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|. RESUMEN

Introduccion. Leptospirosis es una zoonosis bacteriana que tiene como agente
causal especies patdgenas del género Leptospira. Anualmente se presenta alrededor de
1 millon de casos y cerca de 60,000 muertes a causa de esta enfermedad mundialmente.
No obstante, debido a la diversidad de sintomas presentados durante el transcurso de
leptospirosis y a la dificultad para su diagnostico, es probable que los casos reportados
se encuentren subestimados. Para ello es necesario el implementar técnicas
moleculares, las cuales presentan una mayor sensibilidad y especificidad tanto para la
identificacion de la presencia de la bacteria, asi como su especiacion. Objetivo.
Determinar la frecuencia y especies de Leptospira presentes en muestras de sangre y
orina de seres humanos con sintomatologia compatible con leptospirosis en Culiacan
Sinaloa. Materiales y métodos. Se realizd un estudio observacional, descriptivo y
trasversal, en el cual se implement6 una metodologia basada en técnicas de PCR la cual
permitio identificar la presencia de especies patdgenas de Leptospira en muestras de
sangre y orina de humanos. Adicionalmente se realizé un analisis estadistico con los
resultados obtenidos mediante el uso de los programas Excel y SPSS Statistics version
26. Resultados. Se analizaron un total de 131 muestras, correspondientes a 70 personas
con sintomatologia compatible con lepstospirosis, y se reporta una frecuencia de 8.9%.
Con una positividad del 6% en sangre y 3.3% en orina. Estos resultados muestran la
importancia de determinar la infeccion activa mediante la identificacibn de genoma
bacteriano en las muestras biolégicas, lo que contribuye a la decision del esquema

terapéutico para el control de la infeccion.

(Palabras clave: Leptospira, leptospirosis, PCR).
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. ABSTRACT

Introduction. Leptospirosis is a bacterial zoonosis that is caused by pathogenic
species of the genus Leptospira. Annually world level there are about 1 million cases and
about 60,000 deaths due to this disease. However, due to the diversity of symptoms
presented during the course of leptospirosis and the difficulty in diagnosis, it’s probably
that the reported cases are underestimated. For this, it is necessary to implement
molecular techniques, which offer greater sensitivity and specificity for both the detection
of the bacteria and its speciation. Objective. Determine the frequency and species of
Leptospira present in blood and urine samples from humans with symptoms compatible
with leptospirosis in Culiacan Sinaloa. Materials and Methods. An observational,
descriptive, and cross-sectional study was conducted using a PCR-based methodology
to identify the presence of pathogenic Leptospira species in blood and urine samples from
humans. Finally, a statistical analysis of the results was performed using Excel and SPSS
Statistics version 26. Results. A total of 131 samples were analyzed, corresponding to 70
individuals with symptoms compatible with leptospirosis, revealing a positivity rate of
8.9%. The positivity rate was 6% in blood samples and 3.3% in urine samples. These
results highlight the importance of determining active infection by identifying bacterial
genome in biological samples, which contributes to the decision-making process for the

therapeutic regimen to control the infection.

(Keywords: Leptospira, leptospirosis, PCR).
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ll. INTRODUCCION

Leptospirosis es una de las zoonosis de mayor prevalencia a nivel mundial, la cual
es causada por bacterias del género Leptospira, afectando principalmente a personas
gue viven en climas tropicales y templados, tanto de zonas rurales como urbanas,
presentandose principalmente posterior a fuertes lluvias e inundaciones (Rajapakse S.,

2022).

Las manifestaciones clinicas cominmente son similares a las observadas en
diversas enfermedades febriles, tal como dengue, infecciones por rickettsiosis, paludismo
y sepsis bacteriana, entre otros (Rajapakse S., 2022). La mayoria de individuos
infectados presentan fiebre sin alguna otra complicaciéon y aproximadamente el 10%
desarrolla una enfermedad grave, presentando sufusion conjuntival, ictericia y lesion

renal aguda conocido como sindrome de Weil (Rajapakse S., 2022).

Se estima que, a nivel mundial, anualmente se presentan hasta 1,000,000 de casos
de leptospirosis y aproximadamente 60,000 muertes se asocian a ésta enfermedad (Md-

Lasim et al., 2021).

La infeccion es contraida debido a la exposicion directa o indirecta con la bacteria
presente en alimentos, agua o suelos contaminados con orina de animales infectados,
ingresando al organismo a través de abrasiones, cortes en la piel o por via conjuntiva,
ademas, la infeccién puede tener lugar a través de la piel intacta después de una

inmersion prolongada en agua (Haake D. et al., 2015).

A partir del afio 2000 se inici6 el registro de leptospirosis en humanos en el Sistema

Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE), con la finalidad de caracterizar el
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panorama epidemiologico de leptospirosis en México. Entre los afios 2000 y 2010 los
estados con las tasas mas altas de casos seropositivos fueron: Campeche, Yucatan,
Sonora, Oaxaca, Hidalgo, Veracruz, Sinaloa, Tabasco, y Veracruz, los serovares mas
frecuentes aislados fueron: L. bratislava, L. autumnalis, L. canicola, L. ballum, L. hardjo,
y L. pomona. Para la semana epidemioldgica 52 del afio 2023 en México se reportaron
un total de 285 casos, siendo Sinaloa el estado con mayor niumero de casos reportados

siendo estos 83 casos, seguido de Veracruz con 43 casos y Yucatan con 33 casos.
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IV. ANTECEDENTES

4.1 Leptospirosis

Leptospirosis es una enfermedad zoonética de amplia distribucion a nivel mundial,
causada por bacterias patdégenas del género Leptospira (Md-Lasim et al., 2021). Se
estima la presencia de un millén de casos y alrededor de 60,000 muertes al afio a nivel

mundial, lo cual representa un problema de salud publica (Md-Lasim et al., 2021).
4.2 Leptospira

El nombre de ésta bacteria proviene del término griego leptos (delgado) y del latin
spira (espiral), son espiroquetas que pertenecen al orden Spirochaetales, la familia

Leptospiraceae y al género Leptospira (Bautista B. et al., 2019).

Leptospira es una bacteria Gram-negativa, en forma de espiral, aerobia obligada,
movil, de vida libre, con forma helicoidal y extremos en forma de gancho, la cual presenta
una longitud entre 6-20 um y un diametro aproximado de entre 0,1 y 0.2 ym (Bautista B.

et al., 2019).

Crece a una temperatura Optima entre 28-30°C y pH que oscila entre 7.2y 7.6
(Bautista B. et al., 2019). Mediante analisis filogenético se determiné que Leptospira spp.
de acuerdo con el nivel de patogenicidad se divide en tres linajes: saprofitico, intermedio

y patogénico (Bautista B. et al., 2019).

El genoma de Leptospira se encuentra compuesto por cromosomas circulares: un
cromosoma grande (cromosoma ), y otro pequefio (cromosoma Il). El cromosoma | tiene
una longitud que varia entre 3500 a 4300 kb, mientras que la longitud del cromosoma Il

oscila entre 300 y 350 kb. Las especies saprofitas poseen ademas de éstos 2
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cromosomas, un tercer replicon circular de 74 kb, el cual es denominado p74, el cual se
ha relacionado con la supervivencia de estas especies en el medio ambiente. (Romero &

Falconar, 2016; Picardeau et al., 2008).

El tamafio del genoma de Leptospira varia en funcion de la especie, el de Leptospira
interrogans es de 4627 kb, el de Leptospira borgpetersenii de 3931 kb y el de Leptospira
biflexa de 3956 kb, a pesar de las variaciones presentes entre las especies, éstas

comparten 2052 genes (Ospina & Hernandez, 2015).

La diferencia en el tamafio del genoma de Leptospira, refleja la informacién genética
adicional que requiere Leptospira interrogans para vivir tanto en el hospedero como en
condiciones de vida libre, a su vez, la reduccién del tamafio del genoma de Leptospira
borgpetersenii demuestra la evolucion que tiene hacia un ciclo de trasmision estricto de

hospedero a hospedero (Romero & Falconar, 2016).

De acuerdo a la literatura, se propone que los 1431 genes que se encuentran
presentes en las especies patdégenas, como por ejemplo en las especies Leptospira
interrogans y Leptospira borgpetersenii, podrian codificar proteinas asociadas a la
virulencia de la bacteria, sin embargo, la funcién en el 62.4 % (893) de ellos es

desconocida (Romero & Falconar, 2016).
4.3 Etiologia de leptospirosis

Mediante el analisis filogenético, basado inicialmente en la secuenciacion del gen
16S rRNA, se mostré que el género se encuentra clasificado en dos clados: “saprofito”,
en el cual se encuentran especies presentes de manera natural en el ambiente, ademas

de no ser responsables de infecciones y “patégeno” en el cual se encuentran las especies
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responsables de infecciones tanto en humanos como en animales, asi mismo, se
encuentran especies ambientales para las cuales la patogenicidad aun no se encuentra

esclarecida (Picardeau M., 2020).

Estos clados a su vez se encuentran subdivididos en subclados, siendo estos: P1,

P2, S1y S2.
Las especies patdégenas se subdividen en subclados P1y P2.

En el subclado P1 se encuentran 17 especies patdégenas: L. mayottensis, L.
alexanderi, L. kirschneri, L. kmetyi, L. alstonii, L. adleri, L. barantonii, L. ellisii, L.
dzianensis, L. gomenensis, L. putramalaysiae, L. tipperaryensis, L. borgpetersenii, L.

interrogans, L. noguchii, L. santarosai, L. weilii (Picardeau M., 2020).

Algunas de las especies mencionadas en este subclado fueron identificadas por
primera vez en el medio ambiente, ademas no se han aislado de animales o pacientes
infectados, lo cual sugiere que se pueden considerar patdbgenos no verdaderos, estas
especies son: L. kmetyi, L. adleri, L. ellisii, L. gomenensis, L. barantonii, L. dzianensis y

L. putramalaysiae (Picardeau M., 2020).

En el subclado P2 se encuentran 21 especies patdgenas intermedias: L. broomii, L.
licerasiae, L. fainei, L. venezuelensis, L. wolffil, L. haakeii, L. hartskeerlii, L. saintgironsiae,
L. neocaledonica, L. perolatii, L. dzoumogneensis, L. fletcheri, L. fluminis, L. johnsonii, L.
koniamboensis, L. langatensis, L. sarikeiensis, L. selangorensis, L. semungkisensis, L.

andrefontaineae, L. inadai (Picardeau M., 2020).

Las especies saprofitas se dividen en subclados S1y S2.
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En el subclado S1 se encuentran: L. terpstrae, L. vanthielii, L. yanagawae, L.
brenneri, L. harrisiae, L. levettii, L. kemamanensis, L. bandrabouensis, L. bourretii, L.
bouyouniensis, L. congkakensis, L. ellinghausenii, L. jelokensis, L. kanakyensis, L.
montravelensis, L. mtsangambouensis, L. noumeaensis, L. perdikensis, L. biflexa, L.

meyeri, L. wolbachii, L. idonii (Picardeau M., 2020).

Mientras que en el subclado S2 se encuentran: L. ilyithenensis, L. kobayashii, L.

ognonii, L. ryugenii (Picardeau M., 2020).
4.4 Patogenia

La transmision de leptospirosis a los humanos generalmente ocurre a través del
contacto con suelos 0 aguas contaminadas con la orina de animales infectados siendo
estos en su mayoria reservorios como las ratas las cuales son portadores asintomaticos
de los patogenos (Picardeau M., 2020) (Figura 1). Hay diversos factores que propician la
infeccion y establecimiento de la misma los cuales se encuentran estrechamente
relacionados con la gravedad de la enfermedad como lo son las caracteristicas de
virulencia de la cepa infectante, el tamafio del in6culo infectante durante la exposicién

ambiental y los factores de susceptibilidad del huésped (Picardeau M., 2020).

Leptospira puede ingresar al organismo a través de heridas cutaneas, de
membranas mucosas expuestas, conjuntiva y la perteneciente a bucofaringe y

nasofaringe (Chacon P., 2015).

Una vez dentro del organismo, se produce una fase de leptospiremia en la cual las
bacterias circulan en la sangre y se replican en diversos tejidos, en los que se incluye el

higado, los rifiones, los pulmones, el tracto genital y el SNC durante 7 a 10 dias,
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pudiéndose aislar a partir de sangre como de liquido cefalorraquideo (LCR) durante los

primeros cuatro a diez dias de cursar con la enfermedad (Chacon P., 2015).

Pueden llevar a cabo la lesion de los vasos sanguineos pequefios, dando lugar a
una vasculitis, ocasionando la salida de elementos celulares e intravasculares como
eritrocitos, siendo la vasculitis la responsable de las manifestaciones mas importantes de
la enfermedad, puesto que, en los casos mas graves, la vasculitis provoca alteraciones
en la microcirculacion y un aumento en la permeabilidad, lo que resulta en pérdida de

liquidos y en hipovolemia (Chacon P., 2015).

Los 6rganos que principalmente se ven afectados son los rifiones y el higado, sin
embargo, pueden causar una lesion en cualquier 6érgano, por ejemplo, en el rifidén
Leptospira migra al intersticio, tabulos renales y luz tubular, originando nefritis intersticial
y necrosis tubular, ademas, al presentarse una hipovolemia por deshidratacién y la
permeabilidad capilar, se favorece una insuficiencia renal (Chacon P., 2015). Mientras
qgue en el higado puede presentarse necrosis centrolubulillar con la proliferacion de
células de Kupffer (Chacon P., 2015). La lesion pulmonar es producida a consecuencia
de la hemorragia presentada, no de la inflamacién (Chacon P., 2015). Asi mismo, cuando
Leptospira invade el tejido muscular estriado, genera tumefaccién, degeneracién vacuolar

de las miofibrillas y necrosis focal (Chacon P., 2015).

Cuando en el organismo se generan anticuerpos antileptospira, las bacterias son
eliminadas de la mayoria de regiones del organismo del hospedaros, exceptuando al ojo,
tubulos proximales renales y probablemente el cerebro, donde puede persistir durante
semanas o0 meses (Chacon P., 2015). La persistencia de Leptospira en humor acuoso,

puede ocasionar, en algunos casos, uveitis cronica o recurrente (Chacon P., 2015).
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Leptospira permanece en los tubulos de los rifiones de los huéspedes incidentales
durante un breve periodo de tiempo y se excretan en la orina durante unos dias o varias
semanas (Chacon P., 2015). Sin embargo, en los huéspedes de mantenimiento a
menudo permanecen en los tubulos renales, el tracto genital y, con menos frecuencia, en
los ojos, a pesar de la presencia de niveles elevados de anticuerpos séricos (Chacon, P.,
2015). Los animales persistentemente infectados eliminan Leptospira a través de la orina
y secreciones genitales durante meses o incluso afos, estos animales se convierten en
un importante reservorio de infeccion, con la capacidad de transmitir la infeccion tanto a
otros reservorios como a huéspedes incidentales quienes podrian desarrollar la

enfermedad (Chacon, P., 2015).
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Figura 1. Ciclo de transmisién de Leptospira. Leptospira ingresa al organismo a través
de mucosa y heridas en la piel, por el contacto con suelos o agua contaminados con la

orina de animales domésticos o salvajes portadores de la bacteria (Akhtar, T et. al, 2023).
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4 .5 Manifestaciones clinicas

Al cursar con leptospirosis se pueden presentar diversas manifestaciones clinicas,
pudiendo variar desde una enfermedad febril aguda leve y autolimitada hasta una

afeccion grave y potencialmente mortal debido a falla miltiorganica (Rajapakse S., 2022).

Las manifestaciones clinicas comunmente presentadas son similares a las que se
observan en muchas enfermedades febriles, como el dengue, infecciones por
rickettsiosis, paludismo y sepsis bacteriana, entre otras enfermedades que se presentan

en los tropicos (Rajapakse S., 2022).

La mayoria de individuos infectados presentan fiebre sin alguna otra complicacion
y aproximadamente el 10% desarrolla una enfermedad grave, presentando sufusion
conjuntival, ictericia y lesion renal aguda conocido como sindrome de Weil (Rajapakse
S., 2022). Aunado al hecho que recientemente se ha identificado la hemorragia pulmonar

como una de las principales causas de mortalidad (Rajapakse S. 2022).

El periodo de incubacion requerido presenta una amplia variacion, de entre 2 y 20

dias, generalmente de 7 a 12 dias (Raul B. et al., 2019).

La enfermedad febril comienza con sintomas generales e inespecificos, como cefalea,
escalofrios, vémitos, mialgias intensas y conjuntivitis, los cuales pueden durar entre 5y
10 dias. Posteriormente, la enfermedad puede presentarse en dos formas, al ser ésta de
naturaleza bifasica. La forma mas comun es la anictérica, en la que se desarrolla una
fase leptospirémica caracterizada por fiebre elevada de 39 a 40 °C, cefalea frontal o
retroorbitaria, fotofobia, mialgias espontaneas o provocadas, artralgias, escalofrios,

anorexia y sintomas gastrointestinales como nauseas, vomitos o diarrea, ademas de
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sintomas respiratorios (Raul B. et al., 2019). La segunda fase corresponde a la forma
ictérica, que puede generar complicaciones graves e incluso ser fatal. Esta forma se
caracteriza por ictericia, insuficiencia renal aguda, hemorragias, anemia, miocarditis,
hepatomegalia y esplenomegalia, con menor frecuencia pancreatitis. Sin un tratamiento
adecuado, la enfermedad puede progresar hacia una etapa critica, manifestandose con
pericarditis, rabdomidlisis, hemolisis, coagulacion intravascular diseminada, shock

séptico y falla multiorganica (Raul B. et al., 2019).

4.6 Epidemiologia

Leptospirosis es una zoonosis bacteriana con amplia distribucion a nivel mundial
(Raul B. et al., 2019). Aunque su incidencia se reconoce cada vez mas en los paises
desarrollados, la mayoria de casos presentados se encuentra en regiones tropicales y
subtropicales de todo el mundo, especialmente en los paises en vias de desarrollo, tanto

en entornos urbanos como rurales (Raul B. et al., 2019).

Se considera a leptospirosis como una antropozoonosis, debido a que afecta tanto
a los humanos como a diferentes tipos de animales, incluyendo mamiferos domésticos,

animales salvajes y especies de sangre fria (Raul B. et al., 2019).

Casi todos los mamiferos pueden servir como portadores de leptospirosis,
albergando y eliminando los organismos de los tdbulos proximales de los rifiones

(Rajapakse S., 2022).

Los roedores son los principales animales que fungen como reservorio de
Leptospira, esto debido a la presencia ubicua de las ratas en entornos cercanos a

humanos, donde excretan concentraciones elevadas de Leptospira en la orina, inclusive
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después de un tiempo prolongado posterior a la infeccion inicial, siendo estos meses o
incluso afos (Rajapakse S., 2022). Cabe destacar que otros mamiferos también pueden
contribuir significativamente a las infecciones humanas en algunos entornos (Rajapakse

S., 2022).

Las condiciones que permiten la supervivencia ambiental de las especies patdgenas
del género Leptospira determinan en gran medida la distribucion de la enfermedad, sin
embargo, el comportamiento humano también juega un papel en la exposicion directa e
indirecta (Goarant C., 2016). Los seres humanos son huéspedes incidentales y se
infectan cuando entran en contacto con estas bacterias, a través del contacto directo de
lesiones cutdneas o membranas mucosas con la orina de un animal portador o, en la
mayoria de los casos, a través del contacto con cuerpos de agua dulce o suelo

contaminado con orina (Goarant C., 2016).

El nimero de casos de Leptospirosis presentados a nivel mundial, pone en
manifiesto las brechas en la prevencion de la enfermedad, asi como en su control (Raul
B. et al., 2019). Leptospirosis es una enfermedad reemergente a nivel mundial, con una
amplia diversidad de especies y un alto riesgo de infeccion, por lo cual se clasifica dentro
de las primeras 35 causas de muerte a nivel mundial, representando un problema en
salud publica, ya que, de no controlarse puede conllevar a mortalidades humanas y

animales significativas, asi como pérdidas econdmicas elevadas (Raul B. et al., 2019).
4.6.1 Epidemiologia mundial

Leptospirosis esta presente en todos los continentes, obteniéndose reportes en
Africa, Alemania, América Latina y el Caribe, Austria, Bulgaria, Canada, China, Croacia,

Espafia, Estados Unidos, Filipinas, Finlandia, Francia, Grecia, Hawai, Hungria, Indonesia,
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Italia, Israel, Japén, Malasia, México, Noruega, Nueva Zelanda, Paises Bajos, Polonia,
Portugal, Suecia, Tailandia, entre otros paises por lo que presumiblemente es la zoonosis
mas distribuida a nivel mundial (Torres et al., 2016). Su incidencia es mas significativa en
poblaciones rurales de climas tropicales y subtropicales y en zonas inundables,
presentandose picos en los meses de junio a noviembre (Torres et al., 2016) (Figura 2).
Existen diversos estudios los cuales concuerdan que la leptospirosis representa del 20 al
40% del total de enfermedades febriles de origen desconocido que afectan a seres
humanos (Torres et al., 2016). Asi mismo, se atribuye a leptospirosis como responsable
aproximadamente del 10% de admisiones hospitalarias en paises endémicos (Torres et

al., 2016).
4.6.2 Epidemiologia en México

Leptospirosis es una zoonosis endémica en zonas tropicales y subtropicales de
México (Torres et al., 2020). La incidencia y prevalencia de la leptospirosis varian segun
la region, dependiendo de factores socioecondémicos como las condiciones de higiene y
saneamiento, asi como de factores ecoldgicos como la humedad, temperatura,
precipitaciones e inundaciones, los cuales favorecen la dispersion y supervivencia de
Leptospira en el ambiente (Torres et al., 2020). En la figura nimero 3, podemos apreciar
los estados de México en los cuales se reportaron casos de Leptospirosis de acuerdo al

boletin epidemioldgico de la semana 52 del afio 2023.
4.6.3 Epidemiologia en Sinaloa

De acuerdo con los reportes publicados en el boletin epidemioldgico del Sistema

Nacional de Vigilancia Epidemiologica, en México, durante la semana epidemioldgica
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namero 52 del aflo 2023, se reportaron un total de 285 casos, siendo Sinaloa el estado

con mayor incidencia, donde se reportaron un total de 83 casos.

En Sinaloa de acuerdo al boletin epidemioldgico de la semana 52 del afio 2023
fueron reportados por la secretaria de salud un total de 83 casos de leptospirosis, siendo
Culiacan el municipio con mayor nimero de casos, reportandose un total de 32 casos,
seguido por Ahome con 24 casos, Mazatlan con 12, Escuinapa con 7, Guasave con 6 y

Salvador Alvarado con 2 (Figura 4).
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Figura 2. Leptospirosis a nivel mundial. Casos de leptospirosis por cada 100,000
habitantes. Los colores representan diferentes rangos de casos, siendo los tonos mas
claros indicativos de una incidencia baja (0-3 casos) y los tonos mas oscuros de una
incidencia alta (mas de 500 casos), entre los paises con mayor numero de casos
reportados se encuentran, Tailandia, Indonesia, India y Sri Lanka. En América, los paises
en el los cuales se reporta un mayor nimero de casos, son Brasil, Colombia, Nicaragua,

Guyana Republica dominicana y Puerto Rico (Browne, et al., 2023).
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Figura 3. Epidemiologia de leptospirosis en México. En rojo se muestran los estados
con mayor incidencia de Leptospira hasta la semana epidemiolégica nimero 52 del afio
2023 (Sinaloa: 83 casos, Veracruz: 43 y Yucatan: 33), en naranja los estados con
incidencia intermedia (Jalisco: 20, Chiapas: 19, Guerrero: 19, Tabasco: 18, Oaxaca: 13)
y en amarillo los estados con menor incidencia (México: 8, Ciudad de México: 6, Quintana
Roo: 7, Sonora: 5, Morelos: 2, Baja California: 1, Campeche: 1, Coahuila: 1, Guanajuato

1:, Nayarit: 1, Querétaro: 1, San Luis Potosi: 1, Tamaulipas: 1).
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Figura 4. Casos de leptospirosis en Sinaloa en el afio 2023. En rojo se muestras los
municipios de Sinaloa que presentaron casos de leptospirosis, de acuerdo con el boletin
epidemiologico de la Secretaria de Salud de Sinaloa, de la semana 52 en el afio 2023,
ocupando el primer lugar Culiacan con 32 casos, seguido por Ahome con 24 casos,

Mazatlan con 12, Escuinapa con 7, Guasave con 6 y Salvador Alvarado con 2.
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4.7 Tratamiento

La mayoria de los casos de leptospirosis son leves y se resuelven con
autoinmunidad (Hsu y Yang, 2022). El uso temprano de antibioticos puede prevenir ain
mas que la leptospirosis progrese a una enfermedad grave (Hsu y Yang, 2022). Por lo
tanto, los antibidticos se pueden iniciar una vez que se sospecha de leptospirosis después
de un historial y un examen (Hsu y Yang, 2022). Los antibiéticos como la doxiciclina, la
azitromicina, la ampicilina y la amoxicilina se usan para el tratamiento de la leptospirosis
leve (Hsu y Yang, 2022). Para la leptospirosis grave, se recomienda penicilina
intravenosa (IV) (Hsu y Yang, 2022). Ademas, la amoxicilina, la ampicilina y la ceftriaxona

también se pueden usar en casos graves (Hsu y Yang, 2022).

Es indispensable tener en cuenta que el tratamiento dependera de factores
determinantes como la edad, el nivel de gravedad del estado de salud del paciente, los
antibidticos que se utilizaran en el tratamiento, entre otros factores (Joya et al., 2015). Es
por ello que se debe tener conocimiento de la historia clinica del paciente para asi proveer

un tratamiento efectivo y eficiente (Joya et al., 2015).

Las personas con riesgo ocupacional como los agricultores, los trabajadores
agricolas, los deportistas que estén en contacto con agua dulce y las personas que se
involucren en inundaciones pueden recibir orientacion para que usen el equipo de
proteccion adecuado, como guantes, botas, etc., para evitar el contacto con el agente

infeccioso (Karpagam y Ganesh, 2020).
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4.8 Diagnéstico

El diagnostico de leptospirosis es realizado en mayor proporcion al presentar
caracteristicas que sugieran la presencia de la enfermedad, con antecedentes de riesgo
a la exposicion a la bacteria, sospechando de leptospirosis en pacientes con
antecedentes de exposicion y presenten cualquiera de los siguientes sintomas: dolor de
cabeza, mialgia, postracion, ictericia, sufusion conjuntival, oliguria, irritacion meningea,
hemorragia, insuficiencia cardiaca o arritmia, tos, disnea, erupcién cutanea o evidencia
de compromiso o disfuncibn de organos (Rajapakse S., 2022). Debido a las
caracteristicas clinicas de la leptospirosis cominmente es confundida con otras
enfermedades de tipo febril, lo cual dificulta un diagnéstico oportuno (Rajapakse S.,

2022).

El diagnédstico diferencial de la leptospirosis debe considerar principalmente
enfermedades endémicas de la region que presenten sintomas clinicos semejantes, tales
como influenza, dengue, infecciones por hantavirus (incluyendo el sindrome pulmonar
por hantavirus) y otros trastornos respiratorios, rickettsiosis, borreliosis, meningitis

aseéptica, fiebre tifoidea, otras fiebres entéricas y hepatitis virales (Pérez et al., 2015)

Existe diversas pruebas para el diagndstico de leptospirosis; sin embargo, la
disponibilidad de dichas pruebas en entornos de escasos recursos se ve limitada
(Rajapakse S., 2022). Ademas, la precision de las pruebas es variable (Rajapakse S.,

2022).

En términos generales, las pruebas para el diagndstico de leptospirosis se dividen

en aquellas que brindan evidencia directa de infeccién (demostracién de Leptospira o su
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ADN) y pruebas que brindan evidencia indirecta de infeccion (demostracion de

anticuerpos contra la leptospirosis) (Rajapakse S., 2022).

El diagnostico de Leptospira es complicado debido a varias razones, como, por
ejemplo, no todas las areas endémicas cuentan con laboratorios adecuados y personal
de laboratorio capacitado (Karpagam y Ganesh, 2020). También se debe a que no se
dispone de una técnica de prueba estandar para comprobar la infeccion en todas las

etapas (Karpagam y Ganesh, 2020).

Debido a la diversidad de serovares capaces de infectar a un organismo, se utilizan
métodos de diagndstico altamente especificos, como la deteccidbn de anticuerpos
fluorescentes, el ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) y la microaglutinacion con antigenos vivos (MAT) (Raul
B. etal., 2019). Para confirmar la enfermedad, es necesario obtener muestras de sangre,

orina o liquido cefalorraquideo (Raul B. et al., 2019).
4.8.1 Microscopia de campo oscuro

La microscopia directa y la microscopia de contraste de fase de campo oscuro son
técnicas para la identificacion de Leptospira en fluidos como sangre, orina y LCR,
visualizandose la apariencia morfolégica de esta y su motilidad (Verma et al., 2020). Sin
embargo, la desventaja de este método radica en que la cantidad minima de Leptospira
a visualizar es de aproximadamente 10 células/ml y el resultado positivo se reduce al
90% si la infeccidn supera la semana (Verma et al., 2020). Ademas, se puede presentar
falsos positivos o falsos negativos al utilizar este método de diagnéstico, por lo cual la
sensibilidad es baja, (Verma et al., 2020). Adicionalmente, mediante esta metodologia es

imposible detectar la especie bacteriana.
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4.8.2 Cultivo

Una de las principales pruebas para el diagnostico de leptospirosis es el aislamiento
de la bacteria a partir de muestras de sangre, liquido cefalorraquideo o fluidos corporales
durante los primeros 10 dias de cursar con la enfermedad, mientras que a partir de la
segunda semana de cursar con la enfermedad se puede cultivar a partir de muestras de
orina (Verma et al., 2020). Se requiere medios de cultivo especiales enriquecidos con
suero de conejo al 8-10 % v/v suplementado con rifampicina, neomicina y actidona,
Tween-80, albumina bovina y vitaminas del complejo B (Verma et al., 2020). Entre estos
los mas reconocidos son los medios Fletcher, Korthoff y Ellinghausen- McCullough-
Johnson- Harris (EMJH), visualizando el crecimiento de las Leptospiras mediante

microscopia de campo oscuro y medirse en términos de CFU/mL (Verma et al., 2020).

Los medios semisdlidos inoculados con Leptospira deben incubarse durante seis a
trece semanas en la oscuridad, entre 28 °C y 30 °C y examinarse peridédicamente

mediante microscopia de campo oscuro (Soo et al., 2020).

El crecimiento de la bacteria en medios de cultivo es lento, tomando hasta cuatro
meses, propiciando que en este tiempo puede presentarse una contaminacion por

crecimiento de otras bacterias (Pérez et al., 2015; Romero et al., 2016).
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4.8.3 Pruebas seroldgicas

Las pruebas serolégicas son comunmente utilizadas para el diagndéstico de la
leptospirosis y pueden detectar esta enfermedad después del sexto del inicio de la
enfermedad, detectando anticuerpos séricos (Verma et al., 2020). Dentro de estas
pruebas se encuentra el ensayo de aglutinacion microscoépica (estandar de oro), el

ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) (Verma et al., 2020).
4.8.3.1 Prueba de aglutinacion microscépica (MAT)

La prueba serologica de Microaglutinacion (MAT) evalla los anticuerpos formados
en la sangre de los pacientes sospechosos a presentar la infeccion por la interaccion
presentada con los antigenos antileptospira vivos (Verma et al., 2020). En esta prueba,
se realiza la interaccion del cultivo de Leptospira de 7 a 12 dias con los anticuerpos del
suero de los pacientes en las placas con pocillos, evaluando la interaccién antigeno-
anticuerpo presentada al medir la aglutinacion mediante un microscopio de campo oscuro

y posteriormente determinando el titulo de la muestra (Verma et al., 2020).

Se considera el estandar de oro para el diagnéstico serolégico de la leptospirosis
en humanos y animales, ya que es un ensayo sensible, pero dado que las especies de
Leptospira poseen heterogeneidad antigénica, se requiere una gran cantidad de
serovariedades para ser consideradas como antigenos (Verma et al., 2020). Por lo tanto,
esta prueba no es util en la etapa temprana del diagndstico de la enfermedad, ya sea por
la falta de anticuerpos especificos en el sistema inmunitario o el titulo Ab es muy bajo, lo

gue conduce a resultados falsos negativos (Verma et al., 2020).
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Aungue es una prueba especifica, su sensibilidad depende de los dias de evolucién
de la enfermedad, siendo menor en la fase aguda (primera semana), por lo tanto, no es
atil en la etapa temprana del diagnéstico de la enfermedad, ya sea por la falta de
anticuerpos especificos en el sistema inmunitario o el titulo de anticuerpos es muy bajos,

lo que ocasiona el reporte de falsos negativos (Scialfa et al., 2020; Verma et al., 2020).

En el municipio de Culiacan Sinaloa, Ramirez y colaboradores en el afio 2020
analizaron 247 muestras de suero de donadores de sangre de hospitales publicos
mediante microaglutinacion para la identificacibn de serovariedades de Leptospira
presentes en las muestras, obteniendo 8 muestras seropositivas representando 3.23%

de positividad (Hernandez R., et al., 2020).

4.8.3.2 Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

ELISA detecta anticuerpos IgM que aparecen en la sangre, a diferencia de MAT
esta técnica no requiere el uso de antigenos vivos para el diagndstico (Verma et al.,
2020). Sin embargo, esta forma de diagnostico es discreta ya que la prueba de suero
Unico para pacientes sospechosos no es suficiente para la confirmacion de la enfermedad
y requiere una prueba de confirmacion analizando sueros de pacientes sospechosos
también después de dos semanas (Verma et al., 2020). Otra limitacion para el uso de
este método diagndéstico es el tiempo requerido para la formacion de anticuerpos IgM, su
aparicion y limite de deteccion en el suero (Verma et al., 2020). Ademas, el limite de
persistencia de los anticuerpos IgM en el suero es muy largo, por lo que la probabilidad

de aparicion de falsos positivos y falsos negativos es mayor (Verma et al., 2020).

El ensayo se basa en la deteccion de anticuerpos IgM; como los anticuerpos IgM

aparecen en niveles bajos durante la primera semana de la enfermedad, la confirmacion
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del diagnéstico mediante IgM-ELISA es mas precisa después de la segunda semana,
durante la fase de convalecencia (Soo et al., 2020). Sin embargo, todavia es altamente
confiable para ser realizado durante la fase aguda para un diagnostico temprano (Soo et

al., 2020).

Los anticuerpos IgM en la leptospirosis persisten durante mucho tiempo, las tasas
de disminucion varian y las concentraciones de bacterias en suero son mas bajas que en
la sangre fresca, por lo que ELISA puede ser aplicada como prueba rapida para
diagnéstico de leptospirosis, esta prueba ha demostrado una mayor sensibilidad que la
MAT en fases tempranas de la enfermedad, obteniéndose resultados positivos antes que
esta, demostrando también ser mas eficaz que otros métodos serologicos utilizados (Joya

et al., 2015; Ospina et al., 2015).
4.8.4 Diagnostico molecular

La necesidad de un método por el cual se pueda obtener un resultado rapido y que
a su vez sea sensible y especifico para el diagnéstico de leptospirosis, ha llevado a la
implementacion de pruebas moleculares para la deteccién de Leptospira a partir de

muestras clinicas o ambientales (Karpagam y Ganesh, 2020; Soo et al., 2020).

La principal ventaja de implementar estas técnicas, radica en su capacidad de
detectar pequefas cantidades de material genético, incluso menos de 10 Leptospiras, lo
que permite identificar la presencia de la bacteria antes de que los anticuerpos sean

detectables por las pruebas serolégicas convencionales (Verma et al., 2020).

Un diagnostico rapido y directo es posible mediante la implementacion de diversas

pruebas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) directa y sus
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variantes (PCR anidada y PCR/RFLP) en muestras biolégicas como sangre, suero, orina,
humor acuoso, liquido cefalorraquideo y diversos tejidos como rifidn e higado, en etapas

tempranas como de recuperacion de la infeccion (Karpagam y Ganesh, 2020).

Las pruebas basadas en PCR son dirigidas a genes presentes en Leptospira, como
rrs (gen 16S rRNA) y secY; y proteinas de superficie restringidas a Leptospira, como

lipL21, lipL32, lipL41 y ligB (Azevedo et al., 2021).

De acurdo a la literatura el primer marcador genético aplicado para la identificacion
de Leptospira fue el gen 16S rRNA, utilizados durante mucho tiempo como objetivo de
ensayos basados en PCR para diagndéstico, debido a que tiene la capacidad de ayudar a
diferenciar entre especies patdégenas, intermedias y saprofitas, siendo util solo para un
cribado inicial, puesto que presenta baja resolucion taxonémica para diferenciar entre
especies de Leptospira dentro de un clado, es por ello que se requiere de otra
metodologia para realizar la identificacion de las especies causantes de la enfermedad

(Azevedo et al., 2021).

El gen lipL32 codifica una lipoproteina de membrana externa, el cual se encuentra
altamente conservado entre las especies patdégenas de Leptospira, siendo este
considerado un factor de virulencia, el cual nos permite una identificacién selectiva de
Leptospira patdégena (PodgorSek et al., 2020). Actualmente en nuestro grupo de
investigacién se realiz6 un trabajo donde se utilizé el gen lipL32 de especies patégenas
para el diagnostico de la enfermedad activa, ya que es posible identificar genoma de la

bacteria en la muestra (Lagarde Guerrero, 2024).

El gen secY es un gen de mantenimiento de Leptospira ubicado en el cromosoma

CI que codifica una preproteina translocasa importante para la exportacion de proteinas
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a través de la membrana citoplasmatica y ha sido el mas utilizado, entre los genes menos
conservados (Azevedo et al., 2021). Presenta un buen poder discriminatorio y el analisis
de secuencia del gen permite la identificacion de especies, cepas y, en ocasiones,
genotipos de Leptospira (Azevedo et al., 2021). En este contexto, actualmente se usa
mas en un segundo paso con fines discriminatorios y taxonomicos, proporcionando

informacion epidemiologica importante (Azevedo et al., 2021).

Se han realizado diversos estudios a nivel mundial con la finalidad de detectar a
Leptospira en muestras bioldgicas, tal es el caso de Philip N. y colaboradores quienes en
el aino 2020, en Malasia, analizaron 165 muestras de sangre mediante PCR dirigida al
gen lipL32, de pacientes con enfermedad febril aguda con sintomas como dolor de
cabeza, mialgia, artralgia, irritacion meningea, ictericia, sufusion conjuntival, erupcion
cutanea, anuria u oliguria, arritmia o insuficiencia cardiaca, hemorragias en intestinos o
pulmones y sintomas gastrointestinales, obteniendo como resultado 47/165 muestras

positivas, con una frecuencia de positividad del 29% (Philip N., et al, 2020).

DaSa Podgorsek y colaboradores en el aifilo 2020 analizaron mediante ensayos de
PCR dirigidos al gen lipL32, 400 muestras de 310 pacientes eslovenos con
manifestaciones clinicas sugestivas de leptospirosis, de las cueles 234 fueron muestras
de sangre y 166 de orina, obteniendo como resultado 31/234 muestras de sangre
positivas y 16/166 muestras de orina positivas, con una positividad del 13.2% en sangre

y del 9.6% en orina (Podgorsek D., et al, 2020).

Asi mismo, en Culiacan Sinaloa, Lagarde en el presente afio 2024, detecto la
presencia de Leptospira en muestras de sangre de pacientes con fiebre de origen

desconocido, mediante gPCR, utilizando como diana un fragmento del gen lipL32 del
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genoma de la bacteria, identificando la presencia de la bacteria en 20 de las 109 muestras
de sangre analizadas, obteniendo una frecuencia de positividad del 18.35% (Lagarde

Guerrero, 2024)
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V. JUSTIFICACION

Debido a que Sinaloa es uno de los estados de México en el cual se reporta un
mayor numero de casos de leptospirosis, ademas de una elevada tasa de mortalidad
asociada a esta enfermedad, en la cual las manifestaciones clinicas presentan una
amplia variacion, desde fiebre, cefalea, mialgia, fotofobia, sintomatologias presentadas
en enfermedades endémicas de la region, hasta un cuadro febril icterohemorragico grave
con falla multiorganica, pudiendo conllevar a la muerte de la persona infectada. Es de
suma importancia el establecer una metodologia rapida que nos permita realizar un
correcto diagnostico diferencial de leptospirosis, donde sea posible identificar la especie

de Leptospira.
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VI. HIPOTESIS

Se identificara al menos una especie distinta a L. interrogans en muestras de

sangre y orina de seres humanos en Culiacan Sinaloa.
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VII. OBJETIVOS

7.1 Objetivo General

Determinar la frecuencia y especies de Leptospira presentes en muestras de sangre
y orina de seres humanos con sintomatologia compatible con leptospirosis en

Culiacan Sinaloa.

7.2  Objetivos Especificos
1. Identificar Leptospira en muestras de sangre y orina de seres humanos.
2. Determinar la especie de Leptospira presente en las muestras positivas.

3. Relacionar las variables analizadas con la presencia de la infeccion.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

El procesamiento de las muestras se realizé en el laboratorio de Microscopia de la
Facultad de Ciencias Quimico Biologicas (FCQB) de la Universidad Autonoma de Sinaloa
(UAS), con direccion, Av. De las Américas y Josefa Ortiz de Dominguez S/N, Ciudad
Universitaria, Culiacan Sinaloa, México, C.P. 80010, bajo la supervision del Dr. José

Guadalupe Renddn Maldonado y el Dr. Rogelio Lagarde Guerrero.
8.1 Disefo experimental

Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo y trasversal, en el cual se analizé
muestras de sangre y orina de pacientes que acudieron a las instalaciones del Hospital
Regional del ISSSTE Dr. Manuel Cardenas de la Vega, los cuales presentaban una
sintomatologia compatible con leptospirosis, en un periodo comprendido entre los meses
de julio y diciembre del afio 2023, los cuales firmaron una carta de consentimiento
informado y a su vez, se les realiz6 una encuesta epidemioldgica, mediante la cual se

obtuvieron datos de los pacientes tales como edad, sexo, manifestaciones clinicas.
8.2 Recoleccion de muestra

Las muestras de sangre se recolectaron mediante puncidn venosa, obteniendo un
volumen final de 3 ml de sangre en un tubo con anticoagulante EDTA, asi mismo, se
recolectaron 15 ml de orina de cada paciente en tubo falcon. Las muestras fueron

transportadas al laboratorio de Microscopia para su posterior procesamiento.
8.3 Metodologia

8.3.1 Método de extraccién de ADN
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Muestra de sangre

En un tubo falcon de 15 ml se agregd 3 ml de sangre total, y se aforé hasta 13 ml
con solucion de lisis de eritrocitos, para posteriormente mezclarse por inversion, seguido
de una incubacion a 4°C durante 20 minutos, se centrifug6 a 4000 rpm/10min y se elimind
el sobrenadante, la pastilla obtenida fue resuspendida en 13 ml de Sol. Salina 0.9% y se
centrifugd a 4000 rpm/5min, se eliminG el sobrenadante, para posteriormente
resuspender la pastilla en 600 uL de Buffer de lisis de nucleos y mezclar por vortex
durante 30 segundos, seguido de una incubacion a 60°C toda la noche, concluida la
incubacion se agregé 200 ml de NaCl 5M y se agité por vortex durante 20 segundos, se
centrifugd a 16000g/3min y se transfiridé el sobrenadante a un tubo de 1.5 ml con 600 uL
de isopropanol frio, mezclando por inversion, pudiéndose observar un precipitado de color
blanco, seguido de una centrifugacion a 16000g/3min y se descarto el sobrenadante, se
agrego 1 ml de etanol 70%, agitando por inversién, seguido de una centrifugacién a 16000
g/3min y se descartd el sobrenadante, la pastilla se secé a temperatura ambiente
aproximadamente 1 hora, se resuspendioé en 100 uyL TE o menos segun la cantidad de
ADN observado, se incub6 a 68°C durante 1 hora y finalmente se almacend a una

temperatura de -20°C (Velazquez et al., 2014).
Muestra de orina

Se inicio con una centrifugacion de 15 ml de la muestra de orina en tubo falcon de
15 ml a 4000 rpm/10min, posteriormente se descartd el sobrenadante y la pastilla
obtenida se resuspendio en 600 uyL de Buffer de lisis de nucleos, se mezcld por vortex
durante 30 segundos, se centrifugdé a 16000g/3min y se transfiridé el sobrenadante a un

tubo de 1.5 ml con 600 pL de isopropanol frio, mezclando por inversion pudiéndose
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observar un precipitado de color blanco, seguido de una centrifugacion a 16000g/3min y
se descartd el sobrenadante, se agregd 1 ml de etanol 70%, agitando por inversion,
seguido de una centrifugacion a 16000 g/3min y se descartd el sobrenadante, la pastilla
se sec0 a temperatura ambiente aproximadamente 1 hora, se resuspendio en 100 yL TE,
se incubo a 68°C durante 1 hora y finalmente se almacené a una temperatura de -20°C

(Veldzquez et al., 2014).
8.3.2 Verificacion de integridad del ADN:

Se prepar6 un gel de agarosa a 0.8% con el numero de pocillos necesarios y se
colocé en camara de electroforesis. En cada uno de los pocillos se cargé 10 uL de
muestra, 3 L de buffer de carga y 3 uL de GelRed respectivamente, para posteriormente
se realizarse una corrida a 100 Volts durante 1 hora. El resultado fue observado mediante

luz UV en un transiluminador.
8.3.3 Control interno con gen constitutivo (B-actina):

Se prepar6 un buffer de reaccion: Colocando en un microtubo 11.5 yL de H20, 5 pyL
de Buffer 5x, 1 yL de dNTPS, 2.5 pyL de MgClz2 25 uM, 0.5 L de Primer F 10 uM: GCA
CCACACCTT CTACAATG, 0.5 yuL de Primer R 10 uM: TGC TTG CTG ATC CAC ATC
TG, y 1 uL de Tag por cada reaccion, de la solucion obtenida anteriormente se transfirié
22 PL a cada uno de los tubos para PCR, se agregé a un tubo para PCR 3 pL de agua
como control negativo, se agregé a un tubo para PCR 3 yL de ADN gendmico humano
como control positivo y a los tubos para PCR correspondientes a las muestras se les
agrego 3 pL de cada muestra respectivamente, para un volumen final de 25 pL (Lagarde

R., 2019).
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Se llevé los tubos a un termociclador con las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial: 95°C durante 3 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion: 95°C
por 30 segundos, alineamiento: 56°C por 30 segundos, elongacion: 72°C por 1 minuto y

una elongacion final de 72° C por 5 minutos (Lagarde R., 2019).

Se sometid al producto de PCR a electroforesis, para lo cual se realiz6 un gel de
agarosa al 1.5% con el numero de pocillos necesarios, agregando en cada pocillo 3 pL
de GelRed, 3 uL de buffer de cargay 10 puL de muestra, se observo el resultado colocando
el gel en transiluminador de luz UV y se consideraron Utiles aquellas muestras en las que
se presentd una banda correspondiente a un producto de amplificacion de un tamafio de

826 pb y fueron utilizadas para la identificacion de Leptospira (Lagarde R., 2019).
8.3.4 Identificacion de Leptospira por la amplificacion del gen lipL32:

Para la identificacion de Leptospira se amplificd una region del gen LipL32, para
ello, se preparé un buffer de reaccién: colocando en microtubo 11.5 yL de H20, 5 yL de
Buffer 5x, 1uL de dNTPS, 2.5 pL de MgCl2 25 uM, 0.5 pyL de Primer F 10 pM:
5 ACTCTTTGCAAGCATTACCGCS', 0.5 ML de Primer R 10 MM:
5" AGCAGACCAACAGATGCAACG3", y 1 uL de Taq por cada reaccion, se coloco 22 uL
de la solucién anterior a un tubo para PCR, se agregé a un tubo para PCR 3 pL de agua
destilada como control negativo, se agrego6 a un tubo para PCR 3 pyL de ADN gendémico
de Leptospira interrogans como control positivo y a los tubos para PCR correspondientes
a las muestras se les agrego respectivamente 3 uL de muestra, para un volumen final de

25 pL.

Se coloco los tubos en el termociclador con las siguientes condiciones:

desnaturalizacion inicial: 95°C durante 5 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion: 95°C
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por 30 segundos, alineamiento: 59°C por 45 segundos, elongacion: 72°C por 45

segundos y una elongacion final de 72° C por 5 minutos (Lagarde R., 2019).

Se sometio al producto de PCR a electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % con 3
ML de GelRed, 3 pL de buffer de carga y 10 uL de muestra, y se observo el resultado
colocando el gel en transiluminador de luz UV, considerando como positivas aquellas
muestras en las que se presente una banda correspondiente a un producto de

amplificacion de un tamafio de 660 pb (Lagarde R., 2019).
8.3.5 Identificacion de especies patdgenas de Leptospira:

Para la identificacion de especies patdgenas de Leptospira se realiz6 una PCR
anidada de las muestras positivas para lipL32 dirigida a una region del gen secY, para
ello, en la PCR inicial, se prepar6 un buffer de reaccion: colocando en microtubo 32.0 uL
de H20, 5.0 pL de Buffer 5x, 1uL de dNTPS, 3.0 uL de MgCl2 25 uM, 1.0 pL de Primer F
10 pyM: 5° ATGCCGATCATTTTTGCTTC 39, 1.0 pL de Primer R 10 uM: 5
CCGTCCCTTAATTTTAGACTTCTTC 3" y 2.0 yL de Taq por cada reaccion, se coloco
45.0 uL de la solucién anterior a un tubo para PCR, se agreg6 a un tubo para PCR 5.0
ML de agua destilada como control negativo, se agreg6 a un tubo para PCR 5.0 yL de
ADN gendmico de Leptospira interrogans como control positivo y a los tubos para PCR
correspondientes a las muestras se les agregé respectivamente 5.0 yL de muestra, para

un volumen final de 50MI (Grillova L. et al., 2020)..

Se colocdé los tubos en termociclador con las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial: 95°C durante 3 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion: 95°C
por 30 segundos, alineamiento: 53°C por 30 segundos, elongacion: 72°C por 1 minuto y

una elongacion final de 72° C por 5 minutos (Grillova L. et al., 2020).
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Los productos de amplificacion obtenidos fueron sometidos a una segunda PCR,
para la cual se prepard un buffer de reaccion: colocando en microtubo 32.0 yL de H20,
5.0 pL de Buffer 5x, 1yL de dNTPS, 3.0 pyL de MgClz 25 yM, 1.0 pL de Primer F 10 yM:
5 CCTCAGACGATTATTCAATGGTTATC 3%, 1.0 pL de Primer R 10 puM: 5
AGAAGAGAAGTTCCACCGAATG 3"y 2.0 uL de Taqg por cada reaccion, se coloco 45.0
ML de la solucion anterior a un tubo para PCR, se agrego a un tubo para PCR 5.0 pL de
agua como control negativo, se agrego a un tubo para PCR 5.0 uL de muestra en la cual
se agregé ADN gendmico de Leptospira interrogans como control positivo y a los tubos
para PCR correspondientes a las muestras se les agregod respectivamente 5.0 uL de

muestra, para un volumen final de 50 pL (Grillova L. et al., 2020).

El producto de amplificacion fue sometido a electroforesis en gel de agarosa al 1.5
% con 3 uL de GelRed, 3 pL de buffer de carga y 10 yL de muestra, y se observo el
resultado colocando el gel en transiluminador de luz UV, considerando como positivas
aguellas muestras en las que se presentd una banda correspondiente a un producto de

amplificacion de un tamafio de 410 pb (Grillova L. et al., 2020).

El producto de amplificacion obtenido de 410 pares posterior a la amplificacion del
fragmento del gen secY, fue purificado mediante el kit Wizard genomic dna purification

siguiendo las instrucciones del fabricante, para su posterior secuenciacion.
8.3.6 Secuenciacion

El producto purificado de 410 pares de bases fue enviado a secuenciar a la empresa
Macrogen, Corea, la secuencia obtenida fue editada con ayuda del programa CLC
Secuence Viewer 24.0.2 y alineada con secuencias reportadas en el Gene Bank del

NCBI, con ayuda del software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA 11) se
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realizé una construccion de un arbol filogenético, con un método estadistico de Neighbor-

joining mediante el modelo de maxima verosimilitud con un valor de bootstrap de 500

réplicas.
8.4 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron representados mediante tablas y graficas con ayuda del
programa Excel. También se utilizo el software estadistico SPSS Statistics version 26
para el andlisis de los datos. Haciendo uso de la prueba exacta de Fisher, con un grado

de significancia estadistica de p<0.05.
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IX. RESULTADOS

9.1 Descripcion de la poblacion

Se recolectaron muestras de sangre y orina de un total de 70 pacientes que
presentaban manifestaciones clinicas compatibles con Leptospirosis, las cuales
asistieron a las instalaciones del Hospital Regional del ISSSTE Dr. Manuel Cardenas de

la Vega.

La muestra poblacional estudiada fue conformada por 46 mujeres y 24 hombres,
66% y 34% respectivamente, observandose un predominio del sexo femenino (Figura 5).

El rango de edad oscilé entre 10 y 72 afios (Cuadro 1).

Las manifestaciones clinicas referidas por las personas que conforman el grupo de
estudio, presentaron una amplia variacion, siendo estas las siguientes: Cefalea 55/70
(78.5%); Mialgia 46/70 (65.7%); Fiebre 19/70 (27.1%); Escalofrios 12/70 (17.1%);
Fotofobia 6/70 (8.5%); Mareo 5/70 (7.1%); Erupcion cutanea 3/70 (4.2%); Conjuntivitis

2/70 (2.8%) e Ictericia 2/70 (2.8%) (Figura 6).

Se recolectaron un total de 131 muestras de las cuales 70 corresponden a muestras

de sangre y 61 a muestras de orina (Figura 7).
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Poblacién

= Mujeres = Hombres

Figura 5. Distribucion poblacional por sexo. De las muestras de sangre y orina
recolectadas de un total de 70 personas, 24 pertenecen a hombres y 46 a mujeres,

representados en color azul y verde respectivamente.
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Cuadro 1. Edad poblacional.

Poblacion Hombres WIVEIES

Rango de edad 10-72 10-71 14 -72
(Afios)
Media 40.5 39.2 41.2
(Afios)
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Figura 6. Manifestaciones clinicas. En la presente figura se presenta las
manifestaciones clinicas que presentaron los pacientes que conformaron el grupo de

estudio, donde la sintomatologia mas frecuente fue cefalea, seguida de mialgia y fiebre.
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= Orina = Sangre

Figura 7. Muestras biologicas. Se recolectaron un total de 131 muestras

correspondientes a 70 muestras de sangre (naranja) y 61 muestras de orina (azul).
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9.2 Extraccion de material genético y verificacion de integridad

Se procesaron un total de 131 muestras y se obtuvo ADN integro de cada una de
las muestras, lo cual fue observado mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%

tefiido con GelRed (Figura 8).
9.3 Amplificaciéon del gen constitutivo B-actina

Las 131 muestras analizadas cumplieron con el control interno de reaccion, en las
cuales se obtuvo un producto de amplificacion de 826 pb correspondiente al gen beta
actina, lo cual fue observado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefido

con GelRed (Figura 9).
9.4 Identificacion de Leptospira por PCR punto final

Se identificé la presencia de Leptospira mediante la amplificacién de un fragmento
del gen lipL32 de 660 pares de bases (Figura 10), obteniendo como resultado 6 muestras
positivas correspondientes a los pacientes 27, 28, 45, 47, 49 y 50, representando una

positividad del 8.6% (Figura 11).

De los 6 pacientes, 5/6 (83%) son de sexo femenino (27, 28, 45, 47 y 49) y 1/6 (17%)

de sexo masculino (50) (Figura 12).

Las muestras biologicas de las 6 personas en las cuales se identifico la presencia
de Leptospira, corresponden a 4 muestras de sangre correspondientes a los pacientes
27, 28,45y 49, y 2 muestras de orina correspondientes a los pacientes 47 y 50 (Figura
13). Se presento una positividad del 6% en el total de 70 muestras de sangre analizadas
(Figura 14), y una positividad del 3.3% en el total de 61 muestras de orina analizadas

(Figura 15).
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Figura 8. Gel representativo de la extraccién de ADN. ElI ADN de las muestras fue
sometido a electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con GelRed. Los carriles 1-11
corresponden a extracciones de muestras, en los cuales se observa la banda

caracteristica del ADN genomico.
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Figura 9. Gel representativo de la amplificacion del fragmento del gen constitutivo
B-actina. La amplificacion del fragmento del gen B-actina, fue observado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefido con GelRed. En el primer carril se observa
un producto de amplificacion de 826 pares de bases, correspondiente a ADN gendmico
humano utilizado como control positivo, en el segundo carril un control negativo, en el
cual se utiliz6 agua destilada, seguido de 9 muestras positivas (1-9), un marcador de peso

molecular (M), que va de 100 a 1000 pb y 10 muestras positivas (10-19).
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Figura 10. Gel representativo de la amplificacion de un fragmento del gen lipL32.
La amplificacion del fragmento de lipL32 fue observado mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% tefido con GelRed. Se puede observar en el primer carril un control
negativo en el cual se utiliz6 agua destilada, en el segundo carril un producto de
amplificacion de 660 pares de bases correspondiente a un control positivo de ADN
gendmico de Leptospira interrogans, seguido de un marcador de peso molecular de 100
a 1000 pares de bases y 6 muestras positivas correspondientes a los carriles 1,3,4,7,8 y

9.
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= Positivos = Negativos

Figura 11. Positividad en la muestra poblacional. Se recolectaron muestras de sangre
y orina de 70 personas con sintomatologia compatible con leptospirosis, de las cuales se
identifico la presencia de Leptospira en un total de 6 personas (azul), lo cual representa
un 8.6% de positividad, mientras que en las 64 personas restantes no se identifico la

presencia de la bacteria (naranja).

63



1
(17%)

5
(83%)

® Mujeres ®Hombres

Figura 12. Individuos positivos. De las 6 personas en las cuales se detectd la presencia

de Leptospira, 5 son mujeres (verde) y 1 hombre (azul).
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= Orina = Sangre

Figura 13. Muestras bioldgicas positivas. Se identificé la presencia de Leptospira en 4

muestras de sangre (naranja) y en 2 muestras de orina (azul).
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= Positivo = Negativo

Figura 14. Positividad en Sangre. Se analizaron un total de 70 muestras de sangre de
las cuales, en 4 muestras se identificd la presencia de Leptospira lo cual representa un

6% de positividad en este tipo de muestra.
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= Positivo = Negativo

Figura 15. Positividad en orina. Se analizaron un total de 61 muestras de orina de las
cuales, se identifico la presencia de Leptospira en 2 muestras, lo cual representa un 3.3%

de positividad en este tipo de muestra.
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9.5 Identificacion de especies patdgenas de Leptospira

Para llevar a cabo la identificacibn de las especies patdégenas de Leptospira
presentes en las muestras, se amplificé una region del gen secY en las muestras en las
cuales se identificd la presencia de Leptospira, obteniendo como resultado un producto
de amplificacion de 410 pares de bases las 6 muestras analizadas (Grillova L. et al., 2020)

(Figura 16).

Mediante el kit Wizard genomic dna purification se obtuvo un producto purificado de

410 pares de bases de cada una de las muestras.

Se obtuvo un solo producto de secuenciacion correspondiente a la muestra nimero
50, el cual fue de 378pb (SecYlnerR), el cual obtuvo una similitud del 100% con
Leptospira interrogans; 92.02% con Leptospira borgpetersenii; 82.15% con Leptospira
santarosai; 91.50% con Leptospira kirschneri y 80.74% con Leptospira mayottensis

(Tabla 2) (Figura 17).

Se construy6 un arbol filogenético utilizando un enfoque de maxima verosimilitud,
utilizando el alineamiento de cinco especies patdgenas del género Leptospira (Leptospira
kirschneri, Leptospira borgpetersenii, Leptospira santarosai, Leptospira mayottensis y
Leptospira interrogans), junto a la secuencia SecYlInerR, pudiendo observar la estrecha

relacion que se presenta entre éstas especies (Figura 18)

Leptospira santarosai (EU358035) y Leptospira mayottensis (KT338851) presentan
una proximidad evolutiva significativa, al formar un clado que se encuentra altamente
relacionado. Leptospira borgpetersenii (EU358019) se encuentra en un clado intermedio,

el cual se encuentra separado del clado anterior y a su vez presenta relacion evolutiva
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con los demas clados. Leptospira kirschneri (CP085133) y Leptospira interrogans
(CP043884) se agrupan en un clado separado, presentandose una cercania filogenética

entre estas dos especies.

La secuencia SecYlInerR y L. interrogans (CP043884), presentan una proximidad

evolutiva significativa, al formar un clado que se encuentra altamente relacionado.
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Figura 16. Gel representativo de la amplificacién del gen secY. La amplificacion del
gen secY fue observado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con
GelRed. En el primer carril se observa un control negativo, en el segundo carril un control
positivo (producto de 410 pares de bases), seguido de un marcador de peso molecular

de 100 a 1000 pares de bases y 6 muestras positivas correspondientes a los carriles 1,

2,4,5,6Y09.
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Tabla 2. Porcentaje de cobertura e identidad.

Leptospira Leptospira | Leptospira | Leptospira | Leptospira
interrogans | borgpetersenii | santarosai | kirschneri | mayottensis
Leptospira Porcentaje
SecYinerR | 9994 99% 99% 99% 99% de
covertura
Porcentaje
100% 92.02% 82.15% 91.50% 80.74% de
identidad
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Figura 17. Alineamiento de secuencias. Secuencias de 5 especies de Leptospira (L.
kirschneri, L. borgpetersenii, L. santarosai, L. mayottensis y L. interrogans) contra la

secuencia obtenida de la muestra numero 50 (SecYlInerR).
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EU358035. Leptospira santarosai

-

KT338851. Leptospira mayottensis

— EU358019. Leptospira borgpetersenii

CP085133. Leptospira kirschneri

r CP043884. Leptospira interrogans

SecYInerR (Secuencia de interés)

Figura 18. Diversidad genética del gen secY del género Leptospira. En el presente
arbol filogenético podemos observar la proximidad evolutiva entre las diferentes especies

patbgenas del género Leptospira y la secuencia obtenida de la muestra analizada

(SecYlInerR).
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9.6 Analisis Estadistico

Se utilizé el software estadistico SPSS Statistics version 26 para llevar a cabo un
analisis comparativo para evaluar la asociacion estadistica entre cada variable clinica
(género, fiebre, cefalea, mialgia, escalofrios, fotofobia, erupcién cutanea, conjuntivitis,
ictericia y mareos) y la positividad a la infeccion, basado en la prueba exacta de Fisher

para calcular los valores de p asociados (Tabla 3).

Aunque hubo mas casos de mujeres positivas (5/45) en comparacion con hombres

(1/23), la diferencia no fue estadisticamente significativa (valor de p = 0.331).

En cuanto a la fiebre, esta fue reportada en 2 de los pacientes positivos y en 17 de
los negativos, con un valor de p = 0.541, lo cual nos indica que no se encontré una

asociacion estadisticamente significativa.

A pesar de que los sintomas mas frecuentes en los casos positivos a leptospirosis
fueron cefalea y mialgia, no se encontré una asociacion estadisticamente significativa

obteniendo valores de p = 0.678 y 0.361 respectivamente.

Variables como escalofrios, fotofobia, erupcién cutanea, conjuntivitis, ictericia y
mareos no mostraron asociaciones significativas con la positividad para Leptospira. En

particular, los mareos tuvieron un valor de p cercano al umbral de significancia (0.058).

Ademas, se analizaron seis grupos etarios: 0-5 afios, 6-11 afios, 12-18 afos, 19-26
afos, 27-59 afos, y 60+ afios para evaluar su relacion con la presencia o ausencia de la

infeccion (Tabla 4).
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Pudiendo observar que el mayor numero de casos positivos (5), se encontrd en el
grupo de 27 a 59 afios, seguido de 1 caso en el grupo de 60+ afios, mientras que en los
grupos etarios que se encontraban en el rango de edad de 0-26 afios no se reportaron

casos positivos (Figura 19).

Los valores de p obtenidos al analizar la asociacion de cada grupo etario, fue mayor
a 0.05, lo cual indica que no hay asociacion estadisticamente significativa entre los grupos
y los casos positivos a Leptospira, esto sugiere que, dentro de la muestra analizada, la

distribucion de positividad no se encuentra asociada con la edad.
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Tabla 3. Analisis de variables clinicas y su relacion con la positividad para

Leptospira.
Leptospira
Positivo Negativo Valor de p

Femenino

0.331
Masculino
Posivo

0.541
Negativo
Posivo

0.678
Negativo
Positivo

0.361
Negativo
Positivo

0.235
Negativo

Fotofobia

Positivo

0.438
Negatlvo
Positivo 0.755
Negativo

Conjuntivitis

Positivo

0.83
Negativo
Positivo
Negativo 0.17
Positivo
Negativo 3 9 0.058
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Tabla 4. Distribucion de casos positivos y negativos de Leptospira segun los

grupos etarios.

Leptospira

Positivo Negativo Valor de p
0-5 0 1 0.912
6-11 0 1 0.912
1218 0 8 0.457
19-26 0 3 0.755
27-59 5 39 0.303
60+ 1 10 0.668
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Figura 19. Casos positivos y negativos a leptospirosis acorde a los grupos etarios.
En el presente grafico podemos observar que la presencia de mayor nimero de casos
positivos de leptospirosis fue en el grupo etario de 27 a 59 afios con un total de 5 casos

positivos, seguido del grupo etario de 60+ afios en el cual se presenta 1 caso positivo.
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X. DISCUSION

La leptospirosis es una de las enfermedades zoonoéticas de importancia en el
mundo, principalmente en paises que se encuentran en zonas tropicales y subtropicales
como México, el cual retune las condiciones climatoldgicas y socioecondémicas que
favorecen la persistencia y transmision de Leptospira (Ko et al., 2009). Pese a que la
infeccion puede ser asintomatica, la sospecha que se presente una infeccion por
Leptospira se basa principalmente en los signos y sintomas del paciente, asi como en los
datos epidemioldgicos (Levett PN., 2001). Debido a que el cuadro clinico de leptospirosis
se puede confundir con otras infecciones, es imperativo realizar un diagnéstico adecuado
y en tiempo apropiado para la administracion del tratamiento, de lo contrario. La
enfermedad puede conducir a un cuadro clinico grave con posibilidad de ser letal

(Levett PN., 2007).

En México, el principal problema para la prevencion y el control de la infeccién es el
diagnéstico, ya que la metodologia cominmente implementada para llevar a cabo este
diagndstico se basa principalmente en el cultivo de la bacteria, que suele ser de tiempo
prolongado y dificil crecimiento bacteriano, y la prueba de microaglutinacion (MAT), las
cuales han demostrado limitaciones significativas (Villa Espinosa, 2013; Guerra et al.,
2020). También es comun realizar el diagnéstico mediante microscopia de campo oscuro;
sin embargo, también presenta dificultades pues se requiere pericia del personal del
laboratorio quimico clinico para evitar falsos positivos. En este contexto, el uso de
técnicas moleculares como la PCR, permite un diagndstico temprano y preciso de la
infeccion, lo cual agiliza la administracién de un tratamiento oportuno para controlar la

infeccion bacteriana y a su vez promueve la recuperacion exitosa de los pacientes
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(Ooteman, et al, 2006). Sin embargo, es importante considerar el tipo de muestra que se

debe analizar, pues puede encontrarse en sangre 0 en orina, por lo que lo ideal es que

siempre se analicen ambas muestras para las técnicas de PCR.

La implementacion de muestras de sangre y orina para llevar a cabo el diagnéstico
de leptospirosis, nos permite abordar las diferentes fases de la infeccion, debido a la
naturaleza bifasica de ésta. Durante la primera fase (leptospiremia), Leptospira se
encuentra circulando en el torrente sanguineo (Stoddard et al., 2009). Por otro lado, en
la segunda fase (leptospiruria) la bacteria se establece en los rifiones y es excretada

mediante la orina (Ahmed et al., 2012).

Los resultados de nuestro estudio reportaron una positividad del 8.6%, lo cual
supera la positividad de 3.23% encontrada por Hernandez y colaboradores en 2020, en
su investigacion realizada al igual que nosotros en Culiacan, Sinaloa. Esto podria
atribuirse a las metodologias empleadas en ambos estudios. En nuestro caso, se
implement6 la técnica de PCR dirigida al gen lipL32 lo cual permiti6 una mayor
sensibilidad y especificidad para la deteccidon de Leptospira patégenas, pues este gen no
lo presentan las especies saprdfitas. Por el contrario, Hernandez utilizé la técnica de MAT,
reconocida como el “estandar de oro”, pero que presenta limitaciones, ya que, la
sensibilidad de ésta puede ser menor en comparacion con técnicas moleculares,
especialmente en etapas tempranas de la infeccion. Ademas, que las muestras
analizadas por ellos correspondian a donadores de sangre de hospitales publicos, sin

enfocarse en sintomatologia de los pacientes como fue en nuestro caso.
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En nuestro estudio se utilizé una n=70, en el cual encontramos una positividad del
6% en las muestras de sangre, asi mismo encontramos una positividad del 3.3% en las
muestras de orina analizadas. Lo cual contrasta con un estudio realizado por Cardona y
colaboradores en 2008, que a pesar de que, asi como en nuestro estudio implementaron
PCR para llevar a cabo la identificacion de Leptospira, en las muestras analizadas y con
una n=73 similar a la nuestra, encontraron una positividad del 21.9% en las muestras de
sangre y una positividad del 32.8% en las muestras de orina, lo cual puede ser debido a
gue los pacientes presentaban una sintomatologia mas especifica para la infeccién, los
cuales presentaron en su mayoria tanto fiebre, como cefalea, mialgias, vomito, diarrea,
astenia, decaimiento e ictericia; mientras que en nuestro grupo de estudio incluimos a
personas que presentaran por lo menos uno de los sintomas en cuestion (Cardona, et al.

2008).

El predominio de casos positivos de leptospirosis en mujeres (83%) contrasta con
algunos estudios que indican una distribucion mas equilibrada o incluso un predominio
masculino, posiblemente asociado con actividades ocupacionales en zonas rurales
(Haake & Levett, 2015). Sin embargo, este resultado podria reflejar sesgos especificos
de la muestra estudiada ya que, en la muestra poblacional en nuestro estudio hubo
predominio del sexo femenino, siendo un total de 46 mujeres (66%) y en su minoria

hombres con un total de 24 hombres (34%).

La ausencia de significancia estadistica al analizar las variables clinicas en relacion
con los casos positivos podria deberse a un tamafio muestral limitado. Asimismo, este

resultado sugiere la necesidad de investigar otros factores clinicos o epidemiologicos que
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puedan tener mayor relevancia en la prediccion de la positividad, tales como variables

contextuales o ambientales (Cohen, 1992; Field, 2018).

Por otro lado, se observé que la mayoria de los casos positivos se encuentran en
adultos de entre 27 y 59 afos. Este hallazgo podria estar asociado que este grupo etario
corresponde a la poblaciéon en edad laboral activa, lo cual los expone a factores
ocupacionales o actividades de riesgo, lo cual incrementa la posibilidad de entrar en
contacto con la bacteria y contraer la infeccion (World Health Organization [WHO], 2020;

Rodriguez et al., 2019).

Los resultados de este estudio muestran la oportunidad de determinar la
patogenicidad de las especies de Leptospira identificadas en un paciente con cuadro
febril de origen desconocido, pues eventualmente el cuadro clinico puede ser causado
por otro tipo de bacteria, incluyendo infecciones virales como la causada por el virus
dengue (DENV), Zika (ZIKV) y Chikungunya (ChV), entre otros patdégenos que puedan
presentarse como co-infeccioén, y cuyas manifestaciones clinicas pueden confundirse
entre los pacientes, lo que impacta en la administracion del tratamiento. Es importante
mencionar que, con la metodologia descrita en este trabajo, no sélo se identifica la
infeccion mediante PCR, sino que ademas, se define que se trate de una Leptospira
patégena, pues el gen lipL32 lo poseen sélo las especies patdgenas, no asi las especies
saprofitas. Esto representa una oportunidad para la implementacién de esta metodologia

en el sector salud local y nacional.
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XI. CONCLUSIONES

1. Se reportd una frecuencia de infeccién por Leptospira del 8.6% entre la poblacién
sinaloense analizada. En muestras sanguineas se obtuvo cuatro muestras
positivas de un total de 70 muestras de sangre analizadas, correspondiente a una
positividad del 6%, mientras que en muestras de orina se obtuvieron dos muestras
positivas de un total de 61 muestras de orina analizadas, correspondiente a una
positividad del 3.3%.

2. Los analisis de las secuencias de los productos de PCR muestran que la especie
Leptospira identificada corresponde a L. interrogans como agente causal de la
infeccion.

3. No se encontrd relacién estadisticamente significativa al analizar las variables

clinicas y grupos etarios en relacion a los casos positivos.
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XIl. PERSPECTIVAS

Realizar un estudio en el que se analicen muestras de un mayor numero de
personas con sintomatologia compatible con leptospirosis, para con ello evaluar si las

tendencias observadas se mantienen en una muestra mayor.

Incluir personas cuya sintomatologia sea mas compleja, es decir, que presenten un

mayor numero de manifestaciones clinicas compatibles con leptospirosis.

Analizar muestras de agua de diversos sectores de los rios presentes en la ciudad

para con ello identificar posibles focos de infeccion.
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XIV ANEXOS

14.1 Encuesta epidemioldgica y consentimiento informado

Protocolo de Vigilancia de Leptospirosis

ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA DE LEFTOSPIROSIS

DATOS DEL PACIENTE

Nombre y apellidos del paciente:

Fecha de nacimiento: __/_/  Edad en afios: Edad en meses en menores de 1 afio: Sexo: Hombre l:l Mujer |:|

Pais de nacimiento:

Lugar de residencia:
Pais: Estado: Municipio: Cédigo postal:

Direccian:

Nombre y direccién de la empresa:
Tarea en el trabajo:

DATOS DE LA ENFERMEDAD
Fecha de inicio de sintomas: ___ /[

Manifestacién clinica (marcar todas las opciones gue correspondan):
Cefalea |:] Conjuntivitis D Erupcién cutdnea I:I Escalofrios l:l Fallo renal |:| Fiebre Hemoptisis y sintomas respiratorios D

HemurragiasD Ictericia D Meningitis I:I Mialgia |:| Miocarditis D
Hospitalizado : SID NDD

Defuncidn: Si No

DATOS DE LABORATORIO

Fecha de diagndstico de laboratorio: ___ /[
Agente causal (marcar una de las siguientes opciones):

Leptospira interrogan D Leptospira spp D Leptospira, otras especies

Muestra (marcar la muestra principal con resultado positivo):

LCRD Liguido peritoneal El Orina D Sangre l:l

Prueba (marcar la prueba positiva en la muestra principal):

Acido Nucleico,deteccién I:l Alslamiento EI Anticuerpo, seroconversidn l:l Anticuerpo, lgh I:l Inmunofluorescencia I:l

Fecha y titulos 18 muestra
Fecha y titulos 28 muestra

Envio de muestra al Laboratorio Nacional de Referencia (LNR): Si l:l Mo I:l

Identificador de muestra del declarante al LNR: Identificador de muestra en el LMR:

DATOS DEL RIESGO

Ocupacién de riesgo (marcar una de las sigulentes opciones):

Manipulador de alimentos I:l Manipulador de animales I:‘ Medioambiental: agua l:l Medicambiental: animal l:l
Medioambiental: suelo I:I Trabajador de la construccidn EI Trabajador de Iaburatorio[l Trabajador en harmD
Otro:
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Exposicidn (marcar las principales si no se ha identificado un Unico mecanismo de transmision):
Aerosol El Aire (excepto aerosoles) I:l Aguas recreativas I:I Lesién ocupacional El Contacto con animal, tejidos de animales,
o derivados I:l Otra:

Animal

sospechoso:
Ambito de exposicidn:

Aguas custerasD Alcantarillado D Eusmsol:l Fuente DFnsa séptica I:I Humedal I:llnundaclljn l:l Lago D
PuzoD Rio I:I Rural I:I Selvdtico D Terreno encharcado I:I Urbano I:I

Datos de viaje
Viaje durante el periodo de incubacién: S I:I No I:I

Lugar del viaje: Pais: Estado: Municipio:

Fechadeida: /[ Fecha dewuelta __ /  /

CATEGORIZACION DEL CASO
Clasificacién del easo (marcar una de las siguientes opciones):

Probable l:l Confirmado l:l

Criterios de clasificacidn de caso:

Criterio clinico 5i | No [
Criterio epidemiolégico S I:I Nul:l
Criterio de laboratorio SII:I No l:l

Asociado:

A brote: SID No |:|

|dentificador del brote:

OBSERVACIONES

Consentimiento del paciente:

Se me ha informado sobre el proyecto y por mi propia voluntad otorgo mi consentimiento para
que el material bioldgico recolectado sea elemento de estudio, siempre y cuando se respete la
confidencialidad sobre el origen de la muestra en caso de que los resultados de la investigacion
sean publicados en foros cientificos o en medios impresos.

Firma del paciente Firma del responsable
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XV. SIGLAS Y ABREVIACIONES

Ab: Anti body

ADN: Acido desoxirribonucleico.

CFU: Unidades formadoras de colonias

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

ELISA: Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas
EMJH: Ellinghausen- McCullough-Johnson- Harris
FCQB: Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas

G: Gravedades

IgG: Inmuno globulina G

IgM: Inmuno globulina M

ISSSTE: Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado
IV: Intravenosa

Kb: Kilo bases

LCR: Liquido cefalorraquideo

MAT: Microaglutinacion

ML: Microlitro

mL: Mililitro

Min: Minuto
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PBS: Buffer fosfato salino

Pb: Pares de bases

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

RFLP: Fragmentos de restriccion de longitud polimoérfica
RNA: Acido ribonucleico

rRNA: Ribosomal RNA

Rpm: Revoluciones por minuto

Seg: Segundo

SINAVE: Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica
SNC: Sistema Nervioso Central

Sol: Solucion

TE: Tris- EDTA

UV: Ultra Violeta
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