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RESUMEN

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa re-emergente y es una zoonosis de
mamiferos causada por alguna de las mas de 260 serovariedades patogenas de
Leptospira. Las variaciones en la estructura y composicion del lipopolisacarido (LPS),
reflejan la diversidad antigénica entre leptospiras patdgenas. La inmunidad conferida
por el LPS de Leptospira es generalmente serovariedad especifica. En contraste con el
LPS las proteinas de membrana externa (PMEs) son altamente conservadas entre
serovariedades de Leptospira. Se han realizados esfuerzos para identificar antigenos
protectores para desarrollar una vacuna recombinante que proteja contra varias
serovariedades. Este trabajo se enfocd en GspD, la secretina del Sistema de Secrecion
Tipo 2 (T2S) de Leptospira. Un fragmento de 1,539 pb del gen homdlogo a gspD de
Hardjobovis fue clonado en el vector de expresion pET28a, el cual fue transformado en
la cepa E. coli Rosetta BL21 (DE3). La expresion de la proteina GspD recombinante
(rGspD) se realiz6 por induccion con isopropiltio-B-D-galactosido (IPTG) y se purifico
mediante electro-elusion. En este estudio determinamos la dosis letal 50% (DL50) en
hamster, para la cepa patéogena LOCaS 46 de Leptospira interrogans serovariedad
Canicola previamente aislada por el GrlLLep la cual fue inferior a 10 leptospiras. Tres
grupos de hamsteres (n=10) fueron tratados de la siguiente manera: Grupo 1 fue
inmunizado en dos ocasiones con 50 pug de rGspD adicionada con adyuvante
incompleto de Freund (AIF) en un volumen final de 100 pl en intervalos de 2 semanas;
Grupo 2 usado como grupo testigo negativo, fue inoculado con PBS y AIF. Grupo 3
como testigo, fue inmunizado con un inmunoégeno comercial. Dos semanas después de
la ultima inmunizacion, los tres grupos de hamsteres fueron desafiados via
intraperitoneal con 100 DL50% (1,000 leptospiras). La sobrevivencia en el grupo
inmunizado con rGspD fue del 80 %, la del grupo testigo no inmunizado fue del 60%.
Es necesaria mas investigacion para determinar la proteccion conferida por rGspD en

hamsteres desafiados con serovariedades patogenas de Leptospira.

Palabras clave: Leptospira, GspD, T2S, Inmunoproteccion.
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ABSTRACT

Leptospirosis is a re-emerging and zoonotic infectious disease of mammalian caused by
any of the more than 260 pathogenic serovars of Lepfospira. The variations in the
structure and composition of lipopolysaccharide (LPS), reflects the antigenic diversity
among pathogenic leptospires. The immunity conferred by leptospiral LPS is generally
serovar specific. In contrast to LPS, leptospiral outer membrane proteins (OMPs) are
highly conserved among leptospiral serovars. Efforts have been made to identify
antigens suitable to develop a recombinant vaccine against diverse pathogenic serovars.
We focused on GspD the Type 2 Secretion System (T2S) secretin of Leptospira. A
1,539 bp DNA fragment of the Hardjobovis gspD homologue was cloned in the pET28a
expression vector and was transformed into the E. coli (BL21 DE3) Rosetta strain. The
expression of the recombinant protein GspD (rGspD) was achieved by isopropylthio-83-
D-galactoside (IPTG) induction and purified by electro elution. We also determined the
lethal dose 50% (LD50) to be less than 10 leptospires in hamster for the pathogenic
strain LOCaS 46 of Leptospira interrogans serovar Canicola previously isolated by the
GrILLep. Three groups of hamsters (n=10): were used: Group 1 was immunized twice
with 50 pg of rGspD additioned with Freund’s incomplete adjuvant (FIA) in a final
volume of 100 ul at 2-week intervals; Group 2 as negative control was inoculated with
PBS and FIA (Freund’'s incomplete adjuvant); Group 3 as a control was immunized
with a commercial vaccine. Two weeks after the last immunization, three groups of
hamsters were challenged intraperintoneally with 100 LD50% (1,000 leptospires). The
80 % of GspD immunized hamsters survived. Survival in hamsters in the control group
was 60%. More research is needed to determine the protection conferred by rGspD in

hamsters challenged with pathogenic serovars of Leptospira.

Key words: Leptospira, GspD, T2S, Immunity.



1 INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad que afecta a mamiferos. De los domésticos, perjudica
principalmente a los bovinos, cerdos y perros; otras especies como equinos, ovinos y
caprinos también son afectadas aunque con frecuencias relativamente menores (Radostits et
al., 1999). Tanto en fauna silvestre libre como en cautiverio se ha reportado esta infeccion,
desde colonias de lobos marinos hasta rinocerontes en zooldgicos (Farr, 1995). Un aspecto
relevante en la leptospirosis es el estado de portador asintomatico, que mantienen algunos
animales silvestres y domésticos, principalmente los roedores del medio urbano y rural,
favoreciendo la persistencia del microorganismo en el ambiente (Levett, 2001; Ko et al.,
2009). El agente etioldgico de la leptospirosis es una espiroqueta, cuya pared semeja la de
las bacterias Gram negativas, el género Leptospira incluye mas de 260 serovariedades
patogenas. Esta diversidad seroldgica se encuentra relacionada con la variabilidad y
estructura antigénica del lipopolisacarido (LPS), la cual es especifica para cada
serovariedad (Guerreiro et al.,, 2001, Nascimento et al., 2004). Las vacunas disponibles en
medicina veterinaria se basan en leptospiras completas inactivadas o preparacion de
membranas de leptospiras patdgenas, este tipo de vacunas confieren respuestas protectivas
a través de la induccion de anticuerpos contra el LPS (de la Pefia-Moctezuma et al., 1999).
Sin embargo, este tipo de vacunas fallan al inducir una proteccion duradera contra la
infeccidon y no confieren proteccion cruzada contra otras serovariedades no incluidas en

dicha preparacion.

En las ultimas décadas los estudios celulares y moleculares para el desarrollo de vacunas
contra leptospirosis se han enfocado en las proteinas de membrana externa (PMEs) de
Leptospira (Wang et al., 2007). En contraste al LPS las PMEs pueden inducir inmunidad en
el desafio contra serovariedades heterdlogas ya que son altamente conservadas entre
diversos aislados de Leptospira lo cual se ha observado de forma experimental en modelos

animales para leptospirosis (Sonrier et al., 2000).



GspDy. es una proteina ubicada en la superficie de la membrana externa, conservada entre
diferentes serovariedades patdgenas de Leptospira, expresada durante la infeccion y

perteneciente al T2S; el principal sistema de secrecion en bacterias Gram negativas.

1.1 Agente Etiologico

1.1.1 Taxonomia

La leptospirosis es causada por la espiroqueta patégena del género Leptospira. Pertenecen
al orden Spirochaetales familia Leptospiraceae (Quinn et al., 2002).

La clasificacion serologica se basa en la respuesta antigénica al lipopolisacarido (LPS),
principal antigeno de superficie. La gran diversidad seroldgica entre leptospiras se debe a la
diferencia en esta estructura, en particular al ordenamiento de los carbohidratos presentes

en la misma (Bulach et al., 2002).

Dentro de esta clasificacion las leptospiras patdgenas se dividen en mas de 260
serovariedades, debido a que las serovariedades se relacionan antigénicamente. Por
conveniencia, han sido agrupadas en 25 serogrupos (Levett, 2001; Ko et al., 2009) (Cuadro
1). Recientemente una clasificaciéon molecular divide el género Leptospira en 15 especies,
en base a estudios de homologia del ADN asi como ensayos de hibridaciéon de acidos

nucleicos.

La reclasificacién usa determinantes genéticos que proveen informacion taxondémica util;
sin embargo, esto es independiente a lo establecido en la clasificacion serologica, en la cual
se han basado la mayoria de los estudios clinicos y epidemioldgicos (Barthi et al., 2003).

Cabe mencionar que mediante la clasificacién genética en algunas leptospiras, identificadas
originalmente como serologicamente idénticas se han mostrado diferencias genéticas: tal es
el caso de los subtipos de la serovariedad Hardjo: Harjobovis (L. borgpetersenii) y
Hardjoprajitno (L. interrogans), ambas son seroldgicamente idénticas pero pertenecen a

especies diferentes (Faine ef al., 1999).



Cuadro 1 Serogrupos y serovariedades de leptospiras patdgenas y saprofitas
(Bharti et al., 2003).

Serogrupo Serovariedad representativa Cepa
Australis Australis Ballico
Autumnalis Autumnalis Akiyami A
Ballum Castellonis Castellon 3
Bataviae Bataviae Van tienen
Canicola Canicola Hond Ultrech IV
Celledoni Celledoni Celledoni
Cynopteri Cynopteri 3522 C
Djasiman Djasiman Djasiman
Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V
Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
Hurstbridge Hurstbridge BUT 6
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA

Javanica Javanica Veldrat Batavia 46
Louisiana Louisiana LSU 1945
Manhao Lichuan (manhao 4) Li 130

Mini Mini Sari

Panama Panama CZ214K
Pomona Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes Salinem
Sarmin Samin Sarmin

Sejroe Hardjo Hardjoprajitno
Shermani Shermani LT 821
Tarassovi Tarassovi Perepelicin

1.1.2 Morfologia

El nombre del género Leptospira hace alusion a su morfologia, del griego Lepto= estrecho
y espira= espiral. Aunque citoquimicamente son Gram negativas, no se tifien con las
tinciones bacterioldgicas convencionales: para su visualizacion se requiere de microscopia
de campo oscuro, microscopia electronica o bien la impregnacion con plata o técnicas de

tincion inmunologicas usadas en tejidos (Quinn et al., 2002).



La familia de las espiroquetas son delgadas, moéviles, flexibles, unicelulares encontrandose
apretadamente enrolladas, las Leptospiras son las bacterias més delgadas dentro de esta
familia, midiendo de 0.1 a 0.2 pm de diametro y 5-15 um de longitud. Con frecuencia uno
de los dos extremos del microorganismo se dobla y forma un gancho; estos

microorganismos tienen una gran motilidad gracias a la presencia del flagelo peripldsmico.

En medio liquido presentan diferentes movimientos, donde tres tipos de movimientos son
posibles: movimiento de rotacion, progresivo en una direccion y movimiento circular

(Brooks et al., 2004).

1.1.3 Caracteristicas de cultivo

Las leptospiras pueden ser desde aerobias obligadas a microaerofilicas, con un periodo de
generacion de 6-8 horas. La temperatura de desarrollo Optimo para serovariedades
patdgenas oscila entre los 29-30° C, afectando su supervivencia temperaturas inferiores a 7°
C o superiores a 34° C. El pH optimo para su desarrollo es ligeramente alcalino de 7.2 a
7.6, un pH inferior a 6 o superior a 8 inhibe su desarrollo (Rance, 2004). Es una bacteria
acuatica altamente sensible a la desecacion, la humedad es un aspecto importante para su
persistencia, son también sensibles a los detergentes, medios acidos y a la presencia de

otros microorganismos (Radostits ef al., 1999).

1.1.4 Requerimientos nutricionales

La principal fuente tanto de carbono como de energia son los acidos grasos regularmente de
12-18 carbonos. La energia es liberada por B-oxidacion, no pudiendo usar azlcares o
aminoacidos como fuente de energia (Brooks et al., 2004). Curiosamente su principal
fuente de energia es también toxica, por esta razon los medios de cultivo utilizados para su
aislamiento requieren de un detoxificante para lo cual regularmente se ocupa la albumina
bovina sérica con acidos grasos en forma de complejos de sorbitol (Tween), una mezcla de

glicerol, iones de amonio y vitaminas como cianocobalamina (Vitamina B12), tiamina



(Vitamina B1), hierro, calcio, magnesio (Adler y de la Pefia-Moctezuma, 2009). Las
leptospiras desarrollan en medios especiales para su cultivo “in vitro” como los medios
Fletcher, de Stuart y Korthof los cuales son suplementados con 10% de suero de conejo en
soluciones de una mezcla de peptonas, vitaminas y electrolitos, pudiendo ser solidos,
semisolidos y liquidos. El medio EMJH (Ellinghausen-Mc-Cullough modificado por
Johnson y Harris), es el medio de eleccion (Faine et al., 1999; Doern, 2000). Los medios de
cultivo pueden ser selectivos para leptospiras al adicionar neomicina o 5-Fluoracilo ya que
a diferencia de la mayoria de los procariontes, las leptospiras no incorporan pirimidinas
exdgenas como el 5-fluoruracilo (Birbestein y Zee, 1990). Leptospira en medio liquido
desarrolla una leve turbidez; en medio semisolido el desarrollo se concentra en un disco
llamado zona de Dinger de aproximadamente 0.5 cm correspondiente al nivel de la tension

de oxigeno Optima para estos microorganismos (Rance, 2004).

1.1.5 Héabitat natural

El habitat natural de leptospiras patogenas es el tubulo renal de animales que funcionan
como su reservorio o huésped definitivo. También pueden sobrevivir en estanques, rios,
lodos, generalmente cuando la temperatura ambiental es himeda, templada y ademas el pH
es neutro o ligeramente alcalino; son destruidas por la desecacion, congelacion, calor (50°
C durante 20 minutos), sales biliares, detergentes, medios acidos (Birbestein y Zee, 1990;

Quinn et al., 2002).

1.1.6 Mecanismos de patogenicidad

Motilidad y adherencia: Como resultado del endoflagelo y la arquitectura celular de las
espiroquetas, estas poseen una motilidad Gnica comparada con el resto de las bacterias, sin
embargo, no hay pruebas experimentales que comprueben que la motilidad de estos
microorganismos en forma de un tirabuzoén pueda ser importante para la entrada y
diseminacion del microorganismo al huésped (Greenberg y Canale, 1977). Las leptospiras

se adhieren a las superficies de células de mamiferos, aunque el mecanismo preciso no es



del todo claro. Leptospira puede adherirse a la superficie de células epiteliales; sin embargo
la adherencia causa poco o ningin dafio a la célula: estos estudios se basan en las
observaciones de infecciones experimentales a través de microscopia electronica (Bolin y

Prescott, 1999).

Toxinas: Los signos clinicos de leptospirosis incluyendo fiebre, depresion, hemorragias
petequiales difusas y neuropatias sugieren un mecanismo toxico; sin embargo, el papel de
estas toxinas potenciales “in vivo” no es claro. Las leptospiras pueden producir fosfolipasas
las cuales pueden causar dafno a los eritrocitos y otras membranas celulares (Lee et al.,

2002)

Persistencia a la infeccion: La persistencia del microorganismo es importante para la
enfermedad, en animales que no mueren por leptospirosis aguda. Las leptospiras pueden
persistir en pequefios numeros en ciertos tejidos que son sitios inmunologicamente
privilegiados, estos tejidos incluyen los tibulos renales proximales, cerebro, cdmara
anterior del ojo y tracto genital de bovinos y porcinos. En el rifidon el desarrollo continua

exponencialmente alrededor de 21-28 dias después de la infeccion (Faine et al., 1999).

En organos donde en situaciones normales no circulan anticuerpos, las leptospiras
persisten, se multiplican y a partir de aqui pueden eliminarse y trasmitirse a otros animales,
principalmente por la orina. Las leptospiras en los tejidos son relativamente no
inflamatorias por lo que atrae una escasa atencion por parte de los fagocitos. Las
leptospiras, al igual que otras espiroquetas in vivo, regulan la produccion de proteinas de
membrana externa contribuyendo a la disminucion de antigenos disponibles bajo estas

circunstancias (Haake et al., 1991).

Una propiedad universal de las espiroquetas patdogenas es la habilidad para causar infeccion
crénica, un mecanismo propuesto mediante el cual éstas logran persistir en el huésped, es la

evasion de la respuesta inmune disminuyendo la expresion de PMEs (Radolf, 1994).



Evidencias indican que LipL36 se expresa de forma diferencial durante el crecimiento en
cultivos de L. kirschneri: en la fase logaritmica temprana se expresa en grandes cantidades,
pero decrece en la fase logaritmica media. Una interpretacion de este dato es que la
expresion de LipL36 es regulada hacia abajo durante la fase logaritmica tardia (Haake et
al., 1998). Analisis para evaluar la respuesta inmune humoral durante la infeccion por L.
kirschneri a LipL36 sugieren que la expresion de esta proteina es regulada hacia abajo

(Haake et al., 1998).

Lipopolisacarido (LPS): Es el principal antigeno de superficie de Leptospira y pudiera
contribuir a la patologia asociada con la enfermedad. Presenta una gran similitud al LPS de
una tipica bacteria Gram negativa sin embargo, es al menos diez veces menos toxico para
animales o células, aun cuando tiene grandes similitudes estructurales, bioquimicas e
inmunologicas. El LPS de Leptospira puede activar macrofagos y linfocitos B e inducir la
produccion de anticuerpos serovariedad especificos (Isogai et al, 1990). Al parecer los
lipidos del LPS participan en la presentacion de hemorragia, los defectos de coagulacion,
citotoxicidad, agregacion de plaquetas, liberacion de ATP y de serotonina (Isogai ef al.,

1990; Faine et al., 1999)

Proteinas Lig: Las proteinas Lig se encuentran en diferentes especies de bacterias y son
parecidas a las inmunoglobulinas: fueron originalmente identificadas en E. coli y Y.
pseudotuberculosis (Hamburger ef al., 1999). Los genes /ig son interesantes ya que estudios
de patogénesis indican que las proteinas codificadas por los mismos son clave para la
virulencia de ciertos microorganismos, ya que son los determinantes involucrados en la
interaccion huésped-patdgeno. Estudios de genomas secuenciados han demostrado que
especies patogenas de Leptospira contienen ligd, ligB y ligC, los cuales estdn ausentes en
leptospiras no patdogenas como L. biflexa (Matsunaga et al., 2003). Hay una fuerte
evidencia que LigA es expresada durante la infeccion, sin embargo, varias cepas de
leptospiras patdgenas no contienen /igA lo cual puede indicar que /igd y ligB son genes
redundantes (Croda et al., 2008). Estudios demuestran que los genes /igB se encuentran en

todas las leptospiras patdgenas estudiadas hasta la fecha sugiriendo un importante o quizas



esencial papel en su virulencia (McBride ef al., 2008). El papel que juega LigC en la
virulencia no es aun claro ya que en algunas serovariedades es un pseudogen (Matsunaga et
al., 2003). Cepas virulentas de L. interrogans y L. kirschneri expresan altos niveles de
proteinas Lig en cultivos atenuados (Matsunaga et al., 2003). Se encuentran ubicadas en la
superficie de la bacteria (Matsunaga, 2003). Las proteinas Lig median la interaccién con
multiples proteinas de la matriz extracelular incluyendo fibronectinas, fibrinogeno 'y
colageno, varios estudios indican que las proteinas Lig son inmunogenicas en modelos

animales de leptospirosis (McBride et al., 2008).

1.1.7 Proteinas de membrana externa (PMES)

Las leptospiras presentan proteinas transmembranales de baja densidad y las lipoproteinas
que al igual que en otras bacterias Gram negativas se encuentran en grandes cantidades, las
cuales en su mayoria estdn conservadas entre las diferentes serovariedades patogenas

(Haake y Matsunaga, 2005).

LipL32: En Leptospira ha sido referida como la principal PME debido a que es la mas
abundante en el microorganismo completo. En el perfil de proteinas es la de peso molecular
de 32 kDa y es la banda mas prominente, previamente denominada Proteina 1 o (Hapl)
proteina asociada a hemolisis (Haake ef al., 2000). Es la principal PME demostrada en
diversos serogrupos, la reactividad cruzada de las PME entre leptospiras confirma el
resultado de un andlisis comparativo de secuencias de genes que codifican para OmpL1,
LipL32 y LipL41 de 38 cepas representativas, pertenecientes a las principales especies
patdgenas de Leptospira: L. interrogans, L. kirschneri, L. noguchii, L. borgpetersenii, L.
santarosai y L. weilii. Las secuencias de aminodcidos de LipL.32 en las diferentes especies
exhiben una identidad del 99.1%. La secuencia de aminoacidos de LipL41 y OmpL1 fue
mas variable que la de LipL32; sin embargo son relativamente mdas conservadas

comparadas con PME de otras bacterias patégenas (Haake y Matsunaga, 2005).



En infecciones de tipo experimental de leptospirosis en hamsteres se demostrd que en tejido
de rifién y suero LipL32 es expresada durante la infeccion en mamiferos (Haake et al.,

2000).

OmpL1l: Su denominacion se refiere a que fue la primera PME transmembranal
identificada: es una porina trimérica. Estudios de ELISA basados en LipL32 y OmpLl
recombinantes indican que en un alto porcentaje de pacientes con leptospirosis hay
anticuerpos presentes contra estos dos antigenos (Flannery ef al., 2001). La exposicion de
OmpLl1 en la superficie de Leptospira ha sido demostrada por técnicas inmunoldgicas en
microscopio electronico (Haake ef al., 1993). Estudios basados en la cristalografia de PME
de E. coli y el andlisis de la secuencia de aminoacidos de OmpL1 predijeron que contenia

segmentos transmembranales en una conformacion 3 (Haake et al., 1999).

LipL45: Se cree que es una proteina de 39.8 kDa después de ser removido el péptido senal.
Sin embargo, la discrepancia entre la prediccion de la masa molecular de la proteina (39.8
kDa) y la aparente masa molecular (45 kDa) es similar a la observada con otras
lipoproteinas de espiroquetas, no se descarta la posibilidad de que LipL45 es pos-
traduccionalmente  modificada. LipL45 fue detectada mediante ensayos de
inmunohistoquimica en rifiones de hamsteres con leptospirosis infectados

experimentalmente (Matsunaga ef al., 2002).

OmpL1l y LipL41l: Son antigenos conservados entre diferentes especies patogenas de
Leptospira por lo que son candidatos para vacunas, ambas proteinas son expresadas durante
la infeccion experimental (Barnett ef al., 1999).

En estudios realizados por Haake et al (1999) las proteinas OmpLl y LipL4l
recombinantes fueron expresadas como proteinas de membrana y se examind su potencial
inmunoprotector solas y en combinacién, demostrandose que juntas proveen niveles
significantes de proteccion en hamsteres desafiados con Leptospira kirschneri. Estos
resultados dieron la primera evidencia de la viabilidad del uso de PMEs como vacunas en la

proteccion contra leptospirosis La inmunizacion de hamsteres con fracciones de membrana



de E. coli conteniendo una combinaciéon de OmpLl y LipL41 demostré que provee
proteccion significativa contra el desafio con L. kirschneri serovariedad Grippotyphosa. A
los 28 dias de post inoculaciéon en animales vacunados con ambas proteinas la
sobrevivencia fue del 71%, comparado con el grupo control que fue del 25%. Con base en
los ensayos histologicos, serologico y microbioldgicos, no hubo evidencia de infeccioén en
los sobrevivientes vacunados: el efecto protectivo de inmunizacion con OmpL1 y LipL41

fue sinérgico (Haake et al., 1999).

LipL36: Es expresada en altos niveles por cultivos de L. kirschneri pero no es detectable en
rifones de hamsteres infectados con organismos derivados de huéspedes infectados.
LipL36 es un antigeno prominente de la membrana externa de cultivos de L. kirschneri, su
expresion no ha sido detectada en rifiones de hamsteres infectados por inmunohistoquimica,
indicando que esta proteina se regula hacia abajo in vivo (Barnett ef al., 1999). LipL36 es
una proteina de membrana externa con una masa molecular de 36 kDa. Se ha demostrado
que se encuentra anclada a una porcion de la membrana interna y se extiende hasta la

membrana externa por lo tanto es localizada en el periplasma (Haake ez al., 2000).

Esta proteina ha mostrado ser expresada por especies de leptospiras creciendo in vitro pero
no en huésped (Barnett et al., 1999) disminuyendo su expresion a 37° C y a bajas
concentraciones de hierro (Cullen et al., 2002). Basados en los hallazgos, LipL.36 puede ser
una util herramienta para estudiar la adaptacion de especies patogenas de Leptospira en el

ambiente del huésped (Haake et al., 1998).

GspD: El GrILLEP ha estudiado algunas de las proteinas que conforman el llamado
sistema de secrecion tipo II (T2S), en particular la secretina GspD, una proteina ubicada en
la superficie de la membrana externa, conservada entre diferentes serovariedades patdogenas
de Leptospira, expresada durante la infeccion y perteneciente al T2S; el principal sistema de
secrecion en bacterias Gram negativas (Mena-Bafiuelos, 2006; Alcaraz-Sosa, 2008;

Rodriguez-Reyes 2008).
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1.2 Leptospirosis

1.2.1 Breve historia de leptospirosis

La leptospirosis frecuentemente es relacionada con ictericia, desde la época donde se creia

que la medicina s6lo se explicaba como fendmenos magicos o bien fendémenos religiosos.

En épocas muy remotas se consideraba que, cuando el ri6 acarreaba plantas amarillas,
aparecia la ictericia en cierto lugar (Faine ef al., 1999). Los papiros médicos en Egipto
hacen alusiéon a cuadros clinicos que recuerdan a los sintomas de la leptospirosis; sin
embargo, la primera descripcion en forma detallada de la enfermedad en el hombre fue
realizada por el médico aleman Adolf Weil en 1886 entre trabajadores agricolas alemanes,
este trabajo fue completado por Vasilef dos afios mas tarde. En humanos esta enfermedad
es conocida como la enfermedad de Weil causada por las sarovariedades
Icterohaemorrhagiae y Copenhageni de Leptospira interrogans (Faine et al.,1999; Erosa,

2001).

El agente etioldgico de leptospirosis fue observado por vez primera en 1907 por Stimson en
el rifion de un paciente diagnosticado con fiebre amarilla a este agente lo nombro
“Spiroqueta interrogans” por sus terminaciones en forma de gancho (Farrar, 1991). El
primer aislamiento en cultivo puro del agente causal de leptospirosis se realiz6 en 1914 por
R. Inada y G. Ido llamandolo “L. icterohaemorrhagiae”. La primera publicacion de su
morfologia se atribuye a Hideo Noguchi en el afio de 1918 en Guayaquil Ecuador, a la cual
llamo6 “Leptospira icteroides” dedicandose a describir la estructura de las leptospiras
mediante el microscopio Optico y compardndolas tanto microscoOpicamente como
serologicamente con otras espiroquetas (Noguchi, 1920; Faine et al., 1999). En 1919
Noguchi realizé los primeros estudios sobre leptospirosis en Yucatan, México describiendo
el primer caso en humanos. En 1921 Pérez Grovas confirm¢ los estudios del Dr. Noguchi
pero en el estado de Veracruz, en 1958 en Yucatan ocurri el primer brote epidémico en

México (Varela y Roch, 1965).
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En medicina veterinaria Saiz emplea la prueba de aglutinaciéon microscopica para la
deteccion de la enfermedad en la especie bovina (Saiz, 1962). De 1930 a 1969, Varela y
colaboradores realizaron estudios serologicos sobre leptospirosis, en diferentes partes de la
Republica Mexicana involucrando a humanos y algunas especies animales, resultando en
humanos las serovariedades mas frecuentes Icterohaemorrhagiae, Pomona y Canicola, las
zonas mas afectadas fueron las del centro y sureste del pais. Un aspecto relevante de los
estudios de Varela y colaboradores es la importancia de los animales domésticos en la
epidemiologia de la enfermedad, ya que pueden sustituir al reservorio natural para los
humanos tanto en area rural como urbana (Varela et al, 1958). En 1975 la Secretaria de
Salud y Asistencia inform6 que se detectaron muestras positivas en ratas en Veracruz,
Tabasco, Peninsula de Yucatan, Tampico y Mazatlan (Erosa, 2001). Sin embargo, estudios
realizados en 2002 indican que hay una amplia diversidad de serovariedades presentes en la
republica son aun las serovariedades mencionadas las que se han mantenido prevalentes

(Vado et al., 2002).

Debido a que frecuentemente se descubren nuevas serovariedades de Leptospira, la
leptospirosis ha tomado diferentes denominaciones, las cuales han sido utilizadas para
describir la enfermedad producida por estos microorganismos segin sus caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas, territoriales, especies afectadas o estacionalidad. So6lo por
mencionar algunas denominaciones en humanos tenemos: enfermedad de Weil, ictericia
espiroquetosica, ictericia infecciosa, ictericia catarral epidémica, fiebre de otofio de Japon,
fiebre de los pantanos, gripa de estio, fiebre de las aguas, enfermedad de los arrozales,
meningo-tifo esporddico y fiebre amarilla mediterranea. En caninos, fiebre tifoidea de los
perros, enfermedad de Stuttgart; en porcinos, enfermedad de las piaras o de las porquerizas

(Hagan y Bruner, 1961; Erosa, 2001; Faine et al., 1999).

1.2.2 Epidemiologia

La leptospirosis es considerada como una enfermedad de gran importancia en animales de

produccion, debido a las pérdidas econdmicas que ocasiona en diferentes paises; como
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consecuencia de abortos, nacimiento de animales débiles, mortinatos, infertilidad, agalactia,
entre otras; por otro lado, como un riesgo de zoonosis en personas expuestas de manera
directa e indirecta a animales infectados o a sus excreciones (Barthi et al., 2003). La
leptospirosis es una enfermedad infecciosa y contagiosa, de presentacion clinica muy
variada, es reconocida como la zoonosis mas difundida en el mundo es mas frecuente en
climas templados y humedos, aunque se ha encontrado a nivel mundial algunas
serovariedades que se limitan a ciertas regiones geograficas (Farrar, 1991; OIE, 2005). Para
la persistencia de leptospiras patogenas en la naturaleza es esencial la presencia tanto de

animales domésticos como silvestres (Acha y Szyfres, 1986).

La clave principal en la epidemiologia de la leptospirosis es la existencia de los animales
portadores, en los que Leptospira coloniza los tibulos proximales del rifion y los animales
diseminan al microorganismo con la orina, provocando infeccion de manera directa o
indirecta a otros animales o al humano (Adler y de la Pefia-Moctezuma, 2009). La infeccion
en el humano es accidental, regularmente por el contacto con agua o materiales
contaminados con excreciones de animales. En todo el mundo la rata es la fuente mas
comun de infeccion humana, sin embargo otros roedores, perros, cerdos y bovinos también
acttian como fuente de infeccion al humano y a otros animales. La transmision de persona a

persona es rara (Brooks et al., 2004).

Dos factores epidemioldgicos son importantes y dificultan el control efectivo de
leptospirosis: el primero, es que el microorganismo puede establecer una relacion de
reservorio o huésped definitivo con diferentes animales, persistiendo por periodos
prolongados en tubulos renales con dafio renal moderado; segundo, los animales silvestres
(tanto huéspedes accidentales como reservorios) representan un factor importante para la
re-infeccion continua de poblaciones de animales domésticos (Farrar, 1991). Asi algunas
serovariedades estan adaptadas a un huésped de mantenimiento en particular, aunque
potencialmente pueden causar enfermedad en cualquier especie de mamiferos. Un animal

infectado con una serovariedad adaptada al huésped es un huésped de mantenimiento o
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reservorio y la exposicion de animales susceptibles a serovariedades no adaptadas al

huésped pueden producir una enfermedad accidental o incidental (Radostists et al., 1999).

Las serovariedades se comportan de manera diferente dependiendo si el huésped es de
mantenimiento o accidental. Un huésped de mantenimiento se caracteriza por: alta
incidencia a la infeccion (30-50%), transmision endémica a la especie del huésped,
tendencia a sufrir una enfermedad cronica y subclinica (en lugar de aguda y clinica),
persistencia de la serovariedad en los rifiones principalmente, respuesta de anticuerpos baja
en la prueba de aglutinacion microscopica, eficacia baja de la vacunacion (Cuadro 2). En
contraste, un huésped accidental se caracteriza por una incidencia relativamente baja para la
infeccion, pero con patogenicidad alta para el huésped, tendencia a sufrir una enfermedad
aguda (en lugar de crdnica), transmision esporadica en la especie del huésped y adquisicion
de la infeccion de otra especie, fase renal corta, respuesta de anticuerpos intensa y
finalmente las vacunas resultan mas eficaces para prevenir la infeccion (Bolin y Prescott,

1999).

En humanos hay una asociacion ocupacional con la incidencia de leptospirosis en grupos
que se encuentran expuestos al agente, tales como los trabajadores de arrozales,
canaverales, minas, alcantarillados, mataderos, cuidadores de animales y médicos

veterinarios (Acha y Szyfres, 1986).

Cuadro 2 Reservorios comunes de serovariedades de Leptospira (Barthi, 2003)

Reservorio Serovariedades cominmente aisladas
Porcinos Pomona, Tarassovi
Bovinos Hardjobovis, Hardjoprajitno, Pomona
Equinos Bratislava
Caninos Canicola
Ratas y ratones Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Ballum, Arborea y Bim
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1.2.3 Patogenia

La patogenia de leptospirosis esta relacionada con la serovariedad y con la susceptibilidad
del huésped; tanto en huéspedes accidentales como en huéspedes de mantenimiento la
patogenia es similar. El microorganismo penetra a través de las membranas mucosas de la
boca, conjuntiva, tracto genital o a través de pequefias abrasiones de la piel reblandecida
por agua; sin embargo, resulta poco probable que el microorganismo penetre por piel
intacta. Las infecciones fetales ocurren por la invasion directa de la placenta de la madre al
feto en algunas etapas de la gestacion (Faine et al.,, 1999). Después de un periodo variable
de incubacion (4-20 dias), las leptospiras circulan en la sangre por aproximadamente 7 dias.
Durante este periodo las leptospiras se replican en los tejidos, colonizando principalmente
higado, rifion, pulmon, tracto genital y sistema nervioso central. Otros tejidos y organos
comunmente afectados incluyen musculo, ojos y meninges donde producen dafios
degenerativos, la vasculitis es la lesion primaria (Radostits et al., 1999).

Después de 10 dias de iniciada la infeccion, se presentan anticuerpos séricos. Posterior al
desarrollo de anticuerpos, las leptospiras pueden permanecer en los tubulos renales de
huéspedes accidentales sélo por periodos cortos y diseminarse por la orina por pocos dias o
varias semanas. En contraste con los huéspedes de mantenimiento en los cuales el
microorganismo permanece por meses o afios, principalmente en tubulos renales, tracto
genital y en menor proporcién el sistema nervioso central y ojo. La localizacion y
persistencia de Leptospira en hembras gestantes puede resultar en infeccion fetal con
subsecuente aborto, mortinatos o neonatos débiles (Bolin y Prescott, 1999; Faine et al.,

1999).

Las lesiones de leptospirosis incluyen dafio a los endotelios que conducen al escape de
eritrocitos y plasma a los tejidos, para dar origen a una hipoxia secundaria. Aun no es claro
como Leptospira produce lesion y enfermedad: varios mecanismos de patogenicidad han
sido propuestos como importantes para el desarrollo de la leptospirosis, incluyendo
motilidad y adhesion, toxinas bacterianas (fosfolipasas), persistencia de la infeccion con

dafio a los tejidos mediado por la respuesta inmune (Bolin y Prescott, 1999).
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1.2.4 Signos clinicos

El humano es susceptible a diferentes serovariedades de Leptospira, el periodo de
incubacion es regularmente de 1-2 semanas. Las manifestaciones clinicas son variadas con
diferente grado de severidad, la mayoria de las infecciones ocurre de forma inaparente o
subclinica. Si su presentacion es de manera clinica se puede presentar en dos tipos: ictérico
y anictérico. En pacientes con leptospirosis un 90% tiene la forma anictérica y un 5-10%

presentan la forma ictérica (Farrar, 1991).

La descripcion clasica de leptospirosis ictérica en humanos corresponde a la llamada
enfermedad de Weil, en la cual los signos se presentan de forma brusca como una
enfermedad febril aguda caracterizada por dolor de cabeza, rigidez del cuello, mialgias,
diarreas, constipacion, la postracion puede ser marcada y comuinmente se presentan

petequias en la piel ( Acha y Szyfres, 1986).

Regularmente los pacientes gravemente ictéricos presentan insuficiencia renal, hemorragias
y colapso cardiovascular; la orina es habitualmente anormal se presenta proteinuria y

hematuria (Farrar, 1991).

En animales los signos son también altamente variables y pueden tener una presentacion
aguda o crdnica y cuando se presenta en forma subclinica representan un riesgo de salud

publica.

La mayoria de las infecciones por Leptospira tienen un curso asintomatico, las formas
clinicas son raramente observadas. Las infecciones clinicas se presentan principalmente en
perros, bovinos y cerdos, y en ocasiones en caballo, cabras, ovinos, excepcionalmente se

presenta en gatos (Biberstein y Zee, 1990) (Cuadro 3).
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Cuadro 3 Descripcidon de los principales signos y lesiones de leptospirosis
en animales domésticos

Huésped

Signos clinicos y lesiones

Bovinos

Puede provocar enfermedad de curso agudo, subagudo o crdénico. La leptospirosis
aguda afecta principalmente a terneros presentando signos de fiebre, septicemia,
anorexia, apatia, hemoglobinuria, ictericia, anemia, taquicardia, disnea (Pomona,
Canicola, Gryppotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Ballum). En adultos la leptospirosis
regularmente es subclinica, la forma aguda es caracterizada por una marcada
disminucion de la produccion lactea, presentandose mastitis (Hardjobovis,
Hardjoprajitno). Regularmente el sintoma relevante de leptospirosis en la presentacion
aguda, subaguda en esta especie es la presencia de abortos en cualquier etapa de la
gestacion (Acha y Szyfres, 1986; Bibertein y Zee, 1990; Radostits et al., 1999).

Porcinos

La leptospirosis cronica es la mas comin en esta especie caracterizada por abortos y
una incidencia alta de mortinatos (Pomona, Tarassovi, Bratislava). La leptospirosis
aguda en cerdos resulta una enfermedad fatal, con reacciones febriles, ictericia,
hemoglobinuria, convulsiones y trastornos gastrointestinales, se ha encontrado en
algunos animales meningitis y signologia nerviosa (Canicola, Icterohaemorrhagiae,
Copenhageni) (Acha y Szyfres, 1986; Quinn ef al., 2002).

Caninos

La infeccién puede variar desde una forma asintomatica siendo la mas comun
(Canicola), hasta presentar signos graves; en la forma hemorragica se presenta rigidez,
mialgias, ulceras en membranas mucosas y piel, manifestada por epistaxis, melena y
vomito (Pomona, Gryppotyphosa, Icterohaemorrhagiae). La forma aguda afecta a
cachorros jovenes, produciendo fiebre sin signos aparentes y normalmente es mortal en
corto tiempo. En la forma ictérica son afectados individuos adultos con mialgias,
astemia, deshidratacion, emesis y disfuncion renal. En la forma urémica, se encuentra
asociada con extenso dafio renal, regularmente se observa estomatitis ulcerativa y
halitosis (Birbestein y Zee, 1990; Rance, 2004).

Gatos

Los gatos muy rara vez sufren de leptospirosis clinica, sin embrago, si han sido
reportadas infecciones con presentacion clinica, tales casos se asocian a animales con
estado inmunodeficiente (Quinn et al., 2002).

Equinos

Los equinos raramente presentan la enfermedad clinica, pero pueden presentar un
cuadro clinico similar al del ganado, con mortinatos y aborto (Pomona). El principal
signo caracteristico de leptospirosis cronica en caballos es una forma de uveitis
recurrente llamada “oftalmia periddica” (Bratislava, Pomona) (Quinn et al., 2002).

Ovinos y

Caprinos

En los pequefios rumiantes la leptospirosis es parecida a la que se observa en los
bovinos, sin embargo la presentacion clinica es de menor frecuencia en estas especies
(Hardjobovis, Pomona, Gryppotyphosa) (Birbestein y Zee, 1990).

Roedores

Los roedores silvestres no manifiestan signos o lesiones actuando como los principales
acarreadores de la enfermedad (Ballum, Australis, Icterohaemorrhagiae, Copenhageni,
Autumnalis, Bataviae). Sin embargo en el estudio de leptospirosis de forma
experimental, el hamster ha mostrando signos de pérdida de peso, pelo hirsuto,
postracion, nefritis intersticial, neumonia hemorragica, hepatitis (Pomona,
Icterohaemorrhagiae, Canicola, Gryppotyphosa) (Faine et al., 1999; Quinn et al., 2002).
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1.2.5 Diagnostico

Al ser los signos de leptospirosis tan variables, la enfermedad resulta de dificil diagnostico
clinico. Regularmente el diagndstico de laboratorio se vuelve necesario para su
confirmacion: muestras de sangre, orina y tejidos de fetos abortados son ftiles para el
aislamiento del microorganismo. Sin embargo, las técnicas mas comunmente usadas para el

diagnostico son seroldgicas y en menor grado microbiologicas y moleculares (Cuadro 4)

(Ledn, 2005).

Cuadro 4 Ventajas y desventajas de las pruebas utilizadas cominmente para el
diagndstico de leptospirosis (WHO y ILS, 2003)

PRUEBA VENTAJAS DESVENTAJAS
No contribuye a un diagnostico rapido y
Cultivo Prueba diagnostica definitiva para temprano de la enfermedad.
demostracion de leptospirosis Costo elevado, muy lento y de baja
sensibilidad.
Mantener paneles de leptospiras vivas,
potencial riesgo biologico.
L Técnica laboriosa principalmente cuando el
Aglutinacion Alta especificidad anel es largo
Microscopica (AM) P p £0-

Los anticuerpos pueden no ser detectados
cuando la cepa causante no se encuentra
presente o al inicio de la enfermedad.

Campo oscuro

De gran utilidad para observar
leptospiras en cultivo o en la prueba
de AM.

El reconocimiento de leptospiras es dificil
particularmente cuando hay poca cantidad
o a la presencia de artefactos por ejemplo
fibrina en sangre puede ser confundida con
leptospiras.

Los resultados de campo oscuro siempre
requieren de otra prueba confirmatoria.

Detecta anticuerpos clase [gM en
fases tempranas de la enfermedad,

Son menos especificas que AM.
Puede haber reaccion cruzada con otras

ELISA pudiendo ser indicativo de infeccion | enfermedades.
reciente, en contraste con AM esta Regularmente los resultados de ELISA
prueba si puede ser estandarizada. deben ser confirmados por AM.
Requiere equipo especial de laboratorio.
Puede arrojar falsos positivos en la
Puede ser una prueba de diagndstico | presencia de DNA contaminante.
PCR rapida en fases tempranas de la La validacion de la PCR puede arrojar
enfermedad. falsos negativos en la presencia de
inhibidores, depende esencialmente de los
controles incluidos en la prueba.
. . Se puede observar al Se puede confundir con otros artefactos.
Inmunohistoquimica

microorganismo de manera directa.

Requiere de personal calificado.
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Las técnicas serologicas nos dan un acercamiento para el diagnostico valorando la respuesta
inmune del individuo que ha sido expuesto al microorganismo, la prueba de referencia

mundial y la més utilizada es la Aglutinacion Microscopica (AM) (Myers, 1985).

1.2.6 Control y prevencion

Generalmente el método de control en los bovinos, porcinos y caninos, ha sido la
inmunizacion con bacterinas que contengan organismos completos de serovariedades
patogenas, utilizando bioldgicos con serovariedades presentes en cierta region. La
inmunidad de un animal hacia una serovariedad en particular, no la protege necesariamente
de la infeccion por otra (Radostits ef al., 1999). En México se cuenta con bacterinas de 2 y
hasta 12 serovariedades. Los programas de vacunacién y control de leptospirosis se
orientan a la especie bovina de cualquier raza y funcidén zootécnica, a caninos y porcinos
(Cuadro 5). Las bacterinas que se utilizan son suspensiones de una o mas serovariedades,
cuya presencia se ha demostrado en México por métodos serologicos y practicamente no
por aislamiento e identificacion. Tales suspensiones son inactivadas de forma tal, que
conserven sus caracteristicas inmunogénicas; estos productos pueden contener alglin

conservador (NOM-038-ZO0O-1995).

Cuadro 5 Serovariedades utilizadas frecuentemente para elaborar bacterinas

Especie Serovariedad

Bovino Wolffi, Hardjo, Bratislava y Grippotyphosa

Cerdo Canicola, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Hardjo y Pomona
Canino Canicola e Icterohaemorrhagiae

La produccion de anticuerpos estimulados por bacterinas tradicionales esté dirigida hacia el
LPS en la membrana externa. Los anticuerpos contra el LPS de Leptospira son
considerados protectivos en ciertas especies animales; sin embargo, la proteccion que

genera es serovariedad especifica y de corta duracion (Haake y Matsunaga, 2005).
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En contraste al LPS se cree que las PMEs son altamente conservadas. Por esta razon hay un
intenso interés en dichas proteinas para desarrollar vacunas efectivas para la proteccion de
individuos en riesgo asi como una prueba serodiagndstica precisa (Haake y Matsunaga,
2005).

En la evaluacion de la capacidad inmunoprotectora de PMEs de Leptospira, un aspecto
potencialmente importante de inmunogenicidad es la asociacion que tienen estas proteinas
con la membrana externa de la bacteria. Las PMEs que se encuentran expuestas en la
superficie de Leptospira estan potencialmente involucradas en la patogenia debido a su
localizacion entre el microorganismo y el huésped. Actualmente el enfoque de la
investigacion en Leptospira ha sido identificar proteinas que sean relevantes en la
patogénesis de este microorganismo y la inmunidad del huésped. Hasta la fecha el método
mas directo disponible para evaluar la relevancia de algunas proteinas en la patogénesis de
Leptospira, ha sido determinar si la inmunizacion con determinada proteina es capaz de

alterar el proceso de enfermedad en un modelo animal (Haake et al., 1999).

1.3 Sistemas de secrecién

Los sistemas de secrecion son un conjunto de estructuras moleculares que le permiten a una
proteina sintetizada en el citoplasma salir al espacio extracelular por medio de tres
procesos, 1-Translocacion; que se refiere al transporte de una proteina a través de
membranas bioldgicas, 2-Secrecion es el transporte de una proteina desde el interior hacia
el exterior de la célula y 3-Exportacion que define el transporte de una proteina desde el
citoplasma hacia el periplasma de bacterias Gram negativas (Desvaux et al., 2004). La
secrecion de proteinas es requerida para muchos procesos del ciclo de vida de las bacterias,
incluyendo biogénesis de organelos, adquisicion de nutrientes y expresion de factores de
virulencia (Thanassi y Hultgren, 2000). La secrecion extracelular de proteinas es
considerada como el principal mecanismo de virulencia en las infecciones bacterianas,
resultados obtenidos desde hace mas de dos décadas han clarificado la vision de la
secrecion de proteinas en bacterias Gram negativas, demostrando que la membrana externa

no es inerte con respecto a tales moléculas, sin embargo, hasta el momento no se
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comprende porque ciertas proteinas son secretadas por una via y no por otra. En bacterias
Gram negativas seis vias de secrecion han sido identificadas hasta la fecha (Sandkvist,
2001). Cuatro de estas vias representan a los sistemas que portan la secuencia sefial que
requiere del Sistema Sec para la translocacion de la proteina desde la membrana interna
hasta el espacio extracelular de la bacteria (Thanassi y Hultgren, 2000). El sistema
chaperona/ usher es considerado como minoritario. (Figura 1).

Recientes estudios funcionales indican que los sistemas de secrecion pueden promover la
virulencia en bacterias patogenas de humanos, animales y plantas la secrecion de proteinas
al medio extracelular las cuales tienen funciones de: toxinas, adhesinas, enzimas
hidroliticas, lipasas, asi como ser de utilidad para la fisiologia de varias bacterias
ambientales: biogénesis de organelos, adquisicion de nutrientes y expresion de factores de

virulencia (Gonzélez y Dreyfus, 2003).

Sistema de secrecidn tipo I: Este sistema realiza la secrecién de toxinas, proteasas y
lipasas principalmente, es regularmente ejemplificado por la secrecion de HylA en E. coli
(Thanassi y Hultgren, 2000). Es una via Sec-independiente (Figura 1), ya que la secrecion
es en un solo paso, la proteina a ser excretada presenta una sefal de secrecion en su
extremo carboxilo la cual no se procesa (Sapriel et al., 2003). Se encuentra constituido por
3 componentes: PME (Proteina de membrana externa) canal en la membrana,
Transportador ABC (ATP Binding cassette) y la Proteina de Fusion (PF) (Letoffe et al.,
1996).

Sistema de secrecidn tipo I11: Este sistema de secrecion es de estructura proteica compleja
va desde la membrana externa hasta la membrana interna, también es una via Sec-
independiente (Figura 1), teniendo un papel central en la patogenicidad de diversos
microorganismos, tiene una maquinaria conservada entre diferentes bacterias patdgenas asi
el mismo mecanismo de transporte puede generar una amplia gama de enfermedades. El
ejemplo prototipo es la secrecion de proteinas efectoras denominadas Yops (Yersiniae)
(Buttner y Bonas, 2002). Una de las principales caracteristicas de este sistema, es que

requiere de mas de 20 proteinas que atraviesan la membrana bacteriana y eucarionte, por
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actuar como una jeringa este aparato ha sido denominado inyectisoma (Desvaux et al.,

2004).

Sistema de secrecion tipo 1V: En este sistema, dependiendo de la proteina a ser secretada
puede ser una via Sec- independiente o ser una via Sec-dependiente (Figura 1) (Desvaux et
al., 2004). Es un sistema de transporte versatil que regularmente es relacionado con la
transferencia conjugativa de 4cidos nucleicos, sin embargo, es un sistema que transporta
tres tipos de sustratos: intermediarios de la conjugacion de DNA, sistema implicado en la
secrecion de las subunidades de la toxina de Bordetella pertussis es un sistema de 12
componentes denominados VirBl a B-11 y VirD4. Dentro del Sistema VirB existen
componentes asociados a la MI: ATPasa formando canales y proteinas monoméricas
incluyendo primasas y RecA, entre otras (Christie y Vogel, 2000). Recientemente, este
sistema ha sido dividido en dos subclases tipo IVa: que corresponden a los que contienen
homologos de VirB en Agrobacterium tumefaciens y tipo IVb correspondientes a los

sistemas homologos de un pldsmido de Shigella flexneri (Incl Collb-P9) (Burns, 2003).

Sistema de secrecion tipo V o Autotransportadores: En cuanto a la terminologia de la
clasificacion este sistema se conoce como via de secrecion tipo V sin embargo, se concluyo
que el nombre de autotransportador es el que mejor describe al sistema (Gonzélez y
Dreyfus, 2003). Los autotransportadores (Figura 1), ayudan en la exportacion de proteasas,
toxinas, adhesinas e invasinas. Es una via Sec-dependiente, no requieren factores
adicionales ya que dirigen su propia exportacion. El extremo carboxilo terminal dirige la
secrecion de la region amino terminal a través de la membrana externa, el prototipo de este
sistema es la secrecion de la proteasa IgA1 de Neisseria gonorrhoeae. Donde la proteina a
secretarse presenta 3 regiones funcionales: la secuencia sefial amino terminal, el dominio

pasajero y dominio 3 carboxilo-terminal (Henderson y Nataro, 2001).
Via chaperona/usher: Es un proceso conservado para ensamblar fimbrias en la superficie

de las bacterias Gram negativas e involucra a una proteina de membrana externa

denominada usher, una chaperona periplasmica y una subunidad de fimbria (Sauer et al.,
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2004). Esta via secreta estructuras de virulencia como fimbrias P y tipo 1 en E. coli
uropatogena. El ensamble de las estructuras de la fimbria por la via chaperona/usher
frecuentemente ha sido reportada jugando un rol importante en la patogénesis bacteriana,
facilitando la unién al tejido del huésped y la formacion de biofilms (Hull ef al., 1981).

Las subunidades de la fimbria son exportadas individualmente a través de la membrana
interna por el sistema Sec y la region amino terminal de la secuencia sefal es procesada
(Figura 1).

En el periplasma cada subunidad se une a proteinas chaperonas en forma de complejos
solubles, el complejo chaperona-subunidad migra a la proteina usher que se encuentra en la
membrana externa y forma un canal. La chaperona se une a usher y le transfiere la
subunidad. Las chaperonas juegan un rol critico en el ensamblado, estabilizacion y

captacion de las subunidades antes de la polimerizacion en una fimbria (Ruer ef al., 2007).

1.3.1 Sistema de secrecion tipo 11 (T2S)

Es el principal sistema de secrecion de proteinas sintetizadas en el citoplasma bacteriano
que incluyen proteinas como proteasas, pectinasas, enzimas hidroliticas y toxinas, al medio
extracelular. Un analisis a partir de diferentes genomas secuenciados, ha revelado que
genes del T2S son comunes, pero de ninguna manera universales en bacterias Gram
negativas (Cianciotto, 2005). La via de secrecion tipo 2 regularmente es ejemplificada por
la pululanasa de Klebsiella oxitoca (Pugsley et al., 1997). Bacterias como Pseudomonas,
Vibrio y Aeromonas, han sido modelos de estudio para entender el funcionamiento de los
diferentes componentes del T2S, asi como el proceso de secrecion en su conjunto. Es claro
que los componentes del T2S muestran una relacion evolutiva con el aparato que participa
en la sintesis del pili tipo IV (Filloux, 2004).

El T2S es una via Sec-dependiente (Figura 1) en donde la secrecion de proteinas, que
requieren este sistema portan un péptido sefial, que es generalmente una secuencia corta de
aproximadamente 30 aminoécidos (Driessen, 2001)

La secrecion de proteinas sintetizadas en el citoplasma que son transportadas hasta el

espacio extracelular, es un proceso que sucede en dos pasos el cual involucra a un poro de
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translocacion en la membrana interna y un complejo sistema de proteinas ubicado

principalmente en el periplasma y membrana externa (Stathopoulos et al., 2000)

1.3.1.1 Transporte a través de la membrana interna

Muchas proteinas extracelulares, del periplasma y de la membrana interna de bacterias
Gram negativas son sintetizadas en el citoplasma como proteinas precursoras que tienen un
péptido sefial y que son exportadas hacia el periplasma con ayuda de la traslocasa Sec
(Economou, 1998). El poro de translocacion de E. coli consiste en una proteina chaperona
especifica denominada SecB junto con una proteina ATPasa llamada SecA, y un complejo
proteico integral de membrana conformado por seis diferentes subunidades (Figura 2)
denominadas (SecY, SecE, SecD, SecF, SecG y YajC) (Stathopoulos et al., 2000).

Estudios in vivo demuestran que s6lo SecY y SecE son realmente esenciales para el proceso
de translocacion, las otras subunidades solo son requeridas a bajas temperaturas (Danese y
Silhavy, 1998). La chaperona SecB mantiene a la preproteina en un estado competente de
secrecion, funcionando también como un blanco para SecA, la translocacion de la proteina
precursora se inicia por la union de ATP a SecA lo cual promueve la insercion del péptido
sefal y parte de la preproteina al poro de translocacion constituido por SecY, E y G (Doung
y Wickner, 1998). La hidrolisis de ATP libera a SecA de la proteina translocada
parcialmente, la translocacion intermedia es dirigida por una fuerza proton motriz (FPM),
lo cual también promueve la liberacion de SecA; el ATP y la FPM sirven como fuente de
energia para diferentes etapas en el proceso de translocacion, el ATP es esencial para la
secrecion a través de la membrana interna, la FPM sélo es requerida en algunas etapas de
translocacion (Economou, 1998).

Después de la translocacion a través de membrana interna el péptido sefial es cortado por
peptidasas especificas unidas a la membrana, hay tres tipos de peptidasas y cada tipo tiene
un sustrato especifico diferente, una caracteristica unica de este tipo de peptidasas es que
solo corta la secuencia sefial en la membrana interna (Stathopoulos et al., 2000).

Después del proceso proteolitico del péptido sefial por una peptidasa especifica, la
preproteina es usualmente liberada en el periplasma, la estabilidad de la proteina en el

periplasma es extremadamente importante, aqui las proteinas sufren modificaciones como
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la formacion de puentes disulfuro o la oligomerizacién adquiriendo su conformacién nativa

(Stathopoulos et al., 2000).

1.3.1.2 Transporte a través de membrana externa

El segundo paso es la secrecion que es definida como un proceso en que la proteina cruza la
membrana externa hacia el espacio extracelular (Thanassi y Hultgren, 2000). Este proceso
se lleva a cabo mediante el complejo multiproteico denominado Secreton; con base en los
estudios en diversos grupos de bacterias Gram negativas se han identificado genes
esenciales para la secrecion de proteinas a través del T2S que va de 12 a 15 genes (Johnson
et al., 2000).

La mayor parte de las proteinas del T2S se localizan entre la membrana interna y el
periplasma, sélo GspD y GspS son las unicas proteinas de este sistema expuestas en la
superficie de la membrana externa, sin embargo, aun no existe evidencia concluyente sobre
la interaccion de ambas proteinas (Bitter et al., 1998).

Estudios bioquimicos y por microscopia electronica han mostrado que GspD en
Ps.aeruginosa adopta una estructura con una larga cavidad central de aproximadamente 60
A, pero puede tener un didmetro suficientemente amplio como 95 A (Bitter et al., 1998;
Bitter, 2003), para transportar polipéptidos plegados. Esta conservada entre los diferentes
sistemas T2S y existen secretinas homologas, son componentes del sistema de secrecion
tipo 3 y del sistema de biogénesis de pili tipo IV, que es una estructura filamentosa de
adhesion, presente en muchas bacterias patdgenas y que también participa en la movilidad
independiente de flagelo que se da sobre superficies solidas. La secretina PulD en
Klebsiella ha sido caracterizada mostrandose como un complejo con la lipoproteina PulS
(Nouwen et al., 2000; Filloux, 2004).

En géneros bacterianos como Acinetobacter, Aeromonas, Erwinia, Escherichia,
Idiomarina, Klebsiella, Legionella, Methylococcus, Photobacterium, Pseudomonas,
Shewanella, Vibrio, Xanthomonas, Xylela y Yersinia, se ha demostrado la presencia del
T2S, las principales proteinas del secreton que han sido identificadas como importantes
para establecer un complejo multiproteico funcional son CDEFGHIJKLMO (Cianciotto,

2005) (Figura 3). Los diferentes componentes de este sistema posiblemente juegan papeles
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importantes para la secrecion de proteinas relevantes para diferentes procesos fisiologicos,
estructurales y patogénicos en diversas bacterias (Cuadro 6).

Un T2S de 14 a 17 proteinas ha sido detectado en Leptospira y GspD es la tinica proteina
del T2S que se encuentra sobre la membrana externa la cual se ha demostrado es antigénica
(Ren et al., 2003; Nascimento et al., 2004). En las bacterias Gram negativas, se ha
observado que GspD se encuentra localizada sobre la superficie de la membrana externa
como un dodecamero que forma un poro a través de la cual son secretadas hacia el exterior
las proteinas ya plegadas en el periplasma (Thanassi y Hultgren, 2000; Johnson et al.,
2006).

Debido a su localizacion sobre la superficie de las leptospiras, GspD es antigénica, se ha
demostrado la presencia de anticuerpos IgG contra esa proteina en el suero de animales
infectados en forma natural o experimentalmente (Alcaraz-Sosa, 2008). Esto sugiere que
GspD ademas es expresada durante la infeccion (Alcaraz-Sosa, 2008). Por otro lado, el
suero hiperinmune de conejo anti-GspD recombinante ha detectado la presencia de GspD
en preparados de proteinas totales y extractos de membranas externas de diferentes
serovariedades patdgenas de Leptospira mostrando ser un antigeno conservado (Mena-
Bafiuelos, 2006; Alcaraz-Sosa, 2008; Rodriguez-Reyes, 2008). Se ha identificado y
obtenido la secuencia de gspD en la serovariedad apatdogena Patoc de L. biflexa
encontrando una identidad del 64% con su homologo en L. interrogans serovariedad
Copenhageni (Mena-Bafiuelos, 2006). Debido a que la secretina funciona como la principal
via de secrecion bacteriana y es antigénica, se planteo la hipdtesis donde GspD podria
inducir inmunidad en hamsteres contra el desafio con cepas virulentas de Lepfospira. La
presencia del locus gsp tanto en especies patdgenas como en no patogenas del género
Leptospira, podria ser indicativo de la funcionalidad del sistema, tanto para la secrecion de
proteinas con actividad bioldgica productora de dafio en tejidos especificos del huésped,

como para la secrecion de enzimas con actividad metabdlica.
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Proteina

GspD

GspE

GspG

GspL

GspM

GspO

GspS

Cuadro 6 Funcion de las principales proteinas del T2S

Ubicacion
Membrana
externa

Membrana
interna

Membrana
interna  y
periplasma

Membrana
interna  y
periplasma

Membrana
interna  y
periplasma
Membrana
Interna

Membrana
externa

Funcion

Es generalmente denominada secretina, se inserta en la ME, la
comparacion de secuencias en diferentes microorganismos ha
demostrado que el dominio C-terminal es altamente conservado y que
el dominio N-terminal es variable (Nouwen et al., 2000). GspD es una
proteina multimérica que consiste en 12-15 subunidades, en la
mayoria de los casos son extremadamente estables al calor y
resistentes a los detergentes (Bitter ef al., 1998). La multimerizacion
hace posible la formacion de un anillo similar a un poro, las secretinas
han sido comparadas con porinas, sin embargo la presencia de un poro
tan grande en la ME puede conducir a la célula a la muerte, asi esta
estructura se puede abrir y cerrar de una manera controlada (Filloux,
2004).

Se encuentra asociada a GspL y GspM. GspE pertenece a la larga
familia de nucleosidos trifosfato, los cuales energizan procesos de
secrecion através de hidrolisis de NTP (Planet et al., 2001). Todas las
proteinas GspE tienen sitios tipicos de unién a ATP llamadas cajas de
Walker, cominmente se presentan en ATPasas, sintetasas y kinasas
(Johnson et al., 2006).

Forma la pseudopilina principal, las otras subunidades que incluyen
GspH, L, J, K, forman las pseudopilinas menores y son similares a las
subunidades que conforman el pili del sistema de secrecion tipo 1V,
por esta notable similitud las proteinas pertenecientes al T2S que
forman esta unidad han sido llamadas pseudopilinas (Kohler et al,
2004).

La interaccion que tiene con GspE y GspM resulta en una mutua
proteccion contra la protedlisis tanto de GspL como de GspM (Michel
et al., 1998). Actua indirectamente en la hidrolisis de ATP a través de
la interaccion con GspE (Johnson et al., 2006).

Logra la estabilizacion y proteccion de GspL (Michel et al., 1998).

Corta la secuencia lider de la preproteina ubicada en la regiéon amino
terminal (Filloux, 2004)

Es una lipoproteina periférica de la membrana externa, que actia
como chaperona para GspD, contribuyendo a su correcto plegamiento
y actividad, la interaccion de GspS con GspD cumple dos funciones:
es esencial para la insercion de GspD a la ME y protege a la secretina
contra degradacion proteolitica (Filloux, 2004)
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Figura 1 Principales sistemas de secrecion en
bacterias Gram-negativas. En la figura se muestran
las cinco principales vias de secrecion ademas del
sistema chaperona/usher, el cual es considerado
minoritario, mostrando que cuatro de estos sistemas
son dependientes del sistema Sec, mientras que el
sistema de secrecion tipo I y el tipo III son Sec
independientes. Tomado de (Buttner y Bonas, 2002).
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Figura 2 Procesamiento de la proteina en la MI. Se
muestran 2 posibles mecanismos de como la proteina naciente
se une a SecB estabilizando su conformacion desplegada,
ambos mecanismos conducen a la preproteina a ponerse en
contacto con el sistema Sec YEG para la translocacion a
través de la MI. La union de ATP por SecA promueve el
inicio de translocacion y la liberacion de SecB. Tomado de:
(Driessen, 2001).
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Figura 3 Esquematizacion de como las proteinas son
dirigidas hacia GspD para ser secretadas. 1 La
preproteina es dirigida hacia periplasma mediante el
Sistema Sec. 2 El péptido sefial de la proteina naciente
es removido por GspO. 3 La preproteina adquiere su
conformacion nativa. 4 La proteina entra en contacto
con las proteinas del secreton. 5 La proteina es secretada
al espacio extracelular.
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2 JUSTIFICACION

Debido a que los inmunodgenos tradicionales inducen la produccion de anticuerpos contra el
LPS de Leptospira, y estos son especificos de serovariedad, la investigacion se ha dirigido
hacia el estudio de proteinas de membrana externa (PMEs) que son conservadas entre
serovariedades patdogenas que pudieran estimular inmunidad heterdloga. Ademas de ser
GspD una PME, ésta pertenece al principal sistema de secrecion de proteinas en bacterias
Gram negativas. Por lo tanto, anticuerpos dirigidos contra GspD pudieran inhibir el

transporte de proteinas secretadas por el T2S.

3 HIPOTESIS

La proteina GspD es una PME que pertenece al principal sistema de secrecion bacteriana,

se ha demostrado que es antigénica y es conservada entre serovariedades patdogenas y no

patdgenas de Leptospira entonces:

La proteina rGspD inducira inmunidad en hamsteres contra el desafio con un aislado

virulento de Leptospira interrogans.
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4 OBJETIVO GENERAL

Establecer un ensayo de inmunoproteccion con la proteina rGspD mediante
inmunizacion de un grupo de hamsteres con la proteina recombinante purificada y
posteriormente desafiados con 100 DL50% de un cultivo virulento de L.
interrogans serovariedad Canicola cepa LOCaS 46 con el fin de determinar su

potencial como inmundgeno.

5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Purificar la proteina rGspD mediante electro-elusion, para inmunizar a un grupo de
10 hamsteres en 2 ocasiones a intervalos de 2 semanas.

Determinar la Dosis Letal 50% del aislado virulento de Leptospira interrogans
serovariedad Canicola (cepa LOCaS 46) y evaluar mediante la técnica de Reed &
Muench para establecer un modelo de desafio.

Establecer un ensayo de inmnoproteccion mediante la inmunizacion con la proteina
rGspD purificada de un grupo de hamsteres, desafiar a los grupos inmunizado y a
los grupos testigo con 100 DL50% para evaluar la proteccién conferida al grupo
inmunizado con la proteina recombinante.

Establecer diferencias entre grupos inmunizados con rGspD y no inmunizados
ambos desafiados, mediante indice de sobrevivencia, lesiones macroscopicas,

lesiones microscopicas y cultivo, para evaluar diferencias entre los grupos.
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Purificacion de rGspD

Cepa bacteriana utilizada en la purificacion de rGspD: Un fragmento de DNA de 1,515
pb del gen gspD de L. borgpetersenii serovariedad Hardjo subtipo Hardjobovis cepa L550
fue clonado en el vector de expresion pET28a generando el plasmido pAL208 en E. coli

Rosetta DE3 codon plus' para la expresion de rGspD;, (Rodriguez-Reyes, 2008).

6.1.1 Deteccion de las proteinas recombinantes en E. coli

Se sembré la colonia de E. coli Rosetta DE3 codon plus' recombinante en cajas de medio
LB (Apéndice 1) con 50 mg/ml de km (kanamicina) y 34 mg/ml de Cm (cloramfenicol). Se
tomo una colonia aislada y se le realiz6 PCR con los iniciadores BAP1230 (5° TAA TAC
GAC TCA CTA TAG G3’) y BAP1231 (5 GCT AGT TAT TGC TCA GCG G 3°), para
corroborar la presencia del plasmido recombinante pAL208 (pET28a-gspD de L.
borgpetersenii serovariedad Hardjo Hardjobovis) (Rodriguez-Reyes, 2008). La mezcla para

la amplificacion por PCR fue la siguiente:

Amortiguador de PCR 10X * 2.5ul
MgCl 25 mM * 4 pul
d’NTPs 10 mM’ 1 pul
BAP1230 1w
BAP1231 1w
Colonia aislada Una azada
Taq DNA Polimerasa’ 2 U

H,O (suficiente para reaccion final) 25 ul

1 Invitrogene
2 Roche Applied Science

3 Novagene
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Se utilizaron las siguientes condiciones de reaccion en el termociclador (PCR Sprint
Thermal Cycler) 1 ciclo de 94° C / 5 minutos, seguido de 38 ciclos de 94° C /30 segundos,
56° C /50 segundos y 72° C/ 1:30 y finalmente 1 ciclo de 72 °C/ 7 minutos.

Se realiz6 electroforesis en gel de agarosa al 1% con amortiguador TAE (Apéndice 1) dicho
gel fue tefiido con bromuro de etidio (Sigma) y fue analizado en el fotodocumentador

(Molecular Imaging Systems-Kodak).

6.1.2 Expresion de la proteina rGspD

(Se realiz6 segun Ausubel ef al., 1996, con modificaciones).

De una colonia transformante que contenia el pldsmido pAL208 positiva a la PCR se
inocul6 5 ml de caldo LB (Apéndice 1) Km-Cm. Se incub¢ el cultivo a 37°C en agitacion
orbital (Bafio Maria con agitacion, Presicion Mod. 50), a 180 rpm por 16 horas. Después de
las 16 horas se transfirieron 5 ml del cultivo en 500 ml de caldo LB (Apéndice 1) Km-Cm,
en 5 matraces con capacidad de 250 ml distribuidos con 100 ml y transfiriendo 1 ml por
matraz. Nuevamente se incubo el cultivo a 37°C en agitacién orbital a 180 rpm por
aproximadamente 3 horas, el cultivo se midid por espectrofotometria hasta alcanzar 0.6
DOgoonm. Posteriormente, el cultivo se indujo agregando isopropiltio-f-D-galactosido
(IPTG) a una concentracion de 0.5 mM (Apéndice 1) y se incubd a 37° C, en agitacion
orbital a 180 rpm por aproximadamente 4 horas. Se retir6 de la agitacion y se centrifug6 a
4° C a 2000 xg durante 8 minutos (Centrifuga Refrigerada Jouan, Mod. MR18.12) hasta
obtener una pastilla, la cual fue resuspendida en 10 ml de PBS pH 7.2 (Apéndice 1),
manteniéndola en hielo.

Las bacterias fueron lisadas mediante sonicacion (Sonicador Cole Parmer, Mod. CPX600)
con las constantes: amplitud 66%, pulsos de 9.9 seg y descansos de 9.9 seg. Se repitieron
los ciclos de sonicacion hasta observar la eliminacion de la turbidez del sonicado. Una vez
realizada la sonicacion la solucion se centrifugd a 4° C 1000 xg por 10 minutos (Centrifuga
refrigerada Savant, Mod. SFR13K). El sobrenadante se distribuyé en volumenes de
aproximadamente 800 pl en tubos eppendorf ® y se guardd a -20° C hasta su uso. La

expresion se confirmdé mediante electroctroforesis en geles de poliacrilamida y por
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inmunotransferencia tipo Western blot utilizando anticuerpo monoclonal anti-T7 (T7-Tag

Antibody HRP Conjugate’)

Electroforesis en gel de poliacrilamida

(Se realiz6 segun protocolo de Laemmli (1970), con modificaciones)

Las proteinas totales obtenidas de los sonicados de E. coli Rosetta DE3' conteniendo el
plasmido pAL208, asi como el control positivo (sonicado de E. coli Rosetta DE3' con
plasmido pAL208 previamente demostrado mediante inmunodeteccion tipo Western blot) y
un control negativo (sonicado de E. coli Rosetta DE3' con plasmido pET28a), fueron
mezclados con amortiguador de muestra 4X conteniendo 2-B-mercapto etanol (Apéndice 1)
a una relacion 3:1 y posteriormente incubados en bafio Maria por 10 minutos a 80° C.

Las muestras se centrifugaron a 7000 xg a temperatura ambiente (Centrifuga Fisher
Scientific) por 5 minutos.

Las proteinas totales que se obtuvieron de la sonicacién asi como los controles, fueron
separadas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 12%.

Inicialmente, se prepard el gel separador en la parte inferior y el gel concentrador en la
parte superior formando un solo gel, se colocaron los peines y los geles se dejaron
polimerizar.

Posteriormente se armd la camara de electroforesis y se cubridé con amortiguador de
electroforesis (Apéndice 1). Las muestras de bacterias sonicadas de E. coli Rosetta
transformante y los controles previamente preparados se colocaron en los pozos a un
volumen de 15 pul por pozo asi como el marcador de peso molecular (Mark-12%).

La electroforesis se realizdo a 50 Volts por 45 minutos para el gel concentrador y a 100
Volts por 2:30 minutos para el gel separador. (Camara de Electroforesis Vertical Mod.
Mini-PROTEAN 1II Cell BIORAD). Al término de la electroforesis el gel se tifio con
solucion azul de Coomasie (Apéndice 1) en agitacion orbital a 150 rpm y a temperatura

ambiente por toda la noche (Incubadora Dual Action Shaker).

1 Novagen

2 Invitrogen
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Trascurrido el tiempo, el gel se colocd en solucion destefiidora de Coomasie (Apéndice 1),
en agitacion orbital a 150 rpm y a temperatura ambiente (Incubadora Dual Action Shaker),
cambiando la solucion en dos ocasiones hasta observar bandas de proteina bien definidas.

La imagen fue registrada electronicamente (Molecular Imaging Systems-Kodak).

Inmunotransferencia tipo Western blot

Se realizé electroforesis en gel de poliacrilamida de los sonicados de E. coli Rosetta
conteniendo el plasmido pAL208 asi como los controles mencionados y el marcador de
peso molecular (Precision Plus Protein Standards, Dual Color)'.

El gel para transferencia fue retirado de los vidrios, para transferir la proteina a la
membrana de nitrocelulosa® de 0.45 pm de poro.

La membrana de nitrocelulosa, las esponjas y el papel filtro se humectaron por separado
con solucion Towbin (Apéndice 1) durante 10 minutos, el casette de transferencia se armoé

de la siguiente forma:

Polo negativo:
1 Esponja
2 Papel filtro
3 Gel
4 Membrana de nitrocelulosa
5 Papel filtro
6 Esponja

Polo positivo

El cassette se introdujo en la camara de transferencia' y esti se cubri6 con solucién
amortiguadora de Towbin (Apéndice 1), la camara fue colocada en un recipiente con hielo

y una bala magnética para circulacion del amortiguador frio.

1 BIO-RAD
2 Hybond-C, Amersham LIFE SCIENCE
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La transferencia se realizé a 100 Volts durante 1 hora. Al término de la transferencia, la
membrana fue bloqueada en una solucion de TBS-T (Apéndice 1) durante 30 minutos, a
temperatura ambiente y en agitacion orbital a 150 rpm.

Para la inmunodeteccion tipo Western blot se utilizo el anticuerpo monoclonal anti-T7
(T7-Tag Antibody HRP Conjugate-Novagene), dirigido contra la regién del péptido del
fago T7. En un recipiente de plastico, el anticuerpo anti-T7 HRP fue diluido 1:5,000, se
colocd la membrana de nitrocelulosa dejandola a temperatura ambiente en agitacion orbital
150 rpm durante 16 horas.

Transcurridas las 16 horas la membrana se lavo por cuatro periodos de 5 minutos en
solucion TBS-T (Apéndice 1), finalmente se lavd con solucion TBS (Apéndice 1), por 2
periodos de cinco minutos.

El revelado de la membrana se realizd sumergiendo ésta en 100 ml de TBS con 20 ml de
metanol y 60 pl de perdxido de hidrogeno al 30%, en agitacion orbital a 50 rpm durante 5
minutos a temperatura ambiente hasta observar la presencia de bandas de proteina asi como

bandas del control positivo.

6.1.3 Purificacion de la proteina rGspD

La proteina fue purificada mediante la técnica de electro-elusion, se prepararon las
muestras de E. coli Rosetta de reciente transformacion con el plasmido pAL208, con
soluciéon amortiguadora de muestra 4X. Se realizd electroforesis en cuatro geles
desnaturalizantes de poliacrilamida-SDS al 12%, con un grosor de 0.75 mm colocando un
peine de 5 pozos, en 4 de ellos se coloco la bacteria transformada con pAL208 sonicada y
en el pozo restante albumina sérica bovina (60kDa) que sirvié como banda de referencia
para ubicar facilmente a la proteina rGspDy, que tiene un peso de 63 kDa. La electroforesis
se llevo a cabo bajo las condiciones previamente descritas. Después de la electroforesis el
gel se coloc6 en una solucion fria de KCl 250 mM (Apéndice 1) a 4°C por
aproximadamente 15 minutos hasta la visualizacion de bandas de proteina, que al
precipitarse con el KCI se notaron de color blanco. El gel se coloco en un vidrio y con

ayuda de una lampara de luz blanca las proteinas se observaron a contraluz, tomando como
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referencia la albumina bovina sérica, se cortdé con una navaja de bisturi la banda de la
proteina rGspD (63 kDa) ubicada adyacente a donde se encuentra la albtimina (60 kDa). La
banda se cortd en pequenos fragmentos y se mantuvo humectada con amortiguador de
elusion (Apéndice 1) para evitar la deshidratacion hasta ser depositada en el tubo de vidrio,
ensamblado a la camara de electro-elusion (Electro-eluter Mod. 422 BIORAD). La camara

se llend con amortiguador de elusion (Apendice 1).

La electro-elusion se realizd a 8 mA/ tubo durante 16 horas, después de las 16 horas se
retird el tubo de vidrio del adaptador de silicon y con una punta de 200 pl se tom6 con
cuidado el eluido que contenia la proteina purificada. El volumen recuperado por tubo fue
aproximadamente de 600 pl, se colocd en un tubo Eppendorf ® de capacidad de 1.5 ml, se
identifico y se almacen6 a -20°C hasta su uso. Se comprobd la presencia de rGspD de los

eluidos mediante inmunotransferencia tipo Western blot.

Concentracién de la proteina rGspD.

Del eluido recuperado se confirmé la presencia de rGspD mediante inmunodeteccion tipo
Western blot y en gel de poliacrilamida tefiido con soluciéon azul de Coomasie. Se
colocaron aproximadamente 4 ml de los productos eluidos a un tubo con sistemas de
filtracion con punto de corte de 30 kDa (Amicon Ultra 30,000 MWCO Millipore). Los
tubos se centrifugaron a 3000 xg a 4 °C durante 25 minutos concentrando en un volumen

final de 250 pl.

Inmunodeteccion tipo Western blot utilizando anticuerpo primario anti-GspD.

Una vez concentrada la proteina rGspD se corrobord su presencia mediante
inmunodeteccion tipo Western blot, con la técnica previamente descrita, esta vez se utilizd
el anticuerpo primario anti-GspD producido en conejo (Alcaraz-Sosa, 2008) diluido 1:100 y

se incubo a temperatura ambiente por 16 horas, también se utilizé un anticuerpo secundario
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anti-IgG de conejo HRP diluido 1:400 incubado a 37° C por 2 horas, el revelado se realizo

con la técnica ya descrita

6.1.4 Cuantificacion de la proteina rGspD

La cuantificacion de la proteina rGspD se realizé mediante un sistema comercial (Micro
BCA Protein Assay Kit PIERCE). La cuantificacion de proteinas se logra a partir de la
quelacion de algunos compuestos quimicos, regularmente con los enlaces peptidicos. El
ensayo BCA (Acido bicinconinico) combina la reducciéon de Cu*™ a Cu'" por proteina en
un medio alcalino, con una alta sensibilidad y deteccion colorimétrica selectiva de los
cationes cupricos (Cu ') por acido bicinconinico. Ocurre en dos pasos: el primer paso es la
quelacion de cobre con proteina en un medio alcalino, formando un complejo azul.

Los polipéptidos o las proteinas reaccionan produciendo un complejo de azul a violeta, un
i6n cuprico forma un complejo coloreado con 4-6 enlaces peptidicos, este complejo absorbe
luz a 540 nm, la intensidad de color producido es proporcional al numero de enlaces
peptidicos participando en esta reaccion. En el segundo paso el color pirpura es formado
por la quelacién de dos moléculas de BCA con un ion cuprico. Los rangos en la formacion
de color dependen de la temperatura de incubacion, tipo de proteinas presentes y cantidades
relativas de aminodcidos contenidos en las proteinas. La cuantificacion de la proteina
recombinante se realizé por espectrofotometria siguiendo el protocolo segun el fabricante y
el calculo se realizé por andlisis de regresion en el programa Excel ®.

En los diferentes procesos para la purificacion de la proteina rGspD se le realizaron

modificaciones a las descritas por Rodriguez-Reyes (2008).
6.2 Determinacion de DL50%
Cepa de infeccidn

Se utilizo la cepa virulenta LOCaS-46 de Leptospira interrogans serovariedad Canicola

aislada de un perro asintomatico de la ciudad de México (Castillo-Sanchez, 2008), dicha

39



cepa ha sido mantenida en medio Fletcher enriquecido con 8-10 % de suero de conejo
(Apéndice 1) y su virulencia mantenida por pases en hamster.
Para determinar la DL50% y el ensayo de potencia se utilizéd el hdmster como modelo

animal debido a que es el modelo més apropiado (Oliva et al., 1994; Haake, 2006).

Manejo de los hamsteres

Los animales se mantuvieron en un area de aislamiento con ventilacion e iluminacién
adecuadas. Las cajas se mantuvieron limpias, secas y en condiciones ambientales
aceptables, las dimensiones brindaron el espacio necesario para satisfacer las necesidades
fisiologicas, permitiendo movimientos normales y ajustes posturales caracteristicos de la
especie. Se realizo la limpieza de las cajas una vez por semana, se identificaron de manera
individual con tarjeta y se anotaron diariamente las observaciones relevantes, el material de
la cama de los animales alojados fue de viruta, que garantiza absorcion de orina,
excremento y desperdicios de agua.

Se revisaron diariamente los animales para detectar cambios en el comportamiento,
enfermedades, heridas o muerte. Se administré agua potable a libre acceso asi como el
alimento, que cuenta con la composicion nutricional necesaria para la especie (NOM-062-

Z00-1999),

6.2.1 Activacion de la virulencia de la cepa LOCaS-46 de L. interrogans

Se realiz6 la activacion de la cepa con el fin de alcanzar el mayor indice de leptospiremia
tisular lo cual es necesario para realizar ensayos de desafio, con el fin de asegurar la
infeccion. A partir del aislado de la cepa LOCaS-46 mantenido en medio semisolido
Fletcher se realizé la inoculacion via IP de 3 hamsteres (3 semanas de edad con un de peso

39-40gr) con 0.5 ml del cultivo mencionado.

A la muerte de los animales se realizo el estudio sistematico de necropsia, visualizacion de
frotis de rifion, higado y orina en campo oscuro. Se realizd la recuperacion del

microorganismo en forma estéril cultivando en medio semisélido Fletcher y en medio
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liquido EMJH (Apendicel) para recuperacion de la cepa activada (Fajardo et al,, 1998)
(Figura 5).

Para la determinacion de la DL50% se utilizaron 3 grupos (n=8) y como grupos testigos 2
grupos (n=3) ambos fueron tratados segun la Figura 4. Para calcular la DL50% se utiliz6 la

técnica de Reed & Muench.

6.3 Prueba de Potencia

Para la prueba de potencia se formaron 3 grupos de 10 animales cada uno, para inmunizar a
un grupo con la proteina rGspD purificada mediante electro-elusion, el segundo grupo no
fue inmunizado y el tercer grupo fue inmunizado con un inmundgeno comercial elaborado
con extracto de membranas de Leptospira de las serovariedades Canicola, Grippotyphosa,
Icterohaemorrhagiae y Pomona. Los grupos se desafiaron con la cepa LOCasS 46.

También se formaron 2 grupos testigo, un grupo fue inmunizado con la proteina rGspD con
el fin de confirmar que la proteina recombinante no causara algin efecto no deseado en los
animales, el otro grupo se le administré adyuvante incompleto de Freund. Ambos grupos no

se desafiaron.
Calculo de las concentraciones de Leptospira

Se prepararon diluciones seriadas en PBS (Apendice 1) para lograr concentraciones de 10,
100 y 1000 leptospiras en 0.5 ml de PBS (Figura 6). El conteo para lograr las diferentes
concentraciones de leptospiras se realizd mediante la camara de Petroff-Haiiser en el

microscopio de campo oscuro (Figura 6)

6.3.1 Inmunizacion:

Se realizé un esquema de inmunizacion, se formaron 3 grupos para experimentacion (n=10
hamsteres hembras y machos de 8 semanas) y 2 grupos como testigos (n=3 hamsteres
hembras y machos de 8 semanas) (Cuadro 7).

El grupo 1 se inmuniz6 via IM profunda en 2 ocasiones a intervalos de 2 semanas, con un

total de 100 ul por hamster, 50 pg de la proteina recombinante GspD mezclada con

41



adyuvante incompleto de Freund' relacién 1:1, la cual se homogenizd por
aproximadamente 30 min.

El grupo 2 se le administraron 100 pil de adyuvante incompleto de Freund' en 2 ocasiones a
intervalos de 2 semanas, via IM profunda.

El grupo 3 fue inmunizado con el inmunogeno comercial en 2 ocasiones a intervalos de 2
semanas, via SC dilucion 1:80 en un total de 250 pl por hamster.

El grupo 4; grupo testigo fue inmunizado via IM profunda por 2 ocasiones a intervalos de 2
semanas, con 50 pg de la proteina rGspD mezclada con adyuvante incompleto de Freund'
relacion 1:1 en un total de 100 ul por hamster.

El grupo 5; grupo testigo fue inoculado con adyuvante incompleto de Freund' 100 pl por
hamster, via IM profunda.

Todos los grupos fueron alojados y alimentados con las mismas condiciones y revisados

diariamente.
Cuadro 7 Esquema de inmunizacién
Grupo Animales Inmunizacion Cantidad Via Dias
Grupo 1 n=10 50 pg GspD + AIF ' 100 pl IMP 0-14
Grupo 2 n=10 AIF' 100 pl IMP 0-14
Grupo 3 n=10 Inmunégeno comercial 250 ul SC 0-14
Testigo n=3 50 pg GspD + AIF' 100 pl IMP 0-14
Testigo n=3 AIF' 100 pl IMP 0-14

AIF= Adyuvante incompleto de Freund

1 Sigma
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6.3.2 Activacion de la virulencia de la cepa LOCaS 46 de Leptospira interrogans

Se activd nuevamente la cepa virulenta de L. interrogans LOCaS-46 a partir de cultivo de
rifion aislado en el ensayo de la determinacion de la DL50%, mantenido en medio
semisolido Fletcher, se inocularon 2 hamsteres (3 semanas de edad, peso 39-40gr) con 0.5
ml del cultivo via IP. A la muerte de los animales se realiz6 el estudio sistematico de
necropsia donde se recolectaron muestras de higado, rifion y orina, se cultivdo en medio
semisolido Fletcher para recuperacion de la cepa activada, los cultivos se mantuvieron en
incubacion a 30° C por 7 dias hasta ver el caracteristico anillo de Dinger. Después de los 7
dias se observd por microscopia de campo oscuro la presencia y movilidad de las

leptospiras.

6.3.3 Ensayo de desafio con la cepa LOCaS-46

Se realizd conteo de microorganismos en la camara de Petroff-Haiiser de la cepa LOCaS 46
a partir de medio semisolido Fletcher. Se realizaron diluciones hasta lograr una
concentracion de 100 DL50% equivalente a 1000 leptospiras por ml del cultivo.

Se inocul6 via intraperitoneal a los grupos de hdmsteres 1, 2 y 3 (Cuadro 8) con 0.5 ml de
cultivo con una concentraciéon de 100 DL50% diluido con PBS pH 7.2 estéril (Apéndice 1),

los grupos 4 y 5 no fueron desafiados.

Cuadro 8 Esquema de desafio

Grupo Inmunizacioén No. de animales Desafio Cantidad Via
Grupo 1 50 pug GspD + AIF! n=10 + 100 DLs, IP
Grupo 2 AIF' n=10 + 100 DLs, IP
Grupo 3 Inmunégeno comercial n=10 + 100 DLs, 1P
Grupo 4 50 ug GspD + AIF' n=3 - - -
Grupo 5 AIF! n=3 - - -

+ Grupos desafiados - Grupos no desafiados AIF=Adyuvante incompleto de Freund

1 Sigma
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Los animales fueron revisados diariamente 3 veces al dia, a los animales muertos se les
realizd el estudio sistematico de necropsia, los animales que no murieron fueron
sacrificados después de los 28 dias pos-desafio con una dosis de 0.6 ml de Pentobarbital
sodico via IP (NOM-062-ZO0-1999).

De los animales que murieron y de los sacrificados se obtuvieron muestras de organos

representativos para diagnostico de leptospirosis (Cuadro 9).

6.3.4 Estudios para diagndstico de leptospirosis

Observacion en campo 0scuro

Las muestras (Cuadro 9) se analizaron por microscopia de campo oscuro en frotis hiimedo a
400X aumentos (Microscopio Karl Zeiss), las muestras de los 6rganos fueron maceradas en
condiciones de esterilidad y diluidas con medio liquido EMJH, la orina fue extraida por

puncion vesical y observada de manera directa.

Cultivo bacterioldgico

La necropsia se realizo en condiciones de esterilidad, se tomo el o6rgano (Cuadro 9), se
macero en una jeringa de 5 ml y se cultivo en tubos de medio semisolido Fletcher (5 ml) y
medio liquido EMJH (3 ml), la sangre y la orina se depositaron directamente a los medios
de cultivo. Los tubos se identificaron, se incubaron a 30° C y se revisaron a los 7 dias por

observacion en campo 0scuro.

Histopatologia

Después de realizar el estudio sistematico de necropsia los rifiones fueron conservados en
formalina amortiguada al 10% (Apéndice 1) y enviadas para estudios de histopatologia al

departamento de Patologia de la FMVZ-UNAM. Se enviaron rifiones de hémsteres

representativos de cada grupo para estudio histopatologico. Del grupo inmunizado con
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rGspD se enviaron los rifiones del H2, H3, H4 y H6. Del grupo no inmunizado se enviaron
4 rifiones de H1, H2, H3 y H4, Del grupo inmunizado con el inmundgeno comercial se
enviaron 8 rifiones del H1, H2, H3, H4, H6, H7, H8 y H9. Estos grupos desafiados con la
cepa LOCaS 46. Después de la recuperacion de las muestras de los animales muertos y
sacrificados los cadaveres se desecharon segun las especificaciones establecidas (NOM-

087-ECOL-1995).

Cuadro 9 Muestras y estudios para diagnostico de leptospirosis

Muestra Microscopia campo  Cultivo Patologia

0scuro EMJH-Fletcher Macro- Microscépica AM
Rifion N N v NA
Higado N N N NA
Pulmén NA NA N NA
Sangre N N NA N
Orina N N NA NA

\: Se realizaron NA: No aplica

Aglutinacién microscopica (AM)

La sangre fue extraida por puncidn intracardiaca poco antes de que el animal muriera,
posteriormente fue centrifugada para la separacion del suero y este fue conservado a -20° C
hasta su uso.

Para realizar la prueba de AM se utiliz6 la cepa de referencia de L. interrogans
serovariedad Canicola mantenida en medio de cultivo liquido EMJH, se realizd6 una
resiembra 8 dias antes y se incub6 a 30° C para tener un cultivo fresco al momento de la
prueba. Se revisaron por microscopia de campo oscuro los cultivos resembrados de la cepa
de referencia cada 3° dia para descartar contaminacién con otros microorganismos, se
observo viabilidad de las leptospira. Se revisaron los tubos de cultivo para observar una
turbidez de 0.5 en la escala de Mac Farland. La AM se realizé en microplacas de pléstico

de fondo plano de 96 pozos.
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El suero fue descongelado y nuevamente centrifugado para eliminar artefactos presentes en
el mismo, se realiz6 una dilucioén con solucion amortiguadora de fosfatos SAF (Apéndice 1)
dilucion 1:25 con 40 pl de suero diluido en 960 pl de SAF.

En la placa de plastico se coloco de la fila A1-A12 la dilucion 1:25 de los sueros a analizar,
del pozo B1-H12 se coloco solucion SAF (50 pl) posteriormente en los pozos con dilucion
1:25 (A1-A12) se agregaron 50 pl de la cepa de referencia, se homogeniz6 y se realizaron
diluciones con ayuda de una micropipeta multicanal en los siguientes pozos conteniendo

solucion SAF. Se cubri6 la microplaca, se incubd a 30° C 2 horas y se realizo la lectura.

Andlisis Estadistico.

El andlisis descriptivo en algunos casos se presenta como reporte de distribucion de
frecuencias, en otros casos se presenta con proporciones (%) con intervalos de confianza
del 95% o medias aritméticas con error estandar de la media, dependiendo del tipo de
variable a analizar. Los calculos se realizaron con los datos presentados en el Apéndice 2
base de datos, programando las formulas en Excel 2000, las figuras se desarrollaron con

base en los resultados de frecuencia, proporcion e intervalos de confianza.

El analisis estadistico se realizo para buscar diferencias o similitudes en las proporciones de
verdaderos positivos entre las pruebas de: cultivo bacteriano (aislamiento), lesiones
macroscopicas y microscopicas (hitopatologia H&E) en tejidos fijados de rifion, fueron

explorados mediante la prueba de Fisher y2 (p = 0.05).

Los analisis se realizaron en los programas NCSS 2000 y PASS 2000 (Jerry Hintze
©2001).
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Figura 4 Grupos para la determinacion de DL50% de la cepa LOCasS 46 de

L. interrogans Serovariedad Canicola

n=8

Edad: 13 sem
Grupo:
Concentracion
=10
leptospiras
Viaa i.p.
Dosis 0.5 ml

n=8

Edad: 13 sem
Grupo:
Concentracion
=100
leptospiras
Via i.p.

Dosis 0.5 ml

n==8

Edad: 13 sem
Grupo:
Concentracion
=1000
leptospiras
Via i.p.

Dosis 0.5 ml

n=3

Edad: 13 sem
Grupo:
Testigo +
Cultivo
masivo  de
leptospiras.
Via i.p.
Dosis 0.5 ml

N=3

Edad: 3 sem
Grupo:
Testigo +
Cultivo
masivo  de
Leptospiras.
Via i.p.
Dosis 0.5 ml

n=3

Edad: 13 sem
Grupo:
Testigo -
S.AF.

Via i.p.
Dosis 0.5 ml
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Hamster 3 semanas
Inoculacion 0.5 ml de cultivo
masivo de Leptospira

Cultivo de  Leptospira
interrogans  Serovariedad
Canicola cepa LOCaS 46 en
medio semisolido Fletcher

D T

Necropsia -
Recuperacion de la cepa

I activada en virulencia en
medio de cultivo: semisolido

Fletcher y liquido EMJH.

Figura 5 Esquema donde se muestra el procedimiento para la activacién de la
virulencia de la cepa LOCaS-46 de L. interrogans serovariedad Canicola.
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Figura 6 Esquema del conteo de leptospiras a partir de un tubo de
cultivo de Leptospira en medio liquido (EMJH) utilizando la cAmara de
Petroff Hausser.
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7 RESULTADOS

7.1 Purificacion de la proteina rGspD.

7.1.1 Deteccion de la proteina recombinante rGspD.

La presencia de pAL208 en colonias recombinantes de reciente transformacion,
desarrollaron en LB Km-Cm y fueron confirmadas mediante PCR con los iniciadores

BAP1230 y BAP1231 (Figura 7).

7.1.2 Expresion de rGspD

La expresion de rGspD en las colonias inducidas por incorporacion de IPTG, se confirmod
mediante inmunotransferencia tipo Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal anti-
T7-HRP. Se observo la presencia de bandas en la membrana de nitrocelulosa con el peso

aproximado de 63 kDa (Figura 8).

7.1.3 Purificacién de la proteina rGspD.

Tras la demostracion de la proteina rGspD mediante inmuno-deteccion tipo Western blot
utilizando el anticuerpo monoclonal anti-T7-HRP y la purificacion de rGspD mediante la
técnica de Electro-elusion. Se confirmo la presencia de las bandas purificadas de la proteina
recombinante nuevamente mediante inmunodeteccidon tipo Western blot. Se observaron
bandas con un peso aproximado de 63 kDa. Los eluidos que no fueron identificados
mediante Western blot se desecharon, también se verifico la presencia de la proteina a
través de electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%. Se observaron bandas unicas y
bien definidas (Figura 9). Al realizar las modificaciones a la técnica descrita por Rodriguez-
Reyes (2008) durante los diferentes procesos de purificacion de la proteina rGspD se
observd en el andlisis electroforético en gel de poliacrilamida al 12% y en la

inmunodeteccidn tipo Western blot una concentracion mas elevada (Figura 1)
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Para la corroboraciéon de la presencia de proteina rGspD de los productos purificados
mediante la técnica de electro-elusion, se realiz6 inmunodeteccion tipo Western blot
utilizando el anticuerpo Anti-GspD. Se obtuvo una banda de aproximadamente 63 kDa la
cual fue muy evidente ya que la proteina se encontraba en una concentracion elevada

(Figura 11).

7.1.4 Cuantificacion de la proteina rGspD

Al cuantificar el concentrado de proteinas mediante el sistema Kit Micro BCA Protein
Assay Kit resulté una absorbancia del 324 nm a una DOsg, . Realizando la curva de
concentracion se calculd por andlisis de regresion un aproximado de 5 pg/ pl de lo cual se

obtuvo el equivalente a 2.25 mg de proteina recombinante.

7.2 Determinacion de la DL 50 % en Hamster

7.2.1 Activacion de la cepa

Los 3 hamsteres inoculados con la cepa LOCaS 46 mostraron una signologia caracteristica
de leptospirosis en esta especie, a los 4 dias pos-inoculacion comenzando por: depresion,
anorexia, deshidratacion, pelo hirsuto, hematuria y finalmente muerte (Figura 12). La
muerte de los 3 hamsteres inoculados se logro a los 5 dias post inoculacion y se observo la
presencia de leptospiras en el microscopio de campo oscuro principalmente en frotis de

higado y orina.

51



7.2.2 Dosis Letal 50%

El resultado de la DL50% para el aislado virulento de L. inferrogans serovariedad Canicola
cepa LOCaS 46 en hamster fue de 10 leptospiras o menos por la técnica de Reed &
Muench.

La mayoria de los animales; mas del 50% de los grupos inoculados con las diferentes
diluciones (10, 100 y 1000 leptospiras) comenzaron a presentar signologia de leptospirosis
entre los dias 7-10 post inoculacion. Signos de depresion, anorexia, deshidratacion, disnea.
También se presentd signologia nerviosa; incoordinacion, postracion, debilidad muscular e
hiperestesia y posteriormente la muerte.

La orina de los hamsteres enfermos con leptospirosis en diferentes grupos mostréo una
pérdida de turbidez; que se debe a la pérdida de densidad urinaria relacionada con falla
renal, también se presenté hematuria. En contraste con la orina de animales sanos la cual
presenta un aspecto amarillo lechoso y cierta turbidez (Figura 13).

En la mayoria de los grupos las principales lesiones se presentaron en pulmones, higado y
riflones. Los animales del grupo testigo positivo de 4 semanas comenzaron a presentar
signologia caracteristica de leptospirosis a los 5 dias post-inoculaciéon muriendo al dia
siguiente (Figura 14).

En animales que morian durante los dias 8-9 dias post-inoculacion las lesiones principales
se encontraron en pulmones, presentdndose hemorragia multifocal (Figura 15). Los rifiones
presentaron congestion severa y aumento de tamafio, el higado también presentd congestion
severa y aumento de tamafo (Figura 16). En el cultivo bacteriologico de Leptospira se

logro el aislamiento del microorganismo en la mayoria de los 6rganos.

7.3 Prueba de Potencia

7.3.1 Inmunizacion

Durante el periodo de inmunizacidon un animal perteneciente al grupo testigo (inmunizado

con rGspD y no desafiado) murié al dia 3 post inmunizacion, se le realizo el estudio
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sistematico de necropsia encontrandose anomalias congénitas gastrointestinales, de lo cual
no se tomaron muestras y tampoco se relaciono con leptospirosis. Los animales

pertenecientes a los cinco grupos permanecieron estables durante este periodo.

7.3.2 Activacion de la virulencia de la cepa LOCasS 46

Los 2 hamsteres inoculados para activar la virulencia de la cepa murieron a los 5 dias post
inoculacion presentando signologia caracteristica de leptospirosis. Al cultivo bacteriologico
se recuperod el microorganismos y se verifico la presencia de las leptospiras en microscopio

de campo oscuro; se observo presencia en gran cantidad y viabilidad de la cepa LOCaS 46.

7.3.3 Ensayo de desafio con cepa LOCaS-46 de Leptospira

Se registr6 el nimero de animales muertos y sobrevivientes al desafio (Cuadro 10).

Cuadro 10 Esquema de desafio (animales muertos y sobrevivientes)
Grupo Inmunizacion No de animales Desafio
Total | Muertos Sobrevivientes
Grupo 1 50 ng GspD + AIF n=10 2 8 +
Grupo 2 AIF n=10 4 6 +
Grupo 3 Inmunégeno comercial | n=10 2 8 +
Testigo 50 pug GspD + AIF n=3 1 2 -
Testigo AIF n=3 1 2 -

AIF= Adyuvante incompleto de Freund

Resultados por grupo

Grupo 1: Inmunizado con rGspD y desafiado.

De los hamsteres que fueron inmunizados con la proteina rGspD y desafiados; murieron 2

animales y los 8 restantes fueron sacrificados. El H1 y H2 no murieron con signos de
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leptospirosis. El H1 se veia mas débil que el resto del grupo, a la necropsia el pulmoén de
este animal se veia macroscopicamente sin cambios patologicos aparentes, el higado se
mostro congestionado, solo se recuperd un rifidn el cual se veia congestionado. E1 H2 murié
a causa de peritonitis que se atribuyo a un absceso en el abdomen del lado derecho, a la
necropsia el pulmon presentd hemorragias multifocales, el higado y el rifion se mostraron
congestionados, de este animal se aisld el microorganismo a partir de orina. Del H3-H10 a
la necropsia no se observaron macroscopicamente cambios patologicos aparentes en
pulmon, higado, rifidén y orina, de estos animales no aislo el microorganismo. En la prueba
de aglutinacion microscopica (AM) se recuper6 suero de 8 hamsteres, de los cuales solo el

HO resulto positivo con titulo de 1:100 (Cuadro 11).

Cuadro 11 Resultados grupo inmunizado con rGspD y desafiado

Hamster Muerte Aislamiento AM

H1 M NO *

H2 M SI en orina *

H3 S NO Negativo

H4 S NO Negativo

H5 S NO Negativo

H6 S NO Negativo

H7 S NO Negativo

H38 S NO Negativo

H9 S NO Positivo

HI10 S NO Negativo
H=Hamster =~ M=Muerte  S=Sacrificio * No se recupero suero

Grupo 2: No inmunizado y desafiado.

Del grupo 2 de hamsteres no inmunizados y posteriormente desafiados murieron 4 animales
y los demas fueron sacrificados. El HI, H2, H3 y H4 murieron con aparente signologia de
leptospirosis, presentando depresion, anorexia, la orina se notaba con falta de concentracion

asi como hematuria. Al estudio de necropsia el pulmon mostré hemorragias multifocales, el
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higado presentd congestion al igual que el riion. Del HI no se logré el aislamiento del
microorganismo, del H2, H3 y H4 si se aislo Leptospira (Figura 21). Del H5-H10 al estudio
de necropsia no se observaron cambios patologicos aparentes en pulmoén, higado, rifién y
orina. En la prueba de aglutinacion microscopica (AM) se recupero suero de 5 hamsteres,

de los cuales todos resultaron negativos (Cuadro 12).

Cuadro 12 Resultados grupo no inmunizado y desafiado

Hémster Muerte Aislamiento AM

H1 M NO *

H2 M SI=Orina/Sangre *

H3 M SI=Orina/Higado *

H4 M SI=Orina *

H5 S NO Negativo
H6 S NO Negativo
H7 S NO Negativo
HS8 S NO Negativo
H9 S NO *

H10 S SI=Rinén Negativo

H=Hémster =~ M=Muerte  S=Sacrificio * No se recuperd suero

Grupo 3: Inmunizado con el inmundgeno comercial y desafiado.

Del grupo 3 de hamsteres inmunizados con el inmundgeno comercial y desafiados murieron
2 animales el H1 y H9, los demas fueron sacrificados. El H1 muri6 a causa de peritonitis
que se atribuyo a un absceso en el abdomen del lado derecho, a la necropsia el pulmon
presentd hemorragias multifocales, el higado y el rifidn se mostraron congestionados, de
este animal no se logrd aislamiento del microorganismo. EI H2 presentd una masa en el
pulmon, lesion no relacionada con leptospirosis de este animal se logro el aislamiento del
microorganismo de higado y riidén. El H2-H8 y H10 fueron sacrificados sin aparente
signologia de leptospirosis, a la necropsia no se observaron macroscopicamente cambios

patologicos aparentes en pulmoén, higado, rifion y orina. El H10 present6 esplegnomegalia.
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Del H4 se aislo Leptospira de rifion de los demas hamsteres no se aislo Leptospira. E1 H9
murio6 a causa de peritonitis que se atribuy6 a un absceso en el abdomen del lado derecho, a
la necropsia el pulmon no presentd cambios patologicos aparentes, el higado y el rifidon se
mostraron congestionados

En la prueba de aglutinacion microscépica (AM) se recuperd suero de 8 hamsteres, de los
cuales resultaron positivos el H2 con titulo de 1:12,800, el H4 con titulo de 1:800, el HS

con titulo de 1:200, el resto del grupo resultd negativo a esta prueba (Cuadro 13).

Cuadro 13 Resultados grupo inmunizado con el inmundégeno comercial y desafiado

Hémster Muerte Aislamiento AM

Hl M NO *

H2 S SI=Higado/ Rifibn ~ Positivo

H3 S NO Negativo

H4 S SI=Rifnén Positivo

H5 S NO Negativo

H6 S NO Negativo

H7 S NO Negativo

H8 S NO Positivo

H9 M NO *

H10 S NO Negativo
H=Hamster =~ M=Muerte  S=Sacrificio * No se recuper6 suero

Grupo 4: Grupo testigo inmunizado con rGspD y no Desafiado.

El H1 muri6 en el periodo de inmunizacion a la necropsia reveld que fue por una anomalia
gastrica. Los dos animales pertenecientes a este grupo permanecieron estables durante todo
el ensayo. El H2 muridé por pelea con el H3 el dia del sacrificio, el H3 se mostro

aparentemente sano. De este grupo no se aislo Leptospira.

Grupo 5: Grupo testigo no inmunizado y no desafiado.
Los 3 hamsteres de este grupo se mostraron aparentemente sanos en todo el ensayo, al
estudio de necropsia no hubo cambios patoldgicos aparentes. De este grupo no se aislo

Leptospira.
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Sobrevivencia

La media de sobrevivencia en el grupo inmunizados con la proteina rGspD y desafiado fue
de 27.2 dias, en el grupo no inmunizados y desafiado fue de 21.9 dias, en el grupo
inmunizados con el inmunogeno comercial y desafiado fue de 28.8 dias. Sin diferencia

estadistica (Figura 17).

6.3.4 Estudios para diagndstico de leptospirosis

Cultivo

Del grupo inmunizados con la proteina rGspD y desafiado se obtuvo el 10% de aislados,
del grupo no inmunizados y desafiado se obtuvo el 40% de aislados, en el grupo
inmunizados con el inmundgeno comercial y desafiado se obtuvo el 20% de aislado (p=0.2)

(Figura 18).

Lesiones macroscopicas

Se evaluaron las lesiones macroscopicas con intervalo de confianza del 95% en higado,
rifion y pulmén comparando entre los grupos desafiados con el aislado virulento de L.
interrogans cepa LOCaS 46. En el grupo inmunizados con rGspD y desafiado se observo
congestion en higado (30%), congestion en rindn (20%), hemorragias en rifion (20%) y
hemorragias en pulmoén (10%). En el grupo no inmunizado y posteriormente desafiados se
observd congestion en higado (40%), congestion en rifion (40%), hemorragia en riién
(40%) y hemorragia en pulmén (30%). En el grupo inmunizado con el inmunodgeno
comercial se observo congestion en higado (20 %), congestion en rifion (20%), hemorragias

en rindn (10%) y hemorragias en pulmon (10%) (Figura 19).

Histopatologia
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Descripcion macroscopica

En el estudio histopatoldgico algunos de los rifiones enviados representativos de cada grupo
presentaron congestion difusa, hemorragias, palidez y al corte se observd pérdida de la

relacion entre la corteza y la médula.

Descripcion microscopica

Los fragmentos de rifidn exhibieron grados variables de infiltrado inflamatorio, el cual
estuvo compuesto principalmente por linfocitos, células plasméticas y en menor cantidad
histiocitos y neutrofilos. Asimismo, en algunas muestras se presentaron extensas areas de
congestion, degeneracion tubular y en menor proporcion fibrosis, dilatacion tubular y

necrosis (Cuadro 16).

Lesiones microscopicas en rifién

Se evaluaron las lesiones microscopicas en rifion con intervalo de confianza del 95% entre
los grupos desafiados con la cepa LOCaS 46. En el grupo inmunizados con rGspD y
desafiado se observo congestion (100%), necrosis (25%), inflamacion (50%) glomérulo
nefritis (50%), degeneracion tubular (50%), fibrosis (25%) y otras lesiones (50%). En el
grupo no inmunizado y desafiado se observo congestion (100%), necrosis (37.5%),
inflamacién (62.5%) glomérulo nefritis (62.5%), degeneracion tubular (87.5%), fibrosis
(50%) y otras lesiones (50%). En el grupo inmunizado con el inmundgeno comercial se
observo congestion (100%), necrosis (25%), inflamacion (75%) glomérulo nefritis (75%),
degeneracion tubular (100%), fibrosis (50%) y otras lesiones (75%), de los animales testigo
no inmunizados y no desafiados se observd congestion (100%), no se observo necrosis,
inflamacion (25%) glomérulo nefritis (25%), degeneracion tubular (100%), no se observo

fibrosis y otras lesiones (25%), (Figura 20).
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Cuadro 14 Resultados histopatolégicos en rifiones de hamsteres desafiados

Numero Congestion Degeneracion Inflamacion Fibrosis Necrosis Otras
Tubular lesiones

Grupo 1 Inmunizado con rGspD y desafiado

H2 ++ ++ ++ + +++ + He
LO, CP.IN PtGLyTb

H3 + - - - - -

H4 ++ - - - - -

+ + + PL - - -
H6
Grupo 2 No inmunizado y desafiado

H1 ++ +++ ++ ++ + + He

LO, CP.IN + Atr GL
Sg GL

H2 +++ ++ + - - +++ He
LO, CP. IN Sg, Pt GL

H3 + ++ ++ + + Sg,PtGL

NO.TB yTb

H4 +++ +++ +++ ++ ++ + Atr GL
LO, CP.IN Pt GL yTb
+++
NO, GL.

Ho6 ++ + - - - -

H7 + - - - - -

H8 ++ + + - - -
LO, CP.IN

H9 + + - + - -

Grupo 3 Inmunizado con el inmunégeno comercial y desafiados

H1 ++ ++ + - - -
LO, CP.IN

H2 + + + + - Sg,PtGL
LO, CP.IN

H3 + + +++ ++ ++ + Atr GL
LO, CP.IN Pt GL

H4 + + - - - -

Grupo testigo no inmunizado-no desafiado

H2 + + - - - -

H3 + +++ +++ - - -
LO, CP. IN

Grupo testigo inmunizado con GspD no desafiado H2

H2 ++ + - - - -

H3 ++ + - - - -

Grados de lesién: + leve; ++ moderado; +++ grave.

Células inflamatorias: LO linfocitos; CP células plasmaticas; NO neutréfilos; HO histiocitos.
Localizacion: IN intersticial; PL pelvis; GL glomérulos; Tb tubulos.

Otras lesiones: He hemorragia; Atr atrofia; Sg sangre; Pt proteina.
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Figura 7 PCR de colonia. En la figura se muestra un
gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio de PCR
utilizando los iniciadores BAP 1230 y BAP 1231. El
carril 1 muestra el MPM, el carril 3 muestra el control
positivo (E. coli Rosetta + plasmido pAL208)
previamente detectado mediante Western blot
utilizando anticuerpo monoclonal anti-T7-HRP y el
carril 4 y 5 muestran las colonia elegidas que
amplificaron para los iniciadores mencionados.
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Figura 8 Inmonudeteccion tipo Wester blot utilizando
anticuerpo monoclonal anti-T7-HRP. Se muestra una
membrana de nitrocelulosa con bandas de rGspD
purificada. En el carril 1, 2 y 3 muestran el sonicado de E.
coli Rosetta con el plasmido pAL208 inducido con IPTG y
purificado mediante electro-elusion. El carril 4 muestra el
control negativo (sonicado de E. coli Rosetta con plasmido
pET28a). El carril 5 muestra el control positivo (sonicado
de E. coli Rosetta con plasmido pAL208)
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Figura 9 Bandas mostrando elusiones de rGspD correspondientes a 63
kDa. En la parte superior se muestra inmunodeteccion tipo Western blot
con anticuerpo monoclonal anti-T7-HRP en wuna membrana de
nitrocelulosa; los carriles del 1 al 7 muestran a rGspD purificada, el carril 8
muestra el control negativo (sonicado de E. coli Rosetta con plasmido
pET28a), el carril 9 muestra el marcador de peso molecular (Precision Plus
Protein Standards-BIORAD), el carril 10 muestra el control positivo
(sonicado de E. coli Rosetta con plasmido pAL208). En la parte inferior
SDS-PAGE que muestra los carriles 1 al 7 corresponden a rGspD
purificada, el carril 8 muestra el control negativo el mismo utilizado en la
inmuno-transferencia y el carril 10 se utilizo albumina sérica bovina (60
kDa) como indicador de peso molecular.
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Figura 10 Comparacion de bandas de la proteina purificada rGspD.
Membrana de nitrocelulosa, la membrana A muestra bandas de proteina
obtenidas con la técnica utilizada por Rodriguez-Reyes (2008), la
membrana B muestra bandas obtenidas con las modificaciones en este
trabajo. En ambas membranas los carriles 1-6 son bandas de la proteina
purificada, el carril 7 muestra el control negativo (sonicado de E. coli
Rosetta con plasmido pET28a), el carril 8 muestra el marcador de peso
molecular (Protein Dual Color Standard-BIORAD). El carril 9 muestra el
control positivo (sonicado de E. coli Rosetta con plasmido pAL208)
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Figura 11 Inmunodeteccion tipo Western
utilizando anticuerpo anti-GspD de conejo.
Membrana de nitrocelulosa en el carril 1 se
muestra el marcador de peso molecular (Protein
Dual Color Standard-BIORAD). Los carriles 2 y
3 muestran rGspD purificada.
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Figura 12 Signos de leptospirosis. En activacion de la
virulencia de la cepa LOCaS 46. A muestra hematuria en las
camas de aserrin. B muestra a un hamster con los primeros
signos de leptospirosis, se puede notar depresion y pelo hirsuto.
C hamster muerto con signos de leptospirosis (hematuria). D
muestra diferentes fases de leptospirosis incluyendo un hamster
muerto.
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Figura 13 Comparacion de orina de un hamster
sano y un hamster con leptospirosis. A muestra
orina de una hamster sano donde se aprecia un
aspecto lechoso mientras que B muestra orina de
un hamster con leptospirosis con falta de
concentracion que fue inoculado con 100
leptospiras del cultivo virulento de L. interrogans
LOCaS 46 a los 9 dias post inoculacion.
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Figura 15 Comparacion de apariencia macroscopica de
un pulmén de hamster sano y un pulmén de hamster
qgue murid por leptospirosis. A Pulmén de hamster
aparentemente sano, sin lesiones macroscopicas aparentes.
B Pulmoén de hamster muerto por leptospirosis inoculado
con la cepa de L. interrogans LOCaS 46, se muestran
lesiones macroscopicas en tejido pulmonar como
hemorragia multifocal.
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Figura 16 Lesiones macroscopicas de Organos
de hamster muerto por leptospirosis inoculado
con la cepa de L. interrogans LOCaS 46. A Rifiones
de hamster mostrando congestion difusa marcada.
B Higado se aprecia congestion y aumento de
tamafio (bordes redondeados).
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Media de sobrevivencia post desafio (Error estandar de la media)
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Figura 17 Media de sobrevivencia post desafio con aislado
virulento de L. interrogans cepa LOCaS 46 en dias por grupo. La
media de sobrevivencia en el grupo inmunizados con la proteina
rGspD y desafiado fue de 27.2 dias, en el grupo no inmunizados y
desafiado fue de 21.9 dias, en el grupo inmunizados con el
inmundgeno comercial y desafiado fue de 28.8 dias. Sin diferencia
estadistica.
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Porcentje de cultivo (1C95%)
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Grupo experimental

Figura 18 Porcentaje de cultivo. Con intervalo de confianza del 95%,
en los grupos desafiados. Del grupo inmunizados con la proteina rGspD
y desafiado se obtuvo el 10% de aislados, del grupo no inmunizados y
desafiado se obtuvo el 40% de aislados, en el grupo inmunizados con el
inmunoégeno comercial y desafiado se obtuvo el 20% de aislado (p=0.2).

71




Porcentaje de lesiones (IC95%)
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Figura 19 Porcentaje de lesiones macroscopicas. Con intervalo de
confianza del 95% en Higado, Rifion y Pulmoén comparando entre los
grupos Inmunizados con rGspD, con el inmunogeno comercial y
grupo no inmunizado y posteriormente desafiados con el aislado
virulento de L. interrogans cepa LOCaS 46.
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8 DISCUSION

En este trabajo no son concluyentes los resultados para determinar la proteccion generada
por la proteina recombinante GspD para el ensayo de potencia. Aunque si se observo un
80% de sobrevivencia en el grupo inmunizado con rGspD y desafiado, en contraste con el

grupo testigo que presentd una sobrevivencia del 60%.

En el andlisis estadistico se observo una mayor sobrevivencia en animales desafiados que
previamente fueron inmunizados con la proteina recombinante GspD o con el inmundgeno
comercial. Sin embargo, la media de sobrevivencia de estos grupos no fue estadisticamente
diferente a la media de los animales que no fueron inmunizados y que también fueron
desafiados. En porcentaje de cultivo, lesiones macroscopicas de los 6rganos evaluados e
histopatologia de rifidén, se observan los mayores porcentajes en el grupo desafiado sin
inmunizacion al ser comparados con los inmunizados; sin embargo, no fueron
estadisticamente significativas. Aunque se observan mas signos y lesiones caracteristicas de
leptospirosis en los animales no inmunizados y desafiados, el disefio experimental no
cumple con la potencia estadistica para demostrar la diferencia significativa entre grupos.

En la prueba de Aglutinacion Microscopica (AM), realizada a los grupos de hamsteres
inmunizados y desafiados, se consideraron muestras positivas a partir de un titulo de 1:100.
Del grupo inmunizado con rGspD y desafiado se obtuvieron el 80% de los sueros de los
hamsteres, en este grupo solo se presentd un caso positivo (10%). Esto es esperado dado
que la AM detecta aglutininas del tipo IgM dirigidas contra el LPS de Leptospira,
componente ausente en los preparados de la proteina recombinante (rGspD). En el grupo no
inmunizado y desafiado, no se presentaron titulos positivos en ninguno de los individuos de
los cuales se pudo obtener muestra de suero (40%). El mayor nimero de reacciones
positivas (30%), fueron obtenidas del grupo inmunizado con una bacterina comercial. En
este grupo fue posible recolectar 80% de muestra de suero de los hamsteres y alcanzando
titulos de hasta 1:12,800 contra la serovariedad Canicola. Este resultado puede ser debido a
que, como se ha descrito anteriormente, la AM detecta principalmente anticuerpos dirigidos
contra el LPS, por lo que es comin encontrar respuestas en animales inmunizados con

bacterinas de Leptospira. El inmunndgeno comercial utilizado para inmunizar al grupo
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testigo, incluia extractos de membranas de las serovariedades: Canicola, Grippotyphosa,
Icterohaemorrhagiae y Pomona. Es importante considerar que la AM no puede diferenciar
entre anticuerpos producidos por la inmunizacion con el inmundgeno comercial o por

exposicion al agente (Adler and De la Pena-Moctezuma, 2009).

En la prueba de potencia, el nuimero de leptospiras de la cepa de desafio no fue homogéneo
en todos animales inoculados. Se tiene la hipotesis de que al realizarse el desafio a partir de
medio semisolido Fletcher el agar contenido en este medio podria haber capturado a las
leptospiras y esto impedir un nimero homogéneo de microorganismos para el desafio en
los diferentes grupos de animales. Esto fue sustentado por el ensayo previo de
determinacion de la DL50%, el desafio se realiz6 a partir de medio liquido EMJH vy la
caracteristica de este medio permitié6 una mejor homogenizacioén lo cual dio un mayor

control en el nimero de microorganismos presentes por dosis.

El establecimiento de modelos de enfermedad para resistencia y susceptibilidad a la
enfermedad es importante en la investigacion basica de leptospirosis (de Faria-Tucunduva
et al., 2007). La mayoria de las publicaciones en leptospirosis experimental se han
enfocado en modelos para infecciones de tipo agudo en cuyos, hdmsteres y ratones. Los
ratones han sido usados para estudios de susceptibilidad genética de leptospirosis y este no
es considerado un modelo ideal para ensayos de proteccion, las ratas son tedricamente un
modelo ideal para explorar la resistencia que tienen estos animales a la enfermedad (de
Faria-Tukunduva et al., 2007). El hamster sirio dorado (Mesocricetus auratus) es un buen
modelo animal en el estudio de leptospirosis ya que tiene un importante numero de
ventajas, incluyendo una excelente reproducibilidad de los resultados y una susceptibilidad
a un amplio rango de cepas patogenas de Leptospira (van den Ingh y Hartman, 1986). La
susceptibilidad de los hamsteres a la infeccion por leptospiras quizas esta relacionada con
que estos animales han evolucionado en un habitat desértico donde raramente se han
expuesto a las condiciones humedas que favorecen la trasmision de leptospirosis (Haake,

20006). Los signos clinicos y hallazgos patologicos en esta especie, son muy similares en la
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infeccion experimental a la infeccion natural (Oliva et al., 1994) por lo que se recomienda
para un ensayo futuro de potencia.

El éxito del desafio requiere de la disponibilidad simultanea de los hamsteres y del cultivo
virulento de Leptospira. Es importante contar con un niimero de animales del mismo sexo y
de la misma edad. Los animales deben ser libres de infeccién por Leptospira, lo cual debe
comprobarse utilizando la prueba de AM previa (Faine et al., 1999). Regularmente, los
hamsteres requieren de un periodo de adaptacion previo al momento del experimento
considerando una edad no mayor de 4 semanas para el dia del desafio. Segin Hakee (2006)
y Barnett et al (1999) consideran que después de ésta edad son mas resistentes, se ha
observado que se puede incrementar la sobrevivencia en los desafios aun con altas dosis de
ciertas cepas, los animales que sobreviven al desafio pueden presentar una infeccidon
subletal, involucrando a los rifiones principalmente. Es importante mantener altos niveles
de virulencia para lograr un desafio de calidad, se puede recuperar el cultivo directamente
de animales que se hayan ocupado para mantener la virulencia a animales susceptibles
(Oliva et al., 1994). Los cultivos de Leptospira requieren al menos una semana para su
desarrollo, después de la inoculacion en el medio de cultivo, sin embargo el desarrollo de
leptospiras varia, dependiendo de la cepa y la calidad del medio (Haake, 2006).

Para prevenir contaminacion entre grupos en experimentacion durante el cambio de camas,
los animales se deben mover directamente a cajas nuevas, nunca se deben compartir cajas

entre grupos (Haake, 2006).

En un ensayo piloto de proteccion en hamsteres (n=3) realizado por Rodriguez-Reyes
(2008) con la finalidad de determinar si existia alguna diferencia al desafio con la cepa
virulenta LOCaS 46 correspondiente a la serovariedad Canicola, en cuanto al grado de
lesion en un grupo previamente inmunizado con rGspD de serovariedad Hardjo y un grupo
no inmunizado, se observéd una supervivencia del 100% para el grupo que previamente fue
inmunizado con rGspD, en contraste con el grupo testigo que tuvo una supervivencia del
33%, donde los animales presentaron lesiones que concordaban a las descritas a
leptospirosis. Se pudo observar que la inmunizacién con la proteina recombinante evito la

muerte de los animales desafiados, asi como la manifestacion de la enfermedad. Sin
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embargo, no evito la infeccion de dichos animales, la cual se demostrd por observacion
microscopica en campo oscuro y aislamiento del microorganismo en rifiéon y orina.

Los hallazgos de Rodriguez-Reyes (2008) asi como los de este trabajo dan indicio para la
realizacion de un futuro ensayo de proteccion con la proteina rGspD donde se controlen los
factores aqui propuestos.

En este ensayo utilizamos el adyuvante incompleto de Freund, el objetivo de utilizar los
adyuvantes es que estas sustancias al mezclarse con un antigeno puede aumentar
significativamente su inmunogenicidad, los adyuvantes pueden contener productos
naturales como bacterias muertas o extractos de las mismas o algunas sales de aluminio.
Casi todos actian promoviendo la inflamacion liberando lentamente el antigeno;
favoreciendo la fagocitosis y la digestion enzimdtica de la molécula, de este modo
amplifican la presentacion y el reconocimiento de sus determinantes. Su accion principal es
liberar lentamente el antigeno, con lo que se logra un estimulo continuo (Garcia, 1997).

En ensayos posteriores, se sugiere probar el uso de otros tipos de adyuvantes como sales de
aluminio, tres formas principales de esta sal con propiedades fisicas y quimicas diferentes
se han descrito como adyuvantes importantes. Las sales de aluminio pueden formar
compuestos solubles como los sulfatos o insolubles como los 6xidos, los hidroxidos y los
fosfatos de aluminio. Los primeros provocan agregacion de las proteinas, mientras que los
adyuvantes insolubles adsorben las proteinas y de este modo impiden su difusion. El uso de
adyuvantes de aluminio es acompanado por la estimulacion de IL-4 con estimulacion de los
Th2, con el aumento en la produccion de IgGl y IgE. Ademés de promover la
inmunomodulacion (Caulfield et al., 2007).

El utilizar antigenos mezclados con sales de aluminio como adyuvante conduce a una mejor
exposicion de los determinantes antigénicos los cuales son fagocitados mas facilmente
(Garcia, 1997). Estas sales han sido utilizadas en ensayos de proteccion de proteinas
recombinantes de Leptospira como LipL41-OmpL1 (Haake et al, 1999) y LigA
(Palaniappan et al., 2006). El bacilo de Calmette Guerin (BCG) una cepa atenuada de
Mycobacterium bovis, tiene capacidad de actuar como adyuvante ya que estimula
macrofagos, ha sido utilizado en estudios de proteccion con la proteina LipL32 de

Leptospira (Seixas et al., 2007). Sin embargo, al mezclarse la proteina con el adyuvante un
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volumen considerable de proteina se pierde, por lo cual es necesario obtener una mayor
cantidad de proteina al momento del ensayo de proteccion para solventar las pérdidas.
También son necesarios ensayos con diferentes concentraciones de proteina ya sea en
mayor o menor cantidad.

La inoculacion intraperitoneal es la ruta estandar para desafio con leptospiras patégenas, la
ventaja primaria de esta via es la facil liberacién del inoculo, otras rutas de inoculacion
biologicamente relevantes incluyen la inoculacion subcutanea (Truccolo et al, 2002) y
conjuntival (Bolin y Alt, 2001), éstas ultimas vias deberdn considerarse para estudios
posteriores de proteccion con rGspD debido a que asemeja més la ruta de infeccion de

forma natural.

El objeto del estudio de PMEs es identificar aquellas proteinas que son revelantes ya sea en
la patogénesis o induciendo inmunidad en el huésped, hasta la fecha el método mas directo
disponible para evaluar estos puntos es determinar si la inmunizacion con dicha proteina es

capaz de alterar la enfermedad en un modelo animal (Haake, 1999).

En esta investigacion se logré la purificacion de la proteina rGspD. Con las modificaciones
realizadas en este ensayo se logré un método de purificacion de mas rendimiento. La
estrategia resultd favorable para incrementar la cantidad de proteina purificada, lo cual se
observo en la concentracion y en la inmunodeteccion tipo Western blot con la presencia de
una banda mas prominente debido a la concentracion. Se logré obtener una cantidad
suficiente de proteina para la inmunizacion de los hamsteres para la rueba de potencia.

Para la purificacion de la proteina rGspD se utilizd6 la técnica de electro-elusion,
metodologia utilizada por Rodriguez-Reyes (2008) a la cual se le realizaron importantes
modificaciones. Las modificaciones realizadas en el presente trabajo se llevaron a cabo
durante diferentes procesos.

1.- En la transformacion de la cepa de E. coli con el plasmido recombinante (pAL208) para
expresion y posterior purificacion de rGspD, regularmente las colonias de E. coli
recombinantes se congelaban a -70° C, en contraste a este ensayo se realizd la expresion

con una recombinante de reciente transformacion. Esto debido a que en algunos casos el
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gen a ser expresado es toxico para la célula atin cuando este no sea inducido (Ausubel et
al., 1996).

2.- Para la expresion de rGspD se incremento el volumen del cultivo de E. coli conteniendo
el plasmido pAL208 de 100 ml a un cultivo de 500 ml, esto con el fin de obtener una mayor
cantidad de bacterias produciendo la proteina recombinante.

3.- Para la resuspension de la pastilla del cultivo que se obtuvo de la expresion de E. coli
recombinante se disminuyo6 la cantidad del PBS pH 7.2, para obtener un sonicado mas
denso.

4.- La concentracion del amortiguador de muestra para la electroforesis en geles de
poliacrilamida se manejé tres veces mas concentrado, esto nos permitio cargar los geles
utilizando una cantidad menor de amortiguador y una cantidad mayor de lisados de E. coli

recombinante con el plasmido pAL208.

El método de electro-elusion es un procedimiento lento y laborioso que ademas es de bajo
rendimiento. Sin embargo, con las modificaciones descritas resultd ser un método eficaz y

se logro la cantidad necesaria para la inmunizacion de los hamsteres.

Las proteinas se pueden purificar de acuerdo a su solubilidad, tamafio, carga y afinidad
(Matews et al., 2002). Si bien el esquema de purificacion de proteinas depende de muchas
variables, incluyendo las propiedades de las proteinas de interés. La fusion de etiquetas en
la secuencia de aminoécidos del vector de expresion facilita la expresion y purificacion de
las proteinas, tal es el caso de las etiquetas His*Tag (etiqueta de polihistidinas). La
cromatografia de afinidad es una técnica que aprovecha las propiedades especificas de
unidn de proteinas, la caracteristica distintiva de esta técnica es que el polimero esta unido
por enlaces covalente con algtn ligando especifico, las columnas con resina utilizan iones
metalicos inmovilizados, como niquel (Ni+2), que se une especificamente a la proteina
deseada, las demds proteinas no se unen a la columna y se eliminan con facilidad. Esta
técnica ha sido ampliamente utilizada en la purificacion de una gran cantidad de proteinas

de Leptospira tal es el caso OmpL1, LipL36, LipL41 (Barnett et al., 1999).
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Es necesario estandarizar un método eficaz que permita un rendimiento mayor de proteina.
Muchos métodos de purificacion han utilizado los sistemas pET. El plasmido utilizado para
el constructo pAL208 (Rodriguez-Reyes et al., 2008) fue el vector pET28a el cual codifica
para una etiqueta de seis histidinas en la region C-terminal que al atravesar la columna que
contiene la resina con niquel la proteina a purificarse es retenida en la columna. Sin
embargo, esto no se ha logrado con GspD ya que al ser una proteina de 12 subunidades y de
gran tamafo (63 kDa) posiblemente enmascara la etiqueta de histidinas. Por la cual se ha
optado por otras versiones del vector como pET28b' que en su secuencia de aminoéacidos
codifica en sus regidnes amino y carboxilo terminal la etiqueta de seis histidina, esto podria
proporcionar una mayor afinidad y por lo tanto una mejor retencién de la proteina a ser

purificada .

En esta investigacion se determiné la DL50% en hamster mediante la técnica de Reed &
Muench para la cepa LOCaS 46 de Leptospira interrogans serovariedad Canicola
previamente aislada por el GrILLep a partir de rifion de perro asintomdtico de la ciudad de
Meéxico (Castillo-Sanchez, 2008), la cual resultd inferior a 10 leptospiras por el método de
Reed & Muench sin embargo es necesario incrementar las diluciones para determinar el

punto final 50%.

Si bien cada agente tiene una virulencia determinada, los resultados de este trabajo
coinciden con los reportados por Haake y colaboradores (1999) con una cepa de L.
kirschneri la cual fue inferior de 10 microorganismos para hamster. Una DL50% inferior a
9 microorganismos fue reportada por Gonzalez y colaboradores (2003) para una cepa
denominada 12399 de L. interrogans serogrupo Ballum serovariedad no identificada. No
todas las cepas tienen la misma virulencia, puede haber variaciones entre serovariedades,
Barnett y colaboradores (1999) reportan una DL50% inferior a 100 microorganismos para

una cepa virulenta de L. kirschneri RMS52.

1 Novagen
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9 CONCLUSIONES

El grupo inmunizado con la proteina rGspD tuvo una sobrevivencia del 80 %, sin
embargo, hacen falta estudios posteriores ya que en el grupo testigo la mortalidad

causada por la cepa no fue satisfactoria, fue de 40%.

En este ensayo se establecen los factores cruciales a considerar para realizar un

ensayo posterior de proteccion con la proteina rGspDy

Se lograron purificar 2.25 mg de rGspDy. mediante la técnica de electro-elusion a la
que se le realizaron modificaciones utilizando recombinantes de reciente
transformacion, incrementando el volumen de cultivo para transformacion,
disminuyendo la cantidad de PBS para resuspension de la pastilla y utilizando un
amortiguador de muestra de mayor concentracion, lo cual dio como resultado un

rendimiento mayor.

En este estudio determinamos la dosis letal 50% (DL50) para la cepa patdgena
LOCaS 46 de Leptospira interrogans serovariedad Canicola la cual fue inferior a 10

leptospiras en hamster.
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APENDICE 1 SOLUCIONES Y MEDIOS

Soluciones para expresion de proteinas

Medio de cultivo LB (Luria Bertani) (Sambrook, 1989)

Reactivo 1000 ml | 500ml | 300ml | 100 ml
Bacto triptona (Difco) 10g 5g 3g lg
Extracto de levadura ' 5¢g 25¢g 15¢g 05¢g
Cloruro de sodio (NaCl?) 5g 25g |15g |05g
Hidroxido de sodio (NaOH) 1N 1 ml 0.5ml | 03ml |0.1ml
Bacto agar (Merck) si es necesario | 10-15 g 5-7¢g 345¢g | 1-15¢g

Disolver en aproximadamente % de la cantidad necesaria de agua destilada cada uno de los
componentes, agitar hasta disolver totalmente y aforar con agua destilada hasta el total de la

cantidad requerida. Esterilizar en autoclave a 15 1bs durante 15 minutos.

Antibidéticos

Sulfato de Kanamicina 50 pg/ ml

El sulfato de kanamicina es diluido en agua bidestilada, posteriormente filtrado a través de
membranas estériles calibre 0.22 um (Millipore™) y posteriormente es almacenado a 4° C

hasta su uso.

Cloranfenicol 34 pg/ ml

El cloranfenicol es diluido en etanol al 100%, posteriormente se filtra a través de
membranas estériles calibre 0.22 um (Millipore™) y posteriormente es almacenado a 4° C

hasta su uso.

1 Dibico
2 JT Baker
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Solucién de IPTG (Isopropil-3-d-tiogalactosido) 1M
IPTG (Promega) (PM=238.3) 23¢g
Agua bidestilada 10 ml

El IPTG se disuelve en agua bidestilada estéril, se ajusta al volumen final y posteriormente
se filtra a través de membranas estériles calibre 0.22 um (Millipore™), se distribuye en

volumen de 1 ml y es almacenado a 4° C hasta su uso.

PBS (Solucion amortiguadora de fosfatos)

Cloruro de Sodio '(NaCl) 8g
Cloruro de potasio” (KCl) 02¢g
Fosfato de sodio anhidro® (Na,HPO,) 144 ¢
Fosfato de potasio monopotasico “(KH,PO,) 024 ¢
Agua destilada 1000 ml

Disolver en aproximadamente 800 ml de agua destilada cada uno de los componentes,
agitar hasta disolver totalmente y aforar con agua destilada a 1000 ml, ajustar el pH a 7.4

con 4cido clorhidrico (HCI 10 M). Esterilizar en autoclave a 15 1bs durante 15 minutos.

Soluciones para electroforesis en geles de poliacrilamida
Amortiguador de Muestra (4X)

Reactivo Cantidad
Tris’-HC1 pH 6.8 (0. 5M) 2ml
Glicerol (JT Baker) 5 ml
SDS *10% 2ml
2-Mercaptoetanol (Sigma) 1 ml
Azul de bromofenol (Merk) 0.02¢g

Disolver los componentes en un tubo falcon de 15 ml y cubrir de la luz con papel aluminio.

1 Golden bell
2 Gibco BRL

3 Invitrogen
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Amortiguador para electroforesis en poliacrilamida (5X)

Tris base' 15¢g
Glicina * 72 g
SDS* 5¢
Agua destilada 1000 ml

Disolver en aproximadamente 800 ml de agua destilada los componentes, agitar hasta
disolver totalmente y aforar con agua destilada a 1000 ml, ajustar el pH a 8.3 con acido
clorhidrico (HCI 10 M), posteriormente almacenar a 4° C hasta su uso.

Nota: Para ser utilizado por electroforesis se diluye a 1X: con 200 ml del amortiguador de

electroforesis (5X) y 800 ml de agua destilada.

Solucion de Azul de Coomasie

Metanol absoluto’ 500 ml
Acido Acético’ 100 ml
Agua bidestilada 500 ml
Azul de coomassie® 0.55¢

Se mezclan todos los componentes y se almacenan en un frasco &mbar y en un lugar fresco.
Nota: Esta solucion puede ser utilizada en varios procesos de tincion de geles de

poliacrilamida.

Solucién destenidora de Azul de Coomasie

Metanol absoluto® 500 ml
Acido Acético’ 100 ml
Agua bidestilada 500 ml

Se mezclan todos los componentes y se almacena en un lugar fresco.

1 JT BAKER
2 Invitrogen
3 Alit Reactivos analiticos

4 BIORAD
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Geles de poliacrilamida para electroforesis

Gel separador al 12%

Agua destilada 3350 pl
Tris HCL pH 8.8 (1.5 M) 2500 pl
SDS 10% 100 pl
Archilamida (en solucion-BIORAD) 4000 pl
Persulfato de amonio 50 ul
TEMED” (Tetrametiltiléndiamina) 5 ul

Se mezclan los componentes, se recomienda afiadir el TEMED hasta el final ya que junto
con el persulfato de amonio catalizan la polimerizacion del gel. Posteriormente se coloca la
mezcla en la base para preparacion de geles de la cdmara de electroforesis, eliminar las
burbujas que se formen en la superficie del gel, esto se logra agregando una cantidad
minima de agua destilada o etanol al 70%, se deja polimerizar por aproximadamente 40

minutos.

Gel concentrador al 4%

Agua destilada 3000 pl
Tris' HCL pH 6.8 (0.5 M) 1250 pl
SDS* 10% 50 ul
Acrilamida’ (en solucion BIORAD) 700 ul
Persulfato de amonio' 25 ol
TEMED’ (Tetrametiltiléndiamina) 5 ul

Se mezclan los componentes igual que el gel separador se recomienda afiadir el TEMED al
final, posteriormente se coloca la mezcla en la base para preparacion de geles de la cadmara
de electroforesis por encima del gel separador, eliminar las burbujas que se formen en la
superficie del gel absorbiéndolas con una micropipeta de 1000 pl y se colocan los peines

para la formacion de los pozos, se deja polimerizar por aproximadamente 20 minutos.

1 JT BAKER

2 Invitrogen
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Tris HCL pH 8.8 (1.5 M)

Tris ' HCL pH 8.8 (1.5 M) 5445 ¢

Agua destilada 300 ml

Disolver el Tris en 150 ml de agua destilada, ajustar el pH a 8.8 con HCL y aforar a 300 ml

con agua destilada.

Tris HCL pH 6.8 (1.5 M)

Tris' HCL pH 6.8 (0.5 M) 6g
Agua destilada 100 ml

Disolver el Tris en 50 ml de agua destilada, ajustar el pH a 6.8 con HCL y aforar a 100 ml

con agua destilada.

Solucion de persulfato de amonio

Persulfato de amonio' (NH,)2S,05 05¢g
Agua destilada 500 ul

Disolver el persulfato de amonio en agua destilada se recomienda prepararlo al momento.

SDS al 10%
SDS * 10g
Agua destilada 100 ml

Se disuelve el SDS en 50 ml de agua destilada y posteriormente se afora a 100 ml con agua

destilada.

1 JT BAKER

2 Invitrogen
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Soluciones para inmunodeteccion tipo Western blot

Amortiguador de Towbin

Tris' 3.023 g
Glicina® 144 ¢
SDS * 0.037 g
Metanol absoluto’ | 200 ml
Agua destilada 1000 ml

Disolver en aproximadamente 600 ml de agua destilada los componentes excepto el
metanol, agitar hasta disolver totalmente y aforar con agua destilada a 800 ml, almacenar a

4° C hasta su uso. Al momento de ser utilizado se agrega el metanol absoluto frio.

Amortiguador TBS (Amortiguador Salino de Tris)

Tris' HCL IM pH 8.0 20 ml
Cloruro de sodio” (NaCl) 1.8¢g
Agua destilada 180 ml

Disolver cada uno de los componentes totalmente y almacenar a 4° C hasta su uso.

Amortiguador TBS-T (Amortiguador Salino de Tris-Tween 20)

Tris' HCL 1M pH 7.5 10ml
Cloruro de sodio * (NaCl) 09¢g
Tween 20° 50 ul
Leche descremada (Svelty) S5¢g

Agua destilada 90 ml

Disolver los componentes totalmente y almacenar a 4° C hasta su uso

1 JT BAKER
2 Invitrogen

3 Alit Reactivos analiticos
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Elusion de proteinas

Solucion de Cloruro de Potasio (250 mM)
Cloruro de potasio' (KCl PM=74.557) 372¢g
Agua destilada 200 ml

Disolver totalmente el cloruro de potasio en agua destilada y almacenar a 4°C hasta su uso.

Amortiguador de elusion (5X)

Tris base ' 15¢g
Glicina * 72 g
SDS * 5g
Agua destilada 1000 ml

Disolver en aproximadamente 800 ml de agua destilada los componentes y aforar con agua
destilada a 1000 ml, ajustar el pH a 8.3 con acido clorhidrico (HCI 10 M), posteriormente
almacenar a 4°C hasta su uso.

Nota: Al momento de realizar electro-elusion preparar el amortiguador de corrida a 1X con
200 ml del amortiguador de corrida (5X) y 800 ml de agua destilada. No se debe utilizar
este amortiguador para otra electro-elusion se recomienda preparar nuevo en cada

procedimiento.

Soluciones para electroforesis en gel de poliacrilamida

Solucion 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 250 ml

1 JT BAKER
2 Invitrogen

3 Sigma-ALDRICH
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Disolver en 150 ml de agua destilada los componentes y aforar con agua destilada a 250 ml,

ajustar el pH a 8.5 y posteriormente almacenar a 4° C hasta su uso.

Solucion TAE
Solucion TAE 50X 20 ml
Agua destilada 980 ml

Disolver la solucion TAE 50X en agua destilada y homogenizar perfectamente.

Gel de agarosa

Agarosa' 03¢g
Solucion TAE de trabajo 30 ml

Se disuelve la agarosa con la cantidad requerida de solucion TAE de trabajo, se calienta en
el horno de microondas hasta que la mezcla se vea transparente, posteriormente se le agrega
bromuro de etidio 5 pg/ ul y se coloca en la cdmara de electroforesis para geles de agarosa
se recomienda eliminar las burbujas, se coloca el peine segiin las muestras a correr, se deja

polimerizar por aproximadamente 30 minutos.

Amortiguador de muestra para ADN bacteriano

Sucrosa 19¢
EDTA’ 0.124 g
Azul de bromofenol’ 5 mg
Agua bidestilada 5 ml

Disolver los componentes en un tubo falcon de 15 ml.

1 Invitrogen
2 JT BAKER
3 Merck
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Medios de cultivo para el desarrollo de Leptospira

Medio Fletcher

Peptona 03g
Extracto de carne (Bioxon) 02¢g
Cloruro de sodio' (NaCl) 05¢g
Agar (Merk) 15¢g
Agua destilada 920 ml
Suero de conejo esteril 5-10%

Se mezclan todos los componentes a excepcion del suero de conejo, esterilizar en autoclave
a 15 lbs durante 15 minutos, posterior a la esterilizacion se deja enfriar un poco y se le
agrega el suero de conejo en condiciones de esterilidad. El suero de conejo es previamente
filtrado con membranas de 0.22 um e inactivado a 56° C durante 30 minutos. El suero se
mezcla con los componentes y se distribuye en tubos estériles con una cantidad aproximada

de 4-5 ml segln el alto del tubo.

Solucion para prueba de aglutinacion microscopica

SAF (Solucion salina Amortiguadora de Fosfatos)

Solucién amortiguadora de Sorensen (de Stock)

Reactivo Cantidad
Fosfato disodico anhidro” (Na2HPO4) 833 ¢
Fosfato monopotasico ~ (KH2PO4) 1.09¢g
Agua bidestilada 1000 ml

Solucion salina fisioldgica (Stock)

Cloruro de sodio' (NaCl) 85¢g
Agua destilada 1000 ml

1 Golden Bell
2 J T BAKER
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La solucion SAF se prepara mezclando 40 ml de la solucion amortiguadora de Sorensen y

460 ml de la solucion salina fisioldgica. El pH final debe ser de 7.2-7.4, se esteriliza a 121°

C durante 15 minutos, se distribuye y se almacena a temperatura ambiente.

Medio EMJH

1.- Base para medio

Reactivo Cantidad Stock
Fosfato de sodio'(NaHPO,) lg

Fosfato monopotasico' (KH,PO,) 03g

Cloruro de sodio*(NaCl) lg

Cloruro de amonio (Na,Cl) 1 ml 2.5g/ 10 ml
Piruvato de sodio 1 ml 1g/10ml
Glicerina 10% 1 ml 1 ml/ 10 ml
Cloruro de calcio (CaCl,) 0.7 ml 0.15g/ 10 ml
Sulfato de zinc (ZnSO,4 7H,0) 1.0 ml 0.04 g/ 10 ml
Sulfato de manganeso (MnSO,-4H,0) 1.0 ml 0.01 g/ 10 ml
Tiamina 1.0 ml 0.05 g/ 10 ml
Cloruro de magnesio (MgCl) 0.7 ml 0.15g/ 10 ml
Glicerol 20% 1.0 ml 2 ml/ 10 ml
Vitamina B12 (Cianocobalamina) 0.2 ml 0.02 g/ 10 ml
Sulfato cuprico (CuSO45H,0) 1.0 ml 0.03 g/ 10 ml
Piruvato de sodio 02¢g

Acetato de sodio anhidro (CH; COONa) 0.1g

Fraccion V de albamina bovina en polvo 100 g

1 J T Baker
2 Golden Bell
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Inicialmente se prepara la base del medio disolviendo los componentes en 600 ml de agua
destilada estéril y aforando a 800 ml se homogeniza completamente y se le adiciona la

solucion Tween 80-sulfato ferroso.

Tween 80 12.5 ml
Sulfato ferroso (FeSO,) 0.01g

Se mezclan los componentes en 60 ml de agua destilada estéril y se homogeniz, se agrega a
la base y se vuelve a homogenizar. Se ajusta el pH de 7.2-7.4, posteriormente se filtra con
prefiltro' en condiciones de no esterilidad, después con membrana de 0.65 pm', 0.45 pm',
0.22 um'. Finalmente se filtrar con membrana 0.22 pm' en condiciones de esterilidad. Se

incuba a 37° C para prueba de esterilidad por aproximadamente 24 horas.

1 (Millipore™)
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APENDICE 2 BASE DE DATOS

DOSIS LETAL 50%: Identificacién, inoculacidn, dia de muerte, lesiones en érganos.

Cons
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BASE DE DATOS

DOSIS LETAL 50%: Identificacion y lesiones en drganos.

Higado Rifion Rifion
Higado Pulmon congestion congestion Hemorragias
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BASE DE DATOS

PRUEBA DE POTENCIA Identificacién, inoculacion, dias de sobrevivencia .

Dias
Consecutivo Grupo Grupo Hamster Inoculacién  sobrevivencia
1 1 Inm-GspD-Des HA1 08-09-08 10
2 1 Inm-GspD-Des H2 08-09-08 22
3 1 Inm-GspD-Des H3 08-09-08 30
4 1 Inm-GspD-Des H4 08-09-08 30
5 1 Inm-GspD-Des H5 08-09-08 30
6 1 Inm-GspD-Des H6 08-09-08 30
7 1 Inm-GspD-Des H7 08-09-08 30
8 1 Inm-GspD-Des H8 08-09-08 30
9 1 Inm-GspD-Des H9 08-09-08 30
10 1 Inm-GspD-Des H10 08-09-08 30
11 2 No Inm-Des H1 08-09-08 9
12 2 No Inm-Des H2 08-09-08 9
13 2 No Inm-Des H3 08-09-08 10
14 2 No Inm-Des H4 08-09-08 11
15 2 No Inm-Des H5 08-09-08 30
16 2 No Inm-Des H6 08-09-08 30
17 2 No Inm-Des H7 08-09-08 30
18 2 No Inm-Des H8 08-09-08 30
19 2 No Inm-Des H9 08-09-08 30
20 2 No Inm-Des H10 08-09-08 30
21 3 Inm-inmundégeno com H1 08-09-08 18
22 3 Inm-inmunégeno com H2 08-09-08 30
23 3 Inm-inmundégeno com H3 08-09-08 30
24 3 Inm-inmundégeno com H4 08-09-08 30
25 3 Inm-inmunégeno com H5 08-09-08 30
26 3 Inm-inmunégeno com H6 08-09-08 30
27 3 Inm-inmundégeno com H7 08-09-08 30
28 3 Inm-inmunégeno com H8 08-09-08 30
29 3 Inm-inmunégeno com H9 08-09-08 30
30 3 Inm-inmunégeno com H10 08-09-08 30
31 No Inm-No Des. H2
32 No Inm-No Des. H3
33 Inm GspD-No Des H2
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BASE DE DATOS

PRUEBA DE POTENCIA: Identificacidn, dia de muerte, cultivo de érganos.

Higado Higado Rifiéon Rifién

Consecutivo Muerte Muerte EMJH Fletcher EJMH Fletcher
1 18-09-08 M 0 0 0 0
2 30-09-08 M 0 0 0 0
3 08-10-08 S 0 0 0 0
4 08-10-08 S 0 0 0 0
5 08-10-08 S 0 0 0 0
6 08-10-08 S 0 0 0 0
7 08-10-08 S 0 0 0 0
8 08-10-08 S 0 0 0 0
9 08-10-08 S 0 0 0 0
10 08-10-08 S 0 0 0 0
11 17-09-08 M 0 0 0 0
12 17-09-08 M 0 0 0 0
13 18-09-08 M 1 1 0 0
14 19-09-08 M 0 0 0 0
15 09-10-08 S 0 0 0 0
16 09-10-08 S 0 0 0 0
17 09-10-08 S 0 0 0 0
18 09-10-08 S 0 0 0 0
19 09-10-08 S 0 0 0 0
20 09-10-08 S 0 0 1 0
21 26-09-08 M 0 0 0 0
22 09-10-08 S 1 0 0 1
23 09-10-08 S 0 0 0 0
24 09-10-08 S 0 0 0 1
25 10-10-08 S 0 0 0 0
26 10-10-08 S 0 0 0 0
27 10-10-08 S 0 0 0 0
28 10-10-08 S 0 0 0 0
29 10-10-08 M
30 10-10-08 S 0 0 0 0
31 21-10-08 S 0 0
32 21-10-08 S 0 0
33 21-10-08 S 0 0 0 0
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BASE DE DATOS

PRUEBA DE POTENCIA Identificacidn, cultivo y lesiones en érganos.

Orina  Orina  Sangre Higado Rifi6n Pulmén

Consecutivo EMJH  Fletcher EMJH Cultivo congestiéon  congestién  congestion
1 0 1 1 0
2 1 0 1 1 1 0
3 0 0 1 0 0
4 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
8 0 0 0 0
9 0 0 0 0
10 0 0 0 0

21 0 2 1 0
22 1 0 0 0
23 0 0 0 0
24 1 0 0 0
25 0 0 0 0
26 0 0 0 0
27 0 0 0 0
28 0 0 0 0
29 0 1 1 0
30 0 0 0 0 0 0
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BASE DE DATOS
PRUEBA DE POTENCIA Identificacidon y lesiones en érganos.

Higad
o] Rifion Rifion Pulmoén

. Higado Pulmén congestién congestién hemorragias hemorragias
Consecutivo hemorragia hemorragias binario binario binario binario
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21 0 1 1 1 1 1
22 0 0 0 0 0 0
23 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 0 0
26 0 0 0 0 0 0
27 0 0 0 0 0 0
28 0 0 0 0 0 0
29 0 0 1 1 0 0
30 0 0 0 0 0 0
31 0 0 0 0 0 0
32 0 0 0 0 0 0
33 0 0 0 0 0 0
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