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I. RESUMEN

Andlisis bioinformético del genoma de Leptospira borgpetersenii serovariedad Hardjo
reveld la presencia del sistema de secrecion tipo 2 (T2SS), una ruta altamente
conservada para la secrecién de proteinas en bacterias Gram negativas. En este
estudio se evalué la expresion de GspD,, la supuesta secretina del T2SS y su
antigenicidad. Se amplific6 un fragmento de 1,533 pb a partir de L. borgpetersenii
Hardjo (Hardjobovis) cepa L550 con iniciadores derivados de su genoma. Un
fragmento conteniendo a gspD, de 1,515 pb obtenido por PCR y digerido con las
enzimas BamHI y EcoRlI fue clonado en el vector de expresion pET28a para generar al
plasmido pAL208. E. coli ROSETTA codon plus (DE3) fue utilizada para la expresion de
rGspD,.. La expresidbn se confirmd mediante inmunotransferencia tipo Western
utilizando el monoclonal anti-T7 marcado con peroxidasa (HRP). Se purificé rGspD,
mediante electro-elucion para producir suero hiperinmune policlonal especifico en
conejo. Se detectd una banda comun en las serovariedades Australis, Ballum,
Bratislava, Canicola, Hardjo, Grippotyphosa, Pomona, Pyrogenes y Wolffi en
inmunotransferencia con el suero hiperinmune anti-rGspD, diluido 1:100. rGspD, fue
reconocida por un suero hiperinmune anti-Hardjobovis producido en conejo, por sueros
de bovinos positivos a la serovariedad Hardjo (1:800) en la prueba de aglutinacién
microscopica (AM), por sueros de perros infectados naturalmente con Leptospira y por
sueros de hamsteres infectados experimentalmente en el laboratorio, con una cepa
virulenta aislada a partir de perro, antigénicamente relacionada a la serovariedad
Canicola. Los resultados obtenidos sugieren que GspD, es antigénica y se expresa in
vivo durante el proceso de infeccibn en animales, como son bovinos, hamsteres y
perros. Un ensayo piloto de inmunoproteccién con rGspD, en el model6 de hamster
reveld una supervivencia del 100 % de los animales inmunizados con rGspD, contra
un 33.0 % del grupo control. Sin embargo, todos los sobrevivientes presentaron
colonizacion renal con leptospiras. Finalmente, los resultados del analisis filogenético
sugieren la transferencia horizontal del gen gspD de miembros de la familia

Enterobacteriaceae hacia Leptospira.

Palabras clave: gspD, Leptospira borgpetersenii, expresion, T2SS.



ABSTRACT

Bioinformatic analysis of the Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo genome reveals
a type 2 secretion system (T2SS), a broadly conserved pathway for secretion of a wide
variety of sub-cellular enzymes, structural proteins and toxins in Gram negative
bacteria. In this study we evaluated the expression of GspD, the secretin component of
the T2SS. A 1,515 bp DNA fragment was PCR cloned into the pET28a expression
vector to generate the recombinant pAL208 plasmid. The expression in vitro of
recombinant GspD_ (rGspD,) with a T7 peptide label was obtained in E. coli ROSETTA
Codon plus (DE3). The expression was confirmed by a Western blot assay using an
anti-T7-peroxidase (anti-T7-HRP) monoclonal antibody. The rGspD, was purified by
electro-elution and used for the production of rabbit polyclonal hiperimmune serum.
Western blot showed the detection of a common band in serovars Australis, Ballum,
Bratislava, Canicola, Hardjo, Grippotyphosa, Pomona, Pyrogenes and Wolffi of
Leptospira, using diluted (1:100) anti-GspD, hyperimmune serum. Western blot assays
using rabbit anti-rGspD_ hyperimmune sera, rabbit anti-Hardjobovis hyperimmune sera,
infected hamsters sera, infected dogs sera and bovine Hardjo MAT positive sera,
suggested that Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo (Hardjobovis) GspD_ is
antigenic and expressed during the infection process in hamsters, dogs and cattle. A
inmunoprotection assay with rGspD,_ using hamster revealed a survival of 100% of the
hamsters immunized with rGspD, against 33.0% of the control group. However, all the
survivors presented renal colonization with leptospiras. Finally, comparison of rrs and
gspD phylogenetic trees suggested horizontal acquisition of leptospiral gspD from
Enterobacteriaceae. These studies suggest that GspD, is expressed during infection of

the mammalian host by pathogenic Leptospira species.

Key words: gspD, Leptospira borgpetersenii, expression, T2SS



Antigenicidad de la proteina de membrana externa GspD,, la supuesta secretina
del T2SS de Leptospira borgpetersenii serovariedad Hardjo (Hardjobovis).

Il. INTRODUCCION

Resefa historica de leptospirosis humanay bovina en México

Los estudios de Leptospirosis en América inician en 1918, cuando Hideyo Noguchi,
quién trabajaba para la Fundacién Rockefeller en Nueva York, fue comisionado para
estudiar un brote epidémico en el puerto de Guayaquil, Ecuador, que segun los
médicos de ahi era de fiebre amarilla, por lo que aceptd ese diagndéstico y comenzé a
estudiarla. Descubri6 en la sangre de los enfermos una espiroqueta que llamod
Leptospira icteroides; prepar6 medios para su cultivo, obtuvo sueros y preparé una
vacuna. En diciembre de 1919, se le notific6 que habia un brote de fiebre amarilla en
Yucatan, por lo que se trasladé a este estado, trayendo sus productos bioldgicos. Llegd
a Mérida el 23 de diciembre de 1919, poniéndose a su disposicion el laboratorio del
Hospital O' Horan.!

Noguchi empez6 por examinar enfermos diagnosticados por los médicos locales, que
conocian muy bien la enfermedad de la fiebre amarilla. A todos los pacientes les
practico frotis de sangre pero sélo en un caso encontré leptospiras.? Debido a los
cuadros clinicos se convencidé de que esta enfermedad si era fiebre amarilla,
limitandose entonces a impartir una conferencia sobre leptospirosis y a fines de enero
de 1920 se retird. Luego, reconocié que el germen descubierto por él en Guayaquil era
idéntico al descubierto antes en Japon y que afios mas tarde se definiria como Leptospira
interrogans.*

En México, los estudios sobre leptospirosis se han encaminado principalmente a la
deteccidbn de anticuerpos contra las diferentes serovariedades patdgenas de
Leptospira. Posterior al hallazgo de Noguchi, Gastélum presenta en el X Congreso
Médico Nacional de 1933, los primeros casos de leptospirosis en el hombre a partir de

un estudio realizado en Mazatlan.® En 1953, Varela y Vézquez reanudaron las



investigaciones en leptospirosis y presentaron un trabajo denominado “Nota preliminar
acerca de la leptospirosis en la ciudad de México (1953)".* Varela et al., (1954)
realizaron estudios seroldgicos de leptospirosis en las ciudades de Veracruz, Tampico
y México.> El mismo Varela y colaboradores, en 1958, investigaron aglutininas en
sueros de humanos y de animales de diversos estados para las serovariedades
Icterohaemorrhagiae, Pomonay Canicola.®

Los estudios de sueros ictéricos se iniciaron en México con Mendoza (1958), en
pacientes del Hospital la Raza del IMSS, encontrando un 9.8 % de seropositivos,
predominando Canicola en un 77.0 %.” Varela y Zavala (1961) encontraron, en el
Laboratorio del Instituto de Salubridad y Enfermedades Tropicales de la entonces SSA,
en México, el 2.8 % de seropositividad en 282 sueros de habitantes de Mérida.® Un afio
mas tarde, los mismos autores reportaron un 10.7 % de aglutininas en 56 muestras de
enfermos ictéricos de una poblacidén de Yucatan y el hallazgo de leptospiras en orina de
300 ratas estudiadas. Zavala et al. (1976a, 1976b, 1977 y 1985), reportaron casos
graves en Yucatan, algunos de ellos con desenlace funesto.®'®''?2 En 1997 se
encontré una seroprevalencia de 13.1 % en pacientes con aparente cuadro clinico
sugerente de dengue hemorragico, identificandose en 3.4 % y 1.2 % respectivamente,
a las serovariedades Pomona e Icterohaemorrhagiae.®

Flisser et al., (2002)'* en un estudio de zoonosis en México reportaron los resultados
de seropositividad a serovariedades patdégenas de Leptospira mediante la prueba de
aglutinacion microscopica (AM) en humanos (Cuadro 1).

En el area veterinaria en la especie bovina, destacan los trabajos de Zaiz (1962) quien
emplea la prueba de AM, como un método indirecto para el diagndstico de leptospirosis
en bovinos.'® Varela y Roche (1965), llevan a cabo una investigacién serolégica de
leptospirosis bovina, encuentran una seropositividad del 26.92 %, detectando

anticuerpos contra las serovariedades Icterohaemorrhagiae y Canicola.®



Cuardro 1. Seropositividad a Leptospira mediante la prueba AM en humanos de

México.

Cantidad Seropositividad Serovariedades

)

Culiacan, Sinaloa 260 29 Pomona y Canicola
Guadalajara, 80 24 Pomona, Canicola e
Jalisco Icterohaemorrhagiae
Balancan, Chiapas 936 13 Canicola, Pomona e

Icterohaemorrhagiae

Puebla 67 27 Canicola, Pomona e
Icterohaemorrhagiae

Chihuahua 128 35 Pomona y Canicola

(Flisser et al., 2002)™
Zavala et al., (1984), realizaron un estudio en el Estado de Yucatan, incluyendo
animales domeésticos, lo cual no habia sido encontrado en estudios previos,
encontrando una seropositividad en porcinos de 23.3 %, en bovinos de 11.3 % y en
humanos de 14.1 %.*’
Vado et al., al analizar 375 muestras de bovinos por la prueba de AM, encontraron una
seropositividad de 5.6 %, detectandose anticuerpos contra las serovariedades Hardjo,
Tarassovi, Wolffi, Grippotyphosa y Pomona.'® Moles et al., (2002) llevan a efecto un
estudio serolégico sobre leptospirosis bovina en México, encontrando que las
serovariedades hacia las que hubo reaccién fueron Hardjo, Wolffi y Tarassovi.'® En el
afio 2004, se realiz6 un analisis bibliografico a nivel nacional de los resultados
disponibles, obtenidos en la prueba AM para el diagndstico de leptospirosis, de acuerdo
a las regiones ecoldgicas de México (arida, semi-arida, templada, trépico seco y tropico
hamedo). De un total de 42,779 muestras, se obtuvo una seropositividad de 49.7 %.

Las regiones arida y semi-arida presentaron una frecuencia del 37.8 % (rangos del 31.0




% al 59.0 %) y las serovariedades con mayor prevalencia fueron Hardjoprajitno cepa H-
89, Hardjo, Wolffi y Tarassovi. En la region templada se encontré una frecuencia de
39.4 % (rangos del 22.0 % al 66.0 %), siendo las serovariedades Icterohaemorrhagiae
cepa Palo Alto, Canicola serovariedad Portland-vere, Bratislava, Pyrogenes, Pomona,
Hardjoprajitno cepa H-89, Hardjo, Wolffi y Tarassovi las que tuvieron una mayor
prevalencia. En la region tropico seco se obtuvo un 45.9 % (rangos del 27.0 % al 72.0
%) y las serovariedades con mayor prevalencia fueron Wolffi, Hardjo y Tarassovi.
Finalmente, en la region trépico humedo se obtuvo una frecuencia promedio del 63.8 %
(31.7 % al 84.6 %) y las serovariedades mas prevalentes fueron Hardjoprajitno cepa H-
89, Hardjo, Wolffi y Tarassovi.?

En el Cuadro 2, se enlistan diferentes trabajos realizados en bovinos de México desde
1962 a la fecha, en los que se ha empleado la deteccion de anticuerpos por medio de

la prueba AM para ayudar a establecer el diagndstico de leptospirosis.

Cuadro 2. Deteccion de anticuerpos contra serovariedades patdgenas de Leptospira
mediante la prueba AM en bovinos de México.

SEROVARIEDADES? ESTADO SEROPOSITIVIDAD REFERENCIA
(%)
Pomona, Icterohaemorrhagiae, Canicola Estqdp de 395 Zaiz, 1962
Meéxico
Diferentes
Icterohaemorrhagiae, Pomona, Canicola regiones de 46.7 Varela, 19652
Meéxico
Javanica, Medanensis, Pomona, Hardjo, Distrito Federal
Hebdomadis y Tarassovi y Est,a(.:io de 20.0 Rodriguez,
Mexico
19697
Wolffi, Tarassovi, Pomona, Ballum, Sinaloa
Hebdomadis, Bataviae 2700 Bobadilla,
1978%
Tizayuca,
Hardjo, Pomona, Hebdomadis, Wolffi, Sejroe Hidalgo 462137 Dorantes,
1985*
Hardjo, Canicola, Icterohaemorrhagiae, D. F. Edo de
Tarassovi, Grippotyphosa Mexmo y 10.0 Alvarez, 19852
Michoacan




Continuacion del Cuadro 2

SEROVARIEDADES?®

ESTADO

SEROPOSITIVIDAD

REFERENCIA

(%)

Hardjo, Pomona, Australis, Canicola Guerrero 451 Véazquez, 19862
Pomona, Hardjo, Sejroe, Australis, Diferentes
Canicola, Hebdomadis estafjo_s de 01a144 Sanchez, 19877
Meéxico
Pomona, Hardjo, Australis, Bataviae,
Sejroe Estado de 42.0 Mendoza, 1987%
Meéxico
Icterohaemorrhagiae, Pyrogenes,
Pomona, Canicola, Celledoni Atlixco, Puebla 84.4 Fernandez, 1991%°
Hardjo, Pomona, Icterohaemorrhagiae,
Canicola, Grippotyphosa, Tarassovi, Tizayuca, 30
Wolffi, Hebdomadis y Pyrogenes. Hidalgo 4.7 Arteaga, 1991
Wolffi, Hardjo Estaltdp de 86.0 Torres, 19953
Meéxico
Icterohaemorrhagiae, Bataviae, Ballum,
Hardjo, Sejroe, Pyrogenes, Cynopteri, Diferentes .
Wolff Estados de 47.0 Hernandez, et al.,
México 1996%
Icterohaemorrhagiae, Hardjo,
Hebdmadis, Pyrogenes, Pomona, Xochimilco, 33
Tarassovi, Canicola, Bratislava, Distrito Federal 26.5 Esparza, 1998
Grippotyphosa
Hardjo, Pomona, anpo_typhosa, Zona Qentral 79.2 Moles, et al., 1999%
Icterohaemorrhagiae de México
Hardjo, Wolffi, Ict_erohaemorraglae, Querétaro 315 Torres, et al., 1999%
Tarassovi, Pomona
Hardjo, Wolffi, Taragsow, Sonora 472 Moles y Torres,
Icterohaemorrhagiae,
2000
Icterohaemorrhagiae,
Icterohaemorrhaglae RGA, Bratlslava, Guanajuato 10.3 2 22.0 Cordova et al., 2000°7
Pyrogenes, Grippotyphosa, Canicola,
Pomona, Canicola, Portland-Vere,
Bratislava, Panama, Hardjo, Wolffi,
Tarassovi
Wolffi, Hardjo, Canicola, Tarassovi Tehuixtla, 420 Gutiérrez, 2001%
Morelos
Hardjo, Tarassovi, Wolffi y Mérida,
Grippotyphosa Yucatan 5.6 Vado, et al., 2002
Diferentes
Hardjo, Wolffi, Tarassovi Estaqus de 31.0 Moles, et al., 2002%°
México
Hardjo, Hardjo, Wolffi, Tarassovi,
Bratislava, Icterohemorrhagiae, Tabasco 76.1 Moles, et al., 2003%

Canicola




Continuacion del Cuadro 2

SEROVARIEDADES? ESTADO SEROPOSITIVIDAD REFERENCIA
(%)
29.4
Hardjo Diferentes 40
Estados de (Con un rango de Robles, 2003
México 4.6 a’57)

Hardjo Queretaro 90.9 Escamilla, 2004
Grippotyphosa, I-_lardjo, V\(olfﬁ, T|z_ayuca, 15.6 Moles, et al., 2004%
Icterohaemorrhagiae, Canicola, Hidalgo

Pyrogenes
Hardjo, Hardjo, Wolffi, Tarassovi Reglon_ ,a_nda y 22.1al54.3 Luna et al., 2004%°
semiarida
Wolffi, Hardjo, Tarassovi
Region tropico 27 al 72
Hardjo, Hardjo, Wolffi, Tarassovi seco
Icterohaemorrhagiae, Canicola Portland- | Region tropico 31.7 al 84.6
vere, Bratislava, Pyrogenes, Pomona, hamedo
Hardjo, Hardjo, Wolffi, Tarassovi
Region 22.1al54.3
templada
Hardjo, Wolffi, Hardjo Campeche 755 Cérdova et al., 2005%
Hardjo, Canicola, Grippotyphosa, Estqdp de 78.8 Carmona y De la
Pomona, Pyrogenes, Meéxico
Icterohaemorrhagiae Pefia, 2005*
Hardjo Hardjoprajitno, Wolffi 17 Iiﬂséi?coos de 415 Torres, et al., 2005%

®Durante los afios 1962 a 1998 la nomenclatura referente a las serovariedades de Leptospira establecia
que el nombre debia escribirse con letra cursiva y la letra inicial mindscula. Durante los afios 1991 a
2001 la nomenclatura referente a las serovariedades de Leptospira establecia que el nombre debia
escribirse con letra cursiva y la letra inicial minUscula. A partir del afio 2001 la ILS establecié que los
nombres de las serovariedades deben ser escritos en forma no italizada y la letra inicial con mayuscula.
A partir del afio 2001 la ILS establecié que los nombres de las serovariedades deben ser escritos en
forma no italizada y la letra inicial con mayuscula.

Leptospirosis una enfermedad de impacto negativo para la salud publica

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa y contagiosa, causada por espiroquetas
acuaticas del género Leptospira, la cual, al afectar a animales silvestres, domésticos y
a humanos ha sido reconocida como la zoonosis mas difundida en el mundo.***

Animales silvestres y domésticos que presentan infeccion renal cronica causada por

serovariedades patégenas de Leptospira, eliminan a la bacteria a través de la orina.



Cuando la orina de estos animales o fuentes de agua contaminadas con dicha orina,
entran en contacto con piel lesionada, reblandecida por humedad o con alguna
superficie mucosa tanto de animales susceptibles como de hospederos accidentales
como el humano, se produce la infeccion.*®4°

En los animales domésticos, puede tener una presentacion aguda o cronica y cursar
con una amplia variedad de signos clinicos como fiebre, infertilidad, aborto, pérdida de
peso, ictericia, disminucién de la produccion lactea, signos asociados a insuficiencia
hepatica o renal, neumonia y meningitis. La infeccion en diversas especies animales
puede persistir durante toda su vida.>*>*

La leptospirosis en humanos cursa en dos formas clinicas: anictérica o benigna que se
presenta en un 85.0 a 95.0 % de los casos y la ictérica o grave, que se presenta en un
5.0 a 15.0 % de los casos, también llamada enfermedad de Weil. En la forma anictérica
la sintomatologia fundamental consiste en fiebre, cefalea, mialgias, artralgias y en
algunos casos exantema. Se calcula que en un 8.0 % de los casos puede haber dafio
al sistema nervioso central (SNC) manifestado por sintomas de compromiso meningeo
(meningitis aséptica). En la enfermedad de Weil, los sintomas fundamentales son los
relacionados al dafio hepato-renal que se manifiesta como ictericia y nefritis con
disfunciéon renal, con probabilidad de que ocurran lesiones pulmonares que se
manifiestan como hemorragias que pueden llegar a producir hemoptisis. Los principales
signos y sintomas de ambas formas clinicas son iguales al principio de su evolucion, la
diferenciacion posterior se basa en las caracteristicas del agente y el huésped, aunado
a la aplicacion o no de un tratamiento oportuno. El periodo de incubacion de la
enfermedad puede ser de 2 hasta 30 dias, siendo lo usual entre 5 y 14 dias. Se
caracteriza por dos fases, la leptospirémica que dura de 7 a 10 dias y la leptospirurica

que dura de una semana a varios meses 0 afios. La amplia variedad de signos clinicos

que la caracteriza hace que el diagndéstico se confunda con facilidad con otras



enfermedades de tipo febril. La puerta de entrada comun de Leptospira es a través de
abrasiones y otro tipo de heridas en la piel o por via conjuntival. También se mencionan
las mucosas oral y del tracto respiratorio debido a la ingesta e inhalacion de agua o
aerosoles contaminados. La transmision entre humanos es rara, sin embargo se
reportan algunos casos de transmision sexual y de la madre al feto a través de la

placenta y la leche.®**!

Tipos de hospedero para leptospiras patégenas

Se han descrito dos categorias de hospedero: hospedero de mantenimiento y
hospedero accidental. El primero tiene importancia desde el punto de vista
epidemiolégico, ya que la enfermedad es endémica y es adquirida de animal a animal
mediante contacto directo. La infeccion generalmente ocurre a una edad temprana,
guedando los animales como portadores y excretores de la bacteria en forma cronica,
lo cual mantiene activas las potenciales fuentes de infeccibn en la naturaleza. El
segundo se caracteriza por incluir animales que son afectados por otras
serovariedades, diferentes a aquellas de las que son hospederos naturales, resultando
usualmente en casos graves de leptospirosis. En el caso del humano, no se ha
demostrado la eliminacién de la espiroqueta a través de la orina, o bien, esta es de muy
corta duracion, por lo que la participacién del humano en la diseminacién de leptospiras
patégenas en la naturaleza no es relevante.*®49°%53>* Faine sefiala tres patrones
epidemiolégicos de la leptospirosis a considerar: areas con climas templados, areas

con climas tropicales himedos y el ambiente urbano.*®

Epidemiologia de la leptospirosis
La diseminacion de la enfermedad hacia huéspedes susceptibles dependera de

factores como clima, densidad de poblacion, condiciones de higiene, grado de



infraestructura sanitaria y grado de exposicion con huéspedes de mantenimiento
principalmente. Diferentes especies de roedores pueden ser reservorios de distintas
serovariedades, pero esta aceptado que la rata gris 0 noruega (Rattus norvergicus) es
huésped de mantenimiento del serogrupo Icterohaemorrhagiae, asi como el raton lo es
para el serogrupo Ballum. Los animales domésticos que también pueden ser
huéspedes de mantenimiento incluyen al bovino para la serovariedad Hardjo y
Grippotyphosa; al cerdo para las serovariedades Pomona, Bratislava y Tarassovi; la
oveja para la serovariedad Hardjo y el perro para Canicola.*®

En el caso de los bovinos, las condiciones climatolégicas en mayor o menor grado
pueden favorecer su supervivencia, ya que el rango de temperatura optima de la
bacteria en el medio ambiente es de 28 a 32°C en aguas no salinas con un pH
ligeramente alcalino de 7.2 a 8.0.%°*®> Dependiendo de las condiciones, leptospiras
pueden sobrevivir desde unas cuantas horas en poca humedad hasta seis meses en
agua estancada en inundaciones. Si bien, el impacto se aprecia con mayor frecuencia
en areas tropicales y subtropicales donde la enfermedad se manifiesta todo el afio,
también en areas templadas se presenta en forma estacional durante los meses en
que se registran altas temperaturas y lluvias (primavera-verano), en las regiones aridas
debido a las condiciones propias se presenta cerca de sitios donde existe agua y una
alta densidad de animales.”® No se han establecido con precisién, los mecanismos
mediante los cuales leptospiras patégenas, pueden persistir por largos periodos de
tiempo en ambientes acuosos fuera de un hospedero. Leptospira, similar a otras
espiroguetas, se adapta rapidamente a ambientes viscosos, en los cuales incrementa
su movimiento de traslacién con respecto a otras bacterias.””*® Inclusive, algunos
autores hacen referencia al fenémeno de viscotaxis para Leptospira.”® En contraparte,
Trueba (2004) comprobdé que cuando leptospiras patdégenas eran cultivadas en agua

destilada (pH 7.2), estas permanecian viables durante 110 dias, sin embargo, cuando



estas fueron cultivadas en el mismo tipo de agua a la cual se le agregdé 0.5 % de
agarosa purificada, se triplicé el tiempo de supervivencia (347 dias). La observacion en
microscopio de campo obscuro de estos cultivos revelo un patron de agregacion que no
fue afectado por la carencia de nutrientes. Es posible que en el ambiente, al entrar en
contacto con fuentes de agua, Leptospira pueda tener afinidad para detectar la
viscosidad formada por componentes de naturaleza polisacarida o biopeliculas de otros
microorganismos sobre los cuales esta espiroqueta logre formar agregados. De esta
forma, podria sugerirse que la agregacion de leptospiras es un mecanismo de
proteccion en ambientes acuosos, que favorece su persistencia en este tipo de nichos,
tal como sucede cuando éstas se cultivan en medios semisoélidos.®

Respecto a los factores de riesgo independientes del medio, cabe destacar el tipo de
estrategias de crianza ganadera,®® si se considera que en los bovinos, los casos de
leptospirosis parecen ser mas frecuentes y de peor prondstico en las explotaciones de
bovinos productores de leche, que en aquellas dedicadas a la crianza de bovinos
productores de carne.*® Esto es debido, principalmente, a que el ganado bovino lechero
se explota por lo general en sistema intensivo o semiextensivo que implica un mayor
hacinamiento, lo cual favorece la transmision. Ademas, en el caso de bovinos
productores de leche, las crias suelen separarse de las madres tras el parto,
manteniéndose aisladas del hato e introduciéndolas en el nucleo del mismo hasta su
primera gestacion. Esto supone la introduccion de animales no expuestos, totalmente
susceptibles a la infeccién y que pueden infectarse en los momentos de mayor riesgo,
haciendo que las tasas de la enfermedad més altas se produzcan entre los 2-3 afios de
edad.>%°

A diferencia de lo que sucede en otras especies animales, en los bovinos son mas
comunes los abortos y la existencia de portadores renales.®* El aborto en leptospirosis

se puede considerar como una secuela cronica de la infecciébn, que se produce



semanas después de la leptospiremia, con titulos de anticuerpos en fase descendente
y muchas veces por debajo de niveles detectables.®® En los casos de aborto, es
recomendable tomar muestras de suero tanto de la hembra abortada como del animal
abortado para realizar los analisis serologicos. La determinacion de anticuerpos fetales
tiene un gran interés (el feto es inmunocompetente hasta los 100-120 dias de vida).
Dado que los anticuerpos maternos no pasan la barrera placentaria y en consecuencia
no hay interferencias con reacciones vacunales. El aborto ocurre, generalmente en el
altimo tercio de gestacion, de seis a doce semanas después de la leptospiremia
inicial.®*

La prevalencia de la leptospirosis bovina actualmente es reconocida en todo el mundo
causando grandes pérdidas econémicas.>® En México, existen reportes de aislamiento
de la serovariedad Hardjo subtipo Hardjoprajitno a partir de un feto bovino en la Cuenca

Lechera de Tizayuca, Hidalgo.®*%

Ecologia de la leptospirosis

Ecosistema silvestre

Especies patdgenas de Leptospira se mantienen en ambientes silvestres en equilibrio
con la naturaleza asegurando su perpetuacion. Diversas especies de animales
silvestres son portadoras de leptospiras patdégenas, como roedores, zarigueyas,
mapaches, nutrias, comadrejas entre otros, siendo importantes hospederos de
mantenimiento, practicamente de por vida. De éstos, los roedores son considerados el
principal reservorio de Leptospira.®*5°%

La presencia de Leptospira en los ecosistemas silvestres es endémica y usualmente
transferida de animal a animal. Cuando se altera el equilibrio en el ambiente silvestre

de Leptospira, por fendmenos naturales como el del “Nifio”, excesivas lluvias,

huracanes, incendios o tala indiscriminada de la selva, que destruyen el nicho



ecologico de los hospederos silvestres de mantenimiento, éstos se acercan a las
poblaciones humanas. En consecuencia, se transforman en fuente de infeccion para
animales domésticos como vacas, cerdos y perros, asi como también para el humano.
Esto ha causado la aparicion de la leptospirosis como una enfermedad emergente o
bien reemergente, de ahi que sea muy importante el conocimiento geogréafico de los

nichos ecoldgicos de los reservorios.*®°"%®

Ecosistema de la leptospirosis rural

Antes de 1970, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) consideraba a la
leptospirosis como una enfermedad exclusiva de zonas rurales, ambiente tropical y
ocupacional, afectando a personas cuya profesion permite el contacto directo con
animales infectados o con su habitat. Algunos grupos laborales con riesgo de infeccion
incluyen a los agricultores, ganaderos, veterinarios, trabajadores de arrozales,
trabajadores de rastro, trabajadores de desasolve del drenaje y alcantarillas y militares
entre otros; asi como los propietarios de mascotas.®® En la actualidad, la epidemiologia
de la leptospirosis rural ha cambiado y se tienen que considerar factores que favorecen
la transmision de la enfermedad como son: las condiciones climaticas;’ la distribucion
de la poblacion; la urbanizacién y los niveles sociales, econdémicos y culturales de la
poblacién.” El riesgo de adquirir la infeccién abarca tanto el ambiente extra-domiciliario
como el domiciliario, la incidencia puede ser similar entre sexos aunque la infeccion
suele presentarse mas cominmente en hombres que en mujeres.’®® La infeccién
representa no solo un problema con implicaciones epidemioldgicas sino también
econdmicas y sociales, constituyendo un serio problema de salud publica, en especial
en aquellas zonas con saneamiento inadecuado, donde las condiciones de trabajo y el

tipo de actividad favorecen su desarrollo.”



Por otro lado, las actividades de tipo recreativo, sobre todo en los deportes acuaticos
como son nadar en estanques, lagunas, rios, cenotes, canotaje, pesca, y en eventos
deportivos tales como triatlones y eco-retos han sido documentados como un riesgo de
infeccion por Leptospira. Ha quedado confirmado que el contacto con agua de nichos
silvestres aumenta el riesgo de contraer la leptospirosis.'® 2737

Las condiciones para la viabilidad de leptospiras en diferentes fuentes de agua tanto

naturales como artificiales, suelo, lodo y alimentos, dependen de condiciones

fisicoquimicas como el pH, la salinidad, la viscosidad, la temperatura y la humedad.*¢*°

Ecosistema de la leptospirosis urbana

La epidemiologia de la infeccion humana por serovariedades patdégenas de Leptospira
en el ecosistema urbano, puede incluir un contacto esporadico y casual con la orina de
ratas que estan en el ambiente suburbano y zonas marginadas con deficientes
servicios sanitarios.”"®

Una constante en la aparicién de brotes urbanos en paises subdesarrollados es la
urbanizacién deficiente, que se refleja en una infraestructura sanitaria precaria,
registrando inundaciones periédicas, zanjas y tiraderos de basura como parte del
paisaje cotidiano, en donde dos de los hospederos de mantenimiento son cominmente
atraidos, la rata y el perro. Las evidencias demuestran que el perro es un eslabén
importante en la epidemiologia urbana de la enfermedad al presentar un estado de
portador asintomatico en el que actia como diseminador de leptospiras. El perro es sin
lugar a dudas, una de las fuentes de contagio mas importantes, por el estrecho
contacto que tiene con la poblacién humana. En términos generales, los propietarios de
animales no consideran a la leptospirosis como un riesgo de salud tanto para el animal,

como para el grupo familiar debido entre otras razones, a la falta de informacién por

parte de los médicos cirujanos y de los sistemas de salud.®>®® La leptospirosis es el



clasico ejemplo de una enfermedad que requiere de una estrecha colaboracion entre
las autoridades de salud publica y veterinaria, si en verdad se pretende lograr un
control exitoso de la enfermedad, evitando en lo posible, su transmision hacia el

humano.

Leptospirosis en bovinos

La leptospirosis es una enfermedad importante que afecta los parametros reproductivos
del ganado bovino de todo el mundo, donde una estimacién precisa de la prevalencia
es dificil de establecer. En México, estimaciones basadas en estudios serolégicos
indican prevalencias que van del 4.0 hasta el 90.0 % en bovinos (Cuadro 2).2**%"

Se ha considerado a la serovariedad Hardjo, adaptada al bovino, como la mas
importante en esta especie. Los bovinos son hospederos naturales de L. borgpetersenii
serovariedad Hardjo subtipo Hardjobovis y L. interrogans serovariedad Hardjo subtipo
Hardjoprajitno en donde la infeccion con ambas serovariedades, se asocia con
trastornos de tipo reproductivo.’>**** Ambos subtipos de la serovariedades Hardjo
pertenecen a especies genéticamente distintas y sin embargo, son antigénicamente
indistinguibles aun con el uso de anticuerpos monoclonales.’® "8

Las principales manifestaciones clinicas resultantes de la infeccion incluyen, trastornos
reproductivos como infertilidad, aborto, nacimiento de crias débiles y disminucion
temporal de la produccion lactea. La serovariedad Hardjo tiene una distribucion
importante en las unidades de produccion bovina, en Brasil se diagnosticé en 80.9 %
de 21 establos lecheros analizados y en el sur de Australia, se identifico en el 100 % de
los establos estudiados.

En un estudio realizado a 4,043 muestras de suero de bovino de diferentes Estados de

la Republica Mexicana, se encontré una seropositividad de 31.1 %, cercana a la

obtenida en un estudio similar en donde se encontré una seropositividad de 34.0 % a



partir de 4,413 muestras de suero de bovinos, siendo las serovariedades Hardjo y
Wolffi las que destacaron en ambos estudios.*®®

Con la informacion generada en este estudio, se concluyé que las serovariedades
Hardjo, Wolffi y Tarassovi fueron las tres serovariedades mas importantes en bovinos
de México para el afio 2002 y se encontrd que existe coincidencia con los hallazgos
publicados en otros paises.*

Con la finalidad de establecer el perfil serologico de leptospirosis en bovinos del
Estado de Chiapas, se analizaron 3,454 muestras, por medio de la prueba de AM,

resultando el 31.7 % de animales positivos, destacando igualmente las serovariedades

Hardjo, Wolffi y Tarassovi.®*

Leptospirosis aguda en bovinos

Esta se observa generalmente en animales recién nacidos y terneros de un mes de
edad, los cuales presentan hematuria, hemoglobinuria, ictericia, meningitis y muerte
como resultado de un estado septicémico grave causado por serovariedades como
Pomona o Canicola. Dentro de los 3 a 5 dias de iniciada la enfermedad, ésta se
manifiesta por fiebre (40.5 a 41.5 °C), depresion, falta de apetito, hemorragias en
encias, anemia hemolitica con orina rojiza, ictericia, meningitis y palidez de mucosas.
Hay aumento de la frecuencia cardiaca, alteracién de la respiracion y muerte.***® A la
necropsia, se observan hemorragias generalizadas en submucosas y serosas. En rifidén
se observan pequefios focos blanquecinos. Pueden encontrarse Ulceras y hemorragias
en la mucosa del abomaso y en caso de hemoglobinuria intensa, ésta se asocia a
menudo con edema pulmonar y enfisema. El estudio histopatologico permite observar
nefritis intersticial difusa, local y necrosis hepética centrolobulillar.®* En las infecciones

provocadas en terneros por la serovariedad Hardjo Hardjobovis, no se manifiesta



ictericia, ni hemoglobinuria, ni anemia y los abortos a diferencia de la serovariedad
Pomona tienden a ser esporadicos.*®

Se ha reportado agalactia subclinica en vacas en produccion que presentan infecciones
con la serovariedad Hardjo Hardjoprajitno.®*

Los animales afectados pueden tener baja produccion de leche dentro de las primeras
12-24 horas y presentar un periodo corto febril. La leche puede tener aspecto rojizo y
coagulos confundiéndose con los primeros calostros; la ubre se torna flacida y blanda
sin inflamacion ni dolor y los cuatro cuartos se ven afectados simultaneamente. En
algunos casos (15.0 % de presentacion) no se reporta un cambio fisico en la ubre, por
lo cual se le conoce a esta signologia como “mastitis fria”. La agalactia puede durar de
dos a 10 dias e incluso mas. 50.0 % de los animales afectados retorna a la produccion
previa y el 50.0 % de éstos soélo recuperara el 90.0 % de la produccion original. Sin
embargo, si la infeccibn se presenta en etapas finales de lactacion, la produccion

puede no retornar ocasionando un secado prematuro.’*®

Leptospirosis cronica en bovinos

Los efectos de la leptospirosis crénica son mucho mas importantes econémicamente
que los efectos de la forma aguda. En estos casos puede haber falla reproductiva
caracterizada por: aborto, mortinatos, nacimiento de animales débiles y bajos de peso,
partos prematuros e infertilidad. La eliminacion de leptospiras a través de la orina,
membranas, liquidos uterinos y fetos de los animales infectados representa el mayor
riesgo para la salud de humanos que entran en contacto con estos animales. Los
bovinos infectados pueden pasar desapercibidos siempre que no haya ninguna
actividad reproductiva que indique alguna anormalidad.®*

Posterior a la infeccion inicial de un hato, sin antecedentes de exposicion a

serovariedades patégenas de Leptospira, podria esperarse hasta un 30.0 % de



abortos, mientras que en un hato donde la infeccibn ha estado ya presente el
porcentaje de abortos fluctia entre un 1y 5.0 %. El aborto se presenta alrededor de las
4 a 12 semanas posteriores a la infeccion porque las leptospiras que invaden el Gtero y
el feto durante el estado agudo o septicémico de la enfermedad, ocasionan la muerte
fetal 24 horas antes del aborto.”**® El aborto puede ocurrir en cualquier etapa de
gestacion, aunque generalmente se manifiesta del sexto mes en adelante (ultimo
tercio). En un estudio de 472 fetos abortados, se reportd que el 95.5 % de abortos
ocurrié, en promedio, al 5° mes de gestacién.®’ Las lesiones observadas en los fetos
abortados y en becerros nacidos débiles, estan asociadas con pérdida de la
vascularizacion, edema de los tejidos de la placenta (alantoides y amnios) y en
ocasiones necrosis de cotiledones.*®

Puede ocurrir retencion placentaria e infertilidad en algunos casos de leptospirosis
crénica.*®®%! posterior al aborto, la bacteria se eliminara en las descargas uterinas
durante dos semanas. A la necropsia, en el feto se observa ictericia en tejido
subcutaneo, liquido sanguinolento en cavidades, hemorragia y esplenomegalia. Los
hallazgos histopatolégicos en el feto son nefritis intersticial difusa y local, necrosis
hepética centrolobulillar y en algunos casos lesiones vasculares en meninges y
cerebro.®’ Se ha relacionado la estacionalidad con la presencia de abortos causados
por Leptospira siendo mas frecuente en los meses de septiembre a diciembre, debido
probablemente a que las condiciones de humedad y precipitacién pluvial favorecen la
infeccion. Aunque se ha considerado que la mortalidad por leptospirosis es baja en
bovinos (del 5.0 al 15.0 %), la morbilidad suele ser elevada segun datos clinicos y
serolégicos (75.0 % en animales adultos y hasta el 100 % en terneros) .*®

Patogenia de la leptospirosis

La entrada del microorganismo tiene lugar por laceraciones cutaneas, piel reblandecida

por exceso de humedad o a través de mucosas. La fuente de infeccion es casi siempre



la orina de animales enfermos que a su vez contamina pastizales y depdsitos naturales
de agua con leptospiras patogenas, fetos abortados o secreciones uterinas. Se
considera que el semen de los toros infectados también puede ser una fuente de
leptospiras patogenas, produciéndose la transmision de la infeccion durante la copula e
inclusive durante la inseminacion artificial.*®*°

Dependiendo del nivel de inmunidad del huésped, de su condicion fisica, su edad al
momento de la infeccion y de la virulencia de la cepa patdgena de Leptospira, el curso
de la enfermedad puede conllevar a cuadros de septicemia, endotoxemia,
hemorragias, hepatitis, nefritis, meningitis, iridociclitis, aborto, nacimiento de animales
prematuros, débiles, retencion placentaria, infertilidad, o bien a una forma subclinica,
reconocida Unicamente por la produccion e identificacion de anticuerpos. De igual
forma, la capacidad de recuperacion de los animales dependera del grado de
susceptibilidad, la virulencia de la cepa involucrada y de la magnitud de las lesiones
ocasionadas en los 6rganos vitales, particularmente el rifién y el higado.*®

Los mecanismos especificos mediante los cuales las leptospiras causan dafio a los
diferentes tejidos del hospedador y conducen a la aparicion de manifestaciones clinicas
no han sido plenamente estudiados. Los diferentes reportes enfocados en los
mecanismos de patogenicidad no han identificado el componente especifico de
Leptospira, responsable del efecto estudiado. Por ejemplo, ha sido demostrada la
adherencia de leptospiras virulentas a células del epitelio tubular renal de raton in vitro
0 a monoestratos de fibroblastos.®*®? Sin embargo, en ningin caso se identificaron las
adhesinas responsables. Se ha postulado a proteinas de unién a la fibronectina como
uno de los componentes de Leptospira que median la uniébn con las células del
huésped, dado que la fibronectina posee una amplia distribucién en el organismo.?

Una preparacion de peptidoglicano de la serovariedad Copenhageni fue capaz de

inducir la liberacion de TNF-a a partir de células mononucleares de sangre



periférica.®>®® En la fase aguda de la enfermedad, los niveles de TNF-o se encuentran
elevados y esta condicién se ha relacionado con la severidad del dafio.®”®® Se propone
gue una glicolipoproteina (GLP) de 30 kDa, induce efectos téxicos a través de su
porcion lipidica, resultando en una perforacion de la MC con la salida de componentes
bacterianos y finalmente muerte celular.®® Se ha observado que en células epiteliales
de los tabulos renales de conejo, la GLP inhibe la actividad de la ATPasa que participa
en la bomba de sodio y potasio de una manera dosis-dependiente.”® Pereira et al.,
(1997) obtuvieron los perfiles proteicos de la GLP de la serovariedad Canicola en
electroforesis de geles desnaturalizantes, fueron observadas bandas con un rango de
peso de 14 a 66 kDa.”* En un modelo experimental con cobayos infectados con
leptospiras patdégenas, la GLP fue detectada adherida a células endoteliales de los
tejidos daflados y a la membrana de células epiteliales junto con otros antigenos,
posterior a la destruccion de Leptospira por parte de elementos del sistema inmune.®?
La activacion celular inducida por la GLP derivé en un incremento significativo de los
niveles de TNF-a e IL10. Esta induccién también dio lugar a la expresién de receptores
diversos en la superficie de linfocitos y macrofagos, pero este efecto Unicamente
se presentd con la GLP de L. interrogans y no se presentd cuando se
utilizé la GLP de L. biflexa.®® Una fraccién de una glicoproteina de Leptospira
mostré la capacidad de inhibir la funcién de la enzima ATPasa,* dicha actividad se
atribuy6 a la presencia de largas cadenas de &cidos grasos en la molécula.®* De igual
forma, las bases moleculares de la quimiotaxis hacia una hemoglobina reportada in
vitro, no han sido establecidas.”® Leptospiras virulentas pueden resistir la accién

bactericida del complemento y de los neutréfilos,?®’

sin embargo, son rapidamente
eliminadas en presencia de anticuerpos especificos.?®%91% No hay evidencia de algin
tipo de toxina secretada por Leptospira, el dafio endotelial que se presenta ha sido

asociado a la presencia misma de Leptospira en tejido renal de cobayos infectados



experimentalmente.’® Se han encontrado evidencias de la capacidad de Leptospira
para invadir células Vero e inducir apoptosis en macrofagos, pero sin definir el
determinante de virulencia especifico. Ambas propiedades se perdieron
significativamente después de un subcultivo in vitro.**? A pesar de que Leptospira no se
considera un patégeno intracelular, leptospiras virulentas fueron capaces de penetrar
monoestratos de células de rifidn canino Madin-Darby polarizadas (MDCK:Madin-Darby
canine kidney cells), mas eficientemente que leptospiras avirulentas.'®® Resulta
interesante que esto se logro sin ninguna alteracion del citoesqueleto.

Una proteina de union a fibronectina con un peso molecular de 36 kDa fue identificada
en una cepa virulenta de la serovariedad Icterohaemorrhagiae y no detectada en una
variante avirulenta ni en una cepa saprofita; sin embargo, el gen homélogo no logro ser
identificado.®

La actividad hemolitica se ha demostrado en varias serovariedades de Leptospira y por
consiguiente, ha resultado de interés caracterizar los genes que codifican para este tipo
de proteinas (hemolisinas). Una esfingomielinasa C codificada por el gen sphA fue
identificada en la serovariedad Hardjo, subtipo Hardjobovis.'®* Secuencias similares
fueron encontradas en todas las cepas patdégenas probadas y en contraste, no se
encontr este tipo de secuencias en serovariedades no patégenas.'® Por otro lado, la
actividad de la esfingomielinasa ha sido reportada en serovariedades como Canicola y
Pomona. Con base en ensayos de hibridacién y experimentos de clonacién, por lo menos
otros siete genes similares a sphA han sido identificados en algunas especies patégenas
de Leptospira. Se ha postulado que la esfingomielinasa SphH reportada en la
serovariedad Lai, pertenece a la familia de hemolisinas formadoras de poro.*®

El LPS de Leptospira constituye el antigeno principal de superficie hacia el cual se
dirige la respuesta inmune con anticuerpos de tipo aglutinante (IgM) y contribuye a la

patologia de la enfermedad. Su estructura exacta no ha sido establecida, sin embargo,



el analisis quimico de éste reveld la presencia del hexosas comunes, aminohexosas,
pentosas y azucares como xilosa y arabinosa raramente encontradas como
constituyentes del LPS en otras bacterias. Asi mismo, el descubrimiento del acido ceto-
deoxioctanoico (KDO) en el LPS de las serovariedades Copenhageni y Hardjo, indica
una composicién similar al LPS de bacterias Gram negativas.’*®° Aztcares metilados y
acetilados también han sido reportados.’® A pesar de la similitud estructural,
bioquimica e inmunologica del LPS de Leptospira con el LPS de bacterias Gram
negativas, éste es por lo menos 10 veces menos toxico para animales y células que el
de otras bacterias, caracteristica también observada en el LPS de otros patdégenos
como Brucella en donde su actividad toxica es inferior al LPS de otras bacterias como
E. coli.’?”%® No obstante, puede activar macréfagos y actuar como un mitégeno para
células B.1*°**° Dicha activacién de macréfagos ocurre a través de los receptores CD14
y TLR2, en lugar de la via que se sigue mediante la interaccion de receptores TLR4 con
el LPS de otras bacterias Gram negativas.'** Resulta interesante considerar que el
TLR2 es el receptor con el que interactian las bacterias Gram positivas y otros
componentes microbianos diferentes al LPS.***

Algo que caracteriza a la leptospirosis es el dafio a los endotelios vasculares, que da
lugar a una vasculitis y posteriormente, facilita la extravasacion de sangre y leptospiras
dentro de los tejidos afectados. Esta condicion reduce el oxigeno y provoca una
isquemia secundaria que afecta a o6rganos como los rifiones, higado, glandulas
adrenales y pulmones.*® El mecanismo por el cual Leptospira induce el dafio renal, no
se ha establecido aun, sin embargo, se ha planteado la hip6tesis de la liberacién de
algun tipo de toxina por parte de Leptospira como responsable del dafio a los
endotelios.**?113

La gran movilidad de Leptospira, es sin lugar a dudas, un factor que contribuye de

manera importante a la diseminacion del microorganismo hacia 6rganos especificos,



posterior a la condicién de leptospiremia, lo cual le permite ademas evadir en ciertas
condiciones, la respuesta inmune del huésped.*®

Es evidente que como mecanismo de patogenicidad, la invasividad posterior al proceso
de infeccidn, tiene una mayor relevancia como causa de dafio por parte de Leptospira,

que la toxigenicidad.

Biologia del género Leptospira

Taxonomia

El andlisis de la secuencia de los genes de ARN ribosomal y reacciones de hibridaciéon
de ADN, han permitido un nuevo ordenamiento taxondémico de las mas de 250
serovariedades reconocidas. De esta forma, la actual clasificacion genética comprende
12 especies de Leptospira, 9 patégenas: L. alexanderi, L. borgpetersenii, L
fainei, L. inadai, L. interrogans, L. kirschneri, L. noguchii, L. santarosai, L.
weilii y 3 no patégenas L. biflexa, L. meyeri y L. wolbachii.*****> Una
mayor comprension de las relaciones filogénicas entre cepas de patdgenas y saprofitas
serd alcanzada toda vez que se determine la secuencia del genoma de las leptospiras
saprofitas.

La clasificacion genética (inicialmente se uso el término genoespecies) tiene muy poca
relacion con la clasificacion serolégica (serogrupos y serovariedades), sin embargo, en
el caso de los dos subtipos antigénicamente indistinguibles de la serovariedad Hardjo,
hay diferencias genéticas que las colocan a cada una en diferente especie (L.
borgpetersenii serovariedad Hardjo subtipo Hardjobovis y L. interrogans serovariedad
Hardjo subtipo Hardjoprajitno).*®

El orden Spirochaetales comprende a dos Familias, Leptospiraceae y Spirochaetaceae.

La familia Leptospiraceae, incluye a tres géneros: Leptospira que agrupa tanto a



especies patdgenas como no patdégenas y los géneros Leptonema y Turneria, los
cuales comprenden especies no patdégenas (Figura 1).

Leptospira

Familia Leptospiraceae —_| Leptonema

Turneria

Orden Spirochaetales — Cristispira
Spirochaeta
Brachyspira

Brevinema

— Famila Spirochaetaceae Anguilina
Serpulina
Treponema

Borrelia

Figura 1. Diagrama de la filogenia del Orden Spirochaetales.

Morfologia 'y movilidad

El género Leptospira comprende a un grupo de espiroquetas acuaticas, las cuales
miden de 6 — 20 um de largo por 0.1 um de didmetro,*® siendo las méas pequefias y
delgadas del orden Spirochaetales. Las leptospiras son bacterias espirales con dos
flagelos localizados en el periplasma (Figura 2), que envuelven el cilindro protoplasmico
y que se insertan sub-terminalmente en la MC.*® Este tipo de flagelo se denomina

endoflagelo o filamento axial y esta constituido por dos tipos de proteinas: el primero es



una proteina con alta similaridad (secuencia de aminoacidos) a la flagelina bacteriana y
que forma la médula del flagelo (FlaA), mientras que el segundo tipo de proteina (FlaB)
forma la envoltura del flagelo.**” Ambos tipos de proteinas son conservados entre las

distintas especies de Leptospira.

Figura 2. Microfotografia de L. interrogans
que muestra el endoflagelo mediante una
tincion de acetato de uranilo. AF — Filamento
axial; S — Cubierta externa. La barra equivale
a 0.5 um.

(Nauman et al., 1969)*°

El funcionamiento de los endoflagelos y el tipo de movilidad en espiroquetas es algo
mas complejo que en otras bacterias. En el caso de Leptospira se han descrito tres
tipos de movimiento (rotacion, translacion y contorsién). Cuando uno de los
endoflagelos gira en direccion contraria a las manecillas del reloj, el extremo de la
célula asume una forma espiral y la célula tenderd a moverse en la direccion sefialada
por este. Cuando los dos endoflagelos giran en la direccion de las manecillas del reloj,
entonces los extremos adquieren la forma de gancho y la célula no se desplaza. La

célula rota sin moverse en una direccion definida (Figura 3). El desplazamiento en una



direccién ocurre cuando uno de los flagelos gira en direccion contraria a las manecillas

del reloj, y el otro en la direccién de las manecillas del reloj.**®

A
a [ - "
s O

Figura 3. Modelo del movimiento de Leptospira. a) con los dos extremos
en forma de gancho; b) Leptospira con los dos extremos en forma de
espiral; c) Leptospira con un extremo en forma de gancho y el otro en
forma de espiral.

(Goldstein and Charon, 1990)**

El genoma de Leptospira esta constituido por dos cromosomas que en su conjunto,
constituyen un genoma de 4.6 Mb, que supera en tamafio al de espiroquetas de vida
estrictamente parasita como Borrelia y Treponema, en las que el tamafio es de 1y 3
Mb respectivamente.’*® Esta Gltima caracteristica probablemente explica la capacidad
de las serovariedades patégenas de Leptospira para sobrevivir durante semanas o
meses en agua o0 medios acuosos, dependiendo del tipo de pH, salinidad y

viscosidad.*® ®°

Supervivencia de Leptospira fuera del huésped y viscotaxis
Fuera de los hospederos de mantenimiento, las leptospiras patdgenas pueden

® sin embargo, no toleran la

permanecer viables en agua destilada por 152 dias;*
presencia de sales o competencia con bacterias ambientales. Por lo tanto, el agua de

lluvia baja en sales y con baja concentracion de bacterias ambientales resulta ideal



para su supervivencia. Las leptospiras estan adaptadas a medios viscosos por los que
tienen una alta afinidad denominada por Petrino y Doetsch (1978) como viscotaxis.>®
En estos medios, Leptospira desarrolla una movilidad direccional, cuya velocidad no es
superada por otras bacterias flageladas.”’ Esta movilidad, similar a la de un
sacacorchos, probablemente contribuye a la capacidad invasiva de Leptospira.”’
Adicionalmente, en estos medios viscosos carentes de nutrientes se ha observado que
leptospiras patégenas se agregan y pueden sobrevivir por periodos de hasta 347
dias.®® Algo similar se ha observado en las tuberias de agua potable, donde
leptospiras saproéfitas aparentemente se asocian a biopeliculas

bacterianas.*?° L.

interrogans posee dos genes estrechamente relacionados a los
genes devR y devS de Myxococcus xanthus, los cuales le permiten mantener su
viabilidad en ambientes acuaticos.*® Dichos genes, en Myxococcus xanthus son
esenciales para activar cambios estructurales inducidos por la carencia de nutrientes y
que tienen como proposito primordial, preparar a la bacteria para mantener su

viabilidad durante condiciones adversas.*?* Es posible que tengan una funcién similar

en Leptospira.

Requerimientos nutricionales y atmosféricos

Los requerimientos nutricionales de Leptospira son simples e incluyen sales
inorganicas y como fuente de energia acidos grasos de 12 a 18 atomos de carbono
(palmitico, estearico y miristico), los cuales son metabolizados mediante
3-oxidacion, generando un nuamero importante de intermediarios metabdlicos que
producen un alto rendimiento de energia.'** No fermentan azlcares y no los
pueden usar como fuentes de carbono. Mientras que L. biflexa requiere
acidos grasos saturados, L. interrogans requiere &cidos grasos insaturados.'®® Los

acidos grasos esenciales requeridos para su nutricion, en altas concentraciones se



vuelven téxicos, razon por la cual deben presentarse en combinacion con un agente
destoxificante que los adsorba del medio. El compuesto que se utiliza para lograr este
efecto con los acidos grasos es la albumina sérica bovina. Adicionalmente, los acidos
grasos pueden ser presentados en una forma no téxica al combinarlos en un complejo
junto con ésteres de sorbitan de polioxietileno (Tween), los diferentes Tween, son
quimicos industriales los cuales también aportan acidos grasos no esterificados,
compuesto al cual se le asigna un grado con un valor numérico de acuerdo a sus
propiedades fisicas, asi se encuentra Tween 20, 40 y 80."** El glicerol (200 mg/l)
incrementa el desarrollo de algunas leptospiras, mientras que el piruvato ayuda al
desarrollo de algunas cepas de las serovariedades Hardjo y Ballum. Los iones de
amonio, obtenidos por desaminacion de aminoacidos, son la Unica fuente reconocida
de nitrégeno. La adicion al medio de cultivo de vitaminas como, cianocobalamina
(vitamina B12), tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina B6) y la biotina. Sales de
fosfato, hierro, calcio y el magnesio, en su conjunto favorecen la actividad metabdlica

de Leptospira in vitro.*?>12°

Antigenos estructurales de Leptospira

La organizacion de su pared celular como en otras espiroquetas, es semejante a la de
bacterias Gram negativas.”® En su membrana externa (ME), el lipopolisacarido (LPS)
representa el antigeno mas importante, siendo la base para la clasificacion seroldgica
de Leptospira.”**?"?8 E| LPS de Leptospira se caracteriza por ser mucho mas corto
que el de una tipica bacteria Gram negativa. Adicionalmente, tiene muy poca actividad
bioldgica y estimula a los macréfagos a través del receptor Toll-like 2.*** El LPS es
detectado en la prueba AM y por lo tanto es la base para la clasificacién antigénica en

serogrupos y serovariedades. Los anticuerpos contra el LPS de Leptospira son



considerados protectivos en ciertas especies animales; sin embargo, la proteccion que
genera es serovariedad especifica y de corta duracién.*®

Los genes para la biosintesis del LPS de Leptospira estan organizados en el locus rfb.
31 marcos abiertos de lectura (MAL) fueron caracterizados genéticamente y el analisis
de los loci rfb de los subtipos Hardjobovis y Hardjoprajitno, pertenecientes a
distintas especies (L. borgpetersenii y L. interrogans), sugiere que la similitud
antigénica se origin6 a partir de transferencia horizontal de genes de Hardjobovis hacia
el ancestro de la serovariedad Copenhageni, dando origen al subtipo Hardjoprajitno
adaptado al bovino.*?812°

Por otro lado, otros antigenos superficiales incluyen a las proteinas de la membrana
externa (PME) que en su mayoria estan constituidas por lipoproteinas. En la ME de
serovariedades patdégenas de Leptospira se han identificado 67 unidades proteicas, de
las cuales por lo menos 12 son productos de distintos genes.**° Se ha demostrado que

algunas de estas proteinas inducen respuestas inmunes protectivas en animales de

laboratorio.*®

Inmunogenicidad

Como sucede en bacterias Gram positivas, la MC de las espiroquetas esta
estrechamente asociada con el peptidoglicano de la pared celular. Ademas, poseen
una ME que las provee de una barrera impermeable, ademas de contener antigenos
que interaccionan con el medio extracelular. Su superficie es dominada
proporcionalmente por la porcion polisacérida del lipopolisacérido (LPS), el cual es
accesible al sistema inmune.*®

Un andlisis de la movilidad de Leptospira revel6 que la ME es totalmente fluida, lo cual

contrasta con la ME de las bacterias Gram negativas.™®



Estudios utilizando anticuerpos monoclonales han mostrado que el LPS es el blanco de
anticuerpos opsonizantes aglutinantes de tipo IgM, de ahi que tenga un papel
importante en la inmunidad contra la infeccién.’®® Asi mismo, anticuerpos monoclonales
contra el LPS proveen proteccién pasiva contra la infeccion y LPS purificado puede

estimular inmunidad activa.”®*** El

LPS como antigeno aglutinante, es el mas
importante para la clasificacion antigénica de Leptospira.

Es claro que preparaciones de LPS de Leptospira pueden promover una inmunidad
protectora; sin embargo, esta inmunidad es generalmente serovariedad especifica.*®
Andlisis quimicos del LPS mostraron la presencia de hexosas, aminohexosas, pentosas
y algunos otros azlUcares raramente encontrados como componentes del
lipopolisacarido, como xilosa y arabinosa.®?* A pesar de la similitud estructural,
bioquimica e inmunoldgica del LPS de Leptospira con el de bacterias Gram negativas,
el primero es al menos 10 veces menos toxico para animales y células. No obstante, el
LPS de Leptospira puede activar macrofagos y actuar como un mitdgeno para células
B.1® Se ha postulado que esa disminucién en la actividad toxica pudiera ser el
resultado de la ausencia de &cido p-hidroxi-miristico en el LPS de Leptospira.'°
Kalambaheti et al., (1999) dio a conocer la organizacion de los primeros 31 MAL en
Leptospira borgpetersenii serovariedad Hardjo subtipo Hardjobovis, los cuales codifican
para enzimas involucradas en la biosintesis de azucares activadas, glicosiltransferasas
y proteinas transportadoras y procesadoras de azlcares.™® Posteriormente, 75 MAL
correspondientes al locus rfb de Leptospira interrogans serovariedad Hardjo subtipo
Hardjoprajitno fueron secuenciados y analizados, sin embargo, la secuenciacion de
este locus no fue concluida.’®* Es Interesante que el locus rfb en Hardjobovis posee
secuencias de insercion (dos elementos IS 1533 y un elemento semejante a la familia
IS5 localizado entre los MAL 14 y 15), lo cual deja abierta la posibilidad de adquisicién

horizontal de informacién genética. Al analizar el locus rfb de Hardjoprajitno



(serovariedad serolégicamente indistinguible de Hardjobovis) se comprobd que no
poseia elementos de insercion y, al realizar la comparacion de las dos secuencias, se
determind que este locus estaba organizado en cuatro segmentos. Dos de estos MAL
1-14 (ORFJ1-14) y MAL 21-22 (ORFJ21-22), denominados A y C, tuvieron una mayor
identidad con sus homoélogos en Leptospira borgpetersenii serovariedad Hardjobovis,
mientras que los MAL 15-20 (ORFJ15-20) y MAL 23-31 (ORFJ23-31), denominados B y
D, mostraron un mayor grado de identidad a la serovariedad Copenhageni de
Leptospira interrogans.*?®

La hipdtesis de transferencia de informacion genética se ve reforzada por el hallazgo
de esas cuatro regiones en el locus rfb del subtipo Hardjoprajitno en dos de las cuales
Ay C, la identidad nucleotidica cercana al 100 % entre los subtipos Hardjobovis y
Hardjoprajitno sugiere la posibilidad de transferencia horizontal de esas regiones,
desde Hardjobovis hacia un ancestro de Hardjoprajitno. Tal ancestro pudiera ser una
serovariedad como Copenhageni, la cual muestra una alta identidad nucleotidica en las
regiones B y D del locus rfb con Hardjoprajitno.*?® Recientemente, Carrillo et al. (2004;
2005) demostraron la presencia de un regulador de la transcripcion, corriente debajo de
orfJ14 — orfJ15. Este elemento muestra una hipotética estructura secundaria
semejante al regulador de la transcripcion del locus trp de Bacillus subtilis y
pudiera jugar un papel en la expresion del LPS del subtipo Hardjoprajitno de manera
similar a la que la IS 5 (localizada en la misma regi6n).*3>*3¢

Se ha establecido que la diversidad de las serovariedades del género Leptospira esta
relacionada con la estructura y composicién del LPS.**" En varios trabajos se ha
estudiado el papel que tiene el LPS del género Leptospira con relacion a la inmunidad

78,100

en diferentes especies y los genes asociados con su biosintesis han sido

parcialmente encontrados en una regién denominada locus rfb.*?%138



En el afio 2004, la secuenciacion del locus rfb fue concluida en su totalidad para dos
serovariedades correspondientes a diferente especie. Por un lado, el analisis completo
del genoma de Leptospira interrogans serovariedades Copenhageni y Lai reveld una
region de 119 kb en la cual la prediccién de 108 posibles MAL transcritos en la misma
orientacion posee genes relacionados con la biosintesis del LPS, incluyendo el grupo
de genes que codifica para el antigeno “0”.*****° Aunque en las primeras 14 kb de esta
region se encontraron genes relacionados con proteinas ribosomales y para la
replicacion del ADN, en las restantes 105 kb se encontraron 94 MAL, 56 de los cuales
estan claramente relacionados con la biosintesis del LPS. Por otra parte, la
secuenciacion del genoma de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo revel6 un total
de 106 MALs, lo cual hace a este locus rfb el mas grande para biosintesis de LPS,

reportado a la fecha.**

Proteccién heteréloga contra leptospirosis

Ya se ha establecido una interaccion especifica entre anticuerpos reactivos y activacion
del complemento con la envoltura externa de las leptospiras.®® De igual forma, se ha
comprobado que la envoltura externa actia como un potente inmundgeno en ensayos
realizados en hamsteres,**' bovinos'*? y perros,**® los cuales al ser inmunizados
exitosamente con preparaciones de la envoltura externa, se mantuvieron libres de
enfermedad y en la mayoria de los casos se evitd el estado de portador renal.

Brown et al. (1991) realizaron una descripcion de los antigenos de la ME y proteinas
totales solubles en detergente obtenidas de lisados a partir de diferentes
serovariedades patégenas, entre éstas, las serovariedades Hardjobovis y
Hardjoprajitno. La similitud en los perfiles proteicos entre Hardjobovis y Hardjoprajitno
es evidente tanto en los extractos totales como en las preparaciones de ME solubles en

detergente. Sin embargo, se noté una diferencia al parecer cuantitativa mas que



cualitativa en la distribucion de proteinas entre ambas cepas y entre las distintas cepas
evaluadas.’* Varios investigadores también han concluido que algunas interacciones
entre antisueros y diferentes cepas de Leptospira sugieren, de igual forma, diferencias
cuantitativas y no cualitativas en las proteinas expresadas. Johnson y Muschel (1966)
encontraron que las diferencias en la sensibilidad de leptospiras a anticuerpos y
complemento se debian a la cantidad de antigenos especificos presentes en su

superficie;**

mientras que Thiermann y Garret (1983) encontraron que animales
infectados experimentalmente, frecuentemente presentaban altos titulos de anticuerpos
contra serovariedades heterélogas mas que contra serovariedades homélogas.**®

Durante la década de los noventas, surgié un interés mayor por estudiar a fondo
aguellos componentes estructurales de la envoltura externa de leptospiras patdégenas
que pudieran asociarse con inmunogenicidad, ya que era claro que, al estar expuestos
en la superficie de la bacteria, establecen la interaccion primaria con el sistema inmune.
En un estudio realizado por Nicholson y Prescott (1993), PME de 7 serovariedades
patbgenas de Leptospira (Grippotyphosa, Hardjobovis, Autumnalis, Bratislava,
Canicola, Icterohaemorrhagiae y Pomona) fueron investigadas para identificar
proteinas comunes expuestas en la superficie. Electroferesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida (siglas en Inglés de sodium duodecyl sulfonate-
polyacrilamyde gel electrophoresis, SDS-PAGE) revelaron siete bandas de proteinas
con masas moleculares aproximadas de 77, 66, 59.5, 42, 35.5, 24 y 18 kDa, comunes
para todas las serovariedades utilizadas. Inmunotransferencias tipo Western de las
mismas fracciones fueron detectadas utilizando anticuerpos policlonales contra
leptospiras patdégenas (Bratislava, Canicola y Hardjo), evidenciando seis bandas
comunes con pesos de 66, 59.5, 44, 42, 35.5 y 18 kDa en las 7 serovariedades.*’ La

banda comun de la PME de 66 kDa habia sido previamente asociada con virulencia en

un estudio con la serovariedad Grippotyphosa,**® pero en el estudio realizado por



Nicholson y Prescott se encontro esta proteina tanto en cepas de laboratorio como en
aislados de campo. Existe la posibilidad que esta banda pueda ser la misma reportada
por otros investigadores como una PME de 63 kDa, la cual parece ser el precursor de
una hemolisina.**°

En afos recientes, el foco de atencion para los investigadores de la leptospirosis ha
sido la busqueda de antigenos protectores, pero ahora dirigido hacia proteinas
conservadas de la ME de leptospiras patdégenas, las cuales pudieran ser capaces de
estimular una inmunidad heterdlaga entre diferentes serovariedades del género

Leptospira.*°

Genomas de especies patdogenas de Leptospira

La secuenciacion de cuatro genomas de Leptospira ha generado hallazgos con un
potencial relevante para futuras investigaciones. EI genoma de Leptospira interrogans
serovariedad Lai fue el primero de este género bacteriano en ser secuenciado. Tiene
un tamafo de 4,691,184 pb, siendo mucho méas grande que el de otras espiroquetas por
ejemplo, T. pallidum 1,138,000 pb y B. burgdorferi 1,519,857 pb incluyendo plasmidos).
En la serovariedad Lai, el genoma consiste de dos cromosomas circulares, uno pesado
de 4,332,241 pb (Cl) y uno ligero de 358,943 pb (CII), (Figura 4). Mas de 30 copias de
secuencias de insercién (por sus siglas en Inglés de insertion sequence, 1S), incluyendo
miembros de las familias 1S1500 y IS1501 han sido identificadas en el genoma de
Leptospira. Se obtuvo la prediccién genética de 4,768 posibles genes, entre estos, 37
genes para acido ribonucleico de transferencia ARNt y cuatro genes para &cido
ribonucléico ribosomal 16S (rrs). EI ndmero bajo de genes de ARNt puede explicar en
parte el desarrollo lento de Leptospira interrogans in vitro.**

De 4,727 secuencias que codifican para proteinas supuestas y verdaderas, 4,360 se

encuentran sobre el Cl y 367 en el CIl, todos los genes que codifican para ARNr (2



genes) y ARNt (37 genes) fueron encontrados en el Cl. Aunque muchos de los genes
requeridos para el desarrollo y viabilidad se encuentran localizados sobre el ClI, algunos
genes esenciales para Leptospira se encuentran en el Cll, como el gen asd, cuyo
producto es esencial para la produccion de diaminopimelato, uno de los constituyentes
del peptidoglicano de Leptospira, el cual es fundamental para la estructura de la pared
celular. Lo anterior, sustenta el hecho de que verdaderamente el CII, es un cromosoma
que forma parte del genoma y no es un plasmido.****%*

Sobre las bases de la similitud de secuencias, se han asignado funciones biologicas a
cerca del 44.0 % de los genes (2,060), mientras que el 15.0 % de ellos (715) se

encuentran codificando para proteinas con funcion desconocida.
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Figura 4. Representacion del genoma circular de L. interrogans serovariedad Lai, que comprende un
cromosoma pesado (Cl) y un cromosoma ligero (Cll). La escala externa se muestra en kilobases. El
rango de circulos va de 1 (el circulo exterior) a 6 (el circulo interno) para Cl y de | (circulo exterior) a IV
(circulo interno) para CIl. Los circulos 1/1 y 2/1l, corresponden a los genes en sentido adelantado y
reverso respectivamente; circulo 3, genes correspondientes a tRNA; circulo 4, genes correspondientes a
rRNA,; circulo 5/11l, GC relacion (el G-C)/(G 6 C); rojo indica los valores > 0; el verde indica los valores <
0); circulos 6/1V, contenido de G + C. Todos los genes estan coloreados de acuerdo a las funciones que
codifican: Naranja, biosintesis de aminoacidos; verde, purinas, pirimidinas, nucleosidos y nucleotidos;
azul, metabolismo de &cidos grasos y fosfolipidos; magenta, biosintesis de cofactores, grupos prostéticos
y acarreadores; el caqui, metabolismo central intermediario; azul verdoso, metabolismo de energia;
orquidea transporte y proteinas de unién; amarillo, metabolismo de ADN; verde oscuro, transcripcion;
café, sintesis de proteinas; verde amarillento, funciones regulatorias; rosa, pared celular; salmon,
procesos celulares; azul marino, otras categorias; gris claro, regiones conservadas; gris oscuro,
proteinas hipotéticas; gris pizarra, proteinas de funcién desconocida y negro, tRNA y rRNA.
(Ren et al., 2003)***



De los genes, 1,952 (41.0 %) no presento similitud a ninguno de los genes reportados
en otros microorganismos.**?

La quimiotaxis es considerada un importante mecanismo en bacterias patdégenas. Al
menos 50 genes (no incluidos genes de quimiotaxis) relacionados con la movilidad, han
sido encontrados. Aparentemente, el sistema de quimiotaxis de L. interrogans es mas
complejo que el de otras espiroquetas, ya que al menos 12 genes codificando para
proteinas aceptoras de metilos (PAM) relacionadas con la quimiotaxis han sido
encontrados. Un gen que mostré6 homologia con el gen gspD, cuyo producto de
expresion, la secretina GspD, forma parte del sistema de secrecion tipo Il (T2SS) de
Escherichia coli, ha sido identificado en el Cl de la serovariedad Lai junto con
otros 16 genes relacionados. Similar a B. burgdorferi, T. pallidum y espiroquetas
intestinales como Brachyspira, L. interrogans posee las proteinas de recubrimiento
FlaA 'y la proteina del nucleo FlaB como el componente esencial de su filamento axial.
El genoma de L. interrogans serovariedad Copenhageni posee igualmente dos
cromosomas circulares con un total de 4,627,366 pb: ElI cromosoma CI posee
4,277,185 pb y el cromosoma CIlI posee 350,181 pb (Figura 5), en ambos cromosomas
el origen de la replicacién ha sido identificado.™*® Como se ha descrito anteriormente,
genes codificando para ARNr no se encuentran organizados en operones como en
muchas otras bacterias Gram negativas y se han encontrado en el Cl. Se han
identificado un gen rrf, dos genes rrl y dos rrs los cuales codifican para ARNr 5S, 23S y

16S respectivamente.**?
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Figura 5. Mapas de los cromosomas circulares (Pesado CI; Ligero CIl) de Leptospira interrogans
serovariedad Copenhageni. Los circulos 1y 2 (del exterior al interior, sentido adelantado y reverso de la
cadena, respectivamente), todos predijeron para regiones codificantes de proteinas. El color se refiere a
la categoria del gen. El circulo 3 indica el contenido de G + C. Los numeros en el circulo exterior
corresponden a los pares de bases. Genes del rRNA, rrl, rrs y rrf son 23S, 16S y 5S, respectivamente.
Nota: los dos replicones no estan esquematizados con misma escala, Cll es 12 veces menor que ClI.
(Nascimento et al.,
2004)'*

De 3,731 secuencias que codifican para proteinas, 3,455 se encuentran sobre Cly 276
en CIl. Sobre las bases de la similitud de secuencias, se han asignado funciones
biolégicas al 52.0 % de los genes (1,812), mientras que el 48.0 % de los genes (1,643)
se encuentran codificando para proteinas hipotéticas en el CI. De igual forma, se
encontraron secuencias que codifican para 37 ARNL.

En el Cll, se han asignado funciones biolégicas al 58.0 % de los genes (161), mientras
que el 42.0 % de los genes (115) se encuentran codificando para proteinas

hipotéticas.***

Informacién gendmica referente a los mecanismos de virulencia y
patogenicidad reveld la presencia de varios genes cuyos homologos estan relacionados
con la adhesién e invasion a células eucariotas como los genes mce de Mycobacterium

avium (NCBI NC: 008596, GenelD:4526549, 2006), invA de Salmonella enterica subsp.



enterica serovariedad Choleraesuis cepa SC-B67,*3

astE de Bordetella bronchiseptica
RB50* y el gen mviN de Salmonella enterica subsp. enterica serovariedad Typhi cepa
CT18."° La primera lesién causada por leptospiras patégenas es el dafio al endotelio
de pequefios vasos, provocando hemorragia, isquemia localizada y posteriormente en
multiples 6rganos. Como una consecuencia, necrosis de tubulos renales, dafio hepato-
celular, meningitis y miositis puede ocurrir en los huéspedes infectados, en los cuales la
hemodlisis puede jugar un papel importante en este proceso.*® Varios genes codificando
para potenciales hemolisinas fueron identificados en el genoma de Copenhageni.
Algunos de éstos estan estructuralmente relacionados con la esfingomielinasa C
(LIC10657, LIC12631, LIC12632, LIC11040 y LIC13198). Aunque genéricamente estas
moléculas son consideradas esfingomielinasas, es posible que estos genes codifiquen
para hidrolasas, las cuales no sélo actian contra esfingomielina, sino también sobre
otros esfingolipidos. De ahi que los eritrocitos representen el blanco para estas
enzimas dado que poseen importantes cantidades de glicoesfingolipidos similares a los
determinantes antigénicos del sistema ABO de los grupos sanguineos.***

Otro tipo de hemolisinas corresponden a la clase Tly, primeramente identificadas en
Brachyspira hyodysenteriae, en cuyo caso fue demostrada la actividad hemolitica y
citotoxica de las proteinas recombinantes TlyA, TlyB y TlyC expresadas en E. coli.**®
Este tipo de hemolisinas pertenece a la familia de proteasas dependientes de ATP.
Cinco genes de la clase tlyABC (LIC10284, LIC10339, LIC11814, LIC12017 vy
LIC13143) fueron identificados en el genoma de Copenhageni, los cuales, no presentan
una similitud estructural con tlyABC de Brachyspira hyodysenteriae.**

Bulach et al. (2006) publicaron la secuencia completa de dos genomas de Leptospira, a
partir de dos cepas de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo (Hardjobovis), la cepa

L550 apatdgena para hamster y la cepa BJ197 patdgena para hamster, (Cuadro 3). Al

igual que otros genomas del género Leptospira’®**, las cepas L550 y BJ197 de L.



borgpetersenii poseen dos cromosomas, uno pesado (Cl) con 3,614,446 pb vy
3,576,473 pb y un cromosoma ligero (CIl) con 317,336 pb y 299,762 pb
respectivamente, (Figura 6).4°

Zuerner primeramente, reportd la presencia de elementos de insercion de la familia
IS1533, correspondiendo aproximadamente al 3.5 % del genoma de L.
borgpetersenii.*>’ Bulach et al., (2006) encontraron 77 y 84 copias completas de 1S1533
en las cepas L550 y JB197 respectivamente y aproximadamente 25 copias parciales de
esta misma se encuentran distribuidas en cada genoma, lo cual sugiere evidencias de
los frecuentes eventos de transposicion y recombinacion que alteran la organizacion
del genoma y por consiguiente, contribuyen significativamente a cambios en la
organizacion y funcion de diversos genes en Leptospira. Dichos elementos genéticos
méviles, comprenden aproximadamente al 7.0 % del genoma de L. borgpetersenii.**
Se encontro que elementos IS, frecuentemente flanquean rearreglos cromosomales y
se estima que el 17.0 % de los pseudogenes encontrados, son resultado una

disrupcion mediada por este tipo de elementos. Un total de 15 genes en la cepa L550 y

25 en la cepa JB197 estan truncados por el elemento 1S1533.



Cuadro 3. Algunas caracteristicas de dos genomas de Leptospira borgpetersenii serovariedad
Hardjo, cepas L550, no patégena para hamster y BJ197, patdgena para hamster.

CARACTERISTICAS

Cl cl Cl Cll
Tamafio del cromosoma, 3,614,446 317,336 3,576,473 299,762
(pb)
Contenidode G + C, % 40.23 40.16 40.23 40.43
Proteinas codificadas, % 74.0 73.9 73.8 74.8
Secuencias que codifican 2,607 235 2,540 230
para genes funcionales
Genes con funcion 1,647 134 1,594 131
asignada
Proteinas hipotéticas 363 31 363 30
conservadas
Proteinas hipotéticas 597 70 583 69
Unicas
Pseudogenes 228 20 248 22
Transposasas (intactas) 114 7 121 5
Total de secuencias 2,949 262 2,909 257
codificantes *
ARNt 37 0 37 0
ARNTr 23S 2 0 2 0
ARNTr 16S 2 0 2 0
ARNTr 55 1 0 1 0

(Bulach et al.,
2006)™°

* No incluyendo transposasas y pseudogenes



Por otro lado, De la Pefia (2002) reportd la presencia de un vestigio de una
transposasa de un elemento semejante al de la familia de los elementos IS5, en la
region intergénica orfJ14 — ofrJ15 del locus rfb de L. Interrogans serovariedad Hardjo
subtipo Hardjoprajitno. Dicho vestigio es correspondiente a un fragmento de 199 pb de
la transposasa IS5 presente en la misma regidn intergénica pero de L. borgpetersenii
serovariedad Hardjo subtipo Hardjobovis.'** Se plantea la hipétesis de que la
serovariedad Hardjoprajitno tuvo su origen en algun antecesor de la serovariedad
Copenhageni, la cual adquirio por transferencia horizontal regiones del locus rfb
procedentes de la serovariedad Hardjo subtipo Hardjobovis, para dar origen a la
serovariedad Hardjo subtipo Hardjoprajitno y poder adaptarse a los tejidos del bovino,
fendmeno en el que pudieron participar los elementos semejantes a los de la familia
IS5, lo cual explica la presencia del vestigio de 199 pb anteriormente referido.*?®

Asi mismo, 14 nuevos elementos IS fueron descubiertos en el genoma de L.
borgpetersenii, los cuales también promueven la formacion de pseudogenes. En varios
loci, multiples copias de diferentes elementos IS estan en estrecha proximidad unos

con otros para generar loci complejos con un tamafio superior a las 5 kb.**°
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Figura 6. Mapa del genoma de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo cepa L550. La
informacion funcional para los cromosomas pesado (Cl) y ligero (Cll), se presenta en
anillos concéntricos (los mapas no estadn dibujados a escala; los tamafios de los
replicones se muestran en pb). Empezando del exterior: genes codificados en la cima
de la cadena (primero el anillo), genes codificados en el fondo de la cadena (segundo
anillo), transposasas (tercer anillo) y pseudogenes (cuarto anillo). Los genes estan
coloreados segun las categorias funcionales correspondientes mostradas en la figura.
El quinto anillo muestra las desviaciones del contenido G-C a partir del promedio
gendmico calculado usando una ventana de 10 kb en los pasos de 1 kb; valores
mayores que el promedio quedaron fuera del anillo y valores menores al promedio
quedaron dentro del anillo. El anillo mas profundo muestra sesgo de G-C calculado,
usando una ventana de 10 kb en pasos de 1 kb; se muestra es sesgo positivo en color
verde y el sesgo negativo en color parpura.
(Bulach et al., 2006)**°



Intrones del grupo Il recientemente detectados en procariontes, pueden ser transferidos
entre bacterias sobre elementos conjugativos y moverse de un sito a otro en el mismo
cromosoma mediante retrotransposiciéon.’®® Su presencia en L. borgpetersenii provee
evidencia de la transferencia lateral de informacion genética en Leptospira.

La presencia de elementos IS en L. borgpetersenii es evidencia de eventos de
recombinacion 'y funciones de reparacibn asociadas con transposasas.
Aproximadamente, 12.0 % de las secuencias codificantes, codifican para transposasas
y pseudogenes o fragmentos de genes, mientras que en el genoma de L. interrogans
dichas secuencias corresponden a menos del 4.0 %.**° Diferencias significativas en la
organizacion de los genomas de L. borgpetersenii y L. interrogans son probablemente
debidas a rearreglos mediados por IS. Sorprendentemente, muchos posibles operones
no presentan disrupcion de sus genes, sin embargo, su localizacion esta alterada. De
manera interesante, los cambios en la organizacion genética y la pérdida de
genes que ha sido demostrada en L. borgpetersenii no afecta la virulencia,
ya que tanto L. borgpetersenii como L. interrogans pueden causar infecciones
letales en especies animales para las cuales no son consideradas hospederos de
mantenimiento.

Considerando que el genoma de L. borgpetersenii es 16.0 % mas pequefio que el
genoma de L. Interrogans, se ha especulado sobre la posibilidad de que L.
borgpetsersenii esté llevando a cabo un proceso de reduccién de su genoma mediado
por IS, con base en los hallazgos obtenidos en el género Bordetella, donde la pérdida
de ADN a través de eventos de recombinacion entre elementos IS, pudiera ser un
mecanismo de especiacién.'*® En contraste, L. interrogans puede estar llevando a cabo
una expansion de su genoma mediante duplicacién de genes, asi como adquisicion de
material genético, como fue evidenciado por la presencia de nuevos genes con

respecto a L. borgpetersenii, incluyendo genes potenciales de fagos.*%3°



La comparacion de los genomas de L. interrogans y L. bogpetersenii mostré que la
pérdida de informacion genética en ésta ultima, estaba concentrada en los genes que
codifican para proteinas que le permitirian adaptarse y sobrevivir en diversos
ambientes (transduccion sensoria y mecanismos de defensa). La presencia de muy
pocos genes relacionados con funciones metabodlicas y transporte de solutos,
probablemente limite la diversidad de nutrientes que pueden ser utilizados por L.
borgpetersenii. En contraste, L. interrogans posee un mayor numero de genes
relacionados con transduccion de sefiales, factores reguladores transcripcionales,
diversas funciones metabdlicas y transporte de solutos, consistentes con su capacidad
para sobrevivir en el agua durante semanas, e incluso meses.

La evaluacion de la sobrevivencia de L. borgpetersenii y L. interrogans en condiciones
experimentales, utilizando agua a 20 °C, reveld una pérdida >90.0 % de la viabilidad
para L. borgpetersenii a las 48 hrs de incubacion, mientras que L. interrogans mantuvo
el 100 % de su viabilidad durante el mismo tiempo de incubacion. L. interrogans mantuvo
30.0 % de viabilidad a las tres semanas de incubacion, al tiempo que no se detectd
ninguna forma de L. borgpetersenii viable (Zuerner RL, dato no publicado), coincidiendo
en parte con lo demostrado previamente por Trueba et al.,, (2004) respecto a la
supervivencia de Leptospira en agua.®® Estos resultados soportan la hipétesis acerca
de que L. borgpetersenii no tolera la carencia de nutrientes estando fuera de un
hospedero mamifero. Opuestamente, L. interrogans parece ser mas tolerante a la
carencia de nutrientes y permanecer viable fuera del hospedero en ambientes
acuaticos y posteriormente, adaptarse facilmente a un nuevo hospedero mamifero.
Esta interpretacidbn es consistente con estudios epidemioldgicos que muestran gue las
infecciones con L. interrogans usualmente resultan a partir de la exposicion con agua
superficial contaminada, mientras que las infecciones con L. borgpetersenii

ocurren por contacto directo con fluidos corporales contaminados con esta



espiroqueta.’*® Asi mismo, dicha dificultad que presenta L. borgpetersenii para sensar
las condiciones ambientales y adaptabilidad a la carencia de nutrientes incrementa su
dependencia hacia un hospedero mamifero para mantenerse viable, la limita a un ciclo
de transmision hospedero a hospedero. Bacterias que dependen de un hospedero para
sobrevivir incluyen a patdgenos como Treponema pallidum y simbiontes como
Buchnera aphidicola, las cuales han reducido su genoma, quedando con un limitado
potencial metabdlico, asi como una limitada capacidad para responder a cambios
ambientales, 00161162

Aproximadamente el 55.0 % de las secuencias que codifican para posibles
proteinas en L. borgpetersenii contienen regiones con similitud para secuencias
conocidas, lo cual facilito la clasificacion de acuerdo a los grupos de ortélogos. De esas
secuencias, 31.0 % codifican para proteinas con predicciones de localizacion en la MC,
un valor similar al encontrado en L. interrogans. La identificacion de PME potenciales
es esencial para desarrollar vacunas de sub-unidades. Las PME usualmente asumen

una conformacion de B-barril,*®®

en las cepas L550 y BJ197, 50 y 49 genes que
codifican para proteinas con potencial para asumir dicha conformacion, fueron
encontrados respectivamente, incluyendo a OmpLl, una porina transmembranal
confirmada en su actividad,'®* ademéas de los genes que mostraron relacién con
aquellos que codifican para las proteinas TonB y TolC.'****° En las cepas L550 y
BJ197, fueron identificados 128 y 121 genes que codifican para posibles lipoproteinas,

no incluyendo pseudogenes respectivamente, éstos incluian a todas las lipoproteinas

conocidas de Leptospira y un homologo de ompA.



Identificacion y clasificacion de las proteinas en especies patdégenas de
Leptospira

El tipo de proteinas predominante en la ME de espiroguetas lo constituyen las
lipoproteinas y Leptospira no es la excepcion. En Leptospira, dos clases principales de
proteinas de la pared celular han sido identificadas. La primera clase comprende a las
lipoproteinas, a las cuales se les ha asignado las siglas LipL, éstas son las mas
abundantes y la mayoria se ubica en la ME. De éstas, LipL32 es la mas abundante y se
ubica en la superficie;'®% LipL36 se ubica en el periplasma;’®"'%® LipL48 se
encuentra inmersa en la ME;**® LipL41 también esta expuesta en la superficie.'"
LipL21, ha sido definida como la segunda lipoproteina mas abundante expuesta sobre
la ME, la cual tiene un peso molecular de 21 kDa. Estas proteinas ha sido
encontradas en forma conservada Unicamente en especies patdgenas entre las
gue se encuentran L. borgpetersenii, L.interrogans, L. kirschneri, L.
noguchii, L. santorosai y L. weilli.!”* El alineamiento de las secuencias de
aminoacidos de LipL21 a partir de estas seis serovariedades patdgenas reveldé una
identidad del 96.0 al 100 %, indicando que esta proteina pertenece a la familia de
proteinas conservadas de la ME que son Unicas en su tipo para serovariedades
patbgenas y que no tienen una significativa similitud con proteinas de otros
organismos, incluidas otras espiroquetas patégenas.*’*

Al igual que otras lipoproteinas de bacterias Gram negativas, las lipoproteinas de
Leptospira se encuentran ancladas a la membrana por medio de sus cadenas de
acidos grasos que modifican el aminoécido cisteina de la porcion amino terminal. En el
genoma de L. interrogans serovariedad Copenhageni, un total de 184 genes fueron
encontrados con una sefial de reconocimiento de lipoproteinas. Lip45 participa en las
rutas de secrecién de lipoproteinas hacia ambas membranas, interna y externa.'’

Algunas de las posibles funciones asignadas a las recientemente identificadas



lipoproteinas son: termolisinas, metaloproteasas, esfingomielinasas, fosfolipasas,
citocromo C peroxidasa, glucosa deshidrogenasa y colesterol oxidasa.™**

La segunda clase esta representada por proteinas transmembranales, de éstas, la
primer proteina transmembranal descrita en espiroquetas, se denominé OmpL1, la cual
conforma wun trimero, que es una estructura caracteristica de proteinas
transmembranales y al parecer funciona como una porina modificable por calor que
permite el paso de moléculas con un peso molecular menor a los 1,000 Daltons.***!"
El andlisis del genoma de Copenhageni reveld6 83 MAL que codifican para PME
transmembranales.'3%1%4

Proteinas conservadas de la ME incluyen a las anteriormente descritas OmpL1, LipL32
y LipL41. Dado que estas proteinas son unicas para leptospiras patdgenas, es probable
que pudieran tener una funcién especifica en la patogénesis. Aunque es interesante
esta especulacion, sobre patogénesis y PME conservadas, seria necesario generar
mutantes a partir de especies patdgenas de Leptospira y asi realizar su evaluacién
funcional; sin embargo, no existe tecnologia hasta ahora para el desarrollo de estos

estudios.!™ Un esquema de la localizacién de proteinas externas de Leptospira se

presenta en la Figura 7.

Otros tipos de proteinas recientemente identificados

Recientemente, un estudio sistematico de la ME identificé 8 nuevas proteinas de la ME
en Leptospira interrogans serovariedad Lai. En ese estudio preparaciones de la ME de
leptospiras que fueron cultivadas bajo diferentes condiciones ambientales (presencia y
ausencia de Fe y suero y temperaturas de 25, 30, 37 y 42°C), fueron separadas
mediante electroforesis de doble dimensién y posteriormente analizadas por

espectrometria de masas.™*
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Figura 7. Modelo de la arquitectura de la pared celular de Leptospira. Posee dos
membranas, una membrana externa (ME) y una membrana citoplasmatica o membrana
interna (MC). Como en las bacterias Gram-positivas, el peptidoglicano (PG) de la pared
celular esta estrechamente asociado con la MC. La superficie de Leptospira esta
dominada por el lipopolisacarido (LPS). Las proteinas de sub-superficie incluyen a la
proteina citoplasmica, GroEL, y el endoflagelo periplasmico (EP). La MC contiene
lipoproteinas como LipL31 y proteinas transmembranales, tales como una peptidasa
sefial (SP) y una proteina estructural denominada ImpL63. La ME contiene
principalmente lipoproteinas que incluyen a LipL4l y LipL36, y proteinas
transmembranales incluyendo la porina, OmpL1. Un andlisis de la secuencia del
genoma reveld varios posibles nuevos tipos de proteinas de la membrana externa
(PME), incluyendo una supuesta proteina TonB dependiente involucrada en la
adquisiciéon de nutrientes. BtuB es un ejemplo de una PME TonB-dependiente
involucrada en la captacion de vitamina B12. El sistema de secrecion tipo | esta
representado por TolC que forma un complejo con proteinas de unién a ATP (ATP-
binding cassette “ABC”), que participan en la secrecion de hemolisinas y otros
componentes del citoplasma. El genoma de Leptospira también contiene genes
involucrados en sistemas de exflujo de tres componente que constan de un
componente ubicado en la membrana externa (FME), una proteina de fusion a
membrana (PFM) y un transportador de la membrana interna. Un ejemplo es CzcA
involucrada en la destoxificacion de metales pesados. GspD y GspG, proteinas del
sistema de secrecion tipo 2 (T2SS).

Modificado de: (Nascimento et al., 2004)'%

Por otro lado, analisis genémicos identificaron genes que codifican para proteinas que
al parecer no han sido reportadas anteriormente en Leptospira; entre éstos, uno que
codifica para una proteina formadora de canal similar a TonB, asi como 13 genes mas

que codifican para PME TonB-dependientes. Las bacterias que poseen este sistema de



proteinas TonB-dependientes, lo utilizan para la adquisicion de nutrientes como hierro
(hemoglobina) y vitamina B12, en un proceso dependiente de energia.***

El sistema de secrecion tipo | (T1SS) esta representado por una proteina similar a TolC
(LIC13135), que en otros organismos se sabe que participa en la secrecion de
hemolisinas y algunos farmacos, junto con una proteina homologa de CusC
(LIC11941), un exportador de iones de cobre de la ME. Otra ruta de secrecion
encontrada por homologia de secuencias en el genoma de Leptospira, corresponde a
un mecanismo de antiporte. El sistema consta de un transportador en la membrana
citoplasmatica (MC), una proteina de fusién a la membrana (PFM) y un factor de la
membrana externa (FME) involucrados en otros microorganismos en la secrecion de
proteinas, carbohidratos, farmacos y metales pesados toxicos. Ademas, se
identificaron dos genes homdlogos al gen que codifica para la proteina CzcD. Esta
proteina pertenece a la familia de facilitadores de la difusion de cationes. Las capas S
constituyen un tipo de proteinas que se ubican en la superficie de algunas bacterias y
se asocian con la evasion de la fagocitosis mediante variacion antigénica. Aunque
capas S no han sido observadas en leptospiras patégenas, el genoma de Copenhageni
contiene al menos dos genes que mostraron homologia con los codificantes de capas S
(LIC10868 y LIC12952). Son necesarias evidencias experimentales para determinar
que en verdad expresan algun tipo de capa S.

Muchos de los genes que codifican para PME han sido identificados en estudios
independientes a partir de bancos gendmicos utilizando tanto sondas de ADN como
escrutinios serolégicos con anticuerpos policlonales producidos en conejos. Entre otras
proteinas codificadas en el genoma de Copenhageni se encuentran: proteinas de unién
al ATP, transportadores de aminoacidos, sistema de transporte para cinasas, proteinas
transportadoras de &cidos grasos, proteinas facilitadoras para la difusién de glicerol,

diferentes tipos de permeasas, proteinas acarreadoras de fosfatos, transportadores de



sodio, glucosa, biopolimeros, cationes divalentes, hierro, magnesio, niquel y amonio,
proteinas formadoras de poro, secretinas de la MC y componentes de sistemas de

secrecion Sec independientes.™*

El sistema de secrecion tipo 2 (T2SS)

El sistema de secrecion tipo 2, identificado a través del tiempo por las siglas GSP, STII,
SSTIl, SST2, T2S y mas recientemente T2SS, también conocido como ruta
dependiente del secreton, es uno de los cinco sistemas de secrecion de proteinas, que
en bacterias Gram negativas se caracteriza por translocar a través de la ME, proteinas
que han adquirido el plegamiento en el periplasma al medio extracelular o la superficie
de la bacteria.

Un analisis a partir de diferentes genomas secuenciados ha revelado que genes del
T2SS son comunes, pero de ninguna manera universales en bacterias Gram negativas.
Recientes estudios funcionales indican que el T2SS puede promover la virulencia en
bacterias patdgenas de humanos, animales y plantas, asi como ser de utilidad para la
fisiologia de varias bacterias ambientales.

La secrecion de proteinas a través del T2SS, se lleva a cabo en dos etapas: en la
primera, la proteina es translocada a través de la MC mediante los sistemas Sec o Tat,
los cuales permiten que la proteina se ubique en el periplasma, en donde ésta adquiere
el plegamiento adecuado, para ser secretada al medio externo a través de la ME,
mediante la maquinaria del T2SS.17417176.177

Bacterias como Klebsiella, Pseudomonas, Vibrio y Aeromonas han sido modelos de
estudio para entender el funcionamiento de los diferentes componentes del T2SS, asi
como el proceso de secrecién en su conjunto.*’® Es claro que el aparato de secrecién

del T2SS muestra una relacion evolucionaria con el aparato que participa en la sintesis

del pili tipo IV.*"®



Para describir a continuacion a lo largo del texto a los diferentes componentes del
secreton tipo 2, se utilizaran las siglas T2SS (GspC = T2SS C, GspD = T2SS D).
Andlisis fenotipicos y genotipicos a partir de diferentes géneros bacterianos, han
permitido definir 12 componentes importantes de este aparato tipo 2: una secretina de
la ME (T2SS D); una ATPasa citoplasmatica (T2SS E); una proteina transmembranal
interna (T2SS F); una pseudopilina principal (T2SS G) y pseudopilinas menores (T2SS
H, I, J, K); proteinas facilitadoras del acoplamiento de T2SS E (T2SS L y M); que junto
con T2SS F, forman wuna plataforma en la MC; Ila pre-pseudopilin
peptidasa/metiltransferasa (T2SS O), que también actia sobre 4 tipos de prepilinas vy,
finalmente, una proteina que puede estar involucrada en el reconocimiento del sustrato,
ademas e interaccionar con la secretina (T2SS C).17%1"8

Durante la década de los noventas, el estudio del T2SS estaba restringido a 8 especies
de bacterias pertenecientes al grupo de las g-proteobacterias.’”® En el afio 2005, una
revision de la literatura, junto con una examinacién de 230 genomas completos
registrados en las bases de datos del Centro Nacional para la Informacién en
Biotecnologia (siglas en Inglés de National Center for Biotecnology Information, NCBI),
reveld que genes del T2SS se encuentran presentes en un diverso grupo de bacterias
Gram negativas.'® Como se evidenci6 en los primeros estudios realizados, el T2SS es
totalmente prevalente entre el grupo de las y-proteobacterias, del cual, los 15 géneros
representativos incluyen a: Acinetobacter, Aeromonas, Erwinia, Escherichia,
Idiomarina, Klebsiella, Legionella, Methylococcus, Photobacterium, Pseudomonas,
Shewanella, Vibrio, Xanthomonas, Xylella y Yersinia. De igual forma, este tipo de genes
se ha identificado en el grupo de la a-proteobacterias, en el que los géneros
representativos incluyen a: Bradyrhizobium, Caulobacter, Gluconacetobacter vy

Mesorhizobium entre otros; en las B-proteobacterias, que incluye a los géneros:

Azoarcus, Burkholderia, Chromobacterium y Ralstonia; de las &-proteobacterias,



sobresalen: Bdellovibrio bacteriovorus y Geobacter sulfurreducens. En la mayoria de
los microorganismos antes mencionados, se han identificado los genes que codifican
para todas las proteinas que constituyen el secreton tipo 2 (T2SS C, D, E, F, G, H, |, J,
K, L, M y 0).}"® Estas evidencias genéticas, sugieren fuertemente la presencia de un
T2SS funcional en estas bacterias. En adicion, se ha demostrado en un numero
creciente de microorganismos, que diferentes tipos de enzimas secretadas, asi como
otro tipo de proteinas, son dependientes del T2SS. ElI nimero de proteinas secretadas
a través de un T2SS particular, varia de una, como en el caso de Klebsiella oxytoca la
lipoproteina pululanasa (PulA), a 11, como en el caso de Legionella pneumophila.8%18
Por otra parte, en los ultimos afos, se ha incrementado el interés por la variedad y
caracteristicas de las proteinas secretadas a través del T2SS. Entre las enzimas que
se han identificados se encuentran: aciltransferasas, amilasas, quitinasas, celulasas,
pectin liasas, enzimas ADP-ribosilantes, proteasas, lipasas, fosfolipasa A y C,
lisofosfolipasas, fosfatasas &cida y alcalina, asi como nucleasas entre otras.

Por otro lado, en especies de Burkholderia se observé que un T2SS completo resulté
con diferencias en su funcionalidad. Al hacer una comparacion de los genes del T2SS
entre diferentes especies de Burkholderia, se observé que B. mallei presentaba una
mutacion en el MAL correspondiente a T2SS J y una insercién de 54 bases en el MAL
correspondiente a T2SS L, lo cual explicé en parte la baja actividad de secrecion que

tiene este microorganismo.'®

En contraparte, en Azoarcus, Chromobacterium,
Mesorhizobium, Yersinia pestis y Yersinia pseudotuberculosis, se ha determinado la
ausencia del gen que codifica para T2SS M. En Acinetobacter y Bdellovibrio hay
aparentemente ausencia de los genes que codifican para T2SS L y M; en
Gluconacetobacter se evidencié ausencia de T2SS K, Methylococcus carecia de T2SS C y

Bradyrhizobium no poseia a los genes correspondientes a T2SS C, | y M. Estas

aparentes ausencias de genes del T2SS en los géneros bacterianos antes



mencionados, no necesariamente significa que carezcan de un sistema funcional, ya
que actividades de secrecion han sido asociadas con genes del T2SS de Acinetobacter
y Gluconacetobacter.'®'# De las diferentes proteinas reportadas, posiblemente la
proteina T2SS C, se pudo haber perdido debido a que es la menos conservada entre
los constituyentes del secreton. Se ha sugerido que la presencia de un T2SS
incompleto, por ejemplo T2SS D, E, F, G, H, I, J, Ky O, puede ser un indicativo de un
sistema para la sintesis de pili tipo 4 o de un sistema de captacion de ADN.

Aunque hay una tendencia en el patron de orden de los genes del T2SS, se ha
observado algunas variaciones en la ubicacién y unién de éstos.!”® Un hallazgo
relevante ha sido la presencia multiple de T2SS en algunas bacterias. Ps. aeruginosa, Ps.
putida, R. solanacearum, X. axonopodia y Y. enterocolitica portan dos locus de genes
del T2SS, cada uno aparentemente con distintas funciones secretoras.'8>186187
Peabody et al., (2003) reportaron en algunas bacterias la presencia del locus T2SS,
pero incompleto, lo cual no permite establecer claramente que el sistema sea funcional.
En Aquifex aeolicus se encontraron genes que mostraron homologia con los genes que
codifican para las proteinas T2SS DEFGO. En Thermotoga maritime se encontraron los
genes que codifican para T2SS DEFG y en los géneros Chlamydia y Chlamydophila los
genes correspondientes a T2SS CDEFG.'"®

El andlisis de algunos de los genomas recientemente secuenciados disponibles en las
bases de datos del NCBI, ha evidenciado la presencia de genes relacionados al T2SS,
como en el caso de la B-proteobacteria Nitrosomonas europea, que al parecer posee
genes que codifican para T2SS DEFGKO. Finalmente, Rhodopirellula baltica, la cual
es similar a otros Plantomycetes posee una pared celular rica en proteinas, entre las
cuales hay homologos del T2SS DEFGIKO, junto con remanentes genéticos de una
pared celular de bacterias Gram negativas.'® De ahi que sea necesario determinar

cuales de estos grupos de genes homologos al T2SS, verdaderamente codifican y



expresan un secreton funcional ya que, como se ha mencionado previamente, la
presencia de estos homodlogos al T2SS podrian corresponder a sistemas para la
sintesis de algun tipo de pili retractil o para la captacion de ADN. Es posible que
ensayos de mutagénesis en algunos de los genes homoélogos al T2SS permita evaluar
su efecto sobre algunas proteinas secretadas, previamente identificadas en estas
bacterias.

Al T2SS se le denomind por algun tiempo erroneamente como la ruta secretoria
general (GSP), ya que propiamente dicho, la ruta secretoria general corresponde al
proceso de translocacion de proteinas del citoplasma hacia el periplasma, a través de
la MC, mediante el sistema Sec (secretina de la MC y proteinas accesorias) y es en el
periplasma donde el T2SS toma participacion. De ahi que al T2SS se le clasifique
como un sistema Sec-dependiente, donde la secrecion de proteinas que requieren
este sistema portan un péptido sefial, que es generalmente una secuencia corta (de
aproximadamente 30 aminoé&cidos), de los que uno o varios aminoacidos presentan
carga positiva, ademas de una secuencia de 10 a 20 aminoéacidos hidrofébicos. Este
péptido sefal le permite a la proteina interaccionar con la maquinaria Sec de la MC.
Posteriormente, la proteina pierde el péptido sefial y adquiere su conformacién nativa
en el periplasma, este evento le permite interaccionar con el secretén del T2SS y
posteriormente ser secretada a través de la ME.'891%

La maquinaria para el transporte a través de la ME est4 constituida por 12 a 16
proteinas accesorias dependiendo del género bacteriano. A pesar de lo mencionado
anteriormente referente a la denominacion del T2SS, la nomenclatura de los
componentes en el caso de Escherichia coli conservé las siglas GSP para las
diferentes proteinas (siglas en inglés de general secretion pathway).!®'% A
continuacion se describen con mayor detalle las etapas de la secreciéon de proteinas

mediante el T2SS en E. coli.



1) Transporte a través de la MC

En E. coli, el poro de translocacion de la via Sec estd compuesto por tres proteinas
denominadas SecY, E y G, que pueden aceptar sustratos de dos diferentes fuentes.
Por un lado, la proteina precursora (con el péptido sefial), se mantiene en un estado de
secrecion competente o desplegado gracias a la union con la proteina chaperona
SecB, quien la dirige a la subunidad periférica SecA del complejo de translocacion
heterotrimérico SecYEG, en la membrana citoplasmica.'®***% |a proteina SecA es
una ATPasa cuya actividad de hidrolisis provee de la energia necesaria para la
exportacion. Por otro lado, un segundo mecanismo involucra una translocacién co-
traduccional, en donde una proteina naciente con su secuencia sefial es reconocida por
la particula de reconocimiento de la sefial (SRP) y su receptor. Estas rutas convergen
en el poro de translocacibn SecYEG que se encuentra asociado con SecA. La
seleccidn de la ruta se determina inmediatamente después de que la secuencia sefal
naciente sale del ribosoma.*®**%? Una vez que los polipéptidos son translocados, acta
una peptidasa que procesa el péptido lider, para finalmente liberar a la proteina madura
en el periplasma.

En la ruta regulada por la chaperona SecB, ésta reconoce al dominio naciente de la
proteina. El complejo binario se dirige a SecYEG unido a SecA, o bien, primero se
asocia con SecA en el citoplasma a través de una interaccién de baja afinidad, hasta
que los sitios de translocacion en la membrana estén disponibles. Para interactuar con
la translocasa se requiere de la union de alta afinidad entre SecB y SecA, lo cual es
seguido de la unién de la secuencia sefial a SecA, lo que a su vez estabiliza la
interaccién SecA-SecB. Por ultimo, se transfiere la proteina de SecB a SecA, se libera
SecB de la membrana y se inicia la translocacion, proceso que se encuentra acoplado

a la unién de ATP por SecA.'*19? | 3 energia de la hidrélisis de ATP se utiliza para la



transferencia de la proteina de SecA hacia SecYEG. Una vez que esto sucede, la
translocacion puede ser dirigida por la fuerza proton motriz.

2) Transporte através de la ME
El T2SS incluye dos componentes en la ME: Las proteinas GspD y GspS. La secretina
GspD, se inserta en la ME y forma un anillo dodecamérico con un diametro interno de
entre 76 y 95 A, suficientemente amplio para transportar polipéptidos plegados.
La secretina (GspD) esta conservada entre los diferentes sistemas de secrecion tipo 2
y secretinas homologas que también son un componente del T3SS y del sistema de
biogénesis de pili tipo IV, que es una estructura filamentosa de adhesion presente en
muchas bacterias patdgenas y que también participa en la movilidad independiente de
flagelo que se da sobre superficies sélidas.*®® Por su parte, GspS es una lipoproteina
de la ME que actia como chaperona para GspD, contribuyendo a su correcto
plegamiento y actividad.'®
Sin embargo, la mayoria de las proteinas de este sistema (GspB, C, F, G, H, |, J, K, L,
M, N y O) se localizan en la MC o en el periplasma, mientras que la ATPasa (GspE),
que energiza el proceso, se localiza en el citoplasma e interactda con el componente
GspL de la MC.}"® Cinco de los componentes del T2SS (GspG, H, I, J y K) son
similares a las subunidades de pilina del pili tipo 1V, por lo que se han denominado
pseudopilinas;'’®*® y se exportan con una secuencia sefial de prepilina que es
procesada por GspO. Se ha propuesto que estas proteinas se ensamblan en una
estructura similar a un pili, que atraviesa el periplasma y puede ayudar de forma
directa o indirecta en el proceso de secrecion. En este sentido, se ha demostrado que
la sobre-expresion de la proteina GspG, genera el ensamblaje de largos pseudopilis.**®
Se ha propuesto que este componente en el T2SS podria actuar como un pistén que
empuja a las proteinas a secretarse a través del poro en la ME. Sin embargo, aun no

existe evidencia concluyente sobre la formacion de dicha estructura. En este modelo, la



ATPasa (GspE) puede proveer la energia necesaria para la translocacion o para el
ensamblaje del pseudopili a través de ciclos repetitivos de unién e hidrolisis de ATP.
Estas observaciones sugieren que los dos sistemas, T2SS y biogénesis del pili tipo 1V,

estan evolutivamente relacionados.*”®

Complejo de la membrana externa

GspD se encuentra ensamblada en la ME y de una manera general se le denomina
secretina.’® La comparacion de las secuencias ha mostrado que en todos los casos, el
dominio C-terminal es altamente conservado, mientras que el dominio N-terminal es
variable.'?®

La region conservada del extremo C-terminal comprende de 200 a 300 residuos de
aminoacidos, conteniendo a su vez un bloque altamente conservado de cerca de 60
aminoécidos que incluye invariablemente a glicina y prolina.*® GspD es un complejo
multimérico, constituido por 12 a 15 subunidades.'®’ Proteinas del tipo de GspD son
extremadamente estables y en muchos casos resistentes a la accion del calor y
detergentes. En el caso de la secretina de Pseudomonas aeruginosa, 13 posibles
cadenas transmembranales fueron encontradas en el dominio C-terminal de la
secretina.’®” Esta observacién sugiere que el dominio C-terminal de GspD es requerido
para la insercion de esta proteina en la ME, mientras que el dominio N-terminal se
extiende hacia el periplasma para facilitar la interaccion con otras proteinas. Esto fue
confirmado por el hecho de que la regién C-terminal de las secretinas es un dominio
resistente a la accién de las proteasas.'®®'% La multimerizacién de proteinas como
GspD hace posible la formaciéon de una estructura similar a un poro en la ME. Estudios
de microscopia electrénica y analisis bioquimicos han mostrado que la secretina de Ps.
aeruginosa puede formar verdaderamente, una estructura en forma de anillo con un

canal central con un diametro de 95 A.*%’



El dominio C-terminal de la secretina Unicamente tiene la propiedad de formar el poro y
al parecer no tiene control sobre la apertura del poro. Una posibilidad es que el dominio
N-terminal se pliegue hacia el interior del canal formado por el dominio C-terminal®® y/o que la
interaccion con otras proteinas controle la apertura del canal. Otros canales de la ME
que funcionan de una manera semejante incluyen al complejo hierro-sideréforo y
receptores para la captacion de vitamina B12 y colicinas. En estos casos, los
mecanismos involucran un cambio conformacional en el receptor y un proceso
transductor de energia dependiente de la fuerza protén motriz.?>® No se conoce con
precision el mecanismo de transduccién de energia a la ME, pero puede requerir la
participacion de una proteina bitopica de la MC llamada TonB. TonB posee un dominio
periplasmico largo, el cual interacciona con un receptor de la ME. Con respecto a la
unién con el sustrato, TonB induce un cambio conformacional del receptor permitiendo
la entrada del sustrato en el periplasma. Se ha pensado que la translocacion de
proteinas a través de la ME usando el secretdn tipo 2, podria depender de la fuerza
protbn motriz como sucede con otros sistemas de translocacion a través de la
membrana.?*

Proteinas de la familia de secretinas no sb6lo se encuentran en el T2SS, se ha
demostrado su presencia en el sistema de secrecion tipo 3, sistema de ensamblaje del
pili tipo IV (familia pilQ), sistemas de captacion de ADN (familia comE), sistemas de
ensamblaje de proteinas de las capas “S” y ensamblaje y extrusion de fagos
filamentosos (familia plV).?%? El tamafio de la cavidad central y el nimero de
monémeros pueden variar de un sistema a otro.?%*?%* Resulta interesante saber que
una secretina en particular puede estar involucrada en dos diferentes procesos de
transporte, tal es el caso de la secretina EpsD de V. cholerae, la cual es requerida para
la secrecion de la toxina del célera (TC) mediante el sistema tipo 2 y participa en la

extrusion del fago filamentoso CTX®.%*



Interaccion de GspS 'y GspD

En algunos casos la insercion de la secretina GspD a la ME depende de la interacciéon
de la lipoproteina de la ME GspS, componente del T2SS e identificada en bacterias
como Klebsiella oxytoca y diferentes especies de Erwinia. La interaccion de GspS con
GspD cumple dos funciones: por un lado, es esencial para la inserciéon de GspD a la
ME vy, por el otro, protege a la secretina contra degradacion proteolitica (Figura
8).200:207.208 | efecto protector de GspS contra la degradacién proteolitica ha sido
demostrado, usando proteinas hibridas conteniendo el extremo C-terminal de
GspD, el cual al parecer funciona como sitio de unién para GspS. La adicion de este
dominio a la secretina plV o a proteinas no relacionadas, tales como la proteina de
unidn a maltosa o la pectato liasa, hizo a estas proteinas dependientes de la estabilidad
de GspS.2%82%° GspS también puede ser parte del complejo de la secretina como lo han
propuesto Nouwen et al. (1999).2%°

No se puede excluir la posibilidad de que el gen gspS en algunas bacterias no
pertenezca al grupo de genes gsp y pueda tener otra localizacion cromosomal como se
2.211

ha observado en E. coli K1
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Figura 8. Modelo de ensamble del T2SS y de la interaccion de GspS y GspD.
Modificado de: (Nunn, 1999)%*2



Fuentes de energia para el T2SS

La secrecion de proteinas es un proceso activo que requiere fuentes de energia.
Proteinas como GspE tienen secuencias con un patron de uniéon a nucledtidos
trifosfatados (NTP). Mutaciones en los residuos conservados de glicina dentro de la
secuencia de GspE en bacterias como Ps. aeruginosa, K. oxytoca, Er. chrysanthemi y
V. cholerae provocan una secrecién defectuosa.?*>?*42521% ge piensa que la actividad
de union al ATP puede ser estimulada cuando GspE interactia con otras proteinas del
T2SS o con otros componentes de la membrana como los fosfolipidos. Miembros de la
familia GspE poseen una region central altamente conservada que consiste de dos
motivos cortos ricos en aspartato llamados, cajas de aspartato, los cuales son
requeridos para ayudar a la funcion de GspE en el proceso de secrecion, ya que se
demostré una disminucion substancial de la secrecion de pululanasa (80.0 — 90.0 %)
cuando se reemplazé un residuo de aspartato por un residuo de arginina en Klebsiella
oxytoca. Los residuos de aspartato pueden estar involucrados en la formaciéon y
estabilizacion del pliegue de unién a nucleétidos por interaccién con Mg**.2*

La secuencia deducida de aminoacidos de proteinas similares a GspE, mostré6 que
estas son principalmente hidrofilicas y no poseen ningin dominio hidrofébico que
pudiera anclar la proteina a la membrana. Esta observacion es consistente con lo
observado en E. coli en donde proteinas del tipo de GspE se ubican en el
citoplasma.?!’ Sin embargo, estas proteinas estan asociadas con la MC en su huésped
original. Esto sugiere que GspE esta interactuando con otros componentes Gsp para
formar una maquinaria funcional. Parece ser que GspE se une a la parte interna de la
MC gracias a una interaccion con GspL. Esto es demostrado por la co-expresion
de los genes que codifican para GspE y GspL de V. cholerae y Ps. aeruginosa
en E. coli, asi como el bajo nivel de asociacion a la MC de GspE. Proteinas del tipo de

GspE pertenecen a una gran superfamilia de NTPasas, las cuales se han identificado



en los sistemas de secrecion tipo 2 y 4 (T2SS y T4SS). A este tipo de proteinas se le
ha denominado ATPasas de trafico, cuya clasificacion ya ha sido reportada.?*® Aunque
se han clasificado en la misma superfamilia, los componentes del T4SS, genes T-DNA
(genes que inducen la formacién de tumores) y de conjugacion bacteriana, cuyo
prototipo es VirB11, parecen tener una mayor distancia en la homologia a GspE de la
superfamilia involucrada en el T2SS y la biogénesis de pili tipo IV. La mayoria de las
ATPasas similares a VirB11 son més cortas, comparadas con GspE.**°

La funcion exacta de GspE en el T2SS no se conoce, pero las varias observaciones
discutidas anteriormente sugieren gque esta actia como una ATPasa de trafico para el
transporte a través de la MC.?*® Algunos autores proponen su participacién en la
translocacion de pseudopilinas y pilinas a través de la MC antes de su ensamblaje
como pilis o psedopilis. Ensayos de mutagénesis soportan la idea de que las

psedopilinas son sustratos para GspE, la cual interactia con pseudopilinas a través de

la MC de una manera similar a los ciclos de insercién-desinsercion de SecA. 2?9221

Reconocimiento especie-especifico de proteinas secretadas en el T2SS

Proteinas dependientes del T2SS, tal como la pululanasa de K. oxytoca, no son
reconocidas por el T2SS de Ps. aeruginosa, demostrando que el proceso es
especifico.??” Estas dos bacterias no estan estrechamente relacionadas y se ha
descrito secrecion heterdloga en organismos estrechamente relacionados. De ahi que,
uno de los aspectos de interés en el estudio del mecanismo de secrecién del T2SS,
sea conocer cual es la sefal que posee la proteina que sera secretada para ser
reconocida.'®*'%® La comparacién de las secuencias de proteinas que son secretadas
no evidencié similitudes, aunado al hecho de que algunas proteinas se transportan de
forma monomérica (como la elastasa) y otras en forma oligomérica (como la toxina del

colera).



El principio sobre el cual se basa el proceso de reconocimiento de la proteina es
incierto, pero la proteina a ser secretada debe contar con una sefal para la
secrecion que no se ha identificado. Ps. aeruginosa secreta enzimas tan diversas
como lipasas, elastasa, fosfatasa alcalina, fosfolipasas y la exotoxina A, en donde
todas usan la misma maquinaria de secrecion. Todas estas proteinas deberian por lo
tanto, tener una sefal de secrecidon comuan. Sin embargo, el analisis de las secuencias
no ha identificado una regién lineal homologa en estas proteinas que pudiera actuar
como sefal de reconocimiento.

El plegamiento periplasmico es un requisito para proteinas secretadas a través del
T2SS, el cual se da por la formacién de uniones disulfuro entre cisteinas,?* catalizadas
por una disulfuro isomerasa (DsbA).?** Se ha especulado que la sefial de secrecién
puede ser formada y presentada al aparato de secrecion una vez que se presenta el
plegamiento de la proteina, sin embargo, se ha establecido que las uniones disulfuro no
son la sefial de reconocimiento para la secrecion, ya que proteinas que carecen de
cisteinas son eficientemente secretadas.’® A pesar de ello, la secrecién de una
pululanasa sintetizada sin cisteinas es todavia dependiente de DsbA, lo cual aumenta
las interrogantes acerca de la funcion exacta de DsbA.

Dos componentes del secreton, GspK y GspS, poseen uniones disulfuro. La formacion
de estas uniones ha mostrado ser crucial para la actividad de GspK y la estabilidad de
GspS en K. oxytoca.??® Lo que es un hecho, es que el plegamiento de muchas
proteinas con actividad bioldgica es necesario para su activacion y posterior

estabilidad.??’

Participacion de la secretina en el reconocimiento de las proteinas secretadas
Uno de los componentes del T2SS involucrado en la cascada de eventos de

reconocimiento para dirigir a la proteina, es la secretina de ME. La pectato



liasa PelB de Er. chrysanthemi se une al extremo N-terminal de la secretina.?”® Como
ya se ha mencionado, el extremo N-terminal es la region mas variable de la secretina,
tiene la funcién de especificidad para el reconocimiento de la proteina que sera
secretada. Las evidencias han sido confirmadas con la secretina GspD en K.
oxytoca.??® Esta observacién es consistente con el hecho de que de todos los
componentes del sistema de secrecion de Er. chrysanthemi requeridos para la
secrecion de la pectato liasa, so0lo dos no pueden ser remplazados por sus
homélogos presentes en Er. carotovora, GspC y GspD.?*° Lo anterior sugiere que
estas dos proteinas estan intimamente relacionadas con el reconocimiento de
proteinas que son secretadas por este sistema. Otra posibilidad es que estas proteinas
no sean incorporadas dentro del sistema heterdlogo, debido a que fallan para hacer
interacciones especificas con los otros componentes del sistema de secrecidn, que son
requeridos para el ensamblaje de la maquinaria de secrecion. Esta segunda hipotesis
esta respaldada por los trabajos realizados por Groot et al., (2001),2%' quienes
mostraron que las proteinas GspC o GspD no pueden ser intercambiadas de manera
individual entre Ps. aeruginosa y Ps. alcaligenes, sin embargo, si pueden ser
intercambiadas simultaneamente. Esto podria indicar que existe una interaccién

especifica entre estos dos componentes.

Funcionamiento del T2SS

Translocacién de pseudopilinas: Es posible imaginar la existencia de estructuras
perfectamente organizadas en el periplasma con una conformacion helicoidal, las
cuales se denominan pseudopilinas. El ensamblaje de los componentes puede requerir
de una peptidasa, una proteina de union a ATP y posiblemente de varias proteinas de
la MC, para lograr la translocacién de pseudopilinas al periplasma. Ha sido propuesto

que dicha translocacion es iniciada una vez que las pseudopilinas se colocan en la



cavidad del anillo hexamérico correspondiente a la ATPasa GspE. Ciclos de hidrolisis
de ATP por GspE alternan un estado de apertura y cierre del anillo hexamérico que
permite el paso de las pseudopilinas a través de otro canal que puede ser formado por
la proteina politopica GspF. Sin embargo, la insercion inicial y el proceso de
translocacion de las pseudopilinas a través de MC mediante GSpE espera aun ser
demostrado, debido a que se propone que las pseudopilinas son primero insertadas en
la MC a través de la ruta Sec. Finalmente, el ensamblaje de las pseudopilinas puede
ser el principal elemento en el empuje de la proteina a través del canal de la secretina
para su liberacion final. Alternativamente, las pseudopilinas pueden actuar de manera
similar a un tapon, contribuyendo al bloqueo del canal de la secretina. Las
pseudopilinas pueden también servir como una guia de la ruta que seguira la proteina
hacia el canal de la secretina. Es por eso que, el estudio de las diferentes
pseudopilinas, su composicion exacta, su estructura y su capacidad de retraccion,
aportara informacion crucial para un mejor entendimiento acerca del funcionamiento del

T2SS.2%2

GspC promueve el ensamblaje de pseudopilinas: La participacion de GspC puede
ser coordinada para el ensamblaje de las pseudopilinas. Ademas, GspC interactla con
la plataforma interna constituida por GspL, y GspM, mediante su extremo N-terminal y
con la secretina de la ME por medio de extremo C-terminal. Es también posible que

interaccione con GspG y con la proteina que sera secretada.?*?

La actividad de GspE es importante para la funcionalidad del T2SS: La actividad
de ATPasa de GspE por un lado, puede promover el ensamblaje de las pseudopilinas y
por otro lado, puede promover un cambio conformacional en el complejo GspL, Y, M, Z,

E y R. Tal cambio puede resultar en una interaccion mas relajada de GspC con la



secretina GspD, dando acceso a la liberacion de la proteina por empuje de las
pseudopilinas. La caracterizacion molecular de la interaccion de GspC-GspD, puede
ser de utilidad para entender la dinamica del canal de la secretina y mas generalmente
del T2SS. De ahi que la informacion sobre la estructura de ambos componentes sea

requerida.**”*®

La secretina es el elemento que permite la liberacién de la proteina al medio
externo: La secretina (GspD) constituye el componente del T2SS que permite a la
proteina secretada alcanzar el medio extracelular. Se constituye de 12 a 15
subunidades y el canal interno atraviesa la ME y tiene un diametro de 95 A. La
liberacion de la proteina solo puede ocurrir si la cavidad de la secretina no esta

ocupada por pseudopilinas.*®*

El T2SS se considera un sistema conservado con alta especificidad: A pesar de
que el T2SS es un sistema conservado, el intercambio de componentes entre especies
diferentes no es posible, sugiriendo que hay una especificidad dentro de la misma
maquinaria de secrecion. Es por eso que la probabilidad de obtener una maquinaria
hibrida, depende de la distancia filogenética entre los organismos involucrados.?**

Al parecer, de todos los componentes del T2SS, GspG es la proteina que puede ser

intercambiada de una manera estable.?®®

Interrogantes acerca de la sefial para la secrecion: La proteina que sera secretada
debe tener alguna sefial de secrecibn que promueva el reconocimiento de
componentes del T2SS como GspD. El plegamiento de la proteina se da en el
periplasma y la sefial de reconocimiento es probablemente conformacional en vez de

linear. De cualquier forma, el sustento experimental de esta hipétesis no ha sido



probado, por lo que son necesarias las evidencias experimentales antes de alcanzar
una conclusion final al respecto. La translocacion de proteinas plegadas a través de la
ME contrasta con el hecho dogmatico de un estado competente no plegado para la
translocacion de proteinas a través de la MC por medio de la maquinaria Sec. No
obstante, un reciente mecanismo de translocacion (Sec-independiente) hacia el
periplasma, para metaloenzimas que han adquirido una conformacién plegada en el
citoplasma, ha sido descrito.?®® Asi mismo, trabajos recientes indican que el sistema
Tat puede en algunos casos ser usado como primer paso del T2SS en lugar del

Sistema Sec.!™

Las pseudopilinas y el evento de secrecion: Esta claro que los componentes de la
maquinaria del T2SS ya se han definido. Sin embargo, todavia no se tiene un
entendimiento preciso de la organizacion de la maquinaria y los mecanismos que
controlan la funcién de la secrecién. En este caso, la funcidon de los pseudopilis es
probablemente una de las principales caracteristicas del aparato de secrecion tipo 2. El
ensamblaje de estas proteinas puede ser uno de los principales elementos en la
translocacion de la proteina a través de la ME a través de la secretina. Los pili tipo IV
son estructuras retractiles que participan en el movimiento sobre superficies soélidas
que llevan a cabo algunas bacterias y debido a la relacion estructural entre ambos
sistemas (T2SS y maquinaria para la Biogénesis de pili tipo IV), se ha postulado la
retraccion de los pseudopilis como un mecanismo para promover el paso de la
proteina, a través de la secretina (Figura 9). La interaccion de todos los componentes
del T2SS para formar un gran complejo multiproteico denominado “secretén” constituye
una estructura de gran importancia para el proceso de secrecién de proteinas en
bacterias Gram negativas. La caracterizacion individual de los componentes y la

integracion en una imagen en tercera dimension reconstituyendo al secretébn completo



mediante el uso de técnicas de microscopia electronica puede ser el siguiente paso
hacia el entendimiento de los mecanismos de este sistema de secrecion. Es importante
sefalar que, la apropiada incorporacion del secretén puede involucrar la interaccion
con constituyentes adicionales de la pared celular, como sucede con el

lipopolisacarido.?®’

La erronea denominacion GSP para referirse al T2SS

Una de las mas comunes e incorrectas declaraciones encontradas en la literatura es la

denominacion del término GSP como sinénimo de la ruta secretoria tipo 2 (T2SS).23823°

T2SS Pili tipo IV

Medio extracelular

. Proteina secretada

i ™
. Ensamblaje
Citoplasma Retraccion

Pilinas/
Pseudopilinas

Figura 9. Secrecidn tipo 2 y su homologia con la maquinaria para la biogénesis de pili
tipo IV.

Experimentos de biologia molecular revelaron la presencia del translocon Sec,
constituido por las proteinas SecYEG/Sec6lagb) ampliamente difundidas en
microorganismos.?”® La presencia, conservacion y naturaleza esencial del translocon
Sec ha dado un aumento a la nocién de un mecanismo de secrecion de proteinas

general con E. coli como el paradigma bacteriano.?** Al tiempo en que el término GSP



fue establecido, la ruta de secrecion tipo 2 fue la Unica ruta conocida en bacterias Gram
negativas asociada con el translocon Sec. Por lo tanto, en bacterias Gram negativas la
ruta de secrecion tipo 2 fue primeramente definida como un proceso en dos pasos bajo
la denominacién GSP.>*??*3 Es en este punto que la confusién en la nomenclatura de
los sistemas de secrecion comenzo a acumularse en la literatura cientifica. De manera
confusa, en bacterias Gram negativas se denomino ruta general de exportacion (GEP)
a la translocacion a través de la MC Sec-dependiente, mientras que en bacterias Gram
positivas se conservé el término GSP. Por consiguiente, ambos GSP y GEP hacian
referencia a la secrecién dependiente del translocén Sec.?**?4+2%> Ademas, el sistema
de secrecion tipo 2 fue también referido como la principal rama terminal (MTB) de la
GSP. Asi fue como se penso que ésta era la principal ruta involucrada en la secrecion
de proteinas en bacterias Gram negativas.?*®**’ Sin embargo, en los siguientes afios,
algunos autores investigando la secrecion de proteinas en bacterias comenzaron a
utilizar el término GSP para referirse directamente a la ruta de secrecion tipo 2,
mientras que otras investigaciones sobre secrecién en eucariontes y bacterias Gram
positivas continuaron empleando el término GSP para describir a la maquinaria Sec
presente en todos los organismos vivos.?*#239240 En afios recientes, el descubrimiento
de un amplio rango de proteinas bacterianas secretadas ha permitido la descripciéon de
nuevos sistemas de secrecion tanto en bacterias Gram negativas como en bacterias
Gram positivas.?*®**° En bacterias Gram negativas, estos sistemas de secrecion
corresponden al T3SS, T4SS y T5SS. Sin embargo, para continuar contribuyendo a la
confusion referente a la terminologia GSP, el T4SS y el T5SS fueron también
agrupados como ramas mas simples de la ruta GSP.*®°

Con respecto al T4SS, se ha observado una secrecion de moléculas efectoras Sec-
dependientes y Sec-independientes dependiendo del microorganismo o el tipo de

proteina secretada.?**?*! De manera similar, parece que proteinas autotransportadoras



secretadas a través del T5SS pueden ser dirigidas para su translocacion a través de la
membrana interna por dos diferentes mecanismos: La ruta SRP (siglas en Inglés de
signal-recognition particle) y/o SecB (en la que participa el sistema Sec de la MC).?*?
Originalmente, se pens6 que SecB estaba involucrada en la direccion y translocacion
de todas las proteinas exportadas a través del translocén Sec.?** En contraste, SRP fue
considerada un mecanismo especifico para la integracion de proteinas de la MC y
proteinas secretadas.?®® Las rutas SRP y SecB fueron descritas como dos diferentes
rutas convergentes sobre el translocon Sec. De esta forma, ahora se sabe que las
proteinas pueden ser dirigidas al Sistema Sec a través de diferentes rutas.?**%* Estos
datos soportan fuertemente el reciente concepto reportado en la literatura que hace
referencia a que la secrecidén de proteinas en bacterias es mas versatil y flexible de lo
que se pensé originalmente.>**?*? Con base en los hallazgos anteriormente sefialados,
puede ser argumentado definitivamente que en Procarya los términos GSP, MTB y
GEP como originalmente se definieron, son ahora obsoletos y que un cambio en la
terminologia debe ser iniciado para traer méas claridad a la nomenclatura en este campo
de la investigacion. Cabe aclarar que el término GSP al ser conservado, su uso debe
ser restringido Unicamente para sefialar la translocacion a través de la MC mediante el
aparato Sec.

Entre los genes relacionados con sistemas de secrecion que son de interés para este
proyecto y que han sido identificados tanto en el Cl de L. interrogans serovariedades
Copenhageni y Lai, como en el Cl de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo, destacan
los genes que codifican para las proteinas GspC, GspD, GspE, GspF, GspG, GspH,
Gspl y GspK las cuales forman parte de la maquinaria funcional del T2SS. En
el caso de L. interrogans serovariedades Copenhageni y Lai, el locus gsp tiene una
organizacion que incluye 17 MAL, mientras que en L. borgpetersenii serovariedad

Hardjo, el locus gsp tiene una organizacién que incluye 14 MAL,*19:139.140



La deteccion en Leptospira biflexa serovariedad Patoc, de los genes gspD (1,788 pb) y
GspE (1,677 pb) relacionados con el T2SS, constituye un hallazgo relevante ya que se
trata de una espiroqueta no patdgena, indicando que este tipo de sistema no es
exclusivo de leptospiras patdgenas.’® El alineamiento de gspD de la serovariedad
Patoc con sus homologos en las serovariedades Copenhageni y Lai reveld tres
fracciones menores de 62 pb con identidades de 82.0, 88.0 y 92.0 % respectivamente.
El alineamiento con gspD de la serovariedad Hardjobovis mostrd Unicamente dos regiones
con una identidad de 76 y 72.0 %. El alineamiento de GspD de la serovariedad Patoc con
sus homoélogos en las serovariedades Copenhageni y Lai mostré una identidad del 63.0
%, mientras que con su homadlogo en la serovariedad Hardjobovis mostré una identidad
de 61.0 %. El alineamiento con su homologo en bacterias como E. coli y K. pneumoniae
revel6 una identidad que vari6 entre 27.0 y 28.0 % respectivamente.*®

La secuenciacion del locus gsp en la serovariedad Patoc, permitira conocer la
organizacion geneética y definir las estrategias para llevar a cabo la caracterizacion
funcional del mismo, en este grupo no patégeno de Leptospira, para el cual, se han
logrado desarrollar herramientas moleculares que permiten desarrollar ensayos de

mutagénesis dirigida, que no ha sido posible realizar en serovariedades patégenas de

Leptospira.



ANTECEDENTES

El andlisis proteémico de Leptospira interrogans serovar Lai (Cullen et al., 2002),"*° permiti6
identificar ocho nuevas proteinas en la membrana externa, una de estas con un peso
aproximado a 18 kDa (pL18). Analisis bioinformatico del genoma de L. borgpetersenii
serovariedad Hardjo subtipo Hardjobovis permitid la identificacion del MAL codificante. En el
afio 2002, la comparacién de la secuencia parcial de pL18, utilizando el genoma en desarrollo
de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo (Hardjobovis)? con las bases de datos, reveld similitud
del 46.0 % con GspG, una proteina del (T2SS) en E. coli.?*® Anélisis de la secuencia adyacente
revelé un locus de 14 MAL en la misma cadena, codificando proteinas homdélogas al T2SS de
E. coli y flanqueadas corriente arriba por un MAL de 1,539 pb que codifica para una ATPasa
con actividad de chaperona Yy corriente abajo por un MAL de 1,643 pb que codifica para un
elemento de la familia IS1501, ambos en contrasentido (Figura 10). Tres MAL corriente arriba de
GspG, se identific6 un homologo a gspD de 1,797 pb que codifica para una secretina de
localizacién superficial. Al comparar la secuencia de aminoacidos de GspD, con las bases de

datos, se observ6 una similitud de 46.0 % con GspD de E. coli.

MAL MAL MAL MAL MAL MAL MAL MAL MAL MAL MAL MAL MAL MAL

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14
gspC gspD gspE gspF gspGgspH? gspl? gspJ? gspK gspL? gspM? gspN?
pL 18

) ) ) ) i)

1,227

= ) o)

1,639 375 924 906
bp

1,797 1,624

447 570 630 645 1,227 1,626 528 927 1,634
bp

MiLe 2267

MiLe 2268 Fragmento clonado

Bulach etal., 2006 Proced. Natl Acad Sci103:14560-14565.

Figura 10. Representacién grafica del locus gsp obtenida a partir del genoma
secuenciado de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo (Hardjobovis) de la cepa L550, el cual consta
de 14 MAL contiguos. Tres MAL corriente arriba del MAL correspondiente a PL18 (GspG), se encuentra
un MAL de 1,797 pb correspondiente a GspD (motivo de nuestro estudio). Los iniciadores MlLe 2267 y
MiLe 2268, se utilizaron para amplificar un fragmento de 1,533 pb del gen gspD, el cual fue clonado en el
vector de expresion pET28a.

# Bullach DM, comunicacion personal



Considerando su ubicacion en bacterias Gram negativas, existe la posibilidad de que GspD,
sea reconocida por la respuesta inmune dirigida contra Leptospira (Figura 11). Con este

interés, iniciamos el estudio de GspD_ en Leptospira borgpetersenii serovariedad Hardjo.

SISTEMA DE SECRECION TIPO Il (SSTII)

O Componente de superficie que
interacciona con anticuerpos

Secuenciacién del genoma de

L. borgpetersenii

|

Membrana
Externa

Espacio Periplasmico

M_embrana' _
D DQ D Citoplasmatica

Anadlisis bioinforméatico
[ / GspG—J (K7)
T C

1 proteina  ATP 4

Identificacion de 14 MAL que mostraron DKPVFPQSKKKSSVKTRSATAPEEPA 50
homologia con genes del T2SS. Un MAL
de 1,797 pb, mostr6 homologia con el > LEERRRRRRRRRRRReereeeenn-
gen que codifica para una secretina DKPVFPQSKKKSSVKTRSATAPEEPA 87
ubicada en la ME de E. coli, GspD.

Modificado de: (Nunn, 1999)***

Figura 11. Identificacién de genes del T2SS, en el genoma de Leptospira.



l1l. JUSTIFICACION

Andlisis bioinformatico del genoma de L. borgpeterseni serovariedad Hardjo reveld la
presencia del T2SS, el principal sistema de secrecidn de proteinas y el mejor estudiado
en bacterias Gram negativas, el cual se ha reportado participa en la secrecion de
enzimas extracelulares y diversas toxinas. El hecho de que GspD, motivo de nuestro
estudio, sea la Unica proteina de este sistema que en diferentes bacterias Gram
negativas se ubica en la superficie de la membrana externa y que su integridad es
fundamental para el Optimo funcionamiento de esta ruta de secrecion bacteriana,
plantea la posibilidad de estudiarla en Leptospira, como un antigeno con inferencia

directa en inmunogenicidad y patogenicidad.

IV. HIPOTESIS
GspD. de Leptospira borgpetersenii serovariedad Hardjo subtipo Hardjobovis es
expresada in vivo por lo que es reconocida por la respuesta inmune en hospederos

mamiferos.

V. OBJETIVO GENERAL
Obtener la proteina GspD, recombinante de Leptospira borgpetersenii serovariedad

Hardjo subtipo Hardjobovis y evaluar su antigenicidad.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Amplificar el gen gspD, a partir de ADN cromosomal de Leptospira borgpetersenii

serovariedad Hardjo subtipo Hardjobovis y clonarlo en un vector de expresion.

2. Inducir la expresion del gen gspD. en lisbgenos DE3 de Escherichia coli para
proceder a la purificacion de GspD, recombinante a partir de preparaciones de

proteinas totales de las cepas de expresion de E. coli.



3. Determinar si GspD,_ recombinante es antigénica para evaluar su potencial uso en la

implementacion de una prueba de utilidad diagndstica.

4. Determinar si GspD, es un antigeno conservado en serovariedades patégenas de
Leptospira para definir si esta proteina podria ser considerada como un posible

candidato para el desarrollo de una vacuna sub-celular recombinante.

5. Evaluar la inmunogenicidad de GspD, en un modelo de infeccién en hdmster.



VIl. MATERIAL Y METODOS

Cepas utilizadas

Se utiliz6 ADN de Leptospira borgpetersenii serovariedad Hardjo subtipo Hardjobovis cepa
L550, para amplificar el gen gspD.. Adicionalmente, se utilizaron las serovariedades
Australis, Ballum, Bratislava, Canicola, Cynopteri, Grippotyphosa, Hardjo subtipo
Hardjoprajitno, Icterohaemorrhagiae, Lai, Patoc, Pomona, Pyrogenes, Sejroe, Tarassovi y
Wolffi las cuales fueron proporcionadas por el Centro de Referencia e Investigacion sobre
Leptospirosis OMS/FAQ.” para la obtenciéon de proteinas totales y de membrana externa,
asi como ADN cromosomal. Todas las serovariedades de Leptospira fueron cultivadas a 30
°C durante 10 dias en medio liquido EMJH descrito por Ellinghausen & McCullough y
modificado por Johnson & Harris,?*” el cual fue suplementado con 1 % de albtimina sérica
bovina, fraccion V (Apéndice).

Se utilizaron diferentes cepas de Escherichia coli para la amplificacion del plasmido
recombinantes y la expresion de la proteina de interés (Cuadro 4). Para lograr la replicaciéon
del vector de clonacion se utilizé E. coli DH5a (Invitrogene) [(F- f80 lacZ M15_lacZ YA-argF)
U169 deoR recA1 endA1 hsd R17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 tonA)], la cual
es sensible a antibidticos como ampicilina, cloramfenicol y kanamicina.

La designacion de liségenos DE3, se refiere a que la cepa de E. coli, posee como liségeno
al fago A DE3, el cual porta el gen que codifica para la T7 RNA polimerasa, que se
encuentra bajo el control del promotor lacUV5, lo cual permite cierto grado de transcripcion
en el estado no inducido y en presencia de un inductor, se encuentra disponible para la
expresion de algunos genes cuyos productos resultan inocuos para el desarrollo de la

bacteria. Se requiere isopropil-p-D-tiogalactésido (IPTG) para lograr la induccion de la T7

® WHO/FAO/OIE Collaborating Centre for Reference and Research on Leptospirosis, Australia and Western Pacific Region
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RNA polimerasa en altos niveles. Para la expresidon de la proteina recombinante se
utilizaron: E. coli C43 DE3 (Novagene), que posee el gen de la T7 RNA polimerasa, que
reconoce el sitio promotor T7, presente en algunos vectores de expresion y asi transcribir el
gen de interés clonado junto a este sitio. E. coli Rosetta DE3 (Novagene) codon plus la cual
posee como caracteristica principal, la de sintetizar ARNt’'s para codones que otras cepas
de E. coli no poseen (AGG, AGA, AUA, CUA, CCC, GGA). Esta cepa es resistente a
cloramfenicol debido al gen cat presente en el plasmido que codifica para los diferentes
ARNt's. E. coli pLysS DE3 (Novagene), la cual posee un gen que codifica para la T7
lisozima, la cual controla la actividad de la T7 RNA polimerasa, con lo que se controla de
manera eficiente la expresion de productos téxicos, posee resistencia a cloramfenicol.

Las diferentes cepas de E. coli fueron cultivadas a 37 °C y a temperatura ambiente (TA) en

258
(

agar y caldo Luria-Bertani (por sus siglas en Inglés, LB)“>" (Apéndice).

Cuadro 4. Cepas de E. coli utilizadas en los procedimientos de clonacion y expresion.

Cepa de E. coli Caracteristicas Resistencia

DH5a Utilidad en experimentos de clonacién al permitir la| Ninguna
replicacion de plasmidos recombinantes

C43 Favorecen la expresion de proteinas unidas a la membrana Ninguna

Rosetta codon plus |E. coli derivada de la cepa Turner. Posee un plasmido que | Cloramfenicol
codifica para codones raros (AGG, AGA, AUA, CUA, CCC,
GGA), favoreciendo la expresion de diferentes tipos de
proteinas

pLysS E. coli derivada de la cepa BL21. Posee un gen que codifica | Cloramfenicol
para la T7 lisozima que controla la actividad de la T7RNA
polimerasa, favoreciendo la expresién de proteinas que
pudieran ser toxicas




Vector de expresién

Se utilizé el vector de expresion pET28a, el cual permite la clonacién y posterior expresion
de proteinas recombinantes con etiquetas de 6 histidinas y de un péptido antigénico de 11
aminoacidos del fago T7. Posee ademas el promotor y terminador T7 aledafos al sitio
multiple de clonacion para facilitar la expresion de los fragmentos clonados. La regién T7
promotor es reconocida por la T7 RNA polimerasa, lo que garantiza la transcripcion y
posterior traduccion del gen de interés. Posee como marcador un gen de resistencia a
kanamicina. Es un vector compatible con liségenos de E. coli DE3, que poseen en su
cromosoma el gen que codifica para la T7 RNA polimerasa, la cual al encontrarse bajo el

control del producto del gen lacl, requiere IPTG para inducir la expresion del sistema.

Extraccion de ADN cromosomal

La extraccion de ADN cromosomal de Leptospira se realizd siguiendo el método de lisis
alcalina con algunas modificaciones®®.

Se concentrd un cultivo de Leptospira en fase exponencial (desarrollo de 5 dias a 30 °C)
mediante centrifugacién a 31,000 X g (rotor Beckman JA-17 17,000 RPM MAX. SER.586)
durante 20 min a 4 °C y el sedimento obtenido se reconstituyé en una solucion Tris 10 mM -
EDTA 1 mM pH 8.0 (solucién amortiguadora TE) para luego ser transferido a un tubo de
microcentrifugacion y ser centrifugado nuevamente durante 10 min a 13,000 X g (rotor
Savant model RSR-20, 13,000 X g) a 4°C.

El sobrenadante se elimind y el sedimento fue reconstituido en 500 pl de una solucion de
lisis fresca (Glucosa 50 mM - EDTA 10 mM - Tris 2.5 mM pH 8.0 conteniendo 10 mg/ml de
lisozima). Se incubd durante 30 min a 37 °C y posteriormente, se procedié a la lisis alcalina
mediante la adicion de 40 ul de dodecil sulfonato de sodio al 10.0 %, (SDS, Invitrogene), se

continuo la incubacion durante 20 min a 37 °C y posteriormente, se adicionaron 20 ul de una
3



solucion fria de acetato de potasio (3 M K -5 M CH3;COOQO) (Apéndice), colocando el tubo en
hielo por 5 a 10 min. La mezcla fue entonces centrifugada a 13,000 X g (rotor Savant model
RSR-20, 13,000 X g) durante 10 min a 4 °C y el sobrenadante conteniendo ADN
cromosomal fue transferido a otro tubo nuevo.

La mezcla fue tratada entonces con una solucion al 50.0 % de fenol (Sigma) equilibrado pH
8.0 — 50.0 % cloroformo (JT Backer) - alcohol isoamilico (JT Backer) con una relacién 24:1,
invirtiendo el tubo suavemente 20 veces. Posteriormente, se centrifugé a 13,000 X g (rotor
Savant model RSR-20, 13,000 X g) durante 10 min y cuidadosamente se separo la fase
acuosa (superficial) evitando el precipitado proteico. En un tubo nuevo, se adicionaron 60 pl
de una solucion fria de acetato de sodio 3 M y 750 pl de isopropanol (JT Backer) a la fase
acuosa y esta solucion se incub6 a —20 °C durante 3 h para precipitar el ADN.

El ADN precipitado, se colecté por centrifugacion a 13,000 X g durante 10 min y el
sedimento fue lavado con etanol al 70.0 % y secado al aire durante 10 min. El sedimento
conteniendo  ADN cromosomal finalmente se resuspendi6 en 50 ul de solucion
amortiguadora TE estéril y 100 ug/ml de RNAasa libre de DNAasa y se conservd en
refrigeracion.

La presencia de ADN cromosomal se determind mediante electroforesis a 100 V/ 60 min en
geles de agarosa al 0.7 %, los cuales fueron tefidos con bromuro de etidio, (Sigma) usando
5 ug/ml y posteriormente visualizados en un transiluminador (Fotodyne 30-3025) de luz
ultravioleta. La concentracion de ADN (ng/ul), se determiné por fluorometria (Hoefer DyNA
Quant 200 Fluorometer) usando densidad 6ptica a una longitud de onda de 260 nm (por sus

siglas en Inglés, OD 24).



Amplificacion de gspD, de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo mediante PCR

A partir de la secuencia de Leptospira borgpetersenii serovariedad Hardjo subtipo
Hardjobovis®, se disefiaron dos iniciadores que incluyeron sitios de corte para las enzimas
de restriccion BamHI y EcoRI (Invitrogen), con la finalidad de amplificar y clonar el gen
gspD. con la orientacion deseada en el vector de expresiéon pET28a. Los iniciadores fueron
MILe 2267 con sitio EcoRI (iniciador reverso) y MlLe 2268 con sitio BamHI (iniciador
adelantado) (Cuadro 5).

La reaccion de PCR se realizé en un volumen de 25 pl incluyendo: PCR Buffer 10X - 2.5ul;
MgCIl 50 mM - 2ul; d’NTPs (Invitrogene) 10 mM - 1ul; MiLe 2267 - 1ul; MiLe 2268 - 1ul; ADN
- 2ul (40 ng/ul); Tag Pol (Promega) - 2 U; H,O -15.25 pnl. Las condiciones de la PCR fueron:
1 ciclo de 94 °C / 5 min ; 30 ciclos de: 94 °C / 30 seg, 50 °C / 50 seg, 72 °C/ 1:30 min y un
ciclo final de 72 °C/ 7 min (termociclador Perkin Elmer 2400).

Posterior a la PCR, la amplificaciéon se visualizé mediante electroforesis en geles de

agarosa al 1.0 % tefiidos con bromuro de etidio usando 5 pg/ml.

¢ (Bulach DM, 2003 comunicacion personal, ahora Bulach et al., 2006).
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Cuadro 5. Relacion de los iniciadores utilizados en este trabajo.

INICIADOR SECUENCIA DESCRIPCION

Iniciador reverso para amplificar gspD,_

MiLe 2267 5 TCG TAG AAT TCC TGT AGC ATC 3 o
con sitio EcoRI

Iniciador adelantado para amplificar

MiLe 2268 5 TCT CAAAGG ATC CAGCGC TATC 3 gspDy con sitio BamH|

MiLe 1230 5 TAATAC GACTCACTATAG G 3 Iniciador del Promotor T7 para vectores
de la serie pET

MiLe 1231 5 GCTAGT TATTGC TCAGCG G 3 Iniciador del Terminador T7 para los
vectores de la serie pET

MiLe 2349 5 ACCCTGTGG TTC AAT CCG 3 Iniciador adelantado para cerrar un
hueco de 250 pb en gspD. de L.
borgpetersenii  serovariedad  Hardjo
Hardjobovis.

Extraccion de ADN plasmidico

La extraccion del plasmido pET28a se realizd por el método de lisis alcalina utilizando un
sistema comercial para purificacion (Cocert Maxiprep spin system, Gibco BRL).

E. coli DH5a conteniendo pET28a fue cultivada en 50 ml de caldo LB (Apéndice) e incubada
24 h a 37 °C en agitacion orbital a 200 rpm. Posteriormente, el cultivo se centrifugé a 5,000
X g durante 10 min a TA, se elimin6 el sobrenadante y el sedimento bacteriano se secé de
10 a 15 min a TA.

El sedimento se resuspendio en 210 ul de la solucién de suspension (50 mM Tris-HCI pH

8.0, 10 mM EDTA), conteniendo RNAasa A, (Sigma) a 20 mg/ml hasta homogenizar por



completo. Posteriormente, se anadio la solucién de lisis (200 mM NaOH, 1.0 % SDS p/v) y
se homogeneiz6 suavemente invirtiendo el tubo 5 veces y se incubo a TA por 5 min.

A continuaciéon, se afadieron 280 ul de la solucién de neutralizacion (hidrocloruro de
guanidina y acetato de potasio), se homogeneiz6 inmediatamente invirtiendo el tubo 5 veces
y fue entonces centrifugado a 12,000 X g durante 10 min.

Dentro de un tubo de 2 ml se coloco un cartucho con un fondo a base de membranas de
silice y dentro de éste, se afadid el sobrenadante obtenido en el paso anterior, se centrifugo
a 12,000 X g durante 1 min. El cartucho se colocé dentro de un tubo nuevo de 2 ml, se
adicionaron 700 pl de la solucion de lavado (NaCl 10 mM, EDTA 1 mM y Tris HCI 10 mM,
pH 8.0) conteniendo etanol absoluto, se centrifugd a 12,000 X g durante 1 min.

Por ultimo, el cartucho se colocé dentro de un tubo de 1.5 ml y se adicionaron directamente
en el centro de la membrana del cartucho 75 ul de TE calentado a 50 °C, se dejo incubando
a TA por 1 min y se centrifugd a 12,000 X g durante 2 min. Se retir6 el cartucho y en el tubo
quedo el ADN del plasmido pET28a ya purificado. Se registréo la extraccion mediante
electroforesis en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio (Sigma) a 5 pg/ml y
obteniendo finalmente el registro fotografico (Analizador de imagenes). EI ADN del plasmido

pET28a fue almacenado a 4 °C.

Clonacion de gspD, de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo, Hardjobovis en pET28a

Con la finalidad de asegurar que el fragmento amplificado (gspD.) quedara en fase para su
posterior expresion, se realizé su digestién y la del vector (pET28a) con las enzimas de
restriccion BamHI y EcoRI (Invitrogen),10 unidades de cada una en un volumen final de 50

ul. Para ello, se transfirieron en un tubo nuevo, 2 ul de ADN del fragmento amplificado (250

ng/ul), 1 ul de la enzima EcoRI (10 U), 5 ul de amortiguador de reaccion 3 (React 3,



Invitrogene) y 42 ul de agua desionizada estéril, para completar un volumen final de 50 pl.
Por separado, en un tubo nuevo se transfirieron 30 ul de ADN del plasmido pET28a (70
ng/ul), 2 pul de enzima EcoRI (20 U), 10 ul de amortiguador de reaccién 3 (React 3,
Invitrogene) y 58 ul de agua desionizada estéril, para completar un volumen final de 100 pl.
La incubacién de ambas reacciones se llevd a cabo en un bafio Maria (Fisher Scientific, IW)
a 37 °C durante una hora. Al término de la incubacién, se adicionaron a las reacciones de
digestion del inserto y del vector, 10 y 20 U de la enzima BamHlI, respectivamente. Después
de homogeneizar, ambos tubos de reaccién se incubaron en bafo Maria (Fisher Scientific,
IW) a 37 °C durante 12 h.

Posteriormente, para inactivar ambas enzimas y limpiar los productos, se agregd un
volumen de una solucién de Fenol-cloroformo (Apéndice), se mezclé por inversion hasta
homogenizar adecuadamente y ambos tubos fueron centrifugados durante 5 min a 13,000 X g. Se
recupero el sobrenadante, evitando el precipitado proteico y se transfirié a un nuevo tubo al
que se afadié un volumen de una solucion de cloroformo:alcohol isoamilico (Apéndice), la
mezcla fue homogenizada, en un homogenizador oscilatorio de alta velocidad (vortex,
Termolyne, Maxi-Mix Plus) y nuevamente fue centrifugada bajo las mismas constantes. El
sobrenadante fue recuperado en un tubo nuevo y se afadié una décima parte de solucion
de acetato de sodio 5 M (Apéndice) y dos volumenes de etanol absoluto frio. El tubo se
mezclé suavemente y se incubd durante tres horas a —20 °C. Posteriormente, el tubo fue
centrifugado nuevamente durante 5 min. El sedimento de ADN, fue lavado con etanol al
70.0 % mediante movimientos suaves y fue centrifugado nuevamente durante 5 min.
Finalmente, el sobrenadante fue decantado y el sedimento conteniendo al ADN, se seco al
aire y finalmente fue reconstituido en 50 ul de agua deionizada estéril por autoclave. El

analisis de los fragmentos digeridos, se hizo mediante electroforesis en geles de agarosa al



1.0 % tenidos con bromuro de etidio (Sigma) a 5 ug/ml, exposicion a luz ultravioleta y
registro fotografico en un analizador de imagenes (Fluor S Multiimager, Bio-Rad).

El ADN digerido del vector pET28a fue defosforilado de la siguiente forma: En un tubo
nuevo se colocaron 20 ul (5 ug) de ADN linearizado de pET28a, se afiadié 1 ul (20 U) de
fosfatasa alcalina intestinal de ternero (Pharmacia) y 29 ul de agua deionizada para obtener
un volumen final de 50 ul. La mezcla se mezclé en un homogenizador oscilatorio de alta
velocidad (Termolyne, Maxi-Mix Plus), se centrifug6 a 13,000 X g durante tres segundos
para concentrar los componentes en el fondo del tubo. Se incub6 a 37 °C durante 30 min y
posteriormente, se afiadido nuevamente 1 ul (20 U) de fosfatasa alcalina intestinal de ternero,
se mezcld, centrifugd a 13,000 X g por tres segundos e incub6 a 37 °C durante 30 min
adicionales. Al término de la incubacion, la mezcla se incubé durante 10 min a 70 °C, para
inactivar la enzima. Finalmente, la mezcla se colocé en hielo de 5 a 10 min y se mantuvo a
-20 °C hasta su uso.

La reaccion de ligazon se realizd con una relacion inserto-vector 3:1 (300 ng:100 ng) con 2 U
de T4 ligasa (Invitrogen) a 4 °C durante 18 a 24 h. El ADN ligado fue tratado con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) (Apéndice) para limpiarlo y fue precipitado con
la adicion de dos volumenes de etanol absoluto y 0.1 volumenes de acetato de potasio 5 M
(Apéndice) —20 °C durante 24 horas. El plasmido recombinante fue denominado pAL208

(Figura 12).
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Figura 12. Esquema de la metodologia empleada para la clonacion del fragmento
amplificado de gspD. de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo en el vector de expresion
pET28a.

Preparacion de bacterias competentes con CaCl,

Se inoculé medio liquido LB (50 ml) sin antibidticos con 3 colonias de E. coli DH5a. El
cultivo se incubo a 37 °C con agitacion orbital a 200 rpom durante 16 h. Posteriormente, fue
diluido con una relacion 1:50 en medio liquido LB (10 ml del cultivo con 16 h de desarrollo +
490 ml de medio liquido LB). Este nuevo cultivo se incubé a 37 °C con agitacion orbital a
200 rpm hasta que el cultivo alcanzé valor de absorbancia de 0.7 a una densidad 6ptica de
600 nm e inmediatamente fue colocado en hielo (2 — 4 °C), las bacterias se mantuvieron en
hielo durante todo el proceso (si se rompe la cadena fria, se alterara la calidad del lote de
bacterias competentes).

El cultivo fue centrifugado a 8000 rpm a 4 °C durante 10 min. El sobrenadante fue eliminado
y el sedimento de bacterias, fue colocado inmediatamente en hielo para ser resuspendido
con 0.2 volumenes de una solucién fria (2 — 4 °C) de 50 mM de CaCl, (estéril). La mezcla de

bacterias en 50 mM de CaCls,, se incubd en hielo durante 3 h. Al término de esta incubacion,
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las bacterias fueron centrifugadas a 8000 rpom a 4 °C durante 10 min. El sobrenadante fue
eliminado y el sedimento de bacterias, fue colocada inmediatamente en hielo para ser
resuspendida con 0.2 volumenes de una solucion 50 mM de CaCl,. Finalmente la pastilla de
bacterias se resuspendi6 en 0.1 volumenes de CaCl, 50 mM/20.0 % de glicerol (estéril).

Se prepararon alicuotas con 100 pl de bacterias competentes por tubo, los cuales
mantuvieron en todo momento en hielo. Finalmente, las alicuotas se conservaron en un

ultracongelador (-80 °C) para mantener su estado de competencia hasta su uso.

Transformacién de pAL208

pAL208 fue transformado en E. coli DH5a competentes (CaCl;) mediante choque térmico
(transformacién quimica),?®® utilizando 5 pl (62 ng) de pAL208 y 100 ul de E. coli DH5a
competentes. La mezcla se incubd en hielo durante 10 min y posteriormente fue sometida a
un choque térmico a 42 °C durante dos min. La mezcla fue transferida de inmediato a 1 ml
de medio SOC (Apéndice), adicionado con 100 mM cloruro de magnesio y 100 mM sulfato
de magnesio. La bacterias transformantes se incubaron a 37 °C durante 1 h en agitacion
orbital a 200 rpm, para su recuperacion. Al término de la incubacion, se inocularon 3 cajas
de agar LB con kanamicina 50 pug/ml (LBKsg), con 50, 100 y 200 ul de las bacterias
transformadas en medio SOC, el cual contribuira al proceso de transformacion ofreciendo
una estabilidad a la pared celular de las bacterias transformantes, al tiempo que la glucosa
constituye una fuente de energia para favorecer su desarrollo. El inéculo fue extendido
sobre toda la superficie de la caja con una varilla de vidrio (bastén en “ L") estéril. Las cajas
inoculadas se incubaron a 37 °C durante 24 horas.

Las colonias transformantes resistentes a kanamicina, fueron subcultivadas en otra caja de
agar LBKsy (caja réplica). Posteriormente, se hizo el escrutinio de las colonias

transformantes kanamicina resistentes conteniendo al plasmido pAL208 recombinante
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mediante un ensayo de PCR de colonia. Se utilizaron los iniciadores correspondientes a las
secuencias del Promotor T7 (T7 Prom), MILe 1230 y del Terminador T7 (T7 Term), MiLe
1231, ubicadas en vectores de expresion de la serie pET (Cuadro 2).

La PCR se realiz6 con: Buffer 10X - 5ul; MgCl 50 mM - 4pul; d’NTPs (Invitrogene) 10 mM -
1ul; MiLe 1230 - 1ul; MILe 1231 - 1ul; ADN - 1 colonia; TAQ POL (Promega) - 2 U y H20 -
33.75 ul para un volumen final de 50 ul y bajo las siguientes condiciones de temperatura: 1
ciclo de 94 °C / 5 min seguidos de 38 ciclos de 94 °C / 30 seg; 56 °C / 50 seg; 72 °C/ 1:30
min y un ciclo final de 72 °C/ 7 min. A partir de las colonias transformantes conteniendo a
pAL208 (amplificacion de gspD,. positiva), se realiz6 la extraccion del plasmido
recombinante como ha sido ya descrito. Para ratificar la identidad de los plasmidos
recombinantes, se realizé nuevamente, un ensayo de PCR utilizando los iniciadores MiLe

1230 Y MiLe 1231.

Secuenciacion de pET28a-recombinante para confirmar la integridad de gspD.

Utilizando los iniciadores MILe1230 Y MILe1231 se amplifico el fragmento clonado a partir
del plasmido recombinante y posteriormente fue purificado mediante el sistema comercial
QlAquick PCR (QIlAgene). El producto purificado (gspD.) fue enviado al Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México en Cuernavaca, Morelos
para ser secuenciado utilizando los mismos iniciadores MlLe 1230 Y MiLe 1231, en un

secuenciador automatico (Figura 13).
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FRAGMENTO DE gspD; AMPLIFICADO
A PARTIR DE L. borgpetersenii

. SEROVARIEDAD HARDJO

T ' k i
Q DIGESTION —
Ry CONJUNTA DEL
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FRAGMENTO CON

- LAS ENZIMAS
BamH| y EcoRlI

s LIGAZON
PLASMIDO

O PAL208
“  RECOMBINANTE

TRANSFORMACION POR CHOQUE TERMICO EN E. coli DH5a.

|

SELECCION DE COLONIAS EN AGAR LB CON KANAMICINA

/
PCR A PARTIR DE LAS EXTR{&CCIGN DE SECUENCIACION
COLONIAS — PLASMIDOS —3 DEL FRAGMENTO
SELECCIONADAS RECOMBINANTES CLONADO

Figura 13. Procedimiento para la determinacion de la secuencia del fragmento clonado de
gspD..

La secuencia obtenida fue alineada con la secuencia del genoma de L. borgpetersenii
serovariedad Hardjo,? con ayuda del programa Sequencher®. Se disefié un tercer iniciador
MIiLe 2349 para terminar de secuenciar el gen gspD,. completo cerrando un hueco de 250

pb. La sintesis del mismo fue realizada en la Unidad de Sintesis del Instituto de

4 Acceso autorizado por los Doctores Adler B y Bulach D. Monash University Victoria, Australia (2003).
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Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México en Cuernavaca, Morelos

(Figura 14).
gspD,
| |
I |
MiLe 2268 MiLe 2349 MiLe 2267
— = o
: L 2 %
1 198 758 1,797

Figura 14. Esquema que muestra la region amplificada mediante PCR
correspondiente al gen gspD_. de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo
(Hardjobovis), en el que se muestra la ubicacion de los iniciadores disefiados
para lograr su amplificacion, MiILe 2268 y MILe2267 y concluir su secuenciacion,
MiLe 2349. La flecha indica el MAL correcto.

(Elaborado en el programa Sequencher)

El analisis de la secuencia de ADN fue realizado con los programas Sequencher® y Bioedit
y la busqueda de homologias utilizando el sistema BLASTX 2. 0. 3. del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Asi mismo, previo a los ensayos de expresion, utilizando el programa Sequencher® se
obtuvo una prediccion del patrén de restriccion con diferentes enzimas. Se eligieron las
enzimas Bglll y Kpnl, las cuales cortan una sola vez en la secuencia de gspD. y se
procedid a realizar las digestiones para confirmar el patrén de restriccion. La digestion y la
visualizacién del ADN de gspD, digerido por separado con ambas enzimas se realizd

conforme se ha descrito anteriormente.
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Ensayos de expresion de GspD_ recombinante (rGspD.) en diferentes cepas de
Escherichia coli

Se utilizaron alicuotas de 100 ul de bacterias competentes de E. coli cepa C43 sensible a
kanamicina; pLysS sensible a kanamicina y Rosetta codon plus sensible a kanamicina y
resistente a cloranfenicol, las cuales fueron transformadas con pAL208.

E. coli C43 es una cepa lisogena del fago lambda DE3 y posee el gen que codifica para la
sintesis de una enzima T7 RNA polimerasa cuyo promotor se encuentra regulado por el
producto de expresion del gen lacl, por lo que la induccion de la expresidén de la proteina
recombinante se realiz6 mediante la incorporacion de IPTG (0.5 a 10 mM) a los cultivos

(Figura 15).

( IPTG Induction IPTG Induction \

E. coltRNA T7RNA
polymerase

Tai gat gane

HOST CELL

Figura 15. Sistema pET28 para la expresion de proteinas
recombinantes mediante el uso de cepas de E. coli lisogenas DES3,
que poseen el gen que codifica para la T7 RNA polimerasa que se
expresa mediante induccion con IPTG, el cual a su vez favorece su
actividad en vectores que poseen el sitio promotor T7.

Utilizando 140 ng de ADN del plasmido pAL208 se realizd una transformacion por choque

termico, utilizando inicialmente la cepa de expresion de E. coli C43, siguiendo el
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procedimiento anteriormente descrito. El cultivo de las bacterias transformantes se hizo en
agar LBKsy. Se obtuvieron 60 colonias transformantes kanamicina resistentes, las cuales
fueron subcultivadas nuevamente agar LBKso (caja réplica). Posteriormente, se hizo el
escrutinio de las colonias transformantes kanamicina resistentes conteniendo al plasmido
pAL208 mediante un ensayo de PCR de colonia, utilizando los iniciadores MILe 1230 y MiLe
1231. Las colonias en las que se obtuvo la amplificacion de un fragmento cercano a las
2,000 pb fueron seleccionadas para inducir la expresion de la proteina.

A partir de una colonia que habia resultado positiva en el ensayo de PCR se inocularon 50
ml de medio liquido LBKs. El cultivo se mantuvo a 37 °C en agitacion orbital a 200 rpm
(New Brunswik Scientific. Mod. G-24) hasta que alcanzé un valor de absorbancia de 0.6 a
una densidad 6ptica con una longitud de onda de 600 nanémetros (por sus siglas en Ingés,
ODsgo), determinada en espectrofotometro. Los cultivos fueron inducidos con IPTG a
concentraciones de 0.5 a 10 mM y se incubaron tanto a 37 °C como a TA, manteniéndolos
en agitacion orbital a 200 rpm (Lab Line Shaker Dual action Mod. 3508) por 3.5 a 16 h.
Cuando se realiz6 la transformacion utilizando las cepas Rosetta y pLysS se siguio el
procedimiento anteriormente descrito, sin embargo en esta ocasion, para el cultivo de
colonias transformantes y los ensayos de expresion se utilizd tanto agar como medio liquido
LBKso, conteniendo ademas cloramfenicol 34 ug/ml (LBKso-Closa).

Al finalizar el tiempo de incubacién, el cultivo se centrifugdé a 5,000 X g (rotor Jouan 0.600
KG RPM tr/mn 11,500 MAXI) por 5 min a 4 °C, el sobrenadante fue eliminado y el
sedimento de bacterias se resuspendié en 5 ml de una solucion de Na,HPO4 10 mM, pH
7.2, manteniendo en todo momento la suspension de bacterias en hielo. Las bacterias
resuspendidas fueron rotas en un sonicador (Cole Parmer. Mod. CPX600) bajo las
siguientes constantes: 4 °C, amplitud 60.0 %, pulsos de 9 seg y descanso de 30 seg. Los

ciclos de sonicacion se repitieron hasta que la solucion clarifico (aproximadamente tres
16



ciclos). En todo momento, las muestras procesadas se mantuvieron en hielo. La
concentracion de proteinas fue cuantificada mediante el sistema comercial, Micro BCA™
Protein Assay Kit (Pierce). Finalmente los sonicados fueron almacenados a —20 °C hasta su

uso.

Electroforesis de las proteinas totales en geles desnaturalizantes de poliacrilamida
Las proteinas totales obtenidas por sonicacion de la E. coli transformante con el plasmido
pAL208, fueron suspendidas en solucién amortiguadora de muestra (Apéndice), relacion
1:1. Las suspensiones se mantuvieron en ebullicion durante 5 min en bafo Maria
(Precision) y posteriormente fueron centrifugadas a 12,000 rpm (Fisher Scientific Mod.
235C) a TA durante 5 min.

Se prepard un gel desnaturalizante de poliacrilamida-SDS al 12.0 % (gel separador), con un
grosor de 0.75 mm. En la parte superior se prepard un gel al 4.0 % (gel concentrador) con el
mismo grosor. La composicion de los geles y de las soluciones amortiguadoras se
prepararon de a cuerdo a la técnica de Laemmli (1970).%%°

El amortiguador de muestra contenia 2-mercapto etanol, el cual rompe los enlaces disulfuro
de las proteinas, lo cual va a permitir que las proteinas queden con su estructura primaria y
de esta manera puedan separarse a través de los poros del gel de poliacrilamida. Debido a
la accidon del SDS, las proteinas quedan con carga negativa, de tal forma que, estas a su
vez se separan de acuerdo a su peso molecular por su movimiento a través de los poros de
la matriz de poliacrilamida.?®® Los geles ya polimerizados se colocaron en una camara de
electroforesis (Bio-Rad. Mod. Mini-PROTEAN 1l Cell). La cuantificacion de proteinas se
realizé utilizando el Micro BCA™ Protein assay kit (Pierce). Las muestras fueron colocadas

en los pozos correspondientes a razon de 10 ug por pozo. Se utilizé el marcador de peso

molecular Mark 12 (Invitrogene) para la comparacion de los pesos moleculares de las
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diferentes proteinas de las muestras. La separacion de proteinas se realizé a 50 V para el

gel concentrador y 100 V para el gel separador durante una y tres horas respectivamente.

Tincion de azul de Coomassie

Una vez que finalizé la electroforesis, el gel fue tefiido manteniéndolo inmerso en solucidn
tefidora de azul de Coomassie (Apéndice) durante toda la noche en agitacion constante,
después, se retiré la tincién y se agrego solucién decolorante de Coomassie (Apéndice),
realizando varios cambios hasta que las bandas fueron visualizadas. Se deseché la solucién
y el gel se lavo tres veces con agua destilada, haciendo recambios de agua, después de
mantener el gel en agitacion suave durante 20 min cada lavado. Posteriormente, el gel se

seco en un bastidor con papel celofan (dulce) para su conservacion y registro fotografico.

Inmunodeteccidn tipo Western

Posterior a la electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS, las muestras seleccionadas
(extractos de proteinas totales incluyendo la proteina recombinante), fueron transferidas a
una membrana de nylon, (Hybond N+, Amersham) cortada al tamano del gel. La membrana
fue colocada en un recipiente conteniendo metanol absoluto, se mantuvo inmersa durante
15 seg y después se coloco durante 5 min en solucion amortiguadora de Towbin (Apéndice ).

El gel de poliacrilamida se identificé cortando una de las esquinas y se mantuvo en el
amortiguador de Towbin en agitacién orbital a TA durante 15 min a 15 rpm. Las esponjas y
el papel filtro también se humedecieron en el mismo amortiguador antes de ensamblar
todos los componentes.

El ensamblaje del estuche se realizo en el interior de un recipiente conteniendo
amortiguador de Towbin, de tal forma que se permitiere el paso de corriente del gel de
poliacrilamida a la membrana de nylon (Figura 16).
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Figura 16. Representacion esquematica de los componentes requeridos para la
transferencia de proteinas de un gel de poliacrilamida a una membrana de nylon.

La camara fue colocada dentro de un recipiente con hielo y posteriormente se llené con
amortiguador de transferencia frio. La camara se coloc6 sobre un agitador magnético (para
mantener en circulacion el amortiguador por medio de bala magnética).

La condiciones de transferencia fueron 100 V 1.5 h. Al término de la transferencia, la

membrana fue lavada en una solucién de TBS (Apéndice) durante 5 min, se dejé secando al
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aire sobre una hoja de papel filtro y finalmente se conservo a —20 °C entre dos hojas de

papel filtro en una bolsa de plastico sellada hasta su uso.

Inmunodeteccion de rGspD,

La deteccién de la proteina recombinante se realizd6 mediante inmunodeteccion tipo
Western siguiendo las metodologias descritas en Ausubel et al., (1993),%? utilizando
anticuerpos monoclonales dirigidos contra una region del péptido T7 (Anti-T7-HRP
monoclonal antibody, Novagene) codificada en el vector y expresadas como producto de
fusion a rGspD,. El anticuerpo anti-T7 HRP (Novagene) fue diluido 1:5,000. Se utilizé como
control positivo una proteina de 31.102 kDa marcada con el péptido T7. Para esto, la
membrana fue bloqueada mediante una incubacion con solucion de TBS-T (Apéndice)
conteniendo 5.0 % de leche descremada. Se incubd en esta solucion durante 30 min en
agitacion orbital a 15 rpm a TA. Posteriormente, la membrana fue incubada con el
correspondiente anticuerpo monoclonal anti-T7-HRP, diluido 1:5,000 en TBS-T durante 16 h
(de un dia a otro) a TA.

La membrana fue lavada 4 veces en TBS-T conteniendo 5.0 % de leche descremada
durante 5 min cada lavado y dos lavados finales con TBS durante 5 min. Todos los lavados
se realizaron en agitacion orbital a 15 rpm.

La membrana fue entonces colocada en una solucion de revelado (Apéndice), a la que se
agregaron 60 ul de peroxido de hidrogeno al 30.0 %. La membrana se mantuvo asi en
agitacion orbital a 15 rpm durante 15 min a TA hasta observar la aparicion de las bandas de

proteina de una tonalidad purpura.
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Purificacion de rGspD. mediante electro-elucién

Se prepard un gel desnaturalizante de poliacrilamida-SDS al 12.0 %, con un grosor de 0.75
mm. Se coloco la misma muestra (rGspD,) en los 9 pozos mezclada con amortiguador de
muestra con una relacion 1:1. En el pozo 10 se colocé albumina sérica bovina (P.M. 66.0
kDa) como banda de referencia para ubicar a la proteina rGspD,. (63 kDa). La separacién
en el gel concentrador fue a 50 V y para el gel separador a 100 V. Al término de la
electroforesis, el gel fue colocado en una solucién de KCI 250 mM fria, se incubd durante 5
min a 4 °C. El gel fue retirado de la solucién y colocado en una superficie oscura para poner
de manifiesto el patron de bandas de proteinas asi como la proteina de referencia, las
cuales se apreciaron de un color blanco. Con ayuda de una navaja, se cortd la banda de
interés en todos los pozos en sentido horizontal. El pedazo de gel recuperado fue
fragmentado en trozos muy pequefios y depositado en el tubo de vidrio del electro-elutor
(Bio-Rad Electro-Eluter Mod.422 ) (Figura 17).

La membrana humedecida fue ensamblada en un adaptador de silicén y el compartimiento
interno llenado con buffer de elucién (Apéndice). El adaptador de silicon (con una
membrana de dialisis con capacidad de retencion de proteinas mayores de 30 kDa), fue
unido al tubo de vidrio que posee en el fondo una superficie porosa que separd a los trocitos
de gel con la proteina del compartimiento en donde se recuperd finalmente la proteina
electro-eluida. Los tubos ya con las membranas se unieron a un soporte de acrilico
especialmente disefiado para procesar 6 tubos a la vez. La parte inferior de la camara fue
llenada con 500 ml de solucion de elucidon, cantidad que cubrié adecuadamente los
adaptadores de silicon. EI compartimiento superior de la camara con los tubos ya unidos fue
ensamblado con la parte inferior de la camara. Paso seguido, se procedio a eliminar las

burbujas de la parte inferior externa de los tubos que pudieran interferir con el proceso.
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Finalmente, se depositaron todos los trocitos dentro del tubo, el compartimiento superior se
llend con solucion de elucion y se colocé la tapa de la camara. El proceso de electro-elucidn
se realizé a 8 mA/tubo durante 16 h. Al final del proceso, se retir6 el tubo de la camara y con
mucho cuidado se separd el adaptador con la membrana del tubo, la proteina eluida se
recupero del compartimiento de silicon y la proteina fue almacenada a —20 °C hasta su uso.
Se afadié un volumen de 4 ml de la proteina electro-eluida a cada uno de los tubos
conteniendo sistemas de filtracion con punto de corte, 30 kDa (Amicon Ultra 30,000 MWCO

Millipore). Los tubos fueron centrifugados a 4,500 RPM a 4 °C durante 25 min. Al finalizar la

centrifugacion la proteina quedd concentrada en un volumen de 500 pl.

Figura 17. Representacion esquematica del proceso de electro elucion.
Cuantificacion de rGspD.
Inicialmente se realizé la cuantificacion de la proteina, utilizando como método indirecto la
comparacion con diferentes concentraciones de 5, 2.5, 1.25 y 0.625 pg albumina bovina

sérica (ABS), en geles de poliacrilamida teiidos con azul de Coomassie.
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Produccion de un suero hiperinmune anti-rGspD,

La producciéon del suero hiperinmune policlonal se realiz6 de acuerdo al protocolo
recomendado por Cooper and Paterson (2003)?®" del Ludwig Institute for Cancer Research,
Melbourne, Australia, con algunas modificaciones.

Se utilizaron dos conejos adultos de 2.5 kg de peso aproximadamente. Se obtuvo una
muestra de sangre a partir de la arteria auricular, en el dia cero. Una vez tomada se dejo a
temperatura ambiente durante 30 min para formar coagulo y entonces la muestra fue
centrifugada a 3,000 rpm. Se obtuvo el suero y se realizd dilucidon 1:25 utilizando solucion
amortiguadora de fosfatos (siglas en Inglés de phosphate buffer solution, PBS) pH 7.4
(Apéndice). En el dia cero, se realiz6 la prueba AM en campo oscuro utilizando 19
serovariedades de Leptospira, para constatar que los conejos no presentaban anticuerpos
contra Leptospira.

La proteina rGspD_ electroeluida y concentrada (100 nug) fue mezclada con adyuvante
incompleto de Freund (Sigma) con una relacion 1:1. El compuesto fue emulsificado durante
12 min y colocado en dos jeringas conectadas a una aguja de dos vias.

Los conejos se inocularon con el compuesto via intramuscular profunda bajo el siguiente
esquema:

Dia cero. 150 ug de proteina.

Dia 21. 100 ug de proteina.
Dia 32. 100 ug de proteina.
Dia 39 Sangrado en blanco, previa anestesia disociativa (ketamina 0.25 ml/kg).

Para la titulacion del suero policlonal producido, se utiliz6 una concentracion constante de
rGspD. (10 png). La proteina fue separada mediante electroforesis en geles

desnaturalizantes de poliacrilamida al 12.0 % y posteriormente transferida a una membrana
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de nylon como ha sido descrito. La proteina fue enfrentada a diferentes diluciones (1:100,
1:1,600 y 1:6,400) del suero hiperinmune anti-rGspD,. en PBS pH 7.2 El revelado de las
reacciones se realiz6 con un suero hiperinmune conjugado a peroxidasa, anti-IgG de
conejo-HRP (Jackson ImmunoResearch) diluido 1:400 y 4-1-Cloro-naftol (Sigma).

El suero producido fue esterilizado por filtracién utilizando membranas estériles con

diametro de poro de 0.45 um (Millipore) y se almacend en volumenes de 1 ml a —20 °C.

Adsorcion del suero policlonal anti-rGspD,.

Con la finalidad de minimizar reacciones inespecificas, el suero hiperinmune anti-rGspD, se
sometio a una serie de adsorciones con antigenos de E. coli cepa Rosetta. La adsorcion del
suero se realizd6 con antigenos internos y externos de la cepa Rosetta para evitar
reacciones inespecificas, siguiendo el protocolo descrito por Graber and Zingales (1985).2%

Se inocularon por separado dos matraces con 500 ml de medio liquido LB con la cepa
Rosetta de E. coli (cultivada previamente en agar LB) y se incubaron durante 16 h a 37 °C
con agitacion orbital a 200 rpm. Un cultivo de 500 ml fue esterilizado a 121 °C a 15 libras de
presion por 15 min y los otros 500 ml de cultivo se inactivaron con formalina a una
concentracion final de 0.5 % por 2 h a 37 °C con agitacion orbital a 200 rpm. Ambos cultivos
fueron mezclados y centrifugados a 5,000 rpm (rotor Jouan 0.600 KG RPM tr/mn 11,500
MAXI) a 4 °C por 10 min y lavados 2 veces con PBS pH 7.4 centrifugando en cada lavado a
5,000 rpm (rotor Jouan 0.600 KG RPM tr/mn 11,500 MAXI) a 4 °C por 10 min. Se elimino el
sobrenadante y el sedimento (antigenos bacterianos) se resuspendié en PBS (2 ml por cada
50 ml de cultivo procesado) y se almacend en volumenes de 1 ml a —70 °C.

El suero policlonal anti-rGspD_ fue diluido 1:10 en PBS con 1.0 % de albumina en un

volumen final de 15 ml y mezclado con 1 ml de antigenos bacterianos previamente
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obtenidos. Esta suspension se dejo incubando durante 16 h con agitacion orbital a 200 rpm
a4 -°C.

La mezcla se centrifugd a 5,000 rpm (rotor Jouan 0.600 KG RPM tr/mn 11,500 MAXI)
durante 10 min a 4 °C y se recupero el sobrenadante (suero policlonal) en otro tubo. Se
afadido nuevamente, 1 ml de antigenos bacterianos y la mezcla se incub6 2 h a 4 °C con
agitacion orbital. Este proceso de adsorcion se repitid 4 veces.

Finalmente, el suero se esterilizé por filtracion a través de membranas estériles (Millipore)

de 0.22 um y se almacend en volumenes de 0.5 ml a —70 °C hasta su uso.

Preparacion de proteinas de la membrana externa de Leptospira

La obtencién de proteinas de la membrana externa se realizé de acuerdo al método descrito
por Matsunaga (2003).2%®

Cultivo de bacterias: Se cultivo la serovariedad Hardjo en 100 ml medio liquido EMJH hasta
alcanzar una cuenta de 2 X 10° leptospiras/ml. El cultivo fue centrifugado a 10,000 rpm
durante 10 min a 4 °C (rotor Jouan 0.600 KG RPM tr/mn 11,500 MAXI). Al término del
proceso, se eliminod el sobrenadante y el sedimento de leptospiras fue resuspendida en PBS
con 5 mM MgCI (Apéndice) y mantenida a 4 °C (1X volumen del cultivo). Se centrifugd
nuevamente y al término de la centrifugacion se eliminé el sobrenadante.

El sedimento de leptospiras fue resuspendido ahora en un décimo del volumen inicial (10
ml) de PBS con 5mM MgCI frio (2 a 4 °C). Posteriormente, se transfirié una muestra de 0.5
ml (1 X 10%/ml leptospiras) a cada uno de dos tubos de 1.7 ml y se adicionaron 100 ul de 1X
amortiguador final de muestra (AFM) (Apéndice) y 0.25 mM de inhibidor de proteasas
fluoruro de fenil-metil sulfonilo (PMSF) (Sigma) y almacendé a -20 °C. Este material

corresponde al material celular completo. Los restantes 9 ml se distribuyeron en 6 tubos de
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1.7 ml y se centrifugaron a 10,000 X g (rotor Savant model RSR-20 13,000 X g) durante dos
min a 4 °C, terminado el proceso, se eliminé el sobrenadante. Los sedimentos se
resuspendieron en 450 ul de 2X TNE-PI (Apéndice) mas 450 ul de agua desionizada estéril.
Se homogenizaron las muestras y colocaron en hielo (2 — 4 °C) para proceder a la
extraccion de proteinas.

La extraccidon de proteinas se realizdé con detergente Tritdn X-114. A cada tubo de material
celular completo, se adicionaron 100 ul de Triton X-114 (ICN grado proteina) al
10.0 % frio (2 — 4 °C) y el compuesto se mantuvo durante 30 min a 4 °C en un agitador
orbital. Los compuestos fueron centrifugadas a 10,000 X g (rotor Savant model RSR-20
13,000 X g) durante dos min a 4 °C para obtener la fraccion del cilindro protoplasmatico y al
término de la centrifugacién, se resuspendié cada pastilla en 100 ul de 1X AFM/0.25 mM
PMSF (Sigma) y almacend a -20 °C y el sobrenadante de cada tubo fue transferido a un
nuevo tubo conteniendo 20 ul de 1 M CaCl, (Apéndice). Se recuperd un volumen de 100 pl
de la “fraccion de extraccion detergente” y fue colocado en un tubo y se conservé a —20 °C
como muestra. El volumen restante del sobrenadante de cada tubo fue mezclado con 100 pl
de Tritdbn X-114 frio al 10.0 % (grado proteina). La mezcla anterior se incub6é a 37 °C
durante 10 min para separar la fase detergente (boton) de la fase acuosa (sobrenadante). El
material soluble en tritén fue centrifugado a 2,000 X g (rotor Savant model
RSR-20 13,000 X g) a TA durante 10 min.

Se transfirié la fase acuosa (FAc) correspondiente al sobrenadante, en un nuevo tubo de
microcentrifuga, dejando la fase de detergente (FDet) en el mismo tubo.

Lavado de las fracciones: A la FAc se adicionaron 200 ul de Tritdon X-100 frio al 10.0 %. A

la FDet se adicionaron 800 ul de 1X TNE-PI frio. Ambas fases FAc y de FDet fueron
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Incubadas a 37 °C durante 10 min y centrifugadas a 2,000 X g (rotor Savant model RSR-20
13,000 X g) a TA durante 10 min.

El sobrenadante de la FAc se transfiri6 a nuevos tubos. Por otro lado, se elimin6 el
sobrenadante de la FDet y se recuperé el contenido del fondo y el sedimento.

Precipitacién con acetona: Se adicion6 1 y 3 volumenes de acetona (grado reactivo) fria a
las FAc y FDet respectivamente, se homogenizaron vigorosamente en un agitador para
tubos y a continuaciéon, se mantuvieron en agitacién a 4 °C durante toda la noche.
Finalmente, se centrifugaron a 13,000 X g (rotor Savant model RSR-20 13,000 X g) durante
15 min a 4 °C. Se elimind el sobrenadante de ambas fases, se dejaron secar ambos tubos
perfectamente y se resuspendié cada sedimento en 100 ul de amortiguador final de muestra
(AFM-0.25 mM PMSF).

La electroforesis se realiz6 bajo las condiciones anteriormente descritas.

Inmunodeteccidn tipo Western de rGspD.

A partir de una coleccidén de sueros hiperinmunes (anticuerpos policlonales) anti-Hardjo
producidos en conejos, fueron seleccionados diferentes sueros hiperinmunes con un titulo
de al menos 1:800 en la prueba AM. El suero fue enfrentado a preparaciones de rGspDy;
proteinas totales de E. coli cepa Rosetta transformada con pAL208; E. coli cepa Rosetta sin
transformar y a proteinas totales de la serovariedad Hardjo. Se utiliz6é como control
negativo, el suero de los conejos empleados para la produccién del suero hiperinmune anti-
rGspD. antes de ser inmunizados, carente de anticuerpos contra la Leptospira en la prueba
de AM. rGspD_ se enfrentdé también a sueros de animales positivos a Leptospira en la
prueba de AM. Inicialmente, a partir de un lote de sueros de bovinos remitido a la seccién
de Diagnostico de Leptospirosis del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la

F.M.V.Z-U.N.AM., se seleccionaron 8 sueros que habian reaccionado hacia la
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serovariedad Hardjo con titulos de 1:800 en la prueba AM (Cuadro 6). Para los ensayos de
inmunodeteccion tipo Western, los sueros de bovino y los sueros hiperinmunes de conejo
(anticuerpo primario) fueron diluidos 1:80 y 1:100 respectivamente. Los anticuerpos
secundarios, anti-IgG de bovino-HRP y anti-IgG de conejo-HRP (Jackson ImmunoResearch)
a la dilucion 1:5,000 sugerida por el fabricante, no fueron capaces de detectar al anticuerpo

primario, por lo cual se ajustd a una concentracion de trabajo de 1:400.

Cuadro 6. Lista de sueros de bovino empleados para evaluar la antigenicidad de

rGspD, en inmunotransferencias tipo Western.

No. de caso No. de suero Titulo/serovariedad en AM
B03-158 220 1:800 - Hardjoprajitno
B03-160 264 1:800 - Hardjoprajitno
B03-161 345 1:800 - Hardjoprajitno
B03-163 543 1:800 - Hardjoprajitno
B03-163 550 1:800 - Hardjoprajitno
B03-163 551 1:800 - Hardjoprajitno
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Se prepard un gel desnaturalizante de poliacrilamida-SDS al 12.0 % (gel separador), con un
grosor de 0.75 mm. En la parte superior se prepard un gel al 4.0 % (gel concentrador) con el
mismo grosor utilizando un peine ciego (un pozo unico). La muestra de 150 ug de proteina
rGspD. en un volumen de 300 pl fue mezclada con amortiguador de muestra (Apéndice),
relacion 1:1, posteriormente, se mantuvieron en ebullicidon durante 5 min y al término del
proceso el compuesto fue centrifugado a 12,000 rpm a TA durante 5 min. La muestra fue
colocada en el pozo unico y en un pozo aledano se colocaron 5 ul de marcador pretefiido de
peso molecular, (Dual color, Invitrogene) como referencia. La separacion de proteinas se
realizé a 50 V para el gel concentrador y 100 V para el gel separador. Al finalizar la
electroforesis, la proteina fue transferida a una membrana de nitrocelulosa siguiendo el
protocolo anteriormente descrito. Una vez transferida la proteina a la membrana, se
recortaron tiras de 2 a 3 mm. Cada tira por separado, fue incubada con un suero diferente
para realizar ensayos de inmunodeteccion tipo Western, siguiendo el protocolo antes
descrito.

Los sueros de bovino utilizados, fueron obtenidos de un estudio realizado por Carmona y De
la Pefia (2005)* para la deteccion de leptospiras patégenas en bovinos de una unidad de
produccion lechera del norte del Estado de México con una historia reciente de abortos.
Estudios de laboratorio previos, realizados por el duefio de la unidad de produccién
descartaban la posibilidad de infecciones con Brucella, Neospora y algunas enfermedades
virales. Reportaron una frecuencia de Leptospira del 79.80 % mediante la prueba AM, en un
total de 287 muestras procesadas. Las serovariedades que destacaron en este estudio
fueron: Hardjo 55.45 % (159 sueros), Canicola 48.08 % (138 sueros), Grippotyphosa 37.63 % (108
sueros) Pomona 24.4 % (69 sueros), Pyrogenes 16.02 % (46 sueros) e Icterohaemorrhagiae 14.63 %
(42 sueros)® Se seleccionaron diferentes sueros positivos a la serovariedad Hardjo,

considerando que todos los sueros seleccionados reaccionaron ademas, contra diferentes
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serovariedades. Estos sueros, también se utilizaron para realizar ensayos de
inmunodeteccion tipo Western con rGspD,. La dilucién de trabajo del suero para los
ensayos de inmunodetecciéon fue 1:50 y el anticuerpo secundario Anti-IgG de bovino-HRP
(Jackson ImmunoResearch) se utilizé a una dilucién de 1:400. Es importante sefalar que en
esta unidad de produccion se detectd la presencia de fauna nociva (Mus musculus y Rattus

rattus) y un entorno ecoldgico humedo favorable para Leptospira.

Inmunodeteccién tipo Western de rGspD, utilizando sueros de perros y hamsteres
infectados con Leptospira interrogans

Para tener evidencias mas precisas de la exposicion de GspD, sobre la superficie de
Leptospira durante la infeccién, sueros de animales positivos fueron probados mediante
inmunodeteccién tipo Western. Suero de 4 perros identificados con los numeros 28, 31, 34 y
46, que en los cuatro casos habian reaccionado contra las serovariedades Canicola y
Pyrogenes con titulos de 1:3,200 a 1:6,400 en la prueba AM y de los cuales se logro el
aislamiento de Leptospira.?®*

Para reactivar la virulencia, se inocularon hamsteres Sirios de 1 mes de edad. Los
hamsteres infectados al momento de sacrificarlos, revelaron la presencia de abundantes
leptospiras en la observacion microscopica en campo oscuro de macerados de riidn. La
recuperacion de aislados de la cepa LOCaS 46-R a partir de los mismos rifiones, confirmé
la infeccion de los hamsteres. El suero de éstos hamsteres, fue igualmente utilizado en
ensayos de inmunodeteccion de rGspD,. como control positivo de animales infectados con
Leptospira (infeccion en el laboratorio), con la misma finalidad que se utilizaron los sueros
de los perros infectados (naturalmente). De igual forma, la dilucién utilizada fue 1:100
(anticuerpo primario) y para el conjugado, anti IgG de perro-HRP o anti-lgG de hamster-

HRP (Jackson ImmunoResearch) fue de 1:400 (anticuerpo secundario).
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Ensayo piloto de inmunoproteccion en hamsteres

Durante el afno 2004, se logré el aislamiento de cinco cepas autoctonas de Leptospira a
partir de perros de la Ciudad de México, cuatro de ellos procedentes del Centro de Control
Canino Luis Pasteur y el quinto de un perro que murié con signologia caracteristica.

Para determinar su virulencia, se procedié a realizar ensayos de infeccion en modelo
animal. Para el estudio del proceso de infeccién y patogenia de la leptospirosis, el hamster
ha sido considerado el modelo animal idoneo, debido a que es altamente susceptible a la
infeccion con leptospiras patégenas,265 en la cual se puede evaluar la virulencia de aislados
de Leptospira y es utilizado en pruebas de desafio para la evaluaciéon de bioldgicos
desarrollados para prevenir la leptospirosis. Para nuestro estudio, la infeccion de hamsteres
con cada uno de las cinco aislados de Leptospira en repetidas ocasiones, confirmd su
virulencia, ya que les causaba la muerte después de cuatro a nueve dias post-inoculacién y
se apreciaron lesiones caracteristicas en 6rganos como pulmén, higado y rifiones, que
coincidian con lo reportado en la literatura.?®* Los resultados de la serotipificacion con
sueros inmunes de referencia® sugieren que corresponden al serogrupo Canicola.

A partir de un sexto pase in vitro de la cepa LOCaS-46R mantenida en medio Fletcher
enriquecido con 8-10 % de suero de conejo, se iniciaron inoculaciones en Hamsteres para
activar su virulencia, lo cual es necesario para realizar ensayos de desafio. Tres hamsteres
de 21 dias de edad fueron inoculados via intra peritoneal (IP) con un volumen de 0.7 ml del
cultivo de leptospiras de la cepa 46R (anillo de Dinger) en medio Fletcher. Después de 20
dias de la inoculacion se sacrificaron dos de los tres hamsteres inoculados, por exposicion a
éter. Con la cepa ya reactivada en su virulencia, se procediéo a realizar una segunda

inoculacién de 3 hamsteres, determinando la cuenta de leptospiras por ml de cultivo en una

® WHO/FAO/OIE Collaborating Centre for Reference and Research on Leptospirosis, Australia and Western Pacific Region
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camara de Petroff-Halsser. La dosis de leptospiras inoculadas |IP a cada
hamster fue de 1.3 X 10 leptospiras en un volumen de 0.8 ml.

Para el ensayo de inmunoproteccién, con la finalidad de determinar si existia alguna
proteccidén en el grupo inmunizado con rGspD, y el grupo control, se formaron dos grupos
de tres hamsteres cada uno, con una edad aproximada de los animales de 1 mes. El grupo
1 se inoculdé con 50 ug de proteina rGspD, purificada, la cual fue mezclada con adyuvante
incompleto de Freund (Sigma). con una relacion 1:1; la mezcla fue emulsificada durante 12
min previos a su inoculacién. Los hamsteres se inocularon via intramuscular (IM) profunda

de acuerdo al siguiente esquema:

Primera inoculacién Dia cero. 50 ng de proteina GspD,_
Segunda inoculacion Dia 30. 50 ng de proteina GspD,.
Desafio Dia 56 1.237 X 108 leptospiras/hamster

El grupo 2 se dejo sin inocular y se mantuvo bajo las mismas condiciones de alojamiento y
alimentacion que el grupo 1 (Figura 18).

El dia 56 se procedi6é al desafio de ambos grupos con la cepa LOCaS 46R patégena para
hamster, con una dosis de 1.2 X 108 leptospiras/hamster.

Posterior a la muerte por infeccion o a la necropsia de los animales, segun fue el caso, se
colectaron muestras de sangre (para re-aislar la cepa de Leptospira en medio semisolido y
obtencion de suero), higado, orina, rindn y pulmon para cultivo, histopatologia y PCR. Los
pulmones se colectaron para realizar histopatologia. A partir del cultivo inicial de los
organos, se realizaron dos diluciones con la finalidad de determinar cualitativamente la

cantidad de leptospiras presentes el tejido.
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Grupo 1 Grupo 2 Control

inmunizado con 50 pg de rGspD. Mantenido sin inocular
recombinante en dos ocasiones

Dia 56

) Desafio de ambos grupos
con la cepa LOCaS-46R de
origen canino 1.237 X 10°

leptospiras.

Dia cero - 50 ug de rGspD,
Dia 30 -50 ng de rGspD.

Figura 18. Esquema empleado de inmunizacion con rGspDy, en el ensayo piloto de inmunoproteccion en hamsteres.
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Analisis filogenético de GspD

Fueron elaborados filogramas usando el programa Clustal W, para los genes rrs y
gspD., de diferentes bacterias Gram negativas en las que se han identificado genes
del T2SS. El analisis incluyé a los géneros: Alacanivorax, Aeromonas, Azoarcus,
Burkholderia, Candidatus, Chlamydia, Cytophaga, E. coli, Legionella, Mixococcus,
Neisseria, Photorhabdus, Pseudomonas, Ralstonia, Shewanella, Shigella, Vibrio,

Xanthomonas, Yersinia y Leptospira.
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VIIl. RESULTADOS

Amplificacion y clonacién de gspD. de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo,
Hardjobovis en el vector pET28a

Se amplificé un producto de 1,533 pb de un total de 1,797 pb de gspD. (Figura 19). La
digestion del producto de PCR con las enzimas BamHI y EcoRI generé un fragmento de
1,515 pb, a partir del par de bases 205 hasta el par de bases 1,719 y fue clonado
correctamente, segun se demostré por secuencia, en el vector de expresion pET28a,
generando asi al plasmido recombinante pAL208. pAL208 fue recuperado de 10 ml de
cultivo de colonias transformantes de E. coli DH5a crecidas en agar LB con kanamicina (50
pug/ml) y purificado mediante el sistema comercial (Miniprep QIAgene) a razén de 10 pug en

un volumen de 50 pl (Figura 20).

- < 1533pb

Figura 19. Fragmento amplificado de gspD, por Figura 20. Extraccion de ADN del
PCR a partir de ADN cromosomal de L. plasmido pET28a a partir de E. coli
borgpetersenii  serovariedad Hardjo subtipo DH5a. Linea 1, Marcador de peso
Hardjobovis, utilizando los iniciadores MiLe molecular KHInd”l, linea 2, ADN del
2267 y MILe'226§. ’Llnea 1, Marcador de”peso plasmido pET28a; linea 3, ADN del
molecular AHindlll; linea 2, Producto amplificado plasmido pET28b.

correspondiente a gspD,; 3, (Control negativo).



Utilizando el programa Sequencher® se obtuvo una prediccion del patrén de restriccion con
diferentes enzimas. Se eligieron las enzimas Bglll y Kpnl, las cuales cortan una sola vez en
la secuencia de gspD, y se procedio a realizar las digestiones para confirmar el patron de
restriccion. La Digestion con cada una de las enzimas demostré que en ambos casos hubo
un corte Unico en la secuencia, por lo que se apreciaron dos bandas al realizar la

visualizacion de los geles de agarosa al 1.0 % (Figuras 21 y 22).

23.1Kb
9.4 Kb
6.5 Kb

4.3 Kb
23.1Kb
9.4 Kb 2.3Kb
6.5 Kb 2.02Kb
4.3 Kb
2.3Kb
2.02Kb
1,097 pb
436 pb
Figura 21. Digestion con Bglll de Figura 22. Digestion con Kpnl de
gspD.. Linea 1, marcador de peso gspD.. Linea 1, marcador de peso
molecular AHindlll; linea 2, ADN de molecular AHindlll; linea 2, ADN de
gspD. sin digerir; linea 3, ADN de gspD. sin digerir; linea 3, ADN de
gspD, digerido con Bglll. gspD, digerido con Kpnl.

La digestiéon por separado, con las enzimas BamHI y EcoRI del fragmento amplificado
correspondiente a gspD, y del plasmido pET28a (Figura 23), permitio realizar la ligazén de
ambos, que derivd en la obtencion del plasmido recombinante pAL208. A partir de este
plasmido recombinante, se confirmd mediante secuenciacion, la correcta insercion del

fragmento clonado.



Kb

23.1
9.4
6.5
4.3

2.3
2.0

Figura 23. Preparacion del fragmento amplificado y del Plasmido
pET28a previo al ensayo de clonacion. Linea 1, plasmido pET28a sin
digerir; linea 2, plasmido pET28a digerido (BamHi y EcoRl); linea 3,
plasmido pET28b sin digerir; linea 4, plasmido pET28b digerido
(BamHi y EcoRl); linea 5, ADN de gspD, amplificado sin digerir; linea
6, ADN de gspD. amplificado digerido (BamHi y EcoRI); linea 7,
marcador de peso molecular AHindlll.

Andlisis de la secuencia de GspD, de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo

Con ayuda de los programas Bioedit y Secuencher®, se realizé el alineamiento de la
secuencia obtenida con secuencias reportadas en las bases de datos, asi como con las
secuencias de tres genomas disponibles de Leptospira (L. borgpetersenii Hardjo, L. interrogans
Lai y Copenhageni). El analisis de la secuencia demostr6 que el fragmento clonado
presentaba una identidad del 100 % con la secuencia de gspD, del genoma de L. borgpetersenii
serovariedad Hardjo. El gen gspD,. completo, tiene una longitud de 1,797 pb y
codifica para una proteina (GspD_) conformada por 598 aminoacidos (Figura
24). La comparacion de la secuencia de GspD, con las bases de datos, reveldé una

identidad del 25.0 % y una similitud del 46.0 % con la secretina GspD de E. coli y una



identidad del 24.0 % y una similitud de 41.0 % con la secretina XcpQ de Pseudomonas
aeruginosa. Asi mismo, al realizar la comparacion con la secuencia de las secretinas de
Leptospira interrogans serovariedades Lai y Copenhageni, se observé una identidad del
92.0 % y una similitud del 96.0 % con ambas. El alineamiento entre GspD de las
serovariedades Lai y Copenhageni revel6 una identidad y una similitud del 100 % (dato no
presentado en figura). El alineamiento entre la secuencias de GspD de la serovariedad
Copenhageni y de E. coli, mostré una identidad del 28.0 % y una similitud del 48.0 %.
Finalmente, el alineamiento entre las secuencias de GspD de E. coli y XcpQ de
Pseudomonas aeruginosa reveld una identidad del 27.0 % y una similitud del 46.0 %. La
diferencia encontrada entre las secuencias de aminoacidos de GspD de la serovariedad
Hardjo y las serovariedades Copenhageni y Lai podria deberse a que éstas ultimas
pertenecen a la especie L. interrogans, mientras que Hardjo pertenece a la especie L.
borgpetersenii. (Figuras 25 a 29).

La prediccion del peso molecular de GspD,. de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo se

estimo en 66.7 kDa con ayuda del programa ScanSite pl/Mw en el sitio Expassy®, peso muy

similar a las proteinas homodlogas de las serovariedades Copenhageni y Lai de L.
interrogans, estimado en 66.5 y 68.7 kDa respectivamente con base en el analisis del
producto codificado, con el mismo programa Expasy. En contraste, la secretina GspD de E.

coli se estimo un peso de 70.7 kDa (Cuadro 7).

® http://ca.expasy.org/cgi-bin/peptide-mass.pl




1 ATGTACGGAACAATCAGTCAATTTTCAATCTTTAGAATATTCCCCATTCTCATACTTTTA
61 TTTTTAGTGTGGGACAAACCGGTATTTCCTCAGAGCAAGAAAAAATCTTCCGTTAAAACA
121  AGATCGGCCACCGCTCCGGAAGAACCGGCGGAAAAGAGCTTTTATGCGAATTGGAGAGAC
181  ACCGAATTGAACGATTTTCTCAAAGGAATGAGCGCTATCTTAAAGAAAAACATTCTTTTA
MILe2268
241  GATGAGAGTTTAAAAGGTAAAAAGATTACGATCATTTCTCAAAAGGAAATTCCGATTAAA
301  AATGCATTCATCTTTATGAAATCAGTTTTAGAATCCCTCGGTTTTGGCGTGGTGGAAGAA
361  CCGGATCTGATTTCGATTGTCAAGATTAAGGATGCGCTTGCAAGATCTCCCGTGGTCCGA
Bglll
421  GTCGGTAAGGAATTGATTCCTGAAACGGAAGTCGGCGATTACAGAACGATCACTCAGATT
481  ATTCCTATTGAAAATACAAAACCGGAAGAACTAGAACCGATTCTCAAACGTCTGACGTCT
541  CCAAATACGGATGTAATCGTTTATAGAAATACGAACACGATTGTTCTTTCCGGTTCCGGA
601  GCTGACATCAATAAATTGCTGGTTTTGATAAACGAACTCGACCTGAAATTGGAAGAGGCA
661 AGTCCGGGGGCAATCGCGTCCGCCGGTGACGTGCACATTTATACTCTGGAGCATAGCGAG
721  GCCGAAAAGATCGCGGCCACTCTCGTTAAATTGGATAACCCTGTGGTTCAATCCGAAGAA
781  TTGAGCCCCGAGAAAAAAGTTCCGGGACAGATACCGATGAAAGTGGAGAAGATCAAGGCA
841  GTAGGTCATAAAGAATCTAATTCCGTTATTGTAACCGCAACGAATGCCGAATGGGCCGAG
901  ATTCGAAAGATCATTAAAGTTTTGGATTCCGCTCGAAAACAGGTTCTCTTAGAAGTGCTA
961  ATTGTGGAACTTACTTCTAGCGACTTGAACGACTTCGGGATCGATTGGAGATATAAGGGA
1021 GAGGCTTTTGGTCAATTCAACTCGGGTCTTTCTAAAGAGGCAAATATCATCAATTCAAAC
1081 GGACAAATCAATCCAAATGTCAACACACTCAGCGGTTTCTCTTTGGGGTTCTTAAAAGCA
1141 GGTTCGGAACAGATCATCGGAATTTTAAGTGCTAACCAAGGAAATGAAAATTTCAACGTA
1201 TTATCCGCTCCTCAGGTACTCACCGTGGATAATCAAGAAGCGGAAATCAGTGTCGGCCAA
1261 GATGTTCCGGTTCGGACGCAGAGTAGGAATGCCGGTACCGGTGGAACAAATGCGGTTACA
Kpnl
1321 GTAGACAACTACGAATATCGTCCCACAGGTATCAAACTCAAGTTTACTCCGCACGTAAAC
1381 AAAAACAATAGGATTACTCTCGAACTCTTCCAGGAGATTAAGAATATCGCTGAGATTGCC
1441 CTTGCCGGAGGGAATCCGACTTTCAATCGACGCGAAATCAAAACTTCCATTTCCATTGAA
1501 AACACTCAGTCTATCGTGATCGGGGGACTTATCTCAAATGATAAACAAAAGAGGATTATT
1561 AAAATTCCTTTTCTTGGAGATATTCCGTATTTAGGTCATCTTTTCAAAAGGACTACCGAA
1621 AAAATCAAAAAGACGAACTTGATGGTTTTTATCACACCGCATATACTGGACAGTAGAGAA
1681 AATGCGGATAAGATGACCGTGAAGAAAAAGATGCTACAGGAACAATACGAGCTCGAAAGA
MILe2267
1741  GAAAGAATCCTCAATAAAGAAAAAGAAATCAAATCTTTCTTTGAAAAAGAGGATTAA
1797

Figura 24. Secuencia de nucleotidos de gspD, de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo. El
color verde indica la secuencia de gspD, clonada en el vector de expresién pET28a; B —
Indica el sitio de corte para la enzima Bglll; K — indica el sitio de corte para la enzima Kpnl;
MILe2268 — Senala la secuencia del iniciador adelantado; MILe2267 — Sefiala la secuencia
del iniciador reverso y complementario.



Ecoli: 26 EQYGANFNNADIRQFVEIVGQHLGKTILIDPSVQGT-1SVRSNDTFSQQEYYQFFLSILD 84
+ + AN+ + ++ F++ + L K IL+D S++G I++ S + + F  S+L+
LepHa: 52 KSFYANWRDTELNDFLKGMSATLKKNILLDESLKGKKITIISQKEIPIKNAFIFMKSVLE 111

Ecoli: 85 LYGYSVITLDN--GFLKV----VRSANVKTSPGMIADSSRPGVGD-ELVTRIVPLENVPA 137
G+ V+ + +K+ RS V+ +1 ++ VGD +T+1+P+EN
LepHa: 112 SLGFGVVEEPDLISIVKIKDALARSPVVRVGKELIPETE---VGDYRTITQIIPIENTKP 168

Ecoli: 138 RDLAPLLRQMMDAGSVGNVVHYEPSNVLILTGRASTINKLIEVIKRVDVIGTEKQQIIHL 197

+L P+L+++ + +V+ Y +N ++L+G + INKL+ +1 4D + L
LepHa: 169 EELEPILKRLTSPNT--DVIVYRNTNTIVLSGSGADINKLLVLINELD--—-=--—- LKL 217
Ecoli: 198 EYASAEDLAEILNQLISESHGKSQMPALLSAKIVADKRTNSLIISGPEKARQRITSLLKS 257
E AS +A
LepHa: 218 EEASPGAIASA-——————— oo 228
Ecoli: 258 LDVEESEEGNTRVYYLKYAKATNLVEVLTGV------ SEKLKDEKGNARKPSSSGA-MDN 310
G+ +Y L++++A + L + SE+L EK + P ++
LepHa: 229 ——-——--—- GDVHIYTLEHSEAEKIAATLVKLDNPVVQSEELSPEK---KVPGQIPMKVEK 277

Ecoli: 311 VAITADEQTNSLVITADQSVQEKLATVIARLDIRRAQVLVEAIIVEVQDGNGLNLGVQWA 370
+ +++NS+++TA + ++ +1 LD R QVL+E +IVE+ + + G+ W
LepHa: 278 1KAVGHKESNSVIVTATNAEWAEIRKIIKVLDSARKQVLLEVLIVELTSSDLNDFGIDWR 337

Ecoli: 371 NKNVGAQQFTNTGLP IFNAAQGVADYKKNGG I TSANPAWDMFSAYNGMAAGFFNGDWGVL 430
K QF N+GL ++ NG 1 NP + S G + GF +
LepHa: 338 YKGEAFGQF-NSGL----- SKEANT INSNGQI---NPNVNTLS---GFSLGFLKAGSEQI 385

Ecoli: 431 LTALASNNKND---1LATPSIVTLDNKLASFNVGQDVPVLSGSQT--TSGDNVF--NTVE 483
+ L++N N+ +L+ P ++T+DN+ A +VGQDVPV + S+ T G N + E
LepHa: 386 IGILSANQGNENFNVLSAPQVLTVDNQEAEISVGQDVPVRTQSRNAGTGGTNAVTVDNYE 445

Ecoli: 484 RKTVGTKLKVTPQVNEGDAVLLEIEQEXXXXXXXXXXTLGPTENTRTIQNAVLVKTGETV 543
+ G KLK TP VN+ + + LE+ QE PTFEN R I+ ++ ++ +++
LepHa: 446 YRPTGIKLKFTPHVNKNNRITLELFQEIKNIAEIALAGGNPTFNRREIKTSISIENTQSI 505

Ecoli: 544 VLGGLLDDFSKEQVSKVPLLGDIPLVGQLFRYTSTERAKRNLMVFIRPTII--RDDDVYR 601
V4+GGL+ + ++++ K+P LGDIP +G LF+ T+ + K NLMVFI P I+ R++

LepHa: 506 VIGGLISNDKQKRIIKIPFLGDIPYLGHLFKRTTEKIKKTNLMVFITPHILDSRENADKM 565

Ecoli: 602 SLSKEKYTRYRQEQQQRIDGKSKAL 626

++ K+ + +++RI K K +
LepHa: 566 TVKKKMLQEQYELERERILNKEKEI 590

Identidad: 25.0 %. Similitud: 46.0 %
Ecoli: Escherichia coli.

LepHa: Leptospira borgpetersenii serovariedad Hardjo.

Figura 25. Alineamiento entre las secuencias de aminoacidos de GspD de Escherichia coli
y Leptospira borgpetersenii serovariedad Hardjo realizado con el programa Blast.
http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/.



Pseud: 50 EAHWTINLKDADIREFIDQISEITGETFVVDPRVKGQ-VSVVSKAQLSLSEVYQLFLSVM 108
E + N +D ++ +F+ +S I + ++D +KG+ ++++S+ ++ + + SV+
LepHa: 51 EKSFYANWRDTELNDFLKGMSAILKKNILLDESLKGKKITIISQKEIPIKNAFIFMKSVL 110

Pseud: 109 STHGFTVVAQGDQARIVPNAEAKTEAG----GGQSAPD--—--- RLETRVIQVQQSPVSE 158
+GF W +D IV +A + G + P+ R T++l ++ + E
LepHa: 111 ESLGFGVVEEPDLISIVKIKDALARSPVVRVGKEL IPETEVGDYRTITQIIPIENTKPEE 170

Pseud: 159 LIPLIRPLVPQYGHLAAVPSANALI ISDRSANIARIEDVIRQLDQKGSHDYSVINLRYGW 218
L P+++ L + + N +++S A+l ++ +1 +LD K + G
LepHa: 171 LEPILKRLTSPNTDVIVYRNTNTIVLSGSGAD INKLLVLINELDLK-==--- LEEASPGA 224

Pseud: 219 VMDAAEVLNNAMSRGQAKGAAGAQVIADARTNRL I ILGPPQARAKLVQLAQSLDTPTARS 278
+ A +V + +A+ A V LD P +S
LepHa: 225 IASAGDVHIYTLEHSEAEKIAATLY-——————— e KLDNPVVQS 258

Pseud: 279 ANTRVIRLRHNDAKTLAETLGQISEGMKNNXXXXXXXXXXXRPSNILIRADESTNALVLL 338
+ + GOl + | + +N++++
LepHa: 259 -———-————- EELSPEKKVPGQIP-—-—————————————- MKVEKITKAVGHKESNSVIVT 292

Pseud: 339 ADPDTVNALEDIVRQLDVPRAQVLVEAAIVEISGD IQDAVGVQWAINKGGMGGTKTNFAN 398
A + I1++ LD R QVL+E [IVE++ + G+ W G N
LepHa: 293 ATNAEWAEIRKIIKVLDSARKQVLLEVLIVELTSSDLNDFGIDWRYKGEAFGQF--—-- N 347

Pseud: 399 TGLSIGTLLQSLESNKAPE-SIPDGAIVG I---GSSSFGALVTALSAXXXXXXXXXXXXX 454
+GLS + + P + G +G GS +H+A
LepHa: 348 SGLSKEANIINSNGQINPNVNTLSGFSLGFLKAGSEQI 1GILSANQGNENFNVLSAPQVL 407

Pseud: 455 XXXXQKAEILVGQNVPFQTGSYTTNSEGSSNPFTT--VERKDIGVSLKVTPHINDGAALR 512
Q+AEl VGQ+VP +T S + G+N T E + G+ LK TPH+N +
LepHa: 408 TVDNQEAEISVGQDVPVRTQSRNAGT-GGTNAVTVDNYEYRPTGIKLKFTPHVNKNNRIT 466

Pseud: 513 LEIEQEISALLPNAQQRNNTDLITSKRSIKSTILAENGQVIVIGGLIQDDVSQAESKVPL 572

LE+ QE1I + A N ++R IK++1 EN Q IVIGGLI +D + K+P
LepHa: 467 LELFQEIKNIAEIALAGGNPTF--NRREIKTSISIENTQSIVIGGLISNDKQKRIIKIPF 524
Pseud: 573 LGDIPLLGRLFRSTKDTHTKRNLMVFLRPTVVRDSAGLAALSGKK 617

LGDIP LG LF+ T + K NLMVF+ P ++ ++ KK
LepHa: 525 LGDIPYLGHLFKRTTEKIKKTNLMVFITPHILDSRENADKMTVKK 569

Identidad: 24.0 % Similitud: 41.0 %

Pseud: Pseudomonas aeruginosa.

LepHa: Leptospira borgpetersenii serovariedad Hardjo.

Figura 26. Alineamiento entre las secuencias de aminoacidos de XcpQ de Pseudomonas
aeruginosa y GspD_ de Leptospira borgpetersenii serovariedad Hardjo realizado con el
programa Blast. http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/.




LeHar 1 MYGTISQFSIFRIFPILILLFLVWDKPVFPQSKKKSSVKTRSATAPEEPAEKSFYANWRD 60
M GTISQ SIFRIF +LILLFLVWDKPVFPQSKKK+S KT+S T EEP+EK+FYANWRD
LeCop 1 MSGTISQLSIFRIFSLLILLFLVWDKPVFPQSKKKTSAKTKSVTQ-EEPSEKTFYANWRD 59

LeHar 61  TELNDFLKGMSAILKKNILLDESLKGKKITIISQKEIPIKNAFIFMKSVLESLGFGVVEE 120
TELNDFLKGMSATLKKNILLDESLKGKKITIISQKEIPIKN FIFMKSVLESLGFGVVEE
LeCop 60  TELNDFLKGMSAILKKNILLDESLKGKKITIISQKEIPIKNGFIFMKSVLESLGFGVVEE 119

LeHar 121 PDLISIVKIKDALARSPVVRVGKELIPETEVGDYRTITQIIPIENTKPEELEPILKRLTS 180
PDLISIVKIKDALARSP+VRVGKELIPE EVGDYRTITQ+IPIEN KPEELEPILKRLTS
LeCop 120 PDLISIVKIKDALARSPIVRVGKELIPEEEVGDYRTITQVIPIENVKPEELEPILKRLTS 179

LeHar 181 PNTDVIVYRNTNTIVLSGSGAD INKLLVLINELDLKLEEASPGAIASAGDVHIYTLEHSE 240
PNTDVIVYRNTNTIVLSGS ADINKLLVL++E D+K+EEA+PG+1+SAGD+HIYTLE+SE
LeCop 180 PNTDVIVYRNTNTIVLSGSAADINKLLVLVSEFDVKIEEATPGSISSAGDIHIYTLEYSE 239

LeHar 241 AEKIAATLVKLDNPVVQSEELSPEKKVP--GQIPMKVEKIKAVGHKESNSVIVTATNAEW 298
AEKITAATLVKLDNPV+QSE+L E+K P GQ KV+KIKAVGHKESNSV IVTATNAEW
LeCop 240 AEKIAATLVKLDNPVIQSEDLGSERKPPPPGQPMPKVDKIKAVGHKESNSVIVTATNAEW 299

LeHar 299 AEIRKINIKVLDSARKQVLLEVLIVELTSSDLNDFGIDWRYKGEAFGQFNSGLSKEANIIN 358
AEIRKI IKVLDSARKQVLLEVLIVELTSSDLNDFGIDWRYKGEAFGQFNSGLSKEANTIN
LeCop 300 AEIRKIIKVLDSARKQVLLEVLIVELTSSDLNDFGIDWRYKGEAFGQFNSGLSKEANTIN 359

LeHar 359 SNGQINPNVNTLSGFSLGFLKAGSEQIIGILSANQGNENFNVLSAPQVLTVDNQEAEISY 418
SNGQ+NPN+NTLSGFSLGFLKAGSEQI IGI1LSANQGNENFNVLSAPQVLTVDNQEAEISV
LeCop 360 SNGQVNPNINTLSGFSLGFLKAGSEQIIGILSANQGNENFNVLSAPQVLTVDNQEAEISY 419

LeHar 419 GQDVPVRTQSRNAGTGGTNAVTVDNYEYRPTGIKLKFTPHVNKNNRITLELFQEIKNIAE 478
GQDVPVRTQSRNAGTGGTNAVTVDNYEYRPTGIKLKFTPHVNKNN+ITLELFQEIKNIAE
LeCop 420 GQDVPVRTQSRNAGTGGTNAVTVDNYEYRPTGIKLKFTPHVNKNNKITLELFQEIKNIAE 479

LeHar 479 [1ALAGGNPTFNRREIKTSISIENTQSIVIGGLISNDKQKRITKIPFLGDIPYLGHLFKRT 538

IALAGGNPTFNRREIKTSISIENTQSIVIGGL ISNDKQKR I IKIPFLGD IPYLGHLFKRT
LeCop 480 ITALAGGNPTFNRREIKTSISIENTQSIVIGGLISNDKQKRITKIPFLGDIPYLGHLFKRT 539
LeHar 539 TEKIKKTNLMVFITPHILDSRENADKMTVKKKMLQEQYELERERILN 585

TEKIKKTNLMVFITPHILDSRE ADKMTVKKKM QE+YELERERILN
LeCop 540 TEKIKKTNLMVFITPHILDSRETADKMTVKKKMQQERYELERERILN 586

Identidad: 92.0 % Similitud: 96.0 %

LeHar: Leptospira borgpetersenii serovariedad Hardjo.
LeCop: Leptospira interrogans serovariedad Copenhageni.
Figura 27. Alineamiento entre las secuencias de aminoacidos de GspD, de Leptospira

borgpetersenii serovariedad Hardjo y GspD de Leptospira interrogans serovariedad
Copenhageni realizado con el programa Blast. http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/.




LeCop 50  EKTFYANWRDTELNDFLKGMSAILKKNILLDESLKGKKITIISQKEIPIKNGFIFMKSVL 109
E TF AN++DT+L F++ + A L K I++  +4G K++1 + + + + ++L
Ecoli 42  EATFTANFKDTDLKSFIETVGANLNKT I IMGPGVQG-KVSIRTMTPLNERQYYQLFLNLL 100

LeCop 110 ESLGFGVVE-EPDLISIVKIKDALARS-PIVRVGKELIPEEEVGDYRTITQVIPIENVKP 167
E+ G+ VW E D++ +VK A P+v G + +E+ +T+V+P+ NV
Ecoli 101 EAQGYAVVPMENDVLKVVKSSAAKVEPLPLVGEGSDNYAGDEM-—---- VTKVVPVRNVSY 155

LeCop 168 EELEPILKRL--TSPNTDVIVYRNTNTIVLSGSAADINKLLVLVSEFD---VKIEEATPG 222
EL PIL+++ ++ + +V+ Y +N I+L+G A+ + +L ++ D + EE P
Ecoli 156 RELAPILRQMIDSAGSGNVVNYDPSNVIMLTGRASVVERLTEVIQRVDHAGNRTEEVIPL 215

LeCop 223 SISSAGDIH--1YTLEYSEAEKIAATLY-==——————— e KLD 251
+SA +1 ++L + E ATL +LD

Ecoli 216 DNASASEIARVLESLTKNSGENQPATLKSQIVADERTNSVIVSGDPATRDKMRRLIRRLD 275

LeCop 252 NPVIQS-—-----—-———- EDLGSERKPPPPGQPMPKVDKIKAVG-———-—————- HKESN 288
+ + +S EDL K K + VG K SN

Ecoli 276 SEMERSGNSQVFYLKYSKAEDLVDVLKQVSGTLTAAKEEAEGTVGSGREVVSIAASKHSN 335

LeCop 289 SVIVTATNAEWAEIRKIIKVLDSARKQVLLEVLIVELTSSDLNDFGIDWRYKGEAFGQFN 348
++1VTA ++ +1+ LD R QV +E LIVE+ +FG+ W K QF
Ecoli 336 ALIVTAPQDIMQSLQSVIEQLDIRRAQVHVEAL IVEVAEGSNINFGVQWGSKDAGLMQFA 395

LeCop 349 SGL---———-—-—-————- SKEANTINSNG--QVNPNIN--————-— TLSGFSLGFLKAG 382
+G K + +1+ NG +NP+ N LSGFS +
Ecoli 396 NGTQIPIGTLGAAISAAKPQKGSTVISENGATTINPDTNGDLSTLAQLLSGFSGTAVGVV 455

LeCop 383 SEQIIGILSANQGNENFNVLSAPQVLTVDNQEAEISVGQDVPVRTQSRNAGTGGTNAVTV 442
+ ++ A + + + NVLS P + T+DNQEA  VGQDVPV T S G N+
Ecoli 456 KGDWMALVQAVKNDSSSNVLSTPSITTLDNQEAFFMVGQDVPVLTGST---VGSNNSNPF 512

LeCop 443 DNYEYRPTGIKLKFTPHVNKNNKITLELFQEIKNIAEIALAGGNPTFENRREIKTSISIEN 502
+ E+ GI LK TP +N+ N + + + QE+ + + F R++KT++  +
Ecoli 513 NTVERKKVGIMLKVTPQINEGNAVQMVIEQEVSKVE--GQTSLDVVFGERKLKTTVLAND 570

LeCop 503 TQSIVIGGLISNDKQKRIIKIPFLGDIPYLGHLFKRTTEKIKKTNLMVFITPHILDSRET 562
+ 1V+GGL+ + + + K+P LGDIP +G+LFK T +K +K NLMVFI P IL

Ecoli 571 GELIVLGGLMDDQAGESVAKVPLLGDIPVIGNLFKSTADKKEKRNLMVFIRPTILRDGMA 630

LeCop 563 ADKMTVKKKMQQERYELERE 582

AD ++ +K ++ R+
Ecoli 631 ADGVSQRKYNYMRAEQIYRD 650

Identidad: 28.0 % Similitud: 48.0 %
LeCop: Leptospira interrogans serovariedad Copenhageni.
Ecoli: Escherichia coli.
Figura 28. Alineamiento entre las secuencias de aminoacidos de GspD de Leptospira

interrogans serovariedad Copenhageni y GspD de Escherichia coli, realizado con el
programa Blast. http://www.ncbi.nim.nih.qgov/BLAST/.




Ecoli 166 IDSAGSGNVVNYDPSNVIMLTGRASVVERLTEVIQRVDHAGNRTEEVIPLDNASASEIAR 225
+D GNV+  P++ 1 R + E +++ E+l ++ A A++IA+
Pseud 340 LDKRKLGNVLLVAPADEIAARERQEL----- EAQKQIAELAPLRRELIQVNYAKAADIAK 394

Ecoli 226 VLESLTKNSGENQPATLKSQIVADERTNSVIVSGDPATRDKMRRLIRRLD 275
+ +S+T + G+ + 1 D+RTNS+I D++RR++ +LD
Pseud 395 LFQSVTSDGGQEGKEGGRGSITVDDRTNSIIAYQPQERLDELRRIVSQLD 444

Identidad: 26.0 % Similitud: 50.0 %

Ecoli: Escherichia coli.

Pseud: Pseudomonas aeruginosa.

Ecoli 285 QVFYLKYSKAEDLVDVLKQVSGTLTAAKEEAEGTVGSGREVVSIAASKHSNALIVTAPQD 344
++ + Y+KA D+ ++V T +E EG GS 1 +N++1 PQ+
Pseud 380 ELIQVNYAKAADIAKLFQSV--TSDGGQEGKEGGRGS------ ITVDDRTNSITAYQPQE 431

Ecoli 345 IMQSLQSVIEQLDIRRAQVHVEALIVEVAEGSNINFGVQWGSKDAGLMQFANGTQIPIGT 404
+ L+ ++ QLDI QV +EA I1VE G + + GV+WG G 1G
Pseud 432 RLDELRRIVSQLDIPVRQVMIEARIVEANVGYDKSLGVRWGGAYHKGNWSGYGKDGNIGI 491

Ecoli 405 LGAAISAAKPQKGSTVISENGATTINPDTNGDLSTLAQLLSGFSGTAVGVVKGDWMALVQ 464
P GS G T+ +P DL SG +G + + + +Q
Pseud 492 KDEDGMNCGPIAGSCTFPTTG-TSKSPSPFVDLGAK----DATSGIGIGFITDNIILDLQ 546

Ecoli 465 --AVKNDSSSNVLSTPSITTLDNQEAFFMVGQDVPVLTGSTVGSNNSNPFNTVERKKVGI 522
At+ + ++S P+ TD+ A + G +VP S+ G+ +++ K+ +
Pseud 547 LSAMEKTGNGEIVSQPKVVTSDKETAKILKGSEVPYQEASSSGATSTS-—----- FKEAAL 600

Ecoli 523 MLKVTPQINEGNAVQMVIEQEVSKVEGQTSLDVV--FGERKLKTTVLANDGELIVLGGLM 580
L+VTPQI N + + ++ +Q L+V + ++ +L NDGE 1V+GG+

Pseud 601 SLEVTPQITPDNRIIVEVKVTKDAPDYQNMLNGVPPINKNEVNAKILVNDGETIVIGGVF 660

Ecoli 581 DDQAGESVAKVPLLGDIPVIGNLFKSTADKKEKRNLMVFIRPTILRDGMAADG 633

++  +SV KVP LGH++P +G LF+ K L+VF+ P I+ + A G
Pseud 661 SNEQSKSVEKVPFLGELPYLGRLFRRDTVTDRKNELLVFLTPRIMNNQAIAIG 713

Identidad: 27.0 % Similitud: 46.0 %

Ecoli: Escherichia coli.
Pseud: Pseudomonas aeruginosa.
Figura 29. Alineamiento entre las secuencias de aminoacidos de GspD de Escherichia coli

y XcpQ de Pseudomonas aeruginosa, realizado con el programa Blast.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.




Cuadro 7. Prediccion del peso molecular de las secretinas de la membrana
externa, GspD de E. coli y otras proteinas homologas.

Numero Peso

Bacteria Denominacion de Molecular
(aa) (kDa)
Escherichia coli (Chen et al., 2006)%%® GspD 650 74.17
Pseudomonas aeruginosa PAO1, XcpQ 658 69.95

(Stover et al., 2000)%*’

L. interrogans serovar Lai (Ren et al, GspD 615 68.71
2003)'"*
L. interrogans serovar Copenhageni GspD 596 66.46

(Nascimento et al., 2004)"*

L. borgpetersenii serovar Hardjo (Bulach GspD 5908 66.70
et al., 2006)"*°

Extracciones de ADN del vector de expresion pET28a

Los ensayos iniciales de expresion de la proteina rGspD,_ se realizaron en la cepa de
Escherichia coli C43, la cual fue transformada con pAL208. La presencia de pAL208 fue
confirmada mediante PCR a partir de las colonias transformantes que desarrollaron en agar

LBKsg utilizando los iniciadores MILe1230 (T7 P) y MILe1231 (T7 T), Figura 30.
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Figura 30. PCR de colonia utilizando los iniciadores MILe 1230 y MiLe 1231.
En las lineas 1 y 15 se colocé el marcador de peso molecular AHIndlll.
Lineas 2 ala 14 y 16 a la 22 PCR de las colonias seleccionadas. Linea 23,
plasmido pAL208 control positivo y 24, control negativo.

Fueron seleccionadas tres colonias transformantes con resultado de PCR positivo y a partir
de ellas se obtuvo la extraccion del plasmido recombinante (Figura 31). Para confirmar que
se trataba de plasmidos recombinantes, se realizé un nuevo ensayo de PCR utilizando los
iniciadores MILe 1230 Y MiLe 1231, obteniendo en los tres casos, la amplificacion del

fragmento clonado con un tamafo cercano a las 2,000 pb (Figura 32).



Figura 31. Extraccion de ADN de los plasmidos recombinantes
obtenidos a partir de las transformantes seleccionadas de E. coli
DH5a. Linea 1, marcador de peso molecular AHindlll. Lineas 2 a
4, extraccion de plasmidos de tres colonias recombinantes.
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Figura 32. PCR realizado a los tres plasmidos recombinantes, utilizando
los iniciadores MlLe 1230 y MiLe 1231. Linea 1, marcador de peso
molecular AHindlll; linea 2 a 4, productos amplificados de los plasmidos
obtenidos.



Ensayos de expresiéon de rGspD, en diferentes cepas de Escherichia coli

El analisis de las proteinas totales en los geles de poliacrilamida evidencio una diferencia en
el patron de bandas con peso cercano a los 66 kDa entre la cepa que contenia a pAL208 y
los controles negativos correspondientes a las cepas C43 sola y C43 con pET28a sin

inserto (Figura 33).
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Figura 33. SDS-PAGE de los ensayos de expresion en la cepa C43 de
E. coli. Lineas 1, 3 y 5 corresponden a extractos de proteinas totales
(PT). Lineas 2, 4 y 6 preparaciones a partir de cuerpos de inclusién de
las mismas preparaciones de PT. pAL208 (plasmido recombinante);
pET28a (plasmido sin inserto). Linea 7, marcador de peso molecular
(MPM).



Deteccidén de la proteina rGspD,

Inicialmente, en los ensayos de deteccién en E. coli C43 transformada con pAL208 no
mostraron sefales positivas de la expresion de rGspD.. En un nuevo ensayo de expresion
empleando 0.2 % de glucosa previo a la induccién con IPTG, para sincronizar el cultivo y
favorecer la expresion de la proteina recombinante, en caldo LBKs,, tampoco mostrd
resultados positivos. Al realizar un analisis mas detallado de la secuencia clonada, se
determiné que habia diferencias en el uso de codones que utiliza E. coli C43 y los que
poseia la secuencia gspD. clonada. Mientras que el uso de codones para arginina en la
secuencia del inserto de L. borgpetersenii (gspD.), es: AGA—45.4 %; AGG-18.1 %; CGA-18.1 %;
el uso de codones para arginina en E. coli es: AGA-3.9 %; AGG—-2.2 %; CGA-3.9 %. Debido a
esta situacion, se utilizaron las cepas de expresion de E. coli, Rosetta DE3 codon-plus y
pLysS (Novagene). La cepa Rosetta DE3 codon plus codifica para diferentes tRNAs que en
condiciones normales, cepas de E. coli no poseen (estos incluyen los tres codones
codificantes para arginina anteriormente mencionados), lo cual favorece la expresion de una
amplia gama de proteinas recombinantes. La cepa pLysS posee un gen que codifica para la
T7 lisozima, la cual ejerce un control mas estricto sobre la T7 ARN polimerasa, controlando
la expresion de productos toxicos para E. coli.

En un nuevo ensayo de expresion se emplearon las tres cepas de E. coli, C43 en medio
liquido LBKsp y pLysS y Rosetta en medio liquido LBKs,-Closs incubadas a 37 °C previo a la
induccion con IPTG (10 mM) y a TA después de la induccidn. El andlisis de las proteinas en
geles de poliacrilamida al 12.0 % mostr6 un patron diferente para las proteinas totales de la
cepa Rosetta, por debajo de los 66 kDa, lo cual coincidia con el peso esperado de acuerdo
a la prediccion del fragmento clonado (63 kDa), banda no apreciada en las otras dos cepas
ni en los controles negativos (Figura 34). Para confirmar la expresion de rGspD,, se realizé

una inmunodeteccién tipo Western, utilizando nuevamente los anticuerpos monoclonales



anti-T7-HRP (Novagene) dirigidos contra el péptido T7 y anti-His-HRP contra el péptido de
histidinas. Como resultado de la inmunodeteccion utilizando anti-T7-HRP (Novagene)
diluido 1:5,000 se observo la aparicion de dos bandas bien definidas con un peso menor a
66 kDa en la preparacion de proteinas totales de la cepa Rosetta. Las mismas sefnales
aparecieron pero con mucho menor intensidad en la preparacién de proteinas totales de la
cepa pLysS. Al igual que en los ensayos anteriores, se confirmd que la cepa C43 no
expreso a rGspD, (Figura 35). La expresion de rGspD. en la misma cepa Rosetta fue
también confirmada utilizando el anticuerpo monoclonal anti-histidinas, PENTAHIS-HRP
(QIAGEN) diluido 1:5,000 en un nuevo ensayo de deteccion con las tres cepas de expresion
(C43, Rosetta y pLysS). Nuevamente, se observé la aparicion de dos bandas bien definidas
aunque con menor intensidad debajo de los 66 kDa. No se observo reaccion hacia el control
positivo (6xHis Protein Ladder QIAGEN), posiblemente por degradacién del mismo, ya que
no se observaron las bandas bien definidas en el gel. A pesar de ello, este resultado

confirmé la expresion de rGspD, a través de las etiquetas de histidina (Figuras 36 y 37).
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Figura 34. SDS-PAGE de las preparaciones de proteinas totales del ensayo
de expresion en las tres cepas de E. coli. La expresion de rGspD, se
observé unicamente en la cepa Rosetta transformada con pAL208. Linea 1,
marcador de peso molecular; linea 2, cepa Roseta; linea 3, cepa Rosetta-
pET28a sin inserto; linea 4, cepa C43-pAL208; linea 5, cepa pLysS-pAL208;
linea 6, cepa Rosetta-pAL208; linea 7, proteina con etiqueta del péptido T7
(control positivo); linea 8, albumina sérica bovina.
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Figura. 35. Inmunodeteccion tipo Western que
muestra la expresion de rGspD, realizada a partir del
gel de la figura 34, utilizando suero hiperinmune anti-
T7-HRP. Linea 6, deteccion positiva de la expresion
de rGspD, en la cepa Rosetta; linea 7, deteccion
positiva de una proteina que posee una etiqueta del
péptido T7 (control positivo).
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Figura 36. SDS-PAGE de las preparaciones de proteinas totales del
ensayo de expresion en las tres cepas de E. coli. La expresiéon de
rGspD, se observé Unicamente en la cepa Roseta transformada con
pAL208. Linea 1, marcador de peso molecular; linea 2, cepa
Rosetta-pET28a sin inserto, linea 3, C43-pAL208; linea 4, cepa
pLysS-pAL208; linea 5, cepa Rosetta-pAL208; linea 6, Penta-His;
linea 7, albiumina sérica bovina.
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Figura 37. Inmunodeteccion tipo Western que muestra la
expresion de rGspD, realizada a partir del gel de la figura 36
utilizando Pentahis-HRP (1:2,000). Linea 5, deteccion positiva
de la expresion de rGspD, en la cepa Rosetta; linea 7, 6xHis
protein Ladder posee etiquetas de histidina (control positivo).

Purificacion de rGspD. mediante electro-elucion

Debido a que el sistema de deteccion y purificacion basado en las etiquetas de histidinas no
funcion6 en nuestras manos, se procedio a realizar la purificacion de la proteina mediante
electro-elucién. Después de la electro-elucién de las bandas de 25 geles, se procedio a
realizar los ensayos de electroforesis e inmunodeteccion de rGspD, purificada. La
inmunodeteccion se realizé utilizando el anticuerpo monoclonal anti-T7-HRP (Novagene)
diluido 1:5,000 siguiendo el protocolo anteriormente descrito. Los resultados de ambos
procedimientos mostraron que se logré purificar mediante esta metodologia la proteina

recombinante (Figuras 38 y 39).
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Figura 38. SDS-PAGE que muestra Figura 39. Inmunodeteccién tipo Western
diferentes procesos de electro-elucion. que muestra a rGspD_. purificada
Lineas 2 a 9 rGspD_ electro-eluida. mediante electro-elucién (lineas 2 a 9)
Lineas 1 y 9. MPM, marcador de peso utilizando anti-T7-HRP (1:5,000). MPM,
molecular. marcador de peso molecular.

De acuerdo al método de cuantificacion indirecta con un estandar de albumina sérica
bovina, se estimd una concentracion aproximada de 1 ug/ul después de la concentracion de

rGspD, por filtracion (Figura 40).
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ASB rGspD.

Figura 40. Cuantificacién de rGspD_ por comparacion con
un estandar de albumina sérica bovina.

ASB — Albumina sérica bovina; rGspD, — Proteina recombinante



Titulacién del suero hiperinmune policlonal anti-rGspD, producido en conejo

El suero del conejo no. 1 alcanz6 un titulo de 1:6,400 mientras que el suero del conejo no.2
alcanzoé un titulo de 1:3,200 en ensayos de inmunodeteccion tipo Western con 15 ug de

rGspD.. En ambos casos el titulo obtenido se consideré adecuado (Figura 41).

Diferentes diluciones del suero
1:100 1:1,600 1:3,200 1:6,400 MPM
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Figura 41. Titulacién del suero hiperinmune anti-rGspD, producido
en conejo mediante inmunodeteccién tipo Western, utilizando tiras
nitrocelulosa en las cuales fue transferida rGspD,. La flecha muestra
la sefal de reaccion positiva, resultado de la interaccion del suero
hiperinmune y la proteina. Para la deteccion se utilizé anti-lgG de
conejo-HRP (1:400). MPM, marcador de peso molecular.

Las preparaciones de proteinas de membrana externa a partir de L. interrogans
serovariedad Hardjo resultaron satisfactorias (Figura 42). Ensayos de inmunodeteccion tipo
Western a partir de proteinas de la membrana externa y utilizando el suero hiperinmune

anti-rGspD, revelaron una banda bien definida con peso aproximado a los 63 kDa.
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Figura 42. SDS-PAGE de GspD, purificada, proteinas de
la membrana externa (PME—-Hp) y proteinas totales (PT-
Hp) de L. interrogans serovariedad Hardjoprajitno. MPM,
marcador de peso molecular.

El suero policlonal producido (anti-rGspD,) fue utilizado como sonda para la deteccion de
rGspD,. a partir de preparaciones de proteinas totales y de membrana externa de 9
serovariedades patdégenas (Australis, Ballum, Bratislava, Canicola, Hardjo, Grippotyphosa,
Pomona, Pyrogenes y Wolffi). Como resultado de la inmunodeteccion tipo Western, se
obtuvo en todas las serovariedades probadas; en las preparaciones de proteinas totales y
en las preparaciones de membranas externas, una banda bien definida con un peso

molecular por arriba de los 60 kDa (Figuras 43 a 46).
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Figura 43. SDS-PAGE de preparaciones de proteinas totales de 9
serovariedades patégenas de Leptospira. De izquierda a derecha Aus-
Australis; Bal-Ballum; Bra-Bratislava; Can-Canicola; Har-Hardjo; Gri-
Grippotyphosa; Pom-Pomona; Pyr-Pyrogenes y Wol-Wolffi. MPM,
marcador de peso molecular.

Inmunodeteccidon
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Figura 44. Inmunodeteccion tipo Western que muestra una banda
comun a partir de las preparaciones de proteinas totales de las nueve
serovariedades patdgenas de Leptospira. De izquierda a derecha Aus-
Australis; Bal-Ballum; Bra-Bratislava; Can-Canicola; Har-Hardjo; Gri-
Grippotyphosa; Pom-Pomona; Pyr-Pyrogenes y Wol-Wolffi. Se utilizd
anti-GspD, (1:100) y anti-lgG de conejo HRP (1:400). MPM, marcador de
peso molecular.
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Figura 45. SDS-PAGE de preparaciones de ME de 9 serovariedades
de Leptospira patdgenas. De izquierda a derecha Aus-Australis; Bal-
Ballum; Bra-Bratislava; Can-Canicola; Har-Hardjo; Gri-Grippotyphosa;
Pom-Pomona; Pyr-Pyrogenes; Wol-Wolffi. MPM- Marcador de peso
molecular.

Inmunodeteccién
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Figura 46. Inmunodeteccion tipo Western que muestra una banda
comun a partir de las preparaciones de proteinas de ME de las nueve
serovariedades patégenas de Leptospira. Aus-Australis; Bal-Ballum; Bra-
Bratislava; Can-Canicola; Har-Hardjo; Gri-Grippotyphosa; Pom-Pomona;
Pyr-Pyrogenes y Wol-Wolffi. Se utilizé anti-GspD, (1:100) y anti-IgG de
conejo HRP (1:400). MPM- Marcador de peso molecular.



Inmunodeteccion tipo Western de rGspD_ utilizando sueros hiperinmunes anti-

Leptospira producidos en conejo

Al enfrentar el suero hiperinmune anti-Hardjobovis con preparaciones de rGspD,
recombinante, sonicados de E. coli cepa Rosetta transformada con pAL208, y sonicados de
E. coli cepa Roseta, se observaron reacciones positivas en las cuatro preparaciones en el
mismo peso, aunque con diferente intensidad en la reaccion (Figuras 47 y 48). Al enfrentar
el suero de conejos negativos a Leptospira por la prueba AM antes ser inmunizados con
GspD, recombinante (control negativo) a preparaciones de rGspD., E. coli cepa Rosetta
transformada con pAL208 y sin transformar, asi como a un extracto de proteinas totales de
la serovariedad Hardjo, se observaron reacciones positivas hacia diferentes proteinas de E.
coli cepa Rosetta. Sin embargo, no se observo reaccion alguna hacia rGspD, en la fraccion

purificada ni en la preparacion de PT de la cepa Rosetta-pAL208, (Figuras 49 y 50).
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Figura 47. SDS PAGE de rGspD, Figura 48. Inmunodeteccion tipo Western
(Lineas 1 y 2), proteinas totales (PT) de del gel de la figura 47, utilizando anticuerpo
E. coli cepa Rosetta-pAL208 (Lineas 3 y primario anti-Hardjobovis (1:100) vy
4). Linea 5, marcador de peso molecular. anticuerpo secundario anti-lgG de conejo

HRP (1:400).
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Figura 49. SDS PAGE de: Linea 1,
rGspD,, linea 2, Proteinas totales (PT)
de E. coli Rosetta-pAL208, linea 3, PT
de E. coli Rosetta y linea 4, PT de
Hardjoprajitno. Linea 5, Marcador de
peso molecular.
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Figura 50. Inmunodeteccion tipo Western del
gel de la figura 49. Linea 1, rGspDy, linea 2,
Proteinas totales (PT) de E. coli Rosetta-
pAL208, linea 3, PT de E. coli Rosetta y linea
4, PT de Hardjoprajitno. Linea 5, marcador de
peso molecular. Anticuerpo primario suero de
conejo negativo a Leptospira (1:100);
anticuerpo secundario anti-lgG de conejo-HRP
(1:400).

Inmunodeteccidn tipo Western de rGspD, utilizando sueros de bovinos positivos en

la prueba de aglutinacién microscopica (AM)

Para conocer las propiedades antigénicas de la proteina rGspD_ se iniciaron ensayos de

inmunodeteccion tipo Western utilizando 8 sueros positivos de bovinos que reaccionaron

contra la serovariedad Hardjo en la prueba de AM. Los 8 sueros de bovino utilizados

detectaron a rGspD, (Cuadro 8 y Figuras 51 y 52).



Cuadro 8. Resultados en la inmunodeteccion tipo Western de rGspD, con sueros

de bovino positivos a la serovariedad Hardjoprajitno en la prueba de AM.

No. de suero| Titulo/serovariedad en AM Dilucién en Deteccion de GspD,

Western blot

220 1:800 - Hardjoprajitno 1:80 +

1:80 +
264 1:800 - Hardjoprajitno

1:80 +
345 1:800 - Hardjoprajitno

1:80 +
543 1:800 - Hardjoprajitno

1:80 +
550 1:800 - Hardjoprajitno

1:80 +
551 1:800 - Hardjoprajitno

En el caso de los sueros de bovinos procedentes de la unidad de produccién de leche del
Estado de México, 30 sueros de un total de 40 seleccionados (75.0 %) detectaron rGspD,
(Cuadro 9). Se observé una asociacion entre aquellos sueros que presentaron titulos >

1:800 contra la serovariedad Hardjo e inmunodeteccion positiva de rGspD, (Cuadro 10).
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Figura 51. Inmunodeteccién tipo Western de rGspD.
utilizando diferentes sueros de bovinos positivos (1:800) a la
serovariedad Hardjo mediante la prueba de AM. En las lineas
1 a la 8, se colocaron los sueros 276, 295, 654, 669, 1240,
1243, 1398 y 1795 respectivamente, que detectaron a la
proteina recombinante. En la linea 9 se coloco el marcador de
peso molecular.
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Figura 52. Inmunodeteccién tipo Western de rGspD.
utilizando diferentes sueros de bovinos negativos (< 1:50)
mediante la prueba de AM. En las lineas 1 a la 7, se colocaron
los sueros 013, 843, 1329, 1756, 1828, 1853 y 1928
respectivamente, que no detectaron a la proteina
recombinante. En la linea 8, se colocé el anticuerpo
monoclonal anti-T7-HRP (control positivo). En la linea 9 se
colocé el marcador de peso molecular.



Cuadro 9. Resultados obtenidos en la prueba AM y en ensayos de inmunodeteccion de
rGspD, con los sueros de bovinos seleccionados.

Western
Vaca Aus Aut Ball Bat Bra Can Grip Ict Pom Pyr Tar gl
1398 1:50 |{:3200 1:100 +
1410 1:200 1:100 |1:1600 | 1:50 |1:100 +
276 1:400 |1:400 |1:800 1:100 |1:200 +
1075 1:50 1:400 |1:800 |1:200 |1:50 +d
654 1:100 1:50 1:50 1:50 |1:800 ([1:50 |1:50 +
669 1:50 1:50 |1:400 (1:200 |1:800 (1:100 |1:50 1:50 +
1240 1:100 1:200 | 1:800 1:100 [1:50 +
1552 1:200 |1:50 |[1:800 |1:50 [1:50 1:50 +d
1425 1:400 |1:200 [1:800 |1:200 |1:50 1:400 +d
513 1:50 |1:50 |1:50 |[1:200|1:800 |[1:200 |[4:800 |1:50 |1:200 |1:100 |1:50 +d
789 1:50 1:100 |1:200 |1:800 |1:50 [1:50 1:100 -
654 1:100 1:50 1:50 1:50 |1:800 ([1:50 |1:50 +
1344 1:50 1:400 |1:100 [1:400 |1:200 | 1:200 |1:400 -
760 1:200 |1:50 |1:400 |1:200 [ 1:50 1:200 +
1736 1:50 1:800 |1:50 |[1:400 1:50 +
2577 |1:100 1:100 |1:50 |[1:400 +
2152 1:50 1:400 |1:100 | 1:50 1:50 +d
1745 1:50 1:50 1:400 |1:50 1:100 +
1513 1:100 |1:100 [1:400 |1:100 |1:50 1:200 +
1665 |[1:50 1:50 1:400 |1:50 |[1:50 1:100 +
1118 1:50 1:100 |[1:400 |1:50 |1:50 1:100 | 1:50 -
2557 1:50 |1:100 |[1:50 |{1:400 1:100 +d
1498 1:50 1:100 |1:100 [1:400 |1:50 |[1:50 1:50 +
1503 1:100 1:100 1:400 1:50 1:100 +d
1243 1:200 |1:100 |1:200 |1:200 [1:100 |1:100 |1:50 +
1795 1:400 |1:50 |[4:200 |1:400 |1:50 1:200 +
2499 1:50 1:50 |1:200 [1:50 |1:50 1:100 +
1271 1:200 1:100 +d
2213 1:50 |1:200 -
1519 |1:50 1:400 1:200 |1:100 [1:100 |1:200 |1:50 +
2227 |1:400 1:50* 1:200 |1:100 [4:200 |1:100 [1:200 |1:50 +
868 1:400 1:200 |1:50 |[1:50 +d
154 1:50 1:100 |1:50 |[4:200 |1:100 |1:50 1:50* +d
1110 |[1:50 1:400 |1:200 |1:200 1:50 1:200 -
1640 1:100 |[1:50 |1:200 |1:50 -
1763 1:50 1:100 |1:200 ([1:50 |1:50 -
1511 |1:50 1:50 1:100 | 1:200 1:50 -
824 1:50 |[1:50 1:100 1:50 |1:200 1:100 -
1409 1:200 |1:100 [1:200 |1:50 |[1:50 1:50 -
295 1:200 |1:100 (43100 |1:50 |[1:50 1:100 +

El 77.5 % de los sueros utilizados presentaron anticuerpos contra hasta 7 diferentes
serovariedades, entre las que se encontraba Hardjo. Del total de sueros analizados

40 (100 %), en 30 (75.0 %) aunque hubo reaccién hacia diferentes serovariedades, el titulo



hacia la serovariedad Hardjo en la prueba AM fue el mas alto (Cuadro 9). En 4
sueros (10.0 %) el titulo hacia la serovariedad Hardjo era igual al titulo maximo alcanzado
hacia otras serovariedades y en 6 sueros (15.0 %) el titulo hacia Hardjo era menor al titulo

maximo alcanzado contra otras serovariedades.

Cuadro 10. Relacion del titulo de anticuerpos en la prueba AM de sueros de bovino
seleccionados e inmunodeteccion tipo Western de rGspD, .

Titulo en AM contra Hardjo Numero de sueros NUmero de sueros +
(%)
1:3,200 1 1 (100 %)
1:1,600 1 1 (100 %)
1:800 10 9 (90 %)
1:400 12 10 (83 %)
1:200 15 8 (53 %)
1:100 1 1 (100 %)

Treinta y dos de 40 (80.0 %) sueros de bovinos positivos en la prueba AM (1:800 — 1:3200)

y 12 de 24 (50.0 %) sueros negativos en la prueba AM (<1:50), detectaron erpDL en

ensayos de inmunodeteccién tipo Western. Ademas, los sueros negativos que llegaron a

reaccionar, mostraron reacciones mas débiles en intensidad que los sueros positivos.




Inmunodeteccion tipo Western de rGspD, utilizando sueros de perros y hamsteres
infectados con Leptospira

Anticuerpos del tipo IgG presentes en sueros de perros infectados naturalmente (con
aislamiento positivo) detectaron a rGspD, en todos los casos (Figura 53). Asi mismo,
diferentes sueros de hamsteres infectados experimentalmente al ser enfrentados a rGspD,
reaccionaron detectandola, mientras que sueros de hamsteres no infectados con

Leptospira, no mostraron reaccion con la proteina recombinante (Figura 54).
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Figura 53. Inmunodeteccion tipo Western de rGspD, utilizando
diferentes sueros de perros infectados naturalmente con la
serovariedad Canicola. Lineas 1 a 4, muestra la deteccion positiva
de rGspD, utilizando sueros de perros con aislamiento de
Leptospira; linea 5, suero de un perro que presento titulos de
1:3200 hacia la serovariedad canicola, linea 6, anticuerpo
monoclonal T7-HRP (control positivo); linea 7, marcador de peso
molecular.
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Figura 54. Inmunodeteccién tipo Western que muestra la deteccion
de rGspD_ utilizando diferentes sueros de hamsteres infectados
experimentalmente con la cepa LOCaS 46-R de L. interrogans. Lineas
1 y 10, hamsteres no infectados; lineas 2 a la 9, corresponden a
reacciones positivas de deteccion de rGspD. por los sueros de
hamsteres infectados, con aislamiento positivo. Linea 11, marcador de
peso molecular.

Ensayo piloto de inmunoproteccion en hamsteres

Los ensayos de infeccion en hamster, utilizando a la cepa LOCaS-46R demostraron que se
trataba de una cepa virulenta, ya que la cepa causo la muerte de los hamsteres después de
cuatro dias de haber sido inoculados. Las lesiones encontradas a la necropsia fueron:

Hemorragias masivas en pulmoén, hepatitis, hemorragias petequiales escasas en riiidén y el



hallazgo de orina transparente, lo cual no es comun en esta especie. Las lesiones
encontradas coinciden con lo reportado en la literatura (Yukawa, 1991; Faine et al., 1999).
Aunque en ensayos realizados en hamsteres con la cepa LOCaS-46R recién aislada, se
determiné claramente que ésta causaba la muerte de los hamsteres inoculados con 0.5 ml
de cultivo correspondiente a la zona Dinger (anillo de crecimiento de leptospiras que se
forma en medios semisdlido). Entre los dias 4 y 5 post-inoculacion, la misma cepa LOCaS-
46R (sexto pase) que habia sido mantenida durante 6 meses en medio de cultivo artificial
(Medio semisolido Fletcher), al ser inoculada nuevamente en un animal de laboratorio, no
causaba manifestaciones clinicas, ni ocasiond la muerte en el periodo de tiempo en que
inicialmente la causé. Posterior al sacrificio de dos hamsteres inoculados se detectaron
hemorragias en pulmones y rifones, congestidon hepatica y en uno de los hamsteres se
encontré6 aumento marcado en el tamafio de uno de los rifiones. Los detalles se presentan
en el cuadro 11.

Si bien no se reactivo la virulencia de la cepa Locas-46R al 100 %, los resultados obtenidos
en las inoculaciones realizadas en hamster, si mostraron la capacidad para invadir al 6rgano
blanco (rifidn), asi como causar lesiones en pulmones e higado. De ahi que en este ensayo
la finalidad era determinar si existia alguna diferencia fenotipica en cuanto al grado de
lesion entre el grupo previamente inmunizado con rGspD, y el grupo control, en érganos

como higado, pulmones y rifiones.



Cuadro 11. Hallazgos macroscopicos y microscopicos en hamsteres inoculados con la cepa
LOCaS-46R para reactivar la virulencia de la cepa.

Hamster 1 ‘ Hamster 2

HALLAZGOS A LA NECROPSIA HALLAZGOS A LA NECROPSIA

Rifiones con hemorragias petequiales, uno de los |Rifiones con aspecto normal, higado con ligera
rinones presentd un aumento marcado de tamafio, | congestion y pulmones con algunas hemorragias.
Higado congestionado y los pulmones presentaban
algunas hemorragias.

MUESTRAS DE TEJIDO COLECTADAS MUESTRAS DE TEJIDO COLECTADAS

Pulmén: Histopatologia Pulmén: Histopatologia . _ ]
Higado: Observacién en CO, Cultivo, PCR, Histopatologia | Higado: Observacion en CO, Cultivo, PCR, Histopatologia
Rifion: Observacion en CO, Cultivo, PCR, Histopatologia | Rifion: Observacion en CO, Cultivo, PCR, Histopatologia
Sangre: Observacién en CO, Cultivo Sangre: Observacion en CO, Cultivo

OBSERVACION DE LEPTOSPIRAS EN MICROSCOPIO | OBSERVACION DE LEPTOSPIRAS EN MICROSCOPIO

DE CAMPO OSCURO (CO) DE CAMPO OSCURO (CO)

Rifion - ++++

Higado - ++ Rifibn - ++

Sangre - + Higado - +
Sangre - +

Riﬁc’m -t Rifibn - ++++

Higado - S/D Higado - S/D

Sangre - ++ Sangre - S/D

++++ - Abundante; ++ - Escaso; + - Unicamente un microorganismo. CO = Campo 0Scuro

El aspecto fisico de los animales inmunizados con rGspD, (grupo 1) era bueno, pelo con
brillo, se mostraban con actividad, curiosos, comiendo y bebiendo agua en todo momento.
Sin embargo, los animales del grupo 2 (grupo control) presentaban pelo hirsuto, dormian
mas, se mostraban menos activos y aunque continuaron comiendo y bebiendo agua,
disminuyeron su consumo. Transcurridos 8 dias después del desafio de ambos grupos, el

hamster 1 del grupo 2 (grupo control) se encontr6 muerto por la mafiana, con cierto rigor



mortis. La noche previa, se habia mostrado estable. Al doceavo dia post-desafio, un

segundo hamster del grupo 2 se encontr6 muerto por la manana, con un aspecto muy

similar al anterior. Al dia 23 post-desafio se realizd la eutanasia tanto del hamster

sobreviviente del grupo2, como de los tres hamsteres del grupo 1 (inmunizados con

rGspD.). Los hallazgos a la necropsia para los hamsteres del grupo 2 se muestran en el

cuadro 12.

Cuadro 12. Hallazgos a la necropsia en los hamsteres del grupo 2 (Grupo control). Ensayo piloto de

inmunoproteccién en modelo animal.

Organos H1 Gpo2 H2 Gpo2 H3 Gpo2
Lesiones macroscoépicas
Pulmodn Muy congestionados, | Hemorragias severas | Con escasas zonas de
hemorragias difusas difusas en ambos | hemorragia, bien definidas
pulmones en ambos |obulos
Higado Congestion ligera Congestion y  bordes | Congestién
ligeramente redondeados
Rifiones De aspecto palido con|Hemorragias petequiales|Hemorragias petequiales
una ligera  tonalidad |escasas y  superficie | escasas
amarillenta rugosa
Vejiga Con orina amarilla | Con orina amarilla | Con orina amarilla
translucida translucida translucida
Observacion microscOpica en campo 0scuro
Rinén +++ +++ ++++
Higado - - -
Orina + + -
Sangre - - -
Cultivo bacteriolégico
Rifién + + +
Higado - - -
Orina + + -




Fueron muy similares los hallazgos encontrados a la necropsia para los dos hamsteres del
grupo 2, que murieron dias posteriores al desafio. En ambos hamsteres los pulmones se
encontraron sumamente congestionados y con hemorragias difusas, los rinones estaban
palidos y presentaban una ligera tonalidad amarilla, el higado presentaba una ligera
congestion y la vejiga contenia orina de color amarillo translucido (la orina de un hamster
sano normalmente es de color blanquecino debido al alto contenido de sales). La
observacion microscopica en campo obscuro de las preparaciones de los diferentes tejidos,
reveld la presencia de abundantes leptospiras en rifidn, escasas en orina y no se
observaron en higado.

El resultado obtenido al dia 23 post-desafio, tiempo en el que se realizé la eutanasia de los
sobrevivientes de ambos grupos fue: Para el grupo 2 (Grupo control) 33.0 % de
supervivencia, mientras que para el grupo 1 (inmunizados con rGspD.), 100 % de
supervivencia (Figura 55).

Sin embargo, la observacion microscépica en campo obscuro de los hamsteres del grupo 1,
reveld la presencia de leptospiras en rifion y escasas leptospiras en orina. En higado, no se
observaron. Los hallazgos encontrados posterior a la necropsia, para los hamsteres del

grupo 1 se muestran en el cuadro 13.



Grupo 1 Grupo 2
inmunizado con Control
GspD, recombinante

VIVO
VIVO
MURIO
VIVO
MURIO
VIVO
SOBREVIVENCIA DEL 100 % SOBREVIVENCIA DEL 33.0 %

Figura 55. Resultados obtenidos en el ensayo piloto de inmunoproteccion post-desafio.



Cuadro 13. Hallazgos a la necropsia en los hamsteres del grupo 1 (inmunizados con rGspD).

Ensayo piloto de inmunoproteccién en modelo animal.

Organos

H1 Gpol

H2 Gpol

H3 Gpol

Lesiones macroscdpicas
Pulmdn Sin cambios aparentes Sin cambios aparentes Sin cambios aparentes
Higado Sin cambios aparentes Sin cambios aparentes Sin cambios aparentes
Rifiones Sin cambios aparentes Sin cambios aparentes Sin cambios aparentes
Vejiga Orina amairillo translicida | Orina amarillo translicida | Orina amarillo translicida
Observacién microscépica en campo oscuro
Rinén +++ +++ ++++
Higado - - -
Orina + + -
Sangre - - -
Cultivo bacteriol6gico
Rifién + + +
Higado - - -
Orina + + -

En los hamsteres inmunizados con rGspD, no se apreciaron lesiones macroscoépicas en los
organos recuperados (higado, pulmones y rifiones), sin embargo, al realizar la observacion
microscopica se observaron leptospiras viables, aunque en menor cantidad (46 leptospiras /
campo) que las observadas en el grupo control (75 leptospiras / campo) y en todos los

casos se recuperaron leptospiras al cultivo.
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Andlisis in silico y filogenético de GspD de L. borgpetersenii

Prediccion de la secuencia de aminoacidos de GspD, y su comparacion con las bases de
datos, mostré6 un 47.0 % de homologia con GspD de E. coli y otras bacterias Gram
negativas como Shigella 49.0 %, Yersinia 48.0 %, Shewanella 48.0 % y Pseudomonas 44.0 % entre
otras. Se identificd una regién conservada hacia el extremo C-terminal, del aminoacido 283
al 557, caracteristica comun para diferentes secretinas (Figura 56). La prediccion del peso
molecular de GspD, de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo fue estimada en 66.7 kDa por

el programa ScanSite pl/Mw en el sitio Expassy.” La prediccién del peso molecular de

GspD, de L. borgpetersenii fue similar a la prediccién obtenida para sus homoélogos en las
serovariedades Copenhageni y Lai de L. interrogans; 66.5 y 68.7 kDa, respectivamente.
Mientras que la secretina GspD de E. coli, tiene un peso molecular de 70.7 kDa (Chen et al.,

2006).

MYGTISQFSIFRIFPILILLFLVWDKPVFPQSKKKSSVKTRSATAPEEPAEKSFYANWRDTELNDFLKGMSAIL
KKNILLDESLKGKKITI1SQKEIPIKNAFIFMKSVLESLGFGVVEEPDLIS1VKIKDALARSPVVRVGKEL IPE
TEVGDYRTITQIIPIENTKPEELEPILKRLTSPNTDVIVYRNTNT IVLSGSGAD INKLLVL INELDLKLEEASP
GATASAGDVHIYTLEHSEAEKIAATLVKLDNPVVQSEELSPEKKVPGQIPMKVEKIKAVGHKESNSVIVTATNA
EWAEIRKI IKVLDSARKQVLLEVLIVELTSSDLNDFGIDWRYKGEAFGQFNSGLSKEANT INSNGQ INPNVNTL
SGFSLGFLKAGSEQI IGILSANQGNENFNVLSAPQVLTVDNQEAE I SVGQDVPVRTQSRNAGTGGTNAVTVDNY
EYRPTGIKLKFTPHVNKNNRITLELFQEIKNIAETALAGGNPTFNRREIKTSISIENTQSIVIGGLISNDKQKR
1 1KIPFLGDIPYLGHLFKRTTEKIKKTNLMVFITPHILDSRENADKMTVKKKMLQEQYELERER ILNKEKEIKS
FFEKED

Figura 56. Secuencia de aminoacidos de GspD, de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo.
El color azul muestra el dominio conservado que se ubica hacia el extremo C-terminal del
aa 283 al aa 257. Obtenida con el programa CDD del NCBI.

" http://ca.expasy.org/cgi-bin/peptide-mass.pl
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El andlisis de la relacion filogenética con base en el gen rrs entre Leptospira y diferentes
bacterias Gram negativas (Alacanivorax, Aeromonas, Azoarcus, Burkholderia, Candidatus,
Chlamydia, Cytophaga, E. coli, Legionella, Mixococcus, Neisseria, Photorhabdus,
Pseudomonas, Ralstonia, Shewanella, Shigella, Vibrio, Xanthomonas and Yersinia), mostré
que Leptospira forma un grupo genético con los géneros Cytophaga, Chlamydia,
Mixococcus y Candidatus (Figura 57). En contraste, el flograma de gspD con los mismos
géneros muestra a Leptospira en un grupo genético junto con E. coli, Aeromonas, Shigella,

Shewanella, Yersinia, Borkholderia, Ralstonia y Mixococcus (Figura 58).
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Leptospira-borgpetersenii_L550: 0.00041
Leptospira-borgpetersenii_JB19: -0.00041
Leptospira-Lai: -0.00033
Leptospira-Copenhageni-str.-Fi: 0.00099
Cytophaga-hutchinso
Chlamydia-trachomatis: 0.11704

— Myxococcus-xanthus-DK: 0.10012
Candidatus-Pelagibacter: 0.12169
Burkholderia-mallei-SAVP1: 0.03509
- Ralstonia-eutropha: 0.03480
Azoarcus-sp-EbN1_: 0.04395
Neisseria-meningitidis: 0.05905
Xanthomonas-campestris: 0.06734
[ K12-Escherichia-coli: 0.00410
e Shigella-dysenteriae: 0.00498
Yersinia-pseudotuberculosis: 0.03278
Photorhabdus-luminescens: 0.04289
Aeromonas-hydrophila: 0.04414
Vibrio-cholerae-01: 0.04634
Shewanella-oneidensis: 0.04457
Pseudomonas-aeruginosa: 0.06001
) Alcanivorax-borkumensis: 0.05848
1 Legionella-pneumophila: 0.07138

Figura 57. Arbol flogenético de Leptospira y diferentes bacterias Gram negativas que poseen genes del T2SS, usando el gen rrs (ARN
16S). Elaborado en el programa Clustal W.
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Leptospira-HardjobovisL550: 0.00000

Leptospira-Hardjo-bovisJB197: 0.00000
Leptospira-Lai: 0.00212

l Leptospira-Copenhageni: -0.00212
L.biflexa-Patoc: 0.19081
K12-Ecoli: 0.23718
3 1 ' Aeromonas-hydrophila: 0.22589

1 L Shigella-dysenteriae: 0.23760

Shewanella-oneidensis: 0.24194
Yersinia-pseudotuberculosis: 0.29881
Burkholderia-mallei-SAVP1: 0.26402

Ralstonia-eutropha: 0.26306

]
Myxococcus-xanthus-DK-1622: 0.37103

| Pseudomonas-aeruginosa: 0.27504
Alcanivorax-borkumensis: 0.27958
Legionella-pneumophila: 0.31633
Azoarcus-sp-EbN1: 0.31380
Neisseria-meningitidis: 0.34585

Candidatus-Pelagibacter: 0.37589

2
Cytophaga-hutchinsonii: 0.42683
Vibrio-cholerae-O1-biovar-elto: 0.48802

Xanthomonas-campestris: 0.35435
Photorhabdus-luminescens: 0.35939

H |
Chlamydia-trachomatis: 0.44312

Figura 58. Arbol flogenético de Leptospira y diferentes bacterias Gram negativas que poseen genes del T2SS, usando la secuencia de

gspD. Elaborado en el programa Clustal W.
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X. DISCUSION

En el presente trabajo se reporta la clonacién y expresién in vitro de
gspD. de Leptospira borgpetersenii serovariedad Hardjo subtipo Hardjobovis en
Escherichia coli, cepa de expresion Rosetta DE3 codon plus. La estrategia para
amplificar un fragmento de 1,533 pb del gen gspD, a partir de L. borgpetersenii
serovariedad Hardjo cepa L550, se baso en el disefio de dos iniciadores con sitios
de corte para dos diferentes enzimas de restriccion, con la finalidad de lograr la
clonacion de manera orientada de un fragmento de 1,515 pb de gspD, en el vector
de expresion pET28a.

El empleo de la técnica de PCR como herramienta para una deteccion especifica del
inserto en las colonias transformantes, facilitd la selecciéon de las colonias que
contenian al pladsmido recombinante (pAL208) durante los escrutinios. Una vez
lograda la obtencion de pAL208, la determinacion de la secuencia de nucledtidos del
fragmento clonado y la verificacion de su orientacion y fidelidad, permitio iniciar los
ensayos de expresion de la proteina recombinante (rGspD.).

Los ensayos iniciales de expresion de rGspD, se realizaron en la cepa de expresion
C43 de Escherichia coli, la cual es una cepa lisogena del fago T7, lo que permite
sintetizar la enzima T7-ARN polimerasa, la cual reconoce de manera especifica, al
promotor T7, ubicado en el vector de expresion pET28a (pAL208) y una vez que se
une a éste, puede iniciar la transcripcion del gen clonado. Sin embargo, C43 tiene un
diferente tipo de codones utiles para su sintesis proteica, lo cual se vio reflejado en
una nula produccion de rGspD, en los ensayos de expresion. Diversos ensayos de
expresion en E. coli C43, empleando diferentes concentraciones de IPTG, diferentes
temperaturas y tiempos de incubacion, resultaron insatisfactorios, como lo demostré
la inmunodeteccion tipo Western, utilizando anticuerpos monoclonales, anti-T7-HRP

y anti-His-HRP.



Por esta razon, fue necesario analizar el uso de codones en la secuencia clonada y
realizar el analisis comparativo con los codones en uso en E. coli. El analisis de la
frecuencia en el uso de codones del fragmento clonado (gspD.) determiné que
existian diferencias con respecto al uso en E. coli, en particular en la frecuencia de
uso para el aminoacido arginina. El uso de la cepa Rosetta DE3 codon-plus de E.
coli (Novagene), la cual posee un plasmido que codifica para diferentes tRNAs que
en condiciones naturales E. coli no posee (amplio uso de codones) le permitié la
expresion de rGspD,. La confirmacion de la expresion se realiz6 mediante ensayos
de inmunodeteccién tipo Western, utilizando anticuerpos monoclonales anti-T7-HRP
y anti-His-HRP.

Para fines practicos, fue la deteccion del promotor T7 (basada en la deteccidén de 11
aminoacidos que conforman el péptido T7), la que resulté de mayor utilidad, para
confirmar la expresion de rGspD,, en subsecuentes ensayos realizados.

Resultd evidente que el uso de codones, fue la causa por la cual, en la cepa C43 no
se logré la expresion de rGspDy, ya que el mismo plasmido recombinante pAL208, al
ser introducido en las cepas Rosetta y pLysS, derivé en la expresion de rGspD,,
aunque en esta Ultima, la expresion fue menos eficiente. Inicialmente, una
concentracion de 10 mM IPTG permitié inducir la expresion de rGspD, en la cepa
Rosetta después de 3 h a temperatura ambiente. En ensayos posteriores,
disminucién de la concentracion a5 mM y 2.5 mM IPTG, con 16 h de incubacion a
TA en agitacion orbital, también permitié la expresion de rGspD,.

Una estrategia que favorece la expresion de rGspD,, consiste en la inactivacion de la
ARN polimerasa de E. coli mediante la accién de antibiético rifampicina.?®® La T7
ARN polimerasa se muestra refractaria a la accion inhibitoria de la rifampicina por lo
que continua transcribiendo al gen clonado ubicado sobre vector. La posible utilidad

de rGspD, para desarrollar un inmunoensayo enzimatico con fines diagnosticos,



demandaria una disponibilidad constante de proteina purificada. Es por eso, que la
implementacion de procedimientos que permitan hacer mas eficiente la produccion
de rGspD., como ésta metodologia, podrian mejorar el rendimiento de cada ensayo
de expresion, a fin de lograr una produccion sistematizada y que a su vez, facilite
posteriormente la purificacion de la proteina recombinante.

Por otro lado, el uso de la tecnologia molecular para obtener una proteina
recombinante mas pura, puede ser el siguiente paso. La sintesis de proteinas en
sistemas libres de células, también conocidos como sistemas de traduccion rapida
(STR) han venido a revolucionar la sintesis de proteinas recombinantes con fines de
inmunoproteccion. Estos sistemas combinan una serie de nuevas tecnologias para
hacer mas eficiente y optimizar la expresion de proteinas. A diferencia de otros
sistemas libres de células que han sido utilizados en afios anteriores, los sistemas
STR han desarrollado una metodologia basada en la optimizacion del templete,
generando de este modo, templetes de expresion estables, optimizacién de las
condiciones de expresion in vitro y alto rendimiento en la expresion de proteinas
recombinantes mediante el principio de intercambio continuo libre de células.?®® Los
STR se fundamentan en el uso de reacciones acopladas de transcripcion /
traduccion para la sintesis de proteinas in vitro en sistemas libres de células.
Mientras la T7 ARN polimerasa transcribe el templete del gen, ribosomas obtenidos
de un lisado de E. coli, inician la traduccion en el extremo 5 del ARNm naciente.
Esto hace al sistema mas eficiente comparado con el uso de ARNm aislado, debido
a la dependencia de la estabilidad del ARNm. Un lisado de E. coli ha derivado en un
alto rendimiento y permite la expresién de proteinas a partir de templetes lineales
generados mediante PCR y a partir de plasmidos recombinantes. La sintesis in vitro
de la proteina recombinante puede ser escalada de ug a mg cuando son necesarias

mayores concentraciones de la proteina. La obtencidn de una proteina mas pura,



permitiria desarrollar la produccion de anticuerpos monoclonales con un alto grado
de especificidad, para detectar proteinas homélogas en diferentes serovariedades e
implementar su uso en pruebas de ELISA, asi como ensayos de
inmunohistoquimica. Otra alternativa seria la utilizacion de la proteina purificada
sola, 0 en combinacion con otras proteinas expresadas mediante este sistema, para
evaluar su potencial inmunogénico en algun modelo animal.

Los antigenos sobre la superficie de Leptospira son importantes considerando que
interaccionan con las células del hospedero infectado, en el contexto de patogénesis
e inmunidad que se desarrollan de manera simultanea. Proteinas como LipL32,
LipL21, y LipL41 entre otras, han sido consideradas posibles candidatos para el
desarrollo de inmundégenos, toda vez que se ha confirmado su localizacién sobre la
superficie de Leptospira, en la que, al conjunto de proteinas expuestas en su
superficie se le ha denominado superficioma.?”® Debido a su importante participacién
en el proceso de secrecion de proteinas, asi como a su ubicacién sobre la ME, la
secretina GspD, del T2SS de Leptospira, podria considerarse como un antigeno de
interés para estudios de antigenicidad e inmunogenicidad.?32"°

El primer indicio de la presencia del T2SS en Leptospira fue la homologia en la
secuencia de aminoacidos de pL18 de L. interrogans, con la proteina GspG de E.
coli.?*® En el mismo afio 2002, a partir de un analisis bioinformatico del genoma de L.
borgpetersenii serovariedad Hardjo (Hardjobovis) cepa L550, se identifico el MAL
completo, correspondiente a pL18 y una serie de 14 MAL contiguos, que
conformaban un locus en el que los diferentes genes mostraban homologia con
genes del T2SS de E. coli y Pseudomonas. Tres MAL en direccion corriente arriba
del MAL de pL18, se identific6 un MAL que mostré6 homologia con gspD de E. coli, el
cual codifica para GspD (la secretina del T2SS), una proteina con una localizacion

superficial en la ME.



Posteriormente, la secuencia de los genomas de L. interrogans serovariedades Lai y
Copenhageni, revel6 que ambas serovariedades poseen 17 MAL contiguos en su
respectivo locus gsp.'**** Mientras que se confirmé la organizacién del locus gsp
con 14 MAL contiguos en la secuencia del genoma de L. borgpetersenii
serovariedad Hardjo,** los cuales guardan relacién con el ordenamiento del operén
que codifica para el secreton del T2SS, reportado en diversas bacterias Gram
negativas. La relevancia de este hallazgo pudiera tener una inferencia directa con
patogenicidad en Leptospira, ya que esta reportado que diversas toxinas y enzimas
extracelulares, como la toxina CLT de Vibrio cholerae,>”* la toxina LT de E. coli
enterotoxigénica®’’?> o la enzima elastasa, exotoxina A, fosfolipasa C, fosfatasa

185273 5on secretadas a

alcalina y lipasas producidas por Pseudomonas aeruginosa,
traves del T2SS.

Por otro lado, en el afio 2006 fue relevante la deteccion de los genes que
constituyen el locus gsp en L. biflexa (especie no patégena de Leptospira), ya que se
determind la secuencia completa de los genes gspD y gspE, y fragmentos aledafios
de los genes gspC y gspF.?*° Estos resultados confirman que el T2SS de Leptospira,
no es exclusivo de serovariedades patdgenas, como habia sido previamente
demostrado en bacterias Gram negativas no patdégenas como Acinetobacter
calcoaceticus, que secreta estearasa y lipasa,'® Pseudomonas alcaligenes, la cual
secreta Lipasa LipA%*! y Pseudomonas putida, que secreta una enzima oxidante de
manganeso.?*

Leptospira sintetiza diversas enzimas hidroliticas como lipasas, catalasa, citocromo
oxidasa y hialuronidasa entre otras, las cuales podrian ser secretadas a traves del
T2SS.

A pesar de que se encontraron varios de los genes del T2SS en L. biflexa, éstos

muestran cierta divergencia con sus homélogos en serovariedades patdgenas. El



alineamiento usando el programa BLASTn de gspD de la serovariedad Patoc con
sus homoélogos en las serovariedades patdogenas de L. interrogans, revel6 cuatro
fragmentos con porcentajes de identidad de 72.0 %, 75.0 %, 75.0 % y 88.0 %. En
tanto que, el alineamiento del mismo gen con su homdlogo en L. borgpetersenii
serovariedad Hardjo, revel6 dos fragmentos con identidades de 72.0 y 76.0 %. Por
otro lado, la identidad general entre gspD de serovariedades patdgenas y no
patégenas, fue a nivel de 59.0 % con el programa Clustal W.?*® En el mismo estudio,
las identidades de gspE de la serovariedad Patoc y sus homologos en
serovariedades patogenas de L. interrogans, mostraron el mismo nivel de identidad
de 82.0 % por medio del programa BLASTnN, a diferencia de Hardjobovis donde el
alineamiento de los dos fragmentos revelo identidad de 73.0 %. La identidad general
entre gspE de serovariedades patdégenas y no patdégenas, fue a nivel de 66.0 % con
el programa Clustal W.>*® El porcentaje general de identidad para gspD entre
serovariedades patdgenas y no patdgenas, resultd menor al obtenido para ambos
tipos de serovariedades con gspE, lo cual es un resultado normal, si se considera
que la proteina GspD es altamente especifica para el tipo de proteinas sintetizadas y
que deben ser secretadas por una bacteria en particular. El extremo N-terminal de
GspD presenta mayores variaciones, probablemente debido a que es la porcién que
interacciona con los diferentes sustratos que son transportados a través de esta
secretina. De ahi que, cuando una secretina es intercambiada entre bacterias
estrechamente relacionadas, el resultado sea pérdida de la capacidad secretora del
T25S.2° En cambio, GspE es una ATPasa cuya estructura y funcionamiento es
similar entre miembros de diferentes familias, lo cual podria explicar en cierta forma,
la mayor identidad de esta proteina.

Estos resultados demuestran la presencia del T2SS en Leptospira, un grupo de

espiroguetas que incluye tanto serovariedades patégenas, como serovariedades de



vida libre, que posee mecanismos de regulacion genética, todavia no muy bien
conocidos y como género posee una gran diversidad antigénica, si se considera que
existen mas de 250 serovariedades patdgenas y mas de 60 serovariedades
saprofitas, las cuales habitan tanto en diferentes reservorios animales, como en
diferentes nichos acuaticos de practicamente todo el mundo. Profundizar en el
estudio del T2SS en Leptospira, permitira establecer su participacion, con respecto a
diferentes mecanismos de virulencia, asi como en diversas funciones metabdlicas
gue actualmente tienen soporte en los estudios realizados en otras bacterias.

El analisis bioinformatico de diferentes genomas secuenciados, ha revelado que
genes del T2SS, son comunes, pero de ninguna manera universales en bacterias
Gram negativas. Recientes estudios funcionales indican que el T2SS puede
promover la virulencia en bacterias patégenas de humanos, animales y plantas, asi
como ser de utilidad para la fisiologia de varias bacterias ambientales.?’*27>276:27
Bacterias como Klebsiella, Pseudomonas, Vibrio y Aeromonas, han sido modelos de
estudio para el entendimiento de los componentes del T2SS asi como para los
mecanismos del proceso de secrecion.’®

Anteriormente, el estudio del T2SS estaba restringido a 8 especies de bacterias
pertenecientes al grupo de las y-proteobacterias.!’® Una revisién de la literatura junto
con un examen de 230 genomas completos registrados en las bases de datos del
NCBI, revel6 que genes del T2SS se encuentran presentes en muchas bacterias
Gram negativas. Como se evidenci6 en los primeros estudios realizados, el T2SS es
totalmente prevalente entre el grupo de las y-proteobacterias, del cual, los 15
géneros representativos son: Acinetobacter, Aeromonas, Erwinia, Escherichia,
Idiomarina, Klebsiella, Legionella, Methylococcus, Photobacterium, Pseudomonas,

Shewanella, Vibrio, Xanthomonas, Xylella y Yersinia. De igual forma, este tipo de

genes se ha identificado en el grupo de las a-proteobacterias, en el que los géneros



representativos incluyen a: Bradyrhizobium, Caulobacter, Gluconacetobacter y
Mesorhizobium; en las B-proteobacterias que incluya a los géneros: Azoarcus,
Burkholderia, Chromobacterium y Ralstonia; en las &-proteobacterias:
Bdellovibrio bacteriovorus y Geobacter sulfurreducens. En la mayoria de los
microorganismos antes mencionados se han identificado los genes que codifican
para todas las proteinas que constituyen el secreton (T2SS: C, D, E, F, G, H, |, J, K,
L, My O). Estas evidencias sugieren fuertemente la presencia de un T2SS funcional
en estas bacterias. Ademas, se ha demostrado en un numero creciente de
microorganismos que diferentes tipos de enzimas secretadas asi como otro tipo de
proteinas son dependientes del T2SS.*"

El nimero de proteinas conocidas y secretadas a traveés de un T2SS particular, varia
de una, en el caso de Klebsiella oxytoca, a 11 en el caso de Legionella pneumophila.
Por otra parte, en los ultimos afos, ha sido mayor el interés por la variedad y tipo de
proteinas secretadas mediante el T2SS. Entre las enzimas que se han identificado
se encuentran: aciltransferasas, amilasas, quitinasas, celulasas, pectin-liasas,
enzimas ADP-ribosilantes, proteasas, lipasas, fosfolipasa A y C, lisofosfolipasas,
fosfatasas acida y alcalina, asi como nucleasas, las cuales tienen en comun
naturaleza degradativa, que es lo que ocasiona dafio a tejidos del hospedero.*®°

En contraste, se han presentado casos donde un T2SS aparentemente completo no
es funcional; o bien, la actividad de secrecion se encuentra disminuida, como en el
caso de Burkholderia, en donde al comparar los genes del T2SS entre diferentes
especies, se observd que B. mallei presentaba una mutacion en el MAL
correspondiente a T2SS J y una insercién de 54 bases en el MAL correspondiente a
T2SS L, lo cual explicaba la baja actividad secretoria que tiene este
microorganismo.'®? En contraparte, hay algunas bacterias en las cuales, de 1 a 3 de

los genes que codifican para componentes del secretdn, estan ausentes, con base



en los resultados negativos en el programa BLAST del NCBI, usando como modelo
secuencias de proteinas del T2SS. Especificamente, en Azoarcus,
Chromobacterium, Mesorhizobium, Yersinia pestis y Yersinia pseudotuberculosis, se

ha determinado la ausencia del gen que codifica para T2SS M;*"®27

en
Acinetobacter y Bdellovibrio hay aparentemente ausencia de los genes que codifican
para T2SS L y M (NCBI); Gluconacetobacter evidencié ausencia de T2SS K;'®
Methylococcus carece de T2SS C (NCBI) y Bradyrhizobium, no poseia los genes
correspondientes a T2SS C, | y M (NCBI). Estas aparentes ausencias de genes del
T2SS en los géneros bacterianos antes mencionados, no necesariamente significan
que estas bacterias carezcan de un sistema funcional, ya que actividades de
secrecion han sido asociadas con genes del T2SS de Acinetobacter y
Gluconacetobacter.'83184

Peabody et al. (2003) reportaron en algunas bacterias la presencia del locus T2SS
pero incompleto, lo cual no permite establecer claramente que el sistema sea
funcional. En Aquifex aeolicus se encontraron genes que mostraron homologia con
los genes que codifican para las proteinas T2SS D, E, F, G y 0."® En Thermotoga
maritima se encontraron los genes que codifican para T2SS D, E, Fy G y en los
géneros Chlamydia y Chlamydophila los genes correspondientes a T2SS C, D, E, F
y G.178

Por otro lado, es de alguna forma posible que un conjunto de genes homdlogos al
T2SS, pero incompleto, por ejemplo T2SS D, E, F, G, H, |, J, Ky O sea indicativo de
sintesis de pili tipo 4 o de un sistema de captacién de ADN.*®°

En contraparte, genes del T2SS parecen estar ausentes en diferentes tipos de
bacterias como: a-proteobacterias: Agrobacterium tumefaciens, Anaplasma

marginale, Bartonella henselae, Bartonella quintana, Brucella melitensis, Brucella

suis, Ehrlichia ruminantium, Gluconobacter oxydans, Rhodopseudomonasa palustris,



Rickettsia conorii, Rickettsia prowazekii, Rickettsia typhi, Silibacter pomeroyi,
Sinorhizobium  meliloti, Wolbachia pipientis y Zymomonas mobilis; B-
proteobacterias: Bordetella bronchiseptica, Bordetella parapertussis, Bordetella
pertussis, Neisseria gonorrhoeae y Neisseria meningitidis; y-proteobacterias:
Buchnera sp., Coxiella burnetii, Francisella tularensis, Haemophilus ducreyi,
Haemophilus influenzae, Mannheimia succiniciproducens, Pasteurella
multocida, Photorhabdusa luminescens, Salmonella enterica serovariedades
Paratyphi, Typhi y Typhimurium, Shigella flexneri y Wigglesworthii glossinidi; &-
proteobacterias: Desulfotalea psychrophila 'y Desulfovibrio vulgaris; e-
proteobacterias: Campylobacter jejuni, Helicobacter hepaticus, Helicobacter pylori y
Wollinella succinogens; Spirochaetes: Borrelia burgdorferi, Treponema denticola y
Treponema pallidum; Bacteroides: Bacteriodes fragilis y Bacteriodes
thetaiotamicron, Porphyromonas gingivalis; Chlorobi:  Chlorobium tepidum;
Fusobacterias: Fusobacterium nucleatum. No se ha encontrado el T2SS en
bacterias Gram positivas cuyo genoma ha sido secuenciado, ni en mollicutes como
Mycoplasmas y Ureaplasmas.

Aunque hay una tendencia en el patron de orden de los genes del T2SS, se ha
observado algunas variaciones en la ubicacién y unién de estos.*”

Un hallazgo relevante ha sido la presencia multiple del T2SS en algunas bacterias.
Ps. aeruginosa, Ps. putida, R. solanacearum, X. axonopodia y Y. enterocolitica, las
cuales portan dos loci de genes del T2SS, cada uno aparentemente con distintas
funciones secretoras.'®8¢18" E| segundo T2SS de Ps. putida por ejemplo, es mas
notable para el funcionamiento en la aparente ausencia de los genes que codifican
para las proteinas T2SS C, L y M.*%’

Genes que codifican para los componentes centrales del T2SS, estan presentes en

bacterias patégenas de mamiferos, peces y plantas, lo cual denota su importancia



en la funcionalidad del T2SS. Mutaciones en genes especificos del T2SS atenuan
considerablemente la virulencia de bacterias patdgenas como en el caso de la
mutacion en el gen que codifica para la secretina GspD de E. coli enterotoxigenica
(ETEC), impidié por completo la secrecion de la enterotoxina LT, mientras que la
complementacion de la cepa mutante con el gen gspD original, reestablecidé la
secrecion de la enterotoxina LT.?”? De igual forma, una mutante de L. pneumophila
carente de la proteina F (GspF), fue incapaz de sobrevivir en los pulmones de
ratones infectados experimentalmente.?®

Entre las bacterias que usan el T2SS para causar enfermedad en humanos, se
encuentran patédgenos natos como V. cholerae®’! y oportunistas como K. oxytoca.?**
Entre los patdgenos de plantas, hay bacterias con un amplio rango de hospederos
como R. solanacearum y patdégenos especificos para un tipo de planta en particular
como E. carotovora.*®

La participacion del T2SS en el desarrollo de enfermedades se ha reportado en

185280 infecciones en el tracto

neumonias por L. pneumophila y Ps. aeruginosa,
urinario por E. coli:*’? diarrea acuosa por V. cholera.?’* Por lo tanto, la importancia
del T2SS en la patogénesis bacteriana no estéa restringida a un sitio en particular de
infeccion o proceso patogénico. Procesos facilitados por el T2SS incluyen:
destruccion de tejidos, citotoxicidad, adherencia, diseminacion y transmision del

microorganismo que lo posee (Sandkvist, 2001),'"°

caracteristicas que también han
sido reportadas a lo largo del tiempo en serovariedades patdgenas del género
Leptospira. Ademas de ser ampliamente utilizado por bacterias patégenas
extracelulares, el T2SS puede promover el desarrollo en nichos intracelulares como
es el caso de L. pneumophila.?®® En el caso de infeccién en humanos, hay también

efectores liberados a través del T2SS, que se contraponen a la inmunidad innata,

por ejemplo, la proteasa StcE de E. coli entero hemorragica (EHEC), la cual inhibe



la activacion de la ruta clasica del complemento al actuar sobre el inhibidor de
estearasa C1 que regula al sistema de Complemento y otros mecanismos de la
inflamacion.?®® Asi mismo, la proteasa ProA/Msp de L. pneumophila, inhibe el
estallido oxidativo, al producir una disminucidon en la produccion de aniones
superoxidos e inhibir la quimiotaxis de células polimorfonucleares.?® Es por eso que,
la presencia del T2SS en bacterias patdogenas ha demostrado ser relevante y en
algunos casos, ser crucial para la patogénesis. De ahi la importancia del estudio del
T2SS en serovariedades patdégenas de Leptospira, ya que a través de éste, se
podrian liberar diferentes componentes con capacidad de causar dafio en diferentes
tejidos o bien, llevar a cabo la secrecion de enzimas necesaria para su desarrollo en
tejidos animales y el medio. Aunque en L. biflexa (no patdégena), también posee
genes del T2SS, la participacion de este ultimo puede estar dirigida a la secrecion de
enzimas metabdlicas, como se ha reportado en diferentes bacterias no
patc’)genas.274'275*276

El T2SS puede trabajar solo o junto con otros sistemas de secrecion para lograr una
condicidén de virulencia mas completa, por ejemplo, los sistemas de secrecion 2 y 4
(T2SS y T4SS), son operativos en L pneumophila;?®228328 |os sistemas de secrecion
2y 3 (T2SS y T3SS) son funcionales en X. campestris;*® mientras que los sistemas
1,2,3y5(T1S, T2SS, T3SS Y T5SS), han sido reportados en B. pseudomallei y Ps.
aeruginosa.?®”?*> Anélisis bioinformaticos realizados a partir de la secuencias de los
cuatro genomas de serovariedades patdgenas de Leptospira, confirman que ésta
posee los sistemas de secrecion tipos 1 y 2 (T1SS y T2SS), pero no existen
evidencias de los sistemas 3, 4 y 5. Sin embargo, es necesario caracterizar
funcionalmente los sistemas 1y 2, para conocer el tipo de proteinas secretadas y su

efecto, sobre los tejidos del hospedero, lo cual mejoraria el entendimiento de



diferentes aspectos del proceso de infeccion y desarrollo de la leptospirosis en
diferentes especies de animales domesticos y silvestres, asi como en el humano.
Estudios recientes han dado a conocer que el T2SS puede promover el desarrollo de
bacterias en diferentes nichos ambientales. El rango de bacterias de vida libre
incluye a bacterias habitantes del agua y el suelo (Acinetobacter calcoaceticus, Shewanella
oneidensis); bacterias comensales de plantas (Ps. fluorescens); bacterias simbiontes
de plantas (Bradyrhizobium japonicum); bacterias simbiontes de animales (Vibrio
fisheri); e incluso, bacterias que actian como parasitos de otras bacterias
(Bdellovibrio bacteriovorus). A pesar de formar un grupo bacteriano con diferentes
nichos ambientales, este tipo de bacterias son metabdlicamente diversas y se
encuentran en ambientes extremos. Estas incluyen a bacterias anaerobias,
desnitrificantes (Azoarcus); fijadoras de nitrdgeno (Bradyrhizobium japonicum) y bacterias
metanotréficas (Methylococcus capsulatum) entre otras.?’*27>27®

Ha sido demostrado que el T2SS puede promover la persistencia de L. pneumophila
en habitats acuaticos, con la capacidad de desarrollarse a bajas temperaturas, asi
como la facilidad para infectar y multiplicarse en huéspedes eucariéticos, entre los
que se incluyen células mononucleares de humanos y una amplia variedad de
protozoarios de la familia Amoebae.?®*?’ En el caso de Leptospira, no se ha
demostrado la capacidad de desarrollo intracelular, sin embargo, es una bacteria
acuatica y puede permanecer viable en ambientes acuéticos con temperaturas
bajas.

Podriamos concluir que el T2SS esta presente en una amplia variedad de bacterias
Gram negativas, funcionando como un importante sistema de secrecion
especializado, que es operativo en bacterias patdogenas y no patdgenas,
promoviendo funciones asociadas con dafio en diferentes tejidos de huéspedes

animales y plantas, asi como participando en diversos procesos metabdlicos en



bacterias no patdégenas, ademas de promover la persistencia de diversas bacterias
en distintos nichos ambientales. A pesar de estos importantes hallazgos, muchas
preguntas permanecen sin ser contestadas, ¢Qué importantes descubrimientos
vendran con el anélisis de nuevos genomas?, ¢ Cuales son los efectores en aquellos
microorganismos que poseen genes del T2SS, pero que no han sido caracterizados
funcionalmente?, ¢ Qué resultados revelara el desarrollo de mutantes especificas en
el T2SS al ser probadas en diferentes modelos animales?, ¢Qué otros procesos
patogénicos no conocidos, facilitados por el T2SS, favorecen que se desarrollen
infecciones intracelulares o extracelulares en bacterias similares a L. pneumophila.
¢, Qué otras funciones tiene el T2SS en bacterias de vida libre?, ¢ Como es regulado
en T2SS en respuesta a cambios en los estimulos externos?, interrogantes que
aplican para el género Leptospira. Por el momento, desconocemos el tipo de
proteinas transportadas y mas aun, si el T2SS es funcional. Sin embargo, la
presencia del locus gsp tanto en especies patégenas como en no patdgenas del
género Leptospira, podria ser indicativo de un sistema funcional, tanto para la
secrecion de proteinas con actividad bioldgica productora de dafio en tejidos
especificos del huésped, como para la secrecibn de enzimas con actividad
metabdlica. El desarrollo de herramientas moleculares para lograr la mutagénesis
dirigida en serovariedades patégenas de Leptospira, las cuales se encuentran

disponibles Gnicamente para L. biflexa,?%%°

permitird en serovariedades patégenas,
la caracterizacién funcional de aquellos genes relacionados con virulencia, asi como
un mejor entendimiento de la patogénesis de Leptospira.

Con relacioén a las secretinas, éstas, se constituyen por complejos de una proteina
en particular, por lo que se han denominado complejos homomultiméricos.
Inicialmente, andlisis de microscopia electronica mostraron que los complejos de

199,290 Sin

secretina consistian de doce subunidades. embargo, estudios



posteriores®®® demostraron que la secretinas involucradas en la biogénesis de fagos
filamentosos forman un complejo con 14 pliegues simétricos, a través de la ME de E.
coli. Estos resultados indican que los complejos de secretina pueden ser diferentes,
dependiendo de la naturaleza de la secretina, por lo que no es posible generalizar
sobre una estructura unica (12 o 14 subunidades).

El tratamiento con proteasa de las secretinas XcpQ de Ps. aeruginosa y
PulD de Klebsiella oxytoca, resultd en la deteccion de un fragmento resistente a la
accion de la proteasa, el cual aparecia todavia como un complejo. Este fragmento
representd exactamente el dominio de homologia C-terminal. El analisis de
microscopia electronica de este complejo proteasa-resistente revelo estructuras en
forma de anillo con dimensiones similares al complejo intacto. Subsecuentemente,
mediciones de dicroismo circular indicaron que este complejo tiene una
conformacion de hoja-B, lo cual confirmé la prediccion de la estructura para esta
region.'*® Esto probablemente significa que el dominio C-terminal de las secretinas
forma un -barril, analogo a otras proteinas de la membrana externa.’** Estos y otros
resultados culminaron en un modelo para la estructura de secretinas. En este
modelo, el dominio C-terminal de XcpQ forma un B-barril que esta incluido en la
membrana externa. Esta porcion C-terminal esta separada del dominio del N-
terminal por una regién de enlace. La mitad del dominio N-terminal de la proteina se
extiende al interior del periplasma y probablemente interactie con otros
componentes de la maquinaria de secrecion. La porcion extrema del dominio C-
terminal de la proteina también se dirige hacia el periplasma. Se ha demostrado que
este dominio interactta con lipoproteinas especificas.?*?

Para determinar si la cavidad central observada en el analisis de microscopia
electréonica realmente formaba un canal, experimentos electrofisioldgicos fueron

llevados a cabo. La insercion de complejos de secretina purificados en bicapas de



lipidos resultd en la presencia de canales conduciendo iones activados por
voltaje.'®82192%3 Estos resultados demostraron que las secretinas forman un canal de
transporte real en la membrana externa. Esta conclusion fue elegantemente
confirmada por experimentos con el pili tipo IV de Neisseria gonorrhoeae. Usando
mutantes de N. gonorrhoeae incapaces de sintetizar la secretina PilQ y la proteina
PilT para la retractacion del pili tipo IV, las fases intermedias de la biogénesis del pili
pudieron ser recuperadas y observadas (Estas bacterias produjeron estructuras de
pili tipo IV; sin embargo, los filamentos ensamblados fueron retenidos en el
periplasma debido a la ausencia de la secretina PilQ.?**

Normalmente, la expresion de la secretina, incluso en la ausencia de proteinas
accesorias, no produce un aumento en la permeabilidad de la membrana externa o
pérdida de proteinas periplasmicas, Wall et al., (1999);® Bitter W., (resultados no
publicados).

¢Como es que sucede esto?. En primer lugar, la maxima conductancia de los
canales observada en los experimentos sobre bicapas lipidicas planas, obtuvo un
valor mas bajo que el que se esperaria para canales de ese tamafio,’*®*'° |o cual
indica que la cavidad central no es s6lo un poro abierto. Ademas, el canal de la
secretina mostré un incremento no lineal en la conductancia cuando el voltaje fue
aplicado a través de la membrana. Esto indica que la conformacion del canal no es
constante sino que varia, dependiendo del potencial de membrana aplicado.
Adicionalmente, el analisis computacional de pseudo-cristales formados por la
secretina XcpQ, mostré la presencia de masas hacia el interior de la particula,**® lo
cual demuestra que la aparente cavidad central de la secretinas no forma un poro
abierto. Estos resultados muestran que las secretinas forman canales en la

membrana externa, los cuales sin embargo, son estrictamente canales de

conductancia regulados. El soporte para esta hipétesis se obtuvo con el analisis de



una mutacién especifica en la proteina plV.>*® Aunque esta proteina mutante no
dafo la biogénesis del fago, la permeabilidad de la membrana externa fue
significativamente aumentada.?®® Estos datos también muestran que proteinas
accesorias de las diferentes maquinarias de secrecion, no forman alguna clase de
tapdn que participe en la obstruccion del canal en la membrana externa, formado por
el complejo de la secretina. Sin embargo, estas proteinas podrian tener una funcion
en la apertura y cerrado de este canal.

Aunque la inmunidad humoral (por sus siglas en Inglés, Th2) es al parecer
dominante en la proteccién contra la infeccién con leptospiras patogenas,®® la
participacion de la inmunidad mediada por células (por sus siglas en Inglés, Thl) ha
mostrado ser relevante en la infeccion con Leptospira borgpetersenii serovariedad
Hardjo en la especie bovina,?*® por lo que esta comenzando a ser estudiada.
Leptospira es considerada una bacteria extracelular, sin embargo, investigaciones
realizadas sugieren que el interferon gamma (por sus siglas en Inglés, INF-y), que
tiene una participacion importante en la respuesta inmune Thl, es producido en
respuesta a la infeccidbn con leptospiras patdégenas. La produccion de INF-y es
altamente controlada por diferentes citocinas producidas por macréfagos. De estas,

la interleucina 12 (IL-12) es el méas fuerte inductor de la liberacion de INF-y. Otras

citocinas involucradas en la sintesis de INF-y incluyen a IL-18, IL-15 y el factor de

necrosis tumoral alfa (por sus siglas en Inglés, TNF-c).2°"2%

Antes de la década de los ochentas, se pensaba que la inmunidad protectora contra
la leptospirosis se debia a la producciéon de anticuerpos dirigidos contra el
lipopolisacérido (LPS), mismos que a su vez habian demostrado una inmunidad
pasiva en algunos modelos animales en los que se observd proteccion especifica
contra diferentes serovariedades patdgenas. Sin embargo, Bolin and Alt, (2001)

demostraron que altos titulos de anticuerpos anti-LPS inducidos posterior a la



inmunizacion con bacterinas convencionales, no eran protectores contra el desafio
con L. borgpetersenii serovariedad Hardjo. En contraste, la inmunizacion de bovinos
con una vacuna monovalente elaborada con L. borgpetersenii serovariedad Hardjo,
demostré proteccion contra la infeccidon con la serovariedad homéloga, evitando la
colonizacion renal, eliminacion urinaria y ademas confirié proteccion transplacentaria
al feto, siendo una respuesta de tipo Thl la que se indujo.>®® Aunque linfocitos T
citotoxicos CD8 e INF-y son ambos particularmente importantes en el control y
eliminacién de infecciones virales, bacterias intracelulares y protozoarios. El INF-y
puede participar también en la proteccion contra bacterias extracelulares a través de
su habilidad para activar macréfagos en los cuales incrementa la eficiencia de
eliminacion al estimular la produccion de oxido nitrico y ademas estimular la
produccion de inmunoglobulina de la clase 1gG2, la cual se ha sugerido que participa
en la inmunidad hacia las formas extracelulares de Babesia bigemina. Tanto la IgG2
como la IgG1 tienen la capacidad de fijar el complemento, que a su vez puede ser
un importante mecanismo efector para el control de leptospiras. IgG2 bovina también
actia como opsonina, de forma tal que potencialmente puede conllevar a un
incremento en el nimero de leptospiras fagocitadas.?®® Naimann et al. (2001) al
vacunar bovinos con un aislado inactivado de L. borgpetersenii
serovariedad Hardjo subtipo Hardjobovis, encontraron una fuerte respuesta en
células mononucleares de sangre periférica (CMSP), aunado a una incremento en la
produccion de INF-y por linfocitos T CD4+, lo cual es un indicativo de la induccién de
una respuesta inmune de tipo Thl. Es por eso que se ha sugerido que en el caso de
los bovinos, una respuesta de tipo Thl puede ser necesaria para lograr una
proteccién eficaz contra la infeccién con la serovariedad Hardjo.>® Las vacunas de
nueva generacion contra la leptospirosis bovina, deben lograr inducir una respuesta

inmune protectora, que evite la infeccidon y la consecuente eliminacion urinaria de



leptospiras, que comunmente implica riesgos para el humano, en el que ya ha sido
documentada la infeccion con la serovariedad Hardjo.>**

Por otro lado, se ha demostrado que Leptospira interrogans serovariedad Rachmati
induce la produccién de INF-y y TNF-a in vitro.®®? La produccién de INF-y fue
grandemente dependiente de la sintesis de IL-12 y el patrén de citocinas inducido
por Leptospira, corresponde a citocinas caracteristicas de una respuesta de tipo
Thil.

Es conocido que los biolégicos disponibles para prevenir la leptospirosis evitan la
manifestacion de la enfermedad, sin embargo, no evitan la infeccion con diferentes
serovariedades patdégenas de Leptospira, no contenidas en el biolégico. Es por eso,
que la especificidad de las diferentes serovariedades de Leptospira, limita la eficacia
de aquellos biologicos elaborados a base de leptospiras completas inactivadas.
Dicha especificidad para cada serovariedad, esta mediada por el principal antigeno
de este género, el lipopolisacéarido (LPS). La principal ventaja de las proteinas de la
ME sobre el LPS, es que pueden inducir una respuesta inmune protectora contra el
desafio con una serovariedad heteréloga en el modelo animal.*®® Por lo cual, los
candidatos actuales para la obtencion de antigenos que induzcan una respuesta
inmune protectora contra la infeccidén con diferentes serovariedades patégenas, para
el desarrollo de vacunas sub-celulares, lo constituyen las proteinas de ME. La
identificaciébn de proteinas inmunogénicas ubicadas en la superficie de la ME, las
cuales se encuentren conservadas entre diferentes serovariedades patégenas, de
manera que induzcan proteccion cruzada entre serovariedades sin generar efectos
secundarios, es un interés actual para los diferentes grupos de investigacion en el
mundo. La primera evidencia del uso potencial de proteinas de ME para inducir
proteccion contra la infeccibn con leptospiras patégenas, fue la inmunizacion de

hamsteres con las proteinas recombinantes OmpL1-LipL41, lo cual revelé un efecto



sinérgico que indujo una proteccion del 71.0 % de los animales inmunizados,
posterior al desafio con la cepa homdloga correspondiente a la serovariedad
Grippotyphosa, comparado con una supervivencia del 25.0 % en el grupo no
inmunizado. En este estudio, no se logré un efecto protector cuando se utilizé de
manera individual ambas proteinas.*** Posteriormente, se determiné que el suero de
pacientes con leptospirosis confirmada, presentd anticuerpos que interaccionaron
con ambas proteinas.

La vacunacion de gerbos (Meriones unguiculatus) utilizando adenovirus
recombinantes expresando LipL32, indujo proteccion en el 87.0 % de los animales
inmunizados. De esta forma, la inmunizacion con adenovirus expresando LipL32
derivada de la serovariedad Autumnalis, confiri6 inmunidad protectora contra el
desafio con una cepa heteréloga correspondiente a la serovariedad Canicola de L.
interrogans.>®® En contraste, tanto la inmunizacién de gerbos con OmpL1, como con
OmpL1-LipL32, no indujo el mismo efecto protector que la inmunizacion Unicamente
con LipL32, lo cual difiere de los resultados obtenidos con la sinergia de OmpL1-
LipL41.3%

Por otro lado, LipL32 recombinante mostré una buena sensibilidad y especificidad
cuando se utilizé en pruebas de ELISA para detectar IgG en casos de leptospirosis
humana.>%

Proteinas similares a las inmunoglobulinas, denominadas proteinas LigA y LigB,
también se encuentran expuestas en la superficie de la ME. Estas se caracterizan
por poseer dominios de 90 aminoacidos similares a los que poseen las
inmunoglobulinas.?®® Dichos dominios bacterianos similares a los de las
inmunoglobulinas son encontrados en varias proteinas de adhesién de bacterias
patégenas, como la intimina de E. coli® vy la invasina de Yersinia

pseudotuberculosis®®® y pueden funcionar como moléculas de adhesién. El uso de



las proteinas Lig para la inmunizacion en un modelo animal, resulté en una
respuesta inmune protectora contra el desafio, no solo con la serovariedad
homologa, sino también con una serovariedad heteréloga del serogrupo
Icterohaemorrhagiae.3*°

En el presente estudio, un estudio piloto de la inmunizacion de hamsteres con
rGspD_ de la serovariedad Hardjo, resultd en una supervivencia del 100 %, en
contraste con el grupo no inmunizado con rGspD,, que tuvo una supervivencia de
33.0 % posterior al desafio con una cepa virulenta heterdloga, correspondiente a la
serovariedad Canicola. La respuesta inmune inducida por GspD, evité la muerte de
los animales desafiados, asi como la manifestacion de enfermedad, que si se
presentd en los animales no inmunizados con rGspD, después del desafio. Los
resultados preliminares obtenidos en este ensayo piloto de inmunoproteccion,
resultan favorables en primera instancia, si se considera que la busqueda de nuevos
antigenos de Leptospira que constituyan candidatos para el desarrollo de vacunas
sub-celulares deben inducir una respuesta inmune protectora hacia diferentes
serovariedades patégenas.?’%:30%310

El curso clinico de la infecciébn con leptospiras patégenas, es dependiente de la
dosis infectante en animales de experimentacién. Dosis superiores a 10° leptospiras,
ocasionan la muerte de los animales, de manera rapida y sin signologia clinica
previa en 24 a 48 horas. Dosis menores a 10° leptospiras, ocasionan
manifestaciones clinicas como perdida de peso, ictericia, inactividad, arqueamiento
dorso-lumbar y pelo hirsuto entre otros, que hacen evidente la infeccion. Dosis
menores a 10° leptospiras, resultan en la ausencia de signos, con colonizacién renal
y la consecuente eliminacién de leptospiras a través de la orina.*®

Aunque hay evidencias de que no todas las leptospiras pueden ser eliminadas

uniformemente por la presencia de anticuerpos especificos, leptospiras que



persisten a pesar de la presencia de anticuerpos, podrian representar posibles
mutantes antigénicas resistentes al efecto de eliminacion, inducido por la presencia
de anticuerpos especificos. Asi mismo, leptospiras patégenas tienen la capacidad de
persistir en el hospedero, al colonizar sitios privilegiados del organismo, en los
cuales no puede tener alcance la respuesta inmune, como lo son los tubulos
renales.*® No obstante que la inmunizacién con rGspD, evit6 la muerte de los
animales desafiados y el desarrollo de la enfermedad, la respuesta inmune inducida,
no evitd la colonizacion renal con leptospiras. Una posible hipétesis, es que no
enfermaron debido a una reduccion del nimero de leptospiras del indculo, mediante
la respuesta inmune inducida por rGspD., lo cual impidid que éstas alcanzaran
niveles téxicos. Sin embargo, dicha respuesta inmune, no tuvo la capacidad de
eliminar a la totalidad de las leptospiras, las cuales lograron llegar al rifién, su rgano
blanco, colonizandolo. La presencia de leptospiras en el rifidn, se limita a un proceso
local, que solamente ocasionard manifestaciones clinicas sistémicas, cuando el
dafo en este 6rgano vital sea considerable. Es posible que una dosis mas alta de lo
requerido, como la dosis utilizada de la cepa LOCaS 46R para el desafio, haya
influido en este resultado. Es necesario repetir el ensayo de inmunoproteccién
con rGspD, de L. borgpeterseni serovariedad Hardjo Hardjobovis, utilizando grupos
con un mayor numero de animales y con el previo establecimiento de la dosis letal
50.0 % (LDsp) para la cepa LOCaS 46R, de manera que pueda ser establecido si
esta proteina puede tener una utilidad con fines de proteccion contra la infeccién con
serovariedades patdgenas de Leptospira. La evaluacion de la capacidad
inmunogénica de un antigeno tiene un comienzo y los resultados obtenidos del
ensayo piloto de inmunoproteccion con rGspD,, constituyen el inicio de esta
evaluacion. Como ya se ha mencionado, el interés mundial por diferentes grupos de

investigacion esta dirigido hacia aquellas proteinas ubicadas en la superficie de la



ME, conservadas entre diferentes serovariedades patogenas, de manera que logren
inducir una proteccidon cruzada hacia diferentes serovariedades sin generar efectos
secundarios. rGspD, de la serovariedad Hardjo ha mostrado una naturaleza
conservada a nivel genético e inmunoldgico entre serovariedades patdégenas e
indujo proteccion contra el desafio con una cepa virulenta correspondiente a la
serovariedad Canicola, es decir, una cepa heteréloga. Referente al reconocimiento
de rGspD,. por la respuesta inmune de hospederos mamiferos, ensayos de
inmunodeteccion tipo Western utilizando antisueros anti-Hardjobovis y anti-rGspD.
producidos en conejo, asi como sueros de bovinos con titulos > a 1:800, revelaron
en los tres casos, la deteccion de rGspD,. Estos resultados indican que anticuerpos
del tipo IgG presentes en el suero de animales con exposicion a la serovariedad
Hardjo detectados mediante la prueba AM, reconocieron a rGspD,. Sin embargo, fue
necesario repetir este ensayo, utilizando el suero de animales infectados que
garantizara la presencia de Leptospira en los animales y la respuesta inmune hacia
GspD,. Fue de nuestro interés evaluar sueros de perros y hamsteres infectados con
serovariedades patdgenas de Leptospira mediante inmunodeteccion tipo Western,
utilizando rGspD, para determinar indirectamente su expresion in vivo y su probable
aplicacion diagndstica en el desarrollo de un ensayo inmunoenzimatico (ELISA). Al
utilizar el suero de perros de la Ciudad de México, a partir de los cuales se habia

logrado el aislamiento de cepas patégenas de Leptospira,®®*

en ensayos de
inmunodeteccion tipo Western, se obtuvo en todos los casos, la deteccion de la
proteina rGspD,.. De igual forma, los sueros de héamsteres infectados
experimentalmente con la cepa virulenta LOCaS 46R aisladas a partir de dichos
perros, también detectaron la proteina rGspD_. de Leptospira borgpetersenii

serovariedad Hardjo, mientras que los sueros de hamsteres no infectados, no la

detectaron. El estimulo antigénico por Leptospira durante un proceso infeccioso,



revela el tipo de componentes que son expresados en su superficie, hacia los cuales
se desarrolla una respuesta inmune especifica. La deteccion de rGspD, utilizando el
suero de animales infectados, es una evidencia de que el suero de dichos animales,
presento anticuerpos contra rGspD, lo cual a su vez demuestra, que es reconocida
por la respuesta inmune del hospedero, como ha sucedido con otras proteinas
expuestas en la superficie de Leptospira como OmpL1-lipL41, LipL32 y las proteinas
Lig.*®>3%63%9 Asi mismo, ensayos de inmunohistoquimica realizados, utilizando el
suero hiperinmune anti-rGspD, en cortes histologicos de riflones de hamsteres
infectados con leptospiras patdégenas (comunicacion personal),® confirmaron la
expresion in vivo de GspD, en la superficie de Leptospira durante el proceso de
infeccion. La localizacion en la ME de una proteina, no garantiza su reconocimiento
al enfrentarla al suero de animales infectados con la bacteria de la cual procede,
como es el caso de LipL36, una lipoproteina de la ME de serovariedades patdégenas
de Leptospira, la cual al ser enfrentada al suero de pacientes infectados, no fue
detectada. La razén fue su localizacion, ya que al estar ubicada en la parte interna
de la ME, durante la infeccibn no est4 expuesta a para ser reconocida por la
respuesta inmune del huésped, por lo tanto, no se producen anticuerpos contra ésta.
La deteccidon de una proteina con peso cercano a los 66 kDa, la cual pudiera
corresponder a GspD_. en preparaciones de ME de la serovariedad Hardjo y
diferentes serovariedades patégenas, aunado a la inmunodeteccién de GspD, a
partir de tejido renal de hamsteres infectados mediante inmunohistoquimica,
confirma su localizacion en la superficie de la ME de L. borgpetersenii serovariedad
Hardjo, Hardjobovis.

La prueba AM detecta anticuerpos aglutinantes de tipo IgM dirigidos contra el LPS,

mientras que los antigenos proteicos son detectados primordialmente por

9 (Alcaraz Sosa LE, 2007, comunicacién personal)



anticuerpos de tipo 1gG.**® La presencia de anticuerpos de tipo IgG en sueros de
bovinos con titulos iguales o menores a 1:50 en la prueba AM, los cuales detectaron
a rGspD,, podria ser un indicativo de la exposicion de estos animales a Leptospira
Hardjo, esto aunado a la condicion del bovino como huésped de mantenimiento para
esta serovariedad. Los anticuerpos policlonales producidos contra rGspD,, seran de
utilidad para la estandarizacion de un inmunoensayo enzimatico.

La transferencia horizontal de genes en bacterias, es un mecanismo que contribuye
de manera importante a la evolucion de las bacterias y su efecto puede ser mayor
que el obtenido por mutaciones discretas a pequefia escala en algun grupo de genes
en particular, ya que pude tener un papel crucial en la habilidad de las bacterias para
invadir nuevos nichos. Algunos de los genes transferidos pueden tener una relacion
directa con patogenicidad, contribuyendo ademas a la evolucion de cepas no
patégenas hacia cepas patégenas.®*

El nimero de genes en los genomas bacterianos, no es estable, muchos genes
pueden ser deletados, duplicados o insertados a lo largo del tiempo, dando origen a
diferencias genotipicas y fenotipicas en especies bacterianas relacionadas. Dos
mecanismos generales estan involucrados en la generacion de nuevos tipo
evolutivos, duplicacién/modificacion de genes y adquisicibn de genes de origen
exdgeno mediante transferencia horizontal, dando como resultado, nuevas funciones
para el microorganismo que los adquiere y en algunos casos, permitiendo la
adaptacion a nuevas condiciones ambientales.**%'® De igual forma, inserciones y
deleciones como resultado de la transferencia horizontal de genes, contribuyen de
manera importante, a las variaciones en el tamafio de los genomas y adquisicion de
nuevas propiedades patogénicas.®**

Serovariedades patégenas de Leptospira poseen organizacion genética distinta a la

de otros miembros del orden Spirochaetales, como son, ausencia de plasmidos, dos



cromosomas circulares de aproximadamente 4.3 y 0.35 Mb y su genoma posee
rearreglos con la participacion de elementos de insercion (IS) que dan origen a una
diversidad genética.*® Bulach et al., (2006)*“° sugieren que L. borgpetersenii esta llevando
a cabo un proceso de reduccion de su genoma mediado por IS, dando como
resultado, la pérdida de genes con funciones sensoras del ambiente y metabdlicas,
los cuales le permitirian adaptarse a diferentes condiciones en el medio ambiente.
La ausencia de estos genes, obliga a L. borgpetersenii a una dependencia hacia las
condiciones encontradas dentro de su hospedero, dificultando su supervivencia por
largos periodos fuera del hospedero, a pesar de haber condiciones de humedad en
el ambiente, limitando asi su transmision a un ciclo de hospedero a hospedero. En
contraste, L. interrogans puede estar llevando a cabo una expansion de su genoma
a través de eventos de duplicacion y adquisicion de genes, como ha sido
evidenciado por la presencia de nuevos genes, incluyendo potenciales genes de
fagos.''91*° Esta expansiéon del genoma de L. interrogans refleja considerables
diferencias con respecto a su capacidad para adaptarse a diferentes condiciones
ambientales, manteniéndose viable, fuera de hospederos mamiferos, en condiciones
de humedad.'*° Posiblemente, al tener la capacidad de mantenerse en el ambiente
por mayor tiempo, L. interrogans se expone con mayor oportunidad a la
transferencia horizontal de genes, provenientes de microorganismos que igualmente
se mantienen en el medio ambiente, durante semanas 0 meses como las enterobacterias.
El hallazgo en L. interrogans de homdlogos de los genes deVS y devR que le permiten
a Myxococcus mantenerse viable en el agua, en ausencia de nutrientes, podria ser
resultado de una transferencia horizontal, entre bacterias que se comparten el
mismo nicho ambiental.

Haake et al., (2004) encontraron que la secuencia del gen ompL1 de Leptospira,

presentaba una composicién de mosaico consistente con transferencia horizontal de



ADN, a partir de especies relacionadas. Segmentos de este gen, que codifican para
dos asas expuestas en la superficie, fueron probablemente adquiridas por
transferencia horizontal a partir de un alelo peregrino de un ancestro desconocido.®*
De la Pefia et al., (1999),*?® encontraron que genes del locus rfb para la biosintesis
del LPS de L. interrogans serovariedad Hardjo (Hardjoprajitno) fueron posiblemente
adquiridos por transferencia horizontal a partir de Hardjobovis (L. borgpetersenii) a
un ancestro de la serovariedad Copenhageni, lo cual le permitié a esta serovariedad
la capacidad de adaptarse al hospedero bovino, dando asi origen a la serovariedad
Hardoprajitno.'® Estos resultados, al parecer muestran que la transferencia
horizontal de genes como mecanismo, ha contribuido a la evolucion de Leptospira
en aspectos de supervivencia y adaptacion a nuevos nichos, variaciéon antigénica,
metabolismo y patogenicidad como ha sucedido en otras bacterias.

El analisis filogenético de GspD realizado en el presente trabajo, mostré una
evidente cercania entre E. coli, diferentes enterobacterias y Leptospira, comparado
con el patrén del gen rrs para las mismas bacterias, lo cual podria sugerir un posible
evento de transferencia horizontal de genes gsp entre Leptospira y miembros de la
familia Enterobacteriaceae. Aunque ha sido confirmado que genes del T2SS se
encuentran en una vasta mayoria de bacterias, localizados en el cromosoma, se
identificé la presencia de genes del T2SS en E. coli O157:H7 codificados en el
plasmido pO157.3'" Schmidt et al., (1997) identificaron en el plasmido pO157 de E.
coli entero hemorragica (EHEC) una region de 14,162 pb con 15 MAL, de los cuales,
13 MAL mostraron homologia con genes del T2SS.*!® Los diferentes genes del
T2SS de pO157 mostraron un alto grado de homologia a los genes del T2SS en
Klebsiella pneumoniae (M32613), Aeromonas hydrophila (X66504), Erwinia chrysanthemi
(LO2214) y Erwinia caratova (X70049), con rangos de identidad de 40.0 % a 90.0 %.

Los genes fueron designados de etpC a etpO en orden alfabético, por la analogia



mostrada con el locus pul del género Klebsiella.*'® Aunado a ésto, la presencia de
elementos IS aledafios al locus etp, sugiere que el grupo de genes del T2SS
identificados en pO157, sea parte de un cassette de genes de virulencia,
intercambiable entre plasmidos de EHEC y posiblemente también con otras
bacterias. La relevancia de este hallazgo, tiene inferencia directa en la transferencia

y distribucion de genes del T2SS entre bacterias Gram negativas.



CONCLUSIONES

Se logro la clonacion y expresion de rGspD, de Leptospira borgpetersenii serovariedad

Hardjo (Hardjovovis) en Escherichia coli cepa Rosetta DE3 codon plus.

GspD. de Leptospira borgpetersenii serovariedad Hardjo (Hardjovovis) es una proteina
antigénica, conservada entre diferentes serovariedades patdégenas de Leptospira y

expresada durante la infeccion.

rGspD, fue reconocida por la respuesta inmune de huéspedes mamiferos, como
bovinos, conejos, hasmteres y perros de acuerdo con los resultados de los ensayos de

inmunodeteccion tipo Western.

El hecho de que GspD, sea la Unica proteina del T2SS ubicada sobre la ME, plantea la
posibilidad de estudiarla como un potencial antigeno proteico inmunogénico, que

pudiera ser importante para la opsonizacion y eliminacion de leptospiras patégenas.

Es necesario realizar un ensayo de inmunoproteccion en el modelo animal, a mayor
escala, utilizando a rGspD, para determinar si verdaderamente induce una respuesta

iInmune protectora.

Comparacion de los arboles filogenéticos del gen rrs y gspD sugieren la adquisicion
horizontal de GspD en Leptospira, a partr de miembros de la familia

Enterobacteriaceae.
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APENDICE |

MEDIOS DE CULTIVO



MEDIOS DE CULTIVO

Medio de cultivo EMJH 10X para el desarrollo de Leptospira

Ingredientes:

Albumina sérica bovina (ASB) Fraccion V 100 g
Piruvato de sodio 29
Acetato de sodio anhidro (CH; COONa) 19
EMJH base 23 ¢
Tween 80 125¢g
Sulfato ferroso (FeSO,4-7H,0) 0.1g
Cloruro de calcio (CaCl,) mas cloruro de magnesio (MgCl, 7 mi

-2H,0) en solucién (1.5 % de cada uno)

Sulfato de zinc (ZnS0O4-7H,0) 0.4 % solucion 10 ml
Sulfato cuprico (CuS04-5H,0) 0.3 % solucion 1ml
Vitamina B12 (Cianocobalamina) 0.1 % solucién 2 ml
Glicerol al 20 % solucion 5ml
Sulfato Manganoso (MnSO4-4H,0) 0.1 % solucién 10 mi
Preparacion:

Disolver primero, Tween 80 en 50 ml de agua destilada autoclaveada y el sulfato
ferroso a 37 °C en 5 ml de agua destilada autoclaveada.

Incorporar el resto de los ingredientes en un volumen de 900 ml de agua destilada
estéril, manteniendo el medio en agitacion constante con ayuda de una bala
magnética, hasta que los ingredientes se hayan disuelto completamente (~1 hora).
Agregar las soluciones de Tween 80 y sulfato ferroso, ajustar el pH a 7.4 y aforar a
un volumen de 1 litro.

El medio es prefiltrado a través de un prefiltro (Millipore™) seguido de una
membrana, ambos no estériles. Las membranas que se utilizan para el prefiltrado
son de 0.65 um, 0.45 um vy finalmente 0.22 um (Millipore™). Posteriormente se
esteriliza filtrando nuevamente todo el medio a través de una membrana de 0.22 um
(Millipore™) estéril.

Puede almacenarse a 4 °C hasta tres meses.

Para utilizar el medio se requiere diluir a 1X con agua destilada autoclaveada.



Medio de cultivo Luria Bertani (LB)

10 g de bacto triptona

5 g de extracto de levadura

5 g de NaCl

1 ml de 1N NaOH

En caso necesario, agregar 10 g de Bacto agar.

Disolver en 800 ml de agua destilada cada uno de los componentes. Agitar hasta
disolver totalmente y aforar a 1000 ml con agua destilada. Esterilizar en autoclave a
15 Ibs. 15 minutos.

Medio SOC

20 g Bacto triptona

5 g Extracto de levadura

0.5 g NaCl

20 ml glucosa 1M (disolver 18 g de glucosa en 90 ml agua destilada y después
aforar a 100 ml)

10 mM de Cloruro de Magnesio 1M estéril

10 mM de Sulfato de Magnesio 1M estéril

Disolver en 500 ml de agua destilada la Bacto triptona, el Extracto de levadura y el
NaCl. Esterilizar en autoclave 15 minutos a 15 libras de presién. Posterior a la
esterilizacion, se afade la glucosa previamente filtrada a través de un filtro de 0.22
um estéril.

Al momento de realizar la transformaciéon quimica, se afiaden el Cloruro de

Magnesio y el Sulfato de Magnesio al medio SOC.

Medio SOB

Es igual al medio SOC pero, sin glucosa, Cloruro de Magnesio, ni Sulfato de
Magnesio. Es recomendable preparar volumenes pequefios de medio SOB vy

convertirlo en medio SOC al momento de realizar la transformacion quimica.



Antibidticos

Kanamicina sulphate 50 pg/ml
Cloranfenicol 34 pg/mi
Rifampicina 50 ug/ml

Diferentes antibiéticos son adicionados al medio de cultivo para seleccionar el
crecimiento de bacterias con un genotipo especifico de resistencia a antibacterianos
mediado por plasmidos R. Los antibiéticos ya diluidos en agua o etanol (segun sea
el caso), se filtran a través de membranas estériles de 0.22 um (Millipore™) y se

almacenan a 4 °C.



APENDICE I

SOLUCIONES PARA PURIFICACION
DE ADN CROMOSOMAL Y PLASMIDOS



SOLUCIONES PARA EXTRACCION DE ADN

CTAB/NacCl
CTAB 10 g
NaCl 4149

Disolver en 50 ml de agua desionizada estéril, aforar a 100 ml con agua desionizada y
colocar la solucion en bafio Maria para que se homogenice, se esteriliza en autoclave y

se almacena a temperatura ambiente.

Fenol equilibrado

Retirar el fenol del congelador y permitir que se caliente a temperatura ambiente.
Agregar quinolinol a una concentracion de 0.1 %.

Agregar un volumen igual de 0.5 M Tris-HCI (pH 8.0) y mantener en agitacion constante
con ayuda de una bala magnética durante 15 min .

Retirar de la agitacion y permitir que las dos fases se separen, decantarse la fase
acuosa (la fase superficial) tanto como posible.

Agregar un volumen igual de 0.1 M Tris-HCI (pH 8.0) y mantener en agitacion constante
con ayuda de una bala magnética durante 15 min.

Retirar de la agitacion y permitir que las dos fases se separen, medir el pH en la fase
acuosa correspondiente al Tris (fase superficial) y decantar la fase acuosa tanto como
posible.

Repita este procedimiento, hasta que la medicion del pH en la fase acuosa
corresponda al valor deseado (pH 8.0).

Finalmente agregue 0.1 volumen de 0.1M Tris-HCI (pH 8.0) que contenga 0.2 % de B-

mercaptoethanol y se almacena a 4 °C.

Solucién del acetato de potasio (para la precipitacion de los acidos
nucleicos)

Acetato de potasio de 5M 60 ml
Acido acético glacial 11.5 ml
Agua destilada 28.5 ml



Amortiguador TE (TRIS / EDTA)

10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA, pH 8.0

Solucion de 0.5M de EDTA (etilenediaminotetraacetato de sodio)
(pH8.0)

Agregar 18.61 g de EDTA en 60 ml de agua bidestilada. Mezclar perfectamente con
ayuda de una bala magnética.
Ajustar a un pH de 8.0 durante la agitacién con una solucion 1N de NaOH, aforar a 100

ml con agua bidestilada y esterilizar en autoclave.

Solucién 1M de Tris

Disolver 121.1 g de tris base en 600 ml de agua bidestilada, manteniendo la solucion
en agitacion constante.El pH se ajusta con HCI puro deacuerdo al valor requerido (6.8,
7.0, 7.5, 8.0, 8.8 entre otros). Es importante considerar que el ajuste del pH para esta
solucion requiere varias mediciones a intervalos de 1 a 2 horas, manteniendo la
solucion en agitacion constante. Dejar reposar la solucién durante la noche y hacer un
nuevo ajuste de pH al dia siguiente. Aforar el volumen a 1 litro y esterilizar por

autoclave.

SOLUCIONES PARA LA EXTRACCION DE PLASMIDOS POR EL
METODO DE LISIS ALCALINA

Solucion | (Mini-prep para ADN de plasmidos)
50 mM Glucosa
25 mM Tris-HCI pH 8.0

10 mM EDTA pH 8.0



Solucion Il (Preparar al momento) (Mini-prep para ADN de plasmidos)

NaOH 0.2N

SDS 1.0%

Solucién 1l (Mini-prep para ADN de plasmidos)

5M Acetato de potasio 60 ml
Acido acético glacial 11.5 ml
Agua destilada estéril 28.5 ml

Solucién de Acetato de Sodio 4M pH6

En un matraz se colocan 15 ml de agua desionizada, se agregan 6.563g de Acetato de
sodio. Se ajusta el pH a 6 con acido acético glacial y se aforar a 20 ml con agua

desionizada.

Soluciones para electroforesis de acidos nucleicos y preparacion de
geles de agarosa.

Solucion de TAE (Tris / acetato / EDTA) 50X (pH ~ 8.5)

Tris 60.5¢g
Acido acético glacial 14.27 ml
EDTA 0.5M 25 ml
Agua destilada cbp 250 ml

Solucion TAE de trabajo

20 ml de la solucién TAE 50X

aforar a 1 litro con agua destilada



Amortiguador de carga para electroforesis de ADN bacteriano

38.0 % de Sucrosa 19¢g
0.1 % de Azul de Bromofenol 5 mg
67mM de EDTA 0.124 g
Agua bidestilada 5ml

Amortiguador de carga con dos colorantes para geles de agarosa

Azul de BromofenolO. 25.0 %

Xyleno Cianol FF 0.25 %
de glicerol en agua 30.0 %
Agarosa

Disolver la cantidad de agarosa requerida (varia de acuerdo a la concentracion que se
desee del gel) en amortiguador TAE, calentando la mezcla en horno de microondas
(calentar hasta que comience a hervir y mezclar en tres ocasiones). La mezcla ya lista

debe quedar transparente y sin restos de agarosa en el fondo del matraz.



APENDICE Il

SOLUCIONES PARA EL ANALISIS,
PURIFICACION Y DETECCION DE
PROTEINAS TOTALES Y
DE MEMBRANA EXTERNA



PREPARACION DE GELES Y SOLUCIONES PARA EL
PROCEDIMIENTO DE SDS-PAGE (LAEMMLI)
Acrilamida

Acrilamida 30g
Bis Acrilamida 08¢

Aforar a 100 ml con agua destilada estéril, filtrar y almacenar a 4 °C en frasco ambar.

1.5 M Tris-HCI, pH 8.8

Tris Base 54.45¢g
Agua destilada 150 mi

Ajustar el pH a 8.8 con HCI, aforar a 300 ml y almacenar a 4 °C

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8

Tris base 6.09

Agua destilada 50 ml

Ajustar el pH a 6.8 con HCI.

Aforar a 100 ml y almacenar a 4 °C

SDS al 10.0 %

Disolver 10 g de SDS en 50 ml de agua destilada, agitar suavemente y aforar a 100 ml

Persulfato de amonio al 10.0 %

Disolver 25 mg de Persulfato de amonio en 0.25 ml de agua bidestilada estéril.
producto en frascos con la menor cantidad ya que se caduca rapidamente.

Se preparar y utilizar al momento



Amortiguador de muestra

0.5 M Tris-HCI, pH6.8 1.0 ml
Glicerol 0.8 ml
SDS, 10.0 % 1.6 ml
2-Mercaptoethanol 0.4 ml
0.5 % azul de bromofenol en agua 0.4 ml
Agua destilada 3.8 ml

Diluir la muestra en proporcion 1:1 con el amortiguador de muestra. Calentar a 100 °C
durante 5 minutos antes de colocar en el pozo del gel

Preferentemente almacenar a 4 °C en un recipiente ambar.

Amortiguador para electrodos 5X (Tanque)

Tris base 15.0g¢g
Glicina 729
SDS 50¢g

Agua destilada cbp 1000 ml

Almacenar a 4 °C. Calentar a 37 °C si se precipita. Solucién de trabajo: diluir 200 ml en

1 litro de agua para una corrida

Preparacion del gel separador

Agua destilada 3.35 ml
30.0 % Acrilamida 4.0 mi
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 2.5 ml
SDS al 10.0 % 100 pl
Persulfato de amonio al 10.0 % 50 pl
TEMED 5l

Volumen total de monémero 10 ml



La mezcla para el gel se prepara agregando los componentes antes mencionados,
excepto el persulfato de amonio y el TEMED. Se homogenizan perfectamente los
componentes y previo al vaciado de la mezcla en la camara de electroforesis, se
agregan los dos catalizadores (persulfato de amonio y el TEMED), se homogeniza esta
nueva mezcla rapidamente por agitacion y se vierte al interior de dos cristales,

ensamblados en un aditamento de la camara.

Preparacion del gel concentrador al 4.0 %

Agua destilada 3.05 ml
30.0 % Acrilamida 0.67 ml
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 1.25 ml
SDS al 10.0 % 50 pl
Persulfato de amonio

al 10.0 % 25 ul
TEMED 5 pl

Volumen total de monémero 5.05 ml

La mezcla para el gel se prepara agregando los componentes antes mencionados,
excepto el persulfato de amonio y el TEMED. Se homogenizan perfectamente los
componentes y previo al vaciado de la mezcla en la camara de electroforesis, se
agregan los dos catalizadores (persulfato de amonio y el TEMED), se homogeniza esta
nueva mezcla rapidamente por agitacion y se vierte al interior de dos cristales,

ensamblados en un aditamento de la camara.

Amortiguador para electro-elucion

Tris 25 mM
Glicina 192 mM
SDS 1.0%



Solucién teiidora de azul de Coomasie

Metanol Absoluto 500 ml
Acido Acético 100 ml
Agua bidestilada 500 ml
Azul de Coomasie 0.55¢g

Solucién desteiiidora para la tincion de azul de Coomasie

Metanol Absoluto 40.0 %
Acido Acético 10.0 %
Agua 60.0 %

Conservacion de geles de poliacrilamida

Mojar papel celofan dulce con agua bidestilada y mojarse los dedos para facilitar el
manejo del mismo y colocarlo sobre un cristal previamente humedecido con agua. A
continuacion se coloca el gel de poliacrilamida y se cubre con otro pedazo de papel
celofan dulce de tamafio mayor al del cristal. Se eliminan las burbujas, se colocan unas
reletas de acrilico en los cuatro lados y se sujetan con pinzas para mantenerlo estirado.
Esperar 24 a 48 horas para que se seque por completo el gel.

Alternativamente si se cuenta con un secador de geles, se coloca el gel sobre papel
filtro Whatman, se le coloca una capa de papel celofan dulce y es mantenido en el

secador de geles en condiciones de vacio a 50 °C durante 45 minutos.

SOLUCIONES PARA EXTRACCION DE PROTEINAS DE LA
MEMBRANA EXTERNA

2X TNE-PI

20 mM Tris/HCI pH 8.0

300 mM NacCl

4 mM EDTA

0.5 % (v/v) Inhibidores de Proteasas
PBS-5mM MgCl

Se prepara primeramente el PBS



NacCl 8¢9

KCI 0.2¢

Na,HPO, 1.44 g
KH,PO, 0.24 ¢
Agua destilada 800 ml

Ajustar el pH a 7.4 con HCI

Ajustar el volumen a 1,000 ml y esterilizar por autoclave

Por separado, se prepara la solucion de cloruro de magnesio con una mayor molaridad
a la requerida (50 mM, 500 mM o 1M), recordando que, la molaridad se obtiene a partir
del peso molecular de la sal expresado en gramos, c.b.p. 1000 ml, lo cual equivale a
una concentraciéon 1M o 1000 mM. La solucion concentrada de MgCl se esteriliza
mediante vapor a presion (15 libras/15 min). A continuacién se diluye la solucion de
MgCl de tal forma que se obtenga la concentracion de 5 mM, utilizando como diluente
al PBS.

Amortiguador final de muestra (AFM)

62.5 mM Tris hydrochloride pH6.8
10.0 % Gilicerol
2.0 % SDS

AFM-0.25 mM fluoruro de fenil metil sulfonilo (PMSF)

Se prepara primeramente el AFM. Por separado, se prepara la solucion de PMSF con
una mayor molaridad a la requerida (2.5 mM, 25 mM o 250 mM), recordando que, la
molaridad se obtiene a partir del peso molecular de la sal expresado en gramos, c.b.p.
1000 ml de agua destilada estéril, lo cual equivale a una concentracion 1M o 1000 mM.
Por las concentraciones a las que se usa este reactivo, es conveniente preparar
volimenes pequefios (5 o 10 ml). La solucién concentrada de PMSF se esteriliza

mediante filtracion (membranas de 0.45um estériles). A continuacién se diluye la



solucion de PMSF de tal forma que se obtenga la concentracion de 0.25 mM, utilizando

como diluente al AFM.

Soluciéon de Tritdn X-114 al 10.0 %

Tritdbn X-114 grado proteina 10 mi

Agua destilada estéril 90 ml

Almacenar a 4 °C en frasco ambar.

1M C&CIZ
CaCl, Peso molecular en g

Agua destilada 1000 ml

Se esteriliza mediante vapor a presion (15 libras/15 min). Se almacena a TA.

SOLUCIONES PARA ELECTROTRANSFERENCIA E
INMUNODETECCION TIPO WESTERN

Amortiguador de Towbin

Tris (25 mM) 3.023 g
Glycina (192 mM) 144 ¢
Metanol (20.0 %) 200 ml
SDS 0.037 %
pH a 8.3

H,O destilada cbp 1000 ml.

Se coloca en un matraz 700 ml de agua bidestilada, el tris y la glicina. La mezcla se
mantiene en agitacion hasta que se disuelvan completamente las sales, se agrega el
SDS, disminuyendo la velocidad de agitador magnético para evitar la formacién de
espuma Se ajustar el pH con NaOH 10 N y se afora a 800 ml. El amortiguador se
mantiene en refrigeracion hasta su uso. Antes de comenzar a utilizar el amortiguador

de Towbin, se agregan 200 ml de metanol frio.



Amortiguador salino de tris [Tris Buffered saline (TBS)]

100 mM Tris HCI, pH 7.5
0.9 % NaCl

Almacenar a 4 °C

Amortiguador salino de Tris-Tween 20 (TBS-T)

100 mM Tris HCI, pH 7.5
0.9 % NacCl
0.05 % de Tween 20

Almacenar a 4 °C

Solucion de revelado para inmunodeteccién tipo Western

100 ml TBS pH 8.0

20 ml de Metanol helado (-20 °© C) al cual se le agregan 60 mg de 4-1-cloro naftol

60 ul de peroxido de hidrogeno al 30.0 %

Los 100 ml de TBS se mantienen en refrigeracion durante 30 min. El 4-1-cloro naftol se
agrega al metanol que debe estar frio (-20 °C) y se mezclan perfectamente (esta
mezcla debe hacerse al momento en que se realizara el revelado). La mezcla anterior y
el peroxido de hidrégeno se agregan al mismo tiempo pero en diferente sitio cada uno,
del recipiente que contiene el TBS y se mezcla rapidamente para que se homogenicen
todos los componentes. A continuacion se introducen las membranas que se van a
revelar, se tapa el recipiente y se cubre con papel aluminio para que la reaccién se

lleve a cabo en la oscuridad.



APENDICE IV

SOLUCIONES PARA LA EXPRESION
Y DE PURIFICACION DE PROTEINAS
RECOMBINANTES



INDUCCION DE LA EXPRESION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN
E. coli
Solucion de IPTG (Isopropyl thio-galactosido)

Disolver 2 g de IPTG (PM= 238.3) en 8 ml de agua destilada estéril. Ajustar a un volumen
final de 10 ml con agua destilada. Esterilizar por filtracion con filtros de 0.22 um. Hacer

alicuotas de 1 mly conservar en congelacion a —20 ° C.

SOLUCIONES AMORTIGUADORAS PARA LA PURIFICACION DE
PROTEINAS RECOMBINANTES

Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) [Phosphate buffered saline]

NacCl 8¢
KCl 029
Na;HPO4 144¢g
KH,PO,4 0.24 g
Agua destilada 800 ml

Ajustar el pH a 7.4 con HCI

Ajustar el volumen a 1,000 ml y esterilizar por autoclave

Solucién de lisis

NaH,PO4 (100 mM) 1389
Tris Base (10 mM) 1.2g
Urea (8 M) 480.5¢

Aforar a 1,000 ml y ajustar el pH a 8.0 con NaOH.
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