
L. Martín y col.

26 Analecta Vet 2015; 35 (1): 26-38

Analecta Vet 2015; 3 (1): 26-38

Impresa ISSN 0365514-8 Electrónica ISSN 1514-2590 

Trabajos de Revisión

Fecha de recepción: 29/08/14

Fecha de aprobación: 20/01/15 Impresa ISSN 0365514-8 Electrónica ISSN 1514-2590 

Diagnóstico de leptospirosis mediante técnicas moleculares: 
ventajas y limitaciones en Medicina Veterinaria

Diagnosis of leptospirosis by molecular techniques: advantages and 
limitations in veterinary medicine

Martin PL1*, Arauz MS1, Stanchi NO1,2

1Laboratorio de leptospirosis. Hospital escuela. Facultad de Ciencias Veterinarias.
Universidada Nacional de La Plata 2Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Católica de Cuyo

*Autor correspondiente. Correo electrónico del autor: mpaulalorena@gmail.com

Resumen: La leptospirosis constituye una zoonosis emergente de distribución mundial causada por 
espiroquetas patógenas del género Leptospira. La enfermedad reviste gran importancia tanto a nivel 
económico como en la salud pública. El diagnóstico de la leptospirosis es complejo y generalmente 
se realiza por métodos bacteriológicos y serológicos. En las últimas décadas la aplicación de técnicas 
moleculares como la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha permitido el diagnóstico de 
muchas enfermedades de etiología microbiana, incluida la leptospirosis. El objetivo de este trabajo 
fue realizar una revisión de los protocolos de PCR publicados en medicina veterinaria para resaltar 
las ventajas y desventajas de esta técnica aplicada al diagnóstico clínico y a estudios epidemioló-
gicos. Aunque, la aplicación de técnica de PCR demostró ser un complemento útil de los métodos 
de referencia, son necesarios estudios adicionales en relación a la utilización de la misma para el 
diagnóstico de la enfermedad en animales. Concluimos que al interpretar los resultados obtenidos con 
la técnica de PCR se debe considerar: incluir un control interno de amplificación en cada protocolo y 
optar por técnicas de PCR anidada o en tiempo real debido a su mayor sensibilidad y especificidad.
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Abstract: Leptospirosis is an emerging worldwide zoonosis caused by pathogenic spirochaetes of 
the genus Leptospira. The disease is of great importance both economically and for the public health. 
The diagnosis of leptospirosis is complex and usually done by bacteriological and serological meth-
ods. In recent decades, the application of molecular techniques such as Polymerase Chain Reaction 
(PCR) has achieved the diagnosis of many diseases of microbial etiology, including leptospirosis. 
The aim of this study was to review PCR protocols published in veterinary medicine to highlight the 
advantages and disadvantages of this applied technique to clinical diagnosis and epidemiological 
studies. Although the application of PCR proved to be a useful complement to the referenced meth-
ods, additional studies are needed regarding the use of it for the diagnosis of disease in animals. 
We conclude that the interpretation of the results obtained with the PCR technique must include an 
internal amplification control for each protocol and must choose nested PCR techniques or real time, 
due to its higher sensitivity and specificity. 
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Introducción
La leptospirosis constituye una zoonosis de dis-

tribución mundial causada por espiroquetas patógenas 
del género Leptospira. Actualmente es considerada 
una enfermedad infecciosa emergente debido a los 
brotes epidémicos que ocasiona, en su mayoría aso-
ciados a desastres naturales tales como inundaciones 
(Alemayehu 2012; Cruz et al 2009; Levett 2001). La 
principal fuente de infección la constituyen los anima-
les domésticos y silvestres, quienes actúan como re-
servorios debido a que mantienen a la Leptospira spp. 
principalmente en riñón, contaminando por intermedio 
de la orina el medio ambiente (Bengis et al 2004). 

En animales de producción, las pérdidas econó-
micas que ocasiona están vinculadas a alteraciones 
reproductivas, muertes perinatales y disminución de 
la producción láctea (Draghi et al 2010; Gyles 2008). 
En el ser humano, la leptospirosis produce desde una 
enfermedad leve hasta cuadros que comprometen la 
vida como la neumonía hemorrágica o la forma icte-
rohemorrágica conocida como enfermedad de Weil 
(Helmerhorst et al 2012; Krishnappa et al 2012; Li 
Cavoli et al 2012; Seijo et al 2002). 

A pesar de su relevancia en la salud huma-
na y en la economía del país, la leptospirosis se 
encuentra entre las enfermedades zoonóticas sub-
diagnosticadas. Las explicaciones a este hecho se 
basan posiblemente en su forma de presentación 
clínica y la metodología disponible para el diagnóstico. 
En cuanto a su presentación clínica, la enfermedad 
tanto en humanos como en animales tiene un amplio 
rango de signos clínicos sin embargo, ninguno es 
patognomónico siendo confundidos con los de otras 
enfermedades infecciosas. Acrecentando aún más 
la complejidad, la existencia de una forma subclínica 
de la enfermedad en muchas especies de animales, 
los convierte en eliminadores de Leptospira spp. fa-
voreciendo su diseminación al medio ambiente (Adler 
and de la Pena Moctezuma 2010). Por otro lado en el 
diagnóstico, los métodos estándares son laboriosos 
y requieren personal bien entrenado, por lo que se 
realiza sólo en laboratorios especializados. El test de 
microaglutinación (MAT) considerado la técnica gold 
standard tanto en humanos como en animales cons-
tituye un método altamente específico sin embargo, 
presenta importantes limitaciones principalmente en 
la fase aguda de la enfermedad dada la ausencia de 
anticuerpos detectables en suero. Asimismo, la inter-
pretación de los resultados requiere de muestras pa-
readas con un intervalo de 15 a 21 días para observar 
seroconversión (suero agudo y convaleciente) y así 
obtener un resultado confirmatorio (Barthi et al 2003; 
WHO 2003). El diagnóstico mediante el aislamiento 
del microorganismo no resulta útil desde el punto de 
vista clínico debido a que requiere varias semanas 

para su confirmación y es frecuente la contaminación 
con otros microorganismos (Levett 2001).

En las últimas décadas la aplicación de técnicas 
moleculares como la Reacción en Cadena de la Poli-
merasa (PCR) ha permitido mejorar el diagnóstico de 
leptospirosis. Hasta la fecha se han publicados nume-
rosos protocolos de PCR punto final y en tiempo real 
para detección y/o cuantificación de Leptospira spp. 
en diversas muestras tanto clínicas como ambientales 
(Agampodi et al 2012; Aghaiypour and Safavieh 2007; 
de Abreu Fonseca et al 2006; Natarajaseenivasan et 
al 2012; Vein et al 2012; Yasouri and Ghane 2014). 
Sin embargo, pocos han sido sometidos a un riguroso 
protocolo de validación para su aplicación confiable 
en el diagnóstico de leptospirosis humana (Brown et 
al 1995; Gravekamp et al 1993; Merien et al 1992) 
siendo aún más escasos los protocolos validados 
para veterinaria. 

El objetivo de este trabajo fue realizar una 
revisión de los diferentes protocolos de la técnica de 
PCR publicados en medicina veterinaria, con el fin de 
conocer su utilidad y las principales limitaciones de 
esta técnica aplicada al diagnóstico clínico y a estudios 
epidemiológicos.

Generalidades de la técnica de PCR:
	 La reacción en cadena de la polimerasa cons-

tituye una reacción enzimática que permite obtener un 
gran número de copias de una secuencia determinada 
a partir de un segmento específico de ADN. Todas 
las variaciones de la técnica (punto final y en tiempo 
real) comparten el mismo fundamento, sin embargo 
la principal diferencia se basa en el tiempo o fase en 
la cual se recolectan los datos. Así, en la PCR punto 
final la detección de los fragmentos amplificados se 
lleva a cabo por electroforesis en gel de agarosa 
y tinción con bromuro de etidio al final del proceso 
de amplificación (Wilson 2005). Mientras que, en la 
PCR en tiempo real los procesos de amplificación y 
detección se producen de manera simultánea en la 
fase exponencial, la lectura en este caso es realiza-
da mediante la utilización de agentes intercalantes o 
sondas marcadas con fluoróforos. Esto permite medir 
la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, 
debido a que la emisión de fluorescencia producida 
en la reacción es proporcional a la cantidad de ADN 
formado (Gibson 2006).

La técnica de PCR se caracteriza por ser un mé-
todo de diagnóstico altamente sensible y específico. 
En los protocolos de PCR punto final, la sensibilidad 
se halla entre valores de 100 a 1.000 copias del ge-
noma del microorganismo en estudio; mientras que 
la especificidad analítica alcanza valores aceptables 
dependiendo del diseño de los cebadores entre otros 
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factores. Tanto la sensibilidad como la especificidad 
pueden mejorarse mediante la aplicación de lo que 
se conoce como PCR anidada o nested-PCR, así 
como mediante la comprobación de los productos 
amplificados por hibridación con sondas marcadas. 
Sin embargo, esto conlleva tiempo adicional e inconve-
nientes de contaminación con falsos positivos. Por ese 
motivo no se aplica rutinariamente en los laboratorios 
de diagnóstico. En los ensayos de PCR anidada se 
utilizan dos ciclos de amplificación con cuatro ceba-
dores, denominados cebadores externos e internos. 
Esto permite por un lado, aumentar la sensibilidad a 10 
copias de genoma del microorganismo en estudio y por 
otro, incrementar la especificidad debido a que cuatro 
oligonucleótidos deben unirse específicamente a las 
secuencias seleccionadas para producir una reacción 
positiva (OIE 2008). Por su parte, en la PCR en tiempo 
real la sensibilidad es igual o superior a la de una PCR 
anidada, pero con un riesgo de contaminación menor 
debido a que la fluorescencia es medida a través del 
recipiente de reacción, de forma que no es necesario 
el manejo posterior de los productos amplificados 
(Kubista et al 2006). 

Dos aspectos importantes a tener en cuenta 
en la utilización de las variantes de la técnica de PCR 
constituyen los controles utilizados y el proceso de 
validación seguido. Toda técnica de PCR debe incluir 
un control de sistema, es decir la mezcla de reacción 
de PCR sin ADN del microorganismo en estudio y uno 
o más controles externos positivos y negativos. Estos 
últimos son segmentos de ADN conocidos, que se 
analizan en tubos independientes del ADN problema. 
Además, la utilización cada vez más frecuente de un 
control interno de amplificación incluido en cada uno 
de los tubos de PCR con el ADN problema permite 
identificar resultados falsos negativos causados por 
inhibidores de la PCR o errores en el proceso de ex-
tracción. Por lo tanto, si una muestra diera negativa al 
gen buscado pero existiera amplificación del control 
interno se puede concluir que el target buscado está 
ausente o por debajo del límite de detección de la 
técnica (Hoorfar et al 2004).

Con referencia al proceso de validación existen 
numerosos protocolos a seguir, pero es importante 
remarcar algunos conceptos o definiciones que usual-
mente se utilizan de manera incorrecta. La sensibilidad 
analítica se refiere al número de copias mínimo en 
una muestra que puede ser adecuadamente medido 
con un ensayo; mientras que la sensibilidad clínica es 
el porcentaje de individuos con un desorden dado a 
quienes el ensayo identifica como positivos para esa 
condición. El límite de detección (LOD) es la concen-
tración que puede ser detectada con certeza en un 
procedimiento analítico dado (95 % de probabilidad). 
La especificidad analítica se refiere a la detección de la 

secuencia específica que se desea analizar; mientras 
que la especificidad diagnóstica es el porcentaje de 
individuos sin una condición dada a quienes el ensayo 
identifica como negativos para esa condición (Bustin 
et al 2009).

Principales diferencias en las técnicas 
moleculares para la detección de 
Leptospira spp.

Hasta la fecha varios protocolos de PCR punto 
final y en tiempo real han sido publicados para el 
diagnóstico de leptospirosis en las distintas especies 
animales. Las diferencias entre ellos radican funda-
mentalmente en los cebadores y muestras clínicas 
utilizadas como también, en los resultados de sensi-
bilidad y especificidad obtenidos. 

Cebadores
	 Con respecto a los cebadores, Van Eys et al 

(1989) utilizaron secuencias desarrolladas a partir de 
librerías genómicas para detectar específicamente 
Leptospira spp. pertenecientes al serovar Hardjo-Bovis 
en muestras de orina de bovinos, mientras que otros 
autores utilizaron elementos repetitivos presentes en 
el genoma de Leptospira spp. serovar Hardjo-Bovis 
con el fin de aumentar la sensibilidad de la técnica 
(Woodward and Sullivan 1991). Por otra parte, Zuer-
ner et al (1995) desarrollaron un método basado en 
la técnica de PCR con cebadores diseñados a partir 
de secuencias de inserción (IS 1533) presentes en 
el genoma de Leptospira interrogans sensu lato, que 
permite la identificación de serovares mediante el 
análisis directo de la orina de los animales infectados.

	 Asimismo, los cebadores han sido desarro-
llados a partir de genes definidos. En este contexto, 
hay ensayos basados en la detección de secuencias 
específicas de genes tales como rrs que codifica para 
la subunidad ribosomal 16S (Doosti et al 2012; Merien 
et al 1992; Rodriguez et al 2001), rrl codifica para la 
subunidad ribosomal 23S (Woo et al 1997; Rodriguez 
et al 2001) gyrB, gen que codifica la subunidad B de 
la enzima ADN girasa (Slack et al 2006), y secY co-
dificante para una proteína translocasa (Ahmed et al 
2009; Victoria et al 2008). Además existen ensayos 
basados en la detección de genes presentes sólo 
en especies patógenas del Género Leptospira (OIE 
2014), por ejemplo lipL21 (Cheemaa et al 2007), lipL32 
(Azizi et al 2012; Bomfim et al 2008; Garcia Monte et 
al 2012; Levett et al 2005), lipL41 (Balassiano et al 
2012), ligA y ligB (Palaniappan et al 2005; Xu et al 
2014) 

A partir del gen rrs se han desarrollado ceba-
dores que detectan todas las especies del género 
Leptospira (patógenas, intermedias y no patógenas). 
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Cebadores utilizados Tipo de 
muestra

Sensibilidad Especificidad Técnica 
de PCR 

Referen-
cia 

S e c u e n c i a  d e l  c l o n 
pLBEc23s derivado de 
una librería genómica de L. 
interrogans serovar Hardjo, 
tipo Hardjo-Bovis, cepa 
HB013.

Orina  de 
bovinos

10-20 Leptospira
por reacción  Mues-
tras de orina y me-
dio añadidas.

No observó amplifica-
ción con otros serogru-
pos, bacterias (n=10) ni 
ADN de eucariotas 

Punto 
final 

Van Eys 
et al 1989

Elemento repetitivo del 
genoma de L. interrogans 
serovar Hardjo tipo Hardjo-
Bovis

Cepas puras Sin datos 30 aislamientos de 
Hardjo-Bovis fueron 
positivos. 12 aislamien-
tos de Hardjoprajitno 
y Saxkoebing fueron 
negativos

Punto 
final

W o o d -
ward and 
Su l l i van 
1991

Secuencia de Inserción 
1533

Orina de bo-
vinos

Sin datos Sin datos Punto 
final

Zuerner et 
al 1995

Gen rrs de la subunidad 
ribosomal 16S

Cultivo, LCR, 
orina y sangre 
con agrega-
do de cepas 
puras. Orina 
de ratones 
infectados 
experimental-
mente.
Orina, LCR 
y sangre de 
humanos

Límite más bajo de 
detección fue 1 pg 
de ADN.

Sensibilidad analí-
tica 102 microorga-
nismos.

20 serotipos de Leptos-
pira fueron positivos.
Otras bacterias fueron 
negativas (n=13)

Punto 
final

Merien et 
al 1992

Gen rrl, rrs y hap1 Orina  de 
bovinos

100 % S. clínica 
comparada con el 
cultivo 

99 % E. clínica   compa-
rada con el cultivo

Punto 
final

R o d r í -
guez et al 
2001 (se-
gún León 
et al 2006)

Gen rrs de la subunidad 
ribosomal 16 S 

Muestras de 
sangre de 
camélidos.

Sin datos Sin datos Punto 
final

Doosti et 
al 2012

Gen rrs de la subunidad 
ribosomal 16 S

Cepas puras. 
Muestras de 
sangre y orina 
de humanos

S. analítica: dos cé-
lulas en suero y 10 
células en orina.

E. analítica: Resultado 
positivo con 29 cepas 
de Leptospira y nega-
tivo con 22 de otros 
organismos

T i e m p o 
real con 
s o n d a 
TaqMan

Smythe et 
al 2002

Gen gyrB codificante de la 
subunidad B de la enzima 
ADN girasa

Suero y san-
gre con EDTA 
de pacientes 
humanos

S. analítica 10 co-
pias del genoma por 
reacción. S clínica 
96,4 % 

E. clínica 99,5 % T i e m p o 
real con 
s o n d a 
TaqMan

Slack et al 
2006

 Gen secY Cepas puras, 
suero, sangre 
con anticoagu-
lante y tejidos 
de pacientes 
humanos.

S. analítica: 1-1,5 
copias de genoma 
una copia por reac-
ción para cultivos. 
De 10-50 copias 
para muestras de 
sangre, suero y te-
jido renal. 

E. analítica: todas las 
especies patógenas 
del género dieron un 
resultado positivo. No 
observaron reacción 
cruzada con especies 
saprófitas ni con otros 
géneros bacterianos 

T i e m p o 
real con 
química 
S Y B R 
green

Ahmed et 
al 2009

Gen lipL32 Cepas puras. 
Sangre y orina 
de pacientes 
humanos.

S. analítica 3 copias 
en sangre
10 en orina

Sin datos T i e m p o 
real con 
S Y B R 
green

Levett et 
al 2005

Tabla 1. Cebadores, muestra, sensibilidad, especificidad y técnicas de PCR utilizadas para el diagnóstico de 
la leptospirosis por diferentes autores.
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La principal ventaja de su utilización es la mayor 
sensibilidad analítica debido a que presenta doble 
número de copias en el cromosoma de las especies 
de Leptospira (Nascimiento et al 2004). Además pue-
de facilitar la identificación de especies y/o cepas no 
descritas previamente y aquellas en las que todavía 
no se ha podido demostrar su condición de patógenas 
como el caso de las especies intermedias (Thaipa-
dunpanit et al 2011; Zakeri et al 2010). Sin embargo, 
una importante limitación de este target es que al ser 
un gen conservado en el reino Bacteria puede am-
plificar segmentos de ADN de microorganismos no 
relacionados con Leptospira spp. disminuyendo de 
esta manera la especificidad analítica de la técnica 
(Villumsen et al 2012). 

Otros autores como Smythe et al (2002) y Fear-
nley et al (2008), utilizaron cebadores dirigidos a una 
región conservada de la secuencia del gen rrs (16S 
ARNr ) de especies patógenas de Leptospira spp. lo 
que permitió discriminar entre especies patógenas y 
saprófitas. 

Por su parte, la utilización de cebadores dirigi-
dos a genes presentes sólo en especies patógenas, 
proporciona un diagnóstico altamente específico 
debido a que al ser regiones conservadas entre las 
especies patógenas del género Leptospira no pre-
sentan el inconveniente de amplificar secuencias 
semejantes en otros microorganismos. La principal 
limitación del uso de estos targets recae en que no 
detectan especies intermedias tales como L. wolffii, L. 

licerasiae, L. inadai, L. fainei y L.broomii de las cuales 
aún no se conoce su rol en la enfermedad humana o 
animal (Balamurugan et al 2013; Levett et al 2006;). 
Entre los genes más utilizados para el diseño de los 
cebadores se encuentran determinadas secuencias 
de genes que codifican para proteínas tales como: 
lipL32 que codifica para una lipoproteína de membrana 
externa (Haake et al 2000); ligA-ligB que codifican 
para proteínas implicadas en la virulencia de cepas 
patógenas (Choy et al 2007; Palaniappan et al 2002) y 
flaB codificante para una proteína flagelar (Kawabata 
et al 2001; Michinos et al 1991; Picardeu et al 2001). 

De la misma forma, existen ensayos específi-
cos de especies patógenas que utilizan dos pares de 
cebadores (G1/G2 y B64-I/B64-II) abarcando todas 
las especies clasificadas dentro de esta categoría 
validados para medicina humana y posteriormente 
aplicados al diagnóstico veterinario (Cai et al 2002; 
Gravekamp et al 1993; Jafari et al 2011; Meira et al 
2011; Talpada et al 2003; Rodriguez et al 2014). 

Muestras clínicas	
Para la detección de Leptospira spp. en ani-

males generalmente se utilizan muestras de sangre 
con anticoagulante, plasma, suero, orina, semen, 
humor acuoso, productos del aborto y órganos tales 
como riñón e hígado (Faber et al 2000; Fearnley et 
al 2008; Van Eys et al 1989). La elección de una de 
ellas dependerá de la especie animal, del objetivo del 
estudio (diagnóstico precoz o búsqueda de especies 

Gen lipL32 Cepas puras. 
Sangre con 
anticoagu-
lante, suero, 
plasma y orina 
de pacientes 
humanos.

S. analítica: 1x101 
Leptospira spp/ml 
de sangre; 1x103 
Leptospira spp /ml 
de suero; 1x102 Lep-
tospira spp /ml

E. analítica  100 % T i e m p o 
real con 
s o n d a 
TaqMan

Stoddard 
et al.2009

Gen ligA ligB S. analítica 6 Lep-
tospira spp/ml con 
PCR punto final y 10 
genomas / reacción 
con PCR tiempo real

E. analítica se obser-
vó amplificación con 
todos los serovares de 
Leptospira spp. No se 
observó amplificación 
con serovares de es-
pecies no patógenas ni 
con otros géneros

P u n t o 
f ina l   y 
t i e m p o 
real con 
s o n d a 
TaqMan

P a l a -
n i a p p a n 
et al 2005

Gen lig Sangre y orina 
de caninos

20 copias del gen  
lig/ ml sangre y 10 
copias/ 3-4 ml de 
orina 

100 % T i e m p o 
real con 
s o n d a s 
FRET

Xu et al 
(2014)

G1-G2 (Secuencia del 
plásmido recombinante 
pLIPs60)
B64I- B64II (Secuencia del 
plásmido recombinante 
pBIM64)

Cepas puras, 
muestras de 
suero humano

1-10 Leptospira spp/ 
ml de suero con 
agregado artificial 
de Leptospira. La 
PCR (50 %) más 
sensible que el cul-
tivo (35 %).

Utilizando ambos ce-
badores amplificaron 
todas las especies pa-
tógenas.

Punto 
final

G r a v e -
kamp et 
al 1994

Ref. S. sensibilidad E. Especificidad.
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portadoras) y del momento de la toma de muestra 
(leptospiremia vs leptospiuria) (OIE 2008).

A fin de comparar la eficacia de cada una de 
ellas en la detección de Leptospira spp. por PCR, 
se han realizado estudios que evalúan el efecto de 
la matriz sobre la eficiencia de la PCR y el límite de 
detección. Para ello, utilizan muestras provenientes 
de individuos sanos a las que experimentalmente se 
les adiciona un número determinado de Leptospira 
spp. por mililitro. En veterinaria hay escasos datos 
publicados por lo que se mencionarán los ensayos 
más relevantes en medicina humana a fin de tomar 
como referencia los resultados para la detección de 
Leptospira spp. en las especies animales.

La sangre con anticoagulante, el suero y el 
plasma constituyen las muestras de elección en la 
primera fase de la enfermedad cuando la Leptospira 
spp. presenta alta concentración en sangre. En el 
caso de la sangre con anticoagulante la presencia de 
inhibidores puede afectar la eficiencia de la técnica de 
PCR (Wilson 1997). Sin embargo, este hecho es fácil-
mente eludido con los nuevos métodos de extracción y 
purificación basados en columnas de sílice (QIAGEN, 
Australia; Roche Applied Science) que permiten obte-
ner cantidades de ADN de excelente calidad. 

En un estudio realizado por Levett et al (2005) 
se demostró que el ADN de Leptospira spp. pudo ser 
detectado en muestras de sangre con EDTA o citrato 
como anticoagulante hasta 5 días después de la con-
taminación artificial, con una sensibilidad analítica de 
3 equivalentes genomas por reacción; mientras que la 
utilización de heparina de litio o sodio como anticoagu-
lante resultó inhibitoria. En forma similar, Stoddard et 
al (2009) utilizando sangre con anticoagulante EDTA 
obtuvo una sensibilidad de 10 Leptospira spp /ml. 

Cuando la PCR se realizó a partir de muestras 
de suero reveló resultados de eficiencia discrepantes. 
Para algunos autores (Bouhry et al 2011, Stoddard et 
al 2009) mostró ser menos eficiente con valores de 
sensibilidad analítica de 1x103 Leptospira spp. /ml; 
mientras que para otros (Gonzales et al 2013) tuvo 
una sensibilidad de 102 bacterias/ml, similar al valor 
hallado con muestras extraídas con anticoagulante 
EDTA. Cabe destacar, que en el caso de la publicación 
de Stoddard et al (2009) la contaminación artificial se 
realizó antes que la sangre coagulara y por lo tanto 
las bacterias pudieron haber quedado retenidas en el 
coágulo, razón por la cual obtuvieron una menor sensi-
bilidad. En otros trabajos realizados para el diagnóstico 
de leptospirosis humana a partir de muestras de suero 
mediante una técnica de PCR anidada con límites de 
detección de 1 a 2 pg hasta 10 fg de ADN ,los autores 
pudieron detectar una bacteria por reacción (Blanco 
and Romero 2014; Djadid et al 2009). 

Las muestras de orina en caninos y huma-
nos cuyo pH normalmente es ácido representan un 
desafío para la detección molecular de Leptospira 
spp. Luchessi et al (2004) utilizando una técnica de 
PCR punto final obtuvieron resultados negativos al 
exponer muestras a orina ácida durante 90 minutos 
y conservadas a -20 °C sin tratamiento antes de su 
procesamiento. Los autores describieron una serie 
de recomendaciones como neutralizar la orina, con-
centrar las Leptospira spp. por centrifugación, lavado 
del pellet, etc. a fin de evitar la degradación del ADN 
luego del congelado. Por su parte, Levett et al (2005) 
pudieron detectar ADN de Leptospira spp. luego de 
mantener la muestra de orina hasta 16 días a tempe-
ratura ambiente en recipientes protectores de ADN/
ARN (Sierra Diagnostics®).En cuanto a la sensibilidad 
analítica hallada con técnicas de PCR convencional 
existen valores de 1x104 Leptospira spp. /ml de orina; 
mientras que con la utilización de técnicas de PCR en 
tiempo real la sensibilidad aumenta a 1x102 Leptospira 
spp. /ml (Lucchesi et al 2004; Stoddard et al 2009).

Las muestras obtenidas post mórtem y proce-
sadas para estudios histopatológicos constituyen un 
material imprescindible en aquellos pacientes que 
fallecen antes de la confirmación del diagnóstico o 
en la realización de estudios epidemiológicos retros-
pectivos. En este contexto cabe destacar el trabajo 
publicado por Noda et al (2014) en humanos, en este 
estudio diseñaron y validaron una técnica de PCR 
punto final con cebadores dirigidos al gen lipL32 a 
partir de órganos embebidos en parafina. Además 
incorporaron un control interno de amplificación y 
confirmaron mediante secuenciación los resultados 
positivos. 

Sensibilidad y especificidad diagnóstica
	 Finalmente, al evaluar la utilidad de la técnica 

de PCR frente a las técnicas tradicionales de diag-
nóstico como serología o cultivo bacteriológico los 
resultados de sensibilidad y especificidad diagnóstica 
son ambiguos. Merien et al (2005) demostraron la utili-
dad de una técnica de PCR en tiempo real y una PCR 
anidada con la detección de Leptospira spp. en suero 
de 9 pacientes humanos de un total de 51 personas 
incluidas en el estudio que posteriormente mostraron 
seroconversión en el segundo muestreo mediante la 
técnica de MAT. Asimismo, en este estudio se observa-
ron 16 muestras positivas por la técnica de PCR pero 
desafortunadamente no se pudo obtener una segunda 
muestra de suero para demostrar seroconversión. 

Cuando la técnica de PCR fue comparada con 
el cultivo como técnica de referencia Boonsilp et al 
(2011) demostraron que sólo el 9 % de un total de 
418 pacientes humanos fueron positivos por el cultivo, 
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mientras que el 19 % fueron negativos para el cultivo 
pero positivos con la técnica de PCR. 

En caninos, Harkin et al (2003a) evaluaron una 
técnica de PCR punto final dirigida al gen que codifica 
para la subunidad ribosomal 23S a partir de muestras 
de orina para el diagnóstico de leptospirosis. El 6 % 
de 132 animales resultaron positivos con los criterios 
de diagnóstico establecidos (seroconversión en mues-
tras pareadas) y fueron también positivos por PCR, 
obteniendo de esta manera valores de sensibilidad 
y especificidad de 100 % y 88,3 % respectivamente. 
Asimismo, un canino resultó positivo con la técnica de 
PCR antes de mostrar seroconversión. 

Al evaluar la utilidad de la PCR en la detección 
de caninos portadores y excretores de Leptospira spp. 
en orina, nuevamente Harkin et al (2003b) compararon 
la técnica de PCR contra el cultivo bacteriológico y test 
serológico. En su estudio el 8,2 % de 500 animales 
fueron positivos mediante la técnica de PCR y de estos 
el 1,8 % mostró serología positiva con títulos de anti-
cuerpos en el Test de MAT iguales o mayores a 1:100. 

Contrariamente a los hallazgos mencionados, 
en un estudio realizado por Fraune et al (2013) con 
muestras de orina de caninos la técnica de PCR no 
logró detectar ningún caso positivo a pesar de haber 
logrado la confirmación serológica de la enfermedad. 

Diferentes protocolos utilizados en PCR 
punto final en animales

Entre los protocolos que utilizan regiones del 
gen rrs para la detección molecular de Leptospira 
spp. publicados hasta la fecha, el trabajo realizado 
por Merien et al (1992) en medicina humana ha sido el 
más evaluado para el diagnóstico en varias especies 
de animales con diferentes muestras clínicas. Así, en 
bovinos Richtzenhain et al (2002) realizaron una PCR 
punto final múltiple para la detección de Brucella y 
Leptospira a partir de fetos abortados. Con respecto 
a Leptospira spp, los autores obtuvieron resultados 
positivos con la técnica de PCR en tres muestras 
que dieron negativas por aislamiento. Posteriormente 
Magajesvky et al (2005) aplicaron la técnica de PCR 
con el mismo protocolo de Merien, en muestras de 
orina y semen de toros utilizando aislamiento, inocu-
lación en animales de experimentación y serología 
como método de confirmación. En su estudio, todas 
las muestras de semen fueron negativas mediante la 
técnica de PCR y sólo una muestra de orina fue posi-
tiva por PCR y por cultivo. Por su parte, en caprinos 
y ovinos, Lilenbaum et al (2008) evaluaron la utilidad 
de la técnica de PCR para la detección de Leptospira 
spp. en semen y fluido vaginal proveniente de animales 
serorreactivos con títulos mayores a 400 mediante 
el Test de Microaglutinación. En su estudio pudieron 

demostrar la presencia de ADN de Leptospira spp. 
en 6 muestras de semen y 7 de fluido vaginal en la 
cuales en el cultivo había sido negativo, demostran-
do una mayor sensibilidad de la técnica de PCR. En 
primates no humanos Scarcelli et al (2003) utilizaron 
la técnica de PCR para el diagnóstico en un mono 
capuchino (Cebus apella) muerto con características 
compatibles con leptospirosis en el examen post 
mórtem (ictericia, riñones hemorrágicos y friables) 
comparándola con el aislamiento y la inoculación en 
animales de experimentación. En su estudio, tanto 
el cultivo como la inoculación experimental dieron 
resultados negativos y el único método de confirma-
ción fue el resultado positivo de la técnica de PCR. 
Por su parte, en porcinos Soto et al (2006) evaluaron 
la técnica de PCR a partir de muestras de cerdas 
inoculadas experimentalmente (orina, riñón e hígado) 
y lechones nacidos de las madres infectadas (riñón, 
hígado, corazón, bazo, pulmón y contenido gástrico). 
Con respecto a las cerdas (n=6), todas mostraron 
anticuerpos luego de la infección, pero el cultivo y la 
PCR de orina dieron negativos; solo una muestra de 
riñón e hígado dio resultado positivo por PCR. Mientras 
que en los lechones (n=12) 10 mostraron resultados 
positivos por PCR en al menos una muestra.

En bovinos Bomfin et al (2008) utilizaron una 
técnica de PCR anidada para detectar Leptospira spp. 
en orina de animales con sospecha de la enfermedad. 
De un total de 30 muestras de orina analizadas, 10 
resultaron positivas mediante el cultivo y la técnica 
de PCR anidada; mientras que 16 de las 20 mues-
tras restantes fueron positivas sólo por la técnica de 
PCR. Posteriormente, Azizi et al (2012) evaluaron la 
correlación entre lesiones macroscópicas en riñones 
de animales de matadero con diagnóstico presuntivo 
de leptospirosis mediante la técnica de PCR utilizando 
los cebadores dirigidos al gen lipL32 descriptos por 
Tansuphasi et al (2006). En su estudio, los autores 
pudieron detectar ADN de Leptospira spp. en 19 de 
24 riñones con lesiones macroscópicas conocidas 
como manchas blancas compatibles con leptospirosis, 
conjuntamente con diagnóstico histopatológico de 
nefritis intersticial. Cabe destacar que si bien tanto las 
lesiones macroscópicas como microscópicas halladas 
son frecuentes en animales con leptospirosis, no son 
patognomónicas de dicha enfermedad debido a que 
pueden presentarse en enfermedades como coliba-
cilosis septicémica, salmonelosis, brucelosis o fiebre 
catarral maligna (Barker 1993; Maxie 1993; McGavin 
and Zachary 2007). 

Utilizando también cebadores dirigidos al gen 
lipL32, Garcia Monte et al (2012) desarrollaron un 
método de PCR y separación inmunomagnética con 
anticuerpos monoclonales a fin de aumentar la sen-
sibilidad y especificidad de la técnica, para el diag-
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nóstico de leptospirosis en caninos. Cabe destacar 
de su estudio la incorporación de un Control Interno 
de Amplificación a fin de identificar resultados falsos 
negativos. 

En equinos, Pinna et al (2011) demostraron la 
utilidad de la técnica de PCR con el protocolo descrito 
por Stoddard et al (2009) para el diagnóstico de lep-
tospirosis en hembras con signología de aborto, donde 
el cultivo fue en todos los casos negativos. Asimismo, 
utilizando los cebadores descritos por Stoddard et al 
(2009), Hamond et al (2013) demostraron la presencia 
de ADN de Leptospira spp. en muestras de semen y 
orina de equinos serológicamente reactivos pero sin 
signología de la enfermedad; cabe destacar de su 
estudio, que también incorporó un Control Interno de 
Amplificación en su protocolo. 

	
Diferentes protocolos utilizados en PCR 
en tiempo real en animales 

En los últimos años, el protocolo de Merien et 
al (1992) fue evaluado mediante una técnica de PCR 
en tiempo real utilizando química SYBR Green. En el 
campo de investigación, Lourdault et al (2009) eva-
luaron la carga bacteriana en sangre y órganos (riñón, 
hígado, bazo, etc.) empleando un modelo de infección 
en cobayos. Mientras que, Fornazari et al (2012) com-
pararon una PCR punto final, con una PCR cuantitativa 
en tiempo real, cultivo bacteriológico y la técnica de 
Warthin Starry para el diagnóstico de Leptospira spp 
en muestras de sangre y órganos (riñón e hígado) de 
ovinos y caprinos serológicamente reactivos; demos-
trando que la PCR cuantitativa en tiempo real fue el 
método más sensible para el diagnóstico. 

Los cebadores dirigidos al gen lipL 32 fueron 
evaluados por diferentes autores en la especie cani-
na, bovina y equina. En caninos, Rojas et al (2010) 
estudiaron muestras de orina remitidas para análisis 
completo demostrando un 6,8 - 11,1 % de positividad 
y un promedio de equivalentes genomas (número de 
copias) eliminados por orina de 6,2- 2,3x104 por ml. En 
el campo de la investigación la aplicación de técnicas 
de PCR cuantitativas resultan útiles para evaluar la 
interacción de Leptospira spp. con el hospedador. 
Así Chagas Junior et al (2012) utilizaron el protocolo 
publicado por Rojas et al (2010) para detectar y cuan-
tificar Leptospira spp. en riñón de ratas y hámsteres 
infectados experimentalmente en comparación con un 
método de impronta inmunofluorescente y aislamiento; 
demostrando la utilidad de la qPCR para determinar el 
número de Leptospira spp. por gramo de tejido.

En el año 2014 nuestro grupo de investigación 
ha trabajado en la estandarización de una técnica 
de PCR en tiempo real con cebadores dirigidos a un 
fragmento del gen lipL32 que incluye un control interno 

no competitivo para la detección de Leptospira spp. en 
muestras de suero y orina de caninos. En los resul-
tados preliminares hemos obtenido una sensibilidad 
1x102 y 1x100 Leptospira/ ml respectivamente (datos 
del trabajo de Tesis no publicados).

	 Otros de los genes utilizados como targets 
para la detección de Leptospira spp.mediante PCR 
como secY también fueron ensayados. Ahmed et al 
(2012), evaluaron una PCR en tiempo real con química 
SYBR Green previamente validada en humanos (Ah-
med et al 2009) para el seguimiento de una infección 
experimental utilizando el aislamiento como método 
de referencia. En su estudio pudieron demostrar la 
utilidad de la PCR para el diagnóstico temprano de la 
enfermedad en caninos con una sensibilidad y especi-
ficidad de la PCR de 88,9 % y 89,3 % respectivamente.

	 Finalmente, han sido utilizadas secuencias de 
los genes ligA/B para la detección de Leptospira spp. 
en muestras clínicas y en la discriminación de especies 
dentro del género. Palaniappan et al (2005) desarro-
llaron una PCR en tiempo real utilizando cebadores 
dirigidos a secuencias de los genes lig. En su estudio, 
evaluaron la eficacia de la técnica en comparación 
con el cultivo para la detección de Leptospira spp. 
en hámsteres inoculados artificialmente con la cepa 
Leptospira interrogans serovar Pomona. Los autores 
demostraron que fue 100 % específica para la detec-
ción de cepas patógenas con un rango de detección 
de 101 a 107 de ADN cromosómico de Leptospira spp. 

Recientemente, han sido publicados nuevos 
protocolos de PCR en tiempo real para su aplicación 
en veterinaria. Xu et al (2014) desarrollaron una técni-
ca de PCR en tiempo real utilizando cebadores dirigi-
dos a los genes lig para el diagnóstico de leptospirosis 
en caninos. A diferencia de los ensayos en tiempo 
real descritos, los autores utilizaron un sistema de 
detección de fluorescencia basado en sondas FRET. 
El mismo se caracteriza por utilizar dos sondas que al 
unirse a secuencias adyacentes del ADN diana emiten 
la fluorescencia que es detectada por el equipo. En 
su estudio demostraron que la técnica de PCR diri-
gida a los genes lig fue 100 veces más sensible que 
el ensayo ampliamente aceptado lipL32 SYBR y 10 
veces más sensible que el ensayo 16S rRNA TaqMan 
descritos por Levett et al (2005) y Smythe et al (2002) 
respectivamente.

Ferreira et al (2014) utilizaron una estrategia de 
PCR en dos etapas. En primer lugar, evaluaron mues-
tras de tejidos animales mediante la utilización de una 
PCR múltiple dirigida a los genes lipl32 y adicionando 
como control interno de amplificación el gen que co-
difica para la proteína beta-actina. Posteriormente, a 
partir de las muestras que dieron positivas realizaron 
la técnica de PCR en tiempo real y secuenciación me-
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diante una combinación cebadores y sondas dirigidos 
a secuencias de genes secY y ompL1 con el fin de 
identificar las 4 especies más comunes en veterinaria 
L. interrogans, L. borgpetersenii, L. kirschneri y L. 
noguchii. 

Discusión y conclusiones
Tradicionalmente el diagnóstico de leptospirosis 

en animales se ha realizado mediante métodos se-
rológicos o microbiológicos. El test serológico de mi-
croaglutinación confirma la enfermedad, sin embargo, 
como se mencionó anteriormente, requiere muestras 
del período agudo y convaleciente para una correcta 
interpretación de los resultados. En aquellos animales 
que padecieron la enfermedad y en aquellas especies 
que actúan como reservorios la prueba de MAT puede 
no contribuir al diagnóstico debido al bajo nivel de 
anticuerpos que se presenta en estos casos. Por su 
parte, el diagnóstico mediante el cultivo microbiológico 
requiere de muestras adecuadamente extraídas, acon-
dicionadas y transportadas hasta el laboratorio como 
también, de un período de incubación prolongado. Por 
lo tanto, el cultivo no representa un método apto para 
el diagnóstico precoz de la enfermedad (Gravekamp 
et al 1994; Rahelinirina et al 2010). 

	 Es así como la técnica de PCR realizada a 
partir de muestras de sangre con anticoagulante, 
plasma o suero representa una ventaja cuando se 
necesita un diagnóstico temprano de leptospirosis 
humana (Merien et al 2005; Boonslip et al 2011). Sin 
embargo, en veterinaria y en particular en pequeños 
animales, usualmente los datos sobre la evolución de 
la enfermedad son desconocidos o ambiguos por lo 
tanto es recomendable analizar muestras de sangre 
en conjunto con orina a fin de aumentar la probabilidad 
de un resultado positivo. Ahmed et al (2012), demos-
traron como disminuye la sensibilidad de la técnica de 
PCR a partir de sangre entera a medida que progresa 
la enfermedad debido al descenso del número de 
Leptospira spp. en el torrente sanguíneo. En lo que 
respecta al diagnóstico de leptospirosis en animales 
de producción se debe considerar la obtención de 
muestras de órganos obtenidas durante la necropsia 
o posterior a un aborto con el propósito de aumentar 
las probabilidades de un resultado positivo. 

	 Cuando el objetivo se basa en el diagnóstico 
de animales portadores la técnica de PCR demostró 
ser superior frente a los métodos tradicionales (Harkin 
et al 2003; Lilenbaum et al 2009). No obstante, una 
importante limitación en estos casos reside en la im-
posibilidad de varios protocolos de PCR en diferenciar 
serovares de Leptospira. Sin embargo, la utilización de 
otros cebadores permite la identificación de especies 
o cepas si los productos de PCR son secuenciados 

(OIE 2014). Asimismo, la técnica de PCR identifica 
la presencia de ADN de Leptospira lo que no resulta 
necesariamente que se encuentren presentes microor-
ganismos viables y transmisibles. Además si se tiene 
en cuenta que la eliminación de Leptospira spp. por 
orina en estos animales es intermitente, un resultado 
negativo mediante la técnica de PCR a pesar de su 
mayor sensibilidad tampoco descartaría el diagnóstico. 

	 Concerniente a los estudios epidemiológicos 
la aplicación de la técnica de PCR ha permitido la 
detección de Leptospira spp en animales silvestres 
que actúan como reservorios (Cox et al 2005; Doosti 
et al 2012; Koizumi et al 2008; Koizumi et al 2009 a); 
Koizumi et al 2009 b); Paixão Mdos et al 2014; Wu et al 
2014). Nuevamente una desventaja en estos casos es 
la falta de identificación de las especies involucradas, 
lo cual resulta imprescindible para el estudio de las 
cepas circulantes y su asociación con determinados 
hospedadores en una región dada. Otra limitación 
importante en estos casos reside en los procesos 
de autolisis y descomposición que pudieran sufrir las 
muestras utilizadas. Shearer et al (2014) demostraron 
resultados discordantes entre una técnica de PCR en 
tiempo real y la inmunohistoquímica para la detección 
de leptospirosis en animales silvestres. Cabe desta-
car de su estudio que la mayor parte de las muestras 
positivas por inmunohistoquímica fueron negativas 
por PCR. Esto según el autor, Shearer et al (2014) 
puede deberse a la autólisis de la muestra o los ciclos 
de freezado-desfreezado de las mismas durante el 
procesamiento lo cual pudo haber impactado negati-
vamente en la detección del ADN de Leptospira spp. 
Otra posibilidad, es la variación genética de las cepas 
de campo que pudieron haber reducido la eficiencia 
en la detección mediante el protocolo utilizado. 

	 Al interpretar los resultados obtenidos con la 
técnica de PCR en cualquier contexto que se utilice se 
deben considerar ciertos factores. Por un lado, cuando 
los resultados con la técnica de PCR fueran positivos 
pero negativos con otros métodos de referencia como 
la serología o el aislamiento, se deberá determinar si 
dicha positividad es debida a una mayor sensibilidad 
de la técnica de PCR o corresponde a falsos positi-
vos (Lilenbaum et al 2008; Richtzenhain et al 2002; 
Rojas et al 2010). Estos últimos podrían surgir por 
contaminación con ADN amplificado anteriormente o 
por amplificación de secuencias semejantes en otros 
microorganismos (Ahmed et al 2012; Villumnsen et 
al 2012). Mientras que, ante resultados negativos es 
importante considerar la conservación inadecuada de 
las muestras, desde la obtención hasta su procesa-
miento, los métodos de extracción inapropiados o la 
presencia de inhibidores de la PCR en las muestras 
extraídas. Por ello se recomienda incluir un control 
interno de amplificación en cada protocolo además de 
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los controles de rutina. Asimismo, es importante recor-
dar que Leptospira spp. generalmente se encuentran 
en bajo número y son sensibles a la mayoría de los 
antimicrobianos (OIE 2008). Por lo tanto, las muestras 
deben ser extraídas antes de iniciado el tratamiento y 
se debe determinar con anterioridad la sensibilidad y 
especificidad analítica del ensayo a ser aplicado. 

	 Finalmente, ante la elección de un protocolo 
de PCR determinado es recomendable optar por téc-
nicas de PCR anidada o en tiempo real debido a su 
mayor sensibilidad y especificidad (Bomfim et al 2007; 
Fornazari et al 2012). En relación a los cebadores, una 
alternativa adecuada sería la elección de dos targets 
diferentes. Por un lado, se podría optar por genes que 
presenten más de una copia en el genoma como el gen 
lig o el rrs con el fin de aumentar la sensibilidad de la 
técnica; mientras que la utilización en forma conjunta 
de genes presentes sólo en las especies patógenas 
incrementará la especificidad de la misma (Bourhy et 
al 2011). 

	 En conclusión, aunque la aplicación de téc-
nica de PCR demostró ser un complemento útil de 
los métodos de referencia, son necesarios estudios 
adicionales en relación a la utilización de la misma 
para el diagnóstico de la enfermedad en animales. 
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