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1. RESUMEN

La leptospirosis es una enfermedad de distribucion mundial con una gran
importancia en salud publica, que afecta a diferentes especies de mamiferos
domésticos y silvestres. La prevencion de esta enfermedad se basa en el uso de
bacterinas, sin embargo ésta es de corta duracion. En este trabajo, se prepararon tres
inmunogenos a partir de extractos proteicos de membranas externas (PME) de
Leptospira interrogans serovariedad Canicola: cepa LOCaS46 virulenta y su variante
no virulenta y de la cepa de referencia Hond Utrecht IV. Las PME fueron obtenidas
con Triton X-114, concentradas y purificadas por centrifugacion, la dosis fue de 50
ng/250 ul de solucién salina fisiologica por inmunogeno. Se ocuparon 60 hamsteres
sirio dorado (Mesocricetus auratus), distribuidos en 6 grupos de 10 animales, los
primeros tres para cada inmundgeno, el cuarto para el de PME de la cepa virulenta
adicionada con hidroxido de aluminio como adyuvante, el quinto tratado solo con
hidroxido de aluminio y el sexto s6lo con solucion salina fisiologica. Los hamsteres
se inmunizaron via subcutanea, en la region dorsal, dos veces con un intervalo de 15
dias, después fueron desafiados a las dos semanas de la segunda inmunizacidén con
1,000 DL50% (4,800 leptospiras), por via intraperitoneal. A todos los animales se les
tomaron muestras de sangre para obtener suero para realizar pruebas de aglutinacion
microscopica, ELISA e inmunoelectrotransferencia. También se tomaron muestras de
riiéon e higado para cultivo y PCR. Con estos datos, se determin6 que la
sobrevivencia de los animales alcanzo 88.8% con el inmundgeno elaborado con la
cepa Hond Utrecht IV, con la cepa LOCaS46 no virulenta y virulenta adicionada con
adyuvante el 77.7% y con la cepa LOCaS46 virulenta 25% de sobrevivencia. La
capacidad protectora contra la infeccion en los sobrevivientes fue de 100% con el de
PME de LOCaS46 virulenta, le sigui6 el adicionado con adyuvante que obtuvo un
85.7%, luego el de la cepa de referencia con un 62.5% y por ultimo con la cepa no
virulenta con un 42.8%. Esto indica que el inmunogeno con PME de la cepa
LOCaS46 virulenta adicionada con hidroxido de aluminio fue el mejor, tomando en
cuenta ambas condiciones de sobrevivencia y proteccion contra la infeccion en los
animales que sobrevivieron al desafio.

Palabras clave: inmunogeno, dosis letal 50%, ELISA, Leptospira interrogans,
proteinas de membrana externa.



ABSTRACT

Leptospirosis is a worldwide disease with great public health importance, affecting
different species of domestic and wild mammals. The prevention of this disease relies
on the use of bacterin, however, this is short lived. In this paper, three immunogens
were prepared from outer membrane protein extracts (OMP) of Leptospira
interrogans serovar canicola: LOCaS46 virulent strain and avirulent variant and the
reference strain Hond Utrecht IV. The OMP was obtained with Triton X-114,
concentrated and purified by centrifugation, the dose was 50 ug/250 ul of
physiological saline by an immunogen. It occupied 60 Golden Syrian hamsters
(Mesocricetus auratus), divided into 6 groups of 10 animals, the first three for each
immunogen, the fourth for the OMP of the virulent strain supplemented with
aluminum hydroxide as adjuvant, the fifth hydroxide treated only with aluminum and
sixth only with physiological saline. Hamsters were immunized subcutaneously in the
dorsal region, twice with an interval of 15 days, then were challenged at two weeks
after the second immunization with 1,000 LDsy, 1,000 (4,800 leptospires)
intraperitoneally. All animals were blood sampled for serum for microscopic
agglutination, ELISA and immunoblotting. Samples were also taken for kidney and
liver culture and PCR. With these data, we found that the survival of the animals
reached 88.8% with the immunogen prepared with strain Hond Utrecht IV, with
strain avirulent and virulent LOCaS46 adjuvant added and 77.7% LOCaS46 virulent
strain of 25% survival . The protective ability against infection in survivors was
100% with virulent LOCaS46 OMP, was followed by adjuvant added that scored a
85.7%, then the reference strain with 62.5% and finally with strain avirulent with a
42.8%. This indicates that the immunogen with OMP LOCaS46 virulent strain with
aluminum hydroxide added was the best, taking into account both conditions of
survival and protection against infection in animals survived the challenge.

Keywords: immunogen, lethal dose 50%, ELISA, Leptospira interrogans, outer
membrane proteins.



2. INTRODUCCION.

La leptospirosis es una enfermedad producida por bacterias del género Leptospira
(Picardeau et al., 2008; Waitkins 1986), ésta es una espiroqueta patdgena, que afecta
a mamiferos domésticos como a silvestres. Es una zoonosis, se considera como una
de las mas difundidas en el mundo (Faine, 1999; OMS, 1999; Levett 2001).

Esta enfermedad se presenta principalmente en regiones de climas tropicales,
subtropicales y templados, su distribucion geografica es amplia, en regiones del
sureste asiatico esta considerada como endémica.

En humanos la leptospirosis es una enfermedad ocupacional, afecta a personas que
laboran en la agricultura, en explotaciones pecuarias de bovinos y cerdos
principalmente, rastros, mineria y limpieza de alcantarillas y drenajes (WHO, 2003;
Heath, 1994; Trueba, 2004). En algunos paises, los casos que se presentan estan
relacionados con practicas recreativas en las que se tiene una exposicién a aguas
contaminadas con el microorganismo (Céspedes, 2005).

El diagnostico de la enfermedad se basa principalmente en la prueba de aglutinacion
microscopica (AM), la cual detecta anticuerpos séricos contra la bacteria. La
confirmacion del diagnéstico se dificulta por la dificil adaptacion de la bacteria a
medios de cultivo y condiciones de laboratorio (Bharadwaj, 2004). Otro método de
diagnostico es la observacion en campo oscuro (CO), el cual es poco sensible y
altamente inespecifico por lo cual se utiliza como complementario a otros
diagnosticos utilizados (Andre-Fontaine, 2006; Smith et al., 1994).

En la actualidad, se utilizan diversas pruebas inmunologicas alternativas para el
diagnostico, entre ellas ELISA, inhibicion de la hemoaglutinacion (IHA),
aglutinacién macroscépica, inmunofluorescencia (IMF), inmunohistoquimica (IHQ) y
otras como inoculacion en hamsteres o cuyos, histopatologia con tinciones de plata
como Warthin Starry o Levaditi y la deteccion de ADN de la bacteria a partir de
muestras clinicas por la prueba de PCR (Rosseti et al., 2004; Gibson da Silva et al.,
2005;Delgado et al., 2007).



2.1 Biologia de Leptospira

El agente etiologico de la leptospirosis es una eubacteria; phylum Spirochaetes; clase
Spirochaetes, orden Spirochaetales; familia Leptospiraceae; género Leptospira
(Levett, 2001).

El japonés Hideyo Noguchi aisl6 varias cepas de Leptospira en los afios 1917 y 1918
en Japon, Bélgica y Estados Unidos y su denominacion se basa en sus caracteristicas
y a su morfologia (Noguchi, 1928).

Es importante mencionar que la base de la clasificacion del género es la serovariedad
(taxon basico) la cual fue formulada por Wolf y Broom en 1954, y permite clasificar
la relacion parasito-hospedero (Wolff y Brom, 1954). Esta identificacion antigénica
estd basada en las diferencias en la estructura de las cadenas de carbohidratos del
lipopolisacarido (LPS), presente en la membrana externa de la bacteria (Faine, 1999;
Bulach et al., 2002; De la Pefia-Moctezuma et al., 1999). En esta clasificacion,
existen mas de 260 serovariedades patdgenas agrupadas en 25 serogrupos y alrededor
de 60 serovariedades saprofitas con 4 serogrupos (Levett, 2001).

La clasificacion genética se basa en estudios de la secuencia del ARN ribosomal
(16S) y de hibridacion de acidos nucleicos, considerando catorce especies patogenas
L. alexanderi (genomoespecie 2), L. alstonii (genomoespecie 1), L. borgpetersenii, L.
broomii, L. fainei, L. inadai, L. interrogans, L. kirshneri, L. licerasiae, L. noguchii, L.
santarosai, L. terpstrae, L. weilii y L. wolffii; y seis especies saprofitas o apatogenas.
L. biflexa, L. kmetyi, L. meyeri, L. vanthielii (genomoespecie 4), L. wolbachii y L.
yanagawae (genomoespecie 5) (Galloway y Levett, 2008; Levett et al., 2006).
Leptospira es un microorganismo con forma espiral (espiroqueta), que mide de 0.1-
0.2 um de didmetro por 10 a 20 um de longitud, con ganchos en uno o ambos
extremos, tiene 2 flagelos periplasmaticos fijos en los extremos, que se ubican a todo
lo largo y en la parte central de la bacteria, los cuales le dan los movimientos de
translacion, rotacién y contorcion caracteristicos del género (Faine, 1999; Levett et

al., 2006) (Figura 1).



Figura 1. A. Leptospira con sus tres movimientos caracteristicos. B. Morfologia de la bacteria foto
con microscopio electronico de barrido (Tomado de Goldstein et al., 1990).

La pared celular de Leptospira es similar al de otras bacterias Gram negativas, la
membrana externa esta conformada por proteinas, fosfolipidos y el LPS (Faine,
1999). Son microorganismos aerobios o microaerofilicos, la temperatura adecuada
para su desarrollo se encuentra entre 28 y 30°C, con un pH de 7.2 a 7.6, el tiempo de
replicacion medio es de 12 a 24 horas. Son exigentes en cuanto a sus requerimientos
nutricionales. Los acidos grasos de cadena larga de mas de 15 carbonos son la
principal fuente de energia, son utilizados para la produccion de lipidos celulares a
través de la Bf-oxidacion; también requieren tiamina (vitamina B1), cianocobalamina
(vitamina B12), algunas cepas requieren biotina (vitamina B6), como factores de
enriquecimiento, cloruro de amonio como fuente de nitrégeno y piruvato de sodio.
No utilizan a los azlcares como fuente de carbono, no pueden fermentarlos, sin
embargo pueden sintetizarlos por medio del ciclo del acido tricarboxilico (Johnson y
Gary, 1963; Ko et al., 2009; Johnson y Gay, 1963; Stalheim y Wilson, 1964). Son
oxidasa y catalasa positivas, la mayoria de ellas tiene actividad lipolitica y sdlo
algunas producen ureasa. Debido a su dificil desarrollo in vitro y a su metabolismo,
las pruebas bioquimicas no son utilizadas para su identificacion (Faine, 1999).

Para su desarrollo in vitro existen en general dos tipos de medio de cultivo de acuerdo
a su composicion, los que utilizan suero de conejo al 8 o 10 % como el medio Stuart,
Fletcher, Korthof y Cox (Myers, 1987); y los que ocupan la fraccion V de albumina

sérica bovina al 1 % en este grupo se encuentra el medio EMJH (Ellingausen y



McCullogh modificado por Johnson y Harris) (Myers, 1987), uno de los mas
utilizados para el aislamiento y cultivo de leptospiras por su mayor contenido
nutricional y formulacion estandarizada, estos medios pueden ser liquidos o
semisolidos (0.75% de agar) (Myers, 1987; Shenberg, 1966; Davis y Dubos, 1947).
El desarrollo de leptospiras se da en aproximadamente una semana, cuando se trata de
cultivos ya adaptados a las condiciones de laboratorio, en el caso de cultivos
primarios a partir de muestras clinicas (sangre, orina, macerado de tejidos renales o
hepaticos), el desarrollo puede tardar desde unas semanas hasta 4 meses o mas de
incubacion (Levett, 2001). El desarrollo en medios liquidos es detectado por una
ligera turbidez, en tanto que en medios semisolidos se ve la formacion de anillos

densos de desarrollo denominados zona o anillo de Dinger (Myers, 1987).

2.2 Epidemiologia

La leptospirosis es una enfermedad que afecta a los animales domésticos (perros,
cerdos y vacas principalmente) y algunos de vida libre, el humano la adquiere de
manera accidental, se presenta en diferentes regiones, en zonas rurales, el contacto
estrecho con diferentes especies de mamiferos domésticos infectados con animales
susceptibles es la principal fuente de infeccion, en el caso de las zonas urbanas, los
perros y particularmente los roedores (Rattus norvergicus y Mus musculus), son los
principales reservorios de la enfermedad, en ambos casos las condiciones de
encharcamientos, servicios sanitarios deficientes o nulos y contacto estrecho con los
animales, son los factores de riesgo mas relevantes para el establecimiento de la
enfermedad. Leptospira puede entrar al hospedero a través de la piel con heridas o
reblandecida por exceso de humedad, o bien las mucosas (oral, nasal o conjuntival)
de hospederos accidentales como el humano, o de animales susceptibles que entran en
contacto con orina, fetos abortados, secreciones uterinas de animales infectados o
bien agua, lodos o aerosoles recientemente contaminados; el microorganismo ingresa
al torrente sanguineo, empezando asi el proceso de infeccion (Adler y De la Pefa-

Moctezuma, 2010; Tangkanakul et al., 2000; Vinetz, 2001; Ko et al., 1999).



En humanos existen dos formas clinicas clinicas de la enfermedad: benigna que
puede ser anictérica, donde los sintomas son cefaleas, fiebre, mialgias, artralgias, en
ocasiones exantema y en un 8% de los casos puede haber meningitis aséptica, y la
ictérica que normalmente es grave, también conocida como enfermedad de Weil, que
se da en menor proporcion y donde los sintomas son similares pero después se
agravan debido al dafio hepatico y renal, resultando en ictericia, nefritis con
disfuncion renal, hemorragias pulmonares con hemoptisis, llegando a producir la
muerte. La presentacion dependera entre otros factores, de si se establece la oportuna
medicacion, del estado inmune del hospedero y de la virulencia del agente infectante
(Faine, 1999; Adler y De la Penia-Moctezuma, 2004).

En los animales domésticos, la infeccion por Leptospira se divide en dos categorias:
la leptospirosis adaptada al hospedero, en la cual el animal infectado se comporta
como hospedero de mantenimiento o reservorio y la leptospirosis no adaptada al
hospedero. En el caso de las serovariedades adaptadas a una especie animal en
particular, como sucede en el caso de la serovariedad Canicola en perros, Hardjo en
bovinos, Bratislava y Pomona en cerdos, se producen cuadros generalmente
asintomaticos o subclinicos. El reservorio puede mantener a la bacteria durante largos
periodos de tiempo incluso durante toda su vida, los roedores son los reservorios mas
importantes de la leptospirosis. En el caso de la leptospirosis no adaptada al
hospedero, esta se origina por una exposicion de un animal susceptible a una
serovariedad no adaptada, diandose una infeccion accidental, como sucede en los
humanos en quienes no hay serovariedad adaptada a la especie. Es importante
mencionar que las serovariedades se comportan de forma diferente en un hospedero
de mantenimiento que un hospedero accidental y por lo general la signologia y las
lesiones son mas graves en un hospedero accidental. En los animales domésticos se
puede tener una presentacion aguda o crdnica cursando con una variada signologia
como fiebre intermitente, infertilidad, abortos, ictericia, disminucion de peso y de la
produccion lactea, insuficiencia hepatica, insuficiencia renal, neumonia y meningitis
(Ellis, 1986; Little, 1986). En el caso de animales silvestres la presencia de

Leptospira se considera endémica y que se transfiere de animal a animal de forma



vertical y horizontal, algunos de estos son considerados reservorios como las
zarigiieyas, mapaches, nutrias y comadrejas principalmente (Nieto, 2001; Ruiz et al.,
2002; OMS, 2008).

Dentro de los animales denominados reservorios u hospederos de mantenimiento, se
considera que las ratas (Rattus rattus y R. norvergicus), los ratones (Mus musculus) y
otros roedores son los responsables mas frecuentes del mantenimiento de
leptospirosis en el ambiente (Lemarroy y Carrillo, 2003).

Tanto en el humano como en los animales, se considera que el periodo de incubacion
es de 2 a 30 dias, siendo mas comun entre 5 a 14 dias, tiene dos fases: la
leptospiremia, cuando el microorganismo se encuentra en sangre que tarda de 3 a 10
dias y la leptospiruria que puede durar desde una semana hasta por varios meses o
afios, donde el microorganismo se aloja en rifién y es eliminado a través de la orina,
de manera intermitente. La transmision entre humanos se puede dar de la madre al
feto a través de la placenta y la leche o por transmision sexual, aunque estos casos se
han reportado como anecdoticos. La similitud de los sintomas presentes en la
leptospirosis con varias enfermedades febriles hace que se confunda con otras

entidades como dengue o rickettsiosis (OMS, 2008).

2.3 Patogenia e Inmunidad

El curso de la enfermedad depende de la calidad del sistema inmune y edad del
huésped, asi como de la virulencia de la cepa de Leptospira patogena que lo afecte,
esto puede producir cuadros de septicemia, endotoxemia, hemorragias, hepatitis,
nefritis, meningitis, iridociclitis, aborto, nacimiento de animales prematuros o débiles,
retencion placentaria e infertilidad (Faine, 1999; Ellis, 1986).

Después de la entrada del microrganismo por heridas o laceraciones cutdneas o piel
reblandecida por humedad excesiva o bien por mucosas (Faine, 1999; Ellis, 1986),
ocurre la invasién de la sangre y los tejidos, favorecido probablemente por la
capacidad de adhesion de la bacteria a la matriz extracelular de las células del

hospedero, aunque esto solo se ha demostrado in vitro en cultivos celulares a partir de



endotelio, fibroblastos, epitelio renal, monocitos y macroéfagos (Merien et al., 1997,
Merien et al., 1998; Thomas e Highble, 1990).

Se han logrado identificar algunas proteinas ubicadas en la membrana externa de
Leptospira a las cuales se les atribuye la funcion de adherirse a algunas estructuras de
la matriz extracelular, como una proteina de union a la fibronectina de 36 kDa,
proteinas de union a la laminina Lsa24 y Lsa21, colageno VI y fibronectina, proteinas
similares a LigA y LigB que son también proteinas de unidon a fibronectina,
comparables a las FnBPA y FnBPB de Staphylococcus aureus, los cuales se unen a
fibronectina, fibrindgeno y elastina (Barbosa et al., 2006; Choy et al., 2007; Atzingen
etal., 2008).

La endostatina, parecida a la proteina A (LenA), se une al plasminégeno humano,
dada esta union puede ser convertida a plasmina y luego puede degradar la fibrina,
esto sugiere que la adquisicion de derivados de la plasmina por LenA puede ayudar a
la difusion de Leptospira a través de los tejidos del hospedero, esta proteina LenA
tiene otras funciones como la unién a laminina y al factor H regulador de la cascada
del complemento (Verma et al., 2010). La uniéon de proteinas de superficie de
Leptospira a los proteoglicanos de la superficie celular del hospedero ha sido
reportada (Breiner et al., 2009). Algunas proteinas de superficie solo se expresan en
leptospiras virulentas y algunas s6lo bajo condiciones fisioldgicas de temperatura,
pH, osmolaridad y la presencia de suero (Patarakul et al., 2010). En hospederos
animales la presencia de los proteoglicanos en el epitelio del tibulo renal facilita la
colonizacion por Leptospira, se propone que a estos proteoglicanos se une una
glicolipoproteina de 30 kDa, induciendo efectos toxicos a través de su porcion
lipidica, perforando la matriz celular con la salida de componentes bacterianos y
muerte celular (Vinh et al., 1986). Experimentalmente, se ha observado que en
células epiteliales de los tibulos contorneados proximales de rifion de conejo, esta
glicolipoproteina forma una biopelicula inhibiendo la actividad de la ATPasa que
participa en la bomba de sodio y potasio de una manera dosis-dependiente (Ristow et
al., 2009). También en cobayos infectados con leptospiras patdgenas, la

glicolipoproteina fue detectada adherida a células endoteliales de los tejidos dafiados



y de la membrana de células epiteliales junto con otros antigenos, después de la
destruccion de Leptospira por los elementos del sistema inmune como anticuerpos
IgM los que actian como opsoninas para que las bacterias sean fagocitadas, la lisis
bacteriana esta dada por la accion del complemento (Faine, 1999). Se report6é que una
preparacion a partir de peptidoglicano de la serovariedad Copenhageni indujo la
produccion de (TNF-a)) Factor de Necrosis Tumoral alfa de células mononucleares de
sangre periférica, la elevacion de los valores de TNF-o en la fase aguda de la
enfermedad, se relacionan con la severidad del dafio (Estavoyer et al., 1991; Taijiki y
Salomao, 1996).

Las leptospiras se pueden encontrar en sangre a los pocos minutos y al tercer dia en
6rganos de animales después de la infeccion, llegando a una cuenta de 10° - 10’
microorganismos por mililitro (Faine, 1999; Truccolo et al., 2001). Por lo tanto, la
evasion de Leptospira a la respuesta inmune innata del hospedero principalmente se
da mediante la fagocitosis y el complemento en las etapas iniciales de la infeccion,.
Uno de los receptores involucrados en la adhesion de la bacteria a los neutrofilos es el
receptor de complemento CR3, este tiene un dominio de unioén a fibronectina, esto
confirma la capacidad de union de las leptospiras a la fibronectina (Cinco et al.,
2002; Merien et al., 2000).

Una vez fagocitada, la muerte intracelular se da principalmente por los péptidos
cationicos independientes de oxigeno de los neutréfilos y por la presencia de
anticuerpos especificos (Scocchi et al., 1993; Sambri et al., 2002). Las leptospiras
tienen cierta predileccion por células del sistema nervioso central (SNC), algunos
estudios muestran la interaccion de estas bacterias con las células de la microglia.
Células murinas de la microglia BV2 son capaces de internalizar a la bacteria, pero no
matan a leptospiras patdgenas en condiciones no opsonizantes. Los monocitos son
estimulados por las lipoproteinas presentes en la bacteria para activacion de
moléculas como NF-kB (Factor nuclear Kappa-b, factor de transcripcion para
linfocitos T y B) y fosforilacion de la quinasa p38, que forma parte de MAPKg
(proteinquinasas activadas por mitogenos), las cuales son activadas por la presencia

de citosinas proinflamatorias y lipopolisacarido bacteriano, participan también en la
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sefializacion para la diferenciacion celular de células T, asi como la liberacion de
oxido nitrico y citocinas, desencadenando la liberacion de citocinas proinflamatorias
como TNF-a, IL-1 ¢ IL-12 (Cinco et al., 2006; Blasi et al., 2007; Klimpel et al.,
2003; Vernel.Pauillac y Merien, 2006; Abbas, 2008; Ono y Han 2000).

Algunos componentes de la bacteria como el peptidoglicano y el LPS son capaces de
inducir la liberacion del TNF-a. El LPS de Leptospira es considerado el principal
antigeno de superficie, dentro de su estructura se encuentran hexosas comunes,
aminohexosas, pentosas y otros carbohidratos como arabinosa y xilosa, azlucares
metilados y acetilados también han sido reportados (Yanagihara et al., 1983). El
acido cetodeoxioctanoico (KDO) encontrado en el LPS de las serovariedades
Copenhageni y Hardjo es similar al encontrado en otros LPS de bacterias Gram
negativas (Jost et al., 1986; Vinh et al., 1989), sin embargo el LPS de Leptospira es
menos toxico para las células animales que el de otras bacterias con similar
composicion estructural y bioquimica. Aun asi, funciona como activador de
macrofagos a través de los receptores CD14 y TLR2, en lugar del receptor TLR4
activado con el LPS de otras bacterias Gram negativas (Werts et al., 2001), esto se ha
correlacionado con el radical 1-metil fosfato ausente en el lipido A de otras bacterias
(Que-Gewirth et al., 2004). La actividad hemolitica de Leptospira esta dada por las
proteinas de tipo hemolisinas, una esfingomielinasa C codificada por el gen SphA,
identificada en la serovariedad Hardjo, subtipo Hardjobovis, se han encontrado
secuencias similares en todas las cepas patdgenas analizadas, por el contrario en
serovariedades no patogenas, no se encontrd este tipo de secuencias (Segers et al.,
1992). En ensayos de hibridacion y experimentos de clonacion, se han identificado
por lo menos otros siete genes similares a SPhA en algunas especies patogenas de
Leptospira. Se postula que la esfingomielinasa SphH reportada en la serovariedad
Lai, forma parte de la familia de las hemolisinas formadoras de poro o perforadoras
(Lee et al., 2000).

El complemento es un importante componente del sistema inmune innato involucrado
en la proteccion contra la invasion de microrganismos por sus actividades

inflamatorias, opsonizacion y lisis celular (Bloom, 2002). En el caso de Leptospira la
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resistencia al complemento se relaciona con la capacidad de la bacteria a unirse al
factor H, FHR-1 (proteina relacionada al factor H-1), el cual regula la via alterna del
complemento evitando la unién del factor B a C3b, acelerando la decadencia de la
C3-convertasa de C3bBb y actuando como cofactor para la escision de C3b por el
factor I (Meri et al., 2002). Las proteinas de membrana externa de Leptospira que
participan en la union al factor H se han denominado LenA (endostatina de
Leptospira proteina A) antes llamada LfhA (adhesina de superficie al factor H de
Leptospira) y LenB (Barbosa et al., 2006; Verma et al., 2010; Verma et al., 2006).
LenA también mostrd union a componentes de laminina (Stevenson et al., 2007), esta
familia de proteinas como Len B, C, D, E y F presentan afinidad a la fibronectina, por
lo cual se considera que estos componentes de la superficie de la bacteria favorecen la
invasion y la colonizacion. Los hallazgos recientes indican que leptospiras patogenas
son capaces de unirse a C4BP del suero, mientras que la cepa apatogena Patoc 1 no se
une (Barbosa et al., 2009). C4BP es un regulador de la cascada del complemento, que
desempefia un papel clave en la via clasica interfiriendo con el ensamblaje de la
convertasa de C3 y actuando como un cofactor para el factor I en la inactivacion
proteolitica de C4b (Gigli et al., 1979). Por lo tanto C4BP unido a la superficie de
Leptospira compite con el factor C2 por la union a C4b, disocia la convertasa de C3 y
promueve la escision de C4b mediante factor I, esta interaccion contribuye atin mas
para la resistencia de Leptospira al complemento a través de la via clasica. Las cepas
de Leptospira resistentes al complemeto mantienen la expresion de los ligandos de
C4BP y del factor H, al igual que otros microrganismos como Neisseria gonorrhoeae,
Streptococcus pyogenes, Candida albicans y otras espiroquetas como Borrelia
recurrentis y Borrelia duttonii (Barbosa, 2009).

Algunas de las proteinas de membrana externa (PME) de Leptospira son conservadas
y por lo tanto pueden inducir una inmunidad heterdloga. Pocas PME han sido
identificadas en cuanto a su funcion, sin embargo de algunas como OmpLl1 se ha
descrito como una porina (Shang et al., 1995); de otras como OmpL36, OmpL37,
OmpL47 y OmpL54 todavia no se ha identificado su funcién (Haake y Matsunaga,
2002; Pinne y Haake, 2009).
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Las lipoproteinas juegan un papel importante como factores de virulencia hacia los
tejidos del hamster, se ha detectado la expresion de algunas proteinas de membrana
externa durante la infeccion renal en estos animales (Barnett et al., 1999).

En el genoma de Leptospira se han detectado aproximadamente 145 genes que
codifican para la expresion de supuestas lipoproteinas extracelulares y proteinas de
membrana externa (Setubal et al., 2006).

La lipoproteina LipL32 representa el principal componente del proteoma de la
membrana externa, es altamente conservada y es expresada por leptospiras patogenas
durante la infeccion letal aguda (Nally et al., 2007). Se encontrdé que su region C’-
terminal se une a la laminina, al coldgeno II, IV, V y a la fibronectina del plasma
(Hoke et al., 2008). LipL.32 se denominé previamente como la hemolisina Hap1 (Lee
et al., 2000). Loa22 es una proteina de superficie (tiene un dominio terminal similar a
OmpA), se comporta como un factor de virulencia, produciendo una respuesta
inmune en humanos (Nally et al., 2007) y se regula durante la infeccion aguda
uniéndose ligeramente a la matriz extracelular. La mutacion del gen loa22 por
insercion del Fagémido Himar 1, provoca la pérdida de virulencia en cobayos (Ristow
et al., 2007). LenA, B, C, D, E y F son proteinas involucradas en la invasion y la
colonizacion (Barbosa et al., 2006; Verma et al., 2010; Verma et al., 2006) (Figura
2).
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Figura 2. Las proteinas y lipoproteinas en las membranas de Leptospira. MI= membrana interna,
PG=péptidoglicano, ME=membrana externa, LPS=lipopolisacirido. Proteinas GroEL, el flagelo
periplasmico EF, las lipoproteinas de LipL31, las proteinas fijadoras de penicilina PBP. El ME contiene
a las proteinas OMpL1 porina. El sistema de secrecion tipo 1 estd representado por la proteina
transmembranal TolC, formando un complejo con la ATP vinculante y el sistema transportador ABC
que participa en la exportacion de componentes citoplasmaticos como hemolisina. LipL41, LipL36,
LipL32, Len A, Lig A, B, C, son proteinas de la superficie externa (modificado de Nascimento et al 2004).

LigA, B, C, son proteinas de superficie de Leptospira miembros de la superfamilia de
proteinas bacterianas similares a inmunoglobulinas que median la interaccion a través
de la adhesion e invasion a las células del hospedero, estas solo se han encontrado en
leptospiras patogenas (Choy et al., 2007).

Las proteinas Lig estan ancladas a la membrana externa tienen 12 a 13 dominios
repetidos en tandem, estos se adhieren fuertemente a la matriz extracelular,
incluyendo fibronectina, fibrindgeno, colageno y laminina (Lin y Chang, 2007). Sus
genes son regulados en una osmolaridad fisioldgica baja y las proteinas de superficie
son reconocidas por los sueros de pacientes con leptospirosis (Croda et al., 2007,
Matsunaga et al., 2007), estas proteinas confieren un alto nivel de proteccion cruzada
cercana al 100% en ratones de la linea C5H/HeJ deficientes en la expresion de
receptores TLR4. A pesar de que parecen ser los factores implicados en la virulencia,
mutantes en los genes ligB y ligA no afectan la capacidad de los microrganismos para

causar la infeccion aguda en animales de experimentacion, por lo tanto, otras
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adhesinas deben participar en cooperacion con las proteinas Lig de Leptospira

durante la infeccion (Koisumi y Watanabe, 2004).

2.4 Vacunas contra la leptospirosis.

En la actualidad, es un reto para los inmunodlogos desarrollar una bacterina o vacuna
eficaz y segura contra la leptospirosis, dado que la enfermedad afecta a diferentes
especies domésticas como caninos, bovinos y porcinos por lo que las serovariedades
presentes en estos biologicos son diferentes dependiendo la especie animal a la que
son destinadas. Los estudios moleculares y celulares del microorganismo se han
centrado en la movilidad bacteriana (Li et al., 2009; Charon y Goldstein, 2002), el
LPS (Zuerner et al., 2000; Shimizu et al., 1987; Jost et al., 1989; Vinh et al., 1989),
las lipoproteinas (Cullen et al., 2002), otras proteinas de membrana externa (Haake et
al., 1999; Haake et al., 2000) y algunos posibles factores de virulencia (Gritton et al.,
1994; Nervig et al., 1977; Ellinghausen et al., 1976, Matsunaga et al., 2002), esto ha
proporcionado informacion sobre los posibles inmundgenos que podrian utilizarse en
la preparacion de vacunas capaces de inducir una proteccion duradera y de forma
heterologa (Haake et al., 1999; Wang et al., 2007). La inmunidad humoral es el tipo
de respuesta inmune mas estudiada en el caso de leptospirosis (Heath y Johnson,
1994; Thiermann 1984).

.El lipopolisacarido (LPS) es el principal componente antigénico de Leptospira, por
lo cual ha sido usado como inmunogeno al utilizar cultivos bacterianos inactivados
(bacterinas tradicionales), produce activacion de macrofagos a traves de los
receptores CD14 y TLR2, tambien actua como mitogeno en celulas B (Isogai et al.,
1990; Werts et al., 2001). Los anticuerpos aglutinantes del tipo IgM reaccionan
contra el LPS y son detectables en la prueba diagnostica de aglutinaciéon microscopica
(Jost et al., 1989), sin embargo esta respuesta es de corta duracion.

Se han probado vacunas a partir de proteinas de membrana externa como OmpLl1 y
LipL41, en hamsteres sirios dorados demostrando ser parcialmente protectoras (70%)
(Haake et al., 1999). Las proteinas parecidas a inmunoglobinas (LigA), también han

demostrado generar proteccion contra leptospiras patdgenas ademas de jugar un papel
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importante en la fijacion e invasion de las células del hospedero en la infeccion por
Leptospira (Koisumi y Watanabe, 2004; Palaniappan et al., 2006; Silva et al., 2007).
Otras proteinas han sido propuestas como candidatas a vacunas como LipL32,
LipL45, LipL21 y LipL41 (Haake et al., 2000; Guerreiro et al., 2001).

En un estudio publicado se analizaron 27 antigenos recombinantes en hamsteres,
encontrando respuesta inmune protectora en el caso de las proteinas clonadas a partir
de LigA en los animales inmunizados que sobrevivieron al desafio con L. interrogans

serovariedad Pomona (Felix et al., 2011).

3. JUSTIFICACION

Las bacterinas actuales generan proteccion contra la serovariedad especifica por lo
que inducen un estrecho margen de proteccion, ademas la inmunidad conferida es
de corta duracion (Koisumi y Watanabe, 2003; Srivastava, 2006). Las proteinas de
membranas externas de leptospiras patdgenas contienen proteinas que son altamente
conservadas y el potencial para utilizarlas en la elaboracion de vacunas, pudiera

generar una inmunidad de proteccién cruzada y potencialmente de una mayor

duracion (Wang et al., 2007; Haake et al., 1999).

4. HIPOTESIS

Una vacuna elaborada a partir de extractos de membranas externas de un aislado
virulento de Leptospira interrogans serovariedad Canicola (cepa LOCaS46), generara
una respuesta inmune en hamsteres capaz de proteger contra la infecciéon con una

cepa virulenta homologa.

5. OBJETIVO GENERAL

Preparar cuatro vacunas a partir de extractos de membranas externas de Leptospira
interrogans serovariedad Canicola de las cepas LOCaS46 virulenta, virulenta
adicionada con adyuvante, no virulenta y de la cepa de referencia Hond Utrecht VI,

para evaluar la respuesta inmune humoral inducida en hamsteres.
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5.1 Objetivos especificos

Desarrollar 3 vacunas a partir de extractos de membranas externas de
Leptospira interrogans serovariedad Canicola cepa LOCas46, una de un
cultivo virulento con y sin adyuvante y otra de un cultivo no virulento de la

misma cepa.

Desarrollar una vacuna a partir de extractos de membranas externas de
Leptospira interrogans, serovariedad Canicola cepa Hond Utrecht IV (cepa de

referencia).

Evaluar la capacidad protectora de los inmundgenos mediante el desafio de
los animales inmunizados con la cepa virulenta LOCaS46 serovariedad

Canicola de Leptospira interrogans.

Determinar, tanto en animales que sobrevivan al desafio como en los que
mueran, el estado de portador mediante el cultivo de leptospiras y deteccion

de ADN a partir de muestras de riiién e higado por la prueba de PCR.

Determinar por la prueba de inmunodeteccion tipo Western las proteinas

inductoras de respuesta humoral en los hamsteres inmunizados.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Cepas utilizadas.

Se utilizaron las cepas de Leptospira interrogans serovariedad Canicola LOCaS46

(Castillo Sanchez, 2008), virulenta y no virulenta, asi como la cepa de referencia

Hond Utrecht 1V, las cuales fueron cultivadas cada una en 100 ml de medio EMJH

liquido modificado'’, suplementado con 1% de fraccion V de albumina sérica bovina.

Se incubaron a 30°C hasta alcanzar una cuenta de 2 x 10® leptospiras/ml, las cuales

fueron cuantificadas en una camara de Petroff-Hausser.! La cepa LOCaS46 es un

' Hausser Scientific, Horsham, PA, USA.
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aislado obtenido de tejido renal de un perro asintomatico., la cepa de referencia Hond
Utrecht IV fue obtenida como donativo del Royal Tropical Institute a través del Dr.
Rudy Hartskeerl®.

A partir de un cultivo en medio EMJH de la cepa LOCaS46 previamente activado
(recuperacion de la virulencia en hamster), se determino la dosis letal en hamster al
50% (DLHsgv,), primero se realizd el conteo de los microorganismos, obteniendo una
cuenta inicial de 4.15 x 107 (41,500,000 leptospiras), despues se realizaron diluciones
decuples seriadas hasta llegar a 415 bacterias (dilucion 107), a partir de esta se
hicieron las diluciones para obtener las cantidades inoculadas. Se utilizaron 4 grupos
de 8 animales cada uno, se inocularon via intraperitoneal en un volumen de 1 ml de
medio EMJH que contenia 100 (10 %), 10 (10 **) , 5 (10 *) y 1 (10 7*)
bacterias.

Se utilizé el metodo de Reed y Munch, obteniendo un titulo de 10%%° DLHs00,/1 ml

equivalente a 4.8 leptospiras (Castillo Sanchez y Ramirez Ortega, 2010).

6.2 Extraccion de membranas externas.

Se utiliz6 el método descrito por Matsunaga (2003). Los cultivos de 10 a 14 dias de
desarrollo de las cepas de Leptospira, se centrifugaron en tubos® de 30 ml a 10,000 xg
en una centrifuga refrigerada’, durante 1 hora a una temperatura de 4°C. Se elimino el
sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en 15 ml de solucién amortiguadora de
fosfatos (SAF) (Apéndice I), se centrifugd nuevamente bajo las mismas condiciones.
El sedimento entonces fue resuspendido en 15 ml de SAF con 5 mM MgCl frio (2 a
4°C). La suspension se distribuyd en 10 tubos de 1.5 ml tipo Eppendorf’ y se
centrifugd a 10,000 xg en una centrifuga refrigerada® a 4°C, durante 2 minutos. Se
elimind el sobrenadante y se resuspendieron las pastillas en 450 pl de solucion

inhibidora de proteasas (2X TNE-PI) (Apéndice I), mas 450 ul de agua desionizada

2 Comunicacion Personal

* Nalgene, Rochester NY, USA.
* Jouan Modelo MR-1812

> Axigen California, USA.

% Savant Modelo SF13K
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estéril; se homogenizaron las muestras y se colocaron en hielo, para después hacer la
extraccion de las proteinas con detergente Triton X-114. A cada tubo se le agregaron
100 pl de Tritén X-1147 al 10% frio (Apéndice I), incubando durante 30 minutos a
4°C en un agitador orbital. Las muestras fueron después centrifugadas a 10,000 xg,
durante 2 minutos a 4°C. El sobrenadante de cada tubo, aproximadamente 1 ml fue
transferido a otro tubo con 20 ul de 1 M CacCl, (Apéndice I) y mezclado con 100 pl
mas de Triton X-1 146, al 10 % frio, esta mezcla se incub6 a 37°C durante 30 minutos
para separar las fases detergente (boton) y acuosa (sobrenadante). Finalmente, se
centrifugaron durante 10 minutos a 2,000 xg a temperatura ambiente. Se separaron las
fase acuosa (FA) y la detergente (FD). Posteriormente, se procedié al lavado de
ambas fracciones, a la FA se le adicionaron 200 pl de Triton X-114 frioal 10 % yala
FD se le agregaron 800 pl de 1x TNE-PI frio. Ambas mezclas se incubaron a 37°C
durante 10 min, después se centrifugaron a 2,000 xg durante 10 min a temperatura
ambiente. El sobrenadante de la FA se transfirid6 a nuevos tubos. Se elimin6 el
sobrenadante de la FD y se recuperd el sedimento. Se precipité con acetona fria®,
adicionando 1 y 3 volumenes a la FA y a la FD respectivamente, se homogenizaron
con un agitador’ y después se mantuvieron en agitacion a 4°C durante toda la noche.
Para finalizar se centrifugaron los extractos a 13,000 xg durante 15 minutos a 4°C, se
elimin6 el sobrenadante de ambas fases, se dejaron secar completamente los tubos y
se resuspendieron las pastillas en 100 pl de solucion amortiguadora final de muestra
AFM/0.25 mM de PMSF (fluoruro de fenil metil sulfonilo) (Apéndice I). Obtenidos
los extractos de membrana externa se cuantifico el contenido proteico por el método
Micro BCA Protein Assay Kit'’. Los extractos obtenidos se concentraron utilizando
el sistema Amicon Ulra 30,000 MWCO“, se colocaron 4 ml de los extractos en un
tubo del sistema de filtraciéon con un punto de corte de 30 kDa, al finalizar las

proteinas quedaron concentradas en 500 pl.

"ICN California, USA.

¥ JT Baker

? Vortex Termolyne Maxi-Mix Plus
19 pierce Rockford IL, USA.

"' Millipore Billerica MA, USA.
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6.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE).

De los 3 extractos obtenidos y cuantificados de las cepas de referencia Hond Utrecht
IV, LOCaS46 virulenta y LOCaS46 no virulenta, se tom6 una muestra de 11.6, 19.2 y
16.6 ul lo que equivale a una concentracion de 50 pg de cada una, se suspendieron en
solucion amortiguadora de muestra (Apéndice I) en relacion 1:1, se mantuvieron en
ebullicién durante 5 min en bafio Maria'? a una temperatura de 100°C, después fueron
centrifugadas a 13,000 xg durante 5 minutos a temperatura ambiente. Primero se
prepard un gel desnaturalizante de poliacrilamida-SDS al 12 % (gel separador), se
dejo polimerizar durante 30 minutos a temperatura ambiente, después se prepard un
gel al 4% (gel concentrador), ambos con un grosor de 0.75 mm. Tanto las soluciones
amortiguadoras como la concentracion de los geles se realizaron de acuerdo a la
técnica de Laemmli (1970) (Apéndice I). Los geles se colocaron en una camara para
electroforesis vertical”, se llen6 la camara con la solucion amortiguadora para
corrimiento (Apéndice I). Se utilizo el marcador de peso molecular'* para comparar
los pesos moleculares de los extractos de proteinas. Para separar las proteinas se
utilizd un voltaje de 50 volts para el gel concentrador y de 100 volts para el gel
separador durante 1 y 2 horas respectivamente. Al finalizar la electroforesis, el gel fue
tefiiddo en azul de Coomassie (Apéndice), manteniéndolo en inmersion durante toda la
noche en agitacion a temperatura ambiente, después se retird la tincion y se decoloro
con solucidn destefiidora (Apéndice), cambiando la solucion hasta la decoloracion del
gel. Posteriormente, se enjuagd con agua destilada tres veces y se seco el gel en un

bastidor con papel celofan dulce para su registro fotografico y conservacion.

6.4 Preparacion de los inmunogenos.

Obtenidos, concentrados y cuantificados los extractos de membranas externas, se
ajustd la concentracion proteica de las 3 cepas para los inmunogenos a razon de 50
ng/250ul de SSF por vacuna, de acuerdo a un estudio previo de inmunoproteccion en

hamsteres (Rodriguez Reyes, 2007). Para la vacuna con adyuvante, los extractos de la

12 Fisher Scientific IW
" BioRad Mod. Mini-Protean II Cell, Hercules CA, USA
14 BioRad Precision Plus Protein Standars Hercules CA, USA
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cepa LOCaS46 virulenta se mezclaron con hidréxido de aluminio (AIOH3)" a una
concentracion de 1 mg/ml por agitacion durante toda la noche a temperatura
ambiente. Se realizd la prueba de esterilidad para verificar que la vacuna estuviera
libre de microorganismos contaminantes, sembrando en Agar Sangre, Agar
Sabouraud y en caldo Tioglicolato, incubando las siembras a 37°C durante 5 dias. Por
cada vacuna elaborada se realiz6 también la prueba de inocuidad inoculando 2 cuyos
de un peso de 250g por via subcutanea, con 1 ml del producto terminado, los cuyos

fueron observados durante 7 dias después de la inoculacion.

6.5 Vacunacion.

Se utilizaron 60 hamsteres de la raza sirio dorado (Mesocricetus auratus), de 8
semanas de edad de aproximadamente 90 g. de peso. Se ordenaron en 6 grupos de 10
ejemplares cada uno (cuadro 1). Se utilizé un sistema de identificacién con base en

muescas realizadas en las orejas de los hamsteres (figura 4).

Cuadro 1. Grupos de hamsteres utilizados. EME= extractos de membranas externas. SSF=solucion salina
fisiologica.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6 (-)
EME cepa EME cepa no EME cepa de EME cepa virulenta Testigo A Testigo B
virulenta virulenta referencia Canicola LOCaS46 + Adyuvante Solucién
Canicola Canicola Canicola Hond adyuvante (Hidréxido (AIOH; 1 mg/ml) salina
LOCaS46 LOCaS46 Utrecht IV de Aluminio 1mg/ml) en SSF fisiologica

Todos los hamsteres se inocularon por via subcutanea, de los grupos 1 al 4 se
inmunizaron con una dosis de 50 pg de proteinas de membrana externa (Rodriguez
Reyes, 2008) en 0.25 ml de solucion salina fisiologica (SSF). El quinto grupo (testigo
A) se inoculd solo con hidroxido de aluminio en relacion de 1mg/ml en 0.25 ml de
SSF, el sexto grupo (testigo B) se inoculd solo con 0.25 ml de SSF. Se realizaro dos
inmunizacidnes con 14 dias de diferencia entre cada una. Se colectaron muestras para
evaluar los titulos de anticuerpos antes de inmunizar (dia cero)y 14 dias despues de
cada inmunizacion (dias 14 y 28). Los animales fueron desafiados 14 dias después de

la segunda inmunizacion, inoculando 1,000 dosis letales 50% en hamster (DLH50%)

'* Sigma St. Louis MO, USA.
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de Leptospira interrogans serovariedad Canicola cepa LOCaS 46 virulenta (4,800
leptospiras) en 0.5 ml de medio EMJH. El desafio se hizo via intraperitoneal. Los
animales se observaron durante los siguientes 14 dias después del desafio, llevandose
un registro de todos los animales muertos. La prueba se considerd satisfactoria
cuando el 80 % de los animales vacunados sobrevivié al desafio y el 80 % de los
animales del grupo testigo (SSF) muri6. A los animales sobrevivientes después del
dia 42 se les aplico la eutanasia. Para evaluar si la vacuna indujo una respuesta
inmune contra la serovariedad homologa, se determino el titulo de anticuerpos
mediante las pruebas de AM y ELISA indirecta e isotipo de inmunoglobulinas
estimulado por la vacunacion y comparandolo con los datos obtenidos previos a la
inmunizacion. Para corroborar que los animales inmunizados y desafiados murieron
debido a la infeccion producida por Leptospira, se colectaron muestras de riién e
higado para su cultivo en medio Fletcher y para la extraccion de ADN para deteccion
por la prueba de PCR. Se realiz6 una inmunotransferencia para determinar cuales

proteinas de membranas externas estimularon una respuesta inmune en los hamstéres.
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Figura 3. Identificaciéon basada en muescas en el borde de la oreja. A. Oreja derecha los numeros 1, 2, 3, oreja izquierda
4,5,6. By C. Los numeros 7, 8,9 y 10, con muesca en la oreja del lado izquierdo (6) y con muesca en la oreja del lado
derecho que corresponde a los numeros 1, 2 y 3. Ejemplo el hamster 10 tendria muesca en la parte inferior de la oreja

izquierda (6) y en la parte superior de la misma oreja (4)=10.

DIAS
0 14 28 42
1A 2A DESAFIO
INMUNIZACION
1 2 3 4

MUESTRAS

Figura 4. Esquema que indica los muestreos previos a las inmunizaciones y el desafio.

Figura 5. A. Inmunizacion via subcutinea y B. Desafio via intraperitoneal con la cepa LOCaS46 virulenta de L.

interrogans serovariedad Canicola.

23



6.6 Coleccion de muestras

De los 6 grupos se colectaron muestras de sangre en el dia cero y antes de los
procedimientos de inmunizacion, primero se anestesiaron los hamsteres utilizando
pentobarbital soédico en dosis de 70 mg/kg de peso vivo, via intraperitoneal. Ya
anestesiados se obtuvo la muestra via intracardiaca, aproximadamente 1.5 ml,
después se procedi6 a inmunizarlos, la sangre se dejo coagular, para obtener el suero
el cual se separd en tubos tipo Eppendorf, conservandolo en congelacion a -20°C
hasta su uso. De los animales muertos después del desafio y de los animales con
signologia similar a la producida por leptospirosis, se obtuvieron las muestras de
rifdén e higado, para procesarlas para aislamiento y PCR, y de sangre, cuando fue
posible para pruebas serologicas. Primero se procedi6 a abrir a los hamsteres, previa
eutanasia, todo se realizd al mechero y con los procedimientos de asepsia y
desinfeccion, se colocd el hamster en posicion decubito dorsal fijdndolo con cinta
adhesiva, se utiliz6 alcohol al 70% como antiséptico para la superficie a incidir, se
incidio al hamster para exponer cavidad toracica y abdominal, los cortes se realizaron
utilizando tijeras rectas y pinzas de diseccion, primero se obtuvo si era posible
muestra de sangre con jeringa de 3 ml, para después obtener el suero y conservarlo.
Después, se extrajo uno de los rifiones, este se colocod en una jeringa de 10 ml a la
cual primero se le quitd el émbolo, colocando el 6rgano dentro de la jeringa, esto para
obtener un macerado del 6rgano, de la misma forma se obtuvo una porciéon de higado,
colocandolo en una jeringa de 5 ml. Al final, en los animales en los que se encontro
orina en vejiga, se obtuvo la muestra con jeringa para insulina. Se realiz6 observacion
de campo oscuro de las muestras de sangre, higado, rifién y orina, primero se colocd
una gota de medio EMJH estéril en un portaobjetos para después colocar una gota de

cada una de las muestras y asi diluir la muestra para facilitar la observacion (figura

6).
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Figura 6. A. Toma de muestras: de sangre para obtener suero. By C. De 6rganos durante la necropsia y D.
De orina para observacion en campo oscuro.
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6.7 Evaluacion de la respuesta inmune humoral.

6. 7. 1 Aglutinacion microscopica (AM)

Para la realizacion de esta prueba se ocup6 un cultivo de Leptospira interrogans
serovariedad Canicola cepa Hond Utrecht IV (cepa de referencia), en de medio
liquido EMJH y con un desarrollo similar a la turbidez de 0.5 en la escala de
McFarland. Se realizaron las diluciones de los sueros de los hdmsteres de los 4
muestreos a partir de 1:5 (100 pul de suero y 400 ul de SAF), se utilizaron placas de
96 pozos de fondo plano.'® Se hicieron diluciones a partir de 1:10 hasta la dilucion
1:1,280. En una placa nueva se agregaron 50 ul de la dilucion 1:5 del suero 1 en el
primer pozo de la fila A, y asi sucesivamente con los demds sueros hasta completar
las 12 pozos de la primera fila, de modo que por placa se trabajaron 12 sueros.
Después se agregaron 50 pul de SAF a todos los pozos de la placa, se hicieron las
diluciones, eliminando al final 50 pl de la ultima dilucién. Se agregaron 50 pl del
antigeno en todos los pozos, se agitd suavemente y se incubd a 30°C durante 90
minutos y transcurrido el tiempo se revisd6 en un microscopio de campo oscuro

(CO)", con un objetivo corto de 10X (figura 7).

Figura 7. Placa de 96 pozos mostrando la forma de colocar las diluciones de los sueros para aglutinacion
microscopica.

' Evergreen Los Angeles CA, USA.
' Leika Wetzlar, Germany .
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6.7.2 ELISA indirecta

Para la realizacion de la prueba de ELISA, se utilizaron los sueros de los hamsteres
antes de inmunizar, dos muestras mas durante las inmunizaciones y una ultima
muestra después del desafio con la cepa virulenta LOCaS46 de Leptospira
interrogans serovariedad Canicola. Los sueros negativos se obtuvieron de animales
no inoculados y que no mostraron titulo de anticuerpos contra Leptospira en la
prueba de aglutinacion microscopica. Para la sensibilizacion de las placas se
utilizaron cultivos de Leptospira interrogans serovariedad Canicola cepa Hond
Utrecht IV (cepa de referencia). Se realizaron cultivos en 200 ml de medio EMJH
liquido, se incubaron a 30°C hasta alcanzar una cuenta de 2x10® microorganismos/ml,
el conteo fue realizado en una camara de Petroff Hausser'®. Se ajust6 la cantidad de
bacterias para tener 10 ml con una concentraciéon de 2 x 10° leptospiras/ml de SSF,
los cuales se distribuyeron a razén de 100 pl por pozo (200,000 leptospiras), en las
placas de 96 pozos de fondo plano'. Se incubaron toda la noche a 4°C para fijar a las
placas, después se lavaron agregando 200 pl de solucion de lavado (Apéndice I),
agitando durante 5 minutos a 15 RPM, este lavado se repitid 5 veces. Después, se
agregaron 200 pul de solucidén de bloqueo (Apéndice 1) y se incubd durante 1 hora a
37°C, se realizd 1 lavado mas. Las placas se escurrieron y se ocuparon
inmediatamente. Para la prueba de ELISA, se agregaron los sueros tanto positivos
como negativos en una dilucion de 1/200 para la deteccion de IgG, y de 1/100 para la
deteccion de IgM. Esto se determiné durante la estandarizacion de la prueba, en la
cual se probaron diluciones de los sueros desde 1:10 hasta 1:20480. Se incub6 a 37°C
durante 1 hora, se hicieron dos lavados antes de agregar 100 pl del conjugado diluido
1/15,000 con anticuerpos monoclonales de conejo anti-IgG * o anti-IgM*' de hamster
sirio dorado marcados con peroxidasa, se incubaron durante 1 hora a 37°C y

posteriormente se hicieron 3 lavados con solucion de lavado, después se agregaron

'® Hausser Scientific, Horsham, PA, USA.

' Evergreen Los Angeles CA, USA.

2% Jackson Inmuno Research West Grove PA, USA.
*! Rockland Gilbertsville PA, USA.
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100 pl a cada pozo del cromégeno OPD (ortofenilendiamina).”? Se cubrieron las
placas y se incubaron durante 30 minutos a 37°C, pasado este tiempo, se agregaron
100 pl de la solucién de frenado de acido clorhidrico 1N (Apéndice 1) a cada pozo.
Las placas se leyeron a una absorbancia de 490 nm en un lector de ELISA®

(Céspedes et al., 2002).

6.8 Aislamiento.

De todos los animales se colectaron muestras de riidén e higado de forma aséptica,
las cuales fueron maceradas en jeringas e inoculadas en medio semisolido Fletcher
(Apéndice I), en dos tubos donde se hicieron diluciones décuples hasta 1:100. Se

incubaron los tubos a 30°C y se revisaron semanalmente hasta por 3 meses después.

6.9 Reaccion en cadena de la Polimerasa.

De las muestras de rinén e higado se tomaron 25 mg aproximadamente de tejido
macerado y a partir de este se hizo la extraccion de ADN con el paquete comercial
QIAmp DNA Mini Kit,* siguiendo el protocolo sefialado por el fabricante. Se
coloc el tejido previamente congelado en un tubo plastico de 1.5 ml tipo Eppendorf
(Axigen®), se le agregaron 180 ul de la solucion amortiguadora ATL® y 20 ul de
Proteinasa K (40 mg/ml), se mezclaron completamente y se incubaron a una
temperatura de 56°C en bafio Maria hasta completar la lisis del tejido (de 1 a 3
horas). Después, se mezclaron nuevamente y se adicionaron 200 pl de la solucion
amortiguadora AL®, se mezclaron durante 15 segundos y se incubaron a 70°C
durante 10 minutos. Se adicionaron 200 ul de etanol al 100 % y se mezclaron hasta
obtener una solucion homogénea. Se paso toda la solucion a través de una columna
QIAamp Spin®, con un tubo de 2 ml provistos en el paquete. Se centrifugd a 6,000
xg, durante 1 minuto. La columna fue transferida a otro tubo limpio y se
adicionaron 500 pl de la solucion amortiguadora AWI®, nuevamente se

centrifugaron durante 1 min. Se transfirio la columna a otro tubo limpio y se

** Sigma St. Louis MO, USA.
 Unievrsal Microplate Reader Bio-Tek Instrument INC Mod. ELX800
24 Quiagen, Ventura, CA, Estados Unidos de America.

28



adicionaran 500 pl de la solucion amortiguadora AW2®, se centrifugaron entonces
a 20,000 xg, durante 3 minutos. Se coloco la columna en un tubo tipo Eppendorf de
1.5 ml y se le agregaron 200 ul de la solucion amortiguadora AE®, se incubaron 1
minuto a temperatura ambiente y se centrifugd a 6,000 xg durante 1 min. La
solucion obtenida contenia el ADN extraido y purificado de la muestras. Se realiz6

la medicion del ADN extraido con un espectrofotometro®.

6.10 Deteccion de Leptospira mediante la prueba de PCR

Se utilizaron un par de oligonucleo6tidos previamente disefiados para la deteccion de
leptospiras patdégenas que amplifica un fragmento de 258 pb del gen de secY (que
codifica para una preproteina del sistema Sec), para la especie L. interrogans. Los
iniciadores son GI iniciador adelantado con la secuencia de 20 pb (5'CTG AAT
CGC TGT ATA AAA GT3') y GII iniciador reverso (5'GGA AAA CAA ATG
GTC GGA AG3’) se utilizaron a una concentracion de 10 pM (Gravekamp, 1993).
Se utilizé una solucion mezcla de dNTPs (dGTP, dATP, dTTP y dCTP), a una
concentracion de 10mM cada uno y Taq Polimerasa 5 U/ul.*® Las condiciones de la
prueba de PCR en el termociclador *’ fueron: una fase inicial de desnaturalizacion
de 94°C durante 5 minutos, después 40 ciclos de una fase de desnaturalizacion de
94°C durante 30 segundos, una fase de alineacion de oligonucleotidos a 55°C
durante 45 segundos y una fase de extension a 72°C durante 50 segundos y por
ultimo un ciclo a 72°C durante 7 minutos. E1 ADN amplificado fue visualizado en
un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio (1 pg/ml) y expuesto a luz
ultravioleta en un transiluminador *® para observar y documentar el resultado

fotograficamente.

» Jenway Mod. 6305 Staffordshire, UK

¢ Roche Switzerland.

77 Pelkin Elmer, Mod. 2400 Massachusetts, USA.
2 Fotodyne Hartland, WI, USA.
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6.11 Inmunodeteccion tipo Western

Para determinar las proteinas de la membrana externa de Leptospira inductoras de
inmunidad generada por los inmunogenos en los hamsteres, se realizd la prueba de
inmunodeteccion tipo Western. Se utilizaron los sueros de los animales inoculados
con titulos mas altos en AM y ELISA de los 6 grupos (uno por grupo). Después de
realizar la electroforesis de las proteinas en un gel desnaturalizante de poliacrilamida-
SDS al 12% en una camara para electroforesis vertical,” se realizo la transferencia a
una membrana de nitrocelulosa P inmovilion.*® Primero, se sumergié la membrana
cortada al tamafio del gel en metanol absoluto frio durante 15 segundos, luego
durante 5 minutos en soluciéon amortiguadora de Towbin (Apéndice 1), el gel de
poliacrilamida se mantuvo en agitacion durante 15 minutos a 15 rpm en la misma
solucion, se ensambld el cartucho en un recipiente con soluciéon amortiguadora de

Towbin, todos los componentes fueron humedecidos en esta solucion.

Figura 8. Representacion esquematica de los componentes requeridos para la inmunoelectrotransferencia
de proteinas de un gel de poliacrilamida SDS a una membrana de nitrocelulosa.

* BioRad
3% Millipore
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Después, se colocd la camara de electroforesis dentro de un recipiente con
refrigerantes y se llené con amortiguador de transferencia frio (Apéndice I) (figura 9).
Se transfirieron las proteinas del gel a la membrana a 100 volts durante 90 minutos, al
término del tiempo, la membrana se lavo 3 veces con TBS (Apéndice 1), durante 5
minutos, luego se bloqued la membrana con TBS-T con 3 % de leche descremada
(Apéndice I) durante 1 hora y después se incub6 la membrana con los sueros diluidos
1/100 (anticuerpo primario), durante toda la noche (16 horas), a temperatura
ambiente. Después, la membrana se lavo tres veces con TBS-T con 3 % de leche
descremada y dos mas con TBS durante 5 minutos, todos los lavados en agitacion
orbital a 15 rpm. Se incub6 la membrana con el anticuerpo secundario anti-IgG o
anti-IgM de hamster sirio dorado, en una diluciéon de 1/5,000 durante 2 horas a
temperatura ambiente. Se lavo tres veces con TBS-T y una vez con TBS, después se
coloc6 la membrana en soluciéon de revelado (Apéndice I), durante 15 min en

agitacion hasta observar las bandas oscuras del complejo anticuerpo-proteina.

7. RESULTADOS

7.1 Aglutinacion microscopica.

Los sueros fueron analizados por aglutinacion microscopica, se utilizo como antigeno
Leptospira interrogans serovariedad Canicola Hond Utrecht IV (cepa de referencia).
Del grupo 1 inmunizado con la vacuna con extractos de membrana externa de la cepa
LOCaS46 virulenta, hubo 5 animales con un titulo de 1:10 en los primeros 3
muestreos; en el cuarto muestreo después del desafio, s6lo se pudo tomar muestra de
3 animales, encontrandose un titulo mayor de 1:1,280.

En el grupo 2 inoculado con la cepa LOCaS46 no virulenta, hubo 3 animales con
titulos siendo el maximo titulo de 1:80 en los primeros tres muestreos, en el cuarto
muestreo hubo 5 animales alcanzando el titulo mayor de 1:1,280 y se encontraron 3
animales con titulo menor a 1:10.

El grupo 3 inmunizado con la cepa de referencia Canicola Hond Utrecht IV en el
primer y segundo muestreo fueron negativos todos los animales, en el tercer muestreo

se encontraron 4 animales con titulos de 1:10 y 1:20 y en el cuarto muestreo hubo 7
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animales con titulos de hasta 1:2,560, se encontraron dos animales con titulos
menores a 1:10. (Cuadro 3)

Del grupo 4 inmunizado con EME de la cepa LOCaS46 virulenta con adyuvante, en
los primeros tres muestreos se encontraron 12 animales con titulos, de hasta 1:40; en
el cuarto muestreo se encontraron 5 animales con titulos de hasta 1:640 y tres sueros
con titulos menores a 1:10. En el grupo testigo A (5) inoculado solamente con el
adyuvante, en el primer muestreo se encontr6é un animal con titulo de 1:10 y todos los
demas fueron menores a 1:10 hasta el cuarto muestreo. En el grupo testigo B (6) al
cual se le inoculo SSF, sélo en el segundo muestreo se encontraron dos animales con

titulos de 1:10, los demés fueron menores a 1:10 hasta el cuarto muestreo (Cuadro 4).
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Cuadro 2. Resultados de la prueba de AM 1. De los grupos. 1 LOCaS46 virulenta, 2 LOCaS46 no virulenta
y 3 Canicola Hond Utrecht. M=Muestreo, H=No. Hamster, NEG=Negativo (< 1:10), X= Sin muestra
(animales muertos), # POS= Numero de positivos.

GRUPO 1.LOCaS46 Virulenta 2.LOCaS46 No virulenta 3.Hond Utrecht IV

ANIMAL Ml M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4 Ml M2 M3 M4
H1 NEG NEG NEG 1:320 1:10 NEG NEG NEG NEG NEG NEG 1:640

H2 NEG 1:10 NEG X NEG NEG X X NEG NEG NEG 1:2560
H3 NEG NEG X X NEG NEG NEG 1:160 NEG NEG NEG 1:320
H4 NEG NEG NEG 1:1280  NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H5 NEG NEG 1:10 X NEG NEG NEG 1:1280 NEG X X X

Ho6 NEG 1:10 NEG X NEG NEG NEG 1:40 NEG NEG 1:10 1:160

H7 NEG NEG NEG 1:640 1:80 NEG NEG 1:160 NEG NEG 1:10 1:320

HS8 1:10 NEG NEG X 1:20 NEG NEG X NEG NEG NEG NEG

H9 NEG NEG 1:10 X NEG NEG NEG NEG NEG NEG 1:20 1:20

H10 NEG NEG NEG X NEG 1:10 NEG 1:640 NEG NEG 1:10 1:320
# POS 1 2 2 3

Cuadro 3. Resultado de la prueba de AM 2. De los grupos 4 LOCaS46 virulenta/adyuvante, 5 adyuvante y 6
SSF. M=Muestreo, H=No. Hamster, NEG=Negativo (< 1:10), X=Sin muestra (animales muertos), # POS=
Numero de positivos.

GRUPO 4. LOCaS46 VIR/ADYUVANTE 5. ADYUVANTE 6. SSF
ANIMAL M1 M2 M3 M4 Ml M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4

H1 NEG 1:10 1:40 1:40 1:10 NEG NEG X NEG NEG NEG X
H2 1:10 1:10 1:10 NEG NEG NEG NEG X NEG 1:10 NEG NEG

H3 NEG NEG NEG X NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG X
H4 1:40 NEG NEG NEG NEG NEG NEG X NEG NEG NEG NEG

H5 NEG 1:10 NEG 1:640 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG X

Hé NEG 1:10 NEG X NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG X
H7 1:10 NEG 1:20 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H8 NEG NEG NEG 1:40 NEG NEG NEG NEG NEG 1:10 NEG NEG
H9 NEG NEG 1:10 1:320  NEG NEG NEG X NEG NEG NEG NEG
H10 NEG NEG 1:10 1:20 NEG NEG NEG X NEG NEG NEG NEG

# POS 3 4 5 5 1 0 0 0 0 2 0 0
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7.2 ELISA indirecta

Los resultados obtenidos a partir de los sueros utilizando la técnica de ELISA para
IgG fueron los siguientes. Primero se obtuvo el punto de corte a partir de la lectura de
los sueros del primer muestreo (sueros negativos a partir de animales no
inmunizados), en este caso la media de la lectura fue de 0.156 490 nm, €l rango se
obtuvo sumando 2 desviaciones estandar a la media, quedando en 0.209, a partir de
esta lectura se considerd positivo.

En el caso del grupo 1 inoculado con la vacuna con la cepa LOCaS46 virulenta en el
primer muestreo (previo a la inmunizacion) todos los sueros se consideraron
negativos, en el segundo muestreo (despues de la primera inmunizacién) y en el
tercer muestreo (despues de la segunda inmunizacidon) todos los sueros que se
obtuvieron fueron negativos. En el cuarto muestreo no se obtuvo muestra de seis
animales ya que murieron y no se pudo obtener sangre, de los cuatro animales que si
se obtuvo suero, tres tuvieron lectura positiva y uno fue negativo.

Del grupo 2 vacunado con la cepa LOCaS46 no virulenta, en los muestreos 1, 2 y 3
no se obtuvo ningun suero positivo. En el cuarto muestreo (despues del desafio) hubo
siete positivos, uno negativo y de dos no se obtuvo muestra de suero.

Del grupo 3 vacunado con la cepa de referencia Canicola Hond Utrecht en el primer
muestreo todos fueron negativos. En el segundo muestreo hubo un positivo, ocho
negativos y de un animal no se obtuvo muestra por que murio, en el tercer muestreo
hubo un positivo, ocho negativos y de uno no hubo muestra. En el cuarto muestreo
ocho fueron positivos, un negativo y de uno no se obtuvo muestra.

En el grupo 4 vacunado con la cepa LOCaS46 virulenta adicionada con adyuvante
(Hidréxido de aluminio) en el primer muestreo hay dos sueros positivos y ocho
negativos, del segundo muestreo hubo tres positivos y siete negativos, en el tercer
muestreo todos fueron positivos, del cuarto muestreo hubo dos hamsteres de los
cuales no se obtuvo muestra, los ocho restantes fueron positivos.

Del grupo 5 al cual solo se le aplico adyuvante, en el primer muestreo hubo dos

hamsteres sin muestra, uno fue positivo y siete fueron negativos, en el segundo y
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tercer muestreo todos fueron negativos, en el cuarto muestreo a cinco hdmsteres no se
les pudo tomar muestra, de los otros cinco tres fueron positivos y dos negativos.

Del grupo 6 inoculado so6lo con SSF en el primer, segundo y tercer muestreos todos
fueron negativos, en el cuarto muestreo de cinco hamsteres no se pudo obtener
muestra y los otros cinco fueron negativos (Apéndice II).

De los resultados obtenidos para IgM la media de la lectura para los sueros del primer
muestreo (animales no inmunizados, sueros negativos) fue de 0.182 mas dos
desviaciones estandar, el punto de corte fue de 0.271 a partir de este se considerd
positivo.

En el grupo 1 vacunado con LOCaS46 virulenta, durante el primer muestreo hubo dos
hamsteres sin muestra, uno positivo y siete sueros negativos, en el segundo muestreo
hubo diez sueros negativos, en el tercer muestreo hubo uno positivo, nueve sueros
negativos y de un hamster no se obtuvo muestra, del cuarto muestreo s6lo hubo 4
sueros positivos, de los seis animales restantes no se obtuvo muestra.

Del grupo 2 vacunado con LOCaS46 no virulenta, en el primer muestreo hubo ocho
sueros negativos y dos positivos, del segundo muestreo los diez sueros fueron
negativos, en el tercer muestreo de un hamster no se obtuvo muestra, cinco fueron
positivos y cuatro sueros fueron negativos, en el cuarto muestreo de dos hamsteres no
se obtuvo muestra, los ocho sueros restantes fueron positivos.

En el grupo 3 vacunado con la cepa de referencia, del primer muestreo diez sueros
fueron negativos, del segundo muestreo de un hamster no hubo muestra, uno fue
positivo y ocho sueros fueron negativos, en el tercer muestreo de un hdmster no hubo
muestra, uno fue positivo y ocho negativos, en el cuarto muestreo no hubo muestra de
un hamster, seis fueron positivos y tres fueron negativos.

Del grupo 4 vacunado con LOCaS46 virulenta con adyuvante, en el primer muestreo
hubo uno positivo y nueve sueros negativos, en el segundo muestreo de un hamster
no hubo muestra, tres fueron positivos y seis negativos, del tercer muestreo dos
fueron positivos y nueve sueros fueron negativos, en el cuarto muestreo de dos

hamsteres no hubo muestra, seis fueron positivos y dos sueros fueron negativos.
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En el grupo 5 inoculado sélo con adyuvante, durante el primer muestreo no se obtuvo
muestra de dos hamsteres, uno fue positivo y siete negativos, en el segundo muestreo
tres sueros fueron positivos y siete fueron negativos, del tercer muestreo diez sueros
fueron negativos, en el cuarto muestreo de cinco hamsteres no se obtuvo muestra,
cuatro sueros fueron positivos y dos negativos.

En el grupo 6 inoculado so6lo con SSF, del primer muestreo diez sueros fueron
negativos, en el segundo muestreo tres sueros fueron positivos y siete negativos, del
tercer muestreo un suero fue positivo y nueve negativos, del cuarto muestreo de cinco
hamsteres no se obtuvo muestra, cuatro sueros fueron positivos y un suero fue
negativo (Apéndice II).

Se utilizd la prueba de T-student para determinar diferencias significativas entre las
medias de las lecturas obtenidas en la prueba de ELISA, en los diferentes muestreos
de los grupos estudiados. Se utilizo el programa estadistico IBM SPSS Statistics
20™,

Se encontrd que existe evidencia estadistica significativa entre las medias de las
lecturas del primer, segundo y tercer muestreo con respecto a la media de la lectura
del cuarto muestreo con un nivel de significancia del 2 % (P < 0.02), tanto de los

resultados de IgG como de los de IgM.
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Cuadro 4. Promedio de las lecturas para IgG en la prueba de ELISA.

GRUPO 1ERM 2DO M 3ERM 4TO0 M

LOCaS46 VIR 0.15755 0.1564 0.09038889 0.487

LOCaS46 NO VIR 0.1405 0.12155 0.09844444  0.921125

CAN REF 0.12565 0.15977778 0.16 0.92577778
LOCaS46 VIR+ADY 0.20385 0.22635 0.632 1.368125
ADYUVANTE 0.157375 0.0927 0.09745 0.0227
SSF 0.15395 0.08605 0.0924 0.1219

Figura 9. Medias de las lecturas (absorbancia 490 nm) para IgG, por grupo, durante los 4 muestreos, la
linea en rojo indica el punto de corte (0.209), el desafio se realizé después del tercer muestreo.
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Cuadro 5. Promedio de las lecturas para IgM en la prueba de ELISA.

GRUPO 1ERM 2DO M 3ERM 4TOM

LOCaS46 VIR 0.187625 0.16045 0.21938889 0.5740625

LOCaS46 NO VIR 0.1941 0.16115 0.28244444 0.517125

CAN REF 0.1755 0.23788889 0.18077778 0.379

LOCaS46 VIR+ADY 0.192 0.218 0.183 0.4295625

ADYUVANTE 0.17925 0.23935 0.13945 0.3168

SSF 0.1672 0.2464 0.1946 0.3037

Figura 10. Medias de las lecturas (absorbancia 490 nm) para IgM, por grupo durante los 4 muestreos, la
linea en rojo indica el punto de corte a 0.271, el desafio se realizé después del tercer muestreo.
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7.3 Aislamiento y estado de portador.

De los grupos de animales inoculados con las diferentes vacunas y desafiados con
1,000 DL50 (5,000 leptospiras) de la cepa LOCaS46 virulenta, se obtuvieron los
siguientes resultados: del grupo 1 vacunado con extractos de membrana externa
LOCaS46 virulenta, de los 10 animales que inicialmente se trabajaron, 2 murieron
durante el procedimiento de toma de muestra de sangre, por lo cual no se incluyeron
en el estudio, de los 8 restantes, murieron 6 y sobrevivieron 2, dando un 25% de
sobrevivencia, por lo cual esta vacuna se considerd no satisfactoria. De los animales
que murieron se confirmé que fue por leptospirosis, ya que se presentd en ellos el
cuadro caracteristico de signos y lesiones, se aisld la bacteria de higado y rifion y se
detectd el ADN mediante la prueba de PCR; de los animales que sobrevivieron, no se
recuperd a la bacteria ni se logré amplificar el ADN por PCR, por lo cual se di6 un
100% de proteccion en esos dos animales.

En el caso del grupo 2 inmunizado con la vacuna preparada con extractos de
membrana externa de la cepa LOCaS46 no virulenta, un hamster murié durante los
muestreos, por lo cual el grupo quedd con 9 animales, de los cuales 7 sobrevivieron al
desafio y dos murieron teniendo un 77.7% de sobrevivencia. Por no alcanzar el 80%,
se considero a esta vacuna no satisfactoria. En 4 de los animales que sobrevivieron se
recuperd el microorganismo a partir de rifion y en 2 a partir de higado; en uno de ellos
se detectd ADN de la bacteria en riién por PCR. En los tres hamsteres restantes
sobrevivientes no se logrd aislamiento ni se detecté ADN. Por lo cual el porcentaje de
proteccion contra la infeccion en los sobrevivientes fue del 42.8%. En el caso de los
que murieron por el desafio se aisld y se obtuvo ADN de la bacteria de ambos

organos, rifion e higado (Cuadro 6 y figura 11).
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Cuadro 6. Aislamiento y PCR de los grupos 1 y 2. S=Sacrificado, M=Muerto, H=No. Hamster y NO=
Hamster muerto durante los muestreos. Con asteriscos se identifican a los animales de los que no se obtuvo
aislado ni ADN de Leptospira.

1.LOCaS46 VIRULENTA 2.LOCas46 NO VIRULENTA
CULTIVO PCR CULTIVO PCR
ANIMAL MUERTE HIG RIN HIG RIN ANIMAL MUERTE HIG RIN HIG RIN
*H1* S - - - - *H1* S - - - -
H2 NO H2 NO
H3 NO H3 S - + - -
H4 M + + + + *H4* S - - - -
H5 M + + + + H5 S - + - +
H6 M + + + + *H6* S - - - -
*H7* S - - - - H7 S + + - +
H8 M + + + + H8 M + + + +
H9 M - + + + H9 M + + + +
H10 M + + + + H10 S + - -
Sobrevivencia 25% (2 de 8) Sobrevivencia 77.7% (7 de 9)
Proteccion contra la infeccion en Proteccion contra la infeccion en
los sobrevivientes 100% (2 de 2) los sobrevivientes 42.8% (3 de 7)

Figura 11. PCR 1. A Grupo 1 LOCaS46 virulenta.B .Grupo 2 LOCaS46 no virulenta. MPM=marcador de
peso molecular 1Kb, Hl=identificacion hamster 1, H=higado, R=rifién, POS=control positivo 285pb,

NEG=control negativo.

40



Del grupo 3 inmunizado con extractos de membrana externa de la cepa Canicola
Hond Utrecht IV, un animal se descarté ya que murié durante los muestreos, de los 9
restantes, 8 sobrevivieron y s6lo 1 murié dando un 88.8% de sobrevivencia,
considerandose satisfactoria. Del hamster que murid, se recuperd la bacteria en
cultivo y se detect6 ADN de la misma en higado y rifidn. De los que sobrevivieron,
solo de 3 se obtuvo la bacteria por aislamiento a partir de rifién, no se detectd6 ADN
de ninguno de los animales por lo que el porcentaje de proteccion contra la infeccion
en los sobrevivientes fue del 62.5%.

El grupo 4 inoculado con extractos de membrana externa de la cepa LOCaS46
virulenta adicionada con hidréxido de aluminio como adyuvante, se trabajaron 9
animales, ya que uno muri6 durante los muestreos; de esos, 7 sobrevivieron al desafio
(77.7%), de los cuales solo se aislo la bacteria en un animal a partir de riiién. De los
dos que murieron, se recuper6 la bacteria de higado y rifidon, se detect6 ADN de
higado de uno de ellos y de rifidn de los dos por PCR, de los otros 6 animales no se
obtuvo ni aislado ni amplificado, por lo cual la proteccion contra la infeccion en los

sobrevivientes fue del 85%. (Cuadro 7 y figura 12).
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Cuadro 7. Aislamiento y PCR de los grupos 3 y 4. S=Sacrificado, M=Muerto, H=No. Hamster y NO=
Hamster muerto durante los muestreos. Con asteriscos se identifican a los animales de los que no se obtuvo
aislado ni ADN de Leptospira.

3. Hond Utrecht IV 4.10CaS46 VIRULENTA/ADYUVANTE
CULTIVO PCR CULTIVO PCR
ANIMAL MUERTE HIG RIN HIG RIN ANIMAL MUERTE HIG RIN HIG RIN
H1 S - + - - *H1* S - - - -
H2 S - + - - *H2* S - - - -
H3 S - + - - H3 M + 4+ 5 +
*H4* S - - - - H4 M + + + +
H5 NO *H5* S - - - -
H6 M + + + + H6 NO
*H7* S - - - - *H7* S - - - -
*Hg* S - - - - *Hg* S - - - -
*H9* S - - - - H9 S - + - =
*H10* S - - - - *H10* S - - - -
SOBREVIVENCIA DE 88.8% (8 DE 9) SOBREVIVENCIA DE 77.7% (7 DE 9)
PROTECCION CONTRA LA INFECCION EN PROTECCION CONTRA LA INFECCION EN
LOS SOBREVIVIENTES 62.5% LOS SOBREVIVIENTES 85%
(5 DE 8) (6 DE 7)

Figura 12. PCR 2. A Grupo 3 Canicola Hond Utrecht. B Grupo 4 LOCaS46 Virulenta con adyuvante.
MPM=marcador de peso molecular 1Kb, Hl=identificacién hamster 1, H=higado, R=rifion, POS=control
positivo 285pb, NEG=control negativo.
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Del grupo 5 (testigo A), inoculado s6lo con adyuvante murieron 9 hamsteres (90%),
de esos 9 hamsteres se obtuvo el aislamiento de la bacteria, de 5 se amplific6 ADN
de Leptospira a partir de higado y rifién, un animal sobrevivio del cual no se pudo
aislar ni detectar ADN.

En el caso del grupo 6 (testigo B) inoculado con SSF soélo se trabajo con 7 animales,
ya que los otros 3 murieron durante el muestreo, de esos, 7 murieron (100%) después
del desafio, obteniéndose el aislamiento en todos ellos y el amplificado de ADN de la

bacteria a partir de higado y rifion en 6 de ellos (Cuadro 8 y figura 13).
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Cuadro 8. Aislamiento y PCR de los grupos 5 y 6. S=Sacrificado, M=Muerto, H=No. Hamster y NO=
Hamster muerto durante los muestreos. Con asteriscos se identifican a los animales de los que no se obtuvo
aislado ni ADN de Leptospira.

5.ADYUVANTE (TESTIGO A) 6. SSF (TESTIGO B)
CULTIVO PCR CULTIVO PCR
ANIMAL MUERTE HIG RIN HIG RIN ANIMAL MUERTE HIG RIN HIG RIN

H1 M + o+ - - H1 NO

H2 M + + - - H2 M + + + +

H3 M + o+ H3 NO

H4 M + + H4 M + + + +
*H5* S - - - - H5 M + o+ - -

H6 M + + + + H6 M + + + +

H7 M + + + + H7 M + + + +

H8 M + + + + H8 M + + + +

H9 M + + - - H9 M + + + +
H10 M + o+ - - H10 NO

SOBREVIVENCIA DE 10% (1 DE 10) SOBREVIVENCIA DE 0% (0 DE 7)

Figura 13. PCR 3. A Grupo 5 Adyuvante. B Grupo 6 SSF. MPM=marcador de peso molecular 1Kb,
H3=identificacion hamster 3, H=higado, R=rifion, POS=control positivo 285pb, NEG=control negativo.
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Figura 14. Cultivos de Leptospira interrogns serovariedad Canicola cepa LoCAS46 en medio semisolido
Fletcher a los 15 dias de incubaciéon a 30 C, del hamster 4 del grupo 46R Virulenta, se aprecia la presencia
del anillo de Dinger.

100%
100% 0
4 88.80% 85%
77.70% 77.70%
80%
62.50%
60%
42.80%
40%
? 25%
20%
0%
LOCaS46 LOCaS46 NO CANICOLA LOCaS46
VIRULENTA VIRULENTA REFERENCIA VIRULENTA+ADY
m SOBREVIVENCIA ® PROTECCION CONTRA LA INFECCION EN LOS SOBREVIVIENTES

Figura 15. Comparacion entre los grupos en cuanto al porcentaje de sobrevivencia y protecciéon contra la
infeccion de los inmundgenos.
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Es importante mencionar que en los animales que murieron por la infeccion
producida por el desafio, se encontraron zonas hemorragicas en el parénquima
pulmonar, en algunos de estos animales también se observdé macroscopicamente la
orina diluida y se observd hematuria en microscopio de campo oscuro, ambas
condiciones son caracteristicas de leptospirosis en hamsteres, esto se confirmo con

PCR y cultivo (Figura 16).

Figura 16. Pulmones de hamsteres con hemorragias de izquierda a derecha: 1. SSF (H4), 2. Adyuvante
(H3), 3. SSF (H7) y 4. LOCaS46R virulenta+adyuvante (H3).

En los hamsteres que sobrevivieron y en los que no se aislo al microorganismo, ni se
amplific6 ADN, no se encontraron estas hemorragias en los pulmones y la orina se
encontrd concentrada, lo cual es una condicién normal en la orina de los hamsteres

sanos (Figura 17).

Figura 17. Pulmones de himsteres que sobrevivieron al desafio, de izquierda a derecha: 1. LOCaS46
virulenta (H1), 2. LOCaS46+adyuvante (HS), 3. LOCaS46 virulenta (H7) y 4. Canicola referencia (H4).
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7.4 Inmunodeteccion tipo Western
Se realizd una electroforesis de los extractos proteicos en un gel de poliacrilamida,

para despues hacer la transferencia en la membrana de nitrocelulosa (figura 18).

Figura 18. Diferentes extractos proteicos. Gel de poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie, se muestra la
electroforesis de extractos proteicos de membranas externas de las tres cepas, por los pesos moleculares de
las bandas se supone que corresponde a las proteinas mencionadas marcado con asterisco (*).

Para la deteccion de proteinas de membrana externa que inducen respuesta inmune
por el método tipo Western se utilizaron los sueros con las lecturas positivas mas
altas en ELISA, de los diferentes grupos, despues del desafio (Cuadro 9).

Cuadro 9. Sueros tomados en el cuarto muestreo después del desafio, utilizados para la inmunodeteccion
tipo Western

GRUPO ANIMAL ELISA AM PCR  AISL. SOBREVIVIO
1. LOCaS46 VIR H7 0.663 1:640 NEG NEG SI
2. LOCaS46 NO VIR H10 1.598 1:640 NEG POS SI
3. CAN REF H10 1.594 1:320 NEG NEG SI
4. LOCaS46 VIR/ADY HS8 1.825 1:400 NEG NEG SI
5. ADYUVANTE Heo 0.285 NEG POS POS NO
6. SSF H7 0.171 NEG POS POS NO
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Por los resultados obtenidos en la prueba de ELISA se determiné sélo detectar

anticuerpos IgG, dado que para IgM las lecturas fueron bajas (Figural9 y 20).

Figura 19. Inmunoelectrotransferencia 1. MPM: marcador de peso molecular. LOCaS46 VIR, LOCaS46
NO VIR, CAN REF: Diferentes extractos proteicos de las diferentes cepas. Sueros del cuarto muestreo. 1
suero grupo LOCaS46 virulenta (H7), 2 suero grupo LOCaS46 no virulenta (H10), 3 suero grupo Canicola
referencia (H10) y 4 suero grupo LOCaS46 virulenta/adyuvante (H8), se marca a las bandas por su peso
molecular como probables proteinas LipL21, LipL32, LipL.36 y LipL41.

Figura 20. Inmunoelectrotransferencia 2. Sueros del cuarto muestreo A. Suero grupo 5 (H6) 46. B. Suero
grupo 6 (H7) cuarto muestreo, 1 LOCaS46 virulenta, 2 LOCaS46 no virulenta y 3 Canicola referencia.
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8.- DISCUSION

En el presente trabajo, se prepararon 4 diferentes inmundgenos a partir de extractos
proteicos de membranas externas de Leptospira. El mejor contemplando las
caracteristicas, de sobrevivencia (77.7%) y de proteccidon contra la infeccion en los
sobrevivientes (85%), fue el hecho a partir de la cepa Canicola LOCaS46 virulenta
adicionada con hidroxido de aluminio como adyuvante. En cuanto a la sobrevivencia
de los animales vacunados y despues desafiados con la cepa homologa virulenta
LOCaS46, el mejor fue el preparado a partir de la cepa de referencia Canicola Hond
Utrecht IV con un 88.8% (8/9), le siguieron los inmundgenos preparados a partir de
las cepas LOCaS46 no virulenta y LOCaS46 virulenta adicionada con hidroxido de
aluminio como adyuvante con un 77.7% (7/9) cada una, la vacuna de la cepa
LOCaS46 virulenta tuvo solo un 25% (2/8) de sobrevivencia. En cuanto a la
capacidad protectora de los inmundgenos, contra la infeccion en los sobrevivientes, el
de mayor proteccion fue el de la cepa LOCaS46 virulenta con un 100% (2/2), le
sigui6 la vacuna de la cepa LOCaS46 virulenta adicionada con hidréxido de aluminio
como adyuvante con un 85% (6/7), despties la de la cepa de referencia Canicola Hond
Utrecht IV con un 62.5% (5/8) y por ultimo la de la cepa LOCaS46 no virulenta con
un 42.8% (3/7)

Hace afios se pensaba que la inmunidad protectora contra leptospirosis era dada por la
produccion de anticuerpos dirigidos al LPS, sin embargo demostraron que altos
niveles de anticuerpos inducidos después de una inmunizacidn con bacterinas
convencionales no eran protectores para bovinos contra el desafio con L.
borgpetersenii serovariedad Hardjo (Bolin y Alt, 2001). En ese mismo estudio, la
inmunizacion en bovinos con una vacuna monovalente elaborada con L.
borgpetersenii serovariedad Hardjo, generd proteccion contra la infeccion con la
serovariedad homologa, evitando la colonizacion del tejido renal y la eliminacion por
orina, generando una respuesta del tipo Thl. La respuesta dominante contra la
infeccidon con leptospiras patdgenas es la inmunidad humoral Th2, sin embargo la

respuesta Thl mediada por células pudiera también participar. Estudios recientes
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muestran que leptospiras inactivadas previamente con calor inducen respuestas
mediadas por células T-CD4 y T y/6, ademas de estimular la produccion de citosinas
tipo Thl (respuesta inmune mediada por células), esto sugiere que este tipo de
respuesta esta involucrada en el efecto protector contra la bacteria (Lin et al., 2010).
En este estudio la utilizacion del hidréxido de aluminio, fue por un lado por la
naturaleza del antigeno (extractos proteicos) y por otro lado por las ventajas del
adyuvante, como la creacion de un deposito del antigeno en los tejidos donde se
inyectd, liberandolo en forma lenta y generando una exposicion prolongada del
mismo; facilitar la presentacion del antigeno a las celulas presentadoras, la activacion
del complemento, la estimulacion de los macréfagos para inducir la activacion de los
linfocitos (Hunter, 2002). Esto le di6 a la vacuna la capacidad de producir una fuerte
respuesta tipo Th2. Se ha demostrado que el hidréxido de aluminio a través de la
interleucina 4 (IL-4) aumenta la expresion de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) tipo II en la superficie de monocitos en humanos,
estimulando directamente a las células presentadoras de antigeno, el incremento en la
sintesis de RNA mensajero para citosinas del tipo Th2 como IL-4 e IL-6, que
participan en la diferenciacion de células B a células secretoras de anticuerpos
especificos contra antigeno, estos sucesos representan el mecanismo del efecto del
hidréxido de aluminio (Ulanova et al., 2001).

Esto explica el porque de la respuesta en cuanto a la proteccion (85%) y
sobrevivencia (77.7%) de la vacuna adicionada con hidroxido de aluminio como
adyuvante, ademas de la elevacion al triple en la lectura de la deteccion de
anticuerpos IgG en la prueba de ELISA en el tercer muestreo, en este grupo previo al
desafio. Podemos decir que este incremento se debid a la presencia del adyuvante en
la vacuna. Despues del desafio, se detecté un incremento de la lectura del cuarto
muestreo en los grupos vacunados incluso en el grupo inoculado sélo con SSF, a
excepcion del grupo inoculado con adyuvante en el cual no hubo incremento. En el
caso de los anticuerpos IgM, se detecto un incremento del doble en la lectura en todos
los grupos, solo despues del desafio, lo cual se explica por la presencia de la bacteria,

ya que la respuesta esta dada principalmente por el LPS (Jost et al., 1988). Esto se
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confirma con los resultados de la aglutinacion microscopica (AM), en los que se
muestra un incremento en el titulo de anticuerpos en todos los grupos, solamente en
el cuarto muestreo el cual fue despues del desafio; cabe recordar que en el caso de
esta prueba los principales anticuerpos detectados son los del tipo IgM.

La proteccion conferida por los inmunodgenos se refiere al hecho de evitar la infeccion
de la bacteria en los hamsteres, eliminando asi el estado de portadores. En los
animales que sobrevivieron al desafio, lo primero que se vio al realizar la necropsia es
que no se enontraron lesiones, sobretodo en pulmodn, ni se encontrd la orina diluida
condiciones caracteristicas en los animales que si murieron por la infeccion, lo cual se
corrobord con la ausencia de desarrollo en los medios de cultivo a partir de las
muestras de higado y de rifidn, asi como de la no amplificacion de productos de ADN
de Leptospira con iniciadores especificos utilizados en la prueba de PCR.

El analisis de los sueros utilizados para la inmunodeteccion, mostré una reactividad
hacia lo que se piensa son las lipoproteinas: LipL41, LipL36, LipL32 y LipL21
presentes en la membrana externa. LipL41 y LipL32 se sabe que estan expuestas
parcialmente en la superficie de Leptospira, al igual que LipL32, son reconocidas
durante la respuesta inmune humoral hacia leptospirosis, expresadas durante la
infeccion en humanos, mientras que LipL36 se expresa de menor forma por
regulacion negativa (Guerreiro et al., 2001).

LipL21 se ha reportado como una de las proteinas mas abundante en la membrana
externa, en un estudio de expresion de antigenos durante la infeccion en hamsteres,
primero se denomino p22, una vez analizada en geles de doble dimension
determinaron que era la misma, esto lo hicieron con la serovariedad Lai de L.
interrogans. Es una proteina conservada, que puede estimular una inmunidad
heterdloga (Cullen et al., 2003).

En este mismo estudio, estas lipoproteinas son principalmente detectadas por
anticuerpos IgG, pudiéndose ocupar para el diagndstico seroldgico de pacientes con
leptospirosis aguda, sospechosos, en fases convalecientes y para confirmar casos no
detectados por pruebas basicas de laboratorio (Guerreiro et al., 2001). En el caso de

los grupos control, inoculados solo con adyuvante y SSF. No se detectaron antiuerpos
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IgG, contra estas proteinas en la prueba de inmunodeteccion, lo cual se relaciona con
las lecturas encontradas en la prueba de ELISA, donde no se encontraron positivos en
el grupo de SSF, en el de adyuvante se encontraron solo tres sueros positivos en el

unltimo muestreo.

9.- CONCLUSIONES

e Se realizo la prueba de potencia en los inmunogenos, siendo la unica
satisfactoria de acuerdo a las normas en vacunas contra leptospiras la de la
cepa Canicola Hond Utrecht IV con un 88.8% de sobrevivencia..

e Se evaluaron los inmunégenos producidos, encontrando que el mejor en
cuanto la sobrevivencia y la proteccion contra la infeccion fue la que se hizo a
partir de la cepa LOCaS46 virulenta adicionada con hidréxido de aluminio
como adyuvante.

e En el caso de la prueba de ELISA, se observo que solo en el caso del grupo
inmunizado con la vacuna LOCaS46 virulenta adicionada con hidroxido de
aluminio con adyuvante, se detectd un incremento de anticuerpos IgG en el
tercer muestreo (antes del desafio) y 14 dias después de la segunda
inmunizacion. En el caso de los anticuerpos IgM, se detectd6 un aumento en
los anticuerpos solo después del desafio en todos los grupos.

e Se realizaron pruebas de inmunodeteccion tipo Western de 4 sueros de
hamsteres inmunizados con las diferentes vacunas, de los cuales los sueros de
los grupos inmunizados con la cepa LOCaS46+ adyuvante y con la cepa de
referencia reaccionaron con lo que parece ser LipL41. Esto confirma que los
inmunogenos aplicados a estos grupos de animales generaron una respuesta
inmune hacia el microorganismo empleado después en el desafio.

e FEl suero del grupo inmunizado con la cepa LOCaS46 virulenta tambien
reacciond hacia LipL41, aunque en menor grado.

e De los dos grupos control, adyuvante y SSF, no tuvieron seroreaccion hacia

ninguna de las proteinas transferidas a las membranas.
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Se detectaron 4 bandas en las membranas de nitrocelulosa, que corresponden
a los antigenos reconocidos por anticuerpos IgG presentes en muestras de
sueros de los animales vacunados y que por sus pesos moleculares pudieran
corresponder a LipL41, LipL 36, LipL32 y LipL21.

Otras como GroEL (proteina de choque térmico) o la secretina GspD no
fueron detectadas

En los sueros de los grupos control (adyuvante y SSF) no se detectaron
bandas por anticuerpos IgG hacia ninguna proteina.

Se requiere continuar evaluando la capacidad inmunolégica de esta vacuna
realizando otro ensayo de inmunoproteccidon a mayor escala y en otra especie.
El hecho de encontrar serorreaccion contra las supuestas proteinas LipL41,
LipL 36, LipL32 y LipL21 reconocidas como antigenos inmunoldgicos, nos
plantea continuar evaluando estas proteinas para ver el potencial

inmunogénico, contra otras serovariedades.
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11. APENDICE I. Medios de cultivo y reactivos
Medios de cultivo para Leptospira
EMJH. (Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris) Medio de cultivo liquido (1
litro)

En 800 ml de agua destilada estéril se agregan y disuelven los siguientes ingredientes:

e Fosfato de sodio (Na,HPOy,) 1.0g
e Fosfato monopotasico (KH;POy4) 03g
e Cloruro de sodio (NaCl) 1.0g
e Piruvato de sodio (CH;COCOONa) 02¢g
e Acetato de sodio (CH;COONa) 0.1g
e Albumina sérica bovina fraccion V 10g

Ya disueltos se agregan las siguientes soluciones, todas se preparan primero en 10 ml

de agua destilada estéril:

e Cloruro de amonio (2.5 g/10 ml) 1 ml

e Piruvato de sodio (1.0 g/9 ml) 1 ml

e Glicerol al 10 % (1 ml/10 ml) 1 ml

e Cloruro de calcio (CaCl,) (0.15 g/10 ml) 0.7 ml

e Sulfato de zinc (ZnSO4/7H,0) (0.04 g/10 ml) I ml

e Sulfato de manganeso (MnSO4/4H,0) (0.01 g/10 ml) I ml

e Tiamina HCI1 (0.05 g/10 ml) I ml

e (Cloruro de magnesio (MgCl,/2H,0) (0.15 g/10 ml) 0.7 ml

e Glicerol al 20 % (2 ml/8 ml) 0.5 ml

e (Cianocobalamina (vitamina B12) (0.02 g/10 ml) 0.2 ml

e Sulfato de cobre (CuSO4/5H,0) (0.03 g/10 ml) 0.1 ml
En los 200 ml restantes se disuelve:

e Tween 80 1.25 ml

e Sulfato ferroso (FeSO4/7H,0) 001g
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Ya disuelto completamente se agrega a lo demads, se deja homogenizar todo le medio
durante 2 horas, se mide el pH, el cual debe ser de 7.4, se filtra de forma estéril y se

€nvasa.

Fletcher. Medio de cultivo semisolido (1 litro)

En 920ml de agua destilada se agrega lo siguiente:

e Extracto de carne 02¢g
e Bacto peptona 03¢g
e Cloruro de sodio (NaCl) 05¢g
e Agar agar 1.8 ¢

Ya disuelto se calienta en el mechero hasta alcanzar la ebullicion y después se
esteriliza.
Se agregan 80 ml de suero de conejo estéril (filtrado por 0.22 um), se homogeniza y

S€ €nvasa.

Solucion amortiguadora de fosfatos (SAF)
Primero se preparan por separado las siguientes soluciones:

1. Solucion de Sorensen

e Fosfato disdédico anhidro (Na,HPOy) 833 ¢

e Fosfato monopotasico (KH,POy4) 1.09 g
Se disuelven en 1000 ml de agua destilada, se ajusta el pH a 7.6 y se esteriliza en
autoclave.

2. Solucion salina fisioldgica

e Cloruro de sodio (NaCl) 85¢g
Se disuelven en 1000 ml de agua destilada, se ajusta el pH a 7.4 y se esteriliza en
autoclave.

3. Se mezclan 80 ml de solucion de Sorensen con 920 ml de SSF, se ajusta el

pHa7.2
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Soluciones para la prueba de ELISA

Solucion de lavado

Tween 20 al 0.05% 500 pl

PBS 999.5 ml
Solucion de bloqueo

Leche descremada al 3 % 3g
PBS 300 ml
Solucion para diluir sueros

Solucidén de lavado 300 ml
Leche descremada 3g

Soluciones para extraccion de proteinas de membrana externa
2x TNE-PI

e 20 mM Tris/HCI pH 8.0

e 300 mM NaCl

e 4mMEDTA

e 0.5% (v/v) Inhibidor de Proteasas
Triton X-114 al 10% (100 ml)

e Triton X-114 grado proteina 10 ml

e Agua destilada estéril 90 ml
1M Ca(l; (1 litro)

e (CaCl, peso molecular en gramos 147.02 g

e Agua destilada estéril 1litro

SAF SmM MgCl (1 litro)

Primero se prepara la SAF en 800 ml se disuelve:

e Cloruro de sodio (NaCl) 8¢g

e Cloruro de potasio (KCI) 02¢g
e Fosfato disodico anhidro (Na,HPOj) 144 ¢
e Fosfato monopotasico (KH,PO,) 024 ¢
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Se ajusta el volumen a 1000 ml y el pH a 7.4, se esteriliza en autoclave.

MgCl SmM

Se prepara a una concentraciéon mayor (50mM), se pesan 1.0165 g de MgCl, se
disuelve en 100 ml de agua destilada estéril, queda a una concentracién de S0mM, se
esteriliza en autoclave, para usarse se diluye en la SAF para que quede a una

concentracion de SmM.

Amortiguador final de muestra

62.5 mM Tris HCI pH 6.8

10 % glicerol

2 % SDS

PMSF fluoruro de fenil metil sulfonilo

Se prepara a 25 mM en 10 ml, se disuelve en isopropanol 0.043 g. se filtra con
membranas de 0.45 um, se diluye 10 veces con amortiguador final de muestra.

Quedando a 0.25 mM.

Preparacion de geles y soluciones para el procedimiento de SDS-PAGE

(LAEMMLI)

Acrilamida
Acrilamida 30g
Bis Acrilamida 0.8 ¢g

Aforar a 100 ml con agua destilada estéril, filtrar y almacenar a 4°C en frasco dmbar.

1.5 M Tris-HCI, pH 8.8

Tris Base 5445 ¢g

Agua destilada 150 ml

Ajustar el pH a 8.8 con HCI, aforar a 300 ml y almacenar a 4 °C
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0.5 M Tris-HCI, pH 6.8
Tris base 60g
Agua destilada 50 ml
Ajustar el pH a 6.8 con HCI.

Aforar a 100 ml y almacenar a 4°C

SDS al 10%
Disolver 10 g de SDS en 50 ml de agua destilada, agitar suavemente y aforar a 100

ml

Persulfato de amonio al 10%

Disolver 25 mg de Persulfato de amonio en 0.25 ml de agua bidestilada estéril.

Se envasa el producto en frascos con la menor cantidad ya que se caduca
rapidamente.

Se prepara y utiliza al momento

Amortiguador de muestra

0.5 M Tris-HCI, pH6.8 1.0 ml
Glicerol 0.8 ml
SDS, 10% 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 proporcién 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 electrédos 5X (Tanque)

Tris base 150¢g
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Glicina 72 g

SDS 50¢g

Agua destilada cbp 1000 ml

Almacenar a 4°C. Calentar a 37°C si se precipita. Solucion de trabajo: diluir 200 ml

en 1 litro de agua para una corrida

Preparacion del gel separador al 12%

Agua destilada 3.35ml
30% Acrilamida 4.0 ml
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 2.5ml
SDS al 10% 100 pl

Persulfato de amonio al 10% 50 pl
TEMED S5pul

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 cdmara 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%

Agua destilada 3.05ml
30% Acrilamida 0.67 ml
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 1.25 ml
SDS al 10% 50 pul
Persulfato de amonio

al 10% 25 ul
TEMED Sul
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Volumen total de monoémero 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 rdpidamente por agitacion y se vierte al interior de dos cristales,

ensamblados en un aditamento de la camara.

Amortiguador para electro-elusion

Tris 25 mM
Glicina 192 mM
SDS 1%

Tinciones y conservacion de geles

Tincion de azul de Coomasie
Metanol Absoluto 500 ml
Acido Acético 100 ml
Agua bidestilada 500 ml
Azul de Coomasie  0.55 ¢

Solucion destefiidora para la tincion de azul de Coomasie
Metanol Absoluto  40%
Acido Acético 10%
Agua 60%

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
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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 una secadora de geles, se coloca el gel sobre papel
filtro Whatman, se le coloca una capa de papel celofan dulce y se mete a la secadora

de geles por vacio a 50°C durante 45 minutos.

Soluciones para electroforesis en 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 solucion TAE 50X

aforar a 1 litro con agua destilada

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.

Amortiguador de carga para electroforesis de ADN bacteriano

38% de Sucrosa 19¢
0.1% de Azul de Bromofenol 5mg
67mM de EDTA 0.124 g
Agua bidestilada 5 ml
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Amortiguador de carga con dos colorantes para geles de agarosa
Azul de Bromofenol0.25%
Xyleno Cianol FF 0.25%

de glicerol en agua 30%

Soluciones para transferencia e inmunodeteccion tipo Western

Amortiguador de Towbin

Tris (25 mM) 3.023 g
Glycina (192 mM) 144¢g
Metanol (20%) 200 ml
SDS 0.037%
pH a8.3

H20 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 formacion 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% NaCl

0.05% de Tween 20
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Almacenar a 4°C

Solucion de revelado para inmunodeteccion 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 pul de peroxido de hidrégeno al 30%

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 hidrogeno se agregan al mismo tiempo pero en diferente sitio cada
uno, del recipiente que contiene el TBS y se mezcla rdpidamente 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

reaccion se lleve a cabo en la obscuridad.
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12. APENDICE II. Datos ELISAS.

LECTURAS PARA IgG

46R VIR 1ERM 2DOM 3ERM 4TOM 46R V+AD 1ERM 2DOM 3ERM 4TOM

H1 0.1585 0.189 0.0875  0.5405 H1 0.141 0.3035 19735 1.7635
H2 0.2535 0.1245 0.069 H2 0.145 0.152 0.341 0.901
H3 0.1585 0.172 H3 0.0955 0.1215 0.447

H4 0.137 0.187 0.083  0.6275 H4 0.1255 0.336 0.582 0.85

H5 0.1365 0.154 0.107 H5 0.0945 0.1085 0.3205 1.6525
H6 0.1905 0.131 0.1345 H6 0.12 0.139 0.261

H7 0.1095 0.097 0.0755 0.663 H7 0.2275 0.171 0.9085 1.428
H8 0.142 0.202 0.1045 H8 0.7865 0.6265 0.9645 1.8255
H9 0.1445 0.1615 0.0785 H9 0.1785 0.1485 0.3675 1.634
H10 0.145 0.146 0.074 0.117 H10 0.1245 0.157 0.1545  0.8905

46R AVIR 1ERM 2DOM 3ERM 4TOM ADYUV 1ERM 2DOM 3ERM 4TOM

H1 0.1955 0.12 0.099  0.2095 H1 0.1605 0.1 0.093
H2 0.1515 0.103 H2 0.129 0.101 0.134
H3 0.1535 0.1205 0.0785 1.4155 H3 0.0935 0.0945 0.1075 0.229
H4 0.1965 0.163 0.108 0.569 H4 0.17 0.087 0.0815
H5 0.134 0.115 0.066 1.5395 H5 0.3145 0.084 0.0805 0.1205
H6 0.1105 0.1375 0.101 0.697 H6 0.1205 0.093 0.081 0.285
H7 0.161 0.0995  0.0755 1.209 H7 0.13 0.0795 0.0705 0.3955
H8 0.103 0.107 0.108 H8 0.141 0.084 0.097 0.105
H9 0.107 0.105 0.1525 0.1315 H9 0.076 0.1295
H10 0.0925 0.145 0.0975 1.598 H10 0.128 0.1

CAN REF 1ERM 2DOM 3ERM 4TOM SSF 1ERM 2DOM 3ERM 4TOM
H1 0.137 0.159 0.113 1.033 H1 0.1225  0.0945 0.088
H2 0.1085 0.117 0.1435 1.2325 H2 0.1325 0.1025 0.083  0.1155
H3 0.124 0.138 0.1215 1.209 H3 0.182 0.092 0.0905
H4 0.1325 0.1405 0.1005 0.92 H4 0.1335 0.0975 0.1045 0.0985
H5 0.1315 H5 0.1475 0.0785 0.1275
H6 0.183 0.166 0.097  0.1375 H6 0.16 0.077 0.084
H7 0.124 0.132 0.093 1.4555 H7 0.1485 0.073 0.077  0.1715
H8 0.121 0.1705 0.562 0.653 H8 0.1335 0.091 0.0645 0.1195
H9 0.104 0.2055 0.0985 0.0975 H9 0.1255  0.0765 0.086  0.1045
H10 0.091 0.2095 0.111 1.594 H10 0.254 0.078 0.119
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LECTURAS PARA IgM

46RVIR

H1
H2
H3
H4
H5
Hé6
H7
H8
H9
H10

46RAVIR

H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10

CAN REF

H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10

1ER
M
0.29

0.238
0.209
0.148
0.165
0.156
0.158

0.137

1ER
M
0.201

0.168
0.313
0.277
0.204
0.143
0.202
0.139
0.164
0.13

1ER
M
0.182

0.164
0.146
0.149
0.196
0.249
0.221
0.167
0.147
0.134

2DO
M
0.125

0.133
0.179
0.226
0.155
0.1535
0.1275
0.1345
0.132
0.239

2DO
M
0.1785

0.1205
0.1595
0.199
0.158
0.134
0.1945
0.164
0.1425
0.161

2DO
M
0.18

0.1855
0.5815
0.2595

0.2345
0.1675
0.1905
0.1785
0.1635

3ERM

0.349
0.2685

0.203
0.1975
0.2185
0.1575
0.1935

0.159

0.228

3ERM

0.368

0.2835
0.347
0.4905
0.298
0.266
0.142
0.182
0.165

3ERM

0.1315
0.152

0.1475

0.1805

0.1525
0.2365
0.4025
0.1075
0.1165

4TO M

0.70575

0.596

0.65

0.3445

4TO M

0.306

0.7995
0.3485
0.8815
0.4675
0.5215

0.292
0.5205

4TO M

0.5065
0.687
0.518

0.2595

0.285
0.437
0.146
0.185
0.387

46RVIR ADY

H1
H2
H3
H4
H5
Hé6
H7
H8
H9
H10

ADY

H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10

SSF

H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10

1ER
M
0.149

0.184
0.138
0.175
0.122
0.158
0.283
0.256
0.25
0.205

1ER
M
0.279

0.122
0.155
0.116
0.208
0.182
0.218
0.154

1ER

0.216
0.176
0.161
0.182
0.178
0.126
0.115
0.141
0.216
0.161

2DO
M

0.1655
0.204
0.184

0.2815

0.3755
0.309
0.162
0.132

0.1485

2DO
M
0.133

0.147
0.1435
0.168
0.265
0.316
0.3735
0.2285
0.382
0.237

2DO
M
0.1415

0.1935
0.166
0.169

0.2145

0.1695
0.248

0.3915
0.434

0.3365

3ERM

0.2135
0.142
0.129

0.12

0.1015

0.1655
0.228

0.2045

0.2425

0.2835

3ERM

0.162
0.1205
0.131
0.151
0.1505
0.112
0.095
0.1375
0.188
0.147

3ERM

0.1705
0.278
0.1795
0.1925
0.233
0.2015
0.211
0.1515
0.1715
0.157

4TO M

0.382
0.222

0.603
0.634

0.3745
0.3715
0.687
0.1625

4TO M

0.316

0.2605
0.4385
0.4035
0.1655
0.3168

4TO M

0.215

0.398

0.2995

0.3165
0.2895
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AM: aglutinacion microscopica
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DLH: dosis letal en hamster

dNTPs: desoxirribonucleétidos trifosfatados
ELISA: ensayo inmuno-enzimatico
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kDa: kilodaltones

KDO: acido cetodeoxioctanoico
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LPS:
M.

MAPK:

mg:
min:
ml:
pl:
mM:

NF-Kb:

OMS:
pb:
PCR:
pM:
PME:
RPM:
SAF:
SNC:
SSF:
TBS:
TLR:
U:

Xg:

lipopolisacarido

molar

proteinasas activadas por mitogenos
miligramos

minutos

mililitro

microlitros

milimolar

factor nuclear kappa beta
organizacion mundial de la salud
pares de bases

reaccion en cadena de la polimerasa
picomoles

proteinas de membrana externa
revoluciones por minuto

solucion amortiguadora de fosfatos
sistema nervioso central

soluciodn salina fisiologica
solucion amortiguadora de Towbin
receptor tipo toll

unidades

gravedades
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