” W 58°49°26,37”
Molossidae E. patagonicus h a S 27°27°30,73” W 58°49°26,37”
Molossidae E. patagonicus m a S 27°27°30,73” W 58°49°26,37”
Molossidae E. patagonicus h a S 27°27°30,73” W 58°49°26,37”
Molossidae E. patagonicus h ] S 27°27°30,73” W 58°49°26,37”
Molossidae M. rufus h a S 27°27°51,00” W 58°49°38,10”
Vespertilionidae  Myotis albescens h a S 27°28°26.74” W 58°49°38.49”
Molossidae E. patagonicus h a S 27°27°30,73” W 58°49°26,37”
Molossidae E. patagonicus m ] S 27°27°30,73” W 58°49°26,37”
Molossidae E. patagonicus h ] S 27°27°30,73” W 58°49°26,37”
Molossidae E. patagonicus h ] S 27°27°45,16” W 58°49°54,66”
Molossidae M. rufus h a S 27°77°37,38” W 58°49°26,86”
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respectivamente, sobre un total
de 204 murciélagos capturados.
Cabe destacar que al aplicar la
técnica MAT en estos mismos
animales, los resultados fueron
negativos, revelando que a pesar
de ser la “técnica de oro”, su apli-
cacion no siempre es adecuada
pues depende del tipo de estudio
-clinico o epidemiolégico- y no
es aplicable a los animales sil-
vestres 2 .

La técnica MAT se emplea
para detectar anticuerpos en
el suero. Si bien es altamente
especifica, posee limitada sen-
sibilidad en la fase aguda de la

E: Eumops, M: Molossus, m: macho, h: hembra, j: juvenil, a: adulto, GPS: sistema de

posicionamiento global.

gie, variedad que se mantiene entre las ratas, lo cual
sugiere un ciclo de infeccion entre estas dos especies
20 A partir del rifion de una comadreja se aisld Lep-
tospira interrogans canicola, atestiguando que para
la transmision solo basta el contacto directo con orina
que contenga leptospiras 7 .

En Australia se detectaron anticuerpos circulantes
anti leptospiras en 173 murciélagos frugivoros Ptero-
pus spp., aislandose Leptospira sp. en el 11% de las
muestras renales *?7, sefialando que los murciélagos
que se alimentan con frutas pueden ser portadores de
este patogeno. El hallazgo de uno de cada diez anima-
les con ADN de leptospira sugiere que en esa poblacion
de murciélagos tales gérmenes son mas frecuentes de
lo esperado para una especie que no es portadora % .

El gremio trofico capturado en mayor medida per-
tenecid a los insectivoros, debido a que algunas es-
pecies estan adaptadas a la ciudad y a las viviendas.
La mayor concentraciéon de mosquitos atraidos por el
alumbrado de las calles constituye una gran fuente de
alimentacion. Trabajos realizados en Brasil evidencia-
ron un 2,8% de leptospirosis en las especies Molossus
molossus 'y Molossus ater, demostrando el alto grado
de adaptacion de estas especies al entorno urbano, asi
como el peligro de la potencial exposicion de las per-
sonas con su orina infectante. Otras especies de mur-
ciélagos adaptados a los entornos humanos son Glos-
sophaga soricina (nectarivoro) y Prochilodus lineatus
(frugivoro), este ultimo arrojo 1% de positividad a lep-
tospirosis. Ademas de su potencialidad directa para in-
fectar a las personas, estas especies son peligrosas por
su posibilidad de interactuar con otros reservorios de
leptospiras como las ratas 2 .

Mediante técnicas de biologia molecular, en la
Amazonia peruana se demostré que los géneros Pro-
mops (insectivoro), Desmodus (hematdfago) y Myotis
(insectivoro) revelaron positividad a leptospiras me-
diante prueba PCR con tasas de 100%, 50% y 33%

enfermedad, debido a que los
anticuerpos son detectables al-
rededor de los 7 a 10 dias de la
aparicion de los sintomas. En ge-
neral, requiere una segunda muestra, lo cual represen-
ta un inconveniente al trabajar con animales silvestres
ya que su obtencion se tornaria dificultosa o imposible
en algunos casos, como el de los murciélagos. Por otra
parte, tratandose de animales silvestres, deberian con-
frontarse con toda una bateria antigénica existente en
la region, sin olvidar que requiere mas tiempo pues este
grupo de bacterias crece lentamente ® .

En un estudio cuyo objetivo fue comparar diferen-
tes técnicas de diagnostico de leptospirosis en ganado
ovino, ningn animal resulté positivo por cultivo, aun-
que 6 de ellos fueron positivos por PCR convencional
en muestras de rifién y 11 fueron positivos por PCR
cuantitativa, lo cual demostro la eficacia de la técnica
PCR para detectar Leptospira sp. en muestras de tejido
renal 1* . La efectividad de la PCR con el uso de primers
LipL.32 expresando especificidad solamente a leptospi-
ras patogenas, fue confirmada en Colombia, cuando un
grupo de investigacion realizo analisis con diferentes
concentraciones de ADN hallando que el gen LipL.32,
utilizado para identificacion en nuestro trabajo, es apli-
cable para la identificacion molecular de aislamientos
patogenos de Leptospira sp. de diversas fuentes ?' .

Resulta fundamental generar propuestas de in-
vestigacion que puedan ampliar el conocimiento de la
fisiopatologia de la leptospirosis, asi como incorporar
técnicas que identifiquen la presencia del agente etio-
loégico. La PCR aplicada a la deteccion de leptospiras
es sustancial para identificar cudl o cuales son los se-
rogrupos circulantes en una region, y asi interpretar la
epidemiologia de la enfermedad. Aunque es indiscuti-
ble la importancia de los murciélagos como dispersores
de semillas y controladores de plagas, ellos también
pueden generar problemas de salud publica, por lo cual
es necesario profundizar los estudios epidemiologicos
de la enfermedad, asi como ejecutar campaifias de pre-
vencion encauzadas al mejoramiento de la salud huma-
nay animal.
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