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RESUMEN

La leptospirosis es una enfermedad zoondética de distribucion mundial causada por
bacterias del género Leptospira, cuya capacidad de diseminacion sistémica y
persistencia en el hospedador representa un problema relevante para la salud
publica y veterinaria. Dentro de las especies patdgenas, Leptospira interrogans
serovariedad Canicola ha sido asociada principalmente a reservorios animales y
cuadros clinicos severos. El presente estudio tuvo como objetivo identificar la
presencia de Leptospira interrogans serovariedad Canicola en un modelo
experimental de hamster (Mesocricetus auratus), en un grupo control y un grupo
inmunodeprimido, mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa de
punto final (PCR). Se trabajé con hamsteres divididos en un grupo control y un grupo
inmunodeprimido, los cuales fueron evaluados en los dias 18 y 22 postinfeccion. De
cada animal se obtuvieron muestras de higado, rifidon, bazo, corazén, cerebro, ojo y
pulmon. EI ADN gendmico fue extraido a partir de los tejidos y cuantificado por
espectrofotometria, observandose concentraciones variables entre 6érganos, pero
con calidad para su analisis molecular. La deteccion del ADN bacteriano se realiz6
mediante PCR empleando iniciadores especificos para la serovariedad estudiada.
Los resultados mostraron amplificaciéon del fragmento esperado en muestras
provenientes de animales infectados, mientras que los controles negativos no
presentaron bandas, confirmando la especificidad y confiabilidad del ensayo. El
ADN de Leptospira fue detectado en multiples 6érganos, incluyendo rifién, higado,
pulmon, bazo, corazoén, cerebro y ojo, tanto en el dia 18, como en el dia 22
postinfeccion, lo que evidencid la diseminacién sistémica del patégeno. En el grupo
inmunodeprimido se observo persistencia del ADN bacteriano en diversos tejidos,
lo que sugiere que la depresién del sistema inmunoldgico favorecio la permanencia
del microorganismo en el hospedador. Los resultados del presente estudio revelan
la amplia distribucion tisular de Leptospira interrogans serovariedad Canicola en el
modelo experimental de hamster en condiciones de inmunodepresion y resalta la
utilidad de la PCR como herramienta para la deteccidn del patégeno. Estos
hallazgos contribuyen a la comprension de la patogénesis de la leptospirosis y del
papel del estado inmunoldgico en la dinamica de la infeccion.

Palabras clave: Leptospira, Leptospira interrogans, Zoonosis, Inmunodepresion,
PCR.



1. INTRODUCCION

Leptospira interrogans es una espiroqueta patogena causante de la leptospirosis,
una enfermedad zoondtica de distribucion mundial que genera mas de 500 000
casos anuales en seres humanos, con mayor prevalencia en regiones tropicales y
subtropicales. Esta bacteria fue descrita por primera vez a finales del siglo XIX y
principios del siglo XX, cuando Adolf Weil caracterizé el cuadro clinico grave
asociado a ictericia, insuficiencia renal y hemorragias, posteriormente denominado
enfermedad de Weil. A partir de estos hallazgos se identificd al agente etioldgico
perteneciente al género Leptospira, el cual agrupa especies patdgenas y saprofitas
de gran importancia médica y veterinaria (Levett, 2001).

Una de las principales caracteristicas de L. interrogans es su amplia gama de
huéspedes, que incluye peces, reptiles, aves, marsupiales y mamiferos, lo que
refuerza su caracter zoonodtico (Levett, 2001). Dentro de sus multiples
serovariedades, L. interrogans serovariedad Canicola destaca por su elevada
prevalencia en caninos, considerados reservorios importantes, asi como por su
capacidad para infectar al ser humano, especialmente en contextos de convivencia
estrecha con mascotas (Adler y De la Pefia, 2010). Esta serovariedad presenta
tropismo por érganos como higado, riflones y pulmones, donde puede establecer
infecciones persistentes.

La transmisién de la leptospirosis ocurre principalmente cuando animales
portadores crénicos excretan la bacteria viable a través de la orina, contaminando
suelos y cuerpos de agua. Leptospira posee una notable capacidad de
supervivencia en el ambiente, ya que puede mantenerse viable en condiciones de
humedad superiores al 20 %, en suelos y aguas con pH entre 55y 76 y
temperaturas de 4 a 40 °C (Levett, 2001). Asimismo, es capaz de metabolizar urea
y persistir entre 6 y 18 horas en orina bovina pura, prolongando su supervivencia
cuando esta se encuentra diluida. En ambientes favorables, puede permanecer
infecciosa hasta 43 dias en suelos humedos y hasta 20 meses en agua dulce
(Barragan et al., 2017).

Desde el punto de vista epidemioldgico, la leptospirosis continua representando un
reto para la salud publica global. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) en el
mundo se han registrado 16,144 casos confirmados de leptospirosis, y con mayor
incidencia en paises de Asia, Africa y América Latina (Costa et al., 2015). En México,
el Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos (InDRE) ha documentado
casos en diversas entidades, lo que evidencia la circulacion activa del patégeno y
su importancia como problema de salud publica (Yescas-Benitez et al., 2020). A
pesar de que la serovariedad Canicola ha sido ampliamente estudiada, persisten
vacios de conocimiento respecto a su patogenia y distribucién tisular en organismos



inmunodeprimidos, lo que resalta la necesidad de estudios experimentales que
aborden esta problematica.

La identificacion precisa de Leptospira en tejidos es fundamental para comprender
su patogenia, mejorar el diagndstico clinico y prevenir brotes, lo que ha impulsado
el uso de técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
debido a su alta sensibilidad y especificidad (Waggoner y Pinsky, 2016). En este
contexto, el modelo animal hamster (Mesocricetus auratus) ha sido ampliamente
utilizado para el estudio de la leptospirosis aguda, debido a su elevada
susceptibilidad a la infeccion y a la reproducibilidad del modelo experimental
(Haake, 2006). Los hamsteres desarrollan manifestaciones clinicas y alteraciones
tisulares comparables a las observadas en humanos, lo que permite analizar la
diseminacion bacteriana, la inflamacion y el dafo en érganos diana como higado y
rinones (Gomes-Solecki et al., 2017).

La inmunodepresion se define como un estado caracterizado por la disminucion
general de la actividad del sistema inmunitario ya sea por enfermedades cronicas,
infecciones, desnutricion, envejecimiento o por alteraciones genéticas que afectan
los mecanismos de defensa del hospedero. El sistema inmunitario desempefia un
papel fundamental durante la infeccidén por Leptospira, ya que la respuesta innata y
adaptativa contribuyen a limitar la multiplicacion bacteriana, promover la eliminacién
del patogeno y prevenir su diseminacion hacia organos como higado, riiidén vy
pulmon. En condiciones normales, macréfagos, neutrdéfilos y linfocitos, junto con la
produccion de anticuerpos especificos, participan activamente en el control de la
infeccidon (Abbas et al., 2023; Delves et al., 2021; Haake y Levett, 2015)

Puede decirse que aun existe informacion limitada sobre el comportamiento de la
leptospirosis en condiciones de inmunodepresion, la cual puede favorecer la
colonizacion, persistencia y diseminacidén tisular de Leptospira, al limitar la
respuesta inflamatoria del hospedero (Haake y Levett, 2015).

El presente estudio tuvo como objetivo identificar la presencia de Leptospira
interrogans serovariedad Canicola en tejidos de hamster sirio dorado (Mesocricetus
auratus) de ejemplares inmunodeprimidos y su comparaciéon con un grupo de
animales control, mediante la aplicacion de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) de punto final, con el fin de evaluar su distribucion tisular.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general:

Identificar la presencia de Leptospira interrogans serovariedad Canicola en tejidos
del Modelo Animal hamster (Mesocricetus auratus) en condiciones de
inmunodepresion.

2.2 Objetivos especificos:

a) Obtener los tejidos del Modelo Animal Hamster infectados con L. interrogans
serovariedad Canicola en condiciones de inmunodepresion.

b) Obtener ADN de las muestras de tejido por extraccion de lisis alcalina.

c) Determinar la presencia de L. interrogans serovariedad Canicola en tejidos del
Modelo Animal Hamster (Mesocricetus auratus) en condiciones de inmunodepresion
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)de punto final.

d) Analizar el impacto del estado inmunolégico de inmunodepresion sobre la
infeccion de L. interrogans en tejidos del Modelo Animal Hamster (Mesocricetus
auratus).

3. METODOLOGIA

El presente estudio se llevé a cabo en el laboratorio de Biologia Molecular e
Histocompatibilidad del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”. Se emplearon
tejidos de un modelo animal hamster (Mesocricetus auratus), correspondientes a un
grupo control y a un grupo inmunodeprimido, evaluados en los dias 18 y 22
postinfeccion. Los animales fueron infectados experimentalmente con Leptospira
interrogans serovariedad Canicola. Posteriormente, se realizd la extraccion vy
cuantificacion del ADN a partir de diversos tejidos, incluyendo higado, rifidn, bazo,
corazén, cerebro, ojo y pulmén. Finalmente, la identificacion de Leptospira se
efectu6 mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de punto
final.

3.1 Extraccion de ADN por el método de Fenol-cloroformo

Para el aislamiento de ADN, se transfirieron 100 ug de tejido recién diseccionado a
un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml y se trituraron mecanicamente con un pistilo
estéril. Posteriormente, se afadid6 1 ml de amortiguador de lisis y 20 uL de
proteinasa K (20 pg/ml) en solucion SNET (50 mM Tris-base, 5 mM EDTA, 400 mM
NaCly 1 % SDS) (Tabla 1). La mezcla se incub6 durante toda la noche a 56 °C en
bafio Maria, manteniendo los tubos en posicion horizontal sobre una plataforma
oscilante.

Al término de la incubacion, los tejidos fueron digeridos y la solucion presentd una
coloracién gris lechosa; seguido, se afadieron 800 ul de fenol equilibrado y se
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centrifugd a 3 000 rpm durante 10 min a 4 °C. La fase acuosa fue recuperada y
transferida a un tubo nuevo, al cual se afiadié 1 ml de fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1). La mezcla se agitd suavemente y se centrifugé a 3 000 rpm
durante 10 min a temperatura ambiente.

Posteriormente, el ADN se precipitd mediante la adicion de etanol y acetato de sodio
3 M a pH 6. La pastilla obtenida se lavd con 1 ml de etanol al 70 % y se centrifugd
a 3 000 rpm durante 15 min a 4 °C. El etanol se elimind y el pellet se dejé secar al
aire durante 15 min a temperatura ambiente. Finalmente, el ADN se suspendi6 en
250 pl de amortiguador TE (pH 8.0) (Tabla 2), con agitacion suave y se conservé a
4 °C hasta su analisis.

Tabla 1. Composicién de la soluciéon SNET

Reactivo Concentracion Concentracion Volumen final (ul)
inicial final
Tris-HCL (pH 8) 1M 25 mM 40
EDTA 0.5M 5uM 400
NaCl 1M 100 uM 200
SDS 10 % 0.01 % 400
Proteinasa K 20 mg/ml 20 pg/ml 20

Tabla 2. Concentraciones de la solucion amortiguadora TE

Reactivos Concentracion Concentracion Volumen final
inicial final (M)
EDTA (pH 8,0) 0.5M 1mM 2
Tris-base (pH 8,0) 1™ 10 mM 10
Agua destilada _ _ 988




3.2 Cuantificacion de ADN

La calidad y cantidad del ADN obtenido se determinaron mediante
espectrofotometria en el equipo NanoDrop One© (Thermo Fisher Scientific), de
acuerdo con las especificaciones del fabricante. El instrumento se calibré con
amortiguador TE (pH 8.0). como blanco. Para cada medicién se coloco 1 ul de
muestra sobre el pedestal del equipo. La concentracion de ADN se expresé en ng/pl
y la pureza se evalué mediante las relaciones de absorbancia A260/A280 y
A260/A230.

3.3 Reaccion en cadena de la polimerasa

La amplificacion del ADN se realizé por la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)de punto final. En un tubo de microcentrifuga estéril y libre de
nucleasas, mantenido en hielo, se prepard una mezcla de reaccién con un volumen
final de 50 pl con las condiciones de reaccion: Amortiguador 5X Colorless, 1.5 mM
de MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP, 0.1 uM del iniciador Can-F (CAAAGG TGATTC
ACAAGG), 0.1 yM del iniciador Can-R (TCA GTG CAT TAG CCG TAT), 2.5 U de

GoTag® ADN polimerasa (Promega) y 0.5 mg de ADN molde y agua libre de
nucleasas para ajustar al volumen final como se observa en la Tabla 3.

Tabla 3. Reactivos y concentraciones para preparacién de PCR.

Reactivos Concentracion Concentracion Volumen final (ul)
inicial final

Buffer Colorless 5x 5X 1X 10
Solucién de MgCl, 25 mM 1.5mM 3
dNTPs 10 mM 0.2 mM 1
Iniciador Can-F (CAA 10 uM 0.1 uM 0.5
AGG TGATTC ACA AGG)
Iniciador Can-R (TCA
GTG CAT TAG CCG TAT) 10 uM 0.1 uM 0.5
Go Tag® ADN
polimerasa 5 U/l 1.25 U/l 1.25
Agua Ultrapura estéril - - 28.75
ADN de la muestra 100 ng - 5
Volumen total 50




Las reacciones se colocaron en un termociclador bajo el siguiente programa: una
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 min, seguida de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, alineacion a 60 °C durante 30 s y extension
a 72 °C durante 1 min. Finalmente, se realizdé una extensién final a 72 °C durante 2
min.

3.4 Controles de la PCR

En cada corrida de PCR se incluyeron controles positivos y negativos. Como control
positivo se utilizé ADN gendmico de Leptospira interrogans serovariedad Canicola.
Como control negativo se empled ADN bacteriano no relacionado a las espiroquetas
y un control libre de ADN molde (NTC). Los controles se sometieron a las mismas
condiciones de amplificacion que las muestras experimentales.

3.5 Analisis por electroforesis

Los productos de amplificacion se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1 %, tefido con bromuro de etidio 0.5 ug/ml. La corrida electroforética se
realizé en una camara OWL de 11 pozos con voltaje de 60 V durante 80 min.
Posteriormente, los geles se visualizaron en un transiluminador UV para la
deteccién de los productos amplificados.

4. ACTIVIDADES REALIZADAS

Se llevé a cabo la extraccion de ADN a partir de muestras de tejidos previamente
obtenidas, empleando metodologias estandarizadas para garantizar la integridad y
calidad del material genético.

Posteriormente, se realizé la estandarizacion y aplicacion de la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion de Leptospira interrogans
serovariedad Canicola. Este procedimiento incluyé la preparacion de la mezcla de
reaccion, compuesta por ADN molde, iniciadores (primers) especificos, nucledétidos,
tampon de reaccidn, cloruro de magnesio y ADN polimerasa.

La amplificacion se llevo a cabo en un termociclador bajo condiciones previamente
optimizadas, que comprendieron una fase de desnaturalizacién inicial, seguida de
ciclos repetidos de desnaturalizacion, alineamiento de los iniciadores y extension,
finalizando con una extension terminal. Asimismo, se incluyeron controles positivos
y negativos para validar la especificidad y confiabilidad de la técnica.

Los productos de PCR fueron posteriormente analizados mediante electroforesis en
gel de agarosa, permitiendo la visualizacion de las bandas correspondientes al
fragmento esperado. Finalmente, los resultados fueron interpretados conforme a los
criterios establecidos para técnicas moleculares, manteniendo un registro



sistematico de los datos experimentales y cumpliendo con las normas de
bioseguridad y buenas practicas de laboratorio.

5. METAS ALCANZADAS

En el desarrollo del presente estudio se logré identificar la presencia de L.
interrogans serovariedad Canicola en tejidos de hamster (Mesocricetus auratus)
mediante la aplicacion de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
de punto final. Asimismo, fue posible obtener ADN de buena calidad y concentracién
a partir de diferentes tejidos; higado, riidn, bazo, corazén, cerebro, ojo y pulmon,
de los grupos de animales inmunodeprimidos y del grupo control.

De igual manera, se logro evaluar la distribucion del ADN de Leptospira en los
distintos 6rganos analizados en dos momentos postinfeccion, lo que permitid
observar la persistencia del patégeno bajo condiciones de inmunodepresion.
Finalmente, se establecid y aplico exitosamente el protocolo de extraccion de ADN
y amplificacion por PCR de punto final reproducible para la deteccién de L.
interrogans serovariedad Canicola en tejidos animales.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se obtuvo ADN gendmico a partir de tejidos provenientes de
hamsteres (Mesocricetus auratus), correspondientes a un grupo control y a un grupo
inmunodeprimido, sacrificados en los dias 18 y 22 postinfeccion con L. interrogans
serovariedad Canicola. De cada animal se recolectaron muestras de higado, rifién,
bazo, corazdn, cerebro, ojo y pulmdn, esto con el objetivo de evaluar la distribucion
tisular del patégeno mediante técnicas moleculares.

La cuantificacion del ADN por espectrofotometria evidencidé concentraciones
variables entre los diferentes &rganos analizados, lo cual es esperado,
considerando las diferencias en la composicion celular, vascularizacion y contenido
de tejido conectivo de cada organo. No obstante, todas las muestras presentaron
concentraciones y relaciones de absorbancia adecuadas para su posterior analisis
por PCR de punto final, lo que permiti6 descartar inhibicion o degradacion
significativa del ADN extraido. Estos resultados concuerdan con reportes previos
que sefalan que la variabilidad en el rendimiento de ADN es una caracteristica
comun cuando se trabaja con tejidos de distinta naturaleza histoldgica (Coutinho et
al., 2014).

La deteccion de L. interrogans serovariedad Canicola se realizé mediante PCR de
punto final, lo que permitié identificar la presencia de ADN bacteriano en muestras
provenientes de animales infectados. Las muestras correspondientes al grupo
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control no mostraron amplificacién, confirmando la especificidad del ensayo.
Asimismo, el control positivo presentdé amplificacion del fragmento esperado,
mientras que el control negativo y el control libre de ADN molde no mostraron
bandas, lo que confirmo6 la ausencia de contaminacién y la confiabilidad del
procedimiento experimental (figura 1).

341 P

0
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800
30Q
400
200
200

3

Figura 1. Amplificaciéon por PCR de L. interrogans serovariedad Canicola (341 pb) visualizada
mediante electroforesis en gel de agarosa. En linea 1. Marcador de peso molecular 100 pb Ladder;
Linea 2.- Control positivo (C+); Linea 3. Control negativo (C-); Linea 4. NTC.

EI ADN de L. interrogans fue detectado en los 6rganos analizados, que incluyen al
higado, riidn, pulmdn, bazo, corazon, cerebro y ojo, tanto en el dia 18 como en el
dia 22, postinfeccion. Estos hallazgos evidencian una diseminacion sistémica del
patdogeno en el modelo experimental, lo cual coincide con la naturaleza
multiorganica de la leptospirosis descrita en modelos animales y en infecciones
humanas.

Aunque el rindn es considerado el principal érgano blanco, debido a la colonizacion
de los tubulos renales, diversos estudios han demostrado que Leptospira puede
localizarse en distintos tejidos durante las fases aguda y subaguda de la infeccion
(Adler y de la Pefa, 2010; Ko et al., 2009).
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La deteccion del patégeno en dérganos como higado y pulmoén resulta
particularmente relevante, ya que estos Organos suelen asociarse con
manifestaciones clinicas graves de la leptospirosis, como ictericia, hemorragia
pulmonar y falla organica multiple. La presencia de ADN Leptospiral en bazo y
corazon sugiere una interaccion directa del patdégeno con 6rganos clave del sistema
inmunoldgico y cardiovascular, lo que podria contribuir a la respuesta inflamatoria
sistémica observada durante la infeccion (Haake y Levett, 2015).

Es de especial interés la deteccion de ADN Leptospiral en cerebro y ojos, 6rganos
que no se consideran blancos primarios de la infeccion. Sin embargo, estudios
recientes han documentado la capacidad del patégeno para atravesar barreras
biolégicas como la hematoencefalica y la hematoocular, lo que se ha asociado con
manifestaciones neurolégicas y oculares tanto en humanos como en modelos
animales (Rajapakse et al., 2015; Arrieta-Bechara y Carrascal- Maldonado, 2022)
Estos resultados refuerzan la concepcioén de la leptospirosis como una enfermedad
sistémica con amplio tropismo tisular.

Al analizar especificamente el comportamiento de la infeccibn en el grupo
inmunodeprimido, se observd la presencia de ADN Leptospiral en los mismos
organos evaluados, lo que sugiere que la alteracion del sistema inmunologico
favorece la persistencia y diseminacion del patégeno. La inmunodepresion limita la
capacidad del hospedador para controlar la leptospiremia, permitiendo que
Leptospira se mantenga en circulacién por periodos prolongados y colonice
multiples tejidos. Este fendmeno ha sido descrito en modelos experimentales donde
la inmunosupresion se asocia con cargas bacterianas mas elevadas y una
eliminacién menos eficiente del patégeno (Coutinho et al., 2014; Daroz et al., 2021).

La deteccion del ADN bacteriano en los dias 18 y 22 postinfeccion en animales
inmunodeprimidos sugiere una persistencia del patégeno mas alla de la fase inicial
de la infeccion, que se relaciona con el desarrollo de lesiones tisulares crénicas y el
establecimiento de estados de portador. En este sentido, el rindn continua
desempenando un papel central, ya que la colonizacidn renal persistente ha sido
asociada con la excrecion prolongada de Leptospira y con la transmision del
patdgeno a otros hospedadores (Ko et al., 2009)

El uso de la PCR como herramienta es fundamental para la deteccion de la infeccion
en este modelo experimental, especialmente en el grupo inmunodeprimido, a
diferencia de las pruebas serolégicas, que dependen de la produccion de
anticuerpos la PCR permite la deteccion directa del ADN bacteriano,
independientemente del estado inmunolégico del hospedador. Esto es
particularmente relevante en condiciones de inmunodepresion, donde las pruebas
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serolégicas pueden arrojar resultados falsamente negativos debido a una respuesta
humoral deficiente (Levett et al., 2005).

En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que L. interrogans serovariedad
Canicola presenta una amplia distribucion tisular en el modelo de hamster, con
persistencia del patégeno en fases tardias postinfeccion en condiciones de
inmunodepresion. Estos hallazgos refuerzan la utilidad del modelo experimental
empleado para el estudio de la patogénesis de la leptospirosis y subrayan la
importancia de considerar el estado inmunologico del hospedador en la
interpretacidn de los resultados moleculares y en el analisis de la dinamica de la
infeccion.

7. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en el presente estudio, se puede concluir que
fue posible identificar la presencia de L. interrogans serovariedad Canicola en
diversos tejidos de hamster (Mesocricetus auratus) mediante la técnica de PCR. La
calidad y concentracién del ADN extraido fueron adecuadas para su analisis, lo que
permitié una deteccion confiable del patégeno en los 6rganos evaluados.

La amplificacion especifica observada en las muestras infectadas, junto con la
ausencia de bandas en los controles negativos, confirma la especificidad y validez
del método empleado. Esto demuestra que la PCR es una herramienta util y
sensible para la deteccion directa de Leptospira en tejidos.

Los resultados de la presente investigacion también evidenciaron que el patégeno
no solo infecta al rifidn, sino que puede invadir otros 6rganos como higado, pulmaon,
bazo, corazén, cerebro y ojos, lo que reafirma el caracter sistémico de la
leptospirosis.

En el grupo inmunodeprimido se observo la presencia persistente del ADN
bacteriano en distintos tejidos, lo que sugiere que el estado inmunoldgico del
hospedador influye en la capacidad del organismo para controlar la infeccion. Esto
resalta la importancia del sistema inmune en la limitacién de la diseminacién del
patogeno.

En conjunto, este trabajo aporta informacion relevante sobre la distribucion tisular
de L. interrogans serovariedad Canicola y refuerza la utilidad del modelo
experimental empleado para el estudio de la patogénesis de la leptospirosis.
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8. RECOMENDACIONES

A partir de los hallazgos obtenidos, se recomienda realizar una validacion
exhaustiva del protocolo de PCR estandarizado, considerando parametros como
sensibilidad analitica, especificidad, limite de deteccion y reproducibilidad, con el fin
de consolidarlo como una herramienta confiable para la deteccién de Leptospira
interrogans serovariedad Canicola en tejidos.

Se sugiere profundizar en la posible presencia de inhibidores de la PCR en muestras
de tejido, particularmente en condiciones de inmunodepresiéon, evaluando
estrategias de purificacién adicionales o el uso de controles internos que permitan
monitorear la eficiencia de la amplificacion.

Asimismo, se recomienda ampliar el enfoque experimental hacia el analisis de la
carga bacteriana mediante técnicas cuantitativas, lo cual permitiria establecer
correlaciones mas precisas entre la presencia del patégeno, el grado de
inmunodepresion y la afectacion tisular en el modelo de hamster (Mesocricetus
auratus).

De igual manera, seria pertinente integrar enfoques multidisciplinarios que incluyan
analisis histopatolégicos y estudios de respuesta inmune, con el objetivo de
comprender de manera mas integral los mecanismos de patogenicidad de
Leptospira interrogans en condiciones de inmunodepresion.

Se recomienda también la confirmacion de los productos amplificados mediante
técnicas de secuenciacion, lo que permitiria descartar amplificaciones inespecificas
y fortalecer la validez molecular de los resultados obtenidos.

Finalmente, se propone que futuras investigaciones consideren la estandarizacion
de modelos experimentales comparativos, asi como la evaluacion de diferentes
serovariedades, con el fin de generar conocimiento mas amplio y aplicable en el
diagnéstico y estudio de la leptospirosis.
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