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INTRODUCCION

La leptospirosis como problema de salud publica

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa aguda y febril causada por espiroquetas
patégenas del género Leptospira (Morey et al., 2006; Ministerio de Salud de la Nacion,
2025b). Se trata de la zoonosis bacteriana de mayor distribucién geografica a nivel global,
presentdndose en todos los continentes con excepcion de la Antartida (Adler & de la Pefia
Moctezuma, 2010; Ministerio de Salud de la Nacién, 2025b). Esta patologia se considera un
paradigma de la interfaz "Una Salud" (One Health), ya que su ciclo de transmision involucra
de manera critica la interaccién entre seres humanos, diversos reservorios animales y el
entorno ambiental, particularmente las matrices hidricas (Ministerio de Salud de la Nacién,
2025a; Costa et al., 2015; Warnasekara et al., 2022).

Debido a su impacto sanitario, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la ha
clasificado como una enfermedad tropical desatendida de importancia mundial (Lau et al.,
2010; Ministerio de Salud de la Nacién, 2025b; Lotto Batista, 2023). Se estima que
anualmente ocurren aproximadamente 1,03 millones de casos severos y cerca de 58.900
muertes en todo el mundo (Ministerio de Salud de la Nacién, 2025b; Lotto Batista, 2023;
Agudelo-Florez et al., 2014; Costa et al, 2015). La carga de la enfermedad es
desproporcionadamente alta en regiones tropicales y subtropicales de paises en desarrollo,
donde factores como la urbanizacién desorganizada, la falta de saneamiento bdsico y los
eventos climaticos extremos favorecen la transmisién (Adler, 2014; Gémez et al., 2022;
Picardeau, 2017). La mortalidad por formas graves, como el sindrome de Weil (caracterizado
por ictericia, falla renal y hemorragias) o el sindrome de hemorragia pulmonar grave, puede
superar el 10% y el 50%, respectivamente (Lotto Batista, 2023; Bierque et al., 2020; McBride
et al., 2005).

En la Reptiblica Argentina, la leptospirosis es un evento de notificacién obligatoria y
representa un problema de salud publica reemergente (Ministerio de Salud de la Nacidn,
2025b). La provincia de Santa Fe presenta histéricamente una de las mayores tasas de
incidencia anual del pais, concentrando una parte sustancial de las notificaciones nacionales
(Ricardo et al., 2018; Gémez et al., 2022). De hecho, el primer caso documentado en
humanos en Argentina fue reportado precisamente en la provincia de Santa Fe (Rosario) en el
afio 1915 (Ricardo et al., 2018; Ministerio de Salud de la Nacion, 2025b). La vulnerabilidad

de esta region estd intrinsecamente ligada a su configuracion hidroldgica; la ciudad de Santa



Fe, situada en la confluencia de los rios Parand y Salado, estd expuesta a recurrentes riesgos
hidricos por crecidas fluviales y lluvias intensas (Ricardo et al., 2018). Grandes brotes
epidémicos se han registrado localmente en asociacién directa con inundaciones, como los
ocurridos en 1998, 2003, 2007, 2010 y 2016 (Vanasco et al., 2000; Lopez et al., 2019; Lotto
Batista, 2023).

La bacteria se mantiene en la naturaleza mediante la infeccién crénica de los tibulos
renales de reservorios animales, que actian como portadores asintomadticos y excretan el
agente a través de la orina durante periodos prolongados (Bierque et al., 2020; Picardeau,
2017; Ministerio de Salud de la Nacién, 2025b). Los roedores, particularmente el género
Rattus, son los reservorios mds importantes y distribuidos a nivel mundial (Adler, 2014;
Ministerio de Salud de la Nacion, 2025b; Lotto Batista, 2023). No obstante, una amplia
variedad de animales domésticos (perros, ganado vacuno, porcino y equino) y silvestres
también desempefian un papel crucial en la epidemiologia local (Ministerio de Salud de la
Nacién, 2025b; Ministerio de Salud de la Nacién, 2025a; Lau et al., 2010). En Argentina, los
perros son considerados centinelas clave de la contaminacion ambiental en dreas urbanas,
habiéndo aislado serovariedades como Canicola en casos humanos graves de la regién
(Ministerio de Salud de la Nacién, 2025a; Ricardo et al., 2018).

La transmision al ser humano es principalmente indirecta, a través del contacto de la
piel (especialmente si presenta lesiones) o mucosas con agua, suelo o barro contaminados con
orina de animales infectados (Lotto Batista, 2023; Bierque et al., 2020; Bilung et al., 2026;
Ministerio de Salud de la Nacién, 2025b). Los ambientes acudticos son el vehiculo principal
de diseminacién, ya que las leptospiras dependen de la humedad para sobrevivir fuera del
hospedador y pueden persistir en el agua dulce durante varios meses (Picardeau, 2017;
Vanasco et al., 2000; Vijayachari et al., 2008). Las inundaciones actdan como un factor de
riesgo critico al forzar la salida de los roedores de sus madrigueras hacia asentamientos
humanos y al dispersar la carga bacteriana en aguas superficiales de contacto recreativo u
ocupacional (Gémez et al., 2022; Ministerio de Salud de la Nacién, 2025a; Lau et al., 2010;
Wynwood et al., 2014).

Dada la complejidad epidemioldgica y las limitaciones de los métodos diagndsticos
convencionales para detectar el agente en matrices ambientales, es imperativo profundizar en
el estudio tanto de la ecologia asi como de la estructura biolégica de estas bacterias. El

conocimiento de las especies circulantes en los recursos hidricos es el primer paso para



evaluar el riesgo sanitario real. Por ello, es necesario abordar el andlisis detallado del agente

etiolégico responsable de esta dindmica: el género Leptospira.

El género Leptospira

El agente etiolégico de la leptospirosis es el género Leptospira, un grupo de
espiroquetas morfoldgicamente distintivas que pertenecen a la familia Leptospiraceae (Bilung
et al., 2026; Adler & de la Pefla Moctezuma, 2010). Estas bacterias se caracterizan por ser
extremadamente finas, con un didmetro de aproximadamente 0.1 um y una longitud que
oscila entre 6 y 20 um (Bilung et al., 2026; Adler, 2014). Su estructura es helicoidal y
presentan extremos curvados en forma de gancho o interrogante, una particularidad que les
otorgd su nombre especifico original, Spirochaeta interrogans (Figura 1) (Bilung et al., 2026;
Ministerio de Salud de la Nacion, 2025b). Son organismos aerobios obligados y poseen una
movilidad excepcional gracias a dos endoflagelos peripldsmicos insertados subterminalmente
en cada polo, lo que les permite desplazarse con rapidez incluso en medios altamente
viscosos (Bilung et al., 2026; Adler, 2014; Picardeau, 2017). Su envoltura celular es similar a
la de las bacterias Gram-negativas, con una membrana externa que contiene lipopolisacarido
(LPS), aunque este presenta una toxicidad significativamente menor en comparacién con el

de otras bacterias Gram-negativas (Adler & de la Pena Moctezuma, 2010; Picardeau, 2017).

Figura 1. Micrografia electrénica de barrido de Leptospira interrogans. Nota. Se observan espiroquetas con
morfologia helicoidal y extremos curvados en forma de gancho, caracteristicas del género. Imagen obtenida de

Public Health Image Library (PHIL), por Centers for Disease Control and Prevention, ID 1220.



La clasificacion del género ha experimentado una profunda transformacién con el
advenimiento de la era gendmica. Histéricamente, se dividia de manera simplificada en dos
especies basadas en el fenotipo: la patdgena Leptospira interrogans y la saproéfita Leptospira
biflexa (Bilung et al., 2026; Picardeau, 2017). Sin embargo, la taxonomia actual,
fundamentada en la homologia de ADN vy andlisis filogenéticos, reconoce una diversidad
taxondmica mucho mayor, con mas de 66 especies descritas (Caimi & Ruybal, 2020;
Picardeau, 2017). Estas se organizan principalmente en tres grandes grupos o clados definidos
por su virulencia y nicho ecoldgico: especies patégenas (Clado P1), que incluyen los agentes
de alta virulencia responsables de la mayoria de los casos graves en humanos y animales;
especies intermedias (Clado P2), que presentan una patogenicidad oportunista y suelen causar
cuadros clinicos més leves; y especies saprofitas (Clados S1 y S2), microorganismos de vida
libre que habitan el agua y el suelo sin causar enfermedad (Figura 2) (Bilung et al., 2026;

Picardeau, 2017).

GRUPO I: GRUPO II:
PATOGENAS ; INTERMEDIAS
L. alexanderi L. licerasiae
L. weilii L. wolffii
L. borgpetersenii L. fainei
L. santarosai L. inadai
L. kmetyi GT:%PgSSOS L. broomii
L. alstonii INFECCI |
L. interrogans
L. kirschneri
L. noguchii
9 especies 5 especies
GRUPO lil:
SAPROFITAS
L. idonii
L. vanthielii
L. biflexa
L. wolbachii
L. terpstrae
L. meyeri

L. yanagawae

7 especies

GRUPO NO INFECCIOSO
(GRUPO Il)

Figura 2. Clasificacion tradicional de las especies del género Leptospira basada en las secuencias del gen 16S
rRNA. Las especies se agrupan en tres categorias principales: patégenas (Grupo I), intermedias (Grupo II) y
saproéfitas (Grupo III). Los grupos I y II conforman las leptospiras infecciosas, mientras que el Grupo III

corresponde a especies no infecciosas. Imagen modificada de Bilung et al. (2026).



La relevancia epidemioldgica de las especies patégenas, como Leptospira interrogans,
Leptospira kirschneri y Leptospira santarosai, radica en su capacidad para colonizar
cronicamente los tdbulos renales de los reservorios animales (Bilung et al., 2026; Adler,
2014; Picardeau, 2017). Desde este nicho, las bacterias son excretadas continuamente a través
de la orina, permitiendo su persistencia y diseminacién en el ambiente (Caimi & Ruybal,
2020; Lotto Batista, 2023). La capacidad de estos linajes para evadir el sistema inmune del
hospedador y su adaptacién genética —que incluye la adquisicién de factores de virulencia
especificos como el gen LipL32— son determinantes criticos para el éxito de la infeccién
(Picardeau, 2017; Bilung et al., 2026; Adler, 2014).

Dada esta complejidad, los métodos tradicionales de identificacién fenotipica y
seroldgica resultan insuficientes para discriminar la vasta diversidad de especies y
serovariedades presentes en entornos naturales (Bilung et al., 2026). Por lo tanto, el estudio
del género ha girado hacia la caracterizacion molecular y gendmica, utilizando herramientas
bioinformaticas para analizar genes marcadores y genomas completos. Este enfoque permite
una delimitacién taxondmica precisa y es fundamental para comprender la ecologia y el
riesgo sanitario que representan estas bacterias en matrices ambientales (Picardeau, 2017;

Bilung et al., 2026; Caimi & Ruybal, 2020).

Caracterizacion molecular y genémica de Leptospira

La arquitectura gendmica del género Leptospira es notablemente compleja y distintiva
dentro del orden Spirochaetales. El tamafio del genoma oscila entre 3,8 y 5,1 megabases
(Mb), con un contenido de G+C que varia entre el 33% y el 43% segun la especie (Bilung et
al., 2026; Adler, 2014; Vijayachari et al., 2008; Picardeau, 2017). Una de sus caracteristicas
mds inusuales es la organizaciéon en dos cromosomas circulares (Bilung et al., 2026; Adler,
2014; Bharti et al., 2003). El cromosoma I (CI), de mayor tamafio (~3,6 a 4,4 Mb), alberga la
mayoria de los genes de mantenimiento o housekeeping y factores de virulencia esenciales
(Bilung et al., 2026; Adler, 2014). Por su parte, el cromosoma II (CII), que funciona como un
cromidio (~278 a 400 kb), porta genes vinculados a funciones accesorias, deteccion
ambiental y adaptacién al hospedador (Bilung et al., 2026; Adler, 2014). Ademads, algunas
especies como Leptospira biflexa poseen un tercer replicon circular denominado p74 (Adler,
2014; Levett, 2001). Esta plasticidad gendmica, impulsada por procesos de duplicacion

génica y transferencia horizontal, ha permitido al género colonizar nichos ecoldgicos tan



diversos como los tibulos renales de mamiferos y los sedimentos acuéticos (Picardeau, 2017;
Bharti er al., 2003).

La identificacion molecular ha cobrado una importancia capital debido a que los
métodos tradicionales presentan limitaciones severas (Chiani et al, 2016). El cultivo
bacteriologico es extremadamente lento, pudiendo requerir de 6 a 13 semanas, y es
frecuentemente ineficaz en muestras hidricas debido a la competencia de la microbiota
acompanante (Picardeau, 2012; Ministerio de Salud de la Nacién, 2025b). Asimismo, la
clasificacion serolégica mediante la Prueba de Aglutinacién Microscépica (MAT) es laboriosa
y no permite una discriminacién precisa a nivel de especie genémica (McBride et al., 2005;
Picardeau, 2017). En este contexto, las herramientas moleculares permiten una deteccion
directa y especifica, optimizando la vigilancia epidemioldgica y la comprensién de la
diversidad del género (McBride et al., 2005).

Para los estudios taxonémicos y filogenéticos, se emplean diversos genes marcadores.
El gen 16S rRNA (rrs) constituye el estdndar universal para la asignacién de clados; sin
embargo, su alta conservacion impide, en ocasiones, discriminar entre especies estrechamente
relacionadas, separadas a veces por apenas dos o tres nucleétidos (Bilung et al., 2026; Chiani
et al., 2016; Adler, 2014; Morey et al., 2006). Para superar esta limitacion, se integran
marcadores housekeeping con mayor polimorfismo, como el gen secY, que codifica una
preproteina translocasa y ofrece un poder discriminatorio superior para la identificacion
intra-género (Bierque er al, 2020; Adler, 2014; Caimi & Ruybal, 2020).
Complementariamente, se utiliza el gen LipL32, que codifica la lipoproteina de membrana
externa mds abundante del género (Adler, 2014). Dado que este gen estd presente
exclusivamente en linajes patégenos e intermedios y ausente en saprofitos, su deteccion
funciona como un marcador molecular critico de potencial patogenicidad (Bierque et al.,
2020; Agudelo-Florez et al., 2014; Vital-Brazil et al., 2010).

La aplicacion de la secuenciacion de ADN ha revolucionado este campo. Mientras que
la secuenciaciéon Sanger sigue siendo valiosa para la caracterizacion de alta fidelidad de
blancos genéticos individuales (como secY o LipL32), las tecnologias de secuenciacion
masiva (NGS), como Illumina, permiten un andlisis profundo de la diversidad microbiana
mediante la secuenciacion de amplicones a gran escala (Picardeau, 2017). El procesamiento
de este volumen masivo de datos depende estrictamente de las herramientas bioinformaticas.

La implementacién de pipelines que incluyen el control de calidad (FastQC), la limpieza de



secuencias (trimming), el ensamblaje de novo (SPAdes) y la posterior asignacion taxondémica
mediante algoritmos de alineamiento local como BLASTn, permite comparar los hallazgos
contra bases de datos globales como GenBank (Agudelo-Flérez et al., 2014; Pavan et al.,
2010).

Bajo este marco técnico y conceptual, el presente trabajo aborda la caracterizacion de
secuencias obtenidas a partir de una exhaustiva campafia de muestreo ambiental en la regiéon
de Santa Fe. El andlisis integrado de los marcadores /6S rRNA, secY y LipL32 permitira
descifrar la compleja estructura poblacional de Leptospira en los recursos hidricos locales,
aportando informacién esencial sobre la ecologia del patégeno y el riesgo sanitario en zonas

vulnerables.

Contexto del estudio, justificacion y pregunta de investigacion

La ciudad de Santa Fe constituye uno de los principales escenarios epidemioldgicos
de leptospirosis en Argentina, debido a su ubicacién en un valle de inundacién y a la
frecuente ocurrencia de crecidas, precipitaciones intensas y anegamientos. Sin embargo, a
pesar de la importancia de los ambientes acudticos en la transmisién de la enfermedad, atin
existe un conocimiento limitado acerca de la diversidad de especies de Leptospira que habitan
los cuerpos de agua de la regién y de su potencial patogénico. Histéricamente, gran parte de
las investigaciones se han centrado en los casos clinicos humanos y en los reservorios
animales, mientras que la caracterizaciéon de las poblaciones bacterianas presentes en el
ambiente ha recibido menor atencion.

El presente estudio se enmarca en el proyecto de investigacién “Determinantes
socio-ambientales de leptospirosis y dengue en la ciudad de Santa Fe”, dirigido por la Dra.
Previtali, cuyo principal objetivo consiste en comprender las miiltiples dimensiones
biomédicas, ambientales, epidemioldgicas y socioculturales asociadas a estas zoonosis. Para
ello, se analizaron secuencias de ADN obtenidas a partir de muestras ambientales de agua
dulce recolectadas en distintos puntos de los rios Salado, Coronda y Parand, asi como en
lagunas asociadas a estos sistemas fluviales. La selecciéon de estos ambientes resulta
particularmente relevante debido a la compleja dindmica hidrica de la regién y a las
condiciones ambientales que favorecen la persistencia y dispersion de bacterias del género

Leptospira.
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El desarrollo de esta tesina adquiere especial relevancia considerando que el contacto
con agua contaminada constituye la principal via de transmision para el ser humano y que, las
limitaciones inherentes a los métodos de cultivo tradicionales dificultan la deteccion y
diferenciacion de especies patdgenas, intermedias y saprofitas presentes en muestras
ambientales. En este contexto, las herramientas moleculares y bioinformadticas son clave para
obtener informacién taxondémica y funcional directamente a partir del material genético
recuperado del ambiente, contribuyendo a una mejor comprension de la ecologia del
patégeno y de los factores que influyen en su persistencia en los ecosistemas acudticos
regionales.

La generacion de conocimiento sobre las especies circulantes en los cuerpos de agua
santafesinos resulta fundamental para fortalecer la vigilancia epidemiolédgica, identificar
ambientes de mayor riesgo sanitario y aportar evidencia para el disefio de estrategias de
prevencion. En funcién de estos antecedentes, surge la siguiente pregunta de investigacion:
(,qué especies del género Leptospira se encuentran presentes en muestras ambientales de agua

dulce de la region de Santa Fe y cudl es su potencial patogénico?
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OBJETIVOS

Objetivo general

> Identificar y caracterizar las especies bacterianas del género Leptospira presentes en
muestras ambientales de cuerpos de agua dulce de la regidon de Santa Fe (rios Salado,
Coronda, Parand y sus lagunas asociadas), mediante el andlisis bioinformético de
datos de secuenciacién de ADN, con el fin de evaluar su potencial patogénico en el

marco de la salud publica local.

Objetivos especificos

> Procesar y evaluar la calidad de los datos crudos de secuenciacién obtenidos mediante
las tecnologias Illumina (gen /6S rRNA) y Sanger (genes secY y LipL32), realizando
la inspeccién de electroferogramas y aplicando herramientas de control de calidad y
recorte (trimming).

> Ensamblar las lecturas procesadas para reconstruir contigs y generar secuencias
consenso de alta precision representativas de los fragmentos amplificados.

> Determinar la identidad taxondémica de los linajes de Leptospira presentes en los
recursos hidricos santafesinos mediante el alineamiento local y la comparacién por
similitud con bases de datos publicas utilizando el algoritmo BLASTn.

> Evaluar el potencial patogénico de las variantes ambientales identificadas mediante un
andlisis integrado de los marcadores moleculares 16S rRNA, secY y LipL32,
considerando la deteccion del gen LipL32 como principal indicador molecular de
patogenicidad.

> Construir drboles filogenéticos a partir de las secuencias alineadas y filtradas para
inferir las relaciones evolutivas entre las muestras ambientales y cepas de referencia
del género Leptospira.

> Delimitar clados, identificar posibles linajes patogénicos y sapréfitos, y contextualizar

filogenéticamente las variantes detectadas en los cuerpos de agua estudiados.
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MATERIALES Y METODOS

Diseiio del estudio

El presente trabajo se fundamenta en un disefio de investigacion descriptivo—analitico
centrado en la caracterizacidn taxondmica de bacterias del género Leptospira y el andlisis de
marcadores de patogenicidad mediante herramientas computacionales de alta resolucion. El
estudio se define por un abordaje exclusivamente bioinformatico, utilizando como insumo
primario datos de secuenciacién previamente generados a partir de muestras ambientales, sin
que exista una intervencién experimental directa o manipulacién fisica de los ejemplares
originales durante el desarrollo de esta fase de la investigacion. La integridad de las
secuencias originales se mantuvo sin modificaciones manuales, optando por procesos
automatizados para garantizar la objetividad y reproducibilidad de los resultados.

La arquitectura metodoldgica se apoya en una estrategia multi-marcador que integra
los genes 16S rRNA, secY y LipL32, permitiendo una evaluacién complementaria de la
biodiversidad y el riesgo sanitario en los cuerpos de agua analizados. En este contexto, un
marcador molecular se define como una secuencia de ADN especifica que permite inferir la
identidad taxondmica o propiedades biolégicas de un organismo debido a su variabilidad o
conservacion evolutiva (Chiani et al., 2016; Caimi & Ruybal, 2020). El gen /6S rRNA se
empleé como un marcador universal para la caracterizacién taxonémica bacteriana global,
permitiendo situar a los integrantes de la muestra dentro del marco filogenético del género.
Por su parte, el gen secY se selecciond por su condicion de gen housekeeping o de
mantenimiento, lo que implica que es esencial para funciones celulares bésicas y presenta una
tasa de evoluciéon que otorga un poder discriminatorio superior al del /6S rRNA para
diferenciar especies estrechamente relacionadas dentro del género Leptospira. Finalmente, el
marcador LipL32 se utilizé especificamente para evaluar la patogenicidad latente, dado que
codifica la lipoproteina de membrana externa mds abundante en las especies patogenas y de
patogenicidad intermedia, encontrdndose ausente en las variantes saprdéfitas o no patdgenas
(Bierque et al., 2020; Picardeau, 2017).

La integracién tecnolégica del estudio combiné la secuenciaciéon masiva de
amplicones (NGS) mediante plataforma Illumina con la secuenciacién capilar por el método
de Sanger, aprovechando las fortalezas de ambas para obtener un panorama detallado de las
muestras. La tecnologia Illumina, basada en la secuenciacién por sintesis, permitié la

generacion de millones de lecturas cortas y pareadas (paired-end) del gen 16S rRNA,
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facilitando un analisis profundo de la diversidad microbiana ambiental con una alta cobertura
estadistica (Khan et al, 2021). En contraste, la secuenciacién Sanger se aplicé de forma
dirigida a los genes secY'y LipL32 para obtener lecturas individuales de alta fidelidad y mayor
longitud, fundamentales para la identificacion precisa a nivel de especie y la confirmacién de
factores de virulencia (Deharvengt et al., 2020). Esta complementariedad técnica permitié
que el volumen de datos masivos de Illumina fuera validado por la especificidad y precision
de las secuencias obtenidas por Sanger.

El procesamiento de la informaciéon se estructur6 a través de un pipeline
bioinformatico robusto, entendido como una sucesién automatizada de programas y
algoritmos disefiados para transformar datos crudos en conocimiento taxonémico (Criscuolo
& Gribaldo, 2010). Este flujo de trabajo comenz6 con un riguroso control de calidad de los
archivos FASTQ y electroferogramas .ab1l mediante herramientas como FastQC (Andrews,
2010) y el paquete Staden, seguido de un proceso de trimming automdtico para eliminar
adaptadores y regiones de baja calidad o ruido basal en los extremos de las lecturas (Khan et
al., 2021). El ensamblaje de las secuencias y la generacién de contigs representativos
permitieron realizar bisquedas por similitud utilizando el algoritmo BLASTn contra bases de
datos internacionales curadas, como las del NCBI (National Center for Biotechnology
Information) (Khan et al., 2021).

Para asegurar la fiabilidad de los hallazgos, se implementé una estrategia de
validaciéon cruzada y corroboracién taxondmica. Las secuencias del gen /65 rRNA fueron
sometidas a comparaciones independientes tanto en bases de datos especificas de secuencias
ribosomales como en la base de datos no redundante (nr), priorizando los niveles
taxondmicos donde existiera concordancia plena entre ambos resultados. Esta corroboracién
se vio reforzada por el andlisis filogenético de las secuencias mediante MAFFT (Katoh &
Standley, 2013), lo que permitié contextualizar a las secuencias obtenidas de las muestras
ambientales dentro de clados de referencia (patégenos, intermedios o saprofitos) previamente
establecidos en la literatura cientifica. La asignacién taxondémica final se realizé con la
interpretacion integrada de los resultados de los tres genes analizados, garantizando una
resolucién taxondmica robusta y una evaluacion precisa del potencial patogénico de las

bacterias detectadas.
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Muestras ambientales y metadatos

El componente empirico de este estudio se sustenta en el andlisis bioinformético de un
conjunto de 76 muestras ambientales (Tabla 1 - Tabla 2 - Tabla 3) recolectadas en diversos
puntos estratégicos de la cuenca hidrica de la ciudad de Santa Fe y gran Santa Fe (Figura 3).
La procedencia de estos registros se circunscribe a cuerpos de agua superficiales de gran
relevancia regional, incluyendo los cursos principales del rio Salado, el rio Coronda y el rio
Parand, asi como las lagunas asociadas a cada uno de estos sistemas fluviales. La seleccion de
estos sitios respondié a la necesidad de evaluar la presencia de bacterias del género
Leptospira en ambientes con diferentes dindmicas hidrolégicas y grados de intervencion
antropica, abarcando desde 4reas de cauce abierto hasta cuerpos de agua lénticos donde la
acumulacién de sedimentos y materia orgdnica podria favorecer la supervivencia de la
bacteria. Todas las muestras fueron procesadas inicialmente mediante protocolos
estandarizados de filtracién y extraccién de ADN gendmico total a partir de biomasa retenida
en filtros de nitrocelulosa de 0.2 uM de tamaio de poro, proporcionando el material genético

necesario para las posteriores amplificaciones dirigidas.
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Figura 3. Localizacion de los sitios de muestreo ambiental en la ciudad de Santa Fe. Nota. Se presenta la
distribucién espacial de los sitios de muestreo en la ciudad de Santa Fe y areas circundantes, incluyendo los

sistemas fluviales del rio Salado, rio Coronda y rio Parand, asi como lagunas asociadas y cuerpos de agua del
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peridomicilio. Cada punto representa un sitio de muestreo, pudiendo corresponder a mas de una muestra por

ubicacion.

D lrgge:lt;; Agen Sitio de muestreo Cuerpo de agua
1681 Salado Rio
1682 Parana Laguna
1683 Parana Rio
1684 Coronda Laguna
1685 Coronda Laguna
1686 Parana Laguna
1687 Salado Laguna
1688 Salado Rio
1689 Parana Rio
1690 Coronda Laguna
1691 Coronda Rio
1692 Parana Laguna
1721 Salado Rio
1722 Salado Laguna
1723 Parana Laguna
1724 Parand Laguna
1725 Parana Laguna
1726 Parana Laguna
1727 Coronda Laguna
1728 Parana Rio
1812 Coronda Rio

Tabla 1. ID, sitio de muestreo y cuerpo de agua correspondientes a las muestras tomadas para el gen /6S rRNA.

ID muestra gen
secY

Sitio de muestreo

Cuerpo de agua

La vuelta del
Paraguayo

Rio
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3 Parand Rio
5 Parana Rio
6 Parana Rio
10 Coronda Rio
10b Coronda Rio
11 Coronda Laguna
12 Coronda Rio
13 Coronda Rio
13b Coronda Rio
15 Coronda Rio
17 Salado Rio
17b Salado Rio
18 Salado Rio
18b Salado Rio
19 Salado Laguna
20 Salado Rio
20b Salado Rio
21 Salado Laguna
22 Salado Rio
23 Salado Laguna
23PI Salado Laguna
26 Parani Rio
27 Parand Laguna
28 Parand Rio
28b Parand Rio
29 Parana Rio
34 Coronda Laguna
34b Coronda Laguna
36 Coronda Rio
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36P1 Coronda Rio
37 Coronda Laguna
38 Coronda Rio
40 Salado Rio

40b Salado Rio
41 Salado Rio
43 Salado Rio
45 Salado Rio

Tabla 2. ID, sitio de muestreo y cuerpo de agua correspondientes a las muestras tomadas para el gen secY.

1D HZI;SLt;; sen Sitio de muestreo Cuerpo de agua
! araguayo Rio
) La vuelta del Laguna
Paraguayo
3 Parana Rio
6 Parana Rio
8 Parand Rio
10 Coronda Rio
12 Coronda Rio
13 Coronda Rio
17 Salado Rio
19 Salado Laguna
20 Salado Rio
22 Salado Rio
23 Salado Laguna
27 Parand Laguna
28 Parand Rio
34 Coronda Laguna
41 Salado Rio
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Tabla 3. ID, sitio de muestreo y cuerpo de agua correspondientes a las muestras tomadas para el gen LipL32.

La distribucién del esfuerzo analitico se organiz6 de manera diferencial segun los
marcadores moleculares seleccionados, garantizando una cobertura metodoldgica
complementaria para la identificacién taxondmica y el andlisis de patogenicidad. De las 76
muestras procesadas, un total de 21 se amplificaron con el gen del marcador universal /6§
rRNA, y fueron destinadas a la generacion de bibliotecas para secuenciacién masiva mediante
plataforma Illumina. Por su parte, la caracterizacion de mayor resolucién y el andlisis de
virulencia se centraron en 38 muestras para el gen housekeeping secY y 17 muestras para el
marcador de patogenicidad LipL32, realizaindose en ambos casos la secuenciacion mediante
el método de terminacién de cadena de Sanger (Chao ef al., 2021). Para garantizar la
integridad y el rigor cientifico durante todo el flujo de trabajo computacional, se implement6
un sistema de identificacion de muestras y trazabilidad bioinformdtica que vincul6é de forma
univoca cada cédigo de campo con su respectivo gen analizado y el archivo de secuenciaciéon
resultante. Este esquema permitié mantener la coherencia de los datos desde la obtencion de
las lecturas crudas hasta la asignacién taxondémica final, evitando errores de cruce de

informacion y facilitando la auditoria de los resultados.

Secuenciacion del gen 16S rRNA mediante [llumina

La caracterizaciéon molecular del gen /6S rRNA se realiz6 mediante la secuenciacion
de amplicones en la plataforma Illumina, empleando una estrategia de lecturas pareadas
(paired-end) para obtener una mayor cobertura y mejorar la resolucion en el solapamiento de
las secuencias (Illumina, 2013) (Figura 4). Los datos crudos se obtuvieron en formato
FASTQ, un archivo de texto que almacena tanto la secuencia de nucledtidos como su
correspondiente puntuacién de calidad Phred. El pipeline bioinformético comenzé con un
control de calidad exhaustivo utilizando el software FastQC (Figura 5), el cual genera
reportes estadisticos sobre la distribucién del contenido GC, la presencia de duplicados vy,
criticamente, la calidad por base a lo largo de la lectura (Khan et al., 2021). La interpretacion
de estas métricas se basé en el umbral Q30, donde valores iguales o superiores indican una
precision en la llamada de bases del 99.9%, asegurando la confiabilidad de los datos para

andlisis posteriores (Pichler et al., 2018).
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Sample Source

1!
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1
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1
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AMPure XP Beads
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(llumina Experiment Manager)
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Figura 4. Flujo de trabajo para la preparacion de bibliotecas de secuenciacion del gen /65 rRNA mediante el

protocolo de Illumina para secuenciacién de amplicones en MiSeq. Extraido de Illumina (2013).

RFastQC Report
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@Basic Statistics
@Eem;e_iequm_quaw
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Figura 5. Reporte representativo del control de calidad de una muestra secuenciada mediante la plataforma

Hllumina, obtenido con el software FastQC. Nota. Se muestra el grafico de calidad por base (Per base sequence
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quality), donde la linea azul representa la calidad media (puntaje Phred) a lo largo de la lectura y las barras
negras indican la distribucién de los valores de calidad en cada posicién. El fondo coloreado corresponde a los
rangos de interpretacion del software: verde (calidad alta), amarillo (calidad intermedia) y rojo (calidad baja). En
la muestra analizada, la mayoria de las bases presentaron valores superiores a Q30 durante toda la lectura, con

una leve disminucion de la calidad hacia el extremo 3', caracteristica de la secuenciacion Illumina.

Tras el diagnéstico de calidad, se procedi6 al filtrado y trimming (recorte) de las
secuencias mediante herramientas como TrimGalore, cuya funcién es remover secuencias de
adaptadores y eliminar nucledtidos de los extremos 5 y 3’ que presentan valores de calidad
deficientes (Khan et al., 2021). Durante este proceso, el ajuste de pardmetros como el umbral
de calidad minima y la longitud de lectura remanente permitié descartar artefactos técnicos y
lecturas excesivamente cortas que podrian generar ambigiiedades en el ensamblaje (Khan et
al., 2021). El procesamiento de las lecturas limpias se realizd con el software SPAdes,, un
ensamblador de novo disefiado para datos de [llumina que utiliza grafos de Bruijn y k-mers de
distintos tamafios para reconstruir las secuencias originales en fragmentos continuos

denominados contigs (Deurenberg et al., 2017).

Secuenciacion de secY y Lipl.32 mediante Sanger

La caracterizacién molecular de los genes secY y LipL32 se llev a cabo mediante la
secuenciacién por el método de terminacién de cadena de Sanger, empleando una estrategia
de lecturas pareadas (forward y reverse) para garantizar la robustez del material genético
analizado. El flujo de trabajo bioinformdtico comenzé con el procesamiento de los datos
crudos obtenidos en formato binario ABIF (. ab1l), los cuales almacenan tanto la secuencia
de nucleétidos como los electroferogramas o cromatogramas generados por el secuenciador
(Figura 6) (Chao et al., 2021). La revisién y edicidn de estos archivos se realiz6 utilizando el
software Staden Package, especificamente mediante el componente TREV, que permite una
inspeccién visual exhaustiva de la definicién de los picos y la evaluacién de la relacidn

sefial-ruido (Chiani et al., 2016; Staden, 1996; Staden et al., 2000).
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Figura 6. Electroferogramas representativos de secuenciacion Sanger correspondientes a los genes secY y
LipL32. Nota. (A) Electroferograma representativo de una muestra correspondiente al gen secY, que presenta
picos bien definidos, adecuada resolucién de sefial y minima superposiciéon de nucledtidos, indicativo de
secuencias de alta calidad. (B) Electroferograma representativo de una muestra correspondiente al gen LipL.32,
que evidencia baja calidad de sefial, con picos solapados, elevado ruido de fondo y ambigiiedad en la asignacién

de bases.

Durante esta fase, se aplicé un proceso de trimming o recorte de calidad para eliminar
las regiones terminales de los extremos 5’ y 3’ que fue realizado con el programa PREGAP4,
perteneciente también al Staden Package (Staden er al., 2000), donde habitualmente se
observa un descenso en los valores de calidad y un incremento del ruido basal caracteristico
de la tecnologia Sanger. La calidad de las secuencias se evalué en funcién de la nitidez de los
picos y la ausencia de sefiales ambiguas, descartando aquellas lecturas que, tras el recorte, no
conservaran una longitud suficiente o una cobertura adecuada para un andlisis confiable. Con

el fin de minimizar errores individuales y aumentar la precision, las lecturas forward y reverse
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de cada muestra fueron alineadas y ensambladas para obtener una secuencia consenso
representativa del fragmento amplificado (Chiani et al., 2016; Staden et al., 2000).

El software GAP4 facilit6 este ensamblaje al proporcionar herramientas para localizar
discrepancias entre las hebras y verificar la consistencia de los datos antes de la generacion
del consenso final (Staden, 1996; Staden er al., 2000). No se realizaron ediciones directas de
nucledtidos ambiguos ni correcciones manuales arbitrarias, manteniendo la integridad de la

informacién original procesada bajo pardmetros estandarizados.

Identificacion taxonomica mediante BLASTn

La identificacién taxondémica de las secuencias obtenidas se realiz6 mediante
bisquedas por similitud utilizando el algoritmo BLASTn (Basic Local Alignment Search
Tool) disponible en el servidor del NCBI. Este proceso metodoldgico consistié en comparar
las secuencias consenso de los genes secY y LipL32 (Sanger), asi como los contigs
ensamblados del gen /6S rRNA (Illumina), contra bases de datos publicas de nucleétidos para
determinar la especie o el linaje mds probable dentro del género Leptospira (Figura 7). Para el
marcador /6S rRNA, se implementé una estrategia de validacién cruzada mediante dos
bisquedas independientes: una contra una base de datos especializada en secuencias
ribosomales (RefSeq RNA), que ofrece mayor precisiéon en la delimitacion taxondmica
bacteriana, y otra contra la base de datos no redundante (nr) de GenBank, que integra

registros generales de multiples estudios (Pichler ez al., 2018).
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Job Title CHUU13.p1t CHUU13.0.1 Filter Results
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Uncultured Leptospira sp. clone CH-27 preprotein translocase subunit SecY (secY) gene, partial cds uncultured Lepto. 438 438 08% 2e-118 098.03% 1083 OK632495.1
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eptospirainterr... 438 438  98%  2e-118 98.03% 4214175 CP047506.1

b k&

ptos;
eptospira interr... 438 438 98% 2e-118 98.03% 1304 EU3579991

Figura 7. Interfaz de resultados de BLASTn del NCBI para la identificacion taxonomica de una secuencia del
gen secY. Se observan los alineamientos significativos obtenidos y los principales pardmetros de similitud

empleados para la asignacién taxondémica y la seleccion de secuencias de referencia para los andlisis posteriores.

Para la interpretacion de los resultados y la asignacion taxondmica, se evaluaron de
manera sistemdtica tres pardmetros bioinformdticos criticos: el porcentaje de identidad, la
cobertura de la consulta (query cover), y el E-value. El porcentaje de identidad cuantifica la
similitud de nucledtidos entre la muestra y la referencia, utilizandose umbrales de 297% para
la asignacion a nivel de especie en el gen 165 rRNA (Agudelo-Florez et al., 2014; Pichler et
al., 2018). La cobertura de la consulta indica la proporcion de la secuencia de entrada que se
alinea con la secuencia de la base de datos, asegurando que la identificacién no se base en
fragmentos parciales irrelevantes.

El E-value representa la significancia estadistica del alineamiento, indicando el
numero de coincidencias que podrian ocurrir por azar; valores cercanos a cero sugieren una
homologia bioldgica significativa. La identificacion taxonOmica final se definid priorizando
aquellos resultados que presentaron la mayor concordancia entre bases de datos, con alta
identidad porcentual y una cobertura extensa del fragmento amplificado. En casos de
discrepancia entre marcadores o bases de datos, se adopté el nivel taxondmico comiin mas
conservador para evitar sobreinterpretaciones, integrando la informacion de los tres
marcadores moleculares para clasificar las secuencias en los clados patégenos, intermedios o

saprofitos.
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Alineamiento miltiple y andlisis filogenético

El andlisis de las relaciones evolutivas y la corroboracién taxonémica de las
secuencias obtenidas se basé en la recopilaciéon de secuencias nucleotidicas de referencia del
gen 16S rRNA en formato FASTA, correspondientes a cepas tipo de especies patdgenas,
intermedias y saprofitas de Leprospira obtenidas de bases de datos publicas (Morey et al.,
2006). Estas referencias se integraron con las secuencias consenso y contigs generados en el
presente estudio para conformar los archivos de trabajo iniciales. El alineamiento multiple de
las secuencias se llevd a cabo utilizando el software MAFFT, empleando el algoritmo
automadtico (—-—auto) que selecciona la estrategia de alineamiento mds adecuada segun las
caracteristicas de los datos y optimizando el tiempo de computo mediante procesamiento
multihilo (Katoh & Standley, 2013). Una vez obtenido el alineamiento, se procedié a su
inspeccién manual con la herramienta AliView (Larsson, 2014) (Figura 8), con el fin de
verificar la consistencia de las columnas y realizar el trimming o recorte de las regiones
terminales. Especificamente, se eliminaron las posiciones correspondientes a los extremos 5’
y 3’ debido a la presencia frecuente de gaps y nucledtidos ambiguos, asegurando que solo las
regiones de alta calidad y con informacién filogenética confiable fueran incluidas en la

reconstruccion de los arboles.

%3 Aliview - correctas filtradas_trimmed.fasta

File Edit Selection View Align Tools Extemal commands Help

TTEHIR & & o

in WS39.C2 165 rbosom

Figura 8. Inspeccion manual del alineamiento miiltiple de secuencias del gen 16S rRNA utilizando el software
AliView. Se muestra el alineamiento de las secuencias correspondientes a las secuencias analizadas junto con

secuencias de referencia del género Leptospira.

La reconstruccién filogenética se realizé mediante dos enfoques complementarios con
el fin de evaluar la consistencia de las relaciones evolutivas inferidas. En primer lugar, se
construyeron arboles utilizando el método de Neighbor-Joining (NJ) mediante el paquete

PHYLIP. Para ello, los alineamientos fueron convertidos al formato compatible utilizando

25



herramientas de EMBOSS, posteriormente se calcularon las matrices de distancia genética
con el programa dnadist, empleando el modelo de sustituciéon de Kimura de dos pardmetros
(K2P), y finalmente se generd la topologia del arbol con el programa neighbor
(Agudelo-Florez et al., 2014). De manera complementaria, se realizaron analisis mediante el
método de Maximum Likelihood (ML) utilizando IQ-TREE. Previamente a la reconstruccion
del arbol, se empled la funciéon ModelFinder Plus (-m MFP) para identificar el modelo
evolutivo que mejor se ajustaba a cada conjunto de datos. El darbol filogenético fue
posteriormente inferido por IQ-TREE utilizando el modelo seleccionado, mediante un
enfoque de méaxima verosimilitud. Mientras que el método Neighbor-Joining reconstruye las
relaciones filogenéticas a partir de una matriz de distancias genéticas entre las secuencias,
Maximum Likelihood estima el arbol que maximiza la probabilidad de observar los datos
bajo un modelo explicito de evolucién molecular, proporcionando una inferencia filogenética
basada en un marco estadistico.

La confiabilidad de las ramas y la consistencia de los clados obtenidos se validaron
mediante el andlisis de bootstrap con 1000 réplicas (Agudelo-Florez et al., 2014). El
bootstrap es un método de remuestreo estadistico donde valores cercanos a 100 indican que
el agrupamiento de estos taxones es altamente robusto y se mantiene independientemente de
las variaciones en el conjunto de datos analizado (Agudelo-Florez et al., 2014). En el caso del
andlisis mediante Maximum Likelihood, se incorporé ademds el soporte SH-aLRT
(Shimodaira—Hasegawa approximate Likelihood-Ratio Test) como medida adicional de
confianza para evaluar la robustez de las ramas del arbol filogenético. El SH-aLRT
proporciona una estimacion estadistica del soporte de cada nodo basada en una aproximacién
de la prueba de razén de verosimilitud y se encuentra implementado en IQ-TREE como una
alternativa rdpida y eficiente para la evaluacion del soporte de ramas (Minh et al., 2020).
Finalmente, la visualizacidn, edicién y anotacién de los arboles filogenéticos resultantes se
realiz6 en la plataforma web iTOL (Interactive Tree Of Life) (Letunic & Bork, 2024), lo que
permitié ajustar graficamente la representacion, incorporar etiquetas de identificacion y
diferenciar claramente los clados patdgenos, intermedios y saprofitos para su posterior

interpretacion.
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RESULTADOS

Resultados del control de calidad

La evaluacién de la calidad de los datos crudos mediante FastQC demostré que las
secuencias del gen /65 rRNA obtenidas por Illumina posefan una calidad Phred sobresaliente,
con la gran mayoria de las bases situdndose por encima del umbral Q30, lo cual asegura una
precision en la llamada de bases (base calling) superior al 99.9% (Khan et al., 2021; Pichler
et al., 2018). Los graficos de distribucion de calidad por posicion evidenciaron perfiles de alta
fidelidad en los primeros 200 nucleétidos de los reads forward y reverse, observandose el
descenso gradual de calidad hacia el extremo 3’ que es caracteristico de la quimica de
secuenciacion por sintesis (Khan et al., 2021). El contenido GC se mantuvo dentro del rango
esperado para el género Leptospira, que oscila entre el 35% y 41%, validando la consistencia
bioldgica de las muestras ambientales analizadas (Adler & de la Pefia Moctezuma, 2010).
Aunque inicialmente se detectd la presencia de adaptadores y bases de baja confianza en las
regiones terminales, el proceso de trimming y filtrado automatizado eliminé estos artefactos
de manera efectiva. Como resultado de esta limpieza, las lecturas finales mantuvieron una
longitud 6ptima que garantizé el solapamiento necesario para el ensamblaje de contigs
robustos y de alta cobertura.

En cuanto a la secuenciaciéon Sanger de los genes secY, la inspeccion de los
electroferogramas confirmé una elevada resolucién de los picos y una relacién sefial-ruido
satisfactoria en la parte central de las lecturas. Las métricas de calidad revelaron un
incremento de ruido basal hacia los extremos 5° y 3’°, lo que hizo necesario un recorte
automdtico para excluir las zonas de baja confiabilidad y retener exclusivamente la regién
informativa. Tras el procesamiento, el gen secY conservéd fragmentos utiles para la
identificaciéon en la totalidad de las muestras, mientras que el gen LipL32 mostré una
sensibilidad superior al ruido técnico, resultando en recortes mds profundos que

comprometieron la longitud efectiva en determinadas unidades.

Resultados del ensamblaje

El procesamiento de los datos de secuenciacion masiva mediante el ensamblador
SPAdes permitié la reconstruccion de contigs de alta fidelidad para las 21 muestras
ambientales destinadas al marcador /6S rRNA. Los resultados del ensamblaje arrojaron

fragmentos con una longitud méxima de 2002 pb y una longitud minima de 1144 pb para las
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secuencias identificadas como pertenecientes al género Leptospira. El tamafio total del
ensamblaje por muestra se concentré predominantemente en contigs Ginicos 0 mayoritarios
que abarcaron la regién casi completa del gen ribosomal, presentando valores de N50
consistentes con la longitud total de los fragmentos recuperados, lo que indica una baja
fragmentacion de las secuencias de interés. La cobertura obtenida para estos ensamblajes,
correspondiente a la cobertura de k-mers reportada por SPAdes para el mayor valor de k
utilizado durante el ensamblado, mostré una alta variabilidad entre muestras, registrandose
valores sobresalientes de hasta 9417.8X y minimos técnicos funcionales de 13.7X.

En cuanto a la secuenciaciéon Sanger de los genes secY y LipL32, el ensamblaje de
lecturas forward y reverse mediante GAP4 permitié obtener secuencias consenso robustas.
Para el gen secY, se consolidaron fragmentos con longitudes situadas mayoritariamente entre
los 200 y 300 pb. Las métricas obtenidas reflejan una calidad general del ensamblaje
adecuada, caracterizada por la obtencién de fragmentos contiguos que superan el umbral de
informacién necesaria para la discriminacion taxondémica. Los valores de longitud y cobertura
indican que el pipeline bioinformdatico logré mitigar el ruido basal y los artefactos de
secuenciacion resultando en un dataset ttil para las comparaciones mediante BLASTn y la
posterior reconstruccion de las relaciones evolutivas. Las posibles limitaciones observadas se
restringieron a muestras puntuales con coberturas menores o fragmentaciones parciales que,
no obstante, conservaron la regién informativa suficiente para su inclusion en los anélisis de

patogenicidad y diversidad.

Identificacion taxondmica basada en 16S rRNA

La identificacion taxondémica de las secuencias del gen /6S rRNA mediante bisquedas
por similitud con el algoritmo BLASTn permitié clasificar la mayoria de las muestras
analizadas dentro del género Leptospira, con una marcada predominancia de linajes
pertenecientes al clado de las especies saprofitas. Los resultados obtenidos mostraron
métricas de alineamiento robustas, con porcentajes de identidad nucleotidica que se situaron
mayoritariamente entre el 98.43% y el 100%, lo cual supera el umbral estdndar del 97%
aceptado para la asignacién a nivel de especie (Bilung ef al., 2026). La cobertura de la
consulta (query cover) fue igualmente elevada, oscilando predominantemente entre el 92% y

el 99%, mientras que los valores de significancia estadistica (E-value) fueron de 0.0 en la
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totalidad de las coincidencias vinculadas al género, confirmando la validez bioldgica de los
alineamientos hallados.

Las especies que presentaron la mayor similitud y recurrencia en el conjunto de datos
fueron Leptospira iowaensis, Leptospira mgodei y Leptospira abararensis, todas clasificadas
como saprofitas (Bilung et al., 2026). Por ejemplo, la muestra 1682 alcanz6 una identidad del
100% con Leptospira iowaensis, mientras que la serie de muestras 1688 a 1691 mostr6 una
notable consistencia al compartir de manera sistemadtica a Leptospira iowaensis y Leptospira
abararensis como sus principales coincidencias con identidades superiores al 99.5%. No
obstante, el andlisis permitié discriminar taxones no pertenecientes al género de interés,
detectdndose muestras con alta afinidad hacia los géneros Lacunisphaera (muestras 1686 y

1722), Reyranella (1728) y Phenylobacterium (1721 y 1812), lo que evidencia la diversidad

microbiana ambiental capturada durante el muestreo (Tabla 4).

ID
muestra . . . Top 3 Top 3
E P . .
gen 16S specie atogenicidad % identidad nt Query cover
rRNA
L. iowaensis 99.80% L. iowaensis 95%
1681 L. iowaensis Saprofita L. mgodei 99.32% L. mgodei 95%
L. abararensis 99.25% L. abararensis 95%
L. iowaensis 100% L. iowaensis 92%
1682-a L. iowaensis Saprofita L.abararensis 99.20% L. abararensis 92%
L. mgodei 99.13% L. mgodei 92%
L. iowaensis 99.84% L. iowaensis 98%
1682-b L. iowaensis Saprofita L. mgodei 99.68% L. mgodei 98%
L. abararensis 99.68% L. abararensis 98%
L. mgodei 99.80% L. mgodei 99%
1683-a L. mgodei Saprdfita L. abararensis 99.80% L. abararensis 99%
L. iowaensis 99.60% L. iowaensis 99%
L. iowaensis 99.46% L. iowaensis 98%
1683-b L. iowaensis Saprdfita L. abararensis 99.29% L. abararensis 98%
L. mgodei 99.11% L. mgodei 98%
L. iowaensis 99.66% L. iowaensis 95%
1684 L. iowaensis Saprofita L. abararensis 99.52% L. abararensis 95%
L. mgodei 99.45% L. mgodei 95%
1685 L. iowaensis Saproéfita L. iowaensis 99.59% L. iowaensis 97%
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L. abararensis 99.45%
L. mgodei 99.38%

L. abararensis 97%
L. mgodei 97%

1686-b

. lowaensis

Saprofita

L. iowaensis 99.59%
L. mgodei 99.52%
L. abararensis 99.45%

L. iowaensis 97%
L. mgodei 97%
L. abararensis 97%

1687

. lowaensis

Saprofita

L. iowaensis 99.66%
L. abararensis 99.52%
L. mgodei 99.45%

L. iowaensis 99%
L. abararensis 99%
L. mgodei 99%

1688

. lowaensis

Saprofita

L. iowaensis 99.73%
L. abararensis 99.59%
L. mgodei 99.52%

L. iowaensis 93%
L. abararensis 93%
L. mgodei 93%

1689

. lowaensis

Saprdfita

L. iowaensis 99.73%
L. abararensis 99.59%
L. mgodei 99.52%

L. iowaensis 95%
L. abararensis 95%
L. mgodei 95%

1690

. lowaensis

Saprdfita

L. iowaensis 99.73%
L. abararensis 99.59%
L. mgodei 99.52%

L. iowaensis 98%
L. abararensis 98%
L. mgodei 98%

1691

. lowaensis

Saprdfita

L. iowaensis 99.66%
L. abararensis 99.52%
L. mgodei 99.45%

L. iowaensis 93%
L. abararensis 93%
L. mgodei 93%

1692

. lowaensis

Saproéfita

L. iowaensis 99.93%
L. abararensis 99.39%
L. mgodei 99.32%

L. iowaensis 94%
L. abararensis 94%
L. mgodei 94%

1721

. lowaensis

Saprofita

L. iowaensis 98.43%
L. mgodei 98.23%
L. abararensis 98.16%

L. iowaensis 97%
L. mgodei 97%
L. abararensis 97%

1722-b

. lowaensis

Saprofita

L. iowaensis 99.73%
L. abararensis 99.59%
L. mgodei 99.52%

L. iowaensis 97%
L. abararensis 97%
L. mgodei 97%

1723

. lowaensis

Saprofita

L. iowaensis 99.73%
L. abararensis 99.59%
L. mgodei 99.52%

L. iowaensis 97%
L. abararensis 97%
L. mgodei 97%

1724

. lowaensis

Saprofita

L. iowaensis 99.73%
L. abararensis 99.59%
L. mgodei 99.52%

L. iowaensis 98%
L. abararensis 98%
L. mgodei 98%

1725

. lowaensis

Saprdfita

L. iowaensis 99.66%
L. abararensis 99.52%
L. mgodei 99.45%

L. iowaensis 99%
L. abararensis 99%
L. mgodei 99%

1726

. lowaensis

Saprdfita

L. iowaensis 99.66%
L. mgodei 99.59%
L. abararensis 99.52%

L. iowaensis 97%
L. mgodei 97%
L. abararensis 97%

1727

. lowaensis

Saprdfita

L. iowaensis 99.73%
L. abararensis 99.59%
L. mgodei 99.52%

L. iowaensis 98%
L. abararensis 98%
L. mgodei 98%
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L. iowaensis 99.93% L. iowaensis 97%
1812-a L. iowaensis Saproéfita L. abararensis 99.39% L. abararensis 97%
L. mgodei 99.32% L. mgodei 97%

Tabla 4. Resultados de la identificacion taxonémica de las secuencias del gen 16S rRNA mediante BLASTn.
Para cada muestra se indica la especie de Leptospira con la mejor coincidencia en la base de datos consultada y
su correspondiente clasificacion en el grupo de patogenicidad (saprdfita, intermedia o patégena), ademads de los
top 3 hits con sus porcentajes de identidad y cobertura correspondientes.

Los elevados porcentajes de identidad observados indican una asignacion confiable a
nivel de género y permiten la delimitacion de los grandes clados de patogenicidad, pero el
nivel de resolucién taxondmica alcanzado encontré limitaciones criticas para la
discriminacion precisa entre especies estrechamente relacionadas. Se identificaron numerosos
casos ambiguos donde los mejores resultados (fop 3 hits) presentaban porcentajes de
identidad idénticos o separados por diferencias de apenas pocos nucleétidos, como ocurrié en
la muestra 1683-a, que arrojé simultidneamente un 99.80% de identidad para Leptospira

mgodei 'y Leptospira abararensis.

Identificacion taxonomica basada en secY

La identificacién taxondémica de las secuencias del gen secY mediante el algoritmo
BLASTn permitié una caracterizacion detallada de las muestras, logrando una resolucién
significativamente superior a la obtenida con el marcador 16S rRNA. Los resultados revelaron
una marcada presencia de especies pertenecientes al clado de las leptospiras patégenas,
destacandose Leptospira interrogans como la especie con mayor similitud y frecuencia en
muestras como los registros 5, 13, 19 y 28b. Los porcentajes de identidad nucleotidica para
estas identificaciones fueron sobresalientes, alcanzando el 100% en muestras como 1y 19. La

cobertura de la consulta (query cover) se mantuvo predominantemente elevada, situdndose

. . -110 —143
entre el 81% y el 100%, mientras que los E-values obtenidos (en el rango de 1e ale
) confirmaron la alta significancia estadistica de los alineamientos (Tabla 5).
ID Especie Patogenicidad Top 3 Top 3
muestra % identidad nt Query cover
gen secY
L. borgpetersenii str. 4E | L. borgpetersenii str. 4E
92.91% 99%
- . L. borgpetersenii serovar | L. borgpetersenii serovar
1- Lb t Pat sp 8p
a orspetersent AOBNA 1 ardjo str. BK-3093.39% | Hardjo str. BK-30 95%
L. borgpetersenii serovar | L. borgpetersenii serovar
Hardjo str. BK-6 93.39% Hardjo str. BK-6 95%
1-b L. borgpetersenii Pat6gena L. borgpetersenii serovar | L. borgpetersenii serovar
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10

10b

12

13

13b-a

L. interrogans

L. borgpetersenii

L. borgpetersenii

L. borgpetersenii

L. tipperaryensis

L. interrogans

L. interrogans

Pat6gena

Pat6gena

Patégena

Pat6gena

Pat6gena

Pat6gena

Pat6gena

Hardjo str. BK-6 93.62%
L. borgpetersenii serovar
Hardjo str. NVSL S 1343

93.62%

L. borgpetersenii serovar
Hardjo str. NVSL § 818

93.62%

L. interrogans isolate 114
98.03%
L. interrogans isolate 64
98.03%
L. interrogans serovar
Manilae str. LT 398
98.03%

Leptospira sp. str. EC14
92.63%
L. borgpetersenii serovar
Nyanza str. Kibos 91.58%

L. borgpetersenii serovar
Mini str. Sari 91.58%

Hardjo str. BK-6 99%
L. borgpetersenii serovar
Hardjo str. NVSL S 1343

99%

L. borgpetersenii serovar
Hardjo str. NVSL § 818

99%

L. interrogans isolate
114 98%
L. interrogans isolate 64

98%
L. interrogans serovar
Manilae str. LT 398 98%

Leptospira sp. str. EC14
99%

L. borgpetersenii serovar
Nyanza str. Kibos 99%
L. borgpetersenii serovar
Mini str. Sari 99%

Leptospira sp. str. EC14
92.31%
L. borgpetersenii serovar

Nyanza str. Kibos 91.26%
L. borgpetersenii serovar
Mini str. Sari 91.26%

Leptospira sp. str. EC14
99%
L. borgpetersenii serovar

Nyanza str. Kibos 99%
L. borgpetersenii serovar
Mini str. Sari 99%

L. borgpetersenii str. 4E
81.15%

L. borgpetersenii serovar

Hardjo str. BK-30 80.74%

L. borgpetersenii serovar

Hardjo str. BK-6 80.74%

L. borgpetersenii str. 4E
78%

L. borgpetersenii serovar
Hardjo str. BK-30 78%
L. borgpetersenii serovar
Hardjo str. BK-6 78%

L. tipperaryensis str.
GWTS #1 93.68%
L. kmetyi str. LS 001/16
91.58%
L. gorisiae str. W§92.C1
93.26%

L. tipperaryensis str.
GWTS #1 71%
L. kmetyi str. LS 001/16
71%
L. gorisiae str. WS92.C1
71%

L. interrogans serovar
Manilae str. LT 398
99.65%

L. interrogans serovar
Haemolytica str. Marsh
99.65%

L. interrogans serovar
Birkin str. Birkin 99.65%

L. interrogans serovar
Manilae str. LT 398 98%
L. interrogans serovar
Haemolytica str. Marsh
98%

L. interrogans serovar
Birkin str. Birkin 98%

L. interrogans isolate 114
98.77%
L. interrogans isolate 64
98.77%
L. interrogans serovar
Haemolytica str. Marsh
98.77%

L. interrogans isolate
114 98%
L. interrogans isolate 64
98%
L. interrogans serovar
Haemolytica str. Marsh
98%
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13b-b

15-b

17-b

18

18b

19

20

21

L. interrogans

L. cinconiae

L. interrogans

L. borgpetersenii

Leptospira sp.

L. interrogans

L. cinconiae

L. cinconiae

Pat6gena

Pat6gena

Pat6gena

Pat6gena

Indeterminado

Patégena

Pat6gena

Pat6gena

L. interrogans isolate
1118 98.35%

L. interrogans serovar
Manilae str. LT 398
98.35%

L. interrogans serovar
Haemolytica str. Marsh
98.35%

L. interrogans isolate
1118 95%

L. interrogans serovar
Manilae str. LT 398 95%
L. interrogans serovar
Haemolytica str. Marsh
95%

L. cinconiae str. WS58.C1

95.42%
Uncultured Leptospira sp.
clone S2 95.42%
Uncultured Leptospira sp.
clone S5 97.39%

L. cinconiae str.
WS58.C1 96%
Uncultured Leptospira sp.
clone S2 96%
Uncultured Leptospira sp.
clone S5 85%

L. interrogans serovar
Fugis str. Fudge 78.74%
L. interrogans serovar
Autumnalis str. Akiyami A
78.74%

L. interrogans serovar
Djasiman 78.74%

L. interrogans serovar
Fugis str. Fudge 97%
L. interrogans serovar
Autumnalis str. Akiyami A
97%
L. interrogans serovar
Djasiman 97%

L. borgpetersenii str.
MN900 chromosome 1,
complete sequence
91.78%

L. borgpetersenii serovar

Hardjo strain BK-30
chromosome 1, complete
sequence 91.78%

L. noguchii str. IP1705032
chromosome 1, complete

sequence 91.78%

L. borgpetersenii str.
MN900 chromosome 1,

complete sequence 35%
L. borgpetersenii serovar
Hardjo strain BK-30
chromosome 1, complete
sequence 35%

L. noguchii str.
IP1705032 chromosome
1, complete sequence

35%

Leptospira sp. str. EC18
78.21%
Leptospira sp. isolate
SMG19185 80.29%

L. interrogans serovar
Manilae isolate POM23
76.26%

Leptospira sp. str. EC18
90%
Leptospira sp. isolate
SMG19185 68%

L. interrogans serovar
Manilae isolate POM23
69%

L. interrogans serovar
Haemolytica str. Marsh
100%

L. interrogans serovar
Birkini str. Birkin 100%
L. interrogans isolate B16
100%

L. interrogans serovar
Haemolytica str. Marsh
100%

L. interrogans serovar
Birkini str. Birkin 100%
L. interrogans isolate B16
100%

L. cinconiae str. WS58.C1
98.36%
L. kmetyi str. LS 001/16
82.45%
L. gorisiae str. WS92.C1
82.11%

L. cinconiae str.
WS58.C1 97%
L. kmetyi str. LS 001/16
97%
L. gorisiae str. WS92.C1
97%

L. cinconiae str. WS58.C1

L. cinconiae str.
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22

23

23P1

26

28-a

28-b

28b

36

L. santarosai

Leptospira sp.

L. borgpetersenii

L. cinconiae

L. cinconiae

L. cinconiae

L. interrogans

L. santarosai

Pat6gena

Indeterminado

Pat6gena

Pat6gena

Pat6gena

Pat6gena

Pat6gena

Pat6gena

98.90%

L. kmetyi str. LS 001/16
85.56%

L. gorisiae str. W§92.C1
85.00%

WS58.C1 97%
L. kmetyi str. LS 001/16
7%
L. gorisiae str. WS92.C1
7%

L. santarosai str. ah2
94.30%

L. santarosai str. Ul64
94.30%

L. santarosai str. U160
94.30%

L. santarosai str. ah2
90%

L. santarosai str. Ul64
90%

L. santarosai str. U160
90%

Leptospira sp. str EC7
89.17%
Leptospira sp. str. EC9
87.50%
Leptospira sp. str EC19
87.50%

Leptospira sp. str EC7
98%
Leptospira sp. str. EC9
98%
Leptospira sp. str EC19
98%

L. borgpetersenii str.
MN900 chromosome 1,
complete sequence
97.37%

L. borgpetersenii serovar
Hardjo str. BK-30 97.37%
L. noguchii str. IP1705032
chromosome 1, complete
sequence 97.37%

L. borgpetersenii str.
MN900 chromosome 1,
complete sequence 35%
L. borgpetersenii serovar

Hardjo str. BK-30 35%

L. noguchii str.
IP1705032 chromosome

1, complete sequence
35%

L. cinconiae str. WS58.C1
97.54%
L. kmetyi str. LS 001/16
81.63%
L. gorisiae str. WS92.C1
81.71%

L. cinconiae str.
WS58.C1 97%
L. kmetyi str. LS 001/16
97%
L. gorisiae str. WS92.C1
97%

L. cinconiae str. WS58.C1
97.54%

L. cinconiae str.
WS58.C1 95%

L. cinconiae str. WS58.C1
97.45%
L. kmetyi str. LS 001/16
86.03%
L. noguchii str. IP1705032
85.47%

L. cinconiae str.
WS58.C1 98%
L. kmetyi str. LS 001/16

90%
L. noguchii str.
IP1705032 90%

L. interrogans isolate
1118 99.59%

L. interrogans serovar
Manilae str. LT 398
99.59%

L. interrogans serovar
Haemolytica str. Marsh
99.59%

L. interrogans isolate
1118 100%

L. interrogans serovar
Manilae str. LT 398 100%
L. interrogans serovar
Haemolytica str. Marsh
100%

Leptospira sp. str. EC14
92.34%

Leptospira sp. str. EC14
97%
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L. santarosai serovar L. santarosai serovar
Canalzonae str. CZ 188 Canalzonae str. CZ 188
89.92% 97%
L. santarosai serovar L. santarosai serovar
Brasiliensis str. An 776 Brasiliensis str. An 776
89.52% 97%
L. noguchii str. L. noguchii str.
barbudensis 97.60% barbudensis 96%
.. . L. noguchii str. IP1705032 L. noguchii str.
36PI L. h Pat 8
noguch atogena 97.52% IP1705032 96%
L. noguchii str. IP1605021 L. noguchii str.
97.52% IP1605021 96%
L. cinconiae str. WS58.C1 L. cinconiae str.
L 97.91% s WS58.C1 97%
. . . L. kmetyi str. LS 001/1 L. kmetyi str. LS 001/16
38 L. cinconiae Pat6gena 84929 91%
L. noguchii str. IP1705032 L. noguchii str.
94.36% IP1705032 91%
Leptospira sp. str. EC14 Leptospira sp. str. EC14
92.59% 96%
.. . L. borgpetersenii serovar | L. borgpetersenii serovar
40b-b L b t Pat
orspetersentt atogena Mini str. Sari 89.47% Mini str. Sari 98%
L. borgpetersenii str. 411 | L. borgpetersenii str. 411
89.71% 96%
L. tipperaryensis str L. tipperaryensis str
GWTS #1 97.49% GWTS #1 97%
41 L. tipperaryensis Pat6gena L. santarosai str. ah2 L. santarosai str. ah2
) 95.40% 97%
L. kmetyi str. LS 001/16 L. kmetyi str. LS 001/16
95.40% 97%
43-a L. cinconiae Patégena L. cinconiae str. WS58.C1 L. cinconiae str.
) 94.90% WS58.C1 80%
L. cinconiae str. WS58.C1 L. cinconiae str.
96.43% WS58.C1 88%
. , . L. kmetyi strain LS 001/16 L. kmetyi strain LS
43-b L. Pat
cunconiae atogend 84.92% 001716 80%
L. noguchii str. IP1705032 L. noguchii str.
84.36% IP1705032 80%
45-a L. cinconiae Patégena L. cinconiae str. WS58.C1 L. cinconiae str.
) 98.51% WS58.C1 95%
L. cinconiae str. WS58.C1 L. cinconiae str.
85.47% WS58.C1 99%
45-b L. cinconiae Patégena L kmetyi str. L§ 001/16 L.kmetyi str. LS 001/16
85.47% 89%
L. noguchii str. IP1705032 L. noguchii str.
84.92% IP1705032 89%

Tabla 5. Resultados de la identificacion taxonomica de las secuencias del gen secY mediante BLASTn. Para cada
muestra se presenta el ID, la especie de Leptospira con la mejor coincidencia obtenida en la base de datos
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consultada y su clasificacién segun el grupo de patogenicidad, ademas de los top 3 hits con sus porcentajes de
identidad y cobertura correspondientes. Las muestras asignadas a Leptospira sp. corresponden a secuencias cuya
resolucién taxondémica no permitié la identificacién a nivel de especie.

Ademéds de Leptospira interrogans, el marcador secY permiti6 identificar otros linajes
patégenos y de relevancia ambiental. Se detect6 la presencia de Leptospira borgpetersenii en
muestras como 1, 11 y 10b, con identidades que oscilaron entre el 81% y el 93%. Asimismo,
se identificaron secuencias vinculadas a Leptospira santarosai (22 y 36) y Leptospira
noguchii (36PI), reforzando la capacidad de este gen para detectar variantes de alta virulencia
en matrices ambientales. Un hallazgo relevante fue la recurrencia de Leptospira cinconiae en
una serie extensa de muestras (15-b, 20, 21, 22, 26, 28-a, 28-b, 38, 43-b, 45-a y 45-b), con

identidades que alcanzaron hasta el 99%.

Resultados del andlisis de Lipl.32

En lo que respecta al marcador molecular LipL32, los resultados indicaron que las
secuencias obtenidas no pudieron ser integradas en el anélisis taxonémico ni en la evaluacién
de patogenicidad posterior. Esta exclusion derivé de problemas criticos de calidad en las
lecturas generadas mediante el método de secuenciacién Sanger, las cuales presentaron
electroferogramas con una relacion sefial-ruido deficiente y picos de intensidad poco
definidos hacia los extremos de los fragmentos.

Como consecuencia de esta degradacion de la sefal, fue imposible realizar un
ensamblaje confiable de las lecturas forward y reverse, impidiendo la generacién de
secuencias consenso robustas que permitieran ejecutar alineamientos estadisticamente
significativos con las bases de datos de referencia.

Debido a que la reduccién de la longitud alineable comprometia la precision de la
identificacién por similitud, se determiné que la totalidad de las muestras destinadas a este
marcador no cumplian con los estindares minimos de confiabilidad. Por lo tanto, el gen
LipL32 no fue analizado en la fase final, explicitindose que su descarte constituye una
limitacién metodoldgica ligada a la calidad del material genético recuperado y no debe

interpretarse como una ausencia bioldgica del gen en las muestras ambientales originales.
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Resultados de BIASTn con asignaciones taxondmicas distintas al género
Leptospira

La caracterizacion taxondémica de las secuencias obtenidas mediante buisquedas por
similitud con el algoritmo BLASTn revel6 la presencia de organismos no pertenecientes al
género Leptospira en diversas muestras ambientales analizadas. En el anélisis de los contigs
del gen 16S rRNA, se identificaron varios taxones bacterianos tipicos de entornos hidricos y
suelos que fueron discriminados durante el procesamiento bioinformatico. Las muestras 1686
y 1722 presentaron como mejor coincidencia al género Lacunisphaera, registrandose
identidades nucleotidicas del 98.86% para Lacunisphaera anatis y 95.48% para
Lacunisphaera limnophila, respectivamente, con coberturas de consulta iguales o superiores
al 97%. Asimismo, en la muestra 1723, se obtuvo una coincidencia del 99.24% de identidad y
99% de cobertura con Cytobacillus kochii. En la muestra 1728, se recuperaron dos secuencias
con afinidades taxondémicas distintas: una vinculada a Reyranella massiliensis con un 98.41%
de identidad y otra a Phenylobacterium conjunctum con un 99.93% de identidad. Esta dltima
especie, Phenylobacterium conjunctum, también fue identificada en la muestra 1812 con una
identidad del 99.65% y una cobertura del 97%. En todos los casos vinculados al marcador
ribosomal, los E-values registrados fueron de 0.0, reflejando una alta significancia estadistica

en los alineamientos locales (Tabla 6).

ID
muestra . . . Top 3 Top 3
E P n . .
gen 16S specie atogenicidad % identidad nt Query cover
rRNA
Lacunisphaera anatis | Lacunisphaera anatis
98.86% 99%
1686-a Lacunisphaera ) Lacunisphaera Lacunisphaera
anatis limnophila 98.03% limnophila 97%
Lacunisphaera Lacunisphaera
limnophila 97.99% limnophila 97%
Lacunisphaera Lacunisphaera
limnophila 95.48% limnophila 99%
1722-a Lacunisphaera B Lacunisphaera anatis Lacunisphaera anatis
limnophila 95.53% 97%
Lacunisphaera Lacunisphaera
limnophila 95.39% limnophila 97%
Cytobacillus kochii Cytobacillus kochii
99.24% 99%
1722-c | Cytobacillus kochii - Cytobacillus Cytobacillus
purgationiresistensis purgationiresistensis
99.33% 98%
Cytobacillus Cytobacillus
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horneckiae 99.71% horneckiae 97%
Re.y{‘ane'lla Reyranella
massiliensis 521 e
massiliensis 521 98%
Reyranella 98.41% .
1728-a e . - . Reyranella soli 97%
massiliensis 521 Reyranella soli 98.74% e
... ... | Reyranella graminifolii
Reyranella graminifolii 93
97.93% 7
Phenylobacterium Phenylobacterium
conjunctum 99.93% conjunctum 99%
1728-b Phenylobacterium ) Phenylobacterium Phenylobacterium
conjunctum haematophilum 98.33% haematophilum 99%
Phenylobacterium Phenylobacterium
parvum 97.76% parvum 99%
Phenylobacterium Phenylobacterium
) conjunctum 99.65% conjunctum 97%
1812-b Phenylobacterium . Phenylobacterium Phenylobacterium
conjunctum haematophilum 98.11% haematophilum 97%
Phenylobacterium Phenylobacterium
parvum 97.57% parvum 98%

Tabla 6. Resultados de la identificacion taxonomica mediante BLASTn de las secuencias del gen 16S rRNA con
mejor coincidencia fuera del género Leptospira. Para cada muestra se presenta el ID, la especie con mayor
similitud obtenida en la base de datos consultada y su clasificacién de patogenicidad, ademds de los top 3 hits
con sus porcentajes de identidad y query cover correspondientes. El simbolo (-) indica que no corresponde una
clasificacion de patogenicidad dentro del género Leptospira.

Por otro lado, el analisis de las secuencias del marcador secY obtenidas mediante el
método Sanger también permiti6 identificar material genético no relacionado con el género de
estudio. Especificamente, las muestras 17b y 20b presentaron una identidad nucleotidica del
100% con Wigglesworthia glossinidia. No obstante, estas coincidencias estuvieron asociadas
a coberturas de consulta marcadamente bajas, situdndose en el 11% y 13% respectivamente,
con E-value de 0.008 y 0.007. Estos resultados se sistematizaron para asegurar la trazabilidad
y la correcta asignacion taxondmica de los fragmentos procesados antes de proceder a las

reconstrucciones filogenéticas intragenéricas (Tabla 7).

1D
. . . Top 3 Top 3
muestra Especie Patogenicidad . OR op
% identidad nt Query cover
gen secY
17b Wigglesworthia i Wigglesworthia Wigglesworthia glossinidia
glossinidia glossinidia 100% 11%
20b Wigglesworthia i Wigglesworthia Wigglesworthia glossinidia
glossinidia glossinidia 100% 13%

Tabla 7. Resultados de la identificacion taxonémica mediante BLASTn de las secuencias del gen secY con mejor
coincidencia fuera del género Leptospira. Para cada muestra se presenta el ID, la especie con mayor similitud
obtenida en la base de datos consultada y su clasificacién de patogenicidad, ademds de los top 3 hits con sus
porcentajes de identidad y cobertura correspondientes. El simbolo (-) indica que no corresponde una
clasificacién de patogenicidad dentro del género Leptospira.
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Relaciones filogenéticas y corroboracion evolutiva de secuencias 16S rRNA

La interpretaciéon y organizacién de la arquitectura del 4rbol filogenético se realiz6
tomando como referencia el trabajo de Agudelo-Florez et al. (2014), el cual sirvié como guia
fundamental para establecer la jerarquia de los agrupamientos y las relaciones evolutivas
entre los linajes principales del género, permitiendo comparar la topologia obtenida con un
esquema taxondmico validado. Con el fin de aumentar la precision en la asignacién evolutiva,
se incorpord al andlisis una secuencia de referencia de Leptospira iowaensis, debido a que los
andlisis previos mediante BLASTn evidenciaron una alta similitud nucleotidica de las
muestras ambientales con dicha especie. El conjunto de datos final utilizado para la
reconstruccion filogenética fue sometido a un proceso de depuracién riguroso en el que se
excluyeron aquellas secuencias identificadas inicialmente como géneros no pertenecientes a
Leptospira, tales como Lacunisphaera, Reyranella y Phenylobacterium, asegurando asi la
especificidad del andlisis intra-genérico. Asimismo, siguiendo criterios metodoldgicos de
refinamiento del dataset, las muestras 1682 y 1683 fueron descartadas y no se incluyeron en
la construccidn de los drboles finales.

La reconstruccion de las relaciones evolutivas basada en el gen /6S rRNA, ejecutada
mediante los métodos de Neighbor-Joining (NJ - Figura 9) y Maximum Likelihood (ML -
Figura 10), generd una topologia robusta y coherente en la cual la totalidad de las secuencias
ambientales analizadas se agruparon de manera consistente dentro del clado de las leptospiras
saprofitas . Las muestras analizadas conformaron un clado monofilético compacto que mostrd
la mayor cercania evolutiva con Leptospira iowaensis, 1o cual presenta una concordancia
absoluta con los resultados de identificacién taxondmica por similitud obtenidos previamente.
La estabilidad de estas relaciones evolutivas se encuentra respaldada por valores de bootstrap
elevados en los nodos que definen la separacion de los grupos de patogenicidad, confirmando
que la ubicacién de las muestras en el reservorio ambiental de vida libre es estadisticamente

confiable.
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Figura 9. Arboles filogenéticos del gen 16S rRNA de Leptospira construidos mediante el método de
Neighbor-Joining. El arbol A contiene secuencias de referencia basadas en Agudelo-Flérez et al. (2014),
mientras que el arbol B incorpora las secuencias obtenidas en este estudio. Los colores indican el grupo
filogenético al que pertenece cada especie: rojo, especies patégenas; amarillo, especies de patogenicidad
intermedia; y verde, especies saprofitas.
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Figura 10. Arboles filogenéticos del gen 16S rRNA de Leptospira construidos mediante el método de Maximum
Likelihood. El arbol A contiene secuencias de referencia basadas en Agudelo-Florez et al. (2014), mientras que
el arbol B incorpora las secuencias obtenidas en este estudio. Los colores indican el grupo filogenético al que

pertenece cada especie: rojo, especies patégenas; amarillo, especies de patogenicidad intermedia; y verde,
especies saprofitas.
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No se detectaron discrepancias topoldgicas significativas ni agrupamientos
inesperados entre los métodos filogenéticos aplicados, manteniendo tanto el NJ como el ML
la misma jerarquia evolutiva para los clados mayoritarios, coincidiendo con la organizacién
presentada en el trabajo de Agudelo-Florez ef al. (2014). La posicion de la raiz en los géneros
externos Turneriella y Leptonema validé la estructura global del arbol, presentando ramas
largas que reflejan la distancia evolutiva caracteristica respecto al género Leptospira. No
obstante, el andlisis revel6 una resolucion interna limitada dentro del subgrupo saproéfito,
donde la proximidad genética extrema entre especies generé agrupamientos con distancias de
rama minimas, lo que explica la dificultad para alcanzar una discriminacion precisa a nivel de
especie en este marcador altamente conservado. En conjunto, estos resultados permitieron

corroborar la identificacién taxondmica de las muestras ambientales procesadas, validando su

pertenencia al linaje sapréfito mediante un andlisis filogenético robusto.
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DISCUSION

La caracterizacion molecular realizada en este estudio evidencia la eficacia de integrar
diferentes plataformas de secuenciaciéon para el estudio de Lepfospira en matrices
ambientales complejas, aunque también revela los desafios técnicos asociados a la
secuenciacion dirigida. La calidad general de las secuencias de /165 rRNA obtenidas mediante
[llumina fue sobresaliente, con valores de Phred predominantemente superiores a Q30, lo que
permitié obtener ensamblajes de alta fidelidad mediante SPAdes, reconstruyendo fragmentos
de hasta 2002 pb con coberturas que alcanzaron valores de 9417.8X. En contraste, la
variabilidad observada en los datos Sanger correspondientes a los genes secY'y LipL32 refleja
la sensibilidad de esta tecnologia a la calidad del ADN y a la concentraciéon de los
amplicones, factores especialmente criticos cuando se trabaja con muestras ambientales,
donde la presencia de inhibidores puede comprometer la amplificacion y la calidad de las
lecturas obtenidas (Deurenberg et al., 2017; Chiani et al., 2016).

La identificacién taxondmica mediante /6S rRNA demostré ser una herramienta
robusta para la asignacién de las muestras a los grandes clados de patogenicidad,
confirmando una presencia mayoritaria de linajes saprofitos asociados a cuerpos de agua
(Morey et al., 2006). Sin embargo, la alta conservacion de este marcador universal impuso
limitaciones criticas en la resolucion taxondémica. Se observaron numerosos casos de igual
porcentaje de identidad nucleotidica entre taxones distintos, fenémeno que coincide con lo
reportado por Morey et al. (2006), quienes describen la dificultad de discriminar especies
estrechamente relacionadas utilizando tinicamente este gen. Esta falta de resolucién se debe a
la naturaleza altamente conservada del gen /6S rRNA dentro del género Leptospira, lo que
impide distinguir especies con secuencias ribosomales casi idénticas y limita la clasificacion a
niveles taxondmicos mds finos, como serovariedades o cepas (Bilung et al., 2026; Caimi &
Ruybal, 2020; Morey et al., 2006). Como consecuencia, diferentes especies presentaron
porcentajes de identidad equivalentes en los andlisis de similitud, dificultando la asignacién
inequivoca a nivel especifico.

El nivel de resoluciéon taxonémica alcanzado con secY constituy6 la diferencia mas
relevante respecto al andlisis basado en /6S rRNA. Mientras que el gen ribosomal permitié
identificar principalmente clados generales o especies saprofitas con frecuentes ambigiiedades
taxonOmicas, secY, al ser un gen housekeeping con una tasa de divergencia mayor,

proporciond una resolucién significativamente superior. Esta capacidad discriminatoria se
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evidencié en la obtencién de coincidencias univocas para especies patégenas como
Leptospira interrogans y Leptospira borgpetersenii, evitando el solapamiento de resultados
observado en los top hits del 16S rRNA. En términos de concordancia, los resultados
obtenidos con secY validaron la presencia del género Leptospira previamente detectada
mediante otros marcadores, pero aportaron la precision necesaria para la clasificacién
intra-género. En conjunto, estos hallazgos indican que, aunque el marcador /6S rRNA fue
eficaz para caracterizar el reservorio ambiental saproéfito, la incorporacion de secY permitié
confirmar de manera robusta la circulacion de especies patdgenas en los sitios estudiados,
proporcionando informacion mds precisa para la evaluacion preliminar del riesgo sanitario.
Asimismo, los resultados subrayan la necesidad de complementar el uso de /65 rRNA con
marcadores de mayor poder discriminatorio cuando se busca una identificacién definitiva
dentro del género Leptospira (Bilung et al., 2026; Caimi & Ruybal, 2020).

Las relaciones filogenéticas obtenidas mediante los métodos Neighbor-Joining (Figura
8) y Maximum Likelihood (Figura 9) mostraron una elevada concordancia con los resultados
de BLASTn, validando las relaciones evolutivas inferidas para la mayoria de las muestras
analizadas. El agrupamiento de numerosas secuencias dentro de un clado monofilético
compacto junto a referencias de Leptospira iowaensis refuerza la consistencia de los
resultados obtenidos, especialmente considerando que esta especie fue identificada de manera
recurrente como el principal hit en los andlisis de similitud. Estos hallazgos son consistentes
con la organizacién taxondémica propuesta por Agudelo-Florez et al. (2014), utilizada como
marco de referencia para interpretar la estabilidad de los linajes identificados y la correcta
ubicacion de la raiz mediante los géneros externos Turneriella y Leptonema. Asimismo, las
ambigiiedades taxondmicas observadas en el andlisis del /65 rRNA, donde multiples especies
sapréfitas compartian porcentajes de identidad equivalentes, explican la formacién de
subgrupos separados por distancias genéticas minimas dentro de los drboles filogenéticos,
reflejando nuevamente las limitaciones inherentes de este marcador para resolver relaciones
evolutivas recientes (Morey et al., 2006).

Un aspecto critico de esta discusion es la exclusiéon del marcador LipL32 de los
andlisis finales debido a problemas severos de calidad en los electroferogramas obtenidos. La
presencia de una baja relacién sefal-ruido y de picos ambiguos exigié la aplicacion de
procedimientos de trimming agresivos que resultaron en la pérdida de regiones alineables

esenciales, impidiendo la generacién de secuencias consenso confiables. Es importante
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interpretar estos resultados como una limitaciéon metodoldgica y no como evidencia de
ausencia bioldgica del gen en las muestras analizadas. Factores técnicos como la degradacion
del ADN ambiental, la baja concentracion de amplicones o limitaciones inherentes a la
secuenciacion Sanger en matrices complejas podrian explicar el deterioro observado en la
calidad de las lecturas (Deurenberg et al., 2017; Chiani et al., 2016). Esta problematica ha
sido sefialada previamente como un obstdculo frecuente para la deteccion molecular de
leptospiras patdgenas en ambientes acudticos, donde la dilucién del material genético y la
presencia de inhibidores dificultan la obtencion de secuencias de alta calidad (Warnasekara et
al., 2022; Wynwood et al., 2014).

Las fortalezas del pipeline bioinformatico empleado radican en la validacién cruzada
entre multiples marcadores moleculares, el uso de metodologias filogenéticas
complementarias y la utilizacién de bases de datos curadas para la identificacién taxondmica,
lo que permiti6 minimizar posibles sesgos de asignacién. No obstante, el estudio presenta
limitaciones inherentes a la naturaleza intermitente de la deteccidn bacteriana en ambientes
acudticos y a la dependencia de la calidad inicial del ADN extraido. Los resultados obtenidos
demuestran que la combinacién de marcadores como /6S rRNA y secY constituye una
estrategia efectiva para la deteccion y caracterizacion de Leptospira en muestras ambientales;
sin embargo, también evidencian que la resolucién taxondmica alcanzable mediante
secuenciacion dirigida continda siendo limitada para abordar niveles inferiores de
clasificacién, como serovariedades o cepas. En este contexto, futuras investigaciones podrian
beneficiarse de la implementacion de estrategias basadas en secuenciacién de genoma
completo (WGS) o enfoques metagendmicos utilizando plataformas de alta capacidad como
[llumina u Oxford Nanopore (Bilung et al., 2026; Picardeau, 2017). Estas aproximaciones
permitirian superar las limitaciones asociadas a la amplificacién dirigida, alcanzar una
resolucién taxondmica mds fina y proporcionar una vision integral de la diversidad del género
Leptospira presente en reservorios ambientales, contribuyendo a una evaluacién mas precisa

de los riesgos potenciales para la salud publica (Picardeau, 2017; Bierque et al., 2020; Adler,
2014).
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CONCLUSIONES

El trabajo realizado permitié concluir que la combinacion de los marcadores
moleculares 16S rRNA 'y secY constituyé6 una estrategia complementaria para la
caracterizacion taxonoémica del género Leptospira en matrices ambientales. El andlisis del
16S rRNA permiti6 identificar principalmente especies sapréfitas, con un claro predominio de
Leptospira iowaensis, mientras que el marcador secY proporcioné una mayor resolucién
taxonomica, posibilitando la discriminaciéon a nivel de especie e identificando diversas
especies patdgenas, entre ellas Leptospira interrogans, Leptospira borgpetersenii, Leptospira
santarosai, Leptospira noguchii, Leptospira tipperaryensis y Leptospira cinconiae. En
contraste, el marcador LipL32 no pudo ser incorporado a los andlisis finales debido a
limitaciones en la calidad de las secuencias obtenidas.

Se observé concordancia entre las identificaciones obtenidas mediante bisquedas por
similitud con BLASTn y las reconstrucciones filogenéticas realizadas mediante los métodos
de Neighbor-Joining y Maximum Likelihood, lo que respalda la consistencia de la asignacion
taxondmica y de la ubicacién evolutiva de las muestras analizadas dentro de los grupos
filogenéticos esperados. Asimismo, la mayoria de las secuencias correspondientes al gen 165
rRNA mostré una estrecha relacion filogenética con Leptospira iowaensis, especie que
represento la principal coincidencia en los andlisis de identidad nucleotidica.

El pipeline bioinformatico implementado demostré ser una herramienta eficiente para
el control de calidad, el procesamiento de datos de secuenciacion y la integracion de andlisis
de identificacién taxondémica y reconstruccion filogenética. Este flujo de trabajo permiti6
obtener secuencias de calidad adecuada para los andlisis taxondmicos y filogenéticos en
aquellos casos en que los datos de secuenciacién cumplieron los criterios de calidad
establecidos. No obstante, el estudio presentd limitaciones metodoldgicas asociadas al
marcador LipL32, cuya baja calidad en las secuencias obtenidas mediante secuenciacion
Sanger impidi6 la generacion de secuencias consenso confiables. En consecuencia, este
marcador fue excluido de los andlisis taxonémicos y filogenéticos. Es importante destacar que
esta exclusion responde exclusivamente a una limitacion técnica del proceso de secuenciacion
y no debe interpretarse como evidencia de la ausencia del gen en las muestras analizadas.

Por otra parte, la deteccion de secuencias correspondientes a organismos ajenos al
género Leptospira, como Lacunisphaera, Phenylobacterium, Cytobacillus, Reyranella y

Wigglesworthia, pone de manifiesto la complejidad inherente al andlisis de muestras
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ambientales. La presencia de estos microorganismos puede atribuirse tanto a la diversidad
natural de la microbiota presente en agua y suelo como a posibles factores técnicos, entre
ellos la amplificacién inespecifica, la contaminacién cruzada o errores ocurridos durante la
manipulaciéon de muestras y reactivos. Estos resultados resaltan la importancia de
implementar controles de calidad rigurosos, realizar una revisién de los primers especificos
disefiados para este experimento, y de complementar las bisquedas por similitud con andlisis
filogenéticos para validar la asignacion taxondmica de las secuencias obtenidas.

En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que la integraciéon de herramientas
bioinformaticas para el procesamiento de datos de secuenciacion, la identificacién mediante
BLASTn y la reconstruccion filogenética constituye una estrategia robusta para el estudio de
la diversidad de Leptospira en matrices ambientales. La combinacién de un marcador
conservado, como /6S rRNA, con un marcador de mayor resolucién, como secY, permitié
obtener una caracterizacion taxonémica mds completa de las secuencias analizadas y aporta
una base metodoldgica util para futuros estudios de vigilancia epidemioldgica, monitoreo

ambiental y comprension de la diversidad evolutiva del género Leptospira.
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