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Abstract

Bovine leptospirosis causes high economic losses in cattle mainly due to reproductive failure, as well as representing public
health risk. Since the last century, antibody titers against several Leptospira serovars have been detected by the microscopic
agglutination test (MAT) in Mexico. With the exception of very few cases, the presence of serovars causing leptospirosis in
cattle and other animal species has not been demonstrated by isolation in Mexico, and in such cases characterization had
to be done abroad by complex and slow immunological approaches, by comparison with a number of reference strains. The
present study was conducted to perform the molecular characterization of Leptospira isolates by multiple locus sequenc-
ing typing (MLST). A hundred and ninety seven sera and kidneys samples were collected immediately after slaughter,
from grazing cattle coming from the south-eastern states of Mexico. Anti-Leptospira antibodies were detected by the MAT
and kidneys were inoculated into EMJH and Fletcher’s specific medium. A seropositivity of 60.4% (119 out of 197), with
titers from 1:100 up to 1:3 200 was detected. Four isolates (2.03%), referred as CAL4, CAL6, CAL7 and MOCAA45, were
characterized by serology, ribotyping and MLST as L. kirschneri serovar Grippotyphosa; L. interrogans serovar Hardjo;
L. santarosai serovar Mini and L. santarosai serovar Tarassovi, respectively. With the exception of serovar Hardjo, the
three other isolates belong to serovars and species not previously isolated in Mexico. These findings make it necessary
to evaluate the potential distribution of such serovars among cattle and their role on animal production and public health.
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Resumen

La leptospirosis bovina causa grandes pérdidas econdmicas a la ganaderia por problemas reproductivos y también es un
riesgo de salud publica. En México, desde el siglo pasado se ha registrado la presencia de anticuerpos contra serovarieda-
des de Leptospira por la técnica de aglutinacion microscépica (AM), en bovinos y otras especies animales. En muy pocos
casos, la enfermedad fue demostrada por el aislamiento de Leptospira, y en tales casos, su caracterizacion se baso en
métodos inmunolégicos lentos que requirieron la comparacion con cepas de referencia y que fueron realizados fuera de
México. En el presente trabajo se realizé la caracterizacion molecular mediante la secuenciacién de locus multiples (MLST),
de aislados de Leptospira obtenidos de rifiones de bovinos recolectados en rastro, procedentes de las zonas Golfo y sur de
México. Se obtuvieron muestras de suero y rifiones de 197 bovinos para realizar la AM, y el cultivo en medios especificos
EMJH y Fletcher. Se detect6 una seropositividad del 60.4% (119 de 197), con titulos desde 1:100 hasta 1:3,200 y se obtuvie-
ron cuatro aislados de Leptospira (2.03%), denominados CAL4, CAL6, CAL7 y MOCAA45. Los aislados fueron caracterizados
por serologia, ribotipificacion y MLST, como L. kirschneri serovariedad Grippotyphosa; L. interrogans serovariedad Hardjo; L.
santarosai serovariedad Mini y L. santarosai serovariedad Tarassovi, respectivamente. A excepcion de la serovariedad Hard-
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jo, los aislados pertenecen a especies y serovariedades no aisladas anteriormente en la Republica Mexicana, esto sugiere
la necesidad de evaluar su diseminacion entre bovinos y su potencial efecto en la produccion animal y en la salud publica..

Palabras clave: Leprospira, TARASSOVI, MINI, GRIPPOTYPHOSA, BOVINOS, AISLAMIENTO, MLST.

Introduction

eptospirosis is a zoonotic disease caused by

pathogenic species and serovars of Leptospira." In

cattle, leptospirosis is a disease that affects milk
as well as beef production units.” Commonly, infection
is subclinic when it is caused by bovine adapted
serovars, such as serovar Hardjo; but fever, haematuria,
haemoglobinuria, jaundice and eventually death of
young individuals might be seen when infection is due
to non host adapted serovars. Abortion might be seen
in any pregnancy stage, as well as stillbirth occurrences,
weak newborns, fall in milk production, transitory
agalactia and infertility.” It is difficult to estimate the
economic losses caused by leptospirosis, mainly by the
difficulty in the establishment of a precise diagnostic,
as well as by presence of other bacterial, viral and
parasitic diseases with similar clinical signs.*

The first description of this disease in cattle was
done by Mikhin and Azinov in Russia in 1935;° in
Australia by Johnson in 1943° and in United States by
Jungherr in 1944". Later, leptospirosis cases were iden-
tified practically around the world, where the most
commonly recorded serovars have been Grippotypho-
sa, Pomona,® Icterohaemorrhagiae,” Hebdomadis,"
Sejroe!’ and Hardjo."? Hardjo has been recognized as
a worldwide distributed serovar and the most impor-
tant in cattle and other ruminants.'® In addition, two
subtypes have been described in serovar Hardjo that
belong to two different species: subtype Hardjobovis of
L. borgpetersenii is important in Europe, North America
and Australasia and subtype Hardjoprajitno of L. in-
terrogans that has been found mainly in the American
continent.'

The evidence of the presence of L. interrogans se-
rovar Hardjo (Hardjoprajitno) islolated from a bovine
fetus has been documented only once in Mexico.'” Be-
ing that isolation of Leptospirais a time consuming pro-
cess of week or even months, routine diagnosis is based
on the microscopic agglutination test (MAT), which
detects antibodies against reference strains represent-
ing different serogroups.'® Different serological survey
studies in cattle have found antibodies mainly against
serovar Hardjo, followed by: Grippotyphosa, Pomona,
Canicola, Icterohaemorrhagiae and Bratislava.'”'® This
is only the result of vaccine or field acquired antibod-
ies reacting against serovars used for diagnosis; how-
ever, there is still a lack of information about endemic
Leptospira serovars infecting cattle in Mexico, this task
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Introduccién

a leptospirosis es una enfermedad zoonotica

causada por especies y serovariedades

patégenas del género Leptospira.' En el ganado
bovino, es una enfermedad que afecta a las unidades
de produccion tanto lecheras como de carne.? La
infecciéon suele ser subclinica cuando es causada
por serovariedades adaptadas al bovino como la
serovariedad Hardjo, o bien por serovariedades no
adaptadas, se pueden manifestar signos como fiebre,
hematuria, hemoglobinuria, ictericia y muerte en
los animales jovenes; mientras que en hembras
gestantes se pueden presentar abortos en cualquier
estadio de la gestacion, mortinatos, nacimiento de
animales débiles, decremento en la produccion lactea,
agalactia transitoria, asi como infertilidad.” Resulta
dificil estimar las pérdidas econémicas causadas por
la leptospirosis, en gran parte por la dificultad para
realizar el diagnoéstico preciso y también debido a la
presencia de otras enfermedades bacterianas, virales y
parasitarias que pueden cursar con los mismos signos.*

Los primeros estudios de esta enfermedad en bo-
vinos fueron realizados por Mikhin y Azinov en Rusia
en 1935;° en Australia, en 1943 por Johnson,®y en Es-
tados Unidos, en 1944 por Jungherr;” posteriormente
se fueron identificando casos en prdcticamente todo
el mundo, donde las serovariedades mas comunmente
registradas han sido Grippotyphosa, Pomona,® Ictero-
haemorrhagiae,” Hebdomadis,' Sejroe' y Hardjo.'?
Esta ultima serovariedad ha sido reconocida como de
distribucién mundial y la mas importante en el ganado
bovino y en otros rumiantes.”” Ademads, en la serovarie-
dad Hardjo se han reconocido dos subtipos clasifica-
dos en dos especies distintas: el subtipo Hardjobovis
de L. borgpetersenii tiene importancia en Europa, Amé-
rica del Norte y Oceania y el subtipo Hardjoprajitno
de L. interrogans se encontré principalmente en el con-
tinente americano.!

En México, a la fecha solo existe evidencia docu-
mentada de la presencia de L. interrogans serovariedad
Hardjo (Hardjoprajitno), la cual fue inicialmente ais-
lada a partir de un feto de bovino." Debido a que el
aislamiento de Leptospira es un proceso lento que pue-
de consumir de semanas hasta meses, el diagnoéstico
rutinario se basa en la prueba serolégica de aglutina-
cién microscépica (AM), donde se detectan anticuer-
pos contra cepas de referencia, representantes de dife-
rentes serogrupos.'® En diferentes estudios serolégicos



requires demonstration by isolation and characteriza-
tion. It is assumed that other Leplospira species and se-
rovars still not identified might be causing disease in
cattle, causing economic looses and becoming a public
health risk. For this reason, it is convenient to iden-
tify the distribution of the serovars that might be es-
tablished in a specific geographical area. In this work,
a serological survey and a bacteriological scrutiny fol-
lowed by immunological and molecular characteriza-
tion of the Leptospira isolates were done to identify spe-
cies and serovars other than previously reported in the
Gulf coast and Southern of Mexico.

Material and methods
Collection and processing of samples

Kidneys and sera samples from 197 bovines slaughte-
red for marketing were collected. For decontamina-
tion, kidneys were freed from their capsule and placed
in 2 0.025% benzalkonium chloride solution for 5 to 10
minutes. Afterwards, the kidneys were dried out with
sterile paper towels and were longitudinally excised in
aseptic conditions. With a sterile scraper, the kidney
interior tissue was macerated and then inoculated in
liquid EMJH (Ellinghausen, McCullogh, Johnson and
Harris) and Fletcher’s semisolid medium. Three ten-
fold dilutions were done in such medium. Cultures
were incubated at 30 °C for three months and obser-
ved weekly under dark field microscopy, searching for
spirochetes. Sera samples were obtained by centrifuga-
tion at 903 g/for 5 min and kept frozen at -20 °C until
the MAT was done.

Detection of anti-Leptospira antibody

The MAT was done with an initial 1:50 serum dilution
in phosphate buffer solution (PBS, pH 7.2 - 7.4), using
as a positive cut off 1:100 sera dilutions.'® Seven to 14
days old liquid cultures in EMJH medium of twelve re-
ference strains of serovars: Autumnalis, Bataviae, Bra-
tislava, Canicola, Celledoni, Grippotyphosa, Hardjo,
Icterohaemorrhagiae, Mini, Pomona, Pyrogenes and
Tarassovi were used for antibody detection. Strains
were donated by the WHO/FAO/OIE-Collaborating
Centre for Reference and Research on Leptospiro-
sis, Australia and Western Pacific Region, Brisbane,
Queensland, Australia.

Serological identification of isolates

Specific immune sera were produced in 1.5 kg rabbits,
using seven to 10 days old Fletcher’s semisolid me-

en bovinos se han encontrado anticuerpos principal-
mente contra la serovariedad Hardjo, seguida de otras
serovariedades, como Grippotyphosa, Pomona, Cani-
cola, Icterohaemorrhagiae y Bratislava.!”!* Lo anterior
solo refleja que los anticuerpos vacunales o de campo
reaccionan contra las serovariedades utilizadas para el
diagnéstico, pero existe un vacio de informacién sobre
las serovariedades de Leptospira que son endémicas y
que verdaderamente infectan a los bovinos en Méxi-
co, lo que requiere de su demostracion mediante el
aislamiento y caracterizaciéon. Se presume que otras
especies y serovariedades de Leptospira pudieran estar
causando enfermedad en los bovinos, pero que a la
fecha no han sido identificadas y pudieran llegar a ser
un problema econémico en las unidades de produc-
cioén, asi como para la salud publica. Es conveniente
conocer la distribucion de las serovariedades que se
encuentran en un area geografica determinada, por
lo que en el presente trabajo se realizé inicialmente
un escrutinio serolégico y bacteriolégico, y posterior-
mente la caracterizaciéon inmunolégica y molecular de
los aislados para identificar otras especies y serovarie-
dades de Leptospira presentes en las zonas del Golfo y
sur de México.

Material y métodos
Recolecciéon y procesado de muestras

Se recolectaron muestras de rinén y sangre de 197 bo-
vinos sacrificados para el abasto. Los rinones libres de
la capsula se colocaron en una solucién de cloruro de
benzalconio al 0.025% de 5 a 10 minutos, para des-
contaminar su superficie. Posteriormente, se secaron
con toallas de papel estériles y se les practicé de forma
aséptica un corte longitudinal; se obtuvo entonces un
macerado del interior del 6rgano con un rallador esté-
ril, el cual se inocul6 en los medios EMJH (Ellinghau-
sen, McCullogh, Johnson y Harris) y Fletcher semis6-
lidos, realizando tres diluciones décuples. Los cultivos
se incubaron a 30°C durante tres meses y se revisaron
semanalmente por microscopia de campo oscuro, para
detectar formas bacterianas compatibles con leptospi-
ras. Los sueros fueron clarificados por centrifugacion
a2 903 g/5 min y se mantuvieron a -20°C hasta realizar
la prueba de AM.

Deteccidn de anticuerpos anti-Leptospira

La prueba se realiz6 usando una dilucién inicial del
suero de 1:50 en solucién amortiguadora de fosfatos
(SAF, pH 7.2 a 7.4) y tomando como punto de cor-
te para reacciones positivas la diluciéon de 1:100.'° Se
utilizaron 12 cepas de referencia de las serovariedades
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dium cultures of the purified isolates incubated at 30
°C. Leptospires were collected from the growth zone
known as the Dinger ring and were inactivated at 56
°C for 30 minutes. Inactivated cultures were then ino-
culated intravenously in 1, 2, 4, and 6 ml, in each one
of two rabbits at one week intervals.!® Rabbits with a
1:12,800 serum antibody titer against the homologous
strain, were anesthetized with 60 mg/kg of ketamine
before being bled by cardiac puncture. Sera were ob-
tained by centrifugation at 903 g for 5 minutes, distri-
buted in 1.5 ml aliquots and kept frozen at-20 °C until
they were used in the MAT. This test was done using
the protocol previously described by Myers,'® with the
rabbit immune sera and the reference strains.

DNA extraction and polymerase
chain reaction

Laboratory adapted isolates were cultured in 100 ml
EMJH medium and centrifuged at 10 000 g for 30 min.
DNA extraction was done by the guanidine thiocyana-
te and chloroform-isoamyl-alcohol protocol previously
described by Boom et al.'” A PCR was run in order to
confirm whether the isolates were pathogenic or not.
PCR used the primers G1 : G2 that amplify DNA of di-
fferent pathogenic Leptospira species; and primers B64-
I : B64-II that amplify serovars of the species L. kirsch-
neri.? In addition, primers MILL1801 and MILL1802,
were designed specially to amplify a DNA fragment of
1 289 bp, out from the rfb locus, codifying the lipo-
polysaccharide biosynthetic enzymes, from non-patho-
genic serovars.?’ Amplicons resulting from PCR were
visualized in ethidium bromide stained agarose gels,
and registered photographically with an image analy-
zer (Gel Logic 200, Kodak®).*

Genetic identification by sequencing the
rrs2 (16S ribosomal DNA)

The 16S rRNA gene from the isolates was sequenced
at the Fio-Cruz Institute, in Salvador, Brazil. Sequen-
ces were submitted electronically and then edited and
analyzed with the Sequencher®** version 4.6 package.
Sequences homologies were detected in the database
with the Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn),
available at the web.? Alignment of the sequences and
the resulting phylogenic tree were constructed using
the Neighbor-Joining method with 2,000 replicates
with the 2-parameters Kimura model, in the Molecu-
lar Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) version 4.0
package.??*

Conversely, the first MLST scheme described by
Ahmed et al.,” was used for typification of the isolates.
Such a scheme was designed for typification of strains
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Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Canicola, Celledoni,
Grippotyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Mini,
Pomona, Pyrogenes y Tarassovi cultivadas en medio
EMJH liquido de 7 a 14 dias, las cuales fueron dona-
das por el WHO/FAO/OIE-Collaborating Centre for
Reference and Research on Leptospirosis, Australia
and Western Pacific Region, de Brisbane, Queensland,
Australia.

Identificacion serol6gica de los aislados

Se produjeron sueros inmunes en conejos de 1.5 kg
de peso a partir de los aislados cultivados en medio
de Fletcher de 7 a 10 dias a 30°C. Los cultivos se reco-
lectaron del anillo de desarrollo conocido como zona
de Dinger, se inactivaron a 56°C durante media horay
posteriormente, se inocularon por via intravenosa en
dosis de 1, 2, 4, y 6 ml, con una semana de diferencia
entre cada in6culo.' Los conejos que alcanzaron titu-
los séricos minimos de 1:12,800 contra la cepa homo-
loga con la que fueron inoculados, fueron anestesia-
dos con ketamina (60 mg/kg) y sangrados en blanco
por puncion cardiaca. Los sueros se obtuvieron por
centrifugaciéon a 903 g/5 min, distribuidos en volime-
nes de 1.5 ml y congelados a -20°C hasta su analisis. La
prueba de AM se realiz6 utilizando el protocolo previa-
mente descrito por Myers,'® con los sueros inmunes y
las cepas de referencia.

Extraccion de ADN y reaccién en cadena
de la polimerasa

Los aislados adaptados a condiciones de laboratorio
fueron cultivados en 100 ml de medio liquido EMJH y
centrifugados a 10,000 g/30 min. La extraccion de ADN
se realizé por el método de tiocianato de guanidina y
cloroformo-alcohol isoamilico descrito por Boom et al.’
Con la finalidad de confirmar el origen de los aislados,
se realizo la prueba de reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR), con los iniciadores G1: G2 que amplifican
ADN de serovariedades de diferentes especies patoge-
nas de Leplospira, y con B64-1: B64-11, iniciadores que
amplifican serovariedades de L. kirschneri®® También se
utilizaron los iniciadores MILL1801 y MILL1802, dise-
nados especialmente para amplificar un fragmento de
ADN de 1,289 pb, de una region del loci 7fb codifican-
te de enzimas para la biosintesis del lipopolisacarido
(LPS), de serovariedades no patégenas.”! Los amplico-
nes resultantes de la PCR fueron visualizados en geles
de agarosa tenidos con bromuro de etidio, para obtener
un registro fotografico mediante un digitalizador de
imagenes (Gel Logic 200, Kodak®).*

*Carestream Health, Inc. Nueva York, Estados Unidos de
América



from six pathogenic species of Leptospira, based on
the analysis of the adk, secY, icdA, LipL32, lip.41 and
rrs2 allele sequences. PCRs were done with the fol-
lowing conditions: 200 pM dNTPs, 0.2 U Taq poly-
merase, 5pl 10X PCR buffer (Roche®),*** 10 pmol
each primer (synthesized at the Instituto de Biotec-
nologia, UNAM) and 30 to 60 ng of DNA. Reactions
were done in a 50 pl final volume and run in a Perkin
Elmer 2400 Gene Amp PCR System® Thermal Cy-
cler, using the following protocol: an initial denatu-
ralization step at 95°C/5 min, followed by 35 cycles
of denaturalization (94 °C/30 sec), alignment (58
°C/45 sec) and extension (72 °C/45 sec), and a fi-
nal extension step at 72°C/7 min. PCR products were
separated in ethidium bromide stained 1% agarose
gels by electrophoresis, visualized by UV light and
photographically recorded. Before sequencing, PCR
products were purified using the PCR Montagé®*f
columns. Electronically submitted sequences were
analyzed and edited with the Sequencer® version 4.6
package. In order to designate the allele number for
each gene, the obtained sequences from each isolate
were compared with the DAMBE (Data Analysis in
Molecular Biology and Evolution) package, using a
database provided by Ahmed et al.*® The allele’s phy-
logenic analysis was done with the START2 package
(Sequence Type Analysis and Recombinational Tests
version 2). Finally, the phylogenic tree was corrobo-
rated with the analysis of a concatenated sequence
obtained by joining the sequences of each gene, us-
ing the MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) version 4.2 package.*

Results

Microscopic agglutination test of bovine
sera

In the MAT, positive sera were found at a frequency of
60.40% of bovines sampled (119 out of 197), the more
frequently detected Leptospira serovars were: Hardjo
39.90% (61/197), Tarassovi 7.10% (14/197), Pomona
3.04% (6/197), Grippotyphosa 1.52% (3/197), Icte-
rohaemorrhagiae 1.52% (2/197), Bratislava 1.52%
(2/197) and Canicola 0.50% (1/197).

Isolation and serological identification of
iIsolates

After 12 to 13 weeks of incubation in EMJH liquid
medium, four isolates were obtained from bovine kid-
neys (2.3%). Isolates were designated as CAL4, CALSG,
CAL7 and MOCA45. Homologue sera reacted as fo-
llows: serum against the isolate CAL4 gave a 1:25,600

Identificacidén genética
por secuenciacion del gen rrs2
(16S ribosomal)

El gen 16S rRNA de los aislados fue secuenciado en
los laboratorios del instituto Fio-Cruz, Salvador, Bra-
sil; las secuencias fueron remitidas electronicamente a
nuestro laboratorio donde fueron editadas, ordenadas
y analizadas con el programa Sequencher®,* version
4.6. Se identificaron las secuencias relacionadas en
las bases de datos utilizando el Basic Local Alignment
Search Tool (BLASTn), disponible en la red.* El ali-
neamiento de las secuencias y el arbol filogenético re-
sultante fueron construidos utilizando el método de
Neighbor-Joining con 2,000 réplicas con el modelo de
Kimura de 2-parametros, en el programa Molecular
Evolutinary Genetics Analysis (MEGA), version 4.0.2%

Por otro lado, se utiliz6 el primer esquema de
MLST, descrito por Ahmed et al,* disenado para la
tipificacion de cepas de 6 especies patoégenas de Lep-
tospira, el cual estd fundamentado en el analisis de las
secuencias de alelos de los genes adk, secY, icdA, lipl.32,
lipL.41 y rrs2. Las PCR se realizaron de acuerdo con
las siguientes condiciones: 200 pM de dNTP’s, 0.2 U
de Taq Polimerasa, 5 pl de amortiguador 10X (Ro-
che®),** 10 pmol de iniciadores (sintetizados en el
Instituto de Biotecnologia, UNAM) y 30 a 60 ng de
ADN, en un volumen total de reacciéon de 50 pl. Para
el proceso se utilizé6 un termociclador (Perkin Elmer
2400 PCR System®,*** con los pardametros de: desna-
turalizacién inicial a 95°C/5 min, seguida por 35 ci-
clos de desnaturalizacion (94°C/30 seg), alineacion
(58°C/45 seg) y extension (72°C/45 seg), y una ex-
tension final de 7 min/72°C. Para visualizar los pro-
ductos se realizaron electroforesis en geles de agarosa
al 1% tenidos con bromuro de etidio. La purificacién
de los amplicones antes de su secuenciacion, se rea-
liz6 utilizando columnas para purificar productos de
PCR Montagé®,t Las secuencias remitidas electroni-
camente fueron editadas y analizadas con el programa
Sequencer®, version 4.6. Para designar el nimero de
alelos encontrados por gen, las secuencias obtenidas
de cada aislado fueron comparadas con una base de
datos proporcionada por Niyaz Ahmed et al.,” con el
programa DAMBE (Data Analysis in Molecular Biology
and Evolution).? Para realizar el andlisis filogenético
por alelos se utiliz6 el programa START2 (Sequence
Type Analysis and Recombinational Tests, Version 2).
Finalmente, el analisis filogenético se corroboré con
las secuencias de cada gen concatenadas en una sola,

*Gene Codes Corporation. Brighton, Inglaterra.

**Roche Applied Science. Mannheim, Alemania.
*##*Millipore Corporation. MA, Estados Unidos de América.
TMacrogen Inc., Seul, Corea del Sur.
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titer to serovar Grippotyphosa strain Moskva V; serum
against the isolate CAL6 gave a 1:25,600 titer to sero-
var Hardjo subtype Hardjoprajitno; serum against the
isolate CAL7 gave a 1:12,800 titer to serovar Mini stra-
in Sari; and finally, serum against the isolate MOCA45
gave a 1:12,800 titer to serovar Tarassovi strain Perepe-
litsin (Table 1).

Molecular identification of isolates

PCR showed the four isolates as pathogenic leptospi-
res. A 565 bp DNA fragment was amplified from the
CALA4 isolate with the B64-1 : B64-II set of primers;
meanwhile, a 283 bp DNA fragment was amplified
from the isolates CAL6, CAL7 and MOCA45 with the
G-1 : G2 set of primers. None of the isolates showed
PCR amplified DNA fragments with the MILL1801 -
MILLI1802 set of primers, which are specific for sapro-
phyte non-pathogenic leptospires (Figure 1).

Accordingly to the phylogenic analysis of the rrs2
gene, the four isolates were classified in three different
species of Leptospira. Comparing the sequences similar-
ities with the Megablast package (www.megablast.ncbi.
org), it was found that CAL4 has a 99% identity with
sequences of other L. kirschneri serovars; CAL6 has a
99% identity with sequences of L interrogans serovars;
CAL7 and MOCA45 have a 99% identity with sequenc-
es of L. santarosai serovars.

Phylogenic relationship among the isolates is
shown in Figure 2.

MLST was done by PCR amplification and sequence
comparison of internal amplicons of the proposed 6
genes, with the provided database. Every amplicon
was sequenced in both directions. CAL6 showed the
sequencing type number (ST) 254; such a ST is shared
with L. interrogans serovar Hardjo subtype Hardjopra-
jitno. Interestingly, isolates CAL4, CAL7 and MOCA45
showed ST numbers with no match in the database
(Table 2).

Discussion

Clinical manifestation of leptospirosis in cattle is in-
fluenced by the infecting serovar and species. There
are serovars adapted to cattle causing sporadic disea-
se; non-adapted serovars that might cause acute out-
breaks, and other uncommon serovars in cattle which
clinical manifestations are unknown.?” Control of lep-
tospirosis depends, partially, in serological detection of
serovars prevalent in the region and even better, based
on their isolation. In this work, the first description of
the molecular characterization of four bovine isolates
of Leptospiratrom the species L. interrogans, L. kirschneri
and two L. santarosai, isolated in Mexico is carried out.
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con el programa MEGA (Molecular Evolutionary Ge-
netics Analysis) version 4.2.%*

Resultados

Aglutinacion microscopica de los sueros
de bovino

Se detecté6 una frecuencia de sueros positivos de
60.40% en los bovinos muestreados (119 de 197) me-
diante AM, donde las serovariedades de Leptospira de-
tectadas con mayor frecuencia fueron: Hardjo 39.90%
(61/197), Tarassovi 7.10% (14/197), Pomona 3.04%
(6/197), Grippotyphosa 1.52% (3/197), Icterohaemo-
rrhagiae 1.52% (2/197), Bratislava 1.52% (2/197) y
Canicola 0.50% (1/197).

Aislamiento e identificacidn seroldgica
de los aislados

Se obtuvieron cuatro aislados (2.3%), a partir de los
rinones de bovino, entre las semanas 12 y 13 de incu-
baciéon en medio EMJH. Los aislados se denominaron
CAL4, CAL6, CAL7 y MOCA45. Al realizar la identi-
ficacién con el suero inmune homologo, el suero del
aislado CAL4 reaccioné con un titulo de 1:25,600 con-
tra la serovariedad Grippotyphosa cepa Moskva V; el
aislado CALG reaccioné con un titulo de 1:25,600 con-
tra la serovariedad Hardjo subtipo Hardjoprajitno; el
aislado CAL7 reacciond con un titulo de 1:12,800 con-
tra la serovariedad Mini cepa Sari y el aislado MOCA45
reaccion6 con un titulo de 1:12,800 contra la serova-
riedad Tarassovi cepa Perepelitsin (Cuadro 1).

Identificacion molecular de los aislados

La PCR mostré6 a los cuatro aislados como leptospiras
patégenas. CAL4 amplific6 el fragmento de ADN de
565 pb con los iniciadores B64-1 : B64-1I, mientras que
los aislados CAL6, CAL7 y MOCA45 amplificaron el
fragmento de ADN de 283 pb con los iniciadores G-1 :
G-2. Ninguno de los aislados amplific6 fragmentos de
ADN con los iniciadores MILL1801 y MILL1802, espe-
cificos para identificar leptospiras saprofitas (Figura 1).

De acuerdo con el analisis filogenético del gen 7752,
los aislados fueron identificados como tres diferentes
especies de Leptospira. Comparando las secuencias con
mayor similitud con el programa Megablast (www.
megablast.ncbi.org), se encontré que CAL4 tiene 99%
de identidad con otras secuencias pertenecientes a L.
kirschneri; CALG tiene 99% de identidad con cepas de
L interrogans, CAL7 y MOCA45 tienen 99% de identi-



CUADRO 1

Identificacién serolégica de los aislados obtenidos en el presente estudio

Serological identification of the obtained isolates

Antibody titers of the rabbit immune sera obtained

Reference strains against the reference strains
Serogroup Serovar Strain CAL4 CALG6 CAL7 MOCA45
Grippotyphosa Canalzonae CZ 188 1:200 - - -
Grippotyphosa Valbuzzi Duister 1:12,800 - - -
Grippotyphosa Grippotyphosa Mandemarkers 1:12,800 - - -
Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V 1:25,600 - - 1:50
Grippotyphosa Muelleri RM 2 1:12,800 - - -
Mini Mini Sari - 1:400 1:12,800 -
Mini Georgia LT 117 - 1:100 1:3,200 -
Sejroe Hardjo Hardjoprajitno - 1:25,600 1:3,200 -
Sejroe Sejroe M84 - 1:6,400 1:800 -
Sejroe Wolffi 3705 - 1:400 1:400 1:50
Shermani Shermani 1342 K - - - 1:800
Tarassovi Tarassovi Perepelitsin - - - 1:12,800

Genetic classification of such isolates was done by two
methods: 152 (16S)* sequence analysis and by multi-
ple locus sequencing typing (MLST).%

It is well known that Hardjo is a well adapted se-
rovar to cattle, so that infection with no clinical mani-
festations is possible; however, stress conditions might
cause sporadic reproductive disease.? Serovar Hardjo
includes two serologically indistinguishable subtypes
that nevertheless, belong to two species:® L. borgpeterse-
nii serovar Hardjo (subtype Hardjobovis) has been
considered the most common serovar in cattle around
the world. For this reason and despite not having
been isolated in México, it is assumed that it is pres-
ent among cattle in Mexico, since it has been isolated
in countries exporting cattle to Mexico (http://www.
siap.gob.mx).** In the present study, the presence of
L. interrogans serovar Hardjo (subtype Hardjoprajitno),
obtained by isolation and molecular characterization
(isolate CAL6), has been confirmed. Hardjoprajitno
is common in the American continent?” and has been
previously isolated in Mexico from a bovine fetus."

Studies on the LPS biosynthetic 7/b locus suggest
that subtype Hardjoprajitno evolved from a common
ancestor of serovar Copenhageni, which along evolu-
tion acquired genes of the /b locus from the subtype

dad con cepas de L. santarosai. La relacion filogenética
entre éstas se muestra en la Figura 2.

La identificaciéon por MLST se realiz6 mediante la
amplificaciéon por PCR, de fragmentos internos de los
seis genes, y comparando con el esquema previamente
propuesto todos los amplificados fueron secuenciados
en ambas direcciones. CAL6 mostro el tipo de secuen-
cia 254 que lo identifica como L. interrogans serovarie-
dad Hardjo subtipo Hardjoprajitno. Por el contrario,
las cepas CAL4, CAL7 y MOCA45 tienen tipos de se-
cuencias no registradas anteriormente en ninguna
parte del mundo (Cuadro 2).

Discusién

La presentacion clinica de leptospirosis en bovinos
estd influida por la serovariedad y la especie infectan-
te. Existen serovariedades adaptadas al bovino, que
causan enfermedad esporadicamente, serovariedades
no adaptadas que cominmente causan brotes de pre-
sentacion aguda, y otras serovariedades de presenta-
cion rara en los bovinos en las cuales se desconoce el
curso de la enfermedad.? Por lo tanto, el control de la
leptospirosis depende, en parte, de la deteccién sero-
l6gica de las serovariedades prevalentes en la region y
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Figura 1. Identificacion de los aislados como leptospiras patogenas
por PCR. Carril 1: Marcador de Peso Molecular; Carriles 2, 3, 4: ais-
lado CAL4 (L. kirschneriserovar Grippotyphosa); Carriles 5, 6, 7: ais-
lado CALG6 (L. interrogans serovar Hardjo); Carriles 8, 9, 10: aislado
CAL7 (L. santarosai serovar Mini); Carriles 11, 12, 13: MOCA45;
Lineas 14, 15, 16 controles positivos. Carriles 2, 5, 8, 11, 14: reac-
ciones con los inicadores B64-1 : B64-11; Carriles 3, 6, 9, 12, 15: reac-
ciones con los iniciadores G-1 : G-2; Carriles 4, 7, 10, 13, 16: reac-
ciones con los iniciadores MILL1801 y MILL1802 (especificos para
serovariedades no patégenas). Carriles 14, 15, 16: Testigos positivos.

Figure 1. Identification of the isolates as pathogenic leptospires by
PCR. Lane 1: molecular weight marker; Lanes 2 to 4: isolate CAL4
(L. kirschneri serovar Grippotyphosa); Lanes 5 to 7: isolate CAL6 (L.
interrogans serovar Hardjo); Lanes 8 to 10: isolate CAL7 (L. santarosai
serovar Mini); Lanes 11 up to 13: isolate MOCA45 (L. santarosai se-
rovar Tarassovi). Lanes 2, 5, 8, 11 and 14: PCR with the set of primers
B64-1 : B64-11 (L. kirschneri specific); Lanes 3, 6, 9, 12, 15: PCR with
the set of primers G1 : G2 (specific for pathogenic species other
than L. kirschneri); Lanes 4, 7, 10, 13, 16: PCR with the set of prim-
ers MILL1801 : MILL1802 (specific for non-pathogenic serovars).
Lanes 14, 15, 16: positive controls.

Hardjobovis; this allowed such an ancestor to adapt in
some manner to the bovine host, giving origin to sub-
type Hardjoprajitno.*

Some other serovars such as Pomona, Grippoty-
phosa, Bratislava and Icterohaemorrhagiae, are con-
sidered as not adapted serovars to cattle, causing acute
forms of leptospirosis.” In Mexico, it has been exten-
sively reported the presence of antibodies against such
serovars; nevertheless, there are no reports on their
isolation from cattle.'”!® It is necessary to identify se-
rovars, adapted or not to cattle, that might be asso-
ciated with acute disease. In this work, isolate CAL4
was identified as L. kirschneri serovar Grippotyphosa,
accordingly to the MAT as well as rrs2 sequencing and
MLST. However, MLST showed a new sequencing type
for CAL4: ST259 (Table 2), showing no match in the
database and with a phylogenic relationship with strain
Moskva V of serovar Grippotyphosa.

Endemic infections in cattle with atypical Leptospira
serovars have been shown in different geographical ar-
eas; however, the impact in production, animal or pub-
lic health has not been clearly determined, neither the
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Figura 2. Ribotipificacion e identificacion de la especie a la que per-
tenecen los aislados de bovino obtenidos en el presente estudio. El
filograma muestra el analisis de las secuencias del gen rrs2 de los
aislados, con las secuencias de cepas de referencia encontradas en el
Genebank (con namero de acceso).

Figure 2. Species ribotyping and identification of the bovine isolates
obtained in the present study. The phylogram shows the sequences
of rrs2 gene from the isolates compared to the sequences of the re-
ference strains found in the Genebank databases (access number).

mejor aun, de su deteccion mediante el aislamiento.
En el presente estudio se realiza la primera descrip-
ci6on de la caracterizaciéon molecular de cuatro aislados
de Leptospira de las especies L. interrogans, L. kirschneriy
L. santarosai (dos), aisladas a partir de bovinos en Mé-
xico. La clasificacion genética de estos aislados se llevo
a cabo mediante dos métodos, por secuenciacion del
gen 1752 (16S ribosomal)® y por la tipificacion median-
te la secuenciacion de locus maltiples (MLST).%

Es sabido que Hardjo es una serovariedad adapta-
da al bovino, por lo que es posible que infecte a esta
especie animal sin producir la enfermedad, sélo en
ciertas condiciones de estrés causa enfermedad repro-
ductiva en forma esporadica.” La serovariedad Hardjo
incluye dos subtipos que se encuentran en dos espe-
cies diferentes, pero que son serolégicamente indistin-
guibles:* L. borgpetersenii serovariedad Hardjo (subtipo
Hardjobovis), ha sido aislada y registrada como la sero-
variedad mds comun entre las poblaciones de ganado
bovino en todo el mundo. Por esta razén y a pesar de
no haber sido atn aislada en México, se intuye que
esta presente en el pais puesto que se ha identifica-
do su presencia en paises exportadores de ganado a
México (http://www.siap.gob.mx).*"% En el presente
trabajo, se ha confirmado por medio del aislamiento la
presencia de L. inlerrogans, serovariedad Hardjo (sub-
tipo Hardjoprajitno) (aislado CALS6), la cual es comun
en el continente americano? y ha sido previamente
aislada en México a partir de un feto bovino."?

Estudios del locus rfb para la biosintesis del LPS su-
gieren que el subtipo Hardjoprajitno evolucioné a par-
tir de un ancestro de la serovariedad Copenhageni, el



CuADRO 2
Perfil alélico y tipo de secuencia encontrado en los diferentes aislados de Leptospira

Allelic profile and sequencing type found in the Leptospira isolates

Alleles
Strain/isolate - - - ST
adk icdA UpL32 Upl4l rrs2  secY

Moskva V 28 119 18 120 66 9 253

Serogroup Species Serovar

Grippotyphosa L. kirschneri  Grippotyphosa

Grippotyphosa L. kirschneri ~ Grippotyphosa CAL4 28 120 63 122 66 43 259
Sejroe L. interrogans Hardjo Ha}ri(gi) (E)ra— 5 2 2 3 2 113 254
Sejroe L. interrogans CALG6 CALG6 5 2 2 3 2 113 254
Pyrogenes L. santarosai ~ Princestown  TRVL 112499 61 45 34 70 44 72 160
Pyrogenes L. santarosai Alexi HS 616 60 45 22 69 19 71 159
Tarassovi L. santarosai Bakeri LT 79 70 61 22 54 18 77 169

Mini L. santarosai Mini CAL7 117 45 34 79 18 116 260
Tarassovi L. santarosai Tarassovi MOCA45 50 45 22 74 18 117 261

The allele number for each gene was obtained by comparison of the database sequences kindly granted by Ahmed et al.*
The more closely related alleles obtained from the reference strains are also shown.

source of infection; such atypical serovars include Ken-
newicki in Chile,” Zanoni in Australia,* serovars Fugis
and Zimbabwe in Zimbabwe,?” and serovar Guaricura
in Brazil.*® The present study reports the isolation of
serovars not commonly found in cattle, such as isolates
CAL?7 typified as serovar Mini (ST260) and MOCA45
typified as serovar Tarassovi (ST261), both serovars
are classified into the species Leptospira santarosai. In-
fections caused by serovar Mini have been previously
reported; however, the isolates were classified into the
species L. interrogans® and L. borgpetersenii," but not
into L. santarosai as the current case in cattle. Con-
versely, serovar Tarassovi species L. santarosai, has been
previously isolated in Central and South America but,
so far, not in Mexico.

Accordingly to the results of this work, there is no
complete relationship between serology in cattle and
the obtained isolates; only the animal from which iso-
late CAL6 was obtained showed a 1:200 antibody titer
against the homologous serovar Hardjoprajitno; in
contrast, the other three animals from which isolates
CAL4, CAL7 and MOCA45 were obtained, showed no
antibody titers against any Leptospira serovar. Serovar
Hardjo was the most frecuently detected by MAT in the
animals of this study; nevertheless, there were also se-
rovar Tarassovi and Mini isolates showing a low frequen-
cy in the MAT. Is is generally agreed that sensitivity of
the MAT increases when fresh isolates of a specific geo-
graphic region are used, in comparison with reference
strains.'®!7*! For this reason and based on the results of

cual a lo largo del tiempo adquiri6 genes del locus 7fb
a partir del subtipo Hardjobovis; esto le permiti6 a di-
cho ancestro de alguna manera adaptarse al huésped
bovino y dar origen asi al subtipo Hardjoprajitno.*

Algunas otras serovariedades como Pomona,
Grippotyphosa, Bratislava e Icterohaemorrhagiae, son
serovariedades no adaptadas al bovino, que causan
leptospirosis en su forma aguda.? En México se ha
registrado ampliamente la presencia de anticuerpos
contra estas serovariedades, sin embargo, no existen
a la fecha datos de su aislamiento a partir de muestras
clinicas de bovinos.'”'® Por ello, es necesario identi-
ficar las serovariedades, adaptadas o no adaptadas al
bovino, que pudieran asociarse con enfermedad agu-
da. En el presente trabajo, de acuerdo con los anali-
sis serologico (AM) y moleculares (secuenciaciéon de
rrs2 y MLST), se identificé al aislado CAL4 como L.
kirschneri serovariedad Grippotyphosa. La tipificacion
por MLST de CAL4 mostr6é un nuevo tipo de secuen-
cia: ST259 (Cuadro 2), no registrado anteriormente
en ninguna otra serovariedad de Leptospira'y que filo-
genéticamente evolucion6 a partir de la serovariedad
Grippotyphosa cepa Moskva V.

En diferentes paises del mundo se ha registrado la
infeccién en bovinos con serovariedades atipicas, que
se presentan en forma endémica en una region, pero
no se conoce el impacto de dichas serovariedades en la
produccién y en la salud de los animales y del hombre,
asi como la probable fuente de infeccion, tal es el caso
de las serovariedades Kennewicki en Chile,® Zanoni
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this work, it is suggested to include isolates CAL4 (Grip-
potyphosa), CAL6 (Hardjoprajitno), CAL7 (Mini) and
MOCA45 (Tarassovi) in future cattle serological studies
and in addition, verify their importance by isolation of
Leptospira serovars prevalent in the region.
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en Australia,* Fugis y Zimbabwe en Zimbabwe,” y Gua-
ricura en Brasil.?®® En el presente trabajo se informa
sobre el aislamiento de serovariedades que no son re-
gistradas cominmente en bovinos, como son los casos
de los aislados CAL7 de la serovariedad Mini (ST260)
y MOCA45 de la serovariedad Tarassovi (ST261), am-
bos aislados de la especie L. santarosai. La serovariedad
Mini ha sido registrada en las especies L. interrogans®y
L. borgpetersenii,*® pero Mini de L. santarosaino se habia
encontrado en bovinos; por otro lado, la serovariedad
Tarassovi de la misma especie, L. santarosaz, ha sido ais-
lada previamente de bovinos en Centro y Sudamérica,
pero no en México, hasta este informe.

De acuerdo con los resultados de este trabajo, no
existe una relacién absoluta entre la serologia y el
aislamiento; de los cuatro bovinos de los que se ob-
tuvieron los aislados, s6lo en el que se aisl6 CAL6 se
observaron titulos de anticuerpos de 1:200 hacia la
misma serovariedad, mientras que los otros tres bovi-
nos (CAL4, CAL7, MOCA45) no mostraron titulos de
anticuerpos contra ninguna serovariedad. En cuanto
a la frecuencia de positivos por serologia, la serovarie-
dad Hardjo fue la mas frecuentemente detectada en el
presente estudio, pero se obtuvieron aislados de las se-
rovariedades Tarassovi y Mini que no mostraron tener
importancia por serologia utilizando cepas de referen-
cia. Es generalmente conocido que la sensibilidad de
la prueba de AM aumenta cuando se incluyen las cepas
aisladas (autéctonas) de la region geografica.'® Al uti-
lizar los aislados autoctonos aumenta la frecuencia de
positivos por AM.!"*! Por lo anterior y con base en los
resultados mostrados en este estudio, se sugiere incluir
los aislados CAL4, CAL6, CAL7 y MOCA45 en poste-
riores estudios serologicos de bovinos, ademas de rea-
lizar la busqueda de éstas y otras serovariedades que
prevalecen en la region, mediante el aislamiento del
agente etiologico, y no s6lo con base en los resultados
de serologia.
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