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RESUMEN

Se describié un estudio acerca de la adaptacion de Leptospira interrogans a medios acuosos carentes de nutrientes. Para este
propdsito se incubaron leptospiras por periodo de tiempo indeterminado en agua destilada y en solucién salina tamponada. Las
leptospiras se mantuvieron viables en agua por 98 d, mientras que, las incubadas en solucién salina tamponada sobrevivieron
Unicamente 3 semanas. Los componentes proteicos celulares y de membrana externa fueron analizados mediante electroforesis
en geles de acrilamida (SDS-PAGE). Cuando se compararon los perfiles de proteinas de OM de leptospiras mantenidas en agua,
con aquellos perfiles de OM de células cultivadas en medio EMJH, se observaron algunas diferencias. Una proteina de 56 kDa
estuvo presente en leptospiras que fueron mantenidas en agua por una semana. Mediante andlisis de western blot se identifico a

esta proteina como GroEL.

DeCS: LEPTOSPIRA INTERROGANS/aislamiento & purificacion, CONTAMINACION DEL AGUA; FACTORES DE RIESGO;
MEDIOS DE CULTIVO; LEPTOSPIROSI S/epidemiologia; LEPTOSPIROSIS/microbiologia; AGUA DULCE.

Las especies patdgenas de la espiroqueta
Leptospira, se encuentran en la naturaleza
asociadas a rifiones de animales portadores,
principalmente mamiferos’. Estas bacterias son
los agentes causales de una de las zoonosis més
difundidas en el mundo, cuyos sintomas pueden ir
desde unaenfermedad similar a lainfluenzaauna
infeccion hemorrégica potencialmentefatal.

Se ha demostrado que las especies patégenas
pueden sobrevivir en agua o suelo himedo por
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periodos prolongados de tiempo de 15 a 74 d,*3
pero muy poco se sabe acerca de la posible
capacidad de esta bacteria para multiplicarse en
estos medios.

Brotes recientes han puesto de evidencia la
importancia del agua dulce como fuente de
infeccion de leptospirosis humana.*8 El proposito
deesteestudio fueinvestigarin vitro, lacapacidad
adaptativa de Leptospira a la carencia de
nutrientesy bajaosmolaridad del aguadulce.
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METODOS

CEPASBACTERIANAS

Leptospira interrogans serovar canicola fue
cultivada en medio EMJH por aproximadamente
10 d (fase logaritmica). Las células bacterianas
fueron centrifugadas a 7 000 g por 10 min, €l
sobrenadante fue eliminado y las células
resuspendidas en agua destilada estéril pH 7,2, 0
solucién salinafosfatada (PBS, pH 7,2). Ensayos
adicionales se realizaron con agua proveniente de
l[luvia y de lagunas naturales y artificiales
(esterilizada por medio defiltro de 0,2 mm). Los
conteos celulares fueron llevados a cabo
periédicamente con la utilizacion de una camara
Petroff Hauser. Durante € conteo de bacterias,
lamotilidad de las células también fue evaluada.

ELECTROFORESISEN GELESDE POLIACILAMIDA
(SDSPAGE)

Las células bacterianas fueron cosechadas
mediante centrifugaci n bajo similares condiciones
a las anteriormente indicadas, las céulas fueron
lavadas 2 veces con solucion salina fosfatada.
Andlisis electroforéticos de perfiles proteicos de
toda la célula y de membrana externa fueron
Ilevados acabo. Paralaextraccion de membrana
externa se utilizé6 un método publicado
anteriormente.® Las células lavadas fueron
resuspendidas en 1 mL de una solucién 10 mM
deTris (pH 7,4), alo que se afadi6é Triton X114
hasta una concentracioén de 0,1 %y sele permitié
reaccionar por 1 h, luego se centrifugd lamezclaa
14 000 g por 30 min, y se aspir6 el sobrenadante,
gue contuvo los componentes de membrana
externa. Andlisis dewestern blot fueron llevados
a cabo siguiendo el protocolo previamente
descrito™ y se utilizaron anticuerpos de conejo
contra la proteina GroEL de Escherichia coli
(Stressgen Biotechnologies, Canada )

RESULTADOS

Las leptospiras incubadas en agua destilada
demostraron muy poca alteracion, a pesar del
cambio osmaético y lacarenciade nutrientes aque
fueron sometidas. Los conteos bacterianos

mostraronen muchas ocasionesincluso el evacion
en el nimero de espiroquetas durante lasegundaa
guintasemanadeincubacién (fig. 1). Laviabilidad
(presenciade movilidad giratoriay aparente proceso
de divisién celular) de algunas de estas bacterias
fue observada durante 98 d de incubacién en agua
destilada. Estas espiroquetas mostraron una
aparentedisminucion del volumen clular. Similares
resultados se obtuvieron cuando las bacterias
fueron incubadas en agua de lluvia estéril. Las
espiroquetas incubadas en PBS, mostraron menor
vitalidad, las conteos bacterianos disminuyeron en
formadréstica (fig. 2) y no se pudieron detectar
célulasviablesluego de 3 semanas deincubacion.
El agua de lagunas no permitié la supervivencia
deleptospiras, apesar detener unpH queoscilé
de 7,5 a8,0. Se observo que la contaminacion
con ciertas bacterias ambientales destruye
rapidamente a las leptospiras (datos no
documentados en este escrito).
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Fig. 1. Numero de leptospiras activas durante incubacion en
agua destilada pH 7,2.

Los estudios electroforéticos de células
compl etas no demostraron en formaconsistentela
expresion de proteinas durante la incubacion en
agua. Sin embargo, cuando se analizaron los
extractos de membrana externa se pudieron
encontrar multiples diferencias, entre las que se
destacé una banda de 56 kDa (fig. 3). El andlisis
de western blot de las membranas externas y
cilindros protoplasméticos deLeptospiraidentificd
alaproteina de 56 kDa, como proteina GroEL de
Leptospira (fig. 4).
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Fig. 2. Comparacion de supervivencia de Leptospira incubada
en agua destilada (pH 7,2) y PBS (pH 7,2).

Fig. 3. Perfil de pro-

teinas de membrana

externa de células de

Leptospira, incubadas

en medio de cultivo CM DW
(CM)yenaguadestilada 68 kDa__

(DW). Las membranas | —
fueron corridas en un gel _—
de acilamida (SDS-

-PAGE) y tefiidas con 43kDa__
azul de Coomassie. Los

nimeros a la izquierda

indican la localizacién

de los estandares de 29 kDa__ —
tamafio. El punto E
negro indica la

localizacion de la

proteina de 56 kDa. —_—

MRl
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MM: membrana de células cultivadas en medios de cultivo;

M P: cilindro protoplasmatico de células cultivadas en medio

de cultivo; WM : membrana de célulasincubadas en agua;

W P: cilindro protoplasmatico de células cultivadas en agua;
SM: membrana externa de células incubadas en solucidn salina;
SP: cilindro protoplasmatico de células incubadas en solucidn
salina.

Fig. 4. Andisis de western blot de proteinas de membrana externa
y cilindro protoplasmético de Leptospira, con la utilizacion de
anticuerpo de congjo contra proteina GroEL de Escherichia coli.
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DISCUSION

La Leptospira patdgena es un habitante de
los riflones de muchos mamiferos donde la
concentracion de NaCl es cercana a 0,85 %. Se
esperaba, por lo tanto, que las leptospiras
sobrevivieran en mejores condicionesen PBS que
enagua. Estosresultados sugieren queLeptospira
tiene unacapacidad especia de adaptacion d agua.

Adicionalmente, Leptospira patdgena parece
tener una capacidad de resistencia a la carencia
de nutrientes superior a otros patdgenos
bacterianos eincluso géneros adaptados al agua
como el Vibrio.* Otros tipos de géneros
bacterianos patdgenos responden ala carencia de
nutrientes produciendo formas vivas, no
cultivables,*? sin embargo, Leptospira parece
mantenerse activa con motilidad rotativa y
cultivable por periodos de tiempo posiblemente
superioresa98 d. Lainduccion deciertasproteinas,
durante la incubacién en agua, podria ser un
artefacto causado por choque osmético durante
extraccion de membrana externa. La proteina
chaperona GroEL normamente se encuentra en
€l citosol bacteriano (cilindro protoplasmico), y
aparecio en € extracto de membrana externa de
célulasincubadas en agua (fig. 4) .

Estos resultados sugieren que Leptospira
puede permanecer en agua por largos periodos de
tiempo, con unatasade crecimiento relativamente
baja. Es posible que Leptospira pueda utilizar
nutrientes de leptospiras muertas (crecimiento
criptico),”® lo que explicaria el aparente aumento
de células durante laincubacién en agua (fig. 1).
Unsimilar aumento en &l nimero deleptospirasha
sido reportado durante estudios de supervivencia
de leptospiras patégenas en suelo.2

Es posible también que las leptospiras
patdgenas interactien con ciertos organismos
ambientales acuéticoseincluso los utilicen como
fuente de nutrientes como ocurre con Vibrio
cholerae.** Cuando se realizaron cultivos de
Leptospira con organismos ambientales, esta
espiroqueta se encontrd asociada con material
Vviscoso, probablemente perteneciente alacépsula
de bacterias fotosintéticas como Gloeothece sp.
Sin embargo Leptospirademostro ser muy sensible
a ciertas bacterias ambientales que proliferan
répidamente en € agua. Estos estudios sugieren
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gue la lluvia incrementa la posibilidad de
supervivenciay posiblemente lamultiplicacién de
Leptospira patdgenaen e medio ambiente, al diluir
las sales y los metabolitos microbianos. Otros
autores han encontrado que las corrientes de agua
y los arroyos son mucho maés peligrosos que
acumulaciones de aguaestética, posiblemente més
ricas en bacterias ambientales y con mayores
concentraciones de sales.
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SUMMARY

The contact with polluted waters is one of the main risk factors
to catch leptospirosis. A study is presented about the adaptation
of Leptospira interrograns to nutrient-lacking water media. For
this end, leptospires were incubated in distilled water and tampon
saline solution for an undetermined period of time. Leptospires
kept viable in water for 98 days whereas the incubated ones in
tampon saline solution survived 3 weeks only. Protein cellular
and external membrane components were analyzed with
electrophoresis in acrylamide gel (SDS-PAGE). When OM protein
profiles of leptospires kept in water were compared to those
OM nprofiles of cells cultured in ENJA medium, some differences
were observed. A 56 kDa protein was present in leptospires kept
in water for a week. This protein was identified as GroEL through
Western Blot test.

Subject headings: LEPTOSPIRA INTERROGANS/isolation
& purification; WATER POLLUTION; RISK FACTORS;
CULTURE MEDIA; LEPTOSPIROSIS/epidemiology;
LEPTOSPIROSIS/microbiology; FRESH WATER.
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