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1. RESUMEN

Dado el comportamiento endémico y antropozoonoético de la leptospirosis en la
region, todos los esfuerzos investigativos deben estar dirigidos para facilitar el
diagnostico temprano de la enfermedad y el conocimiento holistico de su
comportamiento epidemiolégico mediante gPCR tiempo real. Objetivo: Clasificar
Leptospira patdgena aisladas de orinas de animales domésticos, roedores y aguas
ambientales mediante gPCR tiempo real. Para tal fin es preciso determinar la
sensibilidad y especificidad de qPCR tiempo real mediante la deteccion del gen
lipL32. Disefio: Las reacciones fueron monitoreadas a traves de la fluorescencia de
SYBR® green y curva de melting. Se sometieron al ensayo 69 aislamientos, siendo
estos de orina de animales domésticos, roedores y aguas ambientales. Para
determinar la sensibilidad de la prueba se utilizaron 28 cepas distribuidas en 22
serogrupos de Leptospira, 27 correspondientes a cepas patdgenas y la cepa Patoc
I, representativa de las especies saprofitas. Se someti6 la cepa Patoc | a qPCR
tiempo real en 10 repeticiones para determinar la especificidad de la prueba.
Resultados: 14 extracciones de las 27 cepas patdogenas mostraron amplificacion
del producto de 423 bp del gen lipL32. La sensibilidad mostrada fue de 51,85% IC
95% (31,15 — 72,55) en tanto la especificidad obtenida fue de 100% IC 95% (95 — 100).
Se obtuvo una amplificacion de 7 muestras de los 69 aislamientos de animales
domésticos, aguas ambientales y roedores. Se logro la amplificacion de las especies
L. interrogans, L. weilii, L. borgpetersenii, L. meyeri y L. noguchii incluyendo el
serovar Nicaragua, cepa 1011, perteneciente a la especie L. noguchii. Conclusion:
Se detecto el gen lipL32 conservado para especies patdgenas en aislamientos a
partir de muestras de orina de animales domésticos, aguas ambientales y roedores,
mas los resultados obtenidos no evidenciaron una diferencia significativa entre las
frecuencias de los tres tipos de muestras. La sensibilidad de la prueba fue baja, pero

la especificidad fue alta.

Chavez Silva A. Pagina 3



Clasificacion molecular de Leptospira patégena aisladas de orinas de animales domésticos,
roedores y aguas ambientales en Nicaragua en 2012 mediante PCR tiempo real.

V. ABREVIATURAS
ADN: Acido desoxirribonucleico.
ADNr: ADN ribosomico.
ARN: Acido ribonucleico.
ARNr: ARN ribosémico.
bp: Pares de bases.
CNDR: Centro Nacional De Referencia.
Ct: Ciclo umbral, por sus siglas en inglés.
dATP: Trifosfato de desoxiadenosina.
dCTP: Trifosfato de desoxicitidina.
dGTP: Trifosfato de desoxiguanosina.
dTTP: Trifosfato de desoxitimidina.
EMJH: Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harries.
ELISA: Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas.
Et al: Derivado de la expresion latin et alii, que significa “y otros”.
IC: Intervalo de Confianza.
Ig: Inmunoglobulina.
LCR: Liquido Cefaloraquideo
MAT: Test de Microaglutinacion, del inglés Microaglutination Test

MINSA: Ministerio de Salud.
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MLVA: Andlisis Multivariante de Locus, por sus siglas en inglés.
NaCl: Cloruro de sodio.

OIE: Organizacion Mundial de Sanidad Animal.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa, por sus siglas en inglés.

gPCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa, por sus siglas en

inglés.

spp: Especies.

Taq: proveniente de Thermus aquaticus.
Tm: Temperatura de melting.

5-FU: 5-fluorouracilo.
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V. GLOSARIO

ADN Polimerasa: EI ADN polimerasa es un conjunto de enzimas que participan en
la replicacion del ADN. Actua produciendo dos moléculas idénticas a la molécula de

origen.

Amplicones: Conjunto de moléculas de ADN idénticas, resultado de una reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR). Es un clon molecular.

Amplificacién: Aumento del numero de copias de una secuencia de ADN, bien

mediante un proceso biolégico en la célula, o bien mediante técnicas de laboratorio.

Anticuerpo: Es una proteina producida por el sistema inmunitario del cuerpo

cuando detecta sustancias dafiinas, llamadas antigenos.

Antigeno: Toda sustancia que, introducida en un organismo que no la poseia,
provoca en él la formaciébn de un anticuerpo especifico con el cual puede

combinarse de forma selectiva.
Antropozoonosis: Enfermedad comun a los animales y los humanos.

Cebadores: Oligonucleotido de 5-20 nucledtidos de longitud que sirve como punto
de partida para la replicacién de ADN.

Cepa: En microbiologia, conjunto de virus, bacterias u hongos que tienen el mismo

patrimonio geneético.

Ct: Ciclo a partir del cual la flourescencia emitida por el fluorocromo alcanza un nivel
umbral. Este valor es inversamente proporcional a la cantidad especifica de acidos

nucleicos en la muestra

Desnaturalizacién: Cambio estructural de las proteinas o acidos nucleicos, donde
pierden su estructura nativa, y de esta forma su ¢ptimo funcionamiento y a veces

también cambian sus propiedades fisico-quimicas.
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Endonucleasa: Grupo de enzimas, cada una de las cuales se une al ADN en una
secuencia de bases distinta y produce fragmentos de ADN de distinta longitud.

Hibridacién: Es un proceso por el cual se combinan dos cadenas de &cidos
nucléicos anti-paralelas y con secuencias de bases complementarias en una Unica

molécula de doble cadena.

Leptospirosis: La leptospirosis es una enfermedad transmisible de los animales y
de los humanos, causada por cualquiera de los miembros patdgenos del género

Leptospira.

Nucledtido: Los nucledtidos son moléculas organicas formadas por la unién
covalente de un monosacarido de cinco carbonos (pentosa), una base nitrogenada

y un grupo fosfato.

Nucledsido: El nucleésido es la parte del nucleétido formada unicamente por la

base nitrogenada y la pentosa.

Patégena: Agentes tienen el potencial de causar enfermedad en animales y

humanos.
Saprofita: Bacterias de vida libre y que generalmente no causan enfermedad.

Serovar: Unidad basica taxondmica que se define sobre la base de similitudes y
diferencias antigénicas como las reveladas en la llamada prueba de absorcién de

aglutinacion cruzada.
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1. INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa de curso agudo, incluida dentro del
grupo de enfermedades antropozoondticas, de distribucidon mundial, causada por
las bacterias del género Leptospira (Levett et al., 2006). Descrita por primera vez
por el profesor Adolph Weil, 1886. La enfermedad se mantiene en el ambiente por
la presencia de mamiferos portadores con enfermedad renal créonica y en portadores

asintomaticos, al ser excretadas a través de la orina.

Es una enfermedad tipica de regiones tropicales, cuyos principales hospedadores
son los mamiferos incluyendo animales domeésticos: bovinos, porcinos, equinos,
caninos, ovinos y caprinos. Sin embargo la bacteria también ha sido aislada en
reptiles, anfibios, peces, aves e invertebrados. Las infecciones ocurren mayormente
en épocas lluviosas. Los huéspedes mamiferos excretan la bacteria en la orina por
largos periodos de tiempo; las condiciones éptimas de supervivencia son ambientes
calidos y humedos, con aguas neutrales a ligeramente alcalinas. (Flannery et al.,
2001).

Por sus caracteristicas las leptospiras son organismos Gram negativos, pero
comparten caracteristicas con las bacterias Gram positivas, son de forma espiral,
finas y con capacidad de motilidad, poseen extremos con formas de ganchos y dos
flagelos periplasmicos; miden de 6 a 20um de longitud y aproximadamente 0.1 um

de ancho.

Taxondmicamente se reconocen dos especies de Leptospira, L. interrogans,
comprendiendo las patégenas, y L. biflexa, comprendiendo las sapréfitas (OMS,
2006). No obstante una nueva clasificacién taxondmica desde una perspectiva
genotipica a traves de estudios de ADN establece L. biflexa, L. meyerii, L. wolbachii

como especies sapréfitas y L. borgpetersenii, L. inadai, L. interrogans, L. kirschneri,
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L. noguchii, L. santarosai y L. weilii como especies patogenas, distribuidas en 24

serogrupos y 237 serovares (Zunino et al., 2007).

En Nicaragua, octubre de 1995 ocurri6 un brote de leptospirosis en Achuapa,
municipio de Ledn. Posteriormente la enfermedad se extendio a los departamentos
de Chinandega, Chontales, Managua y Esteli. Se reportaron 2,500 casos de
leptospirosis y un total de 48 fallecidos. (Solana et al., 2012). Desde entonces la
enfermedad continla comportdndose de forma endémica en la region, por lo que
investigaciones con enfoques holisticos se requieren para el conocimiento integral

de la enfermedad y la toma de decisiones a nivel de salud publica.

Es necesario establecer un diagnéstico diferencial de otras enfermedades de curso
febril como el dengue; la clasificacion a nivel de serovar implicado en la enfermedad
puede ser complicada por las mismas caracteristicas de la bacteria y su
comportamiento epidemiolégico. Actualmente se cuenta con un gran numero de
técnicas para el diagnostico de Leptospira, cuyas muestras pueden ser obtenidas a
partir de suero, orina, LCR, leche; de los fetos: muestras de higado, rifidn,

pulmones, cerebro y glandula adrenal (Dhaliwal, 1996).

El MAT es la prueba estandar para el diagndéstico de leptospirosis. Se emplea para
detectar anticuerpos en sueros de humanos y animales donde el suero reacciona
con antigenos vivos de Leptospira spp. de 10 dias de crecimiento en medio liquido
de EMJH (Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris) con enriquecimiento, y es el
mas utilizado cotidianamente (Ellis, 1994; Heath y Jhonson, 1994; Dhaliwal, 1996).

En los ultimos afios la PCR en tiempo real ha emergido como un método
ampliamente utilizado en investigaciones biolégicas, debido a que puede detectar y

cuantificar pequefias cantidades de acidos nucléicos (Valasek y Repa, 2005).
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Este método combina la quimica de la reaccion en cadena de la polimerasa
tradicional con tecnologia fluorescente para la deteccion de los productos
amplificados (Espy et al., 2006).

Uno de los métodos para la deteccion de acidos nucléicos con el PCR en tiempo
real utiliza el SYBR Green para detectar la acumulacion de cualquier producto de
ADN de doble cadena (Espy et al, 2006). Este es un agente intercalante fluorescente
gue se une a los productos de ADN doble cadena de forma sensible, aumentando
su capacidad de fluorescencia, al cual es captada por un software (Campos, 2009).
Aungque el SYBR Green no es especifico, si presenta diversas ventajas en su

empleo, como su bajo costo y su alta sensibilidad. (Espy et al., 2006).

Leptospira patégena y saprofita son morfolégicamente similares, pero pueden ser
diferenciadas, (Johnson y Harris, 1967) basado en sus caracteristicas moleculares.
Esta clasificacion es el objetivo de este estudio a fin de conocer las caracteristicas
de los aislamientos obtenidos de las muestras de animales domésticos, roedores y

aguas ambientales.
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1.1 ANTECEDENTES

1- Levett llevd a cabo la deteccion de leptospiras patégenas a través de qPCR,
utilizé una secuencia blanco de 423 bp para el segmento de ADN que amplifica al
gen lipL32. Se incluyeron en la prueba 16 serovares representativos de la especie
Leptospira. Se obtuvieron resultados positivos para todos los serovares patégenos
de Leptospira, con excepcion de L. fainei. La especificidad de la prueba fue
determinada usando ADN extraido de 47 cepas de 38 especies diferentes de
bacterias y hongos, de los cuales ninguno resulté positivo. La sensibilidad fue de 3
copias del genoma por reaccién en sangre y aproximadamente 10 equivalentes de
genoma por reaccidn en orina, comparable a un ensayo en tiempo real que utiliza
un gen objetivo 16S rRNA (Levett, 2005).

2- Christian A. Ganoza compar0 la concentracion de leptospiras patdégenas en
aguas rurales y urbanas en la Amazona del Perq, en la ciudad de Iquitos, en el afio
2005. Las muestras de agua fueron analizadas mediante qPCR para la
secuenciacion del segmento 16S del ARN ribosomal. La concentracion de
leptospiras patégenas fue mayor en las fuentes de agua urbana que la rural (103
leptospiras/ml versus 0.5 x 10? leptospiras/ml); el aislamiento de L. interrogans
relacionadas con leptospiras en los seres humanos se asocio significativamente con

la adquisicion urbana (75% de los aislados urbanas) (Ganoza et al., 2006).

3- Campos, en 2009 determiné la prevalencia de Leptospira patdgenas en 72 perros
callejeros, en Chillan, Chile, mediante PCR en tiempo real. Para la amplificacion
utilizé el gen lipL32, presente solo en especies patdégenas. Se determiné una
prevalencia de 59,7% de perros infectados, y lo contrasté con el 39,1% arrojado por
el test de Microaglutinacién (MAT), observando una mayor sensibilidad en la prueba

de gPCR tiempo real (Campos, 2009).
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4- Vital, en mayo 2010 aplic6 un protocolo de diagndstico molecular para la
deteccién de ADN de Leptospira spp. en muestras de agua en una zona peri-urbana
de Petrépolis, Rio de Janeiro. Se utiliz6 una multiplex PCR, cebadores LipL32 y
16SrRNA fueron los seleccionados. 3 de las 100 muestras analizadas fueron
positivas en la multiplex PCR, 2 de las cuales se consideraron Leptospira saprofitas

y una de ellas patogena (Vital et al., 2010).

5- Bolivar, en el 2012, determin6 la prevalencia de la Leptospira interrogans
mediante el diagndstico molecular por PCR, en la poblacién porcina del municipio
de Baranoa-Atlantico, Colombia. Para la amplificacion por PCR utiliz6 una
secuencia de 331-bp para Leptospira interrogans, serovar canicola (16S). De las
337 muestras de orina analizadas, el 34% resulto positiva para L. interrogans
(Bolivar et al., 2012).

6- En Octubre 2011, Barbagelata aisl6 Leptospira borgpetersenii en fuentes de agua
en Argentina, a través de PCR. En la PCR utiliz6 dos juegos de cebadores G1/G2y
B64-1/B64-11 para la deteccion de Leptospira patégena. Sembré 6 muestras de agua
de las vertientes, de los cuales obtuvo 5 aislamientos de Leptospira spp., de los
cuales 2 resultaron positivos a la reaccibn en cadena de la polimerasa,
determinando que se trataba de leptospiras patégenas. Mediante la genotipificacion
por MLVA (Multilocus Variable-Number Tandem-Repeat Analysis), se pudo
observar que uno de los aislamientos patégenos mostré un patrén correspondiente

a la especie Leptospira borgpetersenii (Barbagelata et al., 2013).

7- Rosario, en el afio 2012, caracterizé 8 aislamientos obtenidos de casos clinicos
de leptospirosis a través de meétodos fenotipicos y moleculares en Ledén y
Chinandega, Nicaragua. Ninguno de los aislamientos mostraron crecimiento a bajas
temperaturas (13°C) en medio suplementado con 8-azaguanina (2,25 mg/Ml). El
método molecular dio como resultado la presencia de bandas de amplificacion de

los genes OmpL1 y lipL32 para los ocho aislamientos (Rosario et al., 2012).
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8- Pérez y Salgado, en el 2013, estandarizaron una multiplex PCR para el
diagnéstico de Leptospira saproéfita y patdgena en muestras de animales
domésticos en Nicaragua. De 30 cepas sometidas al ensayo lograron la deteccion
de 15 distribuidas en 12 serogrupos, incluyendo L. pomonay L. icterohaemorrhagia,
ambas patégenas de gran importancia. La sensibilidad mostrada fue de 50% IC gs%
(30.44 — 69.56), mientras que la especificidad fue de 100% IC 95% (95 — 100) (Pérez
y Salgado, 2013).
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1.2 JUSTIFICACION

La leptospirosis al ser una enfermedad zoonatica se vuelve competencia no solo del
area de la salud publica, sino también concerniente al ambito veterinario, que

participan directamente en el control y vigilancia de la enfermedad.

El estudio de la leptospirosis, por su amplia distribucion, sus numerosos portadores,
reservorios inextinguibles, su caracter estacional, sus manifestaciones clinicas
variadas y a veces de dificil diferenciacion de otros procesos semejantes, exige un

estudio holistico de su evolucién y comportamiento.

Como parte de su investigacion se hace indispensable la determinacion de su
presencia en animales y fuentes de agua en estrecho contacto con personas, por
su potencial transmision y posterior desarrollo de la enfermedad. Las personas o
animales pueden enfermar al ingerir agua contaminada a través de las mucosas,
laceradas o no, y a través de la piel macerada o herida, al entrar en contacto con

fuentes de agua contaminadas.

Sin embargo la sola identificacion por aislamientos positivos de Leptospira spp. no
es suficiente, hace falta también corroborar que la bacteria presente sea patdégena
(L. interrogans). Se ha desarrollado la PCR en tiempo real, para la detecciéon e
identificacion de leptospiras saprofitas en muestras medioambientales, como
también leptospiras patégenas en muestras biolégicas como suero, orina y tejido
renal (Levett et al., 2005; Merien et al., 2005); constituye una herramienta rapida y
confiable para el diagndstico temprano de Leptospira spp. aun en muestras con

cantidades bajas de material genético.

El objetivo de esta investigacion fue determinar y clasificar Leptospira patdégena
aisladas de orinas de animales domeésticos, roedores y aguas ambientales en

Nicaragua 2012 mediante PCR tiempo real, y determinar la sensibilidad y
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especificidad del gPCR tiempo real para el diagnostico de Leptospira spp. Los
resultados se presentan como una herramienta en la toma de decisiones para el
control de la enfermedad en futuros brotes epidémicos para su abordaje temprano
y oportuno, dirigido a zonas geograficas concretas al conocer la identidad y
procedencia de las muestras, asi como presentar la gPCR tiempo real como una

herramienta oportuna en la vigilancia de la enfermedad.
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1.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢,Cual es la frecuencia de Leptospira patdgena aisladas de orinas de animales
domésticos, roedores y aguas ambientales en Nicaragua en 2012 mediante qPCR
tiempo real para la deteccion del gen lipL32?
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general:

o Clasificar Leptospira patdégena aisladas de orinas de animales domeésticos,

roedores y aguas ambientales en Nicaragua 2012 mediante PCR tiempo real.
2.2 Objetivos especificos

e Determinar la sensibilidad y especificidad de gPCR tiempo real, para el
diagnéstico de Leptospira patdégena.

e Detectar el gen lipL32 en aislamientos de orina de animales domeésticos,
roedores y aguas ambientales, mediante gPCR en tiempo real.

e Cuantificar el ADN en los aislamientos de orina de animales domésticos,
roedores y aguas ambientales, mediante gPCR en tiempo real.
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3. MARCO TEORICO

La leptospirosis es una importante enfermedad zoondtica de distribucion mundial,
pero cuya prevalencia es mayor en regiones tropicales y subtropicales, causada por
cualquiera de los miembros patdgenos del género Leptospira. Con varias especies
animales actuando como portadoras. Es considerada como un problema emergente
global de la salud publica. (Bharti et al., 2003; OIE, 2008). La leptospirosis esta
agrupada dentro del grupo de las enfermedades febriles hemorragicas, aunque

suele cursar con una amplia variedad de sintomas.

La infeccién en humanos es a través del contacto directo e indirecto con leptospiras
presentes en la orina de animales infectados (Levett, 2001) y la severidad de la
enfermedad dependera del serovar, abarcando desde una infeccion asintoméatica a
una enfermedad fatal, con compromiso de rifién, higado u otros érganos vitales
(Brown y Prescott, 2008).

Las leptospiras son bacterias del género Leptospira spp, junto con los géneros
Leptonema y Turneriella, es miembro de la familia Leptospiraceae. Pertenece al
orden de los Spirochaetales. Por sus determinantes antigénicos, el género
Leptospira esta constituido por dos especies: L. biflexa y L. interrogans (sensu lato).
L. biflexa es una espiroqueta sapréfita de vida libre sin capacidad patogénica
(Céspedes, 2005; Quinn et al., 2002).

Ambas fueron divididas en numerosos serovares, definidos por aglutinaciéon. Sobre
60 y 200 serovares han sido reconocidos para L. biflexa y L. interrogans,
respectivamente. Los serovares que se encontraban relacionados antigénicamente

fueron agrupados como serogrupos (Levett, 2001).

En los ultimos afios la clasificacion molecular ha sido utilizada para dividir el género

Leptospira en varias especies en base a su ADN, clasificacion que entrega valiosa
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informacion taxonomica, pero es independiente de la clasificacion serologica con

que los epidemidlogos y clinicos estan mas relacionados (Bharti et al., 2003).
3.1 Caracteristicas morfoldgicas del género Leptospira

Son bacterias Gram negativas dado que poseen en una membrana citoplasmatica
y otra externa, aunque comparten caracteristicas con las bacterias Gram positivas,
sin embargo no se tifilen adecuadamente a través de los colorantes convencionales,
su observacién en los microscopios es verdaderamente dificil, por lo que
habitualmente se visualizan por medio de la microscopia de campo oscuro. Para
poder demostrar su presencia en tejidos se hace uso de la impregnacion argéntica
y las técnicas de inmunohistoquimicas (Quinn et al., 2002).

Su tamafo usualmente es de 0,25 por 6-25 pum, poseen forma cilindrica y helicoidal,
con dos filamentos axiales insertados en los extremos del cuerpo celular, que actian
como citoesqueleto y le permiten el movimiento. Los dos flagelos de la Leptospira
se extienden desde la membrana citoplasmatica en los extremos de la bacteria, y a
través del espacio periplasmico y son necesarias para la motilidad del
microorganismo (Bharti et al., 2003; Picardeau et al., 2001); estas caracteristicas
morfologicas le entregan a estos microorganismos la capacidad de excavar en el

interior de tejidos (Langston y Heuter, 2003).

Se han descrito tres tipos de movimientos: rotacion alrededor de su eje central,
movimientos progresivos rectos y movimientos circulares (Bharti et al., 2003); segun
Su respiracion son aerobios obligados; se desarrollan a una temperatura de 28 a
30°C. Son catalasa y oxidasa positivo, creciendo en medios simples enriquecidos

con vitaminas, acidos grasos de cadena larga y sales de amonio (Levett, 2001).

Su sobrevivencia depende directamente del medio en el que se encuentra, son
sensibles a la desecacion, los cambios de pH, pH<6 y pH>8 son inhibidores;
temperaturas < 7 - 10°C (44.6 - 50°F) y temperaturas > 34 - 36°C (93 - 96°F) son
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nocivas, también son sensibles a la hipersalinidad, la luz solar directa,
desinfectantes comunes, detergentes y jabén (McDonough, 2001; Zamora y
Riedemann, 1999).

3.2 Mecanismo de Transmision

Los animales pueden aparecer como portadores inaparentes o asintoméaticos y
eliminar las leptospiras en la orina, sirviendo por lo tanto como reservorios
temporales o permanentes y una fuente de infeccidn para otros animales o personas
(Lilenbaum et al., 2009; Adler y de la Pefia 2010). La eliminacion de las leptospiras
se considera intermitente, y cada serovar posee uno 0 mas huéspedes con
diferentes niveles de adaptacién (Subharat et al., 2011; Fornazari et al., 2012;
Hamond et al., 2012).

La bacteria se transmite por contacto directo o indirecto. La transmision directa se
da a través de orina infectada, transmision venérea o transplacentaria, heridas por
mordedura o ingestion de tejidos infectados. La transmision indirecta se da a traves
de la exposicion del animal o persona susceptible al agua, suelo, alimento o camas

contaminadas (Greene et al., 2008).

Existen dos tipos de huéspedes involucrados en la transmision de la enfermedad.
Los huéspedes primarios, constituidos por aquellas especies que no desarrollan una
sintomatologia evidente y que son capaces de eliminar por periodos prolongados la
bacteria, y los huéspedes secundarios, conformados por aquellas especies, que por
el contrario, enferman gravemente y no alcanzan a liberar la bacteria o lo hacen por

un periodo reducido (McDonough, 2001).

En este contexto cabe destacar la importancia que tienen los roedores como fuente
infecciosa, puesto que muestran una marcada resistencia al desarrollo de la

enfermedad y diseminan la leptospiras por meses o afos (Athanazio et al., 2008).

3.3 Clasificacion taxondmica
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El género Leptospira pertenece a la familia Leptospiraceae y al orden
Spirochaetales. Tradicionalmente han sido clasificadas tomando como base a sus
determinantes antigénicos en dos especies, la mayoria de leptospiras patdgenas se
agruparon dentro de la especie L. interrogans sensu lato, las otras se pusieron en
la especie L. biflexa sensu lato que agrupa a las saprofitas principalmente
(Céspedez, 2005).

La unidad taxondmica en Leptospira es el serovar, ambas especies (L. interrogans
y L. biflexa) han sido dividido en numerosos serovares por la prueba de aglutinacion
cruzada (CAAT), muchos serovares dentro de un serogrupo son representados por
una sola cepa de referencia (Faine et al., 1999; Bhatrti et al., 2003). Los serovares
homélogos antigénicamente han sido agrupados en serogrupos. Existe mas de 60
serovares de L. biflexa sensu lato y mas de 240 serovares agrupados en 24

serogrupos dentro de L. interrogans.

Actualmente, la clasificacion del género Leptospira esta basado en la homologia en
su ADN vy esta dividido en 17 especies; definido en 70% de homologia y 5% de
divergencia en el ADN (Faine et al., 1999; Bharti et al., 2003; Brenner et al, 1999);
el avance en la biologia molecular ha permitido también secuenciar su genoma que

consiste en dos cromosomas circulares (Nascimiento et al., 2004; Ren et al., 2003).

Sin embargo, tal clasificacién es utilizada junto con la clasificacion serologica
antigua segun la necesidad, siendo de mayor importancia clinica la clasificacién
antigénica; debido a problemas en la clasificaciébn los nuevos aislamientos de
Leptospira deben caracterizarse por pruebas moleculares y serolégicas (Faine et
al., 1999; Bharti et al., 2003; Levett, 2001).

3.4 Patogénesis

El periodo de incubacion es de 7 a 26 dias, con un promedio de 12 dias. La bacteria

penetra a traves de la piel macerada por el agua, por excoriaciones en la piel o por
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mucosas intactas 0 no, y alcanza rapidamente el torrente sanguineo,
diseminandose a todos los 6rganos, incluso liquido cefalorraquideo (LCR) y humor
acuoso; sus movimientos tipicos y la produccion de hialuranidasa, explican la

penetracion a estos sitios (Lee et al., 2000; Hauk et al., 2005).

La leptospirosis puede tener diferentes manifestaciones, grados o intensidades y
combinaciones de compromiso organico, ya sea como un cuadro febril inespecifico,
como afeccién preferente de uno o mas dérganos involucrados, o como una
enfermedad grave con compromiso multiorganico y alta letalidad, dependiendo
esencialmente de la cepa involucrada y la susceptibilidad del hospedador (Zunino y
Pizarro, 2007).

En la primera semana, las leptospiras se pueden encontrar en sangre y LCR, sin
ocasionar sintomas neuroldgicos. Los 6rganos mas frecuentemente afectados
incluyen al higado, rifién, cerebro y masculos. Dentro de las complicaciones esta la
disfuncion hepatica que se manifiesta por la disminucion de la excrecion de la
bilirrubina como alteracion mas frecuente, disminucion de los niveles de albumina
sérica, incremento de los niveles de inmunoglobulinas y disminucion en la
produccion de los factores dependientes de la vitamina K (Faine et al., 1999; Ren
et al., 2003; Lux et al., 2000).

En animales susceptibles, la lesién de las membranas de los glébulos rojos y de las
células endoteliales, junto con el dafio hepatocelular, desencadena anemia
hemolitica, ictericia, hemoglobinuria, hemorragia, edema, diatesis hemorragica y

potencialmente coagulacion intravascular diseminada (Quinn et al., 2002).

La insuficiencia renal aguda por necrosis tubular aguda, es causada por efecto
directo de las leptospiras sobre el tejido renal, la hipoxia o el depdsito de complejos
antigeno-anticuerpo-complemento en los glomérulos. La afeccién vascular, se debe
a vasculitis grave con dafio endotelial, produciendo lesiébn en los capilares
(Céspedez, 2005).
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La nefritis intersticial es estimulada por una lipoproteina de membrana externa
denominada LipL32, la cual induce una respuesta inflamatoria a través de la
liberacion de sustancias quimiotacticas que indirectamente contribuyen al dafio
tisular (Yang et al., 2002).

3.5 Manifestaciones clinicas

La expresion clinica de la infeccion por Leptospira varia en el ser humano
ampliamente desde procesos asintomaticos, pasando por las formas de evolucion
generalmente benignas, hasta el desarrollo de cuadros graves icterohemorragicos
con colapso vascular y fallo en la funcién hepética y renal, que puede ser de

evolucion fatal (Céspedez, 2005).

Los signos clinicos en la leptospirosis son muy parecidos en todas las especies
animales, salvo por la especie de Leptospira interrogans, serovariedad
icterohaemorrhagiae que produce septicemia grave. Ademas, algunos serotipos

tienen capacidad de producir hemdlisis.

A nivel reproductivo la leptospirosis puede causar abortos o muerte perinatal, pero
debe ser considerada como diagnostico diferencial, estas manifestaciones pueden

ocurrir posterior a una infeccién (André Fontaine, 2006).

Las manifestaciones oculares incluyen extravasacion conjuntival, ictericia en la
esclerotica y uveitis. Esta Ultima puede ser unilateral o bilateral y puede presentarse
semanas, meses y ocasionalmente en afos, posterior a la enfermedad aguda
(Levett, 2001).

En los bovinos son mas susceptibles a contraer la enfermedad los terneros de un
mes 0 menos, se caracteriza por septicemia, fiebre de 40.5 C°, anorexia, petequias
en mucosas, depresion, ictericia, anemia hemolitica con hemoglobinuria, palidez de
las mucosas, disnea, suele ocurrir aborto, baja de la producciéon de la leche y

ocasionalmente mastitis.
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Como consecuencia de la anemia se produce un aumento de la frecuencia cardiaca

y de la intensidad de los ruidos cardiacos.

En la forma subaguda se presentan los mismos sintomas, la fiebre es de 39 a 40
C°, y los signos guardan relacion con la ubre y su nivel de produccion, la cual
disminuye, y el color de la leche se torna amarillento o rojizo. En la forma crénica,
los signos destacados son reabsorcion embrionaria o momificacion, mortinatos y
aborto, que se presenta en el tltimo tercio de la gestacién; ocasionalmente se puede
presentar meningitis leptospirésica, incoordinacion, sialorrea, conjuntivitis y rigidez

muscular.

En porcinos, generalmente se presenta la forma cronica; en ovinos y caprinos no se
conoce mucho la enfermedad debido a su poca frecuencia y la mayor parte de los
animales afectados se encuentran muertos con apariencia septicémica; en equinos,
se presenta la forma subaguda; en perros y gatos se presenta la enfermedad desde
formas subclinicas hasta formas graves; en animales silvestres, la mayoria estan

adaptados y no manifiestan sintomas clinicos (Acha et al., 1978).
3.6 Diagnéstico

Debido a sus caracteristicas protéicas, la leptospirosis mimetiza muchas otras
enfermedades y por ende dificulta el diagndstico clinico. El apoyo de laboratorios
especializados para establecer el diagndstico es por lo tanto indispensable; cabe
resaltar la necesidad de un personal capacitado para el manejo del material

biolégico, por riesgos de contaminacion (Terpstra, 1992).

El diagnostico de la enfermedad se lleva a cabo mediante el aislamiento de la
bacteria y su observacion en microscopia de campo oscuro, la presencia de
anticuerpos antileptospira en el suero de los animales y el diagnéstico molecular a

través de PCR, sea a través de PCR convencional o gPCR tiempo real, (Pérez,
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2013). Sin embargo, existen cada dia nuevos métodos diagnostico serologico y
molecular con resultados mas fiables y rapidos disponibles.

3.6.1 Cultivo

La Leptospira spp. se puede aislar de muestras de sangre y liquido cefalorraquideo
en los primeros 7-10 dias de la enfermedad y en la orina puede ser detectada
durante la segunda y tercera semana de la enfermedad (Bharti, 2003). Una vez
tomada la muestra esta se debe inocular en 10 ml de medio semisdlido que

contenga 5- Fluorouracilo (Pérez y Salgado, 2013).

Las cepas se cultivan en medio liquido Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
(EMJH) (pH 7,8) a 28 °C y se conservan en medio semisdlido Fletcher a una
temperatura entre 28-30 °C. Se mantienen mediante cultivos semanales en el medio
proteico EMJH, bajo condiciones estaticas a 28-30 °C (Adler & de la Pefia, 2010).
Los aislamientos se observan semanalmente a través de microscopia de campo

0SCuro.
3.6.2 Métodos fenotipicos (convencionales)
3.6.2.1 Crecimiento a 13°C

Se inocula 0,1 mL de medio de cultivo, proveniente de un cultivo estéatico de 5-7 dias
en el medio proteico EMJH, a una concentracion ajustada de 7,5 x 10° células/mL
(conteo directo de células en camara de Petroff-Hausser) con las cepas utilizadas
en 10 mL de medio fresco y luego se incuban a una temperatura de 13 °C (Terpstra,
2006). Se verifica el crecimiento a los 7, 14, 21 y 30 dias postinoculacion mediante

la observacion en microscopio de campo oscuro (Rosario et al., 2012).

Las cepas patdgenas para mantener su crecimiento y antigenicidad necesitan

crecer en medios de cultivos adecuados a temperatura de 28-30 °C. Las cepas
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saprofitas aisladas de aguas estancadas y suelo encuentran mas favorable el

crecimiento a estas bajas temperaturas.
3.6.2.2 Prueba de 8-azaguanina

Para la realizacion de esta prueba se prepara una suspension de 8-azaguanina a
una concentracion de 2,25 mg/mL con agua destilada (Terpstra, 2006). Luego se
diluye la suspension con un agitador magnético y se esteriliza el frasco que contiene
la suspension de 8-azaguanina durante 20 min a 121 °C. Se toma 1 mL estéril de
esta suspension y se mezcla de forma mecéanica con 9 mL en medio EMJH fresco
(Rosario et al, 2012).

Las diferencias entre patdgenas y saprofitas es justamente la inhibicion del
crecimiento de las primeras en un medio de cultivo selectivo rico en 8-azaguanina,
pues no tienen la capacidad de incorporar bases de pirimidina exdgenas en sus
acidos nucléicos (Terpstra, 2006; Ristow et al., 2008). En este medio las leptospiras
saprofitas crecen bien, en tanto las patdgenas cesan su crecimiento después de 1-
2 generaciones (Terpstra, 2006; Ristow et al., 2008).

3.6.2.3 Conversidon a formas esféricas

A causa de la alta sensibilidad y conformacion elastica de la membrana
citoplasmatica de las cepas patdgenas de Leptospira, estas adoptan una forma
esférica ante la introduccion de una suspension de NaCl (1M), lo que conduce a que
se observen como pequenias bolitas de forma brillante en el microscopio de campo

oscuro (Terpstra, 2006).
3.6.3 Pruebas seroldgicas

Debido a los altos costos de las pruebas moleculares, las pruebas serologicas son
los procedimientos de laboratorio mas utilizados para la confirmacion del

diagnéstico clinico, para determinar la prevalencia en el rebafio y para realizar los
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estudios epidemiolégicos. Los anticuerpos antileptospira son detectables a los
pocos dias del comienzo de la enfermedad y persisten durante semanas 0 meses
y, en algunos casos, afos. Desafortunadamente, los titulos de anticuerpos puede
gue desciendan hasta niveles indetectables mientras los animales permanecen
infectados cronicamente. Para superar este problema, se necesitan métodos
sensibles que detecten el microorganismo en la orina 0 en el tracto genital de

portadores cronicos (Pérez y Salgado, 2013).

Se ha descrito una amplia variedad de pruebas serolégicas que muestran grados
variables de especificidad de serogrupo y de serotipo. La prueba de la aglutinacion
microscopica (MAT) y el enzimoinmunoensayo (ELISA) contribuyen al diagndstico
veterinario (OIE, 2008).

3.6.3.1 Test de Microaglutinacién

La prueba MAT en la que se emplean antigenos vivos es la prueba serolégica mas
ampliamente utilizada. Constituye la prueba de referencia frente a la que se evallan
todas las otras pruebas serologicas y se utiliza en las comprobaciones para la

importacion/exportacion (OIE, 2008).

Su principio basico consiste en el contraste de sueros de pacientes sospechosos
con los serovares mantenidos en el laboratorio, de existir anticuerpos antileptospira
en los sueros, existird una aglutinaciébn microscopica, observable a través del

microscopio de campo oscuro, basado en una titulacion especifica o punto de corte.

El laboratorio en que se realice el MAT debe contar con cultivos vivos de todos los
serovares, para emplearlos como antigenos, considerandose que su interpretacion
es complicada debido a la alta degradacion, presencia de reaccion cruzada entre
diferentes serogrupos y a reacciones paradojicas (Levett, 2001). EI MAT posee una

alta sensibilidad y especificidad, siendo sus resultados utilizados para identificar el

Chavez Silva A. Pagina 27



Clasificacion molecular de Leptospira patégena aisladas de orinas de animales domésticos,
roedores y aguas ambientales en Nicaragua en 2012 mediante PCR tiempo real.

serovar o serogrupo infectante, pero requiere de la experiencia del operador y la

variacion diagnostica entre laboratorios es elevada (Bhatrti et al., 2003).
3.6.3.2 Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzima - ELISA

El ELISA se utiliza tanto para la deteccion de anticuerpos en la leche como en el
suero, permitiendo, ademas diferenciar entre 1gG e IgM (Alonso et al., 2001). 1
semana después de la infeccion este ensayo es capaz de detecta IgM antileptospira,
antes de que estén presentes los anticuerpos aglutinantes. Los anticuerpos IgG se
detectan a partir de la 2 semanas después de la infeccion, y persisten durante largos
periodos de tiempo (OIE, 2008). Esto proporciona una ventaja ineludible de rapidez

comparado a métodos diagnosticos como el aislamiento.

La deteccion de IgM en suero por ELISA, es mas sensible que el MAT cuando la
primera muestra se toma en la fase aguda de la enfermedad (Winslow, 1997). Los
anticuerpos IgM han sido detectados por ELISA en LCR en 15% de pacientes con
meningitis sin una etiologia probada (Silva et al., 1996). También las IgM se han

detectado en la saliva (da Silva et al., 1992).
3.6.4 Métodos Moleculares

La biologia molecular ha venido a innovar los métodos para el diagnéstico temprano
de la leptospirosis, este se basa en la deteccion directa de secuencias blanco de
ADN de leptospiras en muestras clinicas. Los métodos moleculares, tales como la
hibridacién, PCR (PCR convencional o gPCR tiempo real) y Southern blot que
emplean secuencias especificas del ADN bacteriano, han permitido la identificacién
de especies de Leptospira patdgenas y no patégenas. La PCR aplicada a Leptospira
se ha estudiado con el fin de diferenciar cepas patégenas de saprofitas (Hernandez
et al., 2011). A diferencia de otros métodos, las técnicas moleculares reflejan la

presencia actual del agente en la muestra del animal para fines clinicos.

3.6.4.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa
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La PCR es un método in vitro de sintesis de ADN con el que una secuencia blanco
de éste es amplificado mediante la alineacion de una secuencia nucleotidica o
cebadores, y la posterior incorporacion de nucleotidos complementarios, por parte
de la enzima Taq polimerasa, con lo que se da origen a una nueva hebra de ADN
de la zona a amplificar (Satz y Kornblihtt, 2003; Valasek y Repa, 2005; Wilson y
Walker, 2005; Pérez y Salgado, 2013). Su amplificacion se logra en forma
exponencial a través de repetidos ciclos de diferentes periodos y temperaturas de
incubacion en presencia de una enzima ADN polimerasa termoestable. Asi se
obtienen en cuestion de horas millones de copias de la secuencia deseada del ADN
(Pérez y Salgado, 2013)

De forma resumida el proceso puede explicarse como la realizacion de tres
reacciones sucesivas llevadas a cabo a distintas temperaturas por un tiempo
determinado. Estas reacciones se repiten ciclicamente entre veinte y cuarenta
veces. En el primer paso la extraccion de ADN se calienta hasta lograr la separacion
de las dos cadenas que constituyen el ADN, a esto se le conoce como
desnaturalizacion (Satz et al, 1993). En el segundo paso se da la hibridacion de las
cadenas desnaturalizadas del ADN blanco con los denominados cebadores o
iniciadores, a una temperatura que facilita la union de las bases nitrogenadas
complementarias de ambas clases de ADNs (Rodriguez et al, 2004). Por dltimo se
da la extensién, que generalmente es llevada a cabo a una temperatura intermedia,
en la cual la ADN polimerasa copia el ADN entre las secuencias correspondientes
a los oligonucledtidos iniciadores (Torres et al, 1995). La deteccién se realiza
mediante electroforesis en gel de agarosa y tincion con bromuro de etidio (Costa,
2004).

La PCR es una técnica de altamente especifica, rapida, sensible y versatil para
detectar cantidades infimas de un cierto ADN especifico, posibilitando su facil
identificacion (Rodriguez et al., 2004).
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Para determinar si una cepa es patégena o no se utilizan dos formas de PCR cuya
diferencia estriba fundamentalmente en el cebador que se emplea (Gravekamp et
al., 1993). En este sentido algunos investigadores establecen el uso de un cebador
del 16S o0 23S ARNSs ribosomal y otros utilizan cebadores de genes que se obtienen
a partir de proteinas bien conservadas en las especies de Leptospira patégenas, las
cuales le confieren patogenicidad a este microorganismo (Gravekamp et al., 1993;
Hernandez et al., 2011).

3.6.4.2 Reaccion en cadena de la polimerasa multiple

La PCR multiple son reacciones que consiguen amplificar simultdneamente y en un
anico tubo diferentes secuencias diana, permitiendo la deteccion e identificacion

simultanea de distintos genes de interés (Méndez et al., 2004).
3.6.4.3 PCR en tiempo real

La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica basada en el método de
PCR, desarrollado por Kary Mullis en los afios 80, el cual permitia a los
investigadores amplificar segmentos especificos de ADN millones de veces (Saiki
et al., 1985; Mullis et al., 1987; Mullis et al., 1990). Higuchi y colaboradores lograron
la primera demostracién de PCR en tiempo real al grabar la acumulacién de ADN,
a través del incremento de la fluorescencia del Bromuro de Etidio cuando este se
une a secuencias de acidos nucléicos (Higuchi et al., 1992; Higuchi et al., 1993). La
técnica de PCR en tiempo real naci6 al combinarse la quimica de esta reaccion con

PCR y videografia en tiempo real.

El objetivo fundamental de la PCR en tiempo real es distinguir de forma precisa y
medir &cidos nucléicos especificos en una muestra, incluso si solo hay una pequefia
cantidad de la misma. La PCR en tiempo real amplifica una secuencia blanco
especifica en una muestra, luego monitorea el proceso de amplificacion usando

tecnologia fluorescente. Durante la amplificacion, la rapidez con que la sefial de
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fluorescencia llega al nivel de umbral se correlaciona con la cantidad original de
secuencia blanco presente en la muestra, permitiendo asi la cuantificacion.
Adicionalmente, el producto final puede ser clasificado al someterlo a temperaturas
crecientes para determinar a cual temperatura los productos de doble cadena se
disocian. Este punto de fusion es una caracteristica dependiente del largo de los
amplicones, la cantidad de GC y la secuencia entre los mismo (Valasek & Repa,
2005).

La PCR aprovecha la reaccion de las polimerasas para amplificar secuencias cortas
de oligonucleétidos especificos afiadidos a la reaccion para actuar como cebadores.
La primeray mas utilizada de estas enzimas es la Taq ADN polimerasa (proveniente
de Thermus aquaticus), su amplia utilidad muchas veces se relaciona con su
resistencia a altas temperaturas, lo cual es justificable porque después de cada
ronda del ciclo, la doble cadena resultante debe ser separada en cadenas sencillas

a altas temperaturas en el tubo (95°C) (Valasek & Repa, 2005).

La reaccion luego es enfriada para permitir a los cebadores unirse al templado de
ADN de cadena sencilla y permitir a la enzima ADN polimerasa la elongacién al
afadir nucleotidos individuales de forma complementaria para generar una nueva
cadena doble de ADN. Luego esta doble cadena de ADN debe ser separada otra
vez para el siguiente ciclo. Asi, si la reaccion funciona con perfecta eficacia, habra
el doble de moléculas de ADN doble cadena al final de cada ciclo de PCR. En la
realidad la reaccidon no mantiene una eficiencia perfecta porque los reactivos del
PCR son consumidos después de varios ciclos, con lo cual la reaccion va llegando

a una fase de meseta. (Valasek & Repa, 2005).
SYBR® Green

Son fluorocromos que aumentan notablemente la emision de fluorescencia cuando
se unen a ADN de doble cadena. Este sistema cuenta con la ventaja de que la

optimizacion de las condiciones de la reaccion es facil y ademas, es de un costo
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menor que las sondas especificas. El principal inconveniente que presenta, es su
baja especificidad, debido a que se une de manera indistinta a productos generados
inespecificamente o a dimeros de cebadores, muy frecuentes en la PCR (Costa,
2004).

Para incrementar su especificidad se recomienda seleccionar cuidadosamente los
cebadores y evitar utilizar concentraciones demasiado altas. El manejo de las
temperaturas de alineamiento y el empleo de polimerasas termorresistentes, son de
gran ayuda. A esto se suma el analisis de la curva de disociacion de los productos
amplificados, para determinar el pico de la curva de melting o Tm (Valasek y Repa,
2005).

La Tm es la temperatura en la cual el 50% de la hebra de ADN se encuentra
desnaturalizada (Espy et al., 2006), y es considerada una propiedad dependiente
de la longitud del producto y de su composicion nucleotidica, que permite discriminar
el producto final y ayudar de esta manera a incrementar la especificidad de la

técnica (Valasek y Repa, 2005).

Entre las ventajas de la PCR en tiempo real destaca: su sensibilidad, la rapidez, la
disminucién del riesgo de contaminacién y la posibilidad de rentabilizar al maximo
los equipos, permitiendo un mayor flujo de ensayos. Estos sistemas permiten
cuantificar la concentracion inicial de acidos nucléicos presente en las muestras,

asimismo es posible determinar mutaciones puntuales (Costa, 2004).

En la actualidad se ha desarrollado PCR en tiempo real, para la deteccion e
identificacion de leptospiras saprofitas en muestras medioambientales, como
también leptospiras patdgenas en muestras bioldégicas como suero, orina y tejido
renal (Levett et al. 2005; Merien et al., 2005).

lipL32
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La envoltura celular de las leptospiras es inusual entre las bacterias, compartiendo
caracteristicas tanto de Gram negativas como Gram positivas. La membrana
externa contiene lipopolisacéridos; en este aspecto son similares a las Brachyspira,
pero diferente a Borrelia y Treponema. Parecida a Borrelia la membrana externa de
Leptospira tiene una gran proporcion de lipoproteinas expuestas en la superficie. La

mas abundante de estas lipoproteinas es LipL32. (Murray, 2013)

LipL32 es una proteina de 272 aminoacidos, y es considerada la proteina mas
abundante entre las leptospiras, con un aproximado de 38,000 copias por célula
(Malmstrom et al., 2009). También es un importante inmunogeno en el desarrollo de
la leptospirosis humana. La secuencia y expresion de LipL32 esta altamente
conservada entre especies patogénicas de Leptospira. Estos hechos ponen de
manifiesto que LipL32 puede ser un antigeno importante en la patogénesis,

diagndstico y prevencion de la leptospirosis (Haake et al., 2000).

La utilizacion de LipL32 para fines diagnosticos, comenzoé el afio 2005, cuando un
grupo de investigadores, disefid0 partidores para su deteccion por PCR
convencional, en muestras de sangre, de aquel ensayo se pudo reconocer como
positivas todas las especies patdgenas de Leptospira. Los resultados de las
especies saprofitas y otras bacterias presentes en las muestras, resultaron
negativas (Branger et al, 2005). Ese mismo afio, se sintetizaron cebadores para la
deteccion de LipL32 mediante PCR en tiempo real con SYBR green, en muestras
de suero y orina de pacientes con leptospirosis confirmada mediante serologia, sus
resultados permitieron la deteccion de diferentes especies de leptospiras patdgenas
(Levett et al., 2005).
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4. DISENO METODOLOGICO
4.1 Tipo de estudio: Descriptivo de tipo transversal.
4.2.1 Area de estudio.

Correspondio a las viviendas de pacientes confirmados reactores reportados por el
MINSA (Ministerio de Salud) en zonas urbanas y rurales de los departamentos de
Chinandega, Esteli, Jinotega, Ledn, Managua y Rivas en el 2012.

Las precipitaciones en Nicaragua varian de menos de 800 mm en las zonas mas
secas a 5000 mm y mas en la zona mas humeda. Estas precipitaciones se registran
en cualquier mes del afio, pero la mayor cantidad cae entre mayo y noviembre. En
la region del Pacifico y en gran parte de la region Norte y Central, existen dos
estaciones bien marcadas: la estacion lluviosa que se extiende de mayo a octubre

y la estacion seca de noviembre a abiril.

El clima suele ser muy seco, con poca lluvia, y temperaturas que oscilan entre los
27 °Cy 32 °C en invierno y los 35 °C y 40 °C durante el verano. En la Regién del
Pacifico y en la cuenca de los lagos (Cocibolca y Xolotlan), predominan los dias
muy célidos, caracterizados por temperaturas medias superiores a 34.0 °C. En las
regiones montafiosas mas elevadas, por encima de los 800 msnm, prevalecen los
dias confortables casi todo el afio, debido a la ocurrencia de temperaturas medias
inferiores a 26.0 °C y en algunos puntos menores de 20.0 °C. La temperatura media
del pais es de 25.4 °C.

4.2.2 Poblacion de estudio

Todos los aislamientos realizados en el laboratorio de leptospirosis de la Escuela

de Medicina Veterinaria, UNAN-Ledn, obtenidos a partir de animales domésticos,
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roedores y fuente de aguas de las viviendas con casos positivos a leptospirosis
humana, reportados por el Ministerio de Salud (MINSA) en el afio 2012.

4.2.3 Tamaino de la muestra

Se tomaron las muestras con aislamientos positivos de 25 animales domésticos de
las especies bovinos, caninos y porcinos; 24 crecimientos a partir de roedores y 20

a partir de muestras de agua para un total de 69 muestras.
4.2.4 Seleccion de la muestra

El método por el cual fueron seleccionadas las muestras fue por conveniencia, en
base a los aislamientos encontrados en mejores condiciones de crecimiento, es
decir mayor cantidad de espiroquetas por campo y menor cantidad de organismos

contaminantes en el medio.

4.2.5 Factores de inclusion: Los aislamiento de 7 dias de crecimiento en caldo
EMJH con més de 200 espiroguetas por campo y con poca presencia de organismos

contaminantes.

4.2.6 Tomay envio de las muestras.

Se tomaron orina de animales domésticos incluyendo caninos, porcinos y bovinos
gue habitaban en la casa del caso humano reactor a Leptospira o en radio de 100

m?2

Las muestras de orina fueron recolectadas por puncion directa a la vejiga o por
miccion (natural o estimulada), segun conveniencia; seguidamente se colocaban de
3-5 gotas de orina medio EMJH (Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris)-5 FU

(Fluorouracilo) y mantenidos a temperatura ambiente.
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Los roedores fueron capturados utilizando trampas de Sherman® para captura viva,
colocadas por la tarde y retiradas a la mafiana siguiente por dos dias consecutivos.

Las muestras de aguas ambientales, se tomaron superficialmente y bajo sombra,
posteriormente inoculadas en los tubos con EMJH-5FU, colocando de 3-5 gotas y
transportadas a temperatura ambiente.

4.3 Recoleccion de datos

Se realizé recoleccion de datos de fuentes primarias, cumplimentando una ficha de
recoleccion de datos a través de observacion directa y entrevistas a los habitantes
en el momento de recoleccion de la muestra; los datos incluyeron aspectos
generales y epidemiologicos que podrian mostrar asociacion con la aparicion de

casos de leptospirosis humana.
4.4 Analisis de las muestras

4.4.1 Cepas de Leptospira: En este estudio se emplearon 28 cepas distribuidas en
22 serogrupos de Leptospira, proporcionados por Centro Nacional de Diagndstico y
Referencia (CNDR).

4.4.2 Aislamientos: Las condiciones de crecimiento de los aislamientos fueron de
28-30°C en medio EMJH 5FU para su mantenimiento. Los inoculos fueron
observadas por microscopia de campo oscuro semanalmente hasta observar

crecimiento de espiroquetas o se descartaron a los 13 meses en caso contrario.

En caso de roedores en el laboratorio, se les aplico eutanasia por medio de
cloroformo y se tomaron muestras de rifion, higado y fetos por diseccion en una
campana de bioseguridad. Las muestras se inocularon en medio EMJH 5FU para

Su mantenimiento y procesadas semejante a las muestras de orina y aguas.
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Los aislamientos positivos fueron inoculados en medio Fletcher para su

conservacion y posterior reactivacion.
4.4.3 Extraccion de ADN

Se realizaron extracciones de ADN a partir de crecimientos de espiroquetas con 200
0 mas células por campo, posterior a la reactivacion, para lo que se empleo el kit de
extraccion QlAamp DNA Mini Kit (Quiagen®) siguiendo el procedimiento
recomendado por los fabricantes. Se ensayaron extracciones por calentamiento a
90°C — 100°C por 20 minutos. EI ADN extraido se almacené a -20° C hasta su

amplificacion.
4.4.4 Cebadores:

Se utilizaron los iniciadores descritos por Levett 2005; LipL32-270F (59-
CGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATT-39) LipL32-692R (59
CCAACAGATGCAACGAAAGATCCTTT-39) que amplifican una regién de 423 pb
del gen lipL32 presente Unicamente en las especies patdgenas del género
Leptospira. La temperatura de melting esperada fue de 82.5°C a 83.5 °C.

4.4.5 Condiciones para gPCR en tiempo real con SYBR Green.

Las reacciones fueron realizadas agregando 19 pl de GoTag® qPCR Master Mix,
hot-start de PROMEGA, USA; méas 1 pul de ADN extraido.

La amplificacion se realizé en el termociclador Mini-Opticum®, bajo las siguientes
condiciones de temperaturas; 1. 95.0°C por 7:00 min; 2. 55.0°C por 15 seg; 3.
72.0°C por 15 segq; 4. 79.0°C por 5 seq; Lectura; 5. 94.0°C por 15 seq; 6. Regresar
al paso 2, 44 veces; 7. 94.0°C por 10 seg; 8. Curva de melting; de 65,0°C a 95,0°C,

incrementando 0.5°C cada 5 seg; Lectura; 9. 4,0°C por . Ver grafica 6
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4.4.6 qPCR

a. Control positivo: Se sometieron 27 cepas de referencias, de las especies

patdgenas y de patogenicidad intermedia.

b. Control negativo: Se utilizé la cepa de referencia Patoc I, serovar Patoc,
Serogrupo Semaranga, especie L. biflexa, de la especie de L. biflexa en 10

repeticiones, ademas de agua libre de nucleasas.

c. Muestras: Se utilizaron 69 aislamientos de orina de animales domésticos,

roedores y aguas ambientales.
4.5 Anélisis de datos:

Se calcularon los estadisticos para pruebas diagndsticas simples tales como la
sensibilidad y especificidad, ademas de la estadistica inferencial para proporciones
en una poblacion en los aislamientos a partir de orinas de animales domésticos,
roedores y aguas ambientales. Los analisis fueron realizados en el programa para

analisis epidemioldgicos de datos tabulados EPIDAT 3.1.

Chavez Silva A. Pagina 38



Clasificacion molecular de Leptospira patégena aisladas de orinas de animales domésticos,
roedores y aguas ambientales en Nicaragua en 2012 mediante PCR tiempo real.

5. RESULTADOS.

Para las pruebas de sensibilidad y especificidad se sometieron a gPCR 28
extracciones de ADN del cepario proporcionados por Centro Nacional de
Diagnostico y Referencia (CNDR), 27 correspondientes a especies patdgenas y una
correspondiente a especie saprofita; de éstas 14 resultaron positivas para la
amplificacion del producto de 423 bp del gen lipL32. La cepa Pacto I, serovar Patoc,
Serogrupo Semaranga, especie L. biflexa, no resulté positiva. La sensibilidad
mostrada fue de 51,85% IC 9s% (31,15 — 72,55) en tanto la especificidad obtenida
fue de 100% IC 95% (95 — 100). Ver tabla 1.

La secuencia blanco del gen lipL32 fue amplificada de las leptospiras patégenas
pertenecientes a L. interrogans, L. noguchii, L. weilii, L. borgpetersenii y L. meyeri.
14 de las 28 cepas utilizadas pertenecen L. interrogans, de las cuales 6 resultaron
positivas a qPCR. La prueba fue capaz de amplificar todas las cepas pertenecientes
a las especies L. noguchii y L. weilii incluidas en el ensayo. Se detect6 el serovar
Nicaragua, cepa 1011, perteneciente a la especie L. noguchii. Ver Tabla 1.

De los 69 aislamientos de aguas ambientales, animales domésticos y roedores
sometidos al ensayo, se detectaron 7 (10,1%) IC 9s5% (2.296 — 17.993) con
amplificacion de la secuencia blanco lipL32, especifico de especies patdgenas de

Leptospira. Ver Tabla 2.

De los 24 aislamientos de roedores 2 (8.3%) resultaron positivo, 3 (15%) de los 20
aislamientos de aguas ambientales y 2 (8%) de los 25 aislamientos de animales
domeésticos también resultaron positivos para la amplificacion de la secuencia
blanco lipL32 de 423 bp. Sin embargo, de acuerdo a la prueba de X? no existe una
diferencia significativa entre las frecuencias relativas de los tres tipos de muestras,
X2 =0.730 p=0.69. Ver Tabla 3y Gréafical, 2y 4.
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Se puede observar un rango amplio de Ct obtenido de las amplificaciones de las
cepas de referencia, y los aislamientos a partir de orinas de animales domesticos,
aguas ambientales y roedores correspondiente a 18.96 — 41.09 lo que significa que
existe una heterogeneidad en la cantidad de bacterias tanto de los aislamientos
como de las cepas de referencia. La cantidad de copias correspondientes al rango
mencionado es de 808, 541,613 y 176 respectivamente en 1 ml de medio EMJH. La
cantidad de bacterias, proporcional al nUmero de copias obtenidas por replicacion
estaria relacionada directamente con las caracteristicas de crecimiento

correspondientes para cada serovar. Ver tabla 5.

Las curvas de melting presentadas en las graficas 3 y 5 (Anexos) tanto para los
aislamientos de aguas ambientales, orina de animales domésticos y roedores, como
para las cepas de referencia manifiestan un comportamiento homologo, con
temperaturas que oscilan entre los 82.5°C + 1, ésta coincide con la temperatura de
melting atribuible a lipL32 en ADN de Leptospira interrogans.
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6. DISCUSION

Existen muchos métodos en biologia molecular, con utilidad clinica y epidemiologica
para medir secuencias de acidos nucléicos especificos. Sin embargo, la mayoria de
estos métodos presentan uno o mas de los siguientes inconvenientes, consumen
mucho tiempo, exigen una labor intensa, son insuficientemente sensibles, no —
cuantitativos, requieren el uso de radiactivos o tienen una sustancial probabilidad

de contaminacion cruzada (Reischl et al, 2002).

El diagndstico molecular a través de gPCR ha cobrado mucho interés a nivel
internacional en la rama de la salud, por su capacidad de detectar y cuantificar
pequefias cantidades de secuencias especificas de acidos nucleicos, permitiendo
medir cargas virales y bacterianas, por su rapidez y sensibilidad, asi como por
contemplar una reduccion de riesgos para el personal del laboratorio (Valasek y
Repa, 2005). Su utilidad practica en este estudio se bas6 en la capacidad para
identificar una secuencia del gen lipL32, especifico de especies patdogenas de

leptospiras.

En este estudio se emplearon 28 extracciones del cepario de referencia, de los que
fueron amplificados 14, distribuidas en 12 serogrupos, mostrando una sensibilidad
de 51.85%, diferente de la sensibilidad obtenida por Levett en Atlanta, USA (2005)
quien determind una sensibilidad del 100% al amplificar el ADN de leptospiras
patégenas (Leptospira alexanderi, L. borgpetersenii, L. interrogans, L. kirschneri, L.
noguchii y L. santarosai), no asi de las cepas apatégenas y especies fangicas y
bacterianas diferentes de Leptospira. No obstante la sensibilidad obtenida por Pérez

y Salgado (2013) muestra gran similitud, siendo del 50%.

La baja sensibilidad de la prueba podria traducirse en la no recomendacion del
método como prueba de tamizaje en leptospirosis, puesto que la prueba no fue
capaz de determinar como positivo las 27 extracciones del cepario de referencia

caracterizadas como patdgenas Yy los aislamientos de los animales domésticos y
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roedores, de donde se esperaria aislar Leptospira patdgena, pues no se aisla
Leptospira saproéfita de muestras animales segun Céspedes (2010), obteniéndose
2 amplificaciones de roedores, 2 de animales domésticos y 3 de aguas ambientales
de 69 aislamentos para la secuencia blanco del gen lipL32. Por otro lado la
especificidad encontrada fue del 100%, al no observarse amplificacién de la cepa
Patoc I, de la especie biflexa en 10 repeticiones. Este resultado es consistente con
los obtenidos por Levett (2005) y Campos (2009) en cuyo estudio obtuvo una Tm
de 87°C correspondiente a LipL32 en ADN concentrado de Leptospira interrogans,
la que se encuentra ausente en otras bacterias como Salmonella enteritidis,

Helicobacter pylori, Porfiromona gingivales y Klebsiella pneumoniae.

La baja sensibilidad encontrada en este estudio puede deberse a factores
intrinsecos tales como la presencia de agentes inhibidores de la enzima polimerasa,
por ejemplo, hemoglobina o urea y otros no caracterizado aun; las condiciones de
amplificacion, especialmente la temperatura de hibridacion, que de elevarse
aumenta la especificidad de la reaccion, sin embargo disminuye la sensibilidad, ya
que entorpece la unién del cebador a la cadena molde (Pérez y Salgado, 2013); asi
como debido a errores humanos, desarrollo inapropiado del ensayo, fallo en la
calidad de la extraccion, excesivo calentamiento, el cual puede conducir a la
produccion parcial de ADNs de cadena sencilla, los que servirian como substratos
inespecificos para el annealing, con lo que se disminuiria la sensibilidad de la
amplificacion; y la posibilidad de que las espiroquetas observadas en el microscopio

de campo oscuro, no se correspondan con especies patdogenas de Leptospira.

Los cebadores empleados en el ensayo dirigido para una secuencia especifica del
gen lipL32, gen conservado para especies patdégenas, demostré ser capaz de
amplificar las leptospiras L. interrogans, L. noguchii, L. weilii, L. borgpetersenii y L.
meyeri, correspondientes a Leptospira patdégena, no asi la cepa Patoc I, de la

especie L. biflexa, que es saprofita, resultados semejante a los resultados obtenidos

Chavez Silva A. Pagina 42



Clasificacion molecular de Leptospira patégena aisladas de orinas de animales domésticos,
roedores y aguas ambientales en Nicaragua en 2012 mediante PCR tiempo real.

Levett (2005); sin embargo, la similitud en los resultados no es del todo igual, ya
que Levett (2005) obtuvo la amplificacidén para los demas miembros de las especies
patbgenas de Leptospira a diferencia de este estudio, en el que no se encontro
amplificacion de L. kirschneri y L. santarosai, ambos de las especies de Leptospiras

patégenas y de interés clinico — epidemiologico.

Se demostr6é la capacidad de la prueba de detectar Leptospira patégena en
aislamientos provenientes de orina de animales domeésticos, aguas ambientales y
roedores donde se amplificaron 7 (10,1%) de 69 muestras. En este estudio, el hecho
de que hayan sido amplificados 7 aislamientos de 69 puede explicarse bajo las
mismas premisas de las cepas de referencia expresadas arriba. Estos resultados
pueden contrastarse con los obtenidos por Pérez y Salgado (2013) quienes
amplificaron 3 (25%) de 12 muestras de suero y 5 (38%) de 13 muestras de orina,
tomando en cuenta que los aislamientos fueron mantenidos y los ADN extraidos en

las mismas condiciones.

Fue demostrada la elevada sensibilidad y utilidad préactica de la prueba al ser capaz
de detectar hasta 176 bacterias en 1 ml de muestra, este resultado difiere respecto
a lo encontrado por Campos (2009) quien a través de gPCR tiempo real, empleando
el mismo cebador detectd 885 bacterias de Leptospira en 1 uL de ADN de tejido
renal de perro. Esto le convierte en una herramienta valiosa para la deteccion de
Leptospira en pacientes en fase aguda y en fuentes de agua para consumo humano

y animal.

Chavez Silva A. Pagina 43



Clasificacion molecular de Leptospira patégena aisladas de orinas de animales domésticos,
roedores y aguas ambientales en Nicaragua en 2012 mediante PCR tiempo real.

7. CONCLUSIONES

e Es posible detectar el gen lipL32 conservado para especies patégenas,
mediante qPCR en tiempo real, en muestra de orina de animales domeésticos,

aguas ambientales y roedores.
e La sensibilidad de la prueba fue baja, no obstante la especificidad fue alta.

e Se logro la amplificacion de las especies L. interrogans, L. weilii, L.
borgpetersenii, L. meyeriy L. noguchii incluyendo el serovar Nicaragua, cepa

1011, perteneciente a la especie L. noguchii.

e Los resultados obtenidos por PCR en tiempo real no evidenciaron una

diferencia significativa entre las prevalencias de los tres tipos de muestras.

e La prueba fue capaz de detectar hasta 2 bacterias en 1 pl.
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8. RECOMENDACIONES
e Promover el uso del gPCR tiempo real como herramienta diagndéstica y de

investigacion.

e Implementar pruebas comparativas entre MAT y qPCR tiempor real para

evaluar la concordancia de ambas pruebas.

e Utilizar el MAT y gPCR como pruebas complementarias para conocer
clasificacion serologica y molecular de los serogrupos circulantes en la

region.

e Se recomiendan utilizar las condiciones de optimizacién implementadas en

este estudio para amplificacién del gen lipL32.

e Se recomienda el uso de cebadores para especies patdégenas y saprofitas

para excluir de las amplificaciones espiroquetas diferentes de Leptospira spp.
e Elaborar estudios de clasificacion molecular en aislamientos mas recientes.

e Publicar los resultados de esta investigacion para futuras investigaciones,

sirviendo como parametro en la region para estudios semejantes.

e Divulgar los resultados de la investigacion a las autoridades sanitarias para

dar seguimiento y monitoreo a los focos de leptospirosis.
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Tabla 1. Cepas del CNDR de Leptospira estudiadas y resultado a gPCR

tiempo real.

Cepas de Leptospira estudiadas

Especies Serogrupos Serovares Cepas LipL32g-
(gendmica) PCR
Australis Australis Ballico Positiva
Autumnalis Autumnalis Akiyami A Negativo
Bataviae Bataviae Swart Negativo
Canicola Canicola Hond Utrecht Positiva
[\
Djasiman Djasiman Djasiman Positiva
Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis Negativo
Icterohaemorrhagi RGA Positiva
L. interrogans a
Icterohaemorrhag Copenhageni M20 Negativo
a Copenhageni Wijnberg Negativo
Icterohaemorrhagi Kantorowic Positiva
a
Pomona Pomona Pomona Positiva
Pyrogenes Pyrogenes Salinem Negativo
. Hardjo Hardjoprajitno Negativo
Sejroe Wolffi 3705 Negativo
Australis Nicaragua 1011 Positiva
L.noguchii Louisiana Louisiana LSU 1945 Positiva
Panama Panama Cz 214 Positiva
Celledoni Celledoni Celledoni Positiva
L. weilii Manhao Qingshui L 105 Positiva
Sarmin Sarm111 Sarmin Positiva
Cynopteri Cynopteri 3522 C Negativo
L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V Negativo
Javanica Javanica Veldrat Batavia Positiva
L.borgpetersenii Mini Mini Sari Negativo
Sejroe Sejroe mM84 Negativo
L. meyeri Ranarum Ranarum ICF Positiva
L. santarosai Shermani Shermani 1342 K Negativo
L. biflexa Semaranga Patoc Patoc | Negativo
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Tabla 2. Frecuencia de aislamientos a partir de muestras de orina de animales

domésticos, aguas ambientales y roedores positivos a gqPCR, obtenidos del

muestreo de leptospirosis en el afio 2012.

Frecuencia Porcentaje IC 95%
Negativo 62 89.9 2.296-17.993
Positivo 7 10.1 2.296-17.993
Total 69 100 2.296-17.993

Tabla 3. Identidad de aislamientos positivos a qPCR, valor de Cty temperatura

de melting.
Cdédigo Especie Aislamiento | Resultado gPCR Ct mt

825°C+1
Lep-636-12 | Roedor Positivo Positivo 37.05

825°C+1
Lep-639-12 | Roedor Positivo Positivo 18.96

825°C+1
Lep-549-12 | Agua Positivo Positivo 35.65

825°C+1
Lep-618-12 | Agua Positivo Positivo 38.78

825°C+1
Lep-631-12 | Agua Positivo Positivo 34.63

82.5°C+1
Lep 522-12 | Doméstico (Bovino) |  Positivo Positivo 34.06

82.5°C+1
Lep 523-12 | Doméstico (Bovino) Positivo Positivo 41.09
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Tabla 4. Cepario de referencia de Holanda

Id | Especies (genémica) Serogrupo Serovar Cepa

1 L. interrogans Australis Australis Ballico

2 L.noguchii Australis Nicaragua 1011

3 L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami A

5 L. interrogans Bataviae Bataviae Swart

6 L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht IV

7 L. weilii Celledoni Celledoni Celledoni

8 L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522 C

9 L. interrogans Djasiman Djasiman Djasiman

10 L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V

11 L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis

12 L. interrogans Icterohaemorrhagia | Icterohaemorrhagia RGA

13 L. interrogans Icterohaemorrhagia Copenhageni M20

14 L. interrogans Icterohaemorrhagia Copenhageni Wijnberg

15 L. interrogans Icterohaemorrhagia | Icterohaemorrhagia Kantorowic

16 L. borgpetersenii Javanica Javanica Veldrat Batavia

17 L. noguchii Louisiana Louisiana LSU 1945

18 L. weilii Manhao Qingshui L 105

19 L.borgpetersenii Mini Mini Sari

20 L. noguchii Panama Panama Cz 214

21 L. interrogans Pomona Pomona Pomona

22 L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem

23 L. meyeri Ranarum Ranarum ICF

24 L. weilii Sarmin Sarm111 Sarmin
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25 L.borgpetersenii Sejroe Sejroe M84

26 L. interrogans Sejroe Hardjo Hardjoprajitno

27 L. interrogans Sejroe Wolffi 3705

28 L. biflexa Semaranga Patoc Patoc 1

29 L. santarosai Shermani Shermani 1342 K
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Tabla 5. NUmero de copias de Leptospira patdégena presente en cada ml de

medio EMJH.
Ct
muest | Ctde Ade |Copiasenl |plde Copias en
Especie Cédigo ra corte Ct ul elusion | 1600 pl Copias/ml
Roedor Lep-636-12 | 37.05 42 4.95 30.91| 150 4636.49 2897
Roedor Lep-639-12 | 18.96 42 23.04 | 8,624,443.87 150 1,293,666,581 | 808,541,613
Agua Lep-549-12 | 35.65 42 6.35 81.57 150 12,235.78 7,647
Agua Lep-618-12 | 38.78 42 3.22 9.32 150 1,397.68 873
Agua Lep-631-12 | 34.63 42 7.37 165.42 150 24,813.17 15,508
Domeéstico
(Bovino) Lep 522-12 | 34.06 42 7.94 245.57 150 36,835.74 23,022
Doméstico
(Bovino) | Lep 523-12 | 41.09 42 0.91 1.88| 150 281.85 176
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Grafica 1.
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Grafica 2. Curvas de amplificacion de lipL32 para Leptospira patégenas
obtenidas en el termociclador Mini-Opticum® a partir de cepas de referencia
y aislamientos de muestras de orina de animales domésticos, aguas
ambientales y roedores. 48 reacciones.
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Gréfica 3. Curvadedisociacion (curvade melting) especifica parael gen lipL32
conservado en especies patdégenas de Leptospira obtenidas en el
termociclador Mini-Opticum® a partir de cepas de referencia y aislamientos
de muestras de orina de animales domésticos, aguas ambientales y roedores.
48 reacciones.
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Gréfica 4. Curvas de amplificacion de lipL32 para Leptospiras patdégenas
obtenidas en el termociclador Mini-Opticum® a partir de cepas de referencia
y aislamientos de muestras de orina de animales domésticos, aguas
ambientales y roedores. 48 reacciones.
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Grafica 5. Curvade disociacion (curvade melting) especifica para el gen lipL32
conservado en especies patdégenas de Leptospira obtenidas en el
termociclador Mini-Opticum® a partir de cepas de referencia y aislamientos
de muestras de orina de animales domésticos, aguas ambientales y roedores.
48 reacciones.
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Gréfica 6. Protocolo de gPCR tiempo real. Termociclador Mini-Opticum®.
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Gréafica 7. Representacion Gréfica del aliniamiento del iniciador para el gen

lipL32 segun realizado en el programa bioinforméatico BLAST®, y los numero
de acceso a las secuencias en el Gen Bank.

Input PCR template K1152438.2 Leptospira santarosai strain UW LipL32 (lipL32) gene, partial cds
Range 1-797
Specificity of primers primer specificity was not determined as specificity checking option was not selected.
Other reports L3

©graphical view of primer pairs

£ KJ152438.2: 1.797 (797bp)» | Find:| B| G| - [l + @™

= AToos~ | £k Configure & 7 -

» » >
Primer pairs for Job RVEnNZ4_NxsIEQwlbQs-W3YmDEplCREP

Priner 1 D" —
|3]84|0]=| Primer1

Forward: 268..292 length 25 Tm 61.70 GC
44.00% Seq
CGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATT

Reverse: 665..690 length 26 Tm 62.44 GC
42.31% Seq

\TGCAACGAAAGATCCTTT
PCR product length: 423

Links & Tools
(S Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'->3') Template strand  Length Start Stop Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATT Plus 25 268 292 6170 44.00 4.00 1.00
Reverse primer CCAACAGATGCAACGAAAGATCCTTT Minus. 26 690 665 6244 4231 6.00 6.00

Product length 423
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