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II.LRESUMEN

En Nicaragua la leptospirosis se considera una enfermedad endemoepidémica,
siendo los departamentos de Ledn y Chinandega areas criticas y Jinotega un area
endémica a la presentacion de brotes. El objetivo de esta investigacion es detectar
leptospiras patégenas en muestras ambientales de los departamentos de Jinotega,
Leén y Chinandega, 2017-2018. Para ello, se recolectaron 120 muestras
ambientales (78 de agua y 42 de tierra) en viviendas con casos de leptospirosis
humana reportados por el Ministerio de Salud (MINSA) y en rios cercanos a los
focos que funcionan como recreativos; las cuales fueron aisladas en medio de
cultivo liquido Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) suplementado con
5-fluororacilo a una temperatura de 28-30°C y revisadas semanalmente en
microscopio de campo oscuro. Las muestras positivas al aislamiento se sometieron
a la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa o PCR con los cebadores Lfb1,
flaB, LipL32 y LipL41, especificos para leptospiras patégenas. Del total de muestras
un 60.83% (73/120) resultd positivo al aislamiento, encontrando una mayor
frecuencia en las de agua con un 67.9% (53/78) y en las originarias del
departamento de Ledn con un 70.3% (26/37). Los resultados de la PCR, revelaron
la presencia de leptospiras patdgenas en muestras de los departamentos de Ledn
y Chinandega, con un total de 6 (4 de agua y 2 de tierra), 2 de ellas pertenecen al
rio Telica, del departamento de Ledn. Estas muestras amplificaron con los
cebadores dirigidos al gen flaB (793 pb) y Lfb1 (331 pb) especificos para Leptospira
patdgena. Este estudio logro identificar leptospiras patdgenas en muestras tanto de
agua como de tierra, lo que confirma que el ambiente representa un riesgo potencial
para la salud publica en lugares endémicos y la importancia de su estudio para
comprender su comportamiento y aplicar medidas de prevencion y control mas

efectivas.
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IV. ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

CEVEDI: Centro Veterinario de Diagndstico e Investigacion
EMJH: Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris

flaB: Proteina flagelar B

kDa: kilodalton

Lig: del inglés leptospiral immunoglobulin-like proteins
LipL: del inglés leptospiral outer membrane lipoprotein
MINSA: Ministerio de salud

OIE: Organizacién Mundial de Sanidad Animal

Ompl1: del inglés leptospiral outer membrane porin

OMPs: Proteinas de membrana externa, del inglés Outer Membrane Proteins
pb: pares de bases

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

pH: potencial de hidrogeniones

spp: Especie
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V. GLOSARIO

Alcalino: Sustancia base que se caracteriza por un pH igual o mayor a 7.

Anticuerpo: proteinas producidas por organismos animales que detectan y

reaccionan ante la presencia de sustancias extrafias y perjudiciales.

Antigeno: Sustancia que el cuerpo considera extrafia y que estimula una respuesta

inmune ante ella. Puede ser ajena o propia del organismo.

Catalasa: Enzima que se encarga de proteger a las células del efecto téxico del

peroxido de hidrégeno, catalizando su descomposicion en oxigeno y agua.

Cebadores: Secuencia corta de ADN, conocidos como oligolucleétidos (5-20
nucleodtidos), que se utilizan en la PCR para hibridar con el ADN de la muestra y

definir la seccidon de este que sera amplificada.

Desnaturalizacion: Separacion de la doble hélice del ADN que ocurre por la
exposicion a temperaturas altas provocando que los puentes de hidrogeno que las

unen se rompan.

Electroforesis: Técnica de laboratorio que consiste en la separacion de moléculas
segun su movilidad en un campo eléctrico, a través de una superficie hidratada con
una base solida. La separacion se efectuara de acuerdo al ‘peso y carga eléctrica

de cada molécula.

Elongacién: Fase de la replicacion de ADN en la que ocurre la adicién de los

nucledtidos a través de la ADN polimerasa para la formacion de una nueva cadena.

Epidemia: Enfermedad que afecta de manera simultdnea a un gran nimero de

personas y animales de una regidn durante el mismo periodo de tiempo.

Espiroquetas: Bacterias moviles, de cuerpo fino y alargado en forma helicoidal,
poseen flagelos que les permiten realizar movimientos giratorios y son causantes

de enfermedades como leptospirosis, sifilis y la enfermedad de Lyme.
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Fletcher: Medio semisdlido utilizado para el cultivo de leptospiras, enriquecido con
extracto de carne de vaca y suero de conejo que proporciona aminoacidos
esenciales, carbono y compuestos nitrogenados que favorecen el crecimiento

bacteriano.

Hialuronidasa: Enzima que se encuentra en algunas bacterias patdgenas,
encargadas de degradar el acido hialuréonico de la matriz extracelular lesionando asi

la estructura de los tejidos del hospedero.

Huésped: Organismo que porta en su interior a otro, el cual establece una relacién

de parasitismo.

Incidencia: Cantidad de casos nuevos de una enfermedad en un lugar

determinado.

Inmunégeno: Sustancia con la capacidad de inducir una respuesta inmune
especifica en un organismo, los inmunégenos mas potentes son proteinas y

polisacaridos.

Korthof: Medio de cultivo liquido enriquecido con suero de conejo para el

crecimiento y mantenimiento especifico de leptospiras.

Leptospirosis: Enfermedad infecciosa producida por la bacteria Leptospira, es
transmitida de los animales al ser humano o por el contacto con agua y tierra

contaminadas con orina de animales infectados.

Necrosis: Muerte de un grupo de células o de un tejido a causa de una lesién

provocada por un agente nocivo.

Patégeno: Agente bioldgico externo que produce enfermedad o dafio en su

huésped, que puede ser animal, humano o vegetal.

Peptona: Polipéptidos resultantes de la degradacidn enzimatica de proteinas en
sustancias que las contienen en abundancia como la carne y la sangre. En cultivos
de bacterias, son la principal fuente de nitrogeno ademas de contener aminoacidos

libres y cadenas cortas de péptidos.
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Porina: Proteinas de la membrana externa de las bacterias Gram negativas, que

regulan la entrada y salida de sustancias y las resguardan en ambientes hostiles.

Reservorios: Organismo en el que se mantiene una bacteria o virus patégeno
donde se multiplica y se preserva por largos periodos de tiempo, sin causar algun

tipo de patologia mientras encuentra su huésped.

Sapréfito: Organismo que se alimenta de residuos de vegetales o animales en

estado de descomposicion.

Serodiagnéstico: Diagnodstico de enfermedades infecciosas a través de la
formacion de reacciones inmunolégicas provocadas en el suero sanguineo frente a

la presencia del agente infectante.

Serovar: Clasificacion de los microorganismos de acuerdo al patron antigénico que

presentan en su superficie celular.

Tropismo: Tropismo tisular se le conoce a la afinidad que tienen las bacterias y

virus por ciertos tipos de tejidos del huésped.

Zoonosis: Enfermedad propia de los animales que puede ser transmitida a los

humanos por contacto directo o indirecto con un animal enfermo.

[
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1. INTRODUCCION

La leptospirosis es una zoonosis que afecta de manera significativa la salud publica
a nivel mundial, el niumero de casos en los ultimos anos ha incrementado,
contabilizandose alrededor de mas de 500, 000 cada afio (1). Suele ser endémica
en regiones con climas tropicales y subtropicales debido a su alta humedad (2). La
variaciéon climatica, el medio rural y la ocupacion laboral se consideran factores de

riesgos importantes (3,4).

Esta enfermedad esta catalogada como un riesgo ocupacional para veterinarios,
limpiadores de alcantarillados, mineros, faenadores de animales y soldados sin
embargo se ha identificado que las actividades acuaticas recreacionales también

representan un factor de riesgo por inmersioén en aguas contaminadas (5).

La Leptospira interrogans utiliza como reservorio especies de mamiferos salvajes y
domésticos como canidos, suidos, bovinos y murciélagos, pero el mas comun es la
rata (Rattus) (6,7). La presencia de portadores asintomaticos o con enfermedad
renal crénica conservan el mantenimiento de la bacteria en el ambiente, al eliminarla
por la orina debido a esto la infeccion puede adquirirse a través del contacto directo
o indirecto con orina infectada de animales, suelos, agua o alimentos contaminados
(8-10).

Nicaragua ha presentado brotes de leptospirosis desde 1995; del 2007 al 2011 se
registraron 568 alertas de leptospirosis en el mundo de las cuales 53 estaban
ubicadas en Nicaragua (11,12). La incidencia anual de esta enfermedad en el pais
es de 23.3 por millén, aunque solo se confirman algunos casos debido a la vigilancia

limitada y el mal diagnéstico (13).

Los eventos climatologicos severos como inundaciones y huracanes que han
ocurrido en Nicaragua en las ultimas décadas estan significativamente relacionadas
con la presentacion de casos clinicos en humanos, especialmente en los
departamentos de Ledn y Chinandega (14), siendo una causa comun pero no

reconocida como enfermedad febril aguda en el pais (12).
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La identificacion de fuentes de infeccion en el ambiente es importante para la toma
de medidas prevencion y control que ayudaria a evitar la aparicion de nuevos casos
en animales y humanos por dicha razon, el objetivo de este estudio es detectar
leptospiras patégenas en muestras ambientales de los departamentos de Jinotega,
Ledn y Chinandega, que puedan contribuir a que la poblacion de esta regidn se

encuentre en una constante exposicion al patégeno.

[
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1.1 ANTECEDENTES

En Brasil en el afio 2010 se detecté la presencia de Leptospira, mediante la
aplicaciéon de la PCR multiplex amplificando los genes LipL32 y 16SrRNA en
muestras de aguas ambientales de una zona periurbana en Petropolis, Rio de
Janeiro. De las 100 muestras analizadas resultaron positivas 3, considerandose 2

saprofitas y 1 patégena (15).

En 2013, Francois et al., identificaron la presencia de leptospiras patégenas en
fuentes de agua de la cuidad de Casilda, Santa Fe en Argentina. Se aislaron 6
muestras tomadas de fuentes que vierten al canal de la cuidad (todas con un pH
mayor a 7,5), resultando 5 positivas y 2 de ellas a través de la PCR se identificaron

como patogenas (16).

Romero-Vivas et al., realizaron la caracterizacion de serovariedades de Leptospira
aisladas en muestras de animales y agua en Colombia en el afio 2013. Encontrando
que los aislamientos caracterizados genéticamente de cerdos se relacionaron con
Leptospira Interrogans de serovariedad Pomona (coeficiente de 84% y 95%), el
aislamiento de rata con la serovariedad Icterohaemorrhagiae o Copenhageni
(coeficiente de Dice de: 100%); en cambio, los aislamientos de perro y agua no
tuvieron relacion con ninguna de las 200 cepas de referencia con las que se
compard, siendo las mas cercanas Leptospira noguchii de serovariedades

Nicaragua (coeficiente de Dice: 63 %) y Orleans (coeficiente de Dice: 60%) (17).

En Malasia, Benacer et al., lograron identificar leptospiras saprofitas y patégenas en
aguas y suelos de sitios urbanos. Se recolectaron 151 muestras ambientales
procedentes de 12 lagos recreacionales y fango de los mercados. El 23.1% de las
muestras de agua y el 23.3% de las muestras de suelo resultaron positivas al
aislamiento; en cambio la PCR indicé que de los 8 aislamientos considerados puros

solamente 2 se confirmaron como patégenos, 5 saprofitos y 1 intermedio (18).

Un estudio en Cérdoba, Colombia, Calderdn y colaboradores aislaron Leptospira

interrogans en animales domésticos, roedores y fuentes de agua y determinaron la

Escobar Zeledon K 10



Deteccion de leptospiras patégenas en muestras ambientales de los departamentos de Jinotega,
Ledn y Chinandega, 2017-2018

seroprevalencia en humanos y animales en 2014. El cultivo se realizé en EMJH,
confirmandose la presencia del patégeno a través de la amplificaciéon de PCR del
gen lipL32; y se utilizé la prueba de microaglutinacion para detectar anticuerpos de
13 serogrupos. La seroprevalencia encontrada fue del 55.9% en cerdos, del 35.2%
en perros y del 75.8% en humanos. Ademas se aislaron 7 cepas de Leptospira

interrogans, 3 de cerdos, 2 de perros y 2 de agua (19).

Mason et al., estudiaron la diversidad y distribucion de especies de leptospiras en
aguas peridomésticas en la regién de Los Rios, Chile, durante octubre del 2010 y
abril del 2012. Se recolectaron muestras de agua del entorno peridoméstico de 422
hogares en doce comunidades de tres tipos: granjas, pueblos rurales y barrios
marginales urbanos, luego de la identificacion de muestras positivas a leptospiras
patdgenas a través de la PCR, se amplific6 y secuenciéo su region secY. Se
encontraron 153 (18.8%) muestras positivas a la PCR, de las cuales a 104 se les
realizd el analisis filogenético, encontrando L. interrogans, L. kirschneri, y L. weilii,

todas estas especies fueron encontradas en cada tipo de comunidad (20).

En Nicaragua, Flores y colaboradores evaluaron el comportamiento de Leptospira
spp., en animales domeésticos, roedores y aguas cercanos a los casos de
leptospirosis humana durante 2007-2015. Mediante la MAT, se identificaron los
departamentos de Chinandega, Ledn, Managua y Masaya con los porcentajes mas
altos de animales positivos; y se determind la presencia de Leptospira en un 10.9%

de las muestras de agua (21).

Chavez et al., detectaron Leptospira spp. en animales y muestras ambientales de
areas peridomeésticas en Nicaragua entre 2014 y 2016. Lograron aislar espiroquetas
en un 32.6% (101/310), encontrando diferencias significativas entre los
departamentos para los diferentes tipos de muestras y en las muestras ambientales
una frecuencia mas alta en agua que en tierra. Un 10.2% (9/88) de los aislamientos

positivos fueron identificados como leptospiras patdégenas a través de la PCR (22).
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1.2 JUSTIFICACION

La leptospirosis es una enfermedad endémica de Nicaragua desde 1995 (23) y
hasta la actualidad han ocurrido grandes brotes que han afectado de manera
importante la salud publica de la poblacion y han provocado grandes pérdidas

econdmicas a nivel pecuario.

La variacion climatica constante unido a las condiciones medioambientales que
caracteriza el pais han favorecido la frecuencia de casos de esta enfermedad tanto
en animales como en humanos. Ademas, la variabilidad de su sintomatologia y las
escasas condiciones para realizar las pruebas de referencia dificultan un buen

diagnostico.

Las investigaciones sobre el comportamiento de la Leptospira spp. en Nicaragua
son esenciales para realizar programas de prevencion y vigilancia que puedan
contribuir a la disminucion de numero de casos y al resguardo de la salud publica y

sanidad animal.

En ambientes con mucha humedad y un pH ligeramente alcalino las leptospiras
pueden sobrevivir durante un tiempo considerable al ser eliminadas por la orina de
un animal infectado convirtiendo los suelos y las aguas en fuentes de infeccién, por

ello la leptospirosis se encuentra muy asociada a actividades acuaticas recreativas.

La identificacion de fuentes de infeccion ambientales es esencial para evitar la
exposicion de animales y humanos susceptibles a la Leptospira, con la

implementacion de medidas sanitarias adecuadas.

Por lo tanto este estudio se realiz6 con el objetivo de detectar leptospiras patégenas
en muestras ambientales de los departamentos de Jinotega, Ledn y Chinandega;
ya que estos dos ultimos departamentos han presentado el mayor numero de casos

y Jinotega se considera un area endémica (23).
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1.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Se encuentran leptospiras patégenas en muestras ambientales de los

departamentos de Jinotega, Ledn y Chinandega, 2017-20187?

[
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

v' Detectar leptospiras patdgenas en muestras ambientales de los

departamentos de Jinotega, Le6n y Chinandega, 2017-2018.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar Leptospira spp. en muestras de agua y tierra de los departamentos de
Jinotega, Ledén y Chinandega.

2. lIdentificar Leptospira interrogans a través de pruebas moleculares en
aislamientos positivos de las muestras tomadas de los departamentos de

Jinotega, Ledén y Chinandega.

[
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3. MARCO TEORICO

3.1 Leptospirosis

La leptospirosis es una zoonosis con potencial epidémico y distribucion mundial,
suele ser endémica en paises de climas tropicales y humedos subtropicales. Se
asocia con las condiciones ambientales, actividades agricolas, ganaderas, mineras

y de trabajo en canerias (1,2).

Afecta a humanos y animales, siendo el hombre un hospedero accidental que
adquiere la infeccion mediante contacto directo de la piel y membranas mucosas
con orina, sangre o tejidos de animales contaminados. Indirectamente, puede ser,
a través del contacto con agua o suelo humedo, contaminado por orina de animales
infectados (24).

3.2 Etiologia

El género Leptospira (del griego lepto = fino y del latin espira = espiral) pertenece a
la familia Leptospiraceae y al orden Spirochaetales, que se han diversificado
tempranamente en la evolucién de las bacterias (25). Posee una variedad genética
y serologica considerable ya que consta de 21 especies gendmicas, que se han
dividido en el grupo infeccioso, el que comprende 9 especies patdégenas y 5
patdgenas intermedias y el grupo no infeccioso que incluye 6 especies saprofitas y

una adicional que la componen serovares patdgenos y saprofitos (26,27).

El serovar es la unidad taxondmica basica de las leptospiras que se basa en las
diferencias antigénicas, aquellos relacionados antigénicamente se clasifican en un
mismo serogrupo. Se han identificado mas de 260 serovares patégenos agrupados

en 24 serogrupos y 60 serovares saprofitos (5,28).

Las leptospiras tienen forma helicoidal y una apariencia de gancho en uno o en
ambos extremos; su longitud aproximada es de 6 a 20 ym con un diametro de 100
milimicras. Sus dos filamentos axiales que se encuentran en el espacio

periplasmico, estan constituidos por dos proteinas conocidas como flaAy flaB , y le
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confieren un movimiento giratorio que juega un papel importante en su
patogenicidad (29,30).

Para la obtencion de energia las leptospiras utilizan acidos grasos de cadena larga,
que son metabolizados por B-oxidacién y sales de amonio como principal fuente de
nitrogeno; a esto se debe su crecimiento tardio que puede alargarse hasta un

periodo de cuatro semanas en medios artificiales enriquecidos (31).

Los medios de cultivo artificiales para leptospiras, estan constituidos a base de
suero de conejo diluido, agar, peptona, caldos simples y sales; su pH debe oscilar
entre 7.2-7.6; para el aislamiento deben mantenerse a una temperatura entre 28-
30°C, optima para el crecimiento y la multiplicacion de la bacteria. Para evitar
contaminacion y hacer el medio mas selectivo suelen agregarse antibiéticos o
intercalantes como el 5-fluorouracil y sulfato de neomicina. Entre los mas empleados
se encuentran: el medio liquido de cultivo Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
(EMJH), Fletcher y Korthoff (25,31).

Son bacterias aerobias obligadas, catalasa y oxidasa positivas. Los colorantes a
base de anilina no las tifien sin embargo, técnicas de coloracion como giemsa y

tincion de plata suelen funcionar (25,32).

Ya que son pequefias y delgadas, no son visibles al microscopio de luz
convencional, por ello requieren microscopia de campo oscuro para su observacion.
Son muy sensibles a condiciones adversas como la desecacion, cambios bruscos
de pH y temperatura, debido a esto, su aislamiento requiere condiciones especiales

para garantizar un crecimiento satisfactorio (31).

3.3 Proteinas de Membrana Externa OMPs

La estructura de doble membrana de la Leptospira spp. al igual que otras
espiroquetas, esta compuesta por la membrana citoplasmatica y la pared celular del
peptidoglicano, ambas asociadas y recubiertas por una membrana externa, la cual
sirve como barrera de permeabilidad, protegiéndola de condiciones ambientales
adversas (29,33).
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En la membrana externa se encuentran tres tipos de proteinas (por sus siglas en
inglés Outer Membrane Proteins, OMPs): transmembranales, lipoproteinas vy
proteinas periféricas de la membrana (34). Su importancia en el desarrollo de la
enfermedad es debido a que funcionan como adhesinas, porinas, receptores para

proteinas solubles y proteinas del complemento (35-38).

Las OMPs son altamente inmundégenas debido a que estan localizadas en la
superficie celular donde interactuan los patéogenos bacterianos con el huésped.
Ademas, son objetivos de anticuerpos bactericidas y pueden provocar anticuerpos
protectores contra la enfermedad. Por esta razén, el estudio de estas proteinas es
de suma importancia para el desarrollo de nuevas técnicas de serodiagnostico y

para la produccion de vacunas (39).

Proteinas como Ompl1 (leptospiral outer membrane porin), LipL (leptospiral outer
membrane lipoprotein) como LipL21, LipL36, LipL34, LipL41, LipL32 y proteinas Lig
(leptospiral immunoglobulin-like proteins) poseen diferentes grados de expresion en
la superficie de la bacteria y se encuentran relacionadas con especies patégenas

incluyendo la proteina flagelar B (flaB) ubicada en el espacio periplasmico (40,41).

3.3.1 OmplL1

Fue la primera proteina transmembrana descrita en especies patdgenas de
Leptospira. OmpL1 es una porina de superficie, de 31 kDa que se encuentra en
pequenas cantidades, su estructura contiene diez segmentos transmembranales 3
y canales de porina en la bicapa lipidica, que permiten la difusion de solutos

hidrofilicos a través de la membrana externa hacia el periplasma (34,42).

Los diferentes genes que controlan la expresion de esta proteina son omplL1/1,
ompL1/2, ompL1/3, cuyas diferencias no afectan su capacidad inmundgena. El gen
ompL1 consta de 960 bases que codifican la proteina compuesta por 320

aminoacidos (43,44).

La OmpL1 se encuentra en todas las cepas patdgenas de Leptospira y esta ausente
en las cepas saprofitas lo que la convierte en una candidata para la produccién de

inmundégenos (43).
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3.3.2 LipL32

Es una lipoproteina con gran capacidad inmunogénica ya que se encuentra de
forma abundante en la superficie de la membrana externa, posee una masa

molecular de 26,7 kDa y una movilidad electroforética de 32 kDa (45,46).

Se ha logrado demostrar que la LipL32 es el antigeno dominante durante la
respuesta inmune humoral a leptospirosis en humanos, mostrando la mayor
sensibilidad y especificidad en pacientes con la enfermedad en fase aguda o

convaleciente (47,48).

El gen que codifica esta proteina fue detectada en seis cepas de Leptospira,
incluyendo cinco de Leptospira Interrogans y una de Leptospira borgpetersenii, lo
cual indica que la LipL32 recombinante es un candidato 6ptimo como antigeno

molecular para el diagnostico sérico (47,49).

3.3.2 Lig (Proteinas leptospirales similar a las inmunoglobulinas)

Las proteinas similares a las inmunoglobulinas o Lig (LigA, LigB y LigC), actuan
como moléculas de adhesion y solo se expresan in vivo. LigA es una proteina
altamente inmunogénica y se expresa en la infeccién por Leptospira en equinos. Se
considera como blanco para la produccion de vacunas y como base para el
desarrollo de nuevas técnicas de diagndéstico para identificar animales vacunados y

animales infectados (50).

3.4 Epidemiologia

La leptospirosis es una zoonosis de distribucion mundial, considerada una
enfermedad emergente y de caracter estacional. Es endémica en poblaciones
urbanas y rurales con climas tropicales y subtropicales, donde la cantidad de brotes
epidémicos aumenta durante las temporadas de lluvias fuertes e inundaciones; por

lo que esta asociada con eventos climaticos extremos (51).

Las condiciones laborales y de vida deficientes ademas de una escasa higiene en

poblaciones que habitan en zonas donde existe una presencia significativa de
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reservorios y una variacion climatica constante estan relacionadas con el aumento

de la prevalencia e incidencia de la leptospirosis (52).

3.4.1 Reservorios

La Leptospira patégena se aloja en los tubulos renales de una gran variedad de
mamiferos salvajes y domésticos que constituyen a los portadores, quienes
excretan la bacteria a través de su orina contaminando el ambiente; manteniendo
asi un ciclo zoonético, debido a que la exposicidn de la piel 0 mucosas a orina
infectada o aguas y suelos contaminados es una de las vias de transmisién mas
frecuentes (29,53).

Los huéspedes o reservorios de las leptospiras contribuyen en gran medida al
mantenimiento de esta y los conforman aquellas especies animales infectadas
cronicamente en los tubulos renales proximales, a las cuales les causan poco o

ningun dano (5,54).

Esta bacteria contiene un amplio rango de huéspedes animales manteniéndose
especialmente en mamiferos domésticos y silvestres (mas de 160 especies

diferentes) (29,54). También se ha encontrado en reptiles, aves y anfibios (55).

Los roedores son los reservorios naturales de mayor importancia en el ciclo de
transmision de la Leptospira, los géneros sinantropicos Rattus y Mus son los
principales diseminadores (56,57). Las espiroquetas y esta especie de animales
poseen una relacién comensal ya que los roedores transfieren la bacteria a sus crias
en el utero, asegurando asi la diseminacion de serovares patégenos en areas
geograficas determinadas sin la presencia de un hospedero accidental involucrado
(54,55).

Las ratas son los huéspedes de mantenimiento de las serovariedades
Icterohaeomorrhagiae y Copenhageni; ratones de Arborea, Ballum y Bin; ganado
vacuno de Pomona, Hardjo y Grippotyphosa; cerdos de Pomona, Tarassovi y

Bratislava; perros de Canicola y marsupiales de Grippothyphosa (5,54).
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Animales que actuan como huéspedes de mantenimiento de unas serovariedades
también pueden ser anfitriones incidentales para otros serogrupos y sufrir la
enfermedad, presentando sintomas clinicos que dependen de la cepa infectante, la
ubicacion geografica y la respuesta inmune del huésped. El humano es un huésped
accidental que puede excretar la bacteria hasta seis semanas después de
recuperado de la infeccidén, sin embargo, aun no se han reportado casos de

infeccion de persona a persona (58,59).

3.4.2 Mecanismos de transmisién

Las vias de transmision de las leptospiras ocurren por contacto directo con orina y
tejidos de animales infectados y de forma indirecta a través de la exposicién de
heridas o piel intacta a ambientes contaminados (agua y suelo). Pueden pasar de
un animal portador a otro, dependiendo la cercania inmediata del portador que

elimina la espiroqueta por la orina (10,25).

Condiciones ecoldgicas como la humedad, un pH cercano a la neutralidad y una
temperatura entre 28 y 30°C son idoneas para la sobrevivencia de leptospiras
patdgenas; sin embargo, su multiplicaciéon es favorecida por altas temperaturas;
pudiendo asi sobrevivir en el agua durante 22 dias y en el barro de 5-6 dias. En
areas humedas, grandes fuentes de agua como rios y agua estancada constituyen

fuentes de infeccion importantes para humanos y animales (25,60).

3.5 Patogenia

La Leptospira ingresa al organismo a través de las mucosas (en especial la
conjuntival y vaginal) o por pequefias heridas y laceraciones de la piel, invadiendo
asi el torrente sanguineo y diseminandose a todos los 6rganos incluyendo al
sistema nervioso central y el humor acuoso; con un periodo de incubacion de 7 a
26 dias (61,62).

La produccion de hialuronidasa y la capacidad de movimiento le permite penetrar
los tejidos; mostrando tropismo por las células de los epitelios de los tubulos renales

y de ciertos tramos de tracto genital. En estas zonas se multiplican de forma
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acelerada y se eliminan por la orina y las descargas vaginales tras el parto o el
aborto (63).

Estos mecanismos patoldgicos suelen ser comunes en la mayoria de las infecciones
por Leptospira, sin embargo, al igual que las manifestaciones clinicas pueden variar
segun la serovariedad infectante y la relacién de esta con el hospedador. Por lo
cual, la leptospirosis puede presentarse desde un cuadro febril inespecifico hasta

una enfermedad grave de compromiso multiorganico (63,64).

Después de una semana en la que prevalece la etapa septicémica, empieza la
producciéon de anticuerpos y la eliminacion de la bacteria por la orina,
constituyéndose asi una fase inmune provocando complicaciones patologicas

debido a la localizacion de la Leptospira en los tejidos (54).

3.6 Manifestaciones Clinicas

3.6.1 Perros

La infeccidon puede presentarse de manera asintomatica o con un cuadro clinico
grave, caracterizado por sintomas como fiebre (3-4 dias), rigidez y hemorragia en
la cavidad bucal con tendencia a la necrosis y faringitis, que puede evolucionar a

gastroenteritis hemorragica y nefritis aguda.

3.6.2 Equinos

En la mayoria de los casos presentan una fase aguda febril, sin embargo se pueden
observar sindromes hepatonefriticos y cardiovasculares. Consecuente a la fase
aguda se instala un periodo de latencia que dura varios meses y que provoca una

oftalmia periddica como unica secuela.

3.6.3 Ovinos y Caprinos
La enfermedad suele ser febril y en algunos casos presentan ictericia,
hemoglobinuria, anemia, abortos, neonatos muertos o infertilidad. La gravedad del

cuadro clinico dependera de la virulencia del serovar infectante.
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3.6.4 Porcinos

Pueden presentar ictericia, hemoglobinuria, convulsiones, y trastornos
gastrointestinales, signos neurolégicos y meningitis. Ademas de problemas
reproductivos, como presencia de lechones débiles o con retardo del crecimiento y
abortos que aparecen entre los 15-30 dias post infeccidén principalmente si esta se
produjo en el ultimo tercio de gestacién. En general, el cuadro clinico puede variar

presentandose de manera subclinica o febril.

3.6.5 Bovinos

La infeccidbn puede presentarse de manera aguda, subaguda o clinicamente
inaparente. Los sintomas clinicos mas frecuentes son fiebre (4-5 dias), anorexia
conjuntivitis, diarrea, abortos y hemoglobinuria. En vacas provoca disminucion de la
produccion lactea, mastitis atipica (ubre flacida, leche amarillenta, viscosa y a veces
tefida con sangre), infertilidad y en casos graves ictericia. La susceptibilidad suele

ser mayor en terneros (65).

3.7 Diagnéstico

La epidemiologia, la amplia gama de huéspedes susceptibles y reservorios y las
diversas manifestaciones clinicas hacen que el diagndstico de esta enfermedad
tenga ciertas dificultades. Por lo cual un diagnostico basado en la clinica debe ser

confirmado mediante pruebas de laboratorio (66).

El diagnostico de laboratorio de la leptospirosis se realiza por dos métodos, el
directo a través de la identificacion de la Leptospira, de sus antigenos o acidos
nucleicos a partir de muestras de sangre, liquido cefalorraquideo, orina y tejidos de
animales y el indirecto que revela el aumento del titulo de anticuerpos

antileptospiras (29,67).

3.7.1 Cultivo
Las muestras para aislar Leptospira pueden ser sangre y liquido cefalorraquideo de
los primeros 7-10 dias de la enfermedad y orina desde la segunda y tercera semana.

También se aislan de suelos humedos y aguas con abundante sombra. Tomada la
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muestra debe ser inoculada en 10 ml de medio semisélido que contenga 5- fluoracilo
(5,54).

El medio de cultivo liquido es positivo cuando presenta turbidez homogénea y si es
un medio semisdlido las leptospiras creceran formando un anillo debajo de la

superficie aproximadamente 0,5 a 1 cm de largo (23).

Los cultivos se incuban a una temperatura de 28-30 °C y deben ser examinados
cada 7 dias por 16 semanas a través de microscopia de campo oscuro que es la
técnica de observacion directa de leptospiras mas efectiva. Aquellos cultivos que se
encuentren contaminados pueden ser filtrados antes de recultivarlos a un medio

nuevo.

Los medios de cultivos utilizados para el aislamiento de leptospiras son Stuart,
Vervoort, Tween 80-albumina, Fletcher, Korthof y EMJH (Ellinghausen y Mcllough,

modificado por Johnson y Harriesf), siendo los ultimos tres los mas comunes (68).

El cultivo de Leptospira es un proceso de larga duracion y requiere de personal
capacitado y de laboratorios de referencia especializados; sin embargo es uno de

los métodos mas especificos de demostracidon de su presencia (69).

3.7.2 Reaccioén en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Es un método in vitro de sintesis de ADN, en el que se amplifica un segmento
especifico de este al ser delimitado por un par de cebadores. Las copias se logran
obtener a través de repetidos ciclos de diferentes periodos y temperaturas de
incubacién en presencia de una enzima, ADN polimerasa termoestable que
incorpora nucledtidos complementarios dando origen a una nueva hebra de ADN
del segmento en especifico. De esta manera se puede obtener millones de copias

de la secuencia deseada del ADN en algunas horas (70).

El fundamento de esta técnica se basa en la realizacibn de tres reacciones
sucesivas realizadas en distintas temperaturas por un tiempo determinado,
repitiéndose ciclicamente entre veinte y cuarenta veces. En la primera reaccién se

extrae el ADN aumentando la temperatura hasta lograr la separacion de las dos
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cadenas que constituyen el ADN, a esto se le conoce como desnaturalizacién.
Posteriormente, ocurre la hibridacion de las cadenas desnaturalizadas del ADN
blanco con los denominados cebadores, a una temperatura que facilita la union de
las bases nitrogenadas complementarias de ambas clases de ADNs. Por ultimo,
ocurre la extension, que se lleva a cabo a una temperatura media, en este proceso
la ADN polimerasa copia el ADN entre las secuencias correspondientes a los
oligonucledtidos cebadores. La lectura de resultados se realiza mediante

electroforesis en gel de agarosa y tincién con bromuro de etidio.

La PCR es una prueba molecular altamente especifica, rapida, sensible y versatil,
que detecta cantidades infimas de ADN especifico, posibilitando su facil
identificacién. En la deteccién e identificacién de Leptospira spp. se ha convertido
en una herramienta de diagnostico sensible y especifica, ya que se han desarrollado
PCR en muestras biolégicas como orina, suero, liquido cefalorraquideo y tejido
renal. Una limitacion del diagndstico de leptospirosis basado en la PCR es
incapacidad de la mayoria de los ensayos de PCR para identificar el serovar
infectante lo cual es de importancia a nivel epidemioldgico y en salud publica
(70,71).
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4. MATERIAL Y METODO

4.1 Tipo de estudio
Descriptivo de corte Transversal.

4.2 Area de estudio

El origen de las muestras corresponde a viviendas de casos de leptospirosis
humana reportados por el Ministerio de Salud (MINSA) pertenecientes a los
departamentos de Jinotega (Region Norte), Ledn y Chinandega (Regién Pacifico)

durante enero del afio 2017 y enero del 2018.

El departamento de Jinotega pertenece a la regidén norte del pais caracterizada por
ser la mas alta y por su clima templado lluvioso, presentando precipitaciones
anuales de 800 a 2500 mm. La temperatura media de este departamento es de

20.7°C y posee una humedad relativa de 80%.

Ledn y Chinandega en cambio, ubicados en la regidon del Pacifico presentan un
clima tropical de sabana, predominando los dias calidos con temperaturas medias
superiores a 34°C y con una humedad relativa que oscila entre los 64 y 70 %. Posee
una estacion seca muy marcada que comprende los meses entre diciembre y abril
y la lluviosa de mayo a noviembre, la cual causa una precipitacion media anual de
1000 a 2000 mm. Debido a la presencia de cuencas subterraneas y a su
composicion volcanica los suelos de esta regidon se consideran los mas feértiles de
todo el pais (72).

4.3 Poblacién de estudio
Muestras ambientales (agua y tierra) recolectadas de viviendas con casos
confirmados de leptospirosis humana por el ministerio de salud (MINSA) y de rios

que funcionan como recreativos cercanos a los focos.

4.4 Tamaino de la muestra
Se recolectaron en total 120 muestras ambientales de las cuales 78 son de fuentes

de agua y 42 de tierra.

Escobar Zeledon K 25



Deteccion de leptospiras patégenas en muestras ambientales de los departamentos de Jinotega,
Ledn y Chinandega, 2017-2018

4.5 Selecciéon de muestras

La seleccion de las muestras se realizd por conveniencia (muestreo no
probabilistico por conveniencia), en 67 casos de leptospirosis humana reportados
por el Ministerio de Salud (MINSA) durante enero 2017 y enero 2018.

4.5.1 Muestreo de rios
La eleccion de los rios y sus zonas especificas se realizaron de acuerdo a su
ubicacién en areas donde se presentaron focos de leptospirosis humana y segun

su utilidad para actividades recreativas en meses de época seca.

Se recolectaron al menos dos muestras por rio (1 de agua y 1 de tierra), de las
riberas en lugares sombreados. Sin embargo, en el caso del rio Telica en el
municipio de Quezalguaque, departamento de Ledn; como parte de las acciones
que realiza el MINSA para la prevencion y control de leptospirosis humana, se
muestrearon cuatro areas distintas en la trayectoria del rio, que suelen ser

concurridas en los meses de época seca por los pobladores para su recreacion.

En cada area se recolectaron cuatro muestras de agua y tierra de diferentes lugares
en la ribera con abundante sombra y donde se evidencio la presencia de animales;

ademas se procedié a tomar niveles de temperatura y pH del agua.

4.6 Factores de inclusion
Fuentes de agua y muestras de tierra ubicadas dentro y en los alrededores de
viviendas con casos confirmados de leptospirosis y que estuvieran vinculadas con

la presencia de animales y humanos.

Rios que funcionen como recreativos en época seca y que se encuentren ubicados

en zonas donde se hayan reportado focos de leptospirosis humana.

4.7 Toma y envio de muestras

4.7.1 Agua
Las muestras de agua se recolectaron de rios, charcos, pozos, pilas y recipientes
de almacenamiento para consumo de las viviendas con una profundidad minima;

en el caso de los rios se seleccionaron lugares sombreado en los que no incidieran
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directamente los rayos solares. Luego fueron inoculadas de 2-3 gotas de la muestra
en tubos de ensayo con medio de cultivo liquido EMJH+5 Fluorouracilo para su

aislamiento.

4.7.2 Tierra

Los lugares para la recoleccion de las muestras de tierra fueron suelos humedos
donde se evidenciara la presencia de animales como corrales, chiqueros, en el caso
de los rios en partes de las riberas con abundante sombra. Estas muestras fueron
transportadas a temperatura ambiente en tubos coénicos de 50 ml al Centro
Veterinario de Diagndstico e Investigacion (CEVEDI) de la escuela de Ciencias

Agrarias y Veterinaria UNAN-LeonN.

4.8 Proceso de muestras de tierra

En el laboratorio se pesaron 3 gramos de cada muestra de tierra debidamente
identificada y se colocaron en tubos conicos estériles de 15 ml a los cuales se le
agrego 10ml de agua destilada estéril, se mezclé hasta disolver completamente y
se mantuvo en posicion vertical durante una hora. Posteriormente se agregé 1ml
del sobrenadante de la muestra a 3ml de EMJH+5 Fluorouracilo para su aislamiento

y se incubd a una temperatura de 28-30 °C

4.9 Analisis de las muestras

4.9.1 Aislamientos

Los aislamientos fueron incubados a una temperatura de 28-30°C y se revisaron
semanalmente en microscopia de campo oscuro debido a que las leptospiras son
demasiado delgadas y pequehas para observarse en microscopio de luz
convencional. Aquellas muestras en las que se observo un crecimiento considerable

se consideraron positivas.

4.9.2 Extraccion de ADN

Para realizar la extraccion de ADN se utilizaron las muestras que resultaron
positivas al aislamiento y que contenian abundante cantidad de espiroquetas. Se
utilizé el método de calentamiento; que consistié en la realizaciéon de dos lavados y

en la aplicacidn de calor.
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Se depositd 1ml del cultivo en un microtubo de 1.5 ml, se centrifugé a 14000 rpm
por 10 minutos y se descartd el sobrenadante. Posteriormente, se agregé 500um
de agua libre de nucleasa, se mezclé en vortex durante 10 segundos y se centrifugo
nuevamente a la misma velocidad por 10 minutos. Luego de descartar el
sobrenadante se agreg6 200 um de agua libre de nucleasa, para luego mezclarse
en vortex por 10 segundos y ser sometido por 20 minutos a una temperatura de 90

a 100 °C. El resultado fue almacenado a -20°C hasta su analisis.

4.9.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

4.9.3.1 Cebadores

Se utilizaron 4 tipos de cebadores, 3 de ellos dirigidos a genes que codifican
lipoproteinas (Lfb1, LipL32 y LipL41) y el cuarto dirigido a una proteina flagelar
(flaB).

4.9.3.2 Componentes y Mezcla

Para la amplificacién se utilizaron los siguientes componentes:

v' PCR-Master Mix 2x: que contiene la enzima Taq Polimerasa, los
desoxirribonucleicos trifosfatados y Cloruro de Magnesio (MgCI?) como
cofactor.

v' Cebadores: Forward o sentido y Reward o anti sentido.

<\

Agua (H20) libre de nucleasas.

v" ADN de las muestras.

Escobar Zeledon K 28



Deteccion de leptospiras patégenas en muestras ambientales de los departamentos de Jinotega,
Ledn y Chinandega, 2017-2018

Tabla 1. Calculo del volumen de cada componente para la realizacion de la

mezcla.
Elemento Cantidad por Cantidad para 10
muestra (ul) muestras(pl)

Master Mix 6 60

H20 libre de nucleasas 3 30
Cebador Forward 0.5 5
Cebador Reward 0.5 5

ADN 2.5 -

Vol. Final 12.5 125

4.9.3.3 Protocolo de Amplificacion

Las condiciones de temperatura que se utilizé en el termociclador para realizar la
amplificacion fueron las siguientes: una desnaturalizacion inicial de 94°C durante 5
minutos, 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos y 72°C en 1

minuto; culminando con una elongacion de 72°C en 7 minutos.

4.9.3.4 Lectura

Para la lectura del producto obtenido se realizd electroforesis en gel agarosa al 2%
teiida con bromuro de etidio, que al observarse en el transluminador de UV
evidencioé las muestras amplificadas segun la cantidad de pares de base que
contenia. Se considerd un resultado positivo aquellas muestras que amplificaron la
cantidad de pares de bases correspondiente al cualquiera de los cebadores

utilizados.

4.9.3.5 Andlisis estadisticos

Se calcularon las frecuencias relativas con sus respectivos 1C95% y se utilizaron
tablas de contingencias para el cruce de variables categéricas, ademas se calcul6
la significancia mediante la prueba exacta de Fisher. Los datos fueron almacenados

y analizados en SPSS version 21.
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5. RESULTADOS

5.1 Aislamientos
En el aislamiento se obtuvieron 73 muestras positivas de 120 analizadas,

proporcionando una frecuencia de positivos del 60.83% (1C95%= 51.68-69.98).

Al analizar las muestras por separado, se encontré que las de agua presentaron
una mayor frecuencia con un 67.9% (53/78) en comparacion con las de tierra con
47.6% (20/42) mostrando una diferencia significativa de acuerdo a un valor de
p=0.03 (Grafica 1).

La variacidn encontrada de los aislamientos positivos en los departamentos
presentd una diferencia significativa (p=0.03), revelando que la frecuencia mas alta
se encontrd en el departamento de Ledn con 70.3% (26/37), seguido de Chinandega
con 67.4% (31/46), Jinotega en cambio obtuvo el menor porcentaje de muestras
positivas 43.2% (16/37) (Grafica 2).

Las muestras de agua que fueron recolectadas de charcos mostraron una
frecuencia de positivos al aislamiento del 100% (3/3), las de pozos de 81.8% (9/11),
la almacenada en hogares de 71.4% (10/14) y las de rios un 61.5% (16/26). Del total
de 78 muestras, 24 no fueron incluidas en este analisis debido a la falta de

informacion sobre el lugar especifico donde fue tomada la muestra (Grafica 3).

Por otro lado, las muestras de tierra que fueron recolectadas de rios y charcos
presentaron la misma frecuencia de positivos con un 66.7% (4/6 y 10/15
respectivamente), las de corrales mostraron un 50% (1/2) y las de patio un 33.3%
(1/3). En 16 muestras de tierra no se realizé este analisis por falta de informacion

sobre su procedencia (Grafica 4).

En el mes de octubre se obtuvo una mayor frecuencia de muestras positivas en el
aislamiento con un 74.4% (32/43), mientras que en noviembre se obtuvo un 30.6%
(6/20) de positividad (p=0.030). En muestras de agua, se observd una alta
frecuencia de positivos en el mes de octubre (23/27), mientras que, en muestras de

tierra, la frecuencia mas alta se observo en abril (7/10).
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En el afio 2017 se obtuvo una frecuencia de aislamientos totales de 60% (63/105) y
en el 2018 la positividad fue de un 66.7% (10/15), no observandose diferencias

significativas (p=0.05).

5.2 PCR

En la PCR se obtuvieron 6 resultados positivos, 4 en muestras de agua (2 de agua
almacenada y 2 de rios) y 2 en muestras de tierra (1 de charco y 1 de corral), las
cuales amplificaron con los cebadores flaB (793 pb) y Lfb1 (331 pb) especificos para

Leptospira patégena, encontrando una prevalencia de 8.21 (IC95%= 1.23-15.20).

Los departamentos que presentaron muestras identificadas con Leptospira
patdgena fueron Ledn y Chinandega con una frecuencia de 15.4% (4/6) y 6.5%

(2/31) respectivamente.

5.3 Rios

En las muestras de agua tomadas de rios se encontro una frecuencia de positivos
al aislamiento de 61.5% (16/26) y en tierra de rios el 66.7% (4/6) de las muestras
se obtuvo crecimiento. En cambio, los resultados en la PCR revelaron que las
muestras de agua tenian una frecuencia de positivos de 12.5% (2/16) y en las de

tierra no se obtuvieron muestras positivas.

Las muestras de agua que fueron identificadas con leptospiras patdégenas
pertenecen a dos de las cuatro areas (Punto B-Poza de la Estacion y Punto C-
Florencia) muestreadas del rio Telica, ubicado en el municipio de Quezalguaque,

departamento de Ledn (Figura 4).

La variacion encontrada en los niveles de temperatura y pH del agua, no mostraron
una asociacion con los resultados obtenidos en aislamientos y en la PCR, revelando
que p=0.05.
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6. DISCUSION

La presencia de leptospiras patégenas se ha evidenciado en diferentes fuentes de
agua y tipos de suelos, identificandose como factores de riesgo potenciales en areas
rurales y urbanas en varias partes del mundo. En este estudio se analizaron
muestras ambientales de rios y zonas periurbanas de los departamentos de
Jinotega, Ledén y Chinandega, para determinar la presencia de leptospiras
patdégenas. De acuerdo al aislamiento un 60.8% (73/120) de las muestras en general
resultaron positivas, de las muestras de agua se obtuvo el 67.9% (53/78) y de las
de tierra el 47.6% (20/42) de positivos; a diferencia con el estudio realizado por
Benacer et al., en el 2013 quienes encontraron frecuencias mas bajas en aguas y
suelos de sitios urbanos en Malasia, con el 23.1% (28/121) y el 23.3% (7/30)
respectivamente (18). Esta discrepancia se debe a que las muestras analizadas en
este estudio proceden de zonas consideradas criticas y endémicas, donde se han
reportado un gran numero de casos de leptospirosis humana durante los brotes que

ha presentado Nicaragua desde 1995.

En la actualidad las zonas urbanas se consideran de mayor riesgo al presentar
concentraciones mas altas de leptospiras patégenas en aguas superficiales en
comparaciéon con las areas rurales (73). Por ello los resultados del aislamiento en
este estudio son mas elevados que los de Ridzlan et al., quienes lograron aislar
leptospiras patdégenas en areas rurales de Malasia, en un 10.26% (12/117) de las

muestras de agua y 10.71% (3/28) de muestras de tierra (74).

En los resultados del aislamiento por departamento, se encontré que Ledn obtuvo
la frecuencia mas alta de muestras positivas con 70.3% (26/37), seguido de
Chinandega con 67.4% (31/46). Flores et al., encontraron resultados similares, al
revelar que los departamentos de Ledén y Chinandega obtuvieron altos porcentajes
de positividad al aislamiento en muestras de animales domésticos y roedores
durante el periodo 2007-2013 (21), otros estudios también muestran similitud al

identificar que estos departamentos presentan el mayor niumero de casos de
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leptospirosis humana en el pais (23). Estos datos sugieren que en esta regidn
existen los factores idoneos para que el ciclo de la Leptospira se realice con
efectividad, al tener la presencia de reservorios que aseguren su mantenimiento en
el medio ambiente, por tal razéon es importante implementar medidas que
identifiquen animales infectados y fuentes de agua y suelo contaminados, que

representen zonas de riesgo y exposicion de la bacteria a la poblacion en general.

En los aislamientos de muestras de agua, se obtuvo porcentajes altos en aquellos
provenientes de pozos con un 81.8% (9/11) y del interior de hogares con 71.4%
(10/14). Estos resultados estan relacionados con la presencia de animales
domésticos y roedores en la zona indicando una contaminacion intradomiciliar.
Estudios como el de Garcia et al., realizado en uno de los asentamientos de la
ciudad de Guatemala en 2013, encontraron que las amas de casa obtuvieron el
mayor porcentaje de anticuerpos anti-Leptospira (69.4%) (75). Zelaya et al., también
encontraron que el grupo de amas de casa presento el mayor numero de casos de
Leptospirosis en la aldea El Milagro, Escuintla, Guatemala en 2008; ademas de
hallar una alta reactividad en caninos (58%) y en suinos (30%) de la misma localidad
(76). Estos hallazgos demuestran que la presencia de animales o roedores en
entornos domésticos representan un factor de riesgo al contaminar las fuentes de
agua o suelos con orina infectada, exponiendo asi a la poblacién de manera directa

con la bacteria.

En el analisis de las muestras de tierra, se encontré que las muestras obtenidas de
los rios y de los charcos fueron los de mayor positividad con 4/6 y 10/15
respectivamente, esto esta relacionado con la existencia de animales de produccién
como bovinos, con infeccidn cronica, en zonas cercanas a las riberas de rios que
expulsan la bacteria en el medio ambiente. Ademas, el tipo de suelo de origen igneo
geoldgico de las zonas estudiadas y los niveles de humedad generados por las
precipitaciones en los meses de época lluviosa propician condiciones altamente
favorables para la conservacion de la Leptospira. Estudios como el de Benecer et
al., lograron aislar leptospiras en suelos con un 23,3%, un porcentaje bajo en

comparacion con este estudio, esto se debe a que los suelos estudiados por
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Benacer et al., eran tipo arenoso y marga los cuales poseen poca capacidad de

retencién de agua (18).

Los resultados de los aislamientos presentes en este estudio nos indican que rios,
la tierra y las fuentes de agua de consumo que utiliza la poblacién podrian ser
factores de riesgo y exposicion a la bacteria, sin embargo el cultivo de ésta, ademas
de requerir mucho tiempo y ser laborioso, es poco especifico ya que las especies
saprofitas que predominan en el ambiente son morfolégicamente similares a las
patdgenas (73). Por tal razon, se realizé la PCR convencional para confirmar la
patogenicidad de los aislados obtenidos, encontrando un porcentaje de positivos del
8.2% (6/73) que amplificaron los cebadores dirigidos al gen flaB y al Lfb1 especificos

para Leptospira patégena.

Estudios similares también han logrado identificar este patdgeno a través de la PCR,
como el de Saito et al., en Filipinas 2013, quienes detectaron leptospiras patégenas
dirigidas al gen flaB en 11 muestras de suelos de zonas costeras realizando la PCR
anidada (77) y el de Latifah et al., en 2017 que identificaron el patégeno con una
PCR convencional con el gen Lipl32 en aislamientos de orina de ratas silvestres
(78). Esta técnica resulta ser muy efectiva para la confirmacion de la enfermedad
en animales y humanos como en la identificacion del agente en muestras
ambientales, por lo cual se debe promover su uso en futuros estudios y como

diagndstico rapido de leptospirosis.

En este estudio, se analizaron muestras que proceden de rios cercanos a focos de
leptospirosis humana y que funcionan para actividades recreativas, en muestras de
agua de estos rios se encontré un porcentaje de positivos al aislamiento de 61.5%
(16/26) mientras que las muestras de tierra la positividad fue de 66.7% (4/6).
Ademas, se lograron identificar 2 muestras de agua positivas a Leptospira patégena
a través de la PCR, pertenecientes al rio Telica en el departamento de Ledn. En
este mismo departamento en el ano 2008, se identificd la presencia de leptospiras
patogenas en el rio La leona, lugar que en época seca también es utilizado por la
poblacion aledafia para actividades de recreacion (79). Estos hallazgos confirman

que las actividades recreacionales acuaticas en esta region representan un factor
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de riesgo importante para la poblacion, por lo cual el monitoreo de estos rios debe
realizarse de manera constante y exhaustiva para la prevencién y control de nuevos

brotes de leptospirosis.

En 2016 se realiz6 un estudio que aislé leptospiras patégenas de una quebrada en
Tailandia llevando a cabo un muestreo divido en varios puntos, cada uno en 1.5 km
a lo largo de la ruta de la quebrada, monitoreando niveles de temperatura y pH del
agua (80), similar al que se realizé en este estudio en el rio Telica, en el cual se
seleccionaron cuatro puntos a lo largo de su trayecto para la recoleccién de
muestras y monitoreo de pH y temperatura del agua. En ambos estudios se logré
aislar leptospiras patogenas, por lo cual este sistema de muestreo para el analisis
de muestras ambientales de rios es efectivo y mas sensible porque permite tener

diversas perspectivas de la zona.

[
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7. CONCLUSIONES

1. Se obtuvo una frecuencia alta de aislamientos de Leptospira spp. en
muestras de agua y tierra de los departamentos de Jinotega, Ledn y
Chinandega.

2. Se identifico Leptospira interrogans en muestras de agua y tierra de los
alrededores de las viviendas donde se habian reportados casos de
leptospirosis humana.

3. Se identificd Leptospira interrogans en muestras de agua del rio Telica del
departamento de Ledn, que es utilizado por la poblacidén para la recreacion;
lo cual indica que las actividades recreativas acuaticas en este rio

representan un factor de riesgo y exposicion a la bacteria.

[
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8. RECOMENDACIONES

e Educar a la poblacion en riesgo, sobre el comportamiento de la leptospiras
en el medio ambiente y el papel que juegan los animales domésticos en su
transmision.

o Elaborar estudios en rios utilizados para actividades recreativas que se
ubican en zonas con prevalencias altas de leptospirosis, aplicando un
muestreo en diferentes puntos de su trayectoria.

e Realizar la caracterizacion molecular de aislamientos positivos a Leptospira
patdgena en muestras ambientales y relacionarlas con aislados de animales
y humanos, para comprender el comportamiento epidemiolégico de la
bacteria.

e Reforzar las actividades de prevencién y control de la leptospirosis a nivel
nacional; promoviendo actividades de higienizacidén y desratizacién en las
areas mas criticas.

¢ Realizar un monitoreo en animales domésticos que frecuenten las zonas del

rio Telica que fueron identificadas con Leptospira patogena.

[
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10. ANEXOS
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Grafica 1: Frecuencia de aislamientos de acuerdo con el tipo de
muestra
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Grafica 2: Frecuencia de aislamiento por departamento
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Grafico 3: frecuencias de aislamientos positivos en muestras de
agua de acuerdo a la fuente
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Grafico 4: frecuencia de aislamientos positivos en muestras de
tierra de acuerdo a la fuente
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Figura 1:recolecciéon de muestras

Gen
Ifb1
331pb

Figura 2: electroforesis

Amplificacion del gen Ifb1 especifico para leptospiras patégena a través de PCR
convencional.

Carril 1: marcador de peso molecular 100pb, carril 2: control positivo, carril 3,4 y 7:
muestras negativas, carril 5 y 6: muestras positivas (gen Ifb1 331pb) y carril 8: control
negativo.
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Figura 3: rios muestreados en el estudio
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Figura 5: resultados del aislamiento y el PCR por departamentos
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