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“Deteccion de Leptospira sp. en diferentes

ambientes acuaticos”



RESUMEN

Se realizd un estudio del agua procedente de lagunas y lagos de la Ciudad de
Puebla, como son el Parque Ecolégico Revolucion Mexicana, la laguna de San
Baltazar, el Jardin Botanico de la BUAP, la laguna de Chapulco y de la presa de
Valsequillo (San Baltazar Tetela), que son considerados centros recreativos y al
mismo tiempo pueden constituir un foco de transmision de algunas enfermedades.
En los ultimos afios se han realizado diversos estudios sobre el agua, destacando la
presencia de agentes bacterianos que sobreviven y se adaptan al medio acuatico. Lo
anterior representa un factor de riesgo para las personas que tienen contacto con
este tipo de agua y puede constituir un problema de Salud publica a nivel mundial.
Mencién especial merecen las leptopiras patdgenas que se transmiten a través del
agua contaminada con orina de ratas y ratones (portadores naturales de la bacteria).
Los sintomas de la leptospirosis son muy similares a los de otras enfermedades, ya
gue se presenta con mialgias, artralgias, cefalea, malestar general, etc, por lo que
puede confundirse con dengue, gripe y otras enfermedades. El padecimientos se
presenta en dos fases: aguda y crénica; la primera puede ser tratable siempre y
cuando la enfermedad no haya causado dafios severos en dérganos internos y sea
detectada a tiempo. En la fase cronica, hay una falla generalizada de o6rganos y
sistemas lo que conduce a la muerte. La liberacién de la lipoproteina (LipL32) induce
una inflamacién de 6rganos y esto conlleva a necrosis o muerte celular.

Debido a que no hay reportes en México que alerten de la presencia de leptospiras
patégenas en el agua y no estan disponibles las técnicas adecuadas y necesarias
para el diagnostico de la leptospirosis, se realiz6 un estudio para detectar a la
bacteria en muestras de agua a través de la amplificacion por PCR del gen lipL32,

presente en especies patégenas.



INTRODUCCION

El agua es indispensable para la vida, no tiene sustituto y no se conoce forma de
vida que prescinda de ella. Es ampliamente utilizada en actividades diarias, como
la agricultura, la industria, el uso doméstico, entre otras. De ahi la importancia de
conservar y mantener la calidad de las fuentes naturales de agua (Arcos et al.,
2005). El abastecimiento de agua en cantidad y calidad, es primordial para la
salud humana y de acuerdo al régimen de abastecimiento se puede dividir en:
sistemas individuales, que incluyen aguas subterrdneas como pozos Yy
manantiales; aguas superficiales, como rios, arroyos, lagos, lagunas, etc. y en
sistemas de distribucion de red que pueden ser superficiales y profundas (Zamora
et al., 2002).

El agua hace posible un medio ambiente saludable pero puede ser el principal
vehiculo de transmisién de enfermedades, ya que el agua se ha contaminado con
desechos humanos, animales o quimicos (Gonzalez et al., 2011). Existen factores
que permiten el desarrollo de microorganismos en el agua como: la cantidad y tipo
de nutrientes, la concentracion de oxigeno, la temperatura, el pH, la concentracion
de desinfectantes y material de fabricacion de tuberias (Arcos et al., 2005). Las
enfermedades causadas por la mala calidad del agua de consumo humano son
frecuentes en todo el mundo. Ocurren por diferentes causas, como la falta de un
tratamiento correcto o por contaminacion en las redes de distribucion provocando
diversas enfermedades, algunas de ellas de alto impacto en la morbilidad y
mortalidad (Vidal et al 2009). La contaminacion fecal de las aguas superficiales
es uno de los problemas méas preocupantes en los paises en vias de desarrollo.
Esta contaminacion se debe al vertimiento de los desagues sin ningun tratamiento
(Arcos et al., 2005).

Entre las enfermedades infecciosas transmitidas a través del agua se pueden citar a
la fiebre tifoidea causada por Salmonella typhi; el célera causado por Vibrio cholerae,
la disenteria provocada por Entamoeba hystolitica y Shigella sp. , la gastroenteritis
causada por virus, bacterias y protozoarios, la hepatitis infecciosa causada por el
virus de la hepatitis, la poliomielitis causada por el virus de la poliomielitis y



leptospirosis causado por especies patdgenas de leptospiras, entre ellas Leptospira

interrogans y otras (Martinez et al., 2009).

ANTECEDENTES

La leptospirosis es una enfermedad generalizada, de curso agudo y de distribuciéon
mundial, producida por diversas serovariedades de la Leptospira sp. Muchas
especies de mamiferos son susceptibles a esta bacteria como el hombre; los
reservorios mas comunes son el perro y algunos roedores. En México los primeros
casos de leptospirosis fueron reportados en Yucatan por Noguchi y Klieger en 1920.
A partir de esa fecha fueron apareciendo reportes aislados, en su mayoria de corte
eminentemente  sero-epidemiolégicos. En 1997 se realizaron estudios
epidemioldgicos en Yucatan, Valle de México y la ciudad de México y se reportd una
positividad del 14.4% en 9,875 sueros estudiados entre 1961 y 1995 (Vado et al.,
2002). Asi mismo en 1998, se encontré nuevamente un 14% de seropositividad con
casos de leptospirosis, diagnosticados clinicamente de forma erronea con dengue,

durante un brote epidémico (Zavala et al., 1998).

En México, en el periodo 2003 - 2008, la tasa nacional de leptospirosis fue de 0.6 a
2.1 casos por 10,000 habitantes, con el pico maximo en el afio 2007, en el cual los
cambios meteorolégicos propiciaron el incremento del numero de casos. Las
entidades federativas con las tasas mas elevadas fueron Tabasco, Oaxaca e
Hidalgo. Cabe sefalar que estos estados tienen el antecedente de haber sufrido

severas inundaciones (Caro et al., 2010).

Las leptospiras son bacterias Gram-negativas en forma de espiroqueta que miden
alrededor de 0.1 um de diametro por 6 a 20 um de longitud e incluyen especies
saprofitas y patdgenas. Las especies saprofitas del género Leptospira sp. incluyen a:
L. biflexa, L. meyeri, L. yanagawae, L. kmetyi, L. vanthielii, y L. wolbachii. Mientras

gue las especies patdgenas del género Leptospira sp. incluyen a: L. interrogans, L.



alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii, L. inadai, L. fainei, L. kirschneri, L.
licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae, L. weilii, L. wolffii (Palaniappan et
al., 2007).

SOBREVIVIENCIA DE LAS LEPTOSPIRAS PATOGENAS EN EL AGUA

La leptospirosis es causada por la infecciébn de leptospiras patdgenas. La
leptospirosis es una zoonosis particularmente prevalente en los paises en vias de
desarrollo (Velasco et al., 2009). La enfermedad en humanos puede variar desde
una infeccion subclinica hasta un sindrome severo de rapida progresion y elevada
mortalidad, o aparecer como grandes brotes en zonas urbanas de paises en
desarrollo. La enfermedad es mas frecuente en regiones de clima subtropical y
tropical himedo (Gonzalez et al., 2006).

Las leptospiras tienen una capacidad especial de adaptacion al agua (Kupek et
al., 2000). Las especies patdogenas parecen tener una capacidad de resistencia a
la carencia de nutrientes, superior a otros patdgenos bacterianos e incluso
géneros adaptados al agua como el Vibrio sp. (Islam et al., 1994). Otros géneros
bacterianos patdgenos responden a la carencia de nutrientes produciendo formas
viables no cultivables; sin embargo las leptopiras patégenas parecen mantenerse
activas con motilidad y son cultivables por periodos de tiempo posiblemente
superiores a 98 dias (Trueba et al., 2002). Pueden sobrevivir por muchos meses
en ambientes humedos, principalmente en climas con temperaturas mayores a
22°C y a pH neutro. Su crecimiento es inhibido por aguas saladas o pH acido
(Solano et al., 1996). La lluvia incrementa la posibilidad de supervivencia y
posiblemente la multiplicacion y diseminacion de las leptospiras patégenas en el
medio ambiente. La acumulacibn de agua es un factor importante para la
acumulacion de las bacterias (Trueba et al., 2002). Algunos eventos naturales
como los terremotos, los periodos de lluvias intensas u otros desastres,
incrementan el riesgo de brotes de la enfermedad, debido al aumento de la

poblacion de roedores y/o del terreno propicio para la sobrevida de la bacteria. Se



ha demostrado la exposicién ocupacional a la bacteria en agricultores, rancheros,
trabajadores de los mataderos, cazadores, veterinarios, lefladores, personas que
trabajan en las alcantarillas y en los arrozales, asi como en el personal militar
(Caro et al., 2010). Asi mismo, existe el riesgo para los bafistas, deportistas y
excursionistas que acampan o se bafian en lugares visiblemente no aptos. La
exposicion en el hogar es a través de mascotas como perros, ganado domeéstico,
sistemas de recoleccién de aguas de lluvia e infestacion por roedores infectados
(Caro et al., 2010).

Por lo tanto, los factores culturales, ecolégicos y socioeconémicos, que hacen que la
poblacién esté mas expuesta a la transmision que los habitantes del area urbana,
son: la extrema e inadecuada convivencia con animales domésticos vy
peridomésticos (perros, bovinos, cerdos y roedores). En el campo, el contacto con
lugares donde los reservorios han depositado la orina contaminada con leptospiras
patégenas; la pobre higiene con que almacenan el agua y sus alimentos, al quedar
expuestos a la contaminacién por reservorios. La leptospirosis se transmite en todas
las épocas del afio, sin embargo, en regiones tropicales o subtropicales la incidencia
aumenta habitualmente en los meses de mayor precipitacion pluvial y mayor

actividad agricola y recreacional (Vado et al., 2002).

PATOGENIA

Los reservorios animales mas importantes son las ratas, las cuales pueden
permanecer como portadoras durante toda su vida (Solano et al., 1996). Los
animales infectados eliminan leptospiras por la orina, contaminando el agua, la tierra
y los alimentos, trasmitiéndole la enfermedad a otro animal o al hombre. La bacteria
penetra a través de la piel erosionada, asi como también por la piel y las mucosas
sanas, que han permanecido inmersas en el agua por tiempo prolongado, llegando
asi a la circulacion, diseminandose por via hemética y linfatica (Maris et al., 2011).
Con menor frecuencia, la leptospirosis es adquirida por contacto directo con sangre

o tejidos de animales infectados; infrecuentemente la infeccion se atribuye a
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accidentes de laboratorio o bien mediante la ingestion de la leche materna (Solano
et al., 1996). Transcurridas las primeras 48 horas, las bacterias pueden alcanzar
todos los tejidos con una localizacién especial en rifién, higado, corazén, masculos
esqueléticos y pulmon (Marotto et al., 2010). Estos microorganismos son resistentes
a la actividad bactericida del suero normal y en ausencia de anticuerpos especificos
no son fagocitados, ni destruidos por los polimorfonucleares o macrofagos
(Chierakul et al., 2008).

La leptospirosis puede considerarse una enfermedad sistémica, entidad que se
traduce principalmente como una vasculitis infecciosa donde predomina la lesion
vascular de tipo capilar, dafio responsable del edema y la diatesis hemorragica, que
afecta fundamentalmente a los capilares del higado, del pulmén y el rifién (Rocha et
al., 2010). El gran dafio tisular, en presencia de pocos microorganismos, sugiere la
mediacion de factores téxicos de la espiroqueta y del hospedero, ademas hace
pensar que muchos de los aspectos de la enfermedad son ocasionados por
productos toxicos liberados por la bacteria. Durante la fase aguda, la migracion de
bacterias, toxinas, enzimas o productos antigénicos liberados a través de la lisis
bacteriana, conducen a una permeabilidad vascular aumentada, manifestacion mas

precoz y constante de la enfermedad (Asuthkar et al., 2007).

Las lesiones celulares de los diversos 6rganos tienen como base patogénica estos
mismos factores que actuan inicialmente sobre la membrana celular, adicionada a
una eventual hipoxemia derivada del dafio vascular. Sin embargo, hasta la
actualidad no existe evidencia de una toxina clasica secretada por las leptospiras; de
hecho, en los rifiones de curieles infectados experimentalmente, el dafio endotelial
esta asociado con la presencia de células de leptospiras (Silva et al., 2008). En
cambio se ha demostrado que parte de la habilidad de estos microorganismos para
invadir las células Vero e inducir la apoptosis en los macrofagos, se correlaciona con
su virulencia (Xue et al., 2009). La respuesta inmunoldgica esta implicada en la
patogénesis de la leptospirosis a través de la formacion de inmunocomplejos, la

liberacion de citoquinas y la generaciéon de una vasculitis autoinmune. Asi los signos



y sintomas del compromiso pulmonar, renal y hepético, aparecen en la fase inmune

cuando las aglutininas especificas comienzan a detectarse (Cinco et al., 2006).

FACTORES DE VIRULENCIA
Entre los factores de virulencia presentes en las leptospiras patdgenas se han
encontrado proteinas de superficie, las cuales se ha pensado que modulan la
interaccion entre la bacteria y tejidos hospederos; enzimas degradativas; sistemas
gue promueven la motilidad, la adquisiciébn de hierro y dafio tisular (Ko et al.
2009). Las leptospiras patégenas han demostrado expresar adhesinas,
hemolisinas y muchos lipoproteinas prominentes en la leptospirosis (Ristow et al.,
2007). No existe evidencia de alguna via de secrecion para la inoculacion de
proteinas en las células del hospedero, como sistemas de secrecion tipo Il y tipo
IV (Ko et al., 2009). Para muchos microorganismos intracelulares, la adhesion es
el primer paso en su patogénesis y la posterior invasion de las células del
hospedero es un mecanismo eficaz para escapar de la respuesta inmune. Se ha
planteado la hipétesis de que la capacidad de adherirse a la superficie celular
desempefia un papel importante en la patogénesis de las leptospiras. Sin
embargo, los intentos previos realizados por otros investigadores para abordar
esta cuestion han arrojado resultados confusos. Por ejemplo, Merien et al., (1997)
demostraron que L. interrogans se une a las superficies celulares y posteriormente
invaden las células hospederas, mientras que Barocchi et al., (2002) informé que
las leptospiras patdégenas residen transitoriamente en el citoplasma. Las
leptospiras patdégenas tienen la capacidad de adhesion a las células. Se postula
gue hay ligandos para los receptores de adhesion asociados a las leptospiras y
gue estan presentes en los macréfagos. Por lo tanto, es posible que las
leptospiras se unan a diferentes células, dando como resultado acontecimientos
de internalizacion, un mecanismo que puede ser fundamental para su capacidad
de invadir células del hospedero. La adhesion de las leptospiras patdgenas es a
través de fagosomas, estas a su vez dentro del fagosoma mantienen su

morfologia fisioldgica. La residencia temporal dentro de un fagolisosoma estimula
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una respuesta de las leptospiras con el medio ambiente intracelular que facilita su

supervivencia y replicacion a largo plazo (Yunying et al., 2007)

Los estudios sugieren que la membrana exterior de leptospira tiene un perfil
relativamente complejo de proteina. Se presenta evidencia de que LipL32 se
expresa durante la infeccion de mamiferos (Ristow et al., 2007).

El género Leptospira sp. exhibe una amplia diversidad genética entre genes para
hemolisinas. Las hemolisinas son factores clave de virulencia, y también hay la
posibilidad de hemolisina juegue un papel en la adquisicion de nutrientes
(Chadha et al., 2012). El acoplamiento de hemdlisis con la utilizacién de hemo
podria servir como una estrategia de adquisicion de hierro eficaz que ayudaria en
la progresion de la infeccion. Uno de los mas prominentes factores de virulencia
gue contribuyen a la patogénesis de la leptospirosis son las hemolisinas. Las
hemolisinas son las toxinas citoliticas que se encuentran en una variedad de
organismos tales como la toxina alfa (Clostridium perfringens), fosfolipasas, toxina
delta (Staphylococcus aureus) y la hemolisina termoestable (Pseudomonas
aeruginosa) (Chadha et al., 2012).

Las hemolisinas en Leptospira sp. se consideran como fosfolipasas que actian
sobre los eritrocitos y otras membranas celulares que contienen los fosfolipidos de
sustrato. Asi la homolisina SPHH puede causar dafios en la membrana de los
eritrocitos y las células y pueden desempefar un papel fundamental en la
patogénesis de la leptospirosis . Lee et al., (2002) han demostrado que el
mecanismo citotoxico de SPHH en L. interrogans es debido a la formacién de
poros en varias células (Lee et al., 2002).

La colagenasa es una enzima invasiva comun, que juega un papel importante en
la invasion de bacterias especies patdgenas de leptospira tienen potente
invasividad, lo que permite al patdgeno para invadir rapidamente al cuerpo
humano y extenderse a drganos internos. Estudios previos revelaron que las
cepas patdégenas de leptospira podrian transmigrar a través del endotelio vascular

y las monocapas de células epiteliales renales. Estos datos indican que la
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invasividad se requiere por especies patdgenas de leptospira para causar la

enfermedad (Kassegne et al., 2012).

Varias especies patégenas de leptospiras han demostrado que poseen un Unico
gen que codifica la colagenasa-(ColA), pero la actividad de la colagenasa del

producto del gen no se ha caracterizado (Robbin et al., 2015).

MANIFESTACIONES CLINICAS

Las formas mas leves de leptospirosis consisten en un cuadro clinico seudogripal,
gue generalmente presenta cefalea frontal intensa y fiebre. Son igualmente
frecuentes las mialgias, especialmente en sitios como las pantorrillas, dolor en el
abdomen y la espalda (Maris et al., 2011). A las formas mas graves de leptospirosis
se les conoce con el nombre de sindrome de Weil, y suelen cursar con ictericia,
disfuncion renal y diatesis hemorragica. Estas infecciones se presentan con cuadros
similares a los de las leptospirosis leves. Sin embargo, alrededor de una semana
después del inicio, tras producirse una defervescencia parcial o no, se desarrollan

las manifestaciones que caracterizan a estas formas mas graves (Roca et al., 2009).

La ictericia suele ser intensa, aunque no suele acompafarse de necrosis
hepatocelular, ni de insuficiencia hepatica. A la exploracion médica el paciente suele
presentar hepatomegalia (dolorosa) y no es rara la esplenomegalia. La afeccién

renal consiste generalmente en una insuficiencia renal avanzada (Roca et al., 2006).

En algunos brotes de leptospirosis predomina la afeccion pulmonar, consistente en
tos, disnea, dolor toracico y hemoptisis, relacionados con hemorragias
parenquimatosas pulmonares. Otras manifestaciones mas raras son: hemodlisis,
miocarditis, pericarditis, shock, coagulacion intravascular diseminada y fracaso
multiorganico (Roca et al., 2006).
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DIAGNOSTICO

El diagnostico de la leptospirosis comprende el diagndstico clinico, bacterioldgico,
serolégico y molecular. Es frecuente observar leptospiras patdégenas en los
productos patolégicos (sangre, orina, liquido cefalorraquideo) (Carrada et al.,
2005).

Estas bacterias se cultivan en medios artificiales constituidos por una solucion de
sales minerales y aminoacidos a los que se afiade suero de conejo (medios de
Fletcher y Stuart), o albumina bovina con Tween 80 (medio de Ellinghausen,
Mccullogh, Harris y Johnson o EMJH). La incubacién se realiza a 28-30°C. Debido a
su lento desarrollo, sélo se observa crecimiento después de transcurrida una
semana. Sin embargo, no debe considerarse el cultivo como negativo sino hasta
transcurrido un mes. En los medios semisolidos, el desarrollo se inicia a 1-2 cm de la

superficie (Carrada et al., 2005).

La microaglutinacién (MAT), es la prueba de referencia de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS). Presenta una sensibilidad variable dependiente del nimero de
serovares probados en el panel de evaluacion seroldgica y de la inclusién o no de
cepas locales; requiere ademas de sueros pareados para la deteccion de la
seroconversion (que es el parametro de confirmacibn de caso). Una de las
dificultades de la prueba de MAT es la determinacion del punto de corte que permita
la correcta interpretacion de los resultados seroldgicos obtenidos por esta prueba. El
punto de corte mas utilizado es 1:100 para hospederos susceptibles, pero no
siempre resulta adecuado para poblaciones donde se presente alta o baja

endemicidad de leptospirosis (Fernandez et al., 2012).

Las técnicas moleculares mas utilizadas son las que se realizan mediante la
deteccidn de genes propios de especies patdbgenas o especie especifica; son
rapidas, sensibles y especificas pudiendo utilizarse para la identificacion de la
enfermedad en estadios tempranos de la misma. La reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) tiene la capacidad de amplificar de forma exponencial y especifica
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una secuencia determinada del DNA. Para ello se emplean dos tipos de iniciadores

con una especificidad de 95,2% (Fernandez et al. 2012).
LipL32

En los ultimos afios se ha reportado la deteccion de leptospiras patégenas a través
de métodos moleculares (basados en la PCR). Se ha descritos diferentes iniciadores
para su deteccion, usando una variedad de genes como blanco de amplificacién,
incluyendo flaB, OmpL1, secY , Lig, gyrB y LipL32, los cuales estan conservados

entre las especies patdgenas del género Leptospira sp. (Moreno et al. 2010).

En relacion a LipL32, ésta es una lipoproteina importante en la patogénesis de la
enfermedad debido a que es abundante en la superficie de la membrana externa de
las especies de leptospira patdgenas, siendo evidente su alta capacidad
inmunogénica (Zuerner et al., 1991). Se encuentra anclada a la membrana
citoplasmatica de la bacteria (Haake et al., 2000). LipL32 tiene una masa molecular
de aproximadamente 26.7 kDa. El gen estructural LipL32 consta de 816 bases que
codifican un proteina de 272 aminoacidos (Haake, 2004). Los hallazgos recientes
demuestran que LipL32 es el antigeno dominante durante la respuesta inmune a la
leptospirosis (en humanos), mostrando la mayor sensibilidad y especificidad en
pacientes con la enfermedad, ya sea en fase aguda o convalecientes (Hauk, 2008).

Se considera que la LipL32 esta involucrada en la patogénesis de la leptospirosis a
través de la matriz extracelular, posiblemente debido a que los elementos presentes
en la porcion C-terminal con proteinas ort6logas de LipL32 funcionan como dominios
de unién de la matriz extracelular en diferentes bacterias (Hauk, 2008).

La lipoproteina de LipL32 es la mas abundante proteina de membrana externa de las
especies patogenas de Leptospira sp. Se ha asumido que LipL32 juega un papel

importante en las infecciones por las siguientes razones:

v' Se encuentra sélo en las especies patdgenas de Leptospira sp. Especies no

patébgenas como L. biflexa carecen de la codificacion del gen LipL32.
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v' Se ubica en la superficie de las leptospiras, por lo que la proteina esta

disponible para interactuar directamente con las células del hospedero.

4 Se une (al menos débilmente) a varios componentes de la matriz extracelular.

En pacientes con leptospirosis generan una fuerte respuesta de anticuerpos contra
LipL32.

v La secuencia de la proteina de LipL32 entre las diferentes especies

leptospiras patdégenas es casi idéntica.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente se sabe que el agua es un medio en el cual pueden establecerse
microorganismos y es el principal vehiculo de diseminacion para las leptospiras
patdgenas, por lo que podria suponerse gque cualquier manto acuifero tiene las
condiciones apropiadas para que pueda desarrollarse. En la ciudad de Puebla se
encuentran diversas fuentes de agua de uso comun, donde pudieran estar
presentes estas bacterias debido a que la contaminacion del agua es un problema
frecuentemente en los paises en vias de desarrollo, en especial en la época de
lluvias donde los sistemas de alcantarillado no son eficientes. Otro de los factores
es la acumulacion de basura y el aumento desmedido de animales callejeros
(perros, gatos, etc.) y de roedores (como las ratas), en las ciudades, ha dado lugar
a una gran variedad de zoonosis y de infecciones emergentes que en afos atras
no se presentaban en las areas urbanas. Otro factor importante es la falta de
medidas sanitarias y de desinfeccion, asi como el tratamiento de aguas residuales,
lo que conlleva a la contaminacion de los mantos acuiferos y de las lagunas con
gue cuentan las ciudades. Todo lo anterior propicia el desarrollo de bacterias
patdgenas en el agua. Por lo tanto, en esta investigacion se propuso llevar a cabo
la busqueda de leptospira patdgena en diferentes ambientes acuaticos como lagos

y lagunas de la Ciudad de Puebla.
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JUSTIFICACION

La leptospirosis es una infeccibn emergente que ha incrementado el numero de
casos de manera importante a nivel mundial. Debido a su sintomatologia que es
muy vaga, en muchos de los casos pasa desapercibida e inclusive, es mal
diagnosticada. En afios anteriores se han reportado de 0.6 a 2.1 casos por 10,000
habitantes en nuestro pais. Se sabe que el cambio climatico ha contribuido
favorablemente en la aparicion de leptospirosis, sobre todo cuando hay

desbordamientos de rios o de lagunas contaminadas con leptospiras patégenas.

Inicialmente se considerd a la leptospirosis como una enfermedad sélo presente
en ganado; sin embargo, al pasar de los aflos se ha observado que se trata de
una zoonosis de la cual poco se ha estudiado en humanos. Asi en las ciudades de
los paises en vias de desarrollo, las ratas, los ratones, etc., son los reservorios
mas importantes para la transmision de esta enfermedad y la orina de estos
animales es el medio que favorece la diseminacion de la bacteria. De igual forma,
el hecho de que la leptospirosis puede ser confundida con dengue, salmonelosis,
influenza, etc, ya que comparten muchos signos y sintomas, lo que hace que esta
enfermedad sea sub-diagnosticada y muchas veces confundida por el personal

médico.

Por ello, este trabajo fue realizado con la finalidad de detectar leptospira patdgena
a partir de diferentes fuentes de agua de uso en comun y recreativo de la Ciudad
de Puebla, lo cual es importante ya que aporta informacion acerca del papel del

agua como posible vehiculo para la transmision de la bacteria.
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HIPOTESIS

Ho: La leptospira patdgena esta presente en diferentes lagunas de la Ciudad de

Puebla y es detectable a través de la amplificacion por PCR del gen lipL32.

H,: La leptospira patdgena no esta presente en diferentes lagunas de la Ciudad de

Puebla y no es detectable a través de la amplificacion por PCR del gen lipL32.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de leptospira patdbgena en muestras de agua de lagunas

y lagos de la Ciudad de Puebla, en épocas de lluvia y sequia.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar la presencia del gen LipL32 presente en especies patdégenas del
género Leptospira sp. a partir de diferentes muestras de agua de laguna y lagos

de la ciudad de Puebla.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO
Para el presente estudio se utilizaron muestras de agua provenientes de diferentes

lagunas de la ciudad de Puebla.

SITIOS DE MONITOREO

Las muestras de agua fueron tomadas en frascos estériles a partir de diferentes
lagunas de la ciudad de Puebla. Se incluyeron algunos lugares como la laguna de
San Baltazar, Laguna de Chapulco, lago del Parque Ecoldgico, lago del jardin
Botanico BUAP y lago de Valsequillo. Las muestras de agua fueron tomadas en

época de lluvia y de sequia.

1. Laguna de San Baltazar
Se realiz6 la toma de muestras de agua en frascos estériles de 1000 mL en 4
sitios diferentes de la Laguna de San Baltazar: centro del lago, en el muelle y las

orillas.

2. Laguna de Chapulco
Se realiz6 la toma de muestras de agua en frascos de 1000 mL en 4 sitios
diferentes: alrededores de la laguna, abajo del muelle y en las escaleras

principales (donde se apreciaba movimiento del agua).

3. Lago del Parque Ecoldgico

Se realizd la toma de muestra de agua en frascos estériles de 1000 mL. Se
monitorearon diferentes sitios del lago del Parque: centro del lago, en el muelle y

en las orillas donde se encontré6 mas actividad de fauna y movimiento del agua.

4. Lago del Jardin Botanico BUAP
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La toma de muestra de agua se realizé con frascos estériles de 1000 mL en 4
sitios diferentes del Jardin Botanico de la BUAP (de acuerdo a los puntos

cardinales, en las orillas del lago).

5. Lago de Valsequillo

Se realiz6 la toma de muestra de agua en frascos estériles de 1000 mL en 4 sitios
diferentes de la Presa de Valsequillo (San Baltazar Tetela): dos muestras fueron
tomadas en dos diferentes sitios céntricos, ya que la presa consta de diferentes
secciones y otras dos muestras fueron tomadas en las orillas de la presa, donde la
poblacion realiza labores como pesca y toma de agua para uso comun. Esta toma

de muestra se tomo en dos periodos diferentes (lluvia y sequia).

RECUPERACION DE MICROORGANISMOS

Cada muestra de agua se recolectdé en frascos de 1000 mL de boca ancha,
estériles y fue transportada al laboratorio en condiciones de refrigeracion para su
andlisis. Para separar el material organico asi como la basura u otros materiales
grandes presentes en el agua recolectada (como plantas, corteza, algas, etc), se
llevd a cabo una filtracion empleando papel filtro estéril. Posteriormente los
microorganismos fueron recolectados mediante vacio utilizando un filtro

(membrana de nitrocelulosa) con didmetro de poro de 0.45 pm.

EXTRACCION DEL DNA GENOMICO

Para la extraccion del DNA gendmico, las membranas de filtracion mencionadas
anteriormente, fueron lavadas y colocadas en un tubo cénico de 50 mL,
conteniendo 5 mL de solucion de Tris-EDTA (50/20 mM). Los tubos se dejaron en
refrigeracion a 4°C durante toda la noche. A partir de la solucion anterior se
procedi6 a realizar la extraccion del DNA gendmico utilizando el método de fenol-

cloroformo-alcohol isoamilico
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PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa se realizd utilizando los siguientes
iniciadores: LipL32F (5-CGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATT-3") y LipL32R (5°-
CCAACAGATGCAACGAAAGATCCTTT-3"), de acuerdo a la metodologia
reportada por Moreno y Agudelo-Florez, (2010). Los oligos amplificaron una
region del gen lipL32. Esta secuencia esta altamente conservada en las
especies patdgenas de Leptospira sp. El perfil térmico para esta PCR fue:
temperatura de desnaturalizacién, 95 °C durante 5 minutos; 94 °C durante 1
minuto; 55 °C durante 1 minuto y 72 °C durante dos minutos; fase de 35
ciclos. Posteriormente, una fase de extension final a 72 °C durante 5 minutos.
La mezcla de reaccion (35 pL volumen final) contenia: 3.5 yL de buffer de PCR,
4.2 yL de MgCl, 3 mM, 3.5 L de cada uno de los iniciadores a una concentracion
0.1 puM; se empleé 0.1 uL de dNTPs, 0,3 uL de Tag-polimerasa a una
concentracion de 1U y 5 yL de DNA molde. Como control positivo, se utilizé DNA

de una cepa de leptospira patdégena (L. interrogans Pomona).

ELECTROFORESIS

Todos los productos de la PCR obtenidos se visualizaron utilizando bromuro de
etidio en un gel de agarosa al 1.5%. El tamafio del producto de PCR fue de 426
pb. Para ello, se utilizd un buffer TBE (Tris-Base, EDTA, acido boérico) a una
concentracion 1X y se us6 un marcador de peso molecular (GeneRuler™ 1 Kb
DNA Leadder). La corrida electroforética se llevo a cabo a 80V durante 90

minutos en una camara de electroforesis horizontal.
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RESULTADOS

Para este estudio fueron monitoreados los siguientes sitios: laguna de San
Baltazar, laguna de Chapulco, lago del Parque Ecoldgico, lago del jardin Botanico
BUAP y lago de Valsequillo. Los sitios fueron monitoredos en época de lluvia y de

sequia. En la Fig.1 y Fig. 2 se muestra el aspecto de los sitios donde fueron

tomadas las muestras de agua.

i)s |

-~ AQ‘ 3

Fig.1 Sitios de monitoreo: 1) Laguna de San Baltazar, 2) Lago de Chapulco, 3)

Laguna del Parque Ecoldgico y 4) Lago del Jardin Botanico de la BUAP.

a

Fig. 2 Ubicacion del lago de Valsequillo.

A continuacion se describen algunas caracteristicas presentadas por el agua

obtenida por cada sitio de monitoreo.

Laguna de San Baltazar

24



El agua de la laguna tenia una coloracién verdosa y con pocos restos de basura,
sin olor caracteristico; presentd un pH entre 6.5 a 7.0. La temperatura varié entre
15 a 17 °C (durante el periodo de lluvia). Durante el periodo de sequia, el agua de
la laguna tuvo una coloracién mas verdosa y con muchos restos organicos, sin
olor caracteristico; el pH registré un valor de 6 a 6.5. La temperatura fue de 17 a
22 °C (Fig. 3).

Fig.3 Muestra de agua tomadas en la Laguna de San Baltazar durante el tiempo

de lluvia (izquierda) y tiempo de sequia (derecha).

Laguna de Chapulco

El agua de la laguna de Chapulco presentd una coloracion verdosa y pocos restos
de basura, sin ningun olor caracteristico, valor de pH entre 6.0 a 6.5. La
temperatura entre 13 a 15° C, durante la época de lluvia. Mientras que en la época
de sequia tenia una coloracion muy verdosa, turbia, con muchos restos organicos
y el nivel de agua disminuy6 considerablemente. Sin ningln olor caracteristico y
presenté un pH en intervalo de 6 a 6.5. El agua registr6 una temperatura entre 17
a 22°C (Fig. 4).

Fig.4 Muestras de agua tomadas en la Laguna de Chapulco durante el tiempo de
lluvia (izquierda) y tiempo de sequia (derecha).
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Lago del Parque Ecolégico

Durante el periodo de lluvia, el agua recuperada present6 una coloracién verdosa,
con pocos restos de basura, sin olor caracteristico; el pH del agua registro un valor
de 6.5 a 7.0. La temperatura vario entre 15 a 17 °C. Durante el periodo de sequia,
el agua de la laguna mostré coloracion muy verdosa, con muchos restos de
basura, sin ningun olor, el pH registré un valor de 5.5 a 6.5. La temperatura del
agua fue de 17 a 22 °C. (Fig. 5).

Fig.5 Muestra de agua tomadas en el lago del Parque Ecoldgico durante el tiempo

de lluvia (izquierda) y tiempo de sequia (derecha).

Lago del Jardin Botanico BUAP

Los resultados indicaron que el agua (durante el periodo de lluvia) era translicida,
sin olor caracteristico; presenté un valor de pH entre 6.5 a 7.0. La temperatura
vario entre 12 a 15 °C. Durante el periodo de sequia, el agua de la laguna tuvo
una coloracion turbia, con presencia de tierra y con muchos restos organicos, con
un olor no identificado, presentd un pH entre 6.0 a 6.5. La temperatura presente
fue de entre 17 a 22°C. (Fig. 6).

Fig. 6 Muestras de agua tomadas en el lago del Jardin Botanico durante el tiempo

de lluvia (izquierda) y tiempo de sequia (derecha).
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Lago de Valsequillo

El agua del lago de Valsequillo presentd un aspecto turbio, con presencia de tierra
y basura, sin olor caracteristico; el valor de pH present6 un valor entre 6.5 a 7.0.
La temperatura varié entre 15 a 17° C (época de lluvia). Durante el periodo de
sequia, el agua de la laguna tuvo un aspecto muy turbio y presencia de muchos
restos organicos, con olor caracteristico; present6 un pH entre 6 a 6.5. La
temperatura varié entre 17 a 22°C (Fig. 7).

Fig.7 Muestras de agua tomadas en el lago de Valsequillo durante el tiempo de

lluvia (izquierda) y tiempo de sequia (derecha).

RECUPERACION MASIVA DE LOS MICROORGANISMOS DEL AGUA

Las muestras de agua de cada uno de los sitios monitoreados, fueron procesadas
en el laboratorio, primero para retirar todo el material organico en suspension y
luego, para recuperar a todos los microorganismos en el agua. La separacion del
material organico se llevdé a cabo mediante filtracion con ayuda de papel filtro
estéril (Fig. 8). Con este procedimiento las muestras de agua se tornaron mas
claras, aunque con coloracion verdosa. Luego, las muestras obtenidas fueron
centrifugadas a 5,000 r.p.m durante 10 min para recuperar el material organico

gue no se pudo retirar con el primer filtrado.
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Fig. 8 Proceso de filtracion del agua para eliminar el material organico.

Posteriormente, las muestras obtenidas fueron sometidas a filtracibn a vacio
(utilizando membrana de nitrocelulosa con diametro de poro de 0.45 um). Luego

de la filtracion a vacio, la membrana fue retirada y guardada a -40 °C hasta su uso
(Fig. 9).

Como se puede apreciar en la imagen derecha de la Fig. 9, la membrana de
filtracion presentd una colocacion caracteristica, correspondiente a los
microorganismos que fueron recuperados a partir de las muestras de agua de
cada sitio monitoreado. Aunque no se pesO la masa celular obtenida, los
resultados indicaron que una gran cantidad de microorganismos estaban en

suspension en las muestras de agua analizadas.

Fig. 9 Recuperacion de los microorganismos utilizando un sistema de vacio.

DNA OBTENIDO A PARTIR DE LAS MUESTRAS DE AGUA

Para la extraccion del DNA gendmico, las membranas de filtracion mencionadas

anteriormente, fueron lavadas y colocadas en un tubo cénico de 50 mL,
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conteniendo 5 mL de solucién de Tris-EDTA (50/20 mM). Los tubos se dejaron en
refrigeracion a 4°C durante toda la noche. A partir de la solucion anterior se
procedio a realizar la extraccion del DNA gendmico utilizando el método de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico. La concentracion de DNA obtenido se determiné

utilizando la siguiente relacion:

Conc. DNA muestra (ng/pl) = 260 Absmuestra x (50ng/ul) x (100/2).

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1. Como se puede observar en
la Tabla 1, a la izquierda se presentan las concentraciones de DNA determinadas a
partir de las muestras de agua obtenidas durante el periodo de sequia. Los
resultados obtenidos indicaron que en todos los casos fue posible cuantificar el
DNA registrando valores de concentracion importantes: de 50 a 470 ug/pL. Lo
mismo ocurrié con las muestras de agua que fueron analizadas durante la época
de lluvia (a la derecha). Sin embargo, los valores obtenidos referentes a las
concentraciones de DNA fueron menores que las obtenidas a partir de las
muestras de la época de sequia (30 a 187 pg/uL) (Tabla 1).

Lo anterior pudo atribuirse a que en la época de lluvia se diluy6 la cantidad de
microorganismos presentes en el agua analizada y en el periodo de sequia,

ocurrié lo contrario.

DETECCION DE LEPTOSPIRA PATOGENA POR AMPLIFICACION DEL GEN
LipL32

Una vez obtenido el DNA gendmico de cada una de las muestras de agua, se
procedi6 a realizar la PCR utilizando los iniciadores  LipL32f (5-
CGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATT-3) y LipL3R (5°-
CCAACAGATGCAACGAAAGATCCTTT-3") (como se indico en la seccion de
Materiales y Métodos).
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Tabla 1. Concentracion

(derecha).

Sitio de monitoreo

ng/ul

de DNA en dos periodos: sequia (izquierda) y lluvia

0

ERIOPDODE I1I11IVIA
e § SNV LN UL -_— “ Wi

Sitio de monitoreo

Sitio de monitoreo

Laguna de San
Baltazar 12

Laguna de San

Baltazar 2A

Laguna de San
Baltazar 3A

Laguna de San
Baltazar 4A

Chapulco 1A

Chapulco 2A

Chapulco 3A

Chapulco 4A

Ecolégico 1A

Ecolégico 2A

Ecologico 3?2

237.5

470

100

107.5

125

50

95

83

187

205

237.5

Ecolégico4A

Jardin Botanico 1A

Jardin Botanico 2A

Jardin Botanico 3A

Jardin Botanico 4A

Valsequillo 1A

Valsequillo 2A

Valsequillo 3A

Valsequillo 4A

155

200

77.5

55

65

217.5

235

130

110

Laguna de San
Baltazar 1B

Laguna de San
Baltazar 2B

Laguna de San
Baltazar 3B

Laguna de San
Baltazar 4B

Chapulco 1B

Chapulco 2B

Chapulco 3B

Chapulco4B

Ecolégico 1B

Ecolégico 2B

Ecolégico3B

120

35

70

135

100

32

77.5

55

100

95

87.5

Ecolégico4B

Jardin Botanico 1B

Jardin Botanico 2B

Jardin Botanico 3B

Jardin Botanico 4B

Valsequillo 1B

Valsequillo 2B

Valsequillo 3B

Valsequillo 4B

30

132

120

30

45

33

187.5

95

25

55



Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa al 1.5%, aplicando
10 pL del producto de PCR. La electroforesis se llevé a cabo a 80V durante 90
min. Las bandas fueron visualizadas exponiendo el gel de agarosa a luz

ultravioleta.

Como se muestra en la Fig. 10, los carriles 2 y 3 corresponden al producto de
PCR esperado para la amplificacion del gen lipL32 de la cepa de L. interrogans
utilizada como control positivo, mostrando un peso aproximado de 426 pb. En

ambos carriles, se puede apreciar la presencia de otras bandas de menor tamario.

10000 —

5000 —

750_,
500— « 426

200—

Fig. 10 Gel de agarosa al 1.5% mostrando un producto de PCR correspondiente
al gen lipL32 para L. interrogans. Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb;

Carriles 2 y 3: muestras positivas a leptospira patégena.

En la Fig. 11 se presentan los resultados correspondientes a la amplificacion del
gen lipL32 a partir de las muestras de agua obtenidas en varios puntos de la
Laguna de San Baltazar, de la laguna del Parque Ecoldgico, laguna del Jardin
Botanico BUAP y del lago de Valsequillo. Las muestras fueron recuperadas
durante la época de lluvia. Como se puede apreciar en la Fig. 11, en ninguno de
los carriles fue posible observar el producto de amplificacion esperado,

correspondiente a un fragmento de 426 pb.
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Fig. 11 Amplificacion del gen lipL32 a partir de muestras de agua obtenidas en
época de lluvia: Carril 1: Marcador de peso molecular; Carril 2: Laguna de San
Baltazar; Carril 3: Laguna del Parque Ecolégico; Carril 4: Laguna del Jardin
Botanico BUAP; Carril 5: Laguna del Parque Ecoldgico2; Carril 6: Laguna del
Parque Ecoldgico4; Carril 7: Laguna de San Baltasar; Carril 8: Laguna del Jardin
Botanico BUAP; Carril 9: Lago de Valsequillo; Carril 10: Lago de Valsequillo2B. .

Por otro lado, en la Fig. 12 se muestran los resultados obtenidos y que
corresponden a la amplificacién del gen lipL32 a partir de las muestras de agua
obtenidas en el lago de Valsequillo, en el lago del Parque Ecoldgico, laguna de
San Baltazar y la laguna del Jardin Botanico BUAP. Las muestras fueron
recuperadas durante la época de sequia.

Como se puede apreciar en la Fig. 12, en ninguno de los carriles fue posible
observar el producto de amplificacion esperado, correspondiente a un fragmento
de 426 pb.
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Fig. 12 Amplificaciéon del gen lipL32 a partir de las muestras de agua obtenidas en
época de sequia. Carril 1: Marcador de peso molecular; Carril 2: Lago de
Valsequillo2; Carril 3: Lago de Valsequillo2B; Carril 4: Lago de Valsequillo3B;
Carril 5: Laguna del Parque Ecologico2B; Carril 6: Laguna del Parque
Ecologico3B, Carril 7: San BaltazarlB; Carril 8: Laguna del Jardin Boténico
BUAP2; Carril 9: Laguna del Jardin Botanico BUAP .

Los resultados obtenidos para el agua de la laguna de Chapulco fueron similares a
los mostrados anteriormente; ademas las concentraciones de DNA determinadas
para las muestras de agua de esta laguna fueron mucho menores en todos los

casos (Tabla 1).

Por otro lado, en todos lo geles realizados fue coman encontrar unas bandas cuyo
peso fue menor a 200 pb (datos no mostrados). Se propuso que se traté de la
dimerizacion de los oligonucleétidos empleados. Por ello, se realiz6 la
electroforesis de los oligonuclétidos (reverso y delantero) y de algunos productos
de PCR. Como se muestra en la Fig. 13, en todos los casos probados se presentd
una banda menor a 200 pb, que fue indicativa de la dimerizacion de los

oligonucledtidos utilizados.

33



1234

10000

200

Fig. 13 Gel de agarosa al 1.5% mostrando la dimerizacion de los oligonucleétidos.
Carril 1: marcador de peso molecular 1Kb; Carril 2: Oligonucleétido LipL32R; Carril
3: Oligonucledtido LipL32F; Carril 4: producto final de PCR de la muestra del

Parque Ecoldgico
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DISCUSION

La leptopirosis es un infeccion emergente que anteriormente so6lo se consideraba
asociada a areas rurales (Perret et al., 2005). La prevalencia de la ecologia
microbiana y las rutas primarias de transmision de la leptospirosis, permanecen
aun inciertas (Plank et al., 2000). En los dltimos afios, varios estudios
epidemiologicos en el mundo han sugerido la via de transmision acuatica, sobre
todo en paises latinoamericanos, donde se han reportado una alta prevalencia de
la bacteria y tasas altas de transmision de la enfermedad (Arcos et al., 2005). Asi
se han registrado casos de leptospirosis en areas urbanas y el agua, ha sido el
vehiculo para la transmision de las leptospiras patégenas (Perret et al., 2005). Se
ha reportado que las leptospiras patdégenas pueden permanecer en el agua por
largos periodos de tiempo, por ejemplo: L. interrogans posee un tiempo de
supervivencia superior a 98 dias en agua, nutriéndose de la materia organica ahi
presente (Alonso et al., 2001; Trueba et al., 2002). Algunos factores ambientales
gue contribuyen de manera importante para la sobrevivencia de la bacteria son: la
temperatura, el pH, el clima, el estado de contaminacion, la presencia de

nutrientes ahi presentes (Cabrera et al., 2007).

En este estudio se realiz6 la toma de muestras de agua a partir de varias lagunas
ubicadas en las cercanias de la ciudad de Puebla, con el proposito de detectar
leptospira patégena mediante la amplificacién del gen lipL32. Asi las muestras de
agua fueron obtenidas de la laguna de San Baltazar, laguna de Chapulco, laguna
del Parque Ecoldgico, del jardin Botanico BUAP y lago de Valsequillo. Los sitios
fueron monitoredos en época de lluvia y de sequia. Como se describié en la
seccion de Resultados, todas las muestras de agua presentaron una coloracién,
olor, pH y temperaturas caracteristicas, lo cual corresponde a lo que han descrito
algunos autores en relacion al agua dulce que forma parte de las lagunas y lagos
(Ramirez et al.,, 2006). En este estudio, no se realiz6 ningun aislamiento
microbiolégico, sin embargo la presencia de microorganismos fue determinada

indirectamente mediante la deteccién de DNA en las muestras de agua analizadas
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(Tabla 1). Estudios realizados por algunos autores, han demostrado que la laguna
de Valsequillo presenta en sus aguas, grandes cantidades de bacterias de
importancia médica (Bonilla et al., 2005). Entre ellas se puede citar a: Salmonella
sp., Shigella sp. y V. cholerae. Como se pudo apreciar en la Tabla 1, en todas las
muestras fue posible cuantificar DNA. En algunas lagunas, la concentracion de
DNA fue mayor que en otras. Ademas, hubieron diferencias importantes entre la
época de lluvia y la época de sequia. En ésta ultima, las concentraciones de DNA

fueron mayores como era de esperarse.

Por otro lado, se procedio a realizar la PCR utilizando los iniciadores descritos en
la seccion de Materiales y Métodos, que amplificaron una region del gen lipL32,
secuencia altamente conservada entre las especies patdgenas de Leptospira
sp. Como se pudo apreciar en las Fig. 11 y Fig. 12, en ninguno de los casos se
registro la amplificacion del gen lipL32 presente entre las leptospiras patégenas, lo
cual sugiri6 que ninguna de las muestras de agua analizadas obtenidas de las
lagunas de la ciudad de Puebla contenia estas bacterias. Este resultado fue
observado tanto en las muestras de agua recolectadas en la época de lluvia como
en época de sequia. Lo anterior resulté relevante ya que fue indicativo de que el
agua de las lagunas monitoreadas carecen de leptospiras patogenas.
Seguramente son portadoras de otro tipo de microorganismos patégenos, pero no
de leptospiras dafiinas. Como se sabe, las leptospiras patdégenas pueden
sobrevivir por muchos meses en ambientes humedos, principalmente en climas
con temperaturas mayores a 22°C y a pH neutro. También se sabe que el
crecimiento de las leptospiras patégenas es inhibido en aguas saladas o cuando el
pH es &cido (Solano et al.,, 1996). Muy probablemente tanto el pH como la
temperatura de las aguas de los sitios analizados no son propicios para el
desarrollo de las leptospiras patdogenas en Puebla. Los resultados de este estudio
mostraron valores de pH acidos (alrededor de 6 a 6.5 promedio) y la temperatura
en ninguno de los casos fue superior a 22°C. Reportes del INEGI indican que la
temperatura promedio en la ciudad de Puebla es de 16°C y la temperatura

promedio en el Estado de Puebla es de 17.5°C. Tan solo este factor ambiental
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debe ser limitante para el crecimiento de las leptospiras patdégenas en el agua de

las lagunas.

En otras partes del mundo, se han reportado brotes de leptospirosis “accidentales”
asociadas a los ambientes acuaticos. Por ejemplo, en 1998 en Springfield, lllinois
(EEUU) se registré un brote de leptospirosis entre los competidores de un triatlén y
entre los residentes de la comunidad (Morgan et al., 2002). En Maran (Malasia)
se reportd un brote de leptospirosis asociado al lago recreativo publico “Hutan
Lipur Lubuk Yu”. Lo anterior fue un caso preocupante para la Salud publica ya que
ocasiond tres muertes (Renacer et al., 2013; Sapian et al., 2012). Otro ejemplo
es el caso presentado en 2011 por dos turistas australianos jovenes que
estuvieron en los canales de Venecia (Italia). Ellos contrajeron la leptospirosis a
través de la exposicion a suelos y aguas contaminadas (Lagi et al., 2013). Se ha
reportado que las leptospiras pueden entrar al torrente circulatorio por las
mucosas lesionadas, o bien por la piel (inclusive sana) al exponerse al suelo o el
agua contaminada (Bharti et al., 2003; Evangelista y Coburn, 2010). Por ello, la
leptospirosis es también considerada como una enfermedad emergente para los

viajeros.

La leptospirosis no soélo puede adquirirse mediante zoonosis (como se
consideraba tradicionalmente) y por lo tanto, por el contacto con mamiferos, aves,
anfibios, reptiles o sus productos como sangre, tejidos, 6érganos u orina
contaminados con leptospiras patdogenas (Flores et al., 2014). La rapida
urbanizacién de las ciudades y el inadecuado sistema de gestion de la basura en
las &reas urbanas, han creado las condiciones favorables para el desarrollo de los
animales portadores de leptospiras patégenas (Sarkar et al., 2002).

Por otro lado, es importante comentar que la técnica utilizada en este estudio
permitid la amplicacion del gen lipL32 a partir de L. interrogans. Como pudo
observarse en la Fig. 10, se obtuvo un producto de amplificacion de 426 pb como
fue reportado por Moreno y Agudelo-Florez, (2010). Sin embargo, como se

comentd anteriormente, en todos los geles de agarosa realizados se mostraron
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otras bandas de DNA de peso molecular menor a 200 pb. La electroforesis en gel
de agarosa de los oligonuclétidos reverso y delantero, asi como de algunos
productos de PCR obtenidos, indicaron que se traté de la dimerizacion de los
mismos (manifestandose por las bandas menores de 200 pb). De lo anterior, se
pudo concluir que las condiciones utilizadas para la amplificacion del gel lipL32 no
fueron las ideales, por lo que se propone buscar otras temperaturas de

alineamiento y de extension en un estudio posterior.
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CONCLUSION

En las muestras de agua de los sitios seleccionados no se encontro
leptospira patégena.

El agua de los sitios seleccionados aparentemente no es un foco de

infeccidn para la leptospirosis, pero si para otro tipo de enfermedades
causadas por bacterias patégenas.
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PERSPECTIVAS

1. Se propone modificar las condiciones de trabajo de la técnica de PCR para
evitar las bandas que se registraron con un peso menor a 200 pb.

2. Se sugiere incrementar el namero de pares de oligonucleétidos para la
amplificacion de genes relacionados con otras proteinas de superficie de las

leptospiras patdégenas presentes en aguas de lagunas y lagos.
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