\ \
«f 'r'i".“"‘. INMaaS & =
_', 0 f v “ﬂ!’? p/
'S’ CB

\;'Ej‘ UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SINALOA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICO-BIOLOGICAS
POSGRADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS

“ANALISIS DE PROTEINAS DE MEMBRANA DE Leptospira E
IDENTIFICACION MOLECULAR EN MUESTRAS BIOLOGICAS DEL

MUNICIPIO DE CULIACAN SINALOA”

TESIS

QUE PRESENTA
MC. ROGELIO LAGARDE GUERRERO

COMO REQUISITO PARA OBTENER EL GRADO DE

DOCTOR EN CIENCIAS BIOMEDICAS

DIRECTOR(ES)
Dr. José Guadalupe Rendén Maldonado

Dra. Maria de Jesus Navarro Arias

CULIACAN DE ROSALES, SINALOA, MEXICO A MAYO DE 2024.




UTONO),
Ok 12,
o s
P B

DIRECCION GENERAL DE BIBLIOTECAS

Direccion General de Bibliotecas

Ciudad Universitaria

Av. de las Américas y Blvd. Universitarios
C.P.80010 Culiacan, Sinaloa, México.
Tel. (667) 71378 32y 712 50 57

dgbuas @uas.edu.mx

UAS-Direccion General de Bibliotecas
Repositorio Institucional Buelna

Restricciones de uso

Todo el material contenido en la presente tesis esta protegido por la Ley Federal de
Derechos de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

Queda prohibido la reproduccién parcial o total de esta tesis. El uso de imagenes,
tablas, graficas, texto y demas material que sea objeto de los derechos de autor, sera
exclusivamente para fines educativos e informativos y debera citar la fuente
correctamente mencionando al o los autores del presente estudio empirico. Cualquier
uso distinto, como el lucro, reproduccion, edicién o modificacién sin autorizacién
expresa de quienes gozan de la propiedad intelectual, sera perseguido y sancionado
por el Instituto Nacional de Derechos de Autor.

Esta obra esta bajo una Licencia Creative Commons Atribucién-No Comercial
Compartir Igual, 4.0 Internacional

CoN ws%
FUTURO
2025




DEDICATORIA
A mis padres Zenaida y Rogelio por su amor, paciencia, dedicacion y esfuerzo
en todos estos afios, gracias a ustedes he logrado llegar hasta aqui y convertirme en

lo que soy. Ha sido y seguira siendo un orgullo y un privilegio ser su hijo.

A mis hermanos Marisol y Manuel por su carifio y apoyo incondicional, durante
todo este proceso, por estar conmigo en todo momento gracias. A toda mi familia
porque con sus consejos y palabras de aliento hicieron de mi una mejor persona y me

acompafnan en todos mis suefios y metas.

A mi sobrino Sergio por ser el motor que me impulsa a superarme dia a dia, y

por dar las alegrias en los momentos dificiles.

Finalmente quiero dedicar esta tesis a todos mis amigos, por apoyarme cuando
mas los necesito, por extender su mano en momentos dificiles y por el amor brindado

cada dia, de verdad mil gracias.



AGRADECIMIENTOS

A la FCQB por la formacion como Lic. Quimico Farmacéutico Biologo.

A la Universidad Autbnoma de Sinaloa por abrirme las puertas y brindarme la

oportunidad de realizar mis estudios de licenciatura y maestria en sus instalaciones.

Al programa de posgrado de Doctorado en Ciencias Biomédicas por permitirme ser

parte de él y brindarme las herramientas necesarias para desempefiar mi profesion.

Al Consejo Nacional de Humanidades, Cienciay Tecnologia (CONAHCYT) por la beca

otorgada

Al Dr. José Guadalupe Rendon Maldonado por permitirme desarrollarme como
profesionista, por felicitarme las instalaciones del laboratorio, brindarme la confianza
de incursionar en el area de investigacion, por sus asesorias y buenos consejos para

que este trabajo se desarrollara con éxito.

Al la Dra. Maria de Jesus Navarro Arias por ser mi directora de tesis y brindarme sus
consejos y asesorias los cuales fueron parte clave y fundamental en el desarrollo de

este trabajo.

Al Dr. Sergio por haberme apoyado en la realizaciéon de algunos ensayos y por sus

consejos utiles durante la realizacion de este trabajo.

A Samantha por ser mi amiga incondicional, la que me acompaiio a lo largo de mi
formacion académica, soportar mis cambios de humor, asi como ser ya un miembro

mas de la familia.

Vi



INDICE GENERAL

Pagina

INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt teavesaeeteereene e e eneaneeneans Xl
INDICE DE CUADROS ..ottt ettt teate e ne e e ene e eee Xl
l. RESUMEN . ..t e et e e e ettt e e e e e et b s e et e etb e e e eeeaba s 1
. A B ST R A CT ittt ettt ettt et e e et e e e et e e e eraaas 2
I INTRODUCCION ..ottt ettt n e 3
I A = o) (oS o 11 (01T S TSP P P PP O PPPPPPPPPPP 3
V. ANTECEDENTES ... ettt et e e e b s 4
4.1 Etiologia de [a l€ptOSPITOSIS ooeeeeeeie ettt e e e e e e e e e e e e e e e s s s nnnnnnes 4
e RS YoT o -\ o ] Lo Yo | - VPR 4
4.3 Manifestaciones CHNICAS .......ooiuiiiiiie e 5
4.4 INMUNOPALOGENESIS ..uiiieeeeeiieeeeettt et e e e e e e ettt et e e e e aeeeeeeaataab e aaaaeaaeaeeeeennnes 6
4.5 TrATAMIENTO ...ttt e e e e e e e e e e et n et e e e e s e e e e e e e 11
R =T o (0 1= oY1 - U USSR 11
4.7 Epidemiologia de 1a [€ptOSPITOSIS «.ooiiiiiiiiiie it 12
4.7.1 Epidemiologia MUNI@l.........cooiiiiiiiiiii e 12
4.7.2 Epidemiologia €N MEXICO .......uuiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e 13
S B T To | To 1= £ o] o RO TOPPPPPTTOPPPPPRR 18
4.8.1 DiagnOstico diferencial............ciiiiiiiii i e e 18
4.8.2 CUltivo de [a DACTEITA . ...cceiiiiiiii e 18
4.8.3 Pruebas SErolOQICAS .......cooiiiiiiiiiiiii e eee et e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaaraae 19
4.8.4 DiagnNOStiCO MOIECUIAN.......coiiiiiiiiie e e e e e e e e eeaaneees 19
4.9 GENES U LePTOSPITA ittt e e e e e e e e e e e e e e 20
4.10 1dentificaCion dE LePLOSPITA .. .uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiee e 20
4.11 Patogenicidad de LeptOSPira.....ccciiiiiiiiiiiiii e e e e et e e e e eeneans 21

V. JUSTIFICACION ...ttt ettt e teete e ateereeteareanneneenneneas 22



V1. LT @ B =] SR 23
VII. OBUIETIVOS e ettt e et et e e e e et e e e eaba e aaee 24
7.1, ODJELIVO GENEIAL.. ..ot 24
7.2. ODbDjJetiVOS ESPECITICOS ..ottt 24
VIII. MATERIALES Y METODOS ......ocouiieieiie ettt ettt ete e aae e e 25
8.1, TiPO A€ ESTUIO e e eeeiiiiie it e e 25
8.2 Criterios d@ INCIUSION ....coiiiiiiiiiiiie e e e e 25
8.3 Criterios de eliMiNACION .......cuuiiiiiiiiii e e e 25
8.4 Tratamiento de 18S MUESIIAS .........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiii it 26
8.5 Extraccion de material QeNELICO ......oouuuiiiiiiiiiiiieie e 26
8.6 Integridad del material gENELICO .......uuuiiieiii i 26
8.7 Identificacién de Leptospira por PCR en tiempo real .........ocoooovvivviviiiiiiiene e, 27

IX.

8.8 Andlisis de potencial inmunogénico de proteinas de membrana de leptospira..27

8.8.1 BUsqueday SeleCcCiOn de SECUEBNCIAS . ......ciiiiiieeeeiiiieeeeieie e 27
8.8.2 Potencial inmunogénico de las proteinas de membrana de Leptospira......... 28
8.8.3 Prediccion de epitopos en linea de linfocitos T MHC-1........covvvvvvviiiiiiiiieeennnnn. 28
8.8.4 Prediccion de epitopos en line de linfocitos T MHC-Il..........oooooeiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 28
8.8.5 Prediccion de epitopos en linea de linfoCitoS B ....ooovvvviiciiiiiiii, 29
8.8.6 Prediccion de alergenicidad y toXiCidad ...........cccveiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeee e 29
8.8.7 Andlisis de mimetismo molecular y cobertura en la poblacién...................... 29
RESULTADOS ... .ottt ettt e e e ettt e e e e e e bt e e e e e e nnbbneeeeeesannneees 31

9.1 DescripCion de la poblacion ...........uuiiiiiiiiic e 31
9.2 Extraccion de material gENELICO ......uuuuiiiii i 37
9.3 ampilificacion del gen B-actina........cccoooiiiiiiiiiiii e 37
9.4 |dentificacién de Leptospira por PCR en tiempo real ........ccccooocvivieeeiiiiiiiiieneeenne 40

9.5. Andlisis de las secuencias de las proteinas LipL21, LipL32, LipL41y OmpL1..46

9.6. Potencial inmunogénico de las proteinas LipL21, LipL32, LipL41 y OmpL1 de
=T 0 0 1] o1 - 48

VIl



9.6.1. Propiedades fisicoquimicas de las proteinas LipL21, LipL32, LipL41y OmplL1l

Lo L= =T o] o 1] o 11 - VS 48

9.7 Prediccion de epitopos en linea de linfocitos T por HLApred MHC-1. ................. 52
9.8 Prediccion de epitopos en line de linfocitos T por HLApred MHC-II. ................... 59
9.9 Prediccion de epitopos en linea de liNfOCItOS B..oooooeeeeeeeeeeeiceeee 62
9.10 Prediccion de alergenicidad y toXiCidad ...........ooeeeiiiiiiiiiiieeiiieieee e 64
9.11 Anélisis de mimetismo molecular y cobertura en la poblacion .......................... 64
X. IS0 [ N T 75
10.1 Descripcion de 1a poblacion ... 75
10.2 Extraccion de material gENELICO ...c..uvuviiiiii i e 75
10.3 Amplificacion del gen B-actina ..........ccccceeiiiiiiiiiiiiiiec e 75
10.4 Identificacion de Leptospira por PCR ... 76

10.5 Andlisis de las secuencias de las proteinas LipL21, LipL32, LipL41y OmpL1.78

10.6. Potencial inmunogénico de las proteinas LipL21, LipL32, LipL41 y OmpL1 de

=T (0 1] 1 - P 78

10.6.1. Propiedades fisicoquimicas de las proteinas LipL21, LipL32, LipL41y OmpL1

(o F R =T o) (e 1] o 11 &= PP PPPPPPPPPPPPPII 78

XI. CONCLUSIONES. . ... et e ettt e e e et e e e e eaban e eaeaes 80
3 0o ] T TV Lo g o[- =T = | SR 80
11.2. ConclusionNes ESPECITICAS ....cciiiiiiiicce e 80
XII. PERSPECTIVAS DEL PROYECTO ... ittt 81
XII. BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ettt ettt ettt re s 82
XIV. ANEXOS .o e e e et e e et e aaae 93
14.1 DocumentoS COMPIEMENTANTOS ....cviiiiiiiiiiiee e e e 93
14.2 ProducCion CIeNtifiCa. .....ouuieiiiieiiiiiee e 158
14.3 Participacion €N CONQGIESOS .....coeiiiiieiiiiiiiee i e e e e e e e e e ee ettt e e e e e e e e e e e e e esreer s 170
14.3 fOrMAaCIiON 0@ FECUISOS ...uuiiiiiiieeiiitie it e ettt e e e e e e e e e e e e e 173
14.3.1 Tesis de maestria dirigidas.........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiieier e 173
14.3.2 Tesis de lisenciatura dirigida ......cccceeeeeeeeiiiiiiiiee e 175



XV.

SIGLAS Y ABREVIACIONES



Figura

=

10

11

12

13

14

15

16

17

INDICE DE FIGURAS

Pagina
Ciclo de transmision de leptoSpiroSiS..........cviiiiiiiiiii i, 8
Fases de la leptospirosSis. .......coviiiiii i 9
Inmunopatogénesis de la leptospirosis..........cveviiiiiiiiii 10
Epidemiologia mundial de leptospirosis..........cccovvveiiiiiiiiiiiiieieen, 15
Epidemiologia en México de leptospirosis..........cccvvviiiiiiiiiiiiiiiiennn. 16
Porcentaje de muestras obtenidas................coooii 32
Distribucién de la poblacion humana por genero...........ccccoevviiiiiiennnn. 33
Distribucién de la poblacién humana por grupos etarios.......................... 34
Distribucién de la poblacion canina por genero............cccoevvveiiieiiinnnnn... 35
Distribucién de la poblacion canina poredad.............cccoovvviiiiiiiiiinnnn. 36
Gel representativo de la extraccion de ADN...........cooiiiiiiiiiiiiiien. . 38
Gel representativo de la amplificacion del fragmento del gen B-actina......... 39
Positividad de las muestras febriles analizadas...................cccoooiiiis 41
Positividad de las muestras no febriles analizadas................c.c.ooinnt. 42
Positividad de las muestras caninas analizadas....................c.cooiiinnen. 43

Distribucién porcentual de casos de leptospirosis humana por género y
FANGO A€ AU ... .o 44
Distribucion porcentual de casos de leptospirosis canina por género y rango

(o [S3 =Y [=To F 45

Xl



18

19

20

21

22

23

24

Secuencia aminoacidica de las proteinas LipL21, LipL32, LipL41 y OmpL1
A€ LEPIOSPIIA. .....eeeeeeee e a7
Potencial inmunogénico de las proteinas LipL21, LipL32, LipL41 y OmpL1
A€ LEPIOSPIIA. .....eeeeeeee e 50

Propiedades fisicoquimicas de las proteinas LipL21, LipL32, LipL41l y

OMPLL de LePLOSPIraA. .......eeeeie e, 51
Cobertura de epitopos de LipL21 en alelos MHC clase I......................... 71
Cobertura de epitopos de OmpL1 enalelos MHC clase I......................... 72
Cobertura de epitopos de LipL21 en alelos MHC clase ll........................ 73
Cobertura de epitopos de OmpL1 enalelos MHC clase ll........................ 74

Xl



Cuadro

INDICE DE CUADROS

Clasificacion de Leptospira segun su patogenicidad.......................

Casos de Leptospira en Meéxico por estados, periodo 2000-

Epitopos de las proteinas LipL21 y OmpLl1l de Leptospira y su
frecuencia en alelosdelMHC clase l............c.cooiiiin,
Epitopos de las proteinas LipL21 y OmpLl1l de Leptospira y su
frecuencia en alelos del MHC clase ...,

Epitopos de las proteinas LipL21 y OmpL1 de Leptospira para células

Epitopos de las proteinas LipL21 y OmpL1 de Leptospira para MHC
clase | no considerados toxicos ni como alergenos..............c.ceeeue..
Epitopos de las proteinas LipL21 y OmpL1 de Leptospira para MHC
clase Il no considerados toxicos ni como alergenos........................
Epitopos de las proteinas LipL21 y OmpL1 de Leptospira para células

B no considerados téxicos nicomo alergenos..............c.coveeiieennnn.

X

17

53

60

63

65

66



. RESUMEN

Introduccion. La leptospirosis es una enfermedad zoondtica bacteriana comuan
gue con una tasa de mortalidad elevada. sus sintomas inespecificos y su diagndstico
limitado sugieren una subestimacion de la incidencia, prevalencia y mortalidad. Se han
reportado proteinas como LipL21, LipL32, LipL42, OmpLl, implicadas en la
patogénesis de Leptospira con potencial inmunogénico. Objetivo. Determinar la
frecuencia de Leptospira en muestras con cuadro febril de etiologia desconocida, asi
como analizar epitopos inmunogénicos en las proteinas de membrana. Materiales y
métodos. Se realiz6 un estudio transversal, observacional, comparativo y descriptivo
en muestras de sangre de perros y humanos en Culiacan para detectar Leptospira,
ademas se analizaron proteinas de membrana para detectar posibles efectos
inmunogénicos. Resultados. Se analizaron 218 muestras de seres humanos donde
se encontr6 un 10.09 % de positividad en este grupo. Respecto al grupo de perros, se
analizaron 144 muestras encontrando un 9% de positividad. El analisis in silico del
genoma de Leptospira reflejo que existen al menos 40 epitopos de LipL21 y 49 de
OmpL1 para el MHC de clase |, asi como 9 epitopos de LipL21 y 6 de OmpL1 para el
MHC de clase Il como candidatos para el desarrollo de vacunas. Conclusiones. Este
es el primer estudio en Sinaloa donde se busca genoma bacteriano en muestras con
cuadro febril de etiologia desconocida. El andlisis in silico de los genes y de las
proteinas de membrana de Leptospira permite establece las bases para prevenir y
controlar la enfermedad, asi como el desarrollo de vacunas.

(Palabras clave: Leptospira, leptospirosis, Identificacion molecular, Proteinas de

membrana.)



II. ABSTRACT

Introduction. Leptospirosis is a common bacterial zoonotic disease with a high
mortality rate. Its nonspecific symptoms and limited diagnosis suggest an
underestimation of incidence, prevalence, and mortality. Proteins such as LipL21,
LipL32, LipL42, OmpL1l have been reported to be involved in the pathogenesis of
Leptospira with immunogenic potential. Objective. To determine the frequency of
Leptospira in samples with febrile illnesses of unknown etiology, as well as to analyze
immunogenic epitopes in membrane proteins. Materials and methods. A cross-
sectional, observational, comparative, and descriptive study was carried out on blood
samples from dogs and humans in Culiacan to detect leptospira. In addition, membrane
proteins were analyzed to detect possible immunogenic effects. Results. A total of 218
samples from humans were analyzed, and 10.09% positivity was found in this group.
Regarding the group of dogs, 144 samples were analyzed, finding 9% positivity. In silico
analysis of the Leptospira genome showed that there are at least 40 LipL21 and 49
OmpL1 epitopes for MHC class I, as well as 9 LipL21 and 6 OmpL1 epitopes for MHC
class Il, as candidates for vaccine development. Conclusions. This is the first study in
Sinaloa where the bacterial genome is searched in samples with febrile illnesses of
unknown etiology. The in silico analysis of genes and membrane proteins in Leptospira
allows for establishing the basis for preventing and controlling the disease, as well as

the development of vaccines.

(Keywords: Leptospira, Leptospirosis, Molecular identification, Membrane proteins.)



l1l. INTRODUCCION

3.1 Leptospirosis

La leptospirosis es la zoonosis bacteriana de mayor importancia, ampliamente
distribuida alrededor del mundo tanto en seres humanos como en otras especies de
animales (L6épez Robles et al., 2021). Actualmente, se considera una enfermedad
emergente causante de epidemias internacionalmente, es subestimada por entidades
de salud publica, especialmente en los paises en desarrollo, gracias a que las
manifestaciones clinicas en las primeras etapas de la infeccion son compartidas con
otras infecciones febriles como influenza, dengue, ricketsiosis, malaria, salmonelosis,

entre otras (Miraglia et al., 2013; Moreno & Agudelo-Florez, 2010; Riazi et al., 2014).

La enfermedad se adquiere principalmente por la interaccion con la bacteria en
agua y alimentos contaminados con orina de hospederos infectados, al ingresar en el
organismo la Leptospira rapidamente se disemina a través de la circulacion sanguinea
alojandose preferentemente en higado y riflones (Gongalves-de-Albuquerque et al.,
2023). Generalmente la infeccidén cursa de forma asintomatica; sin embargo, existe
una forma severa conocida como enfermedad de Welil, caracterizada por ictericia,
hipotensién, hemorragias, lesion pulmonar aguda y falla multiorganica (Petakh et al.,
2022). La lesion e insuficiencia renal aguda ocurren en el 87% de los pacientes
pudiéndose presentar un aumento de bilirrubina en sangre (ictericia), el sangrado
puede variar desde petequias hasta hemorragias pulmonares (leptospirosis severa con
hemorragica pulmonar o LSHP) (Kozyk et al., 2022). La leptospirosis severa con LSHP
puede alcanzar una mortalidad de hasta un 70% de los casos (Romero-Vivas &

Falconar, 2016; Vieira et al., 2018).



IV. ANTECEDENTES

4.1 Etiologia de la leptospirosis

Se han identificado 15 especies del género Leptospira asociados con la
leptospirosis humana las cuales se clasifican como patdgenas (Leptospira interrogans,
L. kirschneri, L. borgpetersenii, L. mayottensis, L. santarosai, L. noguchii, L. weilii, L.
alexanderi, L. kmetyi, y L. alstonii), patdgenas intermedias o patogenicidad poco clara
(L. broomii, L. fainei, L. inadai, L. licerasiae, L wolffii) pero también existen otras
especies saprofitas como (L. biflexa, L. idonii, L. meyeri, L.terpstrae, L. vanthielli, L.
wolbachii, L. yanagawae) (Cuadro 1) (Ballados-Gonzalez et al., 2018). La leptospirosis
puede ser causa de muerte si no es tratada adecuadamente (Taylor et al., 2015).
4.2 Fisiopatologia

Leptospira ingresa al ser humano gracias a su movilidad, penetra a través de
lesiones de piel o de membranas mucosas de 0jos, nariz o garganta al estar en
contacto con agua y tierra contaminadas con orina de hospederos infectados (Figura
1) (Evangelista & Coburn, 2010). Su periodo de incubacion es de 7 a 26 dias con un
promedio de 12 dias por lo que el inicio de la enfermedad es variable y la infeccion
puede durar meses. Se disemina rapidamente de forma sistémica alcanzando 6rganos

y liquido cefalorraquideo (LCR) (Cespedes, 2005).

Durante la primer semana post infeccion Leptospira se encuentra en sangre y
LCR pudiendo manifestarse sin complicaciones o con cuadro febril (fase
leptospiremica), después de la primera semana aparecen los anticuerpos en sangre
(fase de leptospiruria) y Leptospira alcanza 6rganos diana como el rifion donde es

excretada por orina iniciando el ciclo de infeccidn, en esta etapa la leptospirosis puede



complicarse presentando sintomas graves como fallas multiorganicas (Figura 2)

(Céspedes Chaves et al., 2017).

La leptospirosis puede presentar una amplia variedad de manifestaciones
clinicas y la severidad depende de la cepa de Leptospira implicada, el tamafio del
in6culo para algunas cepas, asi como la edad, salud y estado inmunologico del

paciente (Evangelista & Coburn, 2010).

Los mecanismos de la patogénesis de la Leptospira son poco conocidos; sin
embargo, se han reportado algunos factores de virulencia de la bacteria que participan
en la patogenia de la enfermedad incluyendo LPS, hemolisinas, proteinas de la
membrana exterior y otras proteinas de superficie como moléculas de adhesién

(Evangelista & Coburn, 2010; Guerrier & D’Ortenzio, 2013).

4.3 Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas de la infeccion varia ampliamente en el ser humano
pudiéndose presentar desde manera asintomatica que son los casos mas frecuentes
hasta el desarrollo de cuadros icterohemorragicos con serias complicaciones hepéatico-

renales los cuales pueden tener desenlaces fatales (Céspedes et al., 2007).

Entre las manifestaciones clinicas mas frecuentes en una leptospirosis no ictérica
se encuentran cefalea intensa recurrente, mialgias en la region lumbar, inyeccion
conjuntival, escalofrios y dolor abdominal (OPS., 2023). Se presentan nauseas,
vomitos y un acentuado malestar general con postracion. La fiebre es de caracter
remitente alcanzando 40 °C o mas. Se puede presentar confusion mental, tos, dolor
toraxico o hemoptisis y exantema petequial en el paladar. En la enfermedad grave
(sindrome de Weil) se presentan complicaciones de la funcidon hepatica, renal,

5



hemorragias, colapso vascular y una mortalidad de hasta el 40% de los casos de

leptospirosis grave (Cespedes., 2005).

4.4 Inmunopatogenesis

Posterior a que Letospira ingresa al ser humano es transportada por la circulacion
sanguinea, alcanzando érganos diana, principalmente rifidbn e higado manteniendo
tropismo por estos 6rganos debido a la presencia de acidos grasos de cadena larga
los cuales son utilizados por la espiroqueta para su desarrollo (Gongalves-de-
Albuquerqgue et al., 2012). En estos 6rganos la respuesta inmune del hospedero puede
inducir la lisis de la bacteria liberando algunos antigenos como glicoproteinas y
lipopolisacéaridos (LPS) o Leptospira utiliza algunos mecanismos de evasion de la
respuesta inmune (Gongalves-de-Albuquerque et al., 2023). La respuesta inmune del
huésped elimina a las bacterias, promoviendo la liberacién de endotoxinas (LPS, GLP,
ligasas LIPIDA, Proteinas de Membrana: LipL32, y acidos grasos no esterificados) las
cuales son reconocidas por células del sistema inmune innato del ser humanos y
ratones a través de receptores especificos. Esta respuesta estd mediada por
receptores tipo Toll (TLR2, TLR4 y NKA) que desencadenan vias de sefalizacion que
conducen a la activacion de los factores de transcripcion NFkB y NLRP3, lo que
conduce a una mayor produccién de mediadores inflamatorios (Figura 3) (Goncalves-
de-Albuquerque et al., 2023). Este escenario crea un microambiente proinflamatorio
gue puede conducir a disfuncion de 6rganos y desencadenar la muerte (Goncalves-

de-Albuquerque et al., 2012, 2023).



Cuadro 1. Clasificacion de Leptospira segun su patogenicidad

L. terpstrae
L. vanthielli
L. wolbachil

L. yanawae

L. licerasiae
L. wolffii

ESPECIES NO PATOGENAS ESPECIES DE ESPECIES PATOGENAS
PATOGENICIDAD MEDIA
L. biflexa L. broomii L. interrogans
L. idonii L. fainei L. borgpetersenii
L. meyeri L. inadai L. kirschneri

L. santarosai
L. mayottensis
L. noguchi
L. weili
L. alexanderi
L. kmety

L. alstoni




Figura 1. Ciclo de transmisién de leptospirosis. Leptospira ingresa al ser humano
por medio de mucosas y heridas de piel al estar en contacto con suelo y agua
contaminada con orina de reservorios naturales de la bacteria. De igual manera otros
animales libres de infeccion pueden infectarse mediante este mecanismo.

https://notichinandega.com/leptospirosis).
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Figura 2. Fases de la leptospirosis. La leptospirosis consta generalmente de dos

fases, una primera fase

detectada en sangre, inicia desde el primer dia de infeccion hasta el séptimo y una

segunda fase denominada leptospiruria que inicia a partir del séptimo dia y se prolonga

denominada leptospirémica donde Leptospira puede ser

incluso a meses detectando a Leptospira en orina (Céspedes et al., 2007).
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Figura 3. Inmunopatogénesis de la leptospirosis. La respuesta inmune del

hospedero induce la lisis de la bacteria liberando algunos antigenos como LPS,

LIPL32, GLP, LIPIDA, NEFA, etc. los cuales son reconocidos por células del sistema

inmune como macrofagos a través de receptores tipo Toll (TLR2, TLR4) desencadenan

vias de sefializacién que conducen a la activacion de los factores de transcripcion

(NFkB y NLRP3), lo que conduce a una mayor produccién de mediadores

proinflamatorios (Gonalves-De-Albuquerque et al., 2012)
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4.5 Tratamiento

El tratamiento para la leptospirosis se basa en el uso de antibidticos
principalmente penicilina G entre otros (Romero-Vivas & Falconar, 2016). Aun cuando
se ha demostrado que la terapia temprana con el antibidtico reduce el tiempo de
infeccion y la tasa de mortalidad también se ha observado que en pacientes con LSHP

no se reduce la mortalidad (Romero-Vivas & Falconar, 2016).

La penicilina G es un antibiético betalactamico que tiene principalmente propiedades
bactericidas que inhibe la sintesis de la pared celular bacteriana (Suarez & Gudiol,
2009). Se administra mediante inyeccién intravenosa o intramuscular, ya sea de forma
continua o intermitente, su administracion por via oral no es recomendada ya que el

acido del estdbmago la destruye facilmente (Suarez & Gudiol, 2009).

4.6 Leptospira

El género Leptospiray los géneros Leptonema y Turnerella pertenecen a la
familia Leptospiracae, orden Spirochaetales, clase Spirochaetia y familia Spirochaetes
(San Martin etal., 2023). El género Leptospira, derivado de las palabras
griegas Leptos (delgado) yla palabra latina spira (espiral), contiene bacterias
moviles que se asemejan a sacacorchos con forma de signo de interrogacion; Tienen
entre 6 y 20 um de longitud y 0,1 pum de diametro. Son bacterias aerébicas obligadas
que crecen de forma Optima a una temperatura de 28-30 °C yun pHde 7,2-7,6

(Romero-Vivas & Falconar, 2016).

El genoma de Leptospira se compone de dos cromosomas circulares, uno grande
(cromosoma 1) y otro pequefio (cromosoma Il), que tienen una longitud de
aproximadamente 3500-4300 Kb y 300-350 Kb, respectivamente (Jorge et al., 2018).

11



Ademas, las especies de saprofitas tienen un tercer replicona circular llamado p74,
gue ha sido relacionado con su supervivencia en el medio ambiente (Romero-Vivas &
Falconar, 2016).
4.7 Epidemiologia de la leptospirosis

Leptospira infecta un amplio namero de especies animales, particularmente
mamiferos y algunos vertebrados de sangre fria inclusive al humano (Romero-Vivas &
Falconar, 2016). Los reservorios definitivos de Leptospira son animales con infeccion
cronica en los tubulos renales proximales donde causa poco dafio e inclusive
permanecen asintomaticos. Se han identificado algunos animales como reservorios
como: ratas (de las serovariedades Icterohaemorrhagiae 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

Gripothyphosa (Romero-Vivas & Falconar, 2016).

Los brotes epidemiologicos de la leptospirosis se incrementan principalmente
después de fuertes lluvias debido a la facil dispersién por agua, ocurre en todo el
mundo y se esta convirtiendo en un problema de salud publica en paises tropicales y

subtropicales, donde afecta mayormente a las poblaciones vulnerables (OPS, 2017).

4.7.1 Epidemiologia mundial

La epidemiologia de la leptospirosis ha sido subestimada a nivel mundial, debido
a la falta de especificidad de técnicas de laboratorio actualmente implementadas; sin
embargo, el Leptospirosis Burden Epidemiology Reference Group (LERG) coordinado

por la OMS estima la frecuencia a nivel mundial. Segun estudios previos Leptospira
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causa a nivel mundial un millébn de casos severos anualmente con una mortalidad de

seiscientos mil infectados (OPS, 2017).

El Sistema de control de eventos (EMS) es un componente del Reglamento
Sanitario Internacional (RSI) que entrd en vigor en el 2007, en el cual se registra los
incidentes considerados potencialmente emergencias internacionales de salud
publica, considerando a la leptospirosis uno de los 10 principales sucesos infecciosos

(OPS., 2017

La leptospirosis humana tiene una amplia distribucién geogréfica, con el sudeste
asiatico, Oceania, el Subcontinente indio, el Caribe y América Latina considerada
como altamente endémica de la enfermedad (Figura 4) (Evangelista & Coburn, 2010).
En estas regiones, los cambios climaticos y las inundaciones, los niveles de
saneamiento deficientes, y altas poblaciones de hospedadores de mantenimiento
como las ratas, son determinantes importantes de la infeccion. Aunque en las Ultimas
décadas se han visto cambios en el patrén epidemiologico (Evangelista & Coburn,
2010). En regiones donde la enfermedad no era comun, como Canada, EE. UU. y
Europa, han ocurrido brotes esporadicos asociados con actividades deportivas
acuaticas en lugares contaminados con Leptospira patégenas o a cambios en el patron

climatico (Evangelista & Coburn, 2010).

4.7.2 Epidemiologia en México

En Mérida, Yucatan, la leptospirosis se notificO por primera vez en personas
diagnosticadas inicialmente de fiebre amarilla.; sin embargo, el aislamiento de las

bacterias demostré que se trataba de leptospirosis (Sanchez-Montes et al., 2015). A
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partir de entonces, varios autores reportaron la prevalencia de la enfermedad
principalmente en la parte sureste del pais; sin embargo, la prevalencia nacional aun

se desconoce (Sanchez-Montes., 2015).

Durante el periodo de 2000-2010 se registraron 1,547 casos confirmados en 27
de los 32 estados en México. El estado reportado con nimero mas alto de casos fue
Veracruz con 377, seguido por Tabasco 260, Sinaloa 129, Hidalgo 116 y Oaxaca 97.
Los estados con menor niamero de casos fueron Nayarit y Tlaxcala con 3, Michoacan
2 y Aguascalientes 1. Otros estados como Baja California, Durango, Guanajuato,

Querétaro y Zacatecas no reportaron casos (Sanchez-Montes et al., 2015).

De acuerdo con los reportes publicados por el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica, en México, en el afio 2016 ocurrieron un total de 269 casos siendo
Sinaloa el estado con mayor incidencia, manteniéndose en los primeros tres lugares
hasta la semana 22 del presente afio junto con Tabasco y Veracruz (Figura 5), (Cuadro

2) (SINAVE., 2017).
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Figura 4. Epidemiologia mundial de leptospirosis. En amarillo se muestran los
paises considerados como endémicos, donde se ha reportado un nimero elevado de
casos de leptospirosis por parte de entidades de salud incluyendo a México; y en gris
los paises donde a pesar de no haber reportes por entidades de salud se han reportado

casos por grupos de investigacion. Adaptado de (Evangelista & Coburn, 2010).
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Figura 5. Epidemiologia en México de leptospirosis. En el mapa se muestran los
estados con reportes de leptospirosis en un periodo del 2000 al 2021, mostrando con
color mas intenso los estados con mayor nimero de reportes, encontrando en primer
lugar a Tabasco con 796 casos, seguido de Veracruz con 652 y en tercer lugar Sinaloa

con 588 (“DGE,” 2019).

16



Cuadro 2. Casos de Leptospira en México por estados, periodo 2000-2021

Estado ~ CASOS |~

Aguas calientes 1
Baja california 47
Baja california sur 19
Campeche 15
Chiapas 239
Chihuahua 1
Coahuila 16
Colima 16
Durango 0
Guanajuato 15
Guerrero 130
Hidalgo 109
Jalisco 18
Mexico 36
Michoacan 5
Morelos 146
Nayarit 1
Nuevo leon 9
Oaxaca 78
Puebla 104
Queretaro 1
Quintana roo 33
San luis potosi 3
Sinaloa 588
Sonora 44
Tabasco 796
Tamaulipas 37
Tlaxcala 2
Veracruz 652
Yucatan 61
Zacatecas 0
Total 3222,
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4.8 Diagnostico
4.8.1 Diagnoéstico diferencial

El Manual de Procedimientos Estandarizados para la Vigilancia Epidemiologica
de la Leptospirosis establece que las siguientes afecciones deben investigarse junto
con la vigilancia de la leptospirosis: la gripe, el dengue, el dengue hemorragico, las
infecciones por hantavirus, como el sindrome pulmonar por hantavirus u otros
sindromes de dificultad respiratoria, la rickettsiosis, la borreliosis, la meningitis
aséptica, la fiebre tifoidea y otras fiebres entéricas, y la hepatitis virica, porque
comparten sintomas durante la fase inicial de la infeccion por Leptospiray, por lo tanto,

el diagnastico clinico es inadecuado (OMS, 2017).

4.8.2 Cultivo de la bacteria

Durante los 10 primeros dias de la infeccion, la regla de oro es aislar el organismo
de la sangre, el liquido cefalorraquideo o los fluidos corporales (Romero-Vivas &
Falconar, 2016). Alternativamente, durante la fase inmunitaria de la infeccion, el
organismo puede aislarse de la orina (Romero-Vivas & Falconar, 2016). Durante esta
fase, el organismo crece mejor a temperaturas entre 28 y 30°C en un medio
suplementado con acidos grasos de cadena larga, sales de calcio y vitaminas Bl y
B12 (Evangelista & Coburn, 2010). Por el momento, las Unicas fuentes de energia y
carbono conocidas de Leptospira son los acidos grasos de cadena larga. EI medio
McCullough-Johnson-Harris es el mas utilizado (EMJH). (Evangelista & Coburn, 2010;
Romero-Vivas & Falconar, 2016). La utilidad de esta prueba radica en la multiplicacion

de la bacteria para su posterior tipificacion por distintos métodos diagndsticos.
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Leptospira es de crecimiento lento y en cultivo puede tardar hasta 4 meses en
crecer, ademas del co-crecimiento con otras bacterias hacen que este tipo de

diagnostico sea insensible y no oportuno (Romero-Vivas & Falconar, 2016).

4.8.3 Pruebas seroldgicas

Leptospira se ha diagnosticado mediante técnicas serologicas como ELISA 'y la
prueba de microscopia de aglutinacion microscépica (MAT) OPS., 2017). La MAT
puede arrojar resultados negativos en la fase aguda de la enfermedad o cuando no se
dispone de los serovares prevalentes en la region (Romero-Vivas & Falconar, 2016).
La prueba ELISA no suele detectar IgM durante los cinco primeros dias de la infeccion,
debido a que los anticuerpos empiezan a aparecer pocos dias después del inicio de la
enfermedad y pueden durar semanas, meses 0 incluso afios en ciertos casos
(Romero-Vivas & Falconar, 2016). Lamentablemente, mientras la infeccion sigue
siendo cronica, los titulos de anticuerpos pueden disminuir hasta niveles indetectables

(Romero-Vivas & Falconar, 2016).

4.8.4 Diagndstico molecular

Como método de diagndstico definitivo oportuno, confiable, sensible y especifico
desde la fase aguda de la enfermedad, incluso antes de que los anticuerpos sean
detectables por las pruebas seroldgicas, se han implementado metodologias como
PCR para detectar la infeccién causada por Leptospira basadas en la identificacion de
genes como rrs que codifica para la subunidad ribosomal 16S, rrl codifica para la
subunidad ribosomal 23S, gyrB, gen que codifica la subunidad B de la enzima ADN
girasa, y secY codificante para una proteina translocasa (Martin PL, Arauz, 2015).

Ademas, existen pruebas que se basan en la identificacion de genes exclusivos de las
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especies patdgenas del género Leptospira. Estos genes incluyen lipL21, lipL32, lipL41,
ligAy ligB, asi como p74, que se encuentra exclusivamente en especies no patdégenas.

(Martin PL, Arauz, 2015; Romero-Vivas & Falconar, 2016).

La técnica PCR es conocida por ser una herramienta de diagnostico altamente
especifica y sensible. La especificidad analitica del método puede alcanzar niveles
aceptables en funcion de diversos factores, incluido el disefio del cebador, mientras
gue la sensibilidad oscila entre 100 y 1.000 copias del genoma del microorganismo
investigado. Cuando se utiliza la PCR anidada, tanto la sensibilidad como la

especificidad pueden aumentar (Carvalho-Pereira et al., 2020).

4.9 Genes de Leptospira

El genoma esta constituido por un amplio nimero de genes en su gran mayoria
de funcién desconocida, sin embargo, se ha establecido la funcién para algunos de
ellos tales como aquellos que codifican para proteinas con funciones esenciales de la
bacteria como su movilidad (fliY), la subunidad B de la ADN girasa (gyrB), subunidades
ribosomales (rrs y rrl), subunidades translocadoras de proteinas (secY), proteinas de

membrana externa (lipl21, lipl32, lipL41, OmpL1) (Jorge et al., 2018).

4.10 Identificacién de Leptospira

Diferentes grupos de investigacién han utilizado los genes de Leptospira para su
identificacion mediante técnicas de PCR en muestras biologicas y ambientales
demostrando una alta sensibilidad para esta técnica inclusive mayor a la reportada
para técnicas diagnésticas convencionales (ELISA, MCO, MAT) reportando

sensibilidad del 100% para la identificacion utilizando los genes 16S, lipL32, secY entre
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otros, los cuales han demostrado ser especificos para el género Leptospira (Djadid et

al., 2009; Moreno and Agudelo-Florez, 2010).

De igual manera se ha logrado discriminar entre especies patdgenas y especies

saprofitas por técnicas como PCR-RFLP (Djadid et al., 2009).

Cabe aclarar que estas técnicas son solo usadas en investigacion y no se han
utilizado como método diagndéstico convencional, ademas de no diferenciar entre
especies por métodos accesibles como PCR punto final y se necesitan metodologias

menos accesibles como PCR digital y secuenciacion.

4.11 Patogenicidad de Leptospira

Se han descrito 15 especies de Leptospira capaces de infectar al ser humano y
establecer una enfermedad pero su patogenicidad no esta del todo clara, aun asi, se
han establecido algunos factores que favorecen su infeccion y el establecimiento de la
enfermedad, entre ellos el tamafio del indculo inicial, el estado inmunoldgico del
paciente, la especie de bacteria infectante y en cuanto a factores de virulencia se ha
estudiado la relacion de la patogenicidad de la bacteria con la expresion de proteinas
de superficie, entre las que se encuentran LipL21, 32, 41, Loa22, Lig A, B, C, OmpL1
entre otros lo que ha sugerido que su expresidn es distinta entre especie patdégena de
Leptospira, lo que pudiera estar implicado en las manifestaciones clinicas (Dietrich et

al., 2015; Evangelista & Coburn, 2010; Patra et al., 2015).
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V. JUSTIFICACION

Sinaloa reune las caracteristicas climaticas que favorecen los brotes de leptospirosis
siendo uno de los estados con mayor incidencia de la enfermedad en México; sin
embargo, esta enfermedad es facilmente confundida con otras infecciones febriles, por
lo que el nimero de casos podria estar subestimado. Ademas, la mortalidad causada
por esta infeccion alcanza hasta el 50 por ciento por la falta de deteccion temprana y
la administracion de un medicamento eficaz, por lo que es de suma importancia
implementar metodologias para la deteccion desde la etapa inicial de la enfermedad,
con el fin de contar con estudios que permitan mejorar las estrategias de prevencion y
control de la enfermedad. El conocimiento de las proteinas relacionadas con la
infectividad y patogenicidad, permitiran conocer y entender mejor los mecanismos

patogénicos, asi como el desarrollo de vacunas como profilaxis de la enfermedad.
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VI. HIPOTESIS

El andlisis de las proteinas de membrana permitira estimar la frecuencia de
leptospirosis en al menos el 3% en pacientes con cuadro febril de etiologia

desconocida y permitira la prediccion de epitopos con potencial inmunogénico.

23



VII.OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Establecer la frecuencia de Leptospira en muestras de pacientes con cuadro
febril de etiologia desconocida y predecir el potencial inmunogénico de péptidos

derivados de las proteinas lipL32. lipL21. lipL42, ompL1.
7.2. Objetivos especificos

7.2.1. Determinar la frecuencia y distribucion de la infeccidén por Leptospira en

pacientes con cuadro febril de etiologia descoocida de Culiacan, Sinaloa.

7.2.2 Determinar la frecuencia y distribucidén de la infeccion por Leptospira en perros

de Culiacan Sinaloa.

7.2.3 Analizar el potencial inmunogénico de las proteinas de membrana (LipL21,

LipL32, LipL41 y Ompll) de Leptospira

7.2.4. Predecir péptidos de las proteinas lipL32. lipL21. lipL41, ompL1 con posible

potencial inmunogénico.

7.2.5 Analizar toxicidad y alergenicidad de los epitopos estudiados.
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VIll. MATERIALES Y METODOS

8.1. Tipo de estudio

Se realizo un estudio de tipo transversal, observacional, comparativo y
descriptivo en donde se realiz6 un muestreo a conveniencia, de sangre de personas
con sintomatologia febril y pacientes sin sintomatologia que acudieron a servicios de
laboratorios clinicos privado en el municipio de Culiacan, Sinaloa. Cada participante

otorgo su consentimiento para el manejo y andlisis de las muestras.

Adicionalmente se obtuvieron muestras de sangre de perros domeésticos del

mismo laboratorio privado.

8.2 Criterios de inclusion

Se incluyeron dos grupos de muestras una de pacientes que presentaron cuadro
febril no diagnosticado, que acudieron a realizarse analisis durante el periodo de
estudio y firmaron el consentimiento informado, asi como muestras de personas sin
sintomatologia aparente que de igual forma firmaron el consentimiento para manejo y

procesamiento de las muestras.

Las muestras de perros que acudieron hacerse analisis de sangre al laboratorio

y los duefios otorgaron el consentimiento para el analisis de las muestras.
8.3 Criterios de eliminacién

Se descartaron aquellas muestras cuyo material fue insuficiente para su

adecuado procesamiento.
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8.4 Tratamiento de las muestras

Se recolectaron por puncion venosa 3 mL de sangre en un tubo con
anticoagulante EDTA de cada paciente y un tubo igual de los perros. Las muestras
fueron transportaron al laboratorio de Microscopia de la facultad de ciencias quimico-
biolégicas de la universidad autonoma de Sinaloa, donde se procedié a su
procesamiento. Las muestras que no se utilizaron inmediatamente fueron

almacenadas a 4 °C (Bhatia et al., 2015; Perez & Goarant, 2010).

8.5 Extraccion de material genético

La extraccion de DNA se realiz6 mediante el kit * Tissue DNA Preparation-column
kit" (Jena Bioscience) siguiendo las recomendaciones del fabricante, con algunas
modificaciones. Se afiadié una alicuota de 1 mL de sangre de cada paciente y 13 mL
de solucion de lisis de eritrocitos (NH4CI 1,55 M, NaHCO3 10 mMy EDTA 1 Mm) a un
tubo cénico de 15 mL, se mezclé por inversion y se incubé a 4 °C por 20 minutos,
transcurrido el tiempo de incubacion se centrifugé a 4500xg durante 10 min, se
descartd el sobrenadante y se repiti6 la lisis de eritrocitos hasta obtener una pastilla
blanca. el ADN fue recuperado con el kit indicado anteriormente. La calidad y
concentracion del ADN se evaluaron mediante espectrofotometria utilizando el

NanoDrop (Thermo Scientific).

8.6 Integridad del material genético
Para corroborar la integridad del DNA se disefid un par de primers para el gen
constitutivo B-actina, se amplifico este gen para cada una de las muestras analizadas,

fue visualizado por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% tefido con RedGel.
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8.7 Identificacion de Leptospira por PCR en tiempo real

El ADN de Leptospira se detectdé mediante la amplificacion de un fragmento de
242 pb del gen lipL32 utilizando los cebadores LipL32-45F 5-AAG CAT TACCGC TTG
TGG TG-3', LipL32-286R 5-GAA CTCCCA TTT CAG CGA TT-3', la sonda LipL32-
189P FAM-5-AA AGC CAG GAC AAG CGCCG-3-BHQ1 y el Tag Man gene
expression master mix (Applied Biosystems). Para la mezcla de PCR se utilizaron 12,5
uL del mix de expresién, 10 pmol de cada cebador, 10 pmol de la sonda y 50 ng de
ADN en un volumen de reaccion de 20 pL. Se utilizd ADN de Leptospira (ATCC 23481)
como control positivo y agua libre de nucleasas como control negativo. Las condiciones
de amplificacion fueron las siguientes: un ciclo de activacion de 50 °C por 2 min,
seguido de un ciclo de desnaturalizacion de 95 °C por 5 min y 45 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 15 seg y 60 °C de hibridacion por 30 segundo utilizando

el dispositivo Blackstar 96 (Gen2Life) (Piredda et al., 2021).

8.8 Andlisis de potencial inmunogénico de proteinas de membrana de
leptospira.

8.8.1 Busqueda y seleccion de secuencias

Se analizaron las secuencias aminoacidicas completas de las proteinas de
membrana LipL21, LipL32, LipL41 y OmpL1 obtenidas de la base de datos del NCBI
para la posterior prediccion de los epitopos inmunogénicos de células By T en base a
su afinidad con los diferentes alelos del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) humano y de raton utilizando herramientas bioinformaticas como: HLApred

Server, BepiPred, SEPPA y MIMOPRO (Ali et al., 2017; Karkhah et al., 2017).
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8.8.2 Potencial inmunogénico de las proteinas de membrana de Leptospira.

Se analizaron las proteinas LipL21, LipL32, LipL41 y OmpL1 utilizando el servidor
VaxiJen 2.0 (https://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html). Para
predecir el potencial inmunogénico de cada una de las proteinas de membrana
tomando como punto de corte 0.4 debido a que toda proteina con un score antigénico
mayor a 0.4 son consideradas como posibles antigenos (Anand et al., 2020; Salod &

Mahomed, 2022).
8.8.3 Predicciodn de epitopos en linea de linfocitos T MHC-1.

La prediccion de epitopos para la clase MHC-1 se realiz6 mediante el programa
HLApred Server: (http://crdd.osdd.net/raghava/hlapred/). Para los alelos Al, A2,
A*0201, A*0202, A*0203, A*0205, A*0206, A3, Al11, A*1101, A20, A24, A*2402, A31,
A*3101, A*3302, B7, B*0702, B8, B14, B27, B*2702, B*2705, B35, B*3501, B*3701,
B*3801, B*3901, B*3902, B40, B*4403, B51, B*5101, B*5102, B*5103, B*5201,
B*5301, B*5401, B*5801, B60, B61, B62, utilizando un punto de corte de 3 con 4
epitopos por alelo, con una prediccibn basada en matrices cuantitativas (Taheri-

Anganeh et al., 2021; Zaheer et al., 2020).

8.8.4 Predicciodn de epitopos en line de linfocitos T MHC-II.

La prediccion de epitopos para la clase MHC-II se realiz6 mediante el programa
HLApred Server: (http://crdd.osdd.net/raghava/hlapred/). Para los alelos; HLA-
DRB1*0101, HLA-DRB1*0102, HLA-DRB1*0301 HLA-DRB1*0305 HLA-DRB1*00306
HLA-DRB1*0307, HLA-DRB1*0308, HLA-DRB1*0309, HLA-DRB1*0311, HLA-
DRB1*0401, HLA-DRB1*0402, HLA-DRB1*0404, HLA-DRB1*0405, HLA-DRB1*0405,
HLA-DRB1*0410, HLA-DRB1*0421, HLA-DRB1*0426, HLA-DRB1*0701, HLA-
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DRB1*0703, HLA-DRB1*0801, HLA-DRB1*0802, HLA-DRB1*0804, HLA-DRB1*0806,
HLA-DRB1*0813, HLA-DRB1*0817, HLA-DRB1*1101, HLA-DRB1*01102, HLA-
DRB1*1104, HLA-DRB1*1106, HLA-DRB1*1107, HLA-DRB1*1114, HLA-DRB1*1120,
HLA-DRB1*1121, HLA-DRB1*1128, HLA-DRB1*1301, HLA-DRB1*1302, HLA-
DRB1*1304, HLA-DRB1*1305, HLA-DRB1*1307, HLA-DRB1*1311, HLA-DRB1*1321,
HLA-DRB1*1322, HLA-DRB1*1323, HLA-DRB1*1327, HLA-DRB1*1328, HLA-
DRB1*1501, HLA-DRB1*1502, HLA-DRB1*1506, HLA-DRB5*0101, HLA-DRB5*0105
utilizando un punto de corte de 3 con 4 epitopos por alelo, con una prediccion basada

en matrices cuantitativas (Taheri-Anganeh et al., 2021; Zaheer et al., 2020).

8.8.5 Prediccidn de epitopos en linea de linfocitos B

La prediccibn de epitopos de células B se realizd6 en el servidor ABCpred
(http://crdd.osdd.net/raghava/abcpred/). Utilizando un punto de corte de 0.5,
mostrando 16 epitopos por ventana, con una prediccion basada en una red neuronal

artificial recurrente parcial (Galanis et al., 2021; Malik et al., 2022).

8.8.6 Prediccion de alergenicidad y toxicidad

Los servidores AllergenFP v.1.0 (https://www.ddg-
pharmfac.net/AllergenFP/index.html) y ToxinPred
(http://crdd.osdd.net/raghava/toxinpred/) fueron utilizados para predecir alergenicidad

y toxicidad de los epitopos predicho.

8.8.7 Andlisis de mimetismo molecular y cobertura en la poblacién
El mimetismo molecular de los epitopos predichos contra moléculas propias del ser
humano fue analizado utilizando el servidor HLApred

(http://crdd.osdd.net/cgibin/hlapred/mimicry.pl). aquellos epitopos que no mostraron
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identidad idéntica con el humano fueron considerados como candidatos para estudio

en el desarrollo de vacunas.

Los epitopos predichos no alergénicos, no toxicos y sin mimetismo molecular fueron

agrupados por alelos para evaluar la cobertura en la poblacion.
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IX. RESULTADOS

9.1 Descripcion de la poblacion

Se recolectaron 362 muestras de sangre donadas por un laboratorio de analisis
clinico privado, de las cuales 109 corresponden a pacientes con cuadro febril de origen
desconocido, 109 a pacientes sin cuadro febril y 144 muestras de perros domésticos
(Figura 6), ademas de 7 muestras de ADN’s de Leptospira interrogans donados por el
Instituto de Diagnéstico y Referencia Epidemioldgicos (INDRE) los cueles fueron

utilizados como controles.

Se obtuvo ADN de 218 muestras a partir de sangre de humanos voluntarios
participantes todos de origen sinaloense; 109/218 (50%) de pacientes con un cuadro

febril de origen desconocido, y 109/218 (50%) de pacientes asintomaticos.

La muestra estudiada fue conformada por 134 mujeres y 84 hombres, con un
predominio del sexo femenino (61.47%) (Figura 7). Las edades oscilaron entre 1y 92
afos, las cuales fueron organizadas por grupos etarios con un segmento mayor entre

27 a 59 anos (53%) (Figura 8).

Las 144 muestras de perros analizadas estuvieron conformadas por 59 hembras
y 85 machos con predominio del sexo masculino (59%) (Figura 9). Las edades
oscilaron entre 1 mes y 18 afos y fueron agrupados por edades con un segmento

mayor entre 1 y 3 afios (Figura 10)
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m Febriles = No febriles = Perros

Figura 6. Porcentaje de muestras obtenidas. Se recolectaron 362 muestras; 109
con cuadro febril (30%), 109 sin cuadro febril (30%) y 144 muestras de perros

domésticos (40%)
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m Femenino = Masculinos

Figura 7: Distribucion de la poblacion humana por género. De las 218 muestras
de sangre humana; 134 correspondian al género femenino (61%) y 84 al género

masculino (39%).
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Figura 8: Distribucion de la poblacién humana por grupos etarios. Se agruparon
por rangos de edad de 0-5, 6-11, 12-18, 19-26, 27-59 y mas de 60 afios con una

distribucion de 7, 12, 17, 20, 116 y 46 personas, respectivamente.
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m hembras = machos

Figura 9: Distribucion de la poblacién canina por género. De las 144 muestras de

sangre canina; 59 individuos fueron hembras (41%) y 85 fueron machos (59%).
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Figura 10. Distribucion de la poblacién canina por edad. La poblacién canina se
agrupo por edades con rangos de -1, 1-3, 4-6, 7-9, 10-12, 13-15 y mas de 15 afios con

una distribucion de 30, 55, 28, 13, 15, 3y 1 perros, respectivamente.
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9.2 Extraccion de material genético
Se procesaron un total de 362 muestras de las cuales se obtuvo DNA integro
para cada una de las muestras lo cual fue observado por electroforesis en gel de

agarosa al 0.8% tefiido con GelRed (Figura 11).

9.3 amplificacién del gen B-actina

Para corroborar la integridad del DNA se disefid un par de primers para el gen
constitutivo B-actina, se amplifico este gen para cada una de las muestras analizadas,
fue visualizado por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% tefido con RedGel

(Figura 12).
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Figura 11. Gel representativo de la extraccion de ADN: el ADN de las muestras fue
sometido a electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con GelRed. Carril 1
espacio en blanco, del carril 2 al carril 39 extraccion de muestras. Las muestras
24,33,35 y 36 no se observa la banda caracteristica del DNA gendmico sin embargo
no fueron descartadas hasta comprobar si el DNA presente era insuficiente para ser

amplificado.
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Figura 12. Gel representativo de la amplificacion del fragmento del gen B-actina.
la amplificacion del fragmento de 822pb del gen B-actina fue visualizado por
electroforesis en gel de agarosa al 1.2% tefiido con GelRed. Carril 1; control negativo
de reaccion, Carril 2; control positivo de reaccion, Carriles 13-12, 14-34, 36-45
muestras, Carriles 14 y 35; marcador de 100pb. La muestra 25 fue descartada debido
a que no se observo la banda de 822 pb esperada lo que indico material inadecuado

para su procesamiento.
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9.4 Identificacion de Leptospira por PCR en tiempo real

Se identifico a Leptospira mediante la amplificacion de un fragmento del gen
LipL32 de 242 pb obteniendo positividad en un 9.67 % del total de muestras
analizadas, de las 109 muestras febriles se obtuvo un 18.35% de positividad (Figura
13). De las 109 muestras no febriles 1.83 % fueron positivas (Figura 14) y de las 144

muestras de perros analizadas se obtuvo un 9 % (Figura 15).

De las muestras humanas positivas (22); 16 correspondieron al género femenino y 6
al género masculino, en cuanto a su distribucion por grupos etarios se obtuvieron 2
muestras positivas para el rango de 0-5 afios, 2 en el rango de 6-11; dos en el rango
de 12-18 afios; 2 mas para el rango de 19-26 afos; 11 en el grupo de 27-59 y 3

positivas en el grupo de mayor o igual a 60 afos (figura 16).

De las muestras caninas positivas (13); 4 hembras y 9 machos, en cuanto a su
distribucion por edades se obtuvieron 3 muestras positivas para el rango menores a 1
afios, 7 en el rango de 1-3 afos; 1 en el rango de 4-6 afos; 1 para el rango de 7-9
afos; 1 en el grupo de 10-12; O para los grupos de 13-15 afios y 0 en los mayores de

15 afios (figura 17).
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18.35%

81.65%

m positivas ® negativas

Figura 13. Positividad de las muestras febriles analizadas. Se analizaron 109
muestras febriles equivalente a un 30 por ciento del total de muestras analizadas,
donde se encontraron 20 muestras positivas representando un 18.35 % de positividad

en este grupo.
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98.17%

m positivas = negativas

Figura 14. Positividad de las muestras no febriles analizadas. Se analizaron 109
muestras no febriles equivalente a un 30 por ciento del total de muestras analizadas,
donde se encontraron 2 muestras positivas representando un 13.73 % de positividad

en este grupo.
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m positivas = negativas

Figura 15. Positividad de las muestras caninas analizadas. Se analizaron 144
muestras de perro equivalente a un 40 por ciento del total de muestras analizadas,
donde se encontraron 13 muestras positivas representando un 9 % de positividad en

este grupo.
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Figura 16: Distribucion porcentual de casos de leptospirosis humana por género
y rango de edad. Las barras negras representan las muestras positivas por sexo y las
barras rayadas representan las muestras positivas por grupo de edad. EI mayor
namero de muestras positivas se encontrg en pacientes mujeres (> 70%) y en el grupo

de edad de 27 a 59 afnos.
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Figura 17: Distribucién porcentual de casos de leptospirosis canina por género
y rango de edad. Las barras negras representan las muestras positivas por sexo y las
barras rayadas representan las muestras positivas por grupo de edad. EI mayor
namero de muestras positivas se encontr6 en los perros machos (> 69%) y en el grupo

de edad de 1 a 3 afos.
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9.5. Andlisis de las secuencias de las proteinas LipL21, LipL32, LipL41y
OmplL1l

Se recuperaron y alinearon las secuencias aminoacidicas completas de las
proteinas de membrana; LipL21, LipL32, LipL41 y OmpL1 de especies patégenas de
Leptospira. una vez alineadas se obtuvo una secuencia consenso la cual fue utilizada

para la busqueda y seleccion de epitopos inmunogénicos (Figura 18).
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Figura 18. Secuencia aminoacidica de las proteinas LipL21, LipL32, LipL41 y
OmpL1l de Leptospira. Secuencias aminoacidicas seleccionadas resultado de la
basqueda y alineacion de las proteinas de superficie de Leptospira. La proteina
completa de LipL21 tiene una longitud de 186 aminoacidos, la proteina LipL32 una
longitud de 272 aminoacidos, la proteina LipL41 una longitud de 355 aminoacidos y la

OmpL1 una longitud de 320 aminoacidos.
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9.6. Potencial inmunogénico de las proteinas LipL21, LipL32, LipL41y OmpL1l
de Leptospira.

Una vez recuperadas las secuencias aminoacidicas de las proteinas de
membrana de Leptospira; LipL21, LipL32, LipL41 y OmpL1 se utilizé la herramienta
bioinforméatica VaxiJen 2.0 para la prediccion del potencial inmunogénico de cada una
de las proteinas. Las cuatro proteinas analizadas mostraron potencial inmunogénico
ya que mostraron un score antigénico mayor o igual a 0.4 lo que es considerado como
potencial inmunogénico a excepcion de Lipl41 para L. borgpeterseni y L. santarosai.
Las proteinas con mayor score antigénico fueron Lipl21 y Ompll de L. interrogans

(Figura 19).

9.6.1. Propiedades fisicoquimicas de las proteinas LipL21, LipL32, LipL41y
OmpL1 de Leptospira.

La proteina Lipl21 de 186 aa mostro un peso de 19661.03 Da con un Pl de 7.54,
22 residuos totales con carga negativa, 23 residuos totales con carga positiva, un
indice de estabilidad de 34.14, una vida media de 30 hrs, un indice alifatico de 59.78
y un gran promedio de hidropaticidad (GRAVY) de -0.459 (Figura 20).
La proteina Lipl32 de 272 aa mostro un peso de 29612.97 Da con un Pl de 6.34, 34
residuos totales con carga negativa, 33 residuos totales con carga positiva, un indice
de estabilidad de 32.53, una vida media de 30 hrs, un indice alifatico de 85.74 y un

gran promedio de hidropaticidad (GRAVY) de -0.257 (Figura 20).

La proteina Lipl41 de 355 aa mostro un peso de 38952.80 Da con un Pl de 7.52, 51

residuos totales con carga negativa, 52 residuos totales con carga positiva, un indice
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de estabilidad de 25.46, una vida media de 30 hrs, un indice alifatico de 87.84 y un

gran promedio de hidropaticidad (GRAVY) de -0.245 (Figura 20).

La proteina OmpL1 de 320 aa mostro un peso de 33491.11 Da con un Pl de 8.91, 22
residuos totales con carga negativa, 26 residuos totales con carga positiva, un indice
de estabilidad de 27.60, una vida media de 30 hrs, un indice alifatico de 88.78 y un

gran promedio de hidropaticidad (GRAVY) de -0.092 (Figura 20).
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PROTEINA LONGITUD

LipL21 186aa

LipL32 272aa

LipL41 355aa

OmpL1l 320aa

SCORE

INTERROGANS

0.7832

0.4325

0.4197

0.6427

SCORE

BORGPETERSENII

0.7258

0.4271

0.3925

0.6087

SCORE

KIRSCHNERI

0.7620

0.4325

0.4362

0.6291

SCORE

NOGUCHII

0.7525

0.4325

0.4247

0.6427

SCORE

SANTAROSAI

0.7345

0.4380

0.3939

0.6197

SCORE

WEILII

0.7286

0.4271

0.4332

0.6427

Figura 19. Potencial inmunogénico de las proteinas LipL21, LipL31, LipL4ly

OmpL1l de Leptospira. Se muestra el potencial inmunogénico de las proteinas

predicho con VaxiJen 2.0 de LipL21, LipL31, LipL41 y OmpL1l de Leptospira por

especie con un score antigénico por encima del umbral de 0.4 considerandose

proteinas con potencial inmunogénico.
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CRITERIO LipL21 LipL32 LipL41 OmpL1
Numero de aminoacidos 186 272 355 320
Peso molecular 19661.03 29612.97 38952.80 33491.11
Formula CisH1340N2390281510 | CiazoH2113N341040057 | Cr7a0Ha804N4500531510 | CraoeHa355N1050449Ss
PI teorico 7.54 6.34 7.52 8.91
Residuos totales con carga 22 34 51 22
negativa (Asp+Glu)
Residuos totales con carga 23 33 52 26
positiva (Arg+Lys)
Ext. Coeficiente 28210 32890 34505 37458
Vida media estimada 30 hrs. en RM 30 hrs. en RM 30 hrs. en RM 30 hrs.en RM
indice de inestabilidad 34.14 32.53 25.46 27.60
Indice alifatico 59.78 85.74 87.44 88.78
Gran promedio de hidropaticidad -0.459 -0.257 -0.245 0.092

(GRAVY)

Figura 20. Propiedades fisicoquimicas de las proteinas LipL21, LipL31, LipL41y

OmpL1 de Leptospira. Se muestra las propiedades fisicoquimicas como numero de

aminoacidos, PM, formula, PI, coeficiente de extincién, vida media, indice de

inestabilidad, indice alifatico y gran promedio de hidropaticidad establecidas con

ProtParam.
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9.7 Prediccién de epitopos en linea de linfocitos T por HLApred MHC-1.

Se analizaron las dos proteinas con mayor puntaje antigénico: LipL21 (0.7832) y
OmpL1 (0.6427) y se predijeron un total de 220 epitopos de Lipl21 y 220 epitopos de
OmpL1 para 51 alelos del MHC clase I, sin embargo, algunos alelos compartian el
reconocimiento a los mismos epitopos resultando un total de 102 epitopos de Lipl21y
129 epitopos de OmpLL1. Los epitopos de Lipl21 con mayor cobertura de alelos fueron:
INRLIALSL y CQCVIYAKF con 7 alelos; RLIALSLAT, VAKAQEVSK y AKAQEVSKQ
con 6 alelos; VGDGGWTFE y RDTNPKDWY con 5 alelos; TTVGDGGWT,
RASGKAVAK, REASRLQGA, VVKKMVGET, VSQSQGVVK, SQGVVKGVG,
DNWEECQCV y KFPGGKDAL con 4 alelos. Mientras que los epitopos de OmpL1 con
mayor cobertura fueron: QNPGKPTGE con 8 alelos; GQLGGTITK con 6 alelos;
GQIYRFGYK con 5 alelos; KDGLDAASY, ADIAGYNIV, LNGSNNLKG y GHVFLELET

con 4 alelos (Cuadro 3).
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Cuadro 3: Epitopos de las proteinas LipL21 y Ompll de Leptospiray su

frecuencia en alelos del MHC clase |

15

18

22

24

25

28

29

30

31

35

38

39

LipL21

MINRLIALS
INRLIALSL
NRLIALSLA
RLIALSLAT
IALSLATMI
ALSLATMIF
FAACSSTDT
CSSTDTGQK
DTGQKDATT
GQKDATTVG
QKDATTVGD
ATTVGDGGW
TTVGDGGWT
TVGDGGWTF
VGDGGWTFE
GWTFEGWGG
FEGWGGPPE

EGWGGPPEQ
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11

17

19

21

22

24

25

26

27

30

35

37

OmplL1

MIRNISKAL
IRNISKALL
RNISKALLI
NISKALLIL
ALLILAVAL
ILAVALSSA
SSAASLSAK
AASLSAKTY
SLSAKTYAI
LSAKTYAIV
AKTYAIVGF
KTYAIVGFG
TYAIVGFGL
YAIVGFGLQ
VGFGLQLDL
GLQLDLGQL
QLDLGQLGG

DLGQLGGTI



40

41

44

45

48

51

52

55

56

57

58

59

60

61

62

69

70

71

72

73

74

77

78

[EEN

GWGGPPEQR
WGGPPEQRN
PPEQRNDGK
PEQRNDGKT
RNDGKTPRD
GKTPRDTNP
KTPRDTNPK
RDTNPKDWY
DTNPKDWYY
TNPKDWYYI
NPKDWYYIK
PKDWYYIKF
KDWYYIKFS
DWYYIKFSS
WYYIKFSSR
SRASGKAVA
RASGKAVAK
ASGKAVAKK
SGKAVAKKS
GKAVAKKSQ
KAVAKKSQA
AKKSQAMMQ

KKSQAMMQS
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39

47

48

56

58

59

62

65

69

12

74

75

76

79

80

82

83

85

86

88

93

96

99

GQLGGTITK
KDGLDAASY
DGLDAASYY
YGPVRSTDT
PVRSTDTCT
VRSTDTCTV
TDTCTVGPN
CTVGPNDPT
PNDPTCVQN
PTCVQNPGK
CVONPGKPT
VONPGKPTG
QNPGKPTGE
GKPTGEGNY
KPTGEGNYL
TGEGNYLGV
GEGNYLGVA
GNYLGVAPR
NYLGVAPRK
LGVAPRKAI
RKAIPAENR
IPAENRLIT

ENRLITLDR



79

80

81

84

85

86

88

89

91

92

93

94

95

97

98

100

101

102

107

116

117

118

120

KSQAMMQST
SQAMMQSTC
QAMMQSTCR
MQSTCREAS
QSTCREASR
STCREASRL
CREASRLQG
REASRLQGA
ASRLQGASD
SRLQGASDV
RLQGASDVV
LQGASDVVK
QGASDVVKK
ASDVVKKMV
SDVVKKMVG
VVKKMVGET
VKKMVGETV
KKMVGETVE
ETVESASGV
SDGEATASV
DGEATASVI
GEATASVIV

ATASVIVSQ

55

101

103

104

105

108

110

111

113

116

123

130

131

132

133

134

139

140

141

142

147

148

149

155

RLITLDRTT
ITLDRTTGG
TLDRTTGGL
LDRTTGGLI
TTGGLINAR
GGLINARST
GLINARSTK
INARSTKGA
RSTKGAMVG
VGGNLMVGY
GYESDFGKY
YESDFGKYF
ESDFGKYFF
SDFGKYFFW
DFGKYFFWR
FFWRVAAEY
FWRVAAEYT
WRVAAEYTQ
RVAAEYTQK
YTQKISGGI
TQKISGGIT
QKISGGITK

ITKADIAGY



122

126

127

128

129

130

131

132

133

134

136

139

142

143

147

148

150

151

152

153

154

156

157

ASVIVSQSQ
VSQSQGVVK
SQSQGVVKG
QSQGVVKGV
SQGVVKGVG
QGVVKGVGV
GVVKGVGVY
VVKGVGVYE
VKGVGVYEC
KGVGVYECK
VGVYECKAT
YECKATGSG
KATGSGSDP
ATGSGSDPK
GSDPKDVSK
SDPKDVSKD
PKDVSKDNW
KDVSKDNWE
DVSKDNWEE
VSKDNWEEC
SKDNWEECQ
DNWEECQCV

NWEECQCVI

56

157

158

160

161

162

163

164

165

168

173

175

176

177

179

180

181

183

184

189

191

193

198

199

KADIAGYNI

ADIAGYNIV

IAGYNIVDM

AGYNIVDMT

GYNIVDMTW

YNIVDMTWG

NIVDMTWGF

IVDMTWGFS

MTWGFSSIV

SSIVIPATV

IVIPATVGI

VIPATVGIK

IPATVGIKL

ATVGIKLNV

TVGIKLNVT

VGIKLNVTE

IKLNVTEDA

KLNVTEDAA

EDAAIYMGA

AAIYMGAGL

IYMGAGLNY

GLNYFNGGW

LNYFNGGWS



158

159

160

161

163

165

167

168

169

171

172

174

175

177

178

WEECQCVIY
EECQCVIYA
ECQCVIYAK
CQCVIYAKF
CVIYAKFPG
I'YAKFPGGK

AKFPGGKDA
KFPGGKDAL
FPGGKDALV
GGKDALVAK
GKDALVAKA
DALVAKAQE
ALVAKAQEV

VAKAQEVSK

AKAQEVSKQ

57

202

206

207

208

210

211

213

214

218

221

222

224

227

235

240

241

245

246

249

254

256

261

264

FNGGWSLNG
WSLNGSNNL
SLNGSNNLK
LNGSNNLKG
GSNNLKGGH
SNNLKGGHD
NLKGGHDIL
LKGGHDILA
HDILAAAGA
LAAAGAGSV
AAAGAGSVV
AGAGSVVNL
GSVVNLIAD
DGTDPVTTR
VTTREHVRF
TTREHVRFR
HVRFRTSGI
VRFRTSGIA
RTSGIAPNF
APNFLIGTQ
NFLIGTQAR
TQARVTDKG

RVTDKGHVF
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265

267

269

273

274

275

279

281

283

286

295

297

298

301

303

305

309

311

312

VTDKGHVFL
DKGHVFLEL
GHVFLELET
LELETIMSA
ELETIMSAA
LETIMSAAY
MSAAYAVGK
AAYAVGKTQ
YAVGKTQSA
GKTQSAGGA
TNLSPFPAY
LSPFPAYPI
SPFPAYPIV
PAYPIVVGG
YPIVVGGQI
IVVGGQIYR
GQIYRFGYK
IYRFGYKHE

YRFGYKHEL



9.8 Prediccioén de epitopos en line de linfocitos T por HLApred MHC-II.

Se predijeron un total de 204 epitopos de Lipl21 y 204 epitopos de OmpL1 para
36 alelos del MHC clase II, al homologar estos resultados se determinaron 23 de
epitopos de Lipl21 y 24 epitopos de OmpLl. Los epitopos de Lipl21 con mayor
cobertura de alelos fueron: MINRLIALS con 32 alelos; YIKFSSRAS con 27 alelos;
INRLIALSL con 23 alelos; YYIKFSSRA con 17 alelos; LIALSLATM y VKGVGVYEC
con 16 alelos y IKFSSRASG con 13 alelos. Mientras que los epitopos de OmpL1 con
mayor cobertura fueron: LLILAVALS con 44 alelos; IRNISKALL con 33 alelos;
LILAVALSS con 30 alelos; IVIPATVGI con 21 alelos y FLELETIMS con 12 alelos

(Cuadro 4).
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Cuadro 4: Epitopos de las proteinas LipL21 y Ompll de Leptospiray su

frecuencia en alelos del MHC clase I

13

14

62

63

64

65

76

83

84

100

101

104

124

32

23

16

17

27

13

MINRLIALS
INRLIALSL
LIALSLATM
IALSLATMI
LSLATMIFA
MIFAACSST
IFAACSSTD
WYYIKFSSR
YYIKFSSRA
YIKFSSRAS
IKFSSRASG
VAKKSQAMM
MMQSTCREA
MQSTCREAS
VVKKMVGET
VKKMVGETV
MVGETVESA

VIVSQSQGV

60

10

29

59

87

103

112

113

122

128

135

138

141

175

177

181

183

33

44

30

IRNISKALL
LLILAVALS
LILAVALSS
IVGFGLQLD
VRSTDTCTV
YLGVAPRKA
ITLDRTTGG
LINARSTKG
INARSTKGA
MVGGNLMVG
MVGYESDFG
FGKYFFWRV
YEFWRVAAE
WRVAAEYTQ
IVIPATVGI
IPATVGIKL
VGIKLNVTE

IKLNVTEDA



133

136

139

165

176

16

VKGVGVYEC
VGVYECKAT
YECKATGSG

I'YAKFPGGK

LVAKAQEVS

61

193

199

246

272

303

312

IlYMGAGLNY
LNYFNGGWS
VRFRTSGIA
FLELETIMS
YPIVVGGQI

YRFGYKHEL



9.9 Predicciodn de epitopos en linea de linfocitos B

Se predijeron un total de 19 epitopos de Lipl21 y 31 epitopos de OmpL1 para
células B, de los cuales se seleccionaron los primeros 15 con mayor score antigénico,
para |ILipL21 resultaron los siguientes epitopos: EGWGGPPEQRNDGKTP,
TGQKDATTVGDGGWTF, TGSGSDPKDVSKDNWE, KKMVGETVESASGVSD,
TTVGDGGWTFEGWGGP, GVGVYECKATGSGSDP, FAACSSTDTGQKDATT,
IVSQSQGVVKGVGVYE, SRLQGASDVVKKMVGE, TPRDTNPKDWYYIKFS,
AMMQSTCREASRLQGA, QCVIYAKFPGGKDALYV, PGGKDALVAKAQEVSK,
KFSSRASGKAVAKKSQ y PEQRNDGKTPRDTNPK. Los 15 epitopos predichos para
OmpL1 fueron: NVTEDAAIYMGAGLNY, DTCTVGPNDPTCVQNP,
FSSIVIPATVGIKLNV, GGITKADIAGYNIVDM, GGLINARSTKGAMVGG,
AASYYGPVRSTDTCTYV, TLDRTTGGLINARSTK, PTCVQNPGKPTGEGNY,
QSAGGATNLSPFPAYP, LETIMSAAYAVGKTQS, GGTITKDGLDAASYYG,
PVTTREHVRFRTSGIA, IADGTDPVTTREHVRF, GHDILAAAGAGSVVNL y

YNIVDMTWGFSSIVIP (Cuadro 5).
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Cuadro 5: Epitopos de las proteinas LipL21y OmpL1 de Leptospira para células

B

Rango

10

11

LIPL21
Secuencia
EGWGGPPEQRNDGKTP
TGQKDATTVGDGGWTF
TGSGSDPKDVSKDNWE
KKMVGETVESASGVSD
TTVGDGGWTFEGWGGP
GVGVYECKATGSGSDP
FAACSSTDTGQKDATT
IVSQSQGVVKGVGVYE
SRLQGASDVVKKMVGE
TPRDTNPKDWYYIKFS
AMMQSTCREASRLQGA
QCVIYAKFPGGKDALV
PGGKDALVAKAQEVSK
KFSSRASGKAVAKKSQ

PEQRNDGKTPRDTNPK

score

0.93

0.93

0.92

0.9

0.87

0.87

0.85

0.85

0.84

0.83

0.82

0.82

0.8

0.78

0.77
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rango

1

2

10

10

11

OMPL1
secuencia
NVTEDAAIYMGAGLNY
DTCTVGPNDPTCVQNP
FSSIVIPATVGIKLNV
GGITKADIAGYNIVDM
GGLINARSTKGAMVGG
AASYYGPVRSTDTCTV
TLDRTTGGLINARSTK
PTCVONPGKPTGEGNY
QSAGGATNLSPFPAYP
LETIMSAAYAVGKTQS
GGTITKDGLDAASYYG
PVTTREHVRFRTSGIA
IADGTDPVTTREHVRF
GHDILAAAGAGSVVNL

YNIVDMTWGFSSIVIP

Score

0.95

0.92

0.91

0.9

0.89

0.88

0.87

0.85

0.85

0.85

0.83

0.83

0.82

0.82

0.81



9.10 Prediccion de alergenicidad y toxicidad

Una vez analizada la alergenicidad y toxicidad de cada péptido, fueron
descartados aquellos epitopos que fueron considerados como posible alergeno y/o
toxico fueron descartados (Anexos 1, 2, 3 y4) dando como resultado 40 epitopos de
LipL21 y 49 de OmpL1 para el MHC de clase 1 (Cuadro 6); para el MHC de clase I
resultaron 9 péptidos de LipL21 y 6 de OmpL1 (Cuadro 7). 11 epitopos de Lipl21y 12

de OmpL1 resultaron viables para células B (Cuadro 8).

9.11 Analisis de mimetismo molecular y cobertura en la poblacién
El mimetismo molecular analizado por MHCpred mostro que todas las moléculas

predichas como epitopos no mantenian identidad con humanos (Anexos 5y 6).

Se analizaron los epitopos contra su unién con las moléculas de MHC para
conocer la cobertura en la poblacion, los epitetos de LipL21 con mayor cobertura
alélica de MHC clase | fueron: INRLIALSL con cobertura en 7 alelos; VGDGGWTFE"
y RDTNPKDWY con 5 alelos; RASGKAVAK, VVKKMVGET, VSQSQGVVK,
SQGVVKGVG y KFPGGKDAL con cobertura en 4 alelos (Figura 21). En OmpL1 los
epitopos con mayor cobertura de alélica fueron: QNPGKPTGE con 8 alelos cubiertos;

GQLGGTITK con 6 alelos; KDGLDAASY y ADIAGYNIV con 4 alelos (Figura 22).

Los epitopos de LipL21 con mayor cobertura en el MHC de clase Il fueron:
INRLIALSL con cobertura en 23 alelos; YYIKFSSRA con 17 alelos; LIALSLATM y
VKGVGVYEC con 16 alelos; IKFSSRASG con 13 alelos (Figura 23). En OmpL1 los
epitopos con mas cobertura alélica fueron: YFFWRVAAE, VRFRTSGIA vy

VRSTDTCTV con 7,6 y 5 alelos cubiertos respectivamente (Figura 24).
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Cuadro 6: Epitopos de las proteinas LipL21 y OmpL1 de Leptospira para MHC

clase | no considerados toxicos ni como alergenos

LIPL21 OmpL1
2 7 INRLIALSL 1 MIRNISKAL 1
22 1 DTGQKDATT 4 NISKALLIL 1
28 2 ATTVGDGGW 19 AASLSAKTY 1
31 5 VGDGGWTFE 24 AKTYAIVGF 2
35 1 GWTFEGWGG 25 KTYAIVGFG 1
38 2 FEGWGGPPE 26 TYAIVGFGL 2
40 2 GWGGPPEQR 33 GLQLDLGQL 1
41 1 WGGPPEQRN 39 GQLGGTITK 6
44 2 PPEQRNDGK 47 KDGLDAASY 4
45 2 PEQRNDGKT 59 VRSTDTCTV 1
48 1 RNDGKTPRD 69 PNDPTCVQON 2
55 5 RDTNPKDWY 72 PTCVQNPGK 1
60 2 KDWYYIKFS 76 QNPGKPTGE 8
70 4 RASGKAVAK 79 GKPTGEGNY 3
78 1 KKSQAMMQS 82 TGEGNYLGV 1
79 2 KSQAMMQST 85 GNYLGVAPR 2
86 2 STCREASRL 86 NYLGVAPRK 2
91 1 ASRLQGASD 93 RKAIPAENR 3
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95

98

100

116

117

118

122

126

128

129

130

131

132

133

139

142

143

151

159

160

167

168

QGASDVVKK
SDVVKKMVG
VVKKMVGET
SDGEATASV
DGEATASVI
GEATASVIV
ASVIVSQSQ
VSQSQGVVK
QSQGVVKGV
SQGVVKGVG
QGVVKGVGV
GVVKGVGVY
VVKGVGVYE
VKGVGVYEC
YECKATGSG
KATGSGSDP
ATGSGSDPK
KDVSKDNWE
EECQCVIYA
ECQCVIYAK
AKFPGGKDA

KFPGGKDAL
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99

101

104

105

108

116

130

131

133

140

141

147

148

149

158

180

181

184

191

193

198

202

207

ENRLITLDR
RLITLDRTT
TLDRTTGGL
LDRTTGGLI
TTGGLINAR
RSTKGAMVG
GYESDFGKY
YESDFGKYF
SDFGKYFFW
FWRVAAEYT
WRVAAEYTQ
YTQKISGGI
TQKISGGIT
QKISGGITK
ADIAGYNIV
TVGIKLNVT
VGIKLNVTE
KLNVTEDAA
AAIYMGAGL
IYMGAGLNY
GLNYFNGGW
FNGGWSLNG

SLNGSNNLK
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210

211

214

221

222

246

264

305

GSNNLKGGH
SNNLKGGHD
LKGGHDILA
LAAAGAGSV
AAAGAGSVV
VRFRTSGIA
RVTDKGHVF

IVVGGQIYR



Cuadro 7: Epitopos de las proteinas LipL21 y OmpL1 de Leptospira para MHC

clase Il no considerados toxicos ni como alergenos

LIPL21 OMPL1
Posicion frecuencia epitopo posicion frecuencia epitopo

2 23 INRLIALSL 59 5 VRSTDTCTV

5 16 LIALSLATM 138 7 YFFWRVAAE
63 17 YYIKFSSRA 141 2 WRVAAEYTQ
65 13 IKFSSRASG 181 2 VGIKLNVTE
100 6 VVKKMVGET 193 2 [YMGAGLNY
104 9 MVGETVESA 246 6 VRFRTSGIA
124 5 VIVSQSQGV
133 16 VKGVGVYEC
139 2 YECKATGSG
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Cuadro 8: Epitopos de las proteinas LipL21y OmpL1 de Leptospira para células

B no considerados téxicos ni como alergenos

LIPL21 OMPL1
Ran Secuencia posici scor rang Secuencia posici = scor

go on e o] on e

1 TGQKDATTVGDGG 23 0.9 1 NVTEDAAIYMGAG 186 0.9

WTF 3 LNY 5

3 KKMVGETVESASG 102 0.9 3 FSSIVIPATVGIKLN = 172 0.9

VSD \ 1

4 TTVGDGGWTFEG 29 0.8 4 GGITKADIAGYNIV =~ 153 0.9

WGGP 7 DM

4 GVGVYECKATGSG 135 0.8 5 GGLINARSTKGAM 110 0.8

SDP 7 VGG 9

5 FAACSSTDTGQKD 15 0.8 6  AASYYGPVRSTDT 52 0.8

ATT 5 CTVv 8

6 SRLQGASDVVKKM 92 0.8 7 TLDRTTGGLINAR 104 0.8

VGE 4 STK 7

8 AMMQSTCREASRL 82 0.8 8 PTCVQNPGKPTG 72 0.8

QGA 2 EGNY 5

8 QCVIYAKFPGGKD 162 0.8 8 LETIMSAAYAVGK 275 0.8

ALV > TQS 5

9 PGGKDALVAKAQE 170 0.8 9 GGTITKDGLDAAS 42 0.8

VSK YYG 3
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10

11

KFSSRASGKAVAK

KSQ

PEQRNDGKTPRDT

NPK

66

45

0.7

0.7

70

9

10

11

PVTTREHVRFRTS

GIA

IADGTDPVTTREH

VRF

YNIVDMTWGFSSI

VIP

239

233

163

0.8

0.8

0.8
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Figura 21: Cobertura de epitopos de LipL21 en alelos MHC clase I. se obtuvo 1
epitopo de LipL21 con unién a 7 alelos del MHC clase I, 2 epitopos con unién a 5
alelos, 5 epitopos con union a 4 alelos, 4 epitopos con union a 3 alelos, 14 epitopos

con union a 2 alelos y 14 epitopos con union a 1 alelo.
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Figura 22: Cobertura de epitopos de OmpL1 en alelos MHC clase |. se obtuvo 1
epitopo de OmpL1 con union a 8 alelos del MHC clase I, 1 epitopo con unién a 6 alelos,
2 epitopos con unidn a 4 alelos, 7 epitopos con unién a 3 alelos, 13 epitopos con union

a 2 alelos y 25 epitopos con unién a 1 alelo.
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Figura 23: Cobertura de epitopos de LipL21 en alelos MHC clase Il. se obtuvo 1
epitopo de LipL21 con union a 23 alelos del MHC clase I, 1 epitopo con union a 17
alelos, 2 epitopos con union a 16 alelos, 1 epitopo con unién a 13 alelos, 1 epitopo con
union a 9 alelos, 1 epitopo con unién a 6 alelos, 1 epitopo con unién a 5 alelos y 1

epitopos con unién a 2 alelos.
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Figura 24: Cobertura de epitopos de OmpL1 en alelos MHC clase Il. se obtuvo 1
epitopo de OmpL1 con union a 7 alelos del MHC clase Il, 1 epitopo con unién a 6

alelos, 1 epitopo con unién a 5 alelos y 3 epitopos con unién a 2 alelos.
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X. DISCUSION

10.1 Descripcion de la poblacién

En este estudio se incluyeron todas las muestras de pacientes que presentaban
un cuadro febril de etiologia desconocido con el fin de analizarlas en busca de
Leptospira como agente causal del padecimiento, ya que este patdégeno ha sido
reportado en Culiacan Sinaloa (Hernandez et al., 2017; Hernandez et al, 2020). ; sin
embargo, la frecuencia de infeccion se determiné mediante pruebas serodgicas, por lo
gue este es el primer estudio realizado en Sinaloa mediante el uso de técnicas
moleculares. La muestra utilizada en nuestro estudio fue sangre debido a que los
pacientes presentaban sintomas al momento de tomar la muestra lo que indicaba una
fase de leptospiremia donde el genoma de Leptospira puede ser detectado

mayormente en este tejido (Cespedes, 2005; Limothai et al., 2021).

10.2 Extraccién de material genético

Se obtuvo una buena calidad en el ADN de las muestras analizadas ya que se
visualiz6 por electroforesis en geles de agarosa una banda integra en la mayoria de
las muestras, y una tenue estela a lo largo del recorrido de la banda de ADN (Banco

adn, 2020).

10.3 Ampilificacion del gen B-actina

Aunque hubo muestras en las que no fue posible visualizar el ADN recuperado,
se realiz6 la amplificacion de un fragmento del gen de la B-actina, por lo que se
incluyeron en el estudio para amplificar genoma de Leprospira, ya que en ocasiones

la concentracion de DNA obtenido es baja e insuficiente para ser observado utilizando
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el transiluminador; Sin embargo, gracias a la alta sensibilidad de la técnica de PCR el

DNA presente en estas muestras puede ser amplificado (Sea-liang et al., 2019)

Con esto también se pudo corroborar la especificidad de los primer disefiados ya
gue la amplificacion del gen mostro Unicamente la banda esperada de 822 pb
correspondientes al fragmento del gen pB-actina y no se mostraron bandas

inespecificas.
10.4 Identificacion de Leptospira por PCR

Se demostré a presencia de Leptospira en 20 de las 109 muestras humanas
analizadas con sintomatologia febril, lo que corresponde a 18.35% de positividad en
este grupo, cabe mencionar que los pacientes presentaban sintomatologia febril de
etiologia desconocida por lo que los sintomas en las muestras donde no se encontré
el genoma de Leptospira podria estar siendo causada por algun otro agente etiolégico
comun en la regiébn como: el virus del dengue, bacterias del tipo de las rickettsias, o
borrela, entre otros (Ramirez et al., 2009; Lopez-Castillo et al., 2019; Rodriguez-Garcia

et al., 2018).

Los resultados mostrados en los pacientes sin sintomatologia nos permiten
identificar al grupo de la poblacion que cursa con la enfermedad de manera
asintomatica, que si bien no es un riesgo para su salud pueden fungir como trasmisores
de la enfermedad (Ashford et al., 2000). Sin embargo, en este grupo no se debe de
descartar una leptospiruria dado que la bacteria se encuentra mayormente en la orina
de los pacientes y el resultado mostrado podria vere afectado al analizar este tipo de

muestra (Cespedes, 2005). Por lo que es recomendable realizar tanto pruebas
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serologicas como moleculares para determinar la fase de la infeccion y tener certeza

en el diagnéstico, con el fin de administrar el tratamiento apropiado.

Comparado los resultados con otros estudios realizados en la region por
Hernandez y colaboradores en el 2017 donde analizaron muestras de sangre de
donadores por serologia encontrando una positividad del 3 %, si bien el porcentaje
encontrado por Hernandez es inferior al encontrado en este trabajo puede deberse al
método de diagndstico utilizado ya que ellos utilizaron un estudio serologico en
comparacion a la técnica de PCR utilizada en este estudio, la cual se ha reportado una
alta sensibilidad inclusive en la etapa inicial de la enfermedad un cuando los
anticuerpos son indetectables por las pruebas serolégicas ademas que en nuestro

estudio se incluyeron personas con sintomatologia febril (Sandoval et al., 2018).

Por otra parte, el 9% de positividad en las muestras caninas reportado en este
estudio comparado por lo reportado por Hernandez en el 2020 donde el porcentaje de
positividad fue del 17% cabe mencionar que su muestreo fue dirigido a las mascotas
y colonias de las personas que fueron positivas en su estudio del afio 2017 lo que
puede explicar el porcentaje de positividad mayor, este comportamiento ya ha sido
observado por otros grupos de investigacion donde se menciona la coinfeccion entre
personas y sus mascotas. Los perros son considerados uno de los reservorios mas
importantes en la transmision de la enfermedad debido al contacto que tienen tanto
con animales silvestres, asi como con el ser humanos, aunado a que el diagnostico de
leptospirosis canina no es comun en la practica veterinaria facilitan la zoonosis

(Azo6car-Aedo et al., 2014).
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10.5 Andlisis de las secuencias de las proteinas LipL21, LipL32, LipL41y
OmplL1l

La expresion de las proteinas LipL21 LipL32, LipL41 y OmpL1 estan implicadas en la
patogénesis de Leptospira y han sido blanco para el desarrollo de nuevas técnicas de
deteccidon de la bacteria, asi como la produccion de vacunas (Baquero Parra et al.,
2010); sin embargo, alun no se cuenta con una vacuna aprobada para su uso en
humanos, por lo que el estudio de estas proteinas podria ayudarnos al desarrollo de
una vacuna profilactica y con ello disminuir la frecuencia de a infeccion como los casos

de muerte.

10.6. Potencial inmunogénico de las proteinas LipL21, LipL32, LipL41y OmpL1
de Leptospira.

La utilizacion de herramientas bioinformaticas como VaxiJen tiene como ventaja
la rapidez de analizar una gran numero de proteinas y seleccionar las que tengan
mayor probabilidad de funcionar como antigenos potentes (Doytchinova & Flower,
2007). Al analizar las 4 proteinas; LipL21, LipL32, LipL4l y OmpL1l fueron
seleccionadas LipL21 y OmpLl por haber presentado mayor score antigénico

comparado con LipL32 y LipL41.

10.6.1. Propiedades fisicoquimicas de las proteinas LipL21, LipL32, LipL4ly
OmpL1 de Leptospira.

Las propiedades fisicoquimicas de una proteina nos ayudan a inferir si esta
puede ser un candidato potencial como inmundégeno debido a parametros
establecidos, por ejemplo, aquellas proteinas con peso entre 10 mil y 100 mil Da y un

indice de estabilidad menor a 40 son consideradas como inmundgenos potentes
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(Viviana Barreto et al., 2012). Siguiendo estos parametros las proteinas Lipl21 con
peso de 19661.03 Da y un indice de estabilidad de 34.14, Lipl32 de 272 con un peso
de 29612.97 Da y un indice de estabilidad de 32.53, Lipl41 con un peso de 38952.80
Da y un indice de estabilidad de 25.46 y OmpL1 de 320 con un peso de 33491.11 Da
con un indice alifatico de 88.78 son candidatos ideales para la busqueda de epitopos
inmunogénicos para el desarrollo de vacunas.

ademas, nuestros resultados muestran que son proteinas estables y tienen una
vida media de 30 hrs lo que facilita su manipulacion en condiciones de laboratorio.

El bajo coeficiente de GRAVY mostrado por las 4 proteinas pueden establecer
interacciones con el agua y estar altamente hidratadas en este medio indicando su

exposicion fuera de la membrana de la bacteria (Viviana Barreto et al., 2012).
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XI. CONCLUSIONES

11.1. Conclusion general

Este es el primer estudio en Sinaloa donde se busca genoma bacteriano en
muestras con cuadro febril de etiologia desconocida, lo cual permite identificar la fase

leptospirémica de la enfermedad.

El analisis in silico de los genes y de las proteinas de membrana de Leptospira
puede esclarecer el proceso patogénico de Leptospira; asi como, el analisis in vivo,
establecer medidas de prevencion en contra de la enfermedad ocasionada por esta,

como la implementacion de vacunas, evitando asi cuadros severos de la enfermedad.
11.2. Conclusiones especificas

11.2.1 Se obtuvo una frecuencia de positividad del 18.35% en las muestras humanas
febriles, 1.8% en las muestras humanas sin sintomatologia y 9% en las muestras

caninas.

11.2.2 El gen lipL32 del genoma de Leptospira, es un blanco apropiado para establecer

el diagndstico de la leptospirosis humana, asi como de la enfermedad en animales.

11.2.3 Se predijeron 40 epitopos de LipL21 y 49 de OmpL1 para el MHC de clase |

como candidatos para el desarrollo de vacunas.

11.2.4 se predijeron 9 epitopos de LipL21y 6 de OmpL1 para el MHC de clase Il como

candidatos para el desarrollo de vacunas.

11.2.5 Se seleccionaron 11 epitopos de LipL21 y 12 de OmpL1 para células B con

potencial uso para el desarrollo de vacunas.
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XII.PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

1. Analizar muestras de sangre y orina de los participantes con el fin de no
descartar a los que se encuentren en la fase de leptospiruria o leptospirosis
cronica.

2. Buscar las especies circulantes tanto en muestras biolégicas y ambientales con
el fin de entender el mecanismo de transmision y patogénico de Leptospira en
nuestra region.

3. Analizar in vivo los epitopos predichos in silico para corroborar su potencial

inmunogénico y descartar efectos adversos.
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XIV. ANEXOS

14.1 Documentos complementarios

Anexo 1: Epitopos de LipL21, unién al MHC de clase 1y prediccion de toxicidad y

alergenicidad
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HLA-A24
Threshold(3%)
=8.380

HLA-A*2402
Threshold(3%)
=7.050

HLA-A3
Threshold(3%)
=7.990

HLA-A*3101
Threshold(3%)
=-0.916

HLA-A31
Threshold(3%)
=5.260

57
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132
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Q
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HLA-A*0301
Threshold(3%)
=6.430

HLA-A*3302
Threshold(3%)
=1.099

HLA-A68.1
Threshold(3%)
=2.197

HLA-A20
Threshold(3%)
= 3.68

HLA-A2.1
Threshold(3%)
=9.330
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HLA-B14
Threshold(3%)
= 6.650

HLA-B*2702
Threshold(3%)
=0.693

HLA-B27
Threshold(3%)
=1.010

HLA-B*2705
Threshold(3%)
=7.130

HLA-B*3501
Threshold(3%)
= 6.460

HLA-B*3701
Threshold(3%)
=1.609

N
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HLA-B*3801
Threshold(3%)
=0.693

HLA-B*3901
Threshold(3%)
=1.792

HLA-B*3902
Threshold(3%)
=0.875

HLA-B40
Threshold(3%)
=0.000

HLA-B*4403
Threshold(3%)
=1.099
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98

1.609

1.386

1.281
0.693

0.445

2.303

1.792
1.386

1.386

1.792

0.693

0.693

0.182

3.689

2.996
2.773
0.693

4.787

3.296
2.708

Binder

Binder

Binder
Binder

Non-
binder

Binder

Binder
Non-
binder
Non-
binder

Binder

Non-
binder
Non-
binder
Non-
binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder

NO

NO

Sl
NO

NO

NO

Sl
NO

Sl

NO

NO

NO

NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO

Sl

NO

NO
Sl

Sl

Sl

NO
Sl

NO

Sl

NO

NO

Sl

Sl

NO
NO
Sl

Sl

Sl
NO



HLA-B*5101
Threshold(3%)
=9.430

HLA-B*5102
Threshold(3%)
=9.870

HLA-B*5103
Threshold(3%)
=10.110

HLA-B*5201
Threshold(3%)
=2.398
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HLA-B*5301
Threshold(3%)
=6.670

HLA-B*5401
Threshold(3%)
= 4.530

HLA-B*51
Threshold(3%)
= 2.660

HLA-B*5801
Threshold(3%)
=0.555

HLA-B60
Threshold(3%)
=2.079

HLA-B61
Threshold(3%)
=0.095
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HLA-B62
Threshold(3%)
=1.099

HLA-B7
Threshold(3%)
=5.210

HLA-B*0702
Threshold(3%)
=5.920

HLA-B8
Threshold(3%)
=6.500
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Threshod(3%)
=5.420
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HLA-B35
Threshold(3%)
=9.030

HLA-B35
Threshold(3%)
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Threshold(3%)
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Threshold(3%)
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=9.46

44

86
177
158

94

30

59

58

129

161
94
31

129

70
44
94

PPEQRNDGK

INRLIALSL

STCREASRL
VAKAQEVSK
WEECQCVIY

MINRLIALS

INRLIALSL
NRLIALSLA
RLIALSLAT

LQGASDVVK

TVGDGGWT
F
PKDWYYIKF

NPKDWYYIK

SQGVVKGVG

CQCVIYAKF
LQGASDVVK
VGDGGWTF
E

SQGVVKGVG

RASGKAVAK
PPEQRNDGK
LQGASDVVK

102

5.07

14.45

12.97
12.76
10.93

12.35

11.99

11.79

11.63

11.18

10.43
10.1
9.4

14.46

12.93
12.01
11.69

Non-
binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Non-
binder
Non-
binder
Non-
binder
Non-
binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO

NO
Sl
Sl

Sl

NO
Sl
Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

NO

Sl
Sl
NO

NO

NO
NO
Sl



HLA-B*2902
Threshold(3%)
= 8.600

HLA-A*3301
Threshold(3%)
= 4.280

HLA-B44
Threshold(3%)
=5.710

HLA-B44
Threshold(3%)
=7.750
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Threshold(3%)
=5.41
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Anexo 2: Epitopos de OmpL1, uniéon al MHC de clase 1y prediccién de toxicidad y

alergenicidad

Alelo

HLA-A1
Threshold(3%

)= 4.210

HLA-A2
Threshold(3%

)= 2.190

HLA-A*0201
Threshold(3%

)= 7.470
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n
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HLA-A*0202

Threshold(3%

)=9.130

HLA-A*0203

Threshold(3%

)= 3.790
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Threshold(3%

)= 5.200
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HLA-A*0205
Threshold(3%

)= 6.600

HLA-A*1101
Threshold(3%

)= 5.930

HLA-A11
Threshold(3%

)= 6.470

HLA-A24
Threshold(3%

)= 8.380
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HLA-A*2402

Threshold(3%

)= 7.050
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Threshold(3%

)= 7.990
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HLA-A*3101

Threshold(3%

)=-0.916

HLA-A31

Threshold(3%

)=5.260

HLA-A*0301

Threshold(3%

)= 6.430
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HLA-A*3302
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)= 1.099

HLA-A68.1

Threshold(3%
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)= 3.68
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HLA-A2.1

Threshold(3%

)= 9.330

HLA-B14

Threshold(3%

)= 6.650

HLA-B*2702
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)= 0.693
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FWRVAAEY
T
GLINARSTK
VQNPGKPT
G
PTCVQNPG
K
GQLGGTITK
GQIYRFGYK
YRFGYKHE
L

VRFRTSGIA

IRNISKALL

VRSTDTCTV

GQIYRFGYK

110

16.7

10.6

10.5

9.77

11.3

11

8.2

7.91

5.70

4.60

4.09

2.99

5.36

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

Sl

NO

NO

SI

SI

NO

Sl

NO

Sl



HLA-B27
Threshold(3%

)= 1.010

HLA-B*2705
Threshold(3%

)=7.130

HLA-B*3501
Threshold(3%

)= 6.460

75

39

148

261

309

39

303

76

295

211

265

105

VONPGKPT
G

GQLGGTITK

TQKISGGIT

TQARVTDK
G

GQIYRFGYK

GQLGGTITK

YPIVWGGQI
QNPGKPTG
E

TNLSPFPAY

SNNLKGGH
D
VTDKGHVFL

LDRTTGGLI

111

1.33

0.65

0.17

12.5

10.8

10.4

9.56

13.8

111

8.77

8.16

5.29

Binder

Non-

binder

Non-

binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

NO

NO

Sl

SI

NO

SI

NO

Sl

NO

Sl

NO



HLA-B*3701
Threshold(3%

)= 1.609

HLA-B*3801
Threshold(3%

)= 0.693

HLA-B*3901
Threshold(3%

)=1.792

133

47

158

80

269

177

104

312

104

265

SDFGKYFF

w

KDGLDAAS

Y

ADIAGYNIV

KPTGEGNY

L

GHVFLELET

IPATVGIKL

TLDRTTGGL

YRFGYKHE

L

TLDRTTGGL

VTDKGHVFL

IRNISKALL

112

2.99

2.07

2.07

1.56

1.36

1.13

1.09

2.70

2.19

2.19

2.01

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

SI

SI

NO

SI

NO

Sl

Sl



HLA-B*3902
Threshold(3%

)= 0.875

HLA-B40
Threshold(3%

)= 0.000

HLA-B*4403
Threshold(3%

)= 1.099

267

24

26

83

273

133

218

275

131

48

DKGHVFLEL

AKTYAIVGF

ALLILAVAL

TYAIVGFGL

GEGNYLGV

A

LELETIMSA

SDFGKYFF

W

HDILAAAGA

LETIMSAAY

YESDFGKY

F

DGLDAASY

Y

113

3.17

1.60

0.87

0.87

3.68

3.68

2.30

2.30

5.19

4.09

3.70

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

NO

Sl

NO

SI

SI

NO

SI

Sl

NO

Sl



HLA-B*5101

Threshold(3%

)= 9.430

HLA-B*5102

Threshold(3%

)= 9.870

HLA-B*5103

Threshold(3%

)=10.110

47

58

74

210

148

56

208

69

269

56

76

KDGLDAAS
Y

PVRSTDTCT

CVONPGKP
T
GSNNLKGG
H

TQKISGGIT

YGPVRSTD
T
LNGSNNLK
G
PNDPTCVQ
N

GHVFLELET

YGPVRSTD
T
QNPGKPTG

E

114

3.11

10.3

9.26

8.75

8.39

11.3

10.4

10.3

10.1

11.3

10.5

Binder

Binder

Non-

binder

Non-

binder

Non-

binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

Sl

NO

NO

SI

SI

NO

Sl

Sl

NO



HLA-B*5201

Threshold(3%

)= 2.398

HLA-B*5301

Threshold(3%

)= 6.670

208

69

298

168

158

22

76

221

113

85

76

LNGSNNLK
G
PNDPTCVQ
N

SPFPAYPIV

MTWGFSSI
Vv

ADIAGYNIV

LSAKTYAIV

QNPGKPTG
E
LAAAGAGS
\%

INARSTKGA

GNYLGVAP
R
QNPGKPTG

E

115

10.4

10.3

6.10

4.81

3.58

3.29

17.5

13.6

10.3

10.2

12.5

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

NO

Sl

Sl

NO

SI

NO

NO

Sl

NO

NO



HLA-B*5401

Threshold(3%

)= 4.530

HLA-B*51

Threshold(3%

)= 2.660

HLA-B*5801

Threshold(3%

)= 0.555

113

85

199

221

142

123

176

249

240

132

155

177

INARSTKGA

GNYLGVAP
R
LNYFNGGW
S
LAAAGAGS
Vv
RVAAEYTQ
K
VGGNLMVG
Y
VIPATVGIK

RTSGIAPNF

VTTREHVRF

ESDFGKYFF

ITKADIAGY

IPATVGIKL

116

10.3

10.2

9.37

8.53

7.73

7.37

5.16

5.28

3.78

2.67

2.38

2.96

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

NO

Sl

NO

SI

SI

SI

SI

Sl

Sl

Sl

Sl



HLA-B60
Threshold(3%

)= 2.079

HLA-B61
Threshold(3%

)= 0.095

HLA-B62
Threshold(3%

)= 1.099

224

273

30

273

83

158

189

213

148

198

164

AGAGSVVN

L

LELETIMSA

VGFGLQLDL

LELETIMSA

GEGNYLGV

A

ADIAGYNIV

EDAAIYMGA

NLKGGHDIL

TQKISGGIT

GLNYFNGG

w

NIVDMTWG

F

117

2.77

2.77

2.17

4.38

3.09

2.30

1.60

2.66

2.48

2.48

2.39

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

Sl

Sl

Sl

SI

NO

SI

SI

NO

NO

Sl



HLA-B7
Threshold(3%

)= 5.210

HLA-B*0702
Threshold(3%

)=5.920

HLA-B8
Threshold(3%

)= 6.500

76

199

208

17

76

202

208

163

173

175

301

QNPGKPTG
E
LNYFNGGW
S
LNGSNNLK
G

SSAASLSAK

QNPGKPTG
E
FNGGWSLN
G
LNGSNNLK
G
YNIVDMTW
G

SSIVIPATV

IVIPATVGI

PAYPIVVGG

118

12.1

11.3

5.31

4.68

14.2

141

135

9.21

14.8

14.7

14.3

Binder

Binder

Binder

Non-

binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

Sl

Sl

NO

NO

SI

SI

Sl

Sl

Sl



HLA-B*2706
Threshod(3%)

=5.420

HLA-B35
Threshold(3%

)= 9.030

HLA-B35
Threshold(3%

)= 0.000

191

160

309

149

165

295

79

76

265

AAIYMGAGL

IAGYNIVDM

GQIYRFGYK
QKISGGITK
IVDMTWGF

S

TNLSPFPAY

GKPTGEGN
Y
QNPGKPTG
E

VTDKGHVFL

MIRNISKAL

IRNISKALL
RNISKALLI

NISKALLIL

119

12.7

15.1

13.0

13

11.7

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

Sl

NO

SI

Sl

NO

NO

SI

NO

Sl

Sl

NO



HLA-A*0204

Threshold(3%

)= 12.800

HLA-B*2703

Threshold(3%

)= 5.980

HLA-B*2704

Threshold(3%

)= 9.46

149

214

183

39

309

82

130

39

39

139

76

QKISGGITK

LKGGHDILA

IKLNVTEDA

GQLGGTITK

GQIYRFGYK

TGEGNYLG

\%

GYESDFGK

Y

GOLGGTITK

GQLGGTITK

FFWRVAAE

Y

QNPGKPTG

E

120

19.5

16.7

12.6

12.3

12.0

114

114

10.4

13.5

12.2

11.9

Binder

Binder

Non-

binder

Non-

binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder
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NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

NO

SI

NO

NO

NO

NO

Sl

NO



HLA-B*2902

Threshold(3%

)= 8.600

HLA-A*3301

Threshold(3%

)= 4.280

HLA-B44

Threshold(3%

)= 5.710

142

133

47

62

264

179

25

301

206

47

139

158

116

RVAAEYTQ
K
SDFGKYFF
\W
KDGLDAAS
Y
TDTCTVGP
N
RVTDKGHV
F

ATVGIKLNV

KTYAIVGFG
PAYPIVVGG
WSLNGSNN

L

KDGLDAAS
Y
FFWRVAAE
Y
ADIAGYNIV
RSTKGAMV

G

121

11.6

14.6

11.4

10.7

10.3

6.85

5.96

5.94

5.76

10.9

9.75

8.38

7.83

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

NO

NO

Sl

NO

SI

NO

Sl

Sl

NO

Sl

NO

NO



HLA-B44
Threshold(3%

)= 7.750

HLA-B44
Threshold(3%

)=5.41

N

297

168

147

245

240

227

286

103

LSPFPAYPI

MTWGEFSSI

Vv

YTQKISGGI

HVRFRTSGI

VTTREHVRF

GSVVNLIAD

GKTQSAGG

A

ITLDRTTGG

122

13.9

12.9

12.6

10.7

10.0

8.15

7.51

6.39

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

Sl

NO

Sl

SI

SI

SI

SI



Anexo 3: Epitopos de LipL21, unién al MHC de clase Il y prediccion de toxicidad y

alergenicidad
Alelo

HLA-
DRB1*0101
Threshold (3%
)=0.140

HLA-
DRB1*0102
Threshold (3%
)=10.700

HLA-
DRB1*0301
Threshold (3%
)=2.960

HLA-
DRB1*0305
Threshold (3%
)=1.700

nive
|

posicié

n

13
64
101

13
101

65

133

65

133

secuencia

INRLIALSL

MIFAACSST
YIKFSSRAS
VKKMVGET
\%

INRLIALSL

MIFAACSST
VKKMVGET
\%
IALSLATMI

IKFSSRASG

VKGVGVYE

C

MINRLIALS

LIALSLATM

IKFSSRASG

VKGVGVYE
C

123

p
e

untaj

2.2

0.5
0.37
0.3

3.2

15
1.3

1.09

2.45

2.4

2.4

1.6

1.45

prediccio

n

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder

Binder

Binder

Non-
binder
Non-
binder
Non-
binder
Non-
binder
Non-

binder

Toxicida
d

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Alergenicida

d
NO

Sl
Sl
Sl

NO

Sl
Sl

Sl

NO

NO

Sl

NO

NO

NO



HLA-
DRB1*0306
Threshold (3%
)= 2.080

HLA-
DRB1*0307
Threshold (3%
)= 2.080

HLA-
DRB1*0308
Threshold(3%
)= 2.080

HLA-
DRB1*0309
Threshold(3%
)=2.400

N

63

104

104

65
84

104

65
84

104

65
84

65

133

YYIKFSSRA

MVGETVES
A
MVGETVES
A
IKFSSRASG
MQSTCREA
S
MINRLIALS

MVGETVES
A
IKFSSRASG
MQSTCREA
S
MINRLIALS

MVGETVES
A
IKFSSRASG
MQSTCREA
S
MINRLIALS

IKFSSRASG

VKGVGVYE
C
MINRLIALS

124

1.37

1.3

2.7

2.6
2.3

2.7

2.6
2.3

2.7

2.6
2.3

1.45

1.4

Non-
binder
Non-
binder

Binder

Binder
Binder

Non-
binder

Binder

Binder
Binder

Non-
binder

Binder

Binder
Binder

Non-
binder

Binder

Non-
binder
Non-

binder

NO

NO

NO

NO
NO

NO

NO

NO
NO

NO

NO

NO
NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO
Sl

Sl

NO

NO
Sl

Sl

NO

NO
Sl

Sl

NO

NO

Sl



HLA-
DRB1*0311
Threshold(3%
)=2.08

HLA-
DRB1*0401
Threshold (3%
)=1.480

HLA-
DRB1*0402
Threshold (3%
)=1.800

HLA-
DRB1*0404
Threshold (3%
)=1.800

N

w

104

65
84

104

124

63

64

133

63

133

64

63

LIALSLATM

MVGETVES
A
IKFSSRASG
MQSTCREA
S
MINRLIALS

MVGETVES
A
VIVSQSQG
Vv
YYIKFSSRA
INRLIALSL

YIKFSSRAS

MINRLIALS
VKGVGVYE
C
YYIKFSSRA

VKGVGVYE
C

YIKFSSRAS
INRLIALSL
YYIKFSSRA

125

1.4

2.7

2.6
2.3

3.9

1.7

3.8

3.2
2.4

2.1

2.5

1.9

1.8
1.4

Non-
binder
Binder

Binder
Binder
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binder

Binder

Binder

Binder
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binder
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Binder
Binder

Binder

Binder

Binder
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binder

NO

NO

NO
NO

NO

NO

NO

NO
NO

NO

NO
NO

NO

NO

NO

NO
NO

NO

NO

NO
Sl

Sl

NO

NO

NO
NO

Sl

Sl
NO

NO

NO

Sl

NO
NO



HLA-
DRB1*0405
Threshold (3%
)= 2.000

HLA-
DRB1*0408
Threshold (3%
)=1.200

HLA-
DRB1*0410
Threshold (3%
)=2.600

HLA-
DRB1*0421
Threshold (3%
)=2.300

HLA-
DRB1*0423

64

63
14

64

63
133

62

14

133

13

104

124

62

133

YIKFSSRAS

YYIKFSSRA
IFAACSSTD
INRLIALSL

YIKFSSRAS

YYIKFSSRA
VKGVGVYE
C
WYYIKFSSR

IFAACSSTD

INRLIALSL
VKGVGVYE
C
MIFAACSST

MVGETVES
A
VIVSQSQG
Vv
INRLIALSL

WYYIKFSSR

VKGVGVYE
C
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2.9

2.4
2.3
1.8

2.9

2.4
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3.3

2.8
2.5

2.1

3.9

2.7
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2.5
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binder
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Binder
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binder
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binder
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binder
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binder
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NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO

NO

NO

NO
NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

NO
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NO

Sl

NO
NO

Sl

Sl

NO
NO

Sl

NO

NO

NO

Sl

NO



Threshold (3%
)= 1.680

HLA-
DRB1*0426
Threshold (3%
)= 1.600

HLA-
DRB1*0701
Threshold (3%
)=4.100

HLA-
DRB1*0703
Threshold (3%
)=4.000

HLA-
DRB1*0801

w N
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63

104
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63

N

(o2}
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133
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YIKFSSRAS
INRLIALSL
YYIKFSSRA
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C
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T
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NO
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Threshold (3%
)= 1.800

HLA-
DRB1*0802
Threshold (3%
)= 1.000

HLA-
DRB1*0804
Threshold (3%
)= 1.600

HLA-
DRB1*0806
Threshold (3%
)= 2.400

HLA-
DRB1*0813
Threshold (3%
)=1.900
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139

63
100

165

100
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176
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YYIKFSSRA
YECKATGS
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128

4.3
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1.9
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3.9

2.9
2.4

5.3

4.8
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NO

NO
NO

NO
NO
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NO
Sl
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HLA-
DRB1*0817
Threshold (3%
)=2.800
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DRB1*1101
Threshold (3%
)=1.100
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DRB1*1102
Threshold(3%
)=1.800
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DRB1*1104
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)=2.000
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C
MINRLIALS
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HLA-
DRB1*1106
Threshold (3%
)= 2.000

HLA-
DRB1*1107
Threshold(3%
)=2.100

HLA-
DRB1*1114
Threshold (3%
)=1.300

HLA-
DRB1*1120
Threshold (3%
)=2.100

HLA-
DRB1*1121
Threshold(3%
)= 1.800

65

133

104

64

63
176

64

63

64
176

INRLIALSL

VKGVGVYE
C
MINRLIALS
LIALSLATM
IKFSSRASG

VKGVGVYE
C
MVGETVES
A
MINRLIALS

YIKFSSRAS

MINRLIALS
YYIKFSSRA
LVAKAQEV
S
YIKFSSRAS

MINRLIALS
YYIKFSSRA
LIALSLATM

MINRLIALS

YIKFSSRAS
LVAKAQEV
S

130

3.1

2.5

2.3

2.6

2.45

2.3

3.7

2.2
2.2
1.3

4.1

2.6
2.2
1.8

3.2

2.7
2.3

Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder

Non-
binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Non-

binder

Binder

Binder
Binder

NO

NO

NO

NO
NO

NO

NO

NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO

NO

NO

Sl

NO
NO

NO

NO

Sl

Sl

Sl
NO
Sl

Sl

Sl
NO
NO

Sl

Sl
Sl



HLA-
DRB1*1128
Threshold(3%
)=2.150

HLA-
DRB1*1301
Threshold(3%
)= 2.600

HLA-
DRB1*1302
Threshold (3%
)=2.100

HLA-
DRB1*1304
Threshold(3%
)=2.600

HLA-
DRB1*1305
Threshold (3%
)= 2.200

83

64

64

65

64

63

64
65

64

MMQSTCRE
A
INRLIALSL

LIALSLATM
YIKFSSRAS

MINRLIALS

MINRLIALS

YIKFSSRAS
LIALSLATM
IKFSSRASG

YIKFSSRAS

MINRLIALS
YYIKFSSRA
LIALSLATM

MINRLIALS

YIKFSSRAS
IKFSSRASG
LIALSLATM

INRLIALSL

LIALSLATM
YIKFSSRAS

131

1.7

3.06

2.5

2.1

1.7

3.6

3.1
2.8
2.7

4.1

2.6
2.2
1.8

3.2

2.7
2.6
2.4

3.06

2.5
2.1

Non-
binder
Binder

Binder
Non-
binder
Non-
binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Non-

binder

Binder

Binder
Binder
Non-

binder

Binder

Binder
Non-

binder

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO

Sl

NO

NO

Sl

Sl

Sl

Sl
NO
NO

Sl

Sl
NO
NO

Sl

Sl
NO
NO

NO

NO
Sl



HLA-
DRB1*1307
Threshold(3%
)= 0.600

HLA-
DRB1*1311
Threshold (3%
)= 2.000

HLA-
DRB1*1321
Threshold (3%
)=2.200

HLA-
DRB1*1322
Threshold (3%
)= 1.800

HLA-
DRB1*1323

64

65

64
176

83

64

63

MINRLIALS

YIKFSSRAS

MINRLIALS
LIALSLATM
VKGVGVYE
C
INRLIALSL

VKGVGVYE
C
MINRLIALS
LIALSLATM
INRLIALSL

LIALSLATM

YIKFSSRAS

IKFSSRASG

MINRLIALS

YIKFSSRAS
LVAKAQEV
S
MMQSTCRE
A
YIKFSSRAS

MINRLIALS
YYIKFSSRA

132

1.7

15

1.3

0.8

3.1

2.5

2.3

3.1

2.1

1.7

15

3.2

2.7
2.3

3.7

2.2
2.2

Non-
binder
Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Non-
binder
Non-
binder
Non-
binder

Binder

Binder
Binder

Non-
binder

Binder

Binder
Binder

NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO

NO

NO

NO
NO

NO

NO

NO
NO

Sl

Sl

Sl
NO
NO

NO

NO

Sl
NO
NO

NO

Sl

NO

Sl

Sl
Sl

Sl

Sl

Sl
NO



Threshold (3%
)= 1.300

HLA-
DRB1*1327
Threshold (3%
)=2.600

HLA-
DRB1*1328
Threshold (3%
)= 2.600

HLA-
DRB1*1501
Threshold(3%
)=3.250

HLA-
DRB1*1502
Threshold (3%
)=3.250

HLA-
DRB1*1506

176

64

65

64

65

136

64

64
63

136

136

LVAKAQEV
S

MINRLIALS

YIKFSSRAS
LIALSLATM
IKFSSRASG

MINRLIALS

YIKFSSRAS
LIALSLATM
IKFSSRASG

INRLIALSL

VGVYECKA
T
LSLATMIFA

YIKFSSRAS

INRLIALSL
YIKFSSRAS

YYIKFSSRA

VGVYECKA
T
INRLIALSL

VGVYECKA
R

133

1.3

3.6

3.1
2.8
2.7

3.6

3.1
2.8
2.7

4.4

2.3

2.3

3.4

3.3
2.6

4.4

Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Non-
binder
Non-
binder
Non-
binder

Binder

Binder
Non-
binder
Non-
binder
Binder

Non-

binder

NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO
NO

NO

NO

NO

Sl

Sl

Sl
NO
NO

Sl

Sl
NO
NO

NO

Sl

Sl

Sl

NO

Sl
NO

Sl

NO

Sl



Threshold (3%
)= 3.100

HLA-
DRB5*0101
Threshold (3%
)= 2.300

HLA-
DRB5*0105
Threshold (3%
)= 2.300

64

62

64

165

62

64

165

LSLATMIFA

YIKFSSRAS

WYYIKFSSR

INRLIALSL
YIKFSSRAS

IYAKFPGGK

WYYIKFSSR

INRLIALSL
YIKFSSRAS

IYAKFPGGK

134

2.3

2.3

3.6

1.7

3.6

1.7

Non-
binder
Non-
binder

Binder

Binder
Non-
binder
Non-
binder

Binder

Binder
Non-
binder
Non-
binder

NO

NO

NO

NO
NO

NO

NO

NO
NO

NO

Sl

Sl

Sl

NO
Sl

Sl

Sl

NO
Sl

Sl



Anexo 4: Epitopos de OmpL1, uniéon al MHC de clase Il y prediccién de toxicidad y

alergenicidad

Alelo

HLA-
DRB1*0101
Threshold(3%)
=0.140

HLA-
DRB1*0102
Threshold(3%)
=0.700

HLA-
DRB1*0301
Threshold(3%)
= 2.960

HLA-
DRB1*0305
Threshold(3%)
=1.700

nive

w

posicié

n

10

87
9
175

10

175

122

103

312

175

secuencia

LILAVALSS

YLGVAPRKA
LLILAVALS
IVIPATVGI

LILAVALSS

LLILAVALS
IVIPATVGI
IRNISKALL

LLILAVALS

MVGGNLMV
G
IRNISKALL
ITLDRTTGG

LLILAVALS

YRFGYKHEL
IRNISKALL
IVIPATVGI

135

puntaj

e
11

1.04

0.9

2.1

1.9
1.7

4.8

4.5

4.46
4.4

3.4

2.5
2.3

prediccio
n
Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder

Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

toxicida
d

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO

NO
NO

NO

NO
NO
NO

alergenicida

d
Sl

Sl
Sl
Sl

Sl

Sl
Sl
Sl

Sl

Sl

Sl
Sl

Sl

Sl
Sl
Sl



HLA-
DRB1*0306
Threshold(3%)
=2.080

HLA-
DRB1*0307
Threshold(3%)
=2.080

HLA-
DRB1*0308
Threshold(3%)
=2.080

HLA-
DRB1*0309
Threshold(3%)
= 2.400

HLA-
DRB1*0311
Threshold(3%)
=2.080

AW N P

10
183

10
183

10
183

312

122

10
183

LLILAVALS

IRNISKALL
LILAVALSS
IKLNVTEDA

LLILAVALS
IRNISKALL
LILAVALSS
IKLNVTEDA

LLILAVALS

IRNISKALL
LILAVALSS
IKLNVTEDA

YRFGYKHEL

LLILAVALS
MVGGNLMV
G
IRNISKALL

LLILAVALS

IRNISKALL
LILAVALSS
IKLNVTEDA

136

4.4

3.5
3.5
3.3

4.4
3.5
3.5
3.3

4.4

3.5
3.5
3.3

3.96

3.8
3.5

3.46

4.4

3.5
3.5
3.3

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder
Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder

Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

NO

NO
NO
NO

NO
NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO

NO

NO

NO
NO
NO

Sl

Sl
Sl
Sl

Sl
Sl
Sl
Sl

Sl

SI
Sl
Sl

Sl

Sl
Sl

Sl

Sl

Sl
Sl
Sl



HLA-
DRB1*0401
Threshold(3%)
=1.480

HLA-
DRB1*0402
Threshold(3%)
= 1.800

HLA-
DRB1*0404
Threshold(3%)
= 1.800

HLA-
DRB1*0405
Threshold(3%)
=2.000

HLA-
DRB1*0408
Threshold(3%)
=1.200

AW NP

183

59
272

175

10
113

175
10
59

138
272
175

272
175
10

IKLNVTEDA

LLILAVALS
VRSTDTCTV
FLELETIMS

IVIPATVGI

LILAVALSS
INARSTKGA
LLILAVALS

LLILAVALS
IVIPATVGI
LILAVALSS
VRSTDTCTV

LLILAVALS

YFFWRVAAE
FLELETIMS
IVIPATVGI

LLILAVALS

FLELETIMS
IVIPATVGI
LILAVALSS

137

4.1

3.9
3.3
3.28

4.1

3.8
3.7
3.5

5.1
3.8
3.1
2.7

4.1

3.75
3.48
3

4.1

3.48
2.8
2.1

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder
Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO
NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

Sl

Sl
NO
Sl

Sl

Sl
Sl
Sl

Sl
Sl
Sl
NO

Sl

NO
Sl
Sl

Sl

Sl
Sl
Sl



HLA-
DRB1*0410
Threshold(3%)
= 2.600

HLA-
DRB1*0421
Threshold(3%)
=2.300

HLA-
DRB1*0423
Threshold(3%)
=1.680

HLA-
DRB1*0426
Threshold(3%)
= 1.600

HLA-
DRB1*0701
Threshold(3%)
=4.100

HLA-
DRB1*0703
Threshold(3%)
=4.000

175
112
10

59
183
272

175
10
59

183

59
272

175

177
312

175

177
312

LLILAVALS

IVIPATVGI
LINARSTKG
LILAVALSS

LLILAVALS

VRSTDTCTV
IKLNVTEDA
FLELETIMS

LLILAVALS

IVIPATVGI
LILAVALSS
VRSTDTCTV

IKLNVTEDA

LLILAVALS
VRSTDTCTV
FLELETIMS

IVIPATVGI

IRNISKALL
IPATVGIKL
YRFGYKHEL

IVIPATVGI

IRNISKALL
IPATVGIKL
YRFGYKHEL

138

5.1

3.3
3.1

4.3

4.3
4.1
3.68

5.1

3.8

3.1
2.7

4.1

3.9
3.3
3.28

6.32

5.1
5.1
5.1

6.32

5.1

5.1
5.1

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder

Binder
Binder

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO

NO
NO

Sl

Sl
Sl
Sl

Sl

NO
Sl
Sl

SI

Sl
Sl
NO

Sl

Sl
NO
Sl

Sl

Sl
Sl
Sl

Sl

Sl

Sl
Sl



HLA-
DRB1*0801
Threshold(3%)
=1.800

HLA-
DRB1*0802
Threshold(3%)
= 1.000

HLA-
DRB1*0804
Threshold(3%)
= 1.600

HLA-
DRB1*0806
Threshold(3%)
= 2.400

HLA-
DRB1*0813
Threshold(3%)
=1.900

HLA-
DRB1*0817
Threshold(3%)
= 2.800

HLA-
DRB1*1101

138
246

246

113

246

113

246

181

246

10

138

246
181

10
272

LLILAVALS

YFFWRVAAE
VRFRTSGIA
IRNISKALL

LLILAVALS

VRFRTSGIA
IRNISKALL
INARSTKGA

LLILAVALS

VRFRTSGIA
IRNISKALL
INARSTKGA

LLILAVALS

VRFRTSGIA
IRNISKALL
VGIKLNVTE

LLILAVALS

VRFRTSGIA
IRNISKALL
LILAVALSS

LLILAVALS

YFFWRVAAE
VRFRTSGIA
VGIKLNVTE

LLILAVALS

LILAVALSS
FLELETIMS

139

4.1

4.1
3.7
3.3

3.7
2.3
2.1

5.1

4.7
3.3
3.1

5.1

4.7
4.3
3.9

4.1

2.3
2.1

4.1
3.8
3.4

4.5

3.3
3.2

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO

Sl

NO
NO
Sl

Sl

NO
Sl
Sl

Sl

NO
Sl
Sl

Sl

NO
Sl
NO

Sl

NO
Sl
Sl

Sl

NO

NO
NO

Sl
Sl



Threshold(3%)
=1.100

HLA-
DRB1*1102
Threshold(3%)
=1.800

HLA-
DRB1*1104
Threshold(3%)
=2.000

HLA-
DRB1*1106
Threshold(3%)
= 2.000

HLA-
DRB1*1107
Threshold(3%)
=2.100

HLA-
DRB1*1114
Threshold(3%)
=1.300

HLA-
DRB1*1120

10
175

10

272

10

272

175
122

10
312
87

138

IRNISKALL

LLILAVALS

LILAVALSS
IVIPATVGI
IRNISKALL

LLILAVALS

LILAVALSS
IRNISKALL
FLELETIMS

LLILAVALS

LILAVALSS
IRNISKALL
FLELETIMS

LLILAVALS
IRNISKALL
IVIPATVGI
MVGGNLMV

G
LLILAVALS

LILAVALSS
YRFGYKHEL
YLGVAPRKA

LLILAVALS

YFFWRVAAE

140

2.9

4.8

3.2
2.5
2.4

5.5

4.3
3.9
2.2

5.5

4.3
3.9
2.2

4.4

3.5
3.3
3.1

3.8

2.2
2.1

4.2

3.2

Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder

NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO

Sl

Sl

Sl
Sl
Sl

Sl

Sl
Sl
Sl

Sl

Sl
Sl
Sl

Sl

Sl
Sl
Sl

Sl

Sl
Sl
Sl

Sl

NO



Threshold(3%)
=2.100

HLA-
DRB1*1121
Threshold(3%)
=1.800

HLA-
DRB1*1128
Threshold(3%)
=2.150

HLA-
DRB1*1301
Threshold(3%)
= 2.600

HLA-
DRB1*1302
Threshold(3%)
=2.100

HLA-
DRB1*1304
Threshold(3%)
= 2.600

HLA-
DRB1*1305
Threshold(3%)
=2.200

312
10

10
175

10
272

10
175

138
312
10

29
138

10
272

YRFGYKHEL
LILAVALSS

LLILAVALS

LILAVALSS
IVIPATVGI
IRNISKALL

LLILAVALS

IRNISKALL
LILAVALSS
FLELETIMS

LLILAVALS

LILAVALSS
IVIPATVGI
IRNISKALL

LLILAVALS

YFFWRVAAE
YRFGYKHEL
LILAVALSS

LLILAVALS

IVGFGLQLD
YFFWRVAAE
IRNISKALL

LLILAVALS

IRNISKALL
LILAVALSS
FLELETIMS

141

3.06
2.6

4.8

3.2
2.5
2.4

4.9

3.86
3.7
3.6

5.2

3.6
3.4
3.36

4.2

3.2
3.06
2.6

4.8

3.9
3.8
3.4

3.86
3.7
3.6

Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder

Binder
Binder

NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO

NO
NO

Sl
Sl

Sl

Sl
Sl
Sl

Sl

Sl
Sl
Sl

Sl

Sl
Sl
Sl

Sl

NO
Sl
Sl

Sl

Sl
NO
Sl

Sl

Sl

Sl
Sl



HLA-
DRB1*1307
Threshold(3%)
=0.600

HLA-
DRB1*1311
Threshold(3%)
= 2.000

HLA-
DRB1*1321
Threshold(3%)
=2.200

HLA-
DRB1*1322
Threshold(3%)
= 1.800

HLA-
DRB1*1323
Threshold(3%)
=1.300

HLA-
DRB1*1327
Threshold(3%)
= 2.600

HLA-
DRB1*1328

272
10

10

272

138

10

10
175

10
312
87

10
175

10
175

LLILAVALS

IRNISKALL
FLELETIMS
LILAVALSS

LLILAVALS

LILAVALSS
IRNISKALL
FLELETIMS

LLILAVALS

YFFWRVAAE
IRNISKALL
LILAVALSS

LLILAVALS

LILAVALSS
IVIPATVGI
IRNISKALL

LLILAVALS

LILAVALSS
YRFGYKHEL
YLGVAPRKA

LLILAVALS

LILAVALSS
IVIPATVGI
IRNISKALL

LLILAVALS

LILAVALSS
IVIPATVGI

142

4.5

2.9
1.6
15

5.5

4.3
3.9
2.2

4.5

3.9
3.3

4.8

3.2
2.5
2.4

3.8

2.2
2.1

5.2

3.6
3.4
3.36

3.6
3.4

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO

Sl

Sl
Sl
Sl

Sl

Sl
Sl
Sl

Sl

NO
Sl
Sl

Sl

Sl
Sl
Sl

Sl

Sl
Sl
Sl

Sl

Sl

Sl
Sl

Sl
Sl



Threshold(3%)
=2.600

HLA-
DRB1*1501
Threshold(3%)
=3.250

HLA-
DRB1*1502
Threshold(3%)
=3.250

HLA-
DRB1*1506
Threshold(3%)
=3.100

HLA-
DRB5*0101
Threshold(3%)
= 2.300

HLA-
DRB5*0105
Threshold(3%)
=2.300

175

199

128

193
312

135
175
199

175

199

128

193
87

303

141

87
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141

IRNISKALL

IVIPATVGI

LNYFNGGW
S
MVGYESDF
G
I[YMGAGLNY
YRFGYKHEL

FGKYFFWRV
IVIPATVGI
LNYFNGGW
S

IVIPATVGI

LNYFNGGW
S
MVGYESDF
G
[YMGAGLNY
YLGVAPRKA

YPIVVGGQI
IRNISKALL
WRVAAEYT

Q
YLGVAPRKA

YPIVVGGQI
IRNISKALL
WRVAAEYT

Q

143

3.36

4.26

4.2

3.9

3.8
3.8

3.6
3.26
3.2

4.26

4.2

3.9

3.8
3.8

3.6
2.8
2.6

3.8

3.6
2.8
2.6

Binder

Binder

Binder

Binder

Binder
Binder

Binder
Binder
Non-

binder
Binder

Binder

Binder

Binder
Binder

Binder
Binder
Binder

Binder

Binder
Binder
Binder

NO

NO

NO

NO

NO
NO

NO
NO
NO

NO

NO

NO

NO
NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

Sl

Sl

Sl

Sl

NO
Sl

Sl
Sl
Sl

Sl

Sl

Sl

NO
Sl

Sl
Sl
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Anexo 5: Mimetismo entre epitopos de LipL21

AKFPGGKDA

ASRLQGASD

ASVIVSQSQ

ATGSGSDPK

ATTVGDGGW

DGEATASVI

DTGQKDATT

No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontro
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia

idéntica

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ningunaidentidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ningunaidentidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser

humano (un organismo eucariota).
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ECQCVIYAK

EECQCVIYA

FEGWGGPPE

GEATASVIV

GVVKGVGVY

GWGGPPEQR

GWTFEGWGG

INRLIALSL

No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontro

ninguna

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ningunaidentidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser

candidatos potenciales a vacuna ya que
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KATGSGSDP

KDVSKDNWE

KDWYYIKFS

KFPGGKDAL

KKSQAMMQS

KSQAMMQST

PEQRNDGKT

secuencia
idéntica
No se encontro
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontro
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia

idéntica

no tienen ninguna identidad con el ser

humano (un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ningunaidentidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser

humano (un organismo eucariota).
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PPEQRNDGK

QGASDVVKK

QGVVKGVGV

QSQGVVKGV

RASGKAVAK

RDTNPKDWY

RNDGKTPRD

SDGEATASV

No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd

ninguna

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ningunaidentidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser

candidatos potenciales a vacuna ya que
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SDVVKKMVG

SQGVVKGVG

STCREASRL

VGDGGWTFE

VKGVGVYEC

VSQSQGVVK

VVKGVGVYE

secuencia
idéntica
No se encontro
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontro
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia

idéntica

no tienen ningunaidentidad con el ser

humano (un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser

humano (un organismo eucariota).
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VVKKMVGET

WGGPPEQRN

YECKATGSG

INRLIALSL

LIALSLATM

YYIKFSSRA

IKFSSRASG

VVKKMVGET

No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontro

ninguna

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ningunaidentidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser

candidatos potenciales a vacuna ya que
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MVGETVESA

VIVSQSQGV

VKGVGVYEC

YECKATGSG

secuencia
idéntica
No se encontro
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontro
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia
idéntica
No se encontrd
ninguna
secuencia

idéntica

no tienen ninguna identidad con el ser

humano (un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ningunaidentidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser
humano (un organismo eucariota).
Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que
no tienen ninguna identidad con el ser

humano (un organismo eucariota).
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Anexo 6: Mimetismo entre epitopos de OmpL1

MIRNISKAL

NISKALLIL

AASLSAKTY

AKTYAIVGF

KTYAIVGFG

TYAIVGFGL

GLQLDLGQL

GQLGGTITK

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontro
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser

candidatos potenciales a vacuna ya que no
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KDGLDAASY

VRSTDTCTV

PNDPTCVQON

PTCVONPGK

QNPGKPTGE

GKPTGEGNY

TGEGNYLGV

GNYLGVAPR

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

tienen ningunaidentidad con el ser humano

(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser

candidatos potenciales a vacuna ya que no
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NYLGVAPRK

RKAIPAENR

ENRLITLDR

RLITLDRTT

TLDRTTGGL

LDRTTGGLI

TTGGLINAR

RSTKGAMVG

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia
idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

tienen ningunaidentidad con el ser humano

(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser

candidatos potenciales a vacuna ya que no
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GYESDFGKY

YESDFGKYF

SDFGKYFFW

FWRVAAEYT

WRVAAEYTQ

YTQKISGGI

TOKISGGIT

QKISGGITK

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia
idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

tienen ninguna identidad con el ser humano

(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser

candidatos potenciales a vacuna ya que no
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ADIAGYNIV

TVGIKLNVT

VGIKLNVTE

KLNVTEDAA

AAIYMGAGL

IYMGAGLNY

GLNYFNGGW

FNGGWSLNG

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

tienen ningunaidentidad con el ser humano

(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser

candidatos potenciales a vacuna ya que no
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SLNGSNNLK

GSNNLKGGH

SNNLKGGHD

LKGGHDILA

LAAAGAGSV

AAAGAGSVV

VRFRTSGIA

RVTDKGHVF

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

tienen ningunaidentidad con el ser humano

(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser

candidatos potenciales a vacuna ya que no
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IVVGGQIYR

VRSTDTCTV

YFFWRVAAE

WRVAAEYTQ

VGIKLNVTE

I'YMGAGLNY

VRFRTSGIA

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

No se encontré
ninguna secuencia

idéntica

No se encontrd
ninguna secuencia

idéntica

tienen ningunaidentidad con el ser humano

(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano
(un organismo eucariota).

Los aglutinantes previstos pueden ser
candidatos potenciales a vacuna ya que no
tienen ninguna identidad con el ser humano

(un organismo eucariota).
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14.2 Produccion cientifica.
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Frequency of Leptospira in the blood of patients with fever of unknown origin
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ABSTRACT

Background: Leptospira is a genus of bacteria that causes the zoonotic disease known as
leptospirosis, which mainly affects countries with tropical and subtropical climates. Its
prevalence may be underestimated because the initial stage of the infection is characterized
by presenting a febrile condition that is easily confused with other diseases, such as dengue.
This work reports the frequency of leptospirosis in the blood of patients with febrile
symptoms of unknown origin.

Materials and Methods: A total of 218 peripheral blood samples were analyzed from
volunteer participants from Culiacan Sinaloa in June 2019; one half corresponded to patients
with undiagnosed febrile symptoms and the other half to asymptomatic volunteers. Data
collected included the age and sex of the participants. Leptospira was detected by qPCR
using a fragment of the lipL32 gene from the bacteria's genome as a target. Fisher's exact test
was used as a statistical method to estimate the relationship between the infection and the
data collected.

Results: The study group comprised 134 female and 84 male patients ranging from ages 1
to 92 years, averaging 41 years. In this study, Leptospira infection was identified in the blood
of 22/218 participating volunteers (10.09%), of which 20/109 (18.34%) presented febrile
symptoms, while 2/109 (1.83%) were asymptomatic. The most affected participants were
women with ages between 27 and 59 years. However, the analysis of the relationship between
infection and the variables studied did not show statistical significance.

Conclusions: Leptospirosis was detected in blood samples from patients with undiagnosed
febrile illness and asymptomatic symptoms in Sinaloa. The lipL32 gene is useful as a target
in identifying Leptospira in human blood in the acute phase of the disease.

Keywords: qPCR, Leptospira, leptospirosis, Sinaloa, Mexico, Zoonosis.
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Introduction

Leptospirosis is a bacterial zoonosis with worldwide distribution that affects humans and
other animal species. It is recognized as an emerging disease responsible for epidemic
outbreaks worldwide. It is estimated that around one million cases occur annually, with
mortality close to 60,000 (Costa et al., 2015); the number of cases may vary according to the
methodology used, so that it may be underestimated, mainly in developing countries because
the clinical manifestations in the acute phase of the disease are similar to those of other febrile
infections, such as influenza, dengue, rickettsiosis, malaria, salmonellosis, among others
(Moreno and Agudelo, 2010; Miraglia et al, 2013; Riazi et al, 2014).

Leptospirosis is acquired mainly through direct or indirect contact with water or food
contaminated with the urine of infected hosts. After colonization, Leptospira rapidly spreads
through the blood circulation, staying preferentially in the liver and kidneys of the infected
patients. The infection is usually asymptomatic, but mild symptoms such as fever, headache,
and myalgia may occur. If not treated on time, it progresses to the severe form known as
Weil's disease, characterized by jaundice, hypotension, hemorrhages, acute lung injury, and
multiple organ failure that can be fatal. Acute kidney damage and failure have been reported
to occur in 87% of the patients and can occur with or without jaundice. Hemorrhages can
vary from petechiae to pulmonary hemorrhages or severe leptospirosis with pulmonary
hemorrhagic (LSHP), and the latter can reach a mortality of up to 70% (Romero and Falconar,
2016; Vieira et al., 2018).

The infection generally occurs in a biphasic manner, a first phase called leptospiremia or
acute phase, where Leptospira is in the blood circulation and nonspecific symptoms appear,
such as fever, chills, myalgia and headache with a duration between 3 and 9 days, followed
by a second stage called the immune phase, where Leptospira is mainly concentrated in the
kidney and is secreted in the urine (Rajapakse, 2022).

The clinical diagnosis of leptospirosis is difficult due to the similarity of the symptoms with
other infectious diseases such as dengue, hepatitis, and scrub typhus (Karpagam and Ganesh,
2020), therefore misdiagnosis is common. Support laboratory techniques, such as cell culture
and serological tests (ELISA, MAT) are used. However, these techniques require a long time
to perform and false negatives may occur in the acute phase of the disease. Unlike
conventional diagnosis, molecular methods such as PCR are completed in less time and offer
greater specificity and sensitivity, allowing an effective and timely treatment (Soo et al.,
2020). In this sense, for detecting Leptospira by PCR, specific bacteria genes such as the rrs,
secY, flaB, lipL32, ligA, ligB, and ligC have been used as targets.

Additionally, the implementation of real-time PCR increases the sensitivity of the diagnosis
(Xu et al., 2014; Ma et al., 2020; Podgorsek et al., 2020). The rrs and lipL32 genes have
shown high sensitivity and specificity in diagnosing leptospirosis. However, the lipL32 gene
is specific to pathogenic species and has been successfully used for the detection of
leptospirosis; it encodes an abundant membrane protein involved in pathogenicity (Given
Gokmen et al., 2016; Di Azevedo and Lilenbaum, 2021).
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In the Americas, the prevalence of leptospirosis is around 28%. Among the countries with
the highest number of reported cases are the United States of America (41%), Colombia
(29%), Brazil (21%), and Mexico, with a prevalence of 29% (Browne et al., 2023). In
Mexico, the first case of leptospirosis was described in 1920 in a patient who had been
mistakenly diagnosed with yellow fever. Eighty years later, it was included among the
notifiable diseases at the beginning of the registration of cases, where a wide distribution and
seasonal behavior have been described with a greater frequency of infection during the rainy
season that begins in the second half of the year, with an increase in cases starting in June
(Sanchez-Montes et al., 2015). The distribution of cases occurs mainly in the states of
Sinaloa, Tabasco, and Veracruz. At least 17% of the confirmed cases of leptospirosis have
been reported in Sinaloa (DGE, 2019), where the diagnosis is made by serological tests
following the official Mexican standard NOM-029-SSA2-1999 guidelines.

MATERIALS AND METHODS

Blood samples

Peripheral blood was collected by venipuncture using 3 mL tubes with EDTA from volunteer
participants who attended the health services of a private clinical analysis laboratory in
Culiacan Sinaloa and agreed to participate in the study through informed consent. The
processing of samples from minors was authorized by one or both parents; the samples were
labeled for identification with a consecutive sample number, age, and sex of the patients and
were transported to the Lab for processing and analysis. The FCQB-UAS ethics committee
approved this study.

DNA extraction

The DNA was recovered from the samples using the Tissue DNA Preparation-column Kit
(Jena Bioscience) following the manufacturer's recommendations, with some modifications.
A 1 mL aliquot of blood from each patient and 13 mL of erythrocyte lysis solution (1.55 M
NH4CI, 10 mM NaHCO3 and 1 Mm EDTA) were added to a 15 mL conical tube, mixed by
inversion and incubated for 20 min at room temperature, then centrifuged at 4500xg for 15
min, the supernatant was discarded and the DNA was recovered with the kit indicated above.
The quality and concentration of the DNA were evaluated by spectrophotometry using the
NanoDrop one (Thermo Scientific).
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Statistical analysis

A descriptive analysis of the sociodemographic variables was carried out in the samples
analyzed, and the frequency of Leptospira infection was determined using Fisher's exact test
with a 95% confidence interval and a significant "p" value of less than 0.05. The
GraphPadPrism version 6 program was used (de Miranda et al., 2023).

RESULTS
DNA samples

DNA was obtained from the blood of 218 patients from Sinaloa: 109/218 (50%) of the
patients had a fever of unknown origin and the rest were asymptomatic. To corroborate the
integrity of the extracted DNA, an 800bp fragment of the beta-actin gene was amplified (data
not shown).

The sample of individuals studied was made up of 134 female patients and 84 male patients,
with a predominance of the female sex (61.47%). The ages ranged from 1 to 92 years, but
the segment between 27 and 59 years old accounted for 53% of the total patients (Table 1).
Of the 22 positive samples, 73% belonged to the female gender and 27% to the male gender.
Regarding the age groups, 50% of the frequency was found in the range of 27-59 years, 14%
in the range of more than 60 years, 9% in the range of 0-5 years, 9% in the range of 6-11
years, 9% in the range of 12-18 years, 9% in the range of 19 to 26 years (Figure 1).

Table 1: Distribution of the population by gender and age group and its association with
leptospirosis.

Gender patients percentage positive p* value
Female 134 61.47 16/134
Male 84 38.53 6/84 0.3559
Age range
0-5 7 3 2/7
6-11 12 6 2/11
12-18 17 8 2/17
19-26 20 9 2/20
27-59 116 53 11/116
60+ 46 21 3/46 0.3845

162



100.00%

90.00%

80.00%

70.00%

60.00%

50.00%

40.00%

30.00%

20.00%

10.00% .

0.00% - —
general with fever without symptoms

M positive negative

Figure 1: Frequency of Leptospira in blood samples from patients with fever and without
symptoms. The figure shows the frequency of positivity of the leptospirosis in the group with
fever and without symptoms. Black bars represent positive samples, and striped bars
represent negative samples.

gPCR assay

Samples with a ct value less than or equal to 37 were considered positive, and a null ct or
higher value than 37 was considered negative (Table 2). The analysis showed positive results
in 22 of the 218 samples (10.09%) (Figure 2). Most of the positive cases were found in
patients with febrile symptoms (20/109), 18.34%), while only 2/109 (1.83%) were identified
in asymptomatic patients (Figure 3).

Statistical analysis

No statistical significance was observed between age and Leptospira infection or infection
with gender (Table 1).
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Table 2: Representative qPCR results.

SAMPLE

C-

C+

116

117

123

124

125

131

133

140

148

149

150

155

157

163

165

171

179

180

195

196

197

CcT

8.28

36.86

40.23

33.77

44.32

31.69

39.74

33.81

44.23

45.91

44.19

30.67

40.96

21.04

35.14

36.51

41.61

31.37

18.13

28.57

42.35

42.51

27.06

CALL
Negative
Positive
Positive
Negative
Positive
Negative
Negative
Positive
Negative
Positive
Negative
Negative
Negative
Positive
Negative
Positive
Positive
Positive
Negative
Positive
Negative
Positive
Positive
Negative
Negative

Positive
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Figure 2: Representative amplification curve of the lipl32 gene by qPCR. Leptospira DNA
was detected by amplification of a 242 bp fragment of the lipL32 gene. Samples with a ct
value less than or equal to 37 were considered positive, and a null ct or higher value than
37 was considered negative. The analysis showed positive results in 22 of the 218 samples.
A representative graph of the positive samples is shown.
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Figure 3: Percentage distribution of leptospirosis cases by gender and age range. Black bars
represent the positive samples by sex, and stripers bars represent the positive samples by age
group. The highest number of positive samples were found in female patients (> 70%) and
the age group of 27-59.
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DISCUSSION

Leptospirosis is widely distributed in Mexico. Sinaloa has the highest number of cases
registered yearly according to the Secretary of Health (DGE, 2019) and the highest mortality
rate compared to the rest of the states (Sanchez et al., 2015). Leptospirosis in Mexico occurs
every year with the highest incidence registered from June to October (Sanchez et al., 2015;
Yescas et al., 2020). Therefore, the samples used in this study were taken in June, which was
reported as the beginning of the epidemiological rebound, to demonstrate Leptospira
infection in patients with fever of unknown origin.

This study included blood samples from patients who presented a febrile condition, which
indicated the first phase of the disease, called leptospiremia or acute phase, when Leptospira
is found in the blood (Le Turnier and Epelboin, 2019; Rajapakse, 2022). In addition, the
diagnosis of leptospirosis should be considered in patients with any of these symptoms: fever,
headache, myalgia, among others, or belongs to an endemic area for the disease such as
Sinaloa (Pan American Health Organization / World Health Organization, 2017).

In the case of patients where acute leptospirosis was suspected due to the presence of
symptoms, our data showed a percentage of positivity in febrile samples of 18.34%; however,
negative samples could be positive for another endemic agent in the region, such as dengue,
zika, and chikungunya (Secretary of Health and General Directorate of Epidemiology, 2017).
Our results show a higher number of positives compared to that found by Hernandez et al.
(2020) who reported 3.23% positivity for Leptospira by MAT, which may be due to the fact
that the technique used in this study can detect directly Leptospira from the beginning of the
disease and MAT detects it indirectly through antibodies that are formed in the immune phase
from the seventh day onwards, although it has been recorded that the formation of these
antibodies in some patients could take months to be detected (Rajapakse, 2022). Therefore,
it is advisable to use more sensitive techniques such as PCR, which has been demonstrated
to detect leptospirosis in patients where MAT had obtained a negative result (Sandoval et al.,
2018). In addition, serological tests such as MAT could be affected due to the high titers of
antibodies due to past infections that can produce a false positive. Another disadvantage of
MAT is that it is limited to laboratories that can maintain the culture of the strains necessary
to carry out this technique (Budihal and Perwez, 2014).

In Sinaloa, this is the first study to detect acute leptospirosis through gPCR in patients with
febrile symptoms of unknown origin, which could contribute to a better diagnosis and thus
implement a timely diagnosis to reduce the mortality rate in this region.

Conclusions:

Acute leptospirosis was detected in patients from Sinaloa, México who presented a febrile
condition without a confirmed diagnosis for any other agent external to Leptospira. Some
cases were also detected in patients without a febrile disease. We suggest to extend the
sampling period for subsequent studies, allowing for a broader overview of Leptospira
infection in the region.
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Biotecnolégica SEIBT.

Dra. Maria Guadalupe Sotelo Dra. Norma Leyva Hannia Sinai Martinez Sanchez
Directora de UPIBI Coordinadora de la Red de Biotecnologia Presidenta de la SEIBT

Mazatlan, Sinaloa, México del 24 al 27 de octubre de 2022
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FACULTAD DE

CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS

SE OTORGA LA PRESENTE

CONSTANCIA

Lagarde Guerrero Rogelio, Navarro Arias Maria de Jesus, Duran Pérez
Sergio Alonso, Rendon Maldonado José Guadalupe

Por su participacién en la presentacién del péster cientifico con el trabajo titulado
“Frecuencia de Leptospira en muestras de sangre de pacientes de Culiacan Sinaloa”
impartida el dia 25 de octubre de 2022, en el marco del Simposium Internacional, 80
aniversario de QFB.

ATENTAMENTE
SURSUM VERSUS
CULIACAN, SINALOA, OCTUBRE 2022

Eosiel R«)Lio Castro

DR. EUSIEL RUBIO CASTRO
DIRECTOR FCQB
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14.3 formacion de recursos
14.3.1 Tesis de maestria dirigidas

Facultad de Ciencias Quimico-Bioldgicas
Programa de Posgrado Integral en Biotechologia
Maestria en Ciencias con Orientacion en
Biotecnologia de Salud

Asociacion del polimorfismo GA del Codon
333y 637 del gen TAP1 y su participacion en
el desarrollo de lesiones cervicales en
pacientes sinaloenses VPH positivas

TESIS

que presenta

Michelle Meza Vega

CcOmo requisito para obtener
el grado de

Maestria en Ciencias con Orientacion
en Biotecnologia de Salud

Directores de Tesis

Dr. José Guadalupe Rendon Maldonado
MC Rogelio Lagarde Guerrero

Culiacan, Sinaloa, México marzo de 2023
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14.3.2 Tesis de lisenciatura dirigida
VAN
fnagisn

il Universidad Autdonoma de Sinaloa

Facultad de Ciencias Quimico Biologicas
Licenciatura en Quimico Farmacéutico

1
v

Identificacion de Leptospira en muestras de sangre de

pacientes con cuadro febril

TESIS
Que presenta
Efren Antonio Ruiz Verdugo

Como requisito para obtener el titulo de
Licenciado en Quimico Farmacéutico Bidlogo

Directores

Dr. José Guadalupe Renddn Maldonado
MC. Rogelio Lagarde Guerrero

Asesores

Dr. Sergio Alonso Duran Pérez
MC. Cristel Samantha Benitez Bueno

Culiacan, Sinaloa, México Junio de 2022
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EXAMEN PRESENTADO
POR

EFREN ANTONIO RUIZ
VERDUGO

PARA OBTENER EL
GRADO DE LICENCIADO
EN QuUIMICO
FARMACEUTICO
BIOLOGO

No. DE CUENTA
1225833-4

RUVE970116HSLZRF03

7

s

ey

Acta de Examen

En cumplimiento del Reglamento Interno de Titulacién de la
Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas de la Universidad
Auténoma de Sinaloa, siendo las 15:30 horas del dia 08 del mes
de junio del afo 2022 se reunieron en el Auditorio QFB Ernesto
Camacho Sanchez en la ciudad de Culiacan Rosales, Sinaloa, el
C. Dr. José Geovanni Romero Quintana, Secretario Académico asi
como los ciudadanos MC. Josefina Sicairos Félix, Dra. Maria de
Jesus Navarro Arias y Dr. Sergio Alonso Duran Pérez nombrados
para integrar el Jurado Calificador del Examen Profesional del C.
Efrén Antonio Ruiz Verdugo quien present6é un trabajo escrito
titulado Identificacion molecular de Leptospira en muestras de
sangre de pacientes con cuadro febril ejerciendo como
Directores de Tesis Dr. José Guadalupe Rendon Maldonado y MC.
Rogelio Lagarde Guerrero.

Se constituyd el jurado fungiendo como Presidente MC. Josefina
Sicairos Félix, como Secretario Dra. Maria de Jesus Navarro Arias

y como Vocal Dr. Sergio Alonso Duran Pérez.

Declarado constituido legalmente el jurado, se procedi6 a la
presentacion, interrogacion, y réplica del sustentante, y al término
de ello, el jurado emite el resultado de: Aprobado por

Unanimidad

Levantandose constancia la presente acta que firma el

Presidente, el(Secyetario, el Vocal del Jurado, el Sustentante y el

Secretario Acagémico que DA FE.

Maifa Novat (o Anas

SECREFARIO

PRESJDENTE

SUSTENTANTE
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Aa

ABCpred

ADN

GRAVY

HLApred

hra

InDre

Kb

LipL21

LipL32

LipL41

MHC

min

OmpL1l

PH

XV. SIGLAS Y ABREVIACIONES

aminoacido

servidor de prediccion de epitopos de células B basado en red
neuronal artificial

acido desoxirribonucleico

gran promedio del indice de hidrofobicidad

identificacion y prediccion de aglutinantes HLA clase 1y clase
2

hora

El Instituto de Diagnéstico y Referencia Epidemiologicos

Kilo base

lipoproteina L21

lipoproteina L32

lipoproteina L41

complejo principal de histocompatibilidad

minutos

Proteina de membrana externa L1

Potencial de hidrogenos
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Pl Punto isoeléctrico

seg segundos

Vaxijen servidor predictor de antigenos protectores
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