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Resumen

Con la finalidad de conocer si la captura de Factor H del sistema de complemento
por Leptospira correlaciona con su sobrevivencia al suero humano en cepas de bajo
y alto pasaje; se determino la capacidad de captura de Factor H por diferentes cepas
de Leptospira spp., mediante ensayos de ELISA. El porcentaje de sobrevivencia al
suero humano normal fue determinado por conteo directo en camara de Petroff-
Hausser considerando como 100% el desarrollo de Leptospira en suero humano
inactivado. Se utilizaron trece cepas patdgenas y una cepa saprofita de Leptospira
spp. Tres de las cepas de Leptospira spp., patdégenas fueron reactivadas por
infeccion en hamster (virulentas) y sus tres correspondientes fueron atenuadas por
siete pases en cultivo. Adicionalmente, se evaluaron diez cepas de alto pasaje
empleadas en la técnica de aglutinacion microscopica para diagndstico de
leptospirosis. Se encontro diferencia significativa en la capacidad de captura de
Factor H entre las cepas de bajo y alto pasaje de Leptospira Canicola LOCaS46 y
L. Icterohaemorrhagiae LOVe30, pero no en las de L. Tarassovi MOCAA45.
Adicionalmente, se observaron diferencias en la capacidad de captura entre las
serovariedades probadas. Se observé una correlacion positiva entre la capacidad
de captura del Factor H por Leptospira spp y su sobrevivencia ante el suero humano

normal.

Palabras clave: Leptospira, Factor H, captura, ELISA, sobrevivencia



Abstract

In order to know if the Factor H of the complement system capture by Leptospira
spp. correlates with its survival to Human Normal Serum in strains with Low and High
Passage, we determined the FH capture-capacity of different leptospiral strains
using ELISA assays. The survival percentage was determined by direct counting in
a Petroff-Hausser Chamber considering as 100% the leptospiral growing in human
serum inactivated by heat. We used thirteen pathogenic strains and a saprophytic
Leptospira spp. strain. Three of these pathogenic strains were reactivated by
infecting Golden Syrian Hamsters (Virulent) and their three correspondent strains
were attenuated by seven culture passages. Additionally, we assessed ten strains
with very high passage used in the microagglutination test to diagnose leptospirosis.
We found significant differences in the FH capture capacity between the High and
Low Passage strains of Leptospira interrogans serovar Canicola strain LOCaS 46
and Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae strain LOVe30, but not in
Leptospira santarosai serovar MOCA45. Additionally, we observed differences in the
capture capacity of the other leptospira strains assayed. We assessed a positive
correlation between the FH capture by Leptospira spp., and its survival to NHS.

Keywords: Leptospira, Factor H, capture, ELISA, survival
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l. Introduccion

El sistema del complemento es parte de la inmunidad innata, desempefia un papel
central en la eliminacién de patégenos, complejos inmunes, células dafiadas;
ademas participa como modulador de la respuesta inmune adaptativa (Medzhitov
and Janeway Jr, 2000). Este sistema es extremadamente reactivo, por lo que, para
evitar dafos a las células del propio organismo y el consumo de sus componentes,
requiere de una regulacion fina. Entre los principales reguladores solubles se
encuentran el Factor H que regula la via alterna de complemento y la C4BP que

regula las vias clasica y de las lectinas (Jozsi and Zipfel, 2008; Bajic et al., 2015).

La leptospirosis es una enfermedad causada por espiroquetas Gram negativas del
género Leptospira que afecta a mamiferos, incluido el humano. La enfermedad se
caracteriza por provocar desde un cuadro autolimitante hasta uno severo con danos
oculares, en pulmén, higado y rindn. Constituye una zoonosis de importancia
mundial transmitida por orina de animales infectados o portadores asintomaticos
gque a su vez contaminan cuerpos de agua, facilitando su transmision a la poblacion.
(Bharti et al., 2003; Vijayachari et al., 2008; Adler and de la Pefia Moctezuma 2010)
Leptospira presenta diversos factores de virulencia, entre ellos estan las adhesinas
que capturan reguladores del complemento del huésped (Factor H y C4BP) para
evadir la accion del complemento. Las adhesinas de Leptospira capaces de capturar
Factor H son LenA y LenB (Stevenson et al., 2007). Lsa30, Lsa25 y Lsa33 son
capaces de ligar C4BP (Barbosa et al., 2009; Souza et al., 2012; Domingos et al.,
2012). Mientras que las adhesinas LigA, LigB, Lsa23 y LcpA son capaces de
capturar tanto Factor H como C4BP (Castiblanco-Valencia et al., 2012; Choy 2012;
Siqueira et al., 2013) Se ha establecido que las leptospiras patdbgenas son capaces
de sobrevivir a la accion del complemento. El objetivo del presente trabajo fue
determinar si la capacidad de captura de Factor H por Leptospira spp. correlaciona

con su sobrevivencia al suero humano normal.



Il Revision de la literatura

El sistema de complemento

La respuesta inmune a agentes infecciosos puede ser dividida en dos subsistemas
interconectados: Inmunidad innata e inmunidad adaptativa. La inmunidad adaptativa
esta organizada principalmente en dos clases de linfocitos especializados, células
T y B, que expresan receptores especificos ante los antigenos permitiendo su
deteccion especifica y la subsecuente eliminacién de patégenos, la inmunidad
adaptativa tiene la facultad de producir linfocitos de memoria especificos que son
capaces de dar una respuesta mas rapida y eficiente en caso de reinfeccion. La
inmunidad innata, por su parte, incluye moléculas y células efectoras que proveen
una respuesta inmune fuerte e inmediata y reconoce a los agentes infecciosos por
medio de patrones moleculares asociados a patégenos [PAMPS] (Medzhitov and
Janeway Jr, 2000); incluye moléculas que evolucionaron en organismos primitivos,
que son muy importantes en la respuesta inmune contra patégenos como los
receptores tipo Toll (Toll-Like-Receptos), las ficolinas, las lectinas de uniéon a
manosa (Mannose Binding Lectin, MBL) y las pentraxinas (Dunkelberger y Song,
2010). El sistema del complemento es una parte esencial de la inmunidad innata,
que desempefia un papel central en la eliminacién de patdégenos (Walport, 2001).
También participa en la angiogénesis, movilizacion de células hematopoyéticas
progenitoras y regeneracion de tejidos (Mastellos y Lambris, 2002, Ricklin et al.,
2010). El Sistema de complemento esta constituido por mas de treinta proteinas
séricas y de membrana que se encuentran en forma inactiva. El sistema puede ser

activado por tres vias: la via clasica, la via de las lectinas y la via alterna.

Via clasica del complemento

Esta via es dependiente de anticuerpos, ya que es iniciada cuando la molécula de
C1q se une a los anticuerpos IgM o IgG unidos al antigeno. C1q se compone de 18
cadenas agrupadas en seis hélices triples tipo colagena, asociadas a dos
serinproteasas C1r y a dos C1s (Kishore and Reid, 2000; Kindt et. al., 2007).



Adicionalmente, C1q es capaz de activar al complemento directamente, mediante
el reconocimiento de estructuras microbianas y células apoptéticas (Nauta et al.,
2002), o bien, a través de pentraxinas, como la proteina C reactiva (Jiang et al.,
1991).

C1ractiva a C1s, que desdobla a C4 en C4a y C4b. C4b se deposita en la superficie
bacteriana actuando como opsonina. Enseguida, C4b capta C2 y C1s desdobla C2
en C2a y C2b. C2a permanece unido a C4b y constituye la convertasa de C3
(C4b2a) (Walport, 2001, Ricklin et al., 2010).

Via de las lectinas del complemento

Esta via se activa medio del reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patégenos, por la MBL, que es una colectina que reconoce manosa en la superficie
de los microorganismos (Matsushita and Fujita, 1992, McMullen et al., 2006). Otras
moléculas activadoras de la via de las lectinas son las ficolinas H, L y M, que
contienen dominios similares a colageno y fibrinbgeno, que reconocen
carbohidratos acetilados en la superficie de los patdégenos llevando a la activacion
subsecuente de las serin proteasas asociadas a MBL (MASPs 1, 2, y 3) (Matsushita
and Fujita, 1995; Matsushita et al., 2002; Takahashi et al., 2008. MASP2 activa C4
y C2, formando la convertasa de C3 similar a la via clasica de complemento
(C4b2a). Adicionalmente, MASP1 puede cortar directamente a C3 como ocurre en
la via alterna del complemento (Matsushita et al., 2000, Walport, 2001, Endo et al.,
2006).

Via alterna del complemento

Esta via se activa mediante la hidrdlisis espontanea del enlace tioéster de C3
(C3H20). El C3 hidrolizado se une al componente B, el cual es desdoblado por el
Factor D en Ba y Bb produciendo una convertasa soluble de C3 (C3H20-Bb), la cual
desdobla C3 en C3a y C3b (Pangburn and Muller-Eberhard, 1980). C3b se une a

proteinas, lipidos y carbohidratos presentes en superficies de microorganismos y se



une al componente B, que es desdoblado por el Factor D formando la convertasa
de C3 de la via alterna (C3bBb), fijada a la superficie del patégeno (Walport, 2001,
Harboe and Mollnes, 2008). La fraccién C3a, tiene funcién anafilotoxica vy
quimiotactica para leucocitos (Janssen and Gros, 2007). La molécula C3bBb es
estabilizada por properdina y iones de magnesio. A la convertasa de C3 se une otro
C3b produciendo C3bBb3b, que tiene actividad de convertasa de C5 (Fearon and
Austen, 1975; Pangburn and Mduller-Eberhard, 1984). La amplificacion de la via
alterna del complemento incrementa la densidad de C3b depositado sobre la
superficie del patdogeno, favoreciendo su fagocitosis ya que C3b actua como
opsonina (Joiner et al., 1984 ), ademas de conducir a la formacion de las convertasas
de C5 (C4b2a3b o C3bBb3b) (Ricklin et al., 2010).

Complejo de ataque de membrana (Membrane Attack Complex, MAC)

El MAC es la fase terminal donde confluyen las tres vias del complemento. Las
convertasas de C5 (C4b2a3b o C3bBb3b) desdoblan a C5 en C5a y C5b, esta ultima
queda unida a la superficie del patégeno y permite la agregacion de los
componentes C6 y C7, el complejo se inserta en la membrana celular cuando se
integra el componente C8, el cual permite la subsecuente polimerizacién de 12-18
unidades de C9 que forman un poro, de 90 a 110 A de diametro [C5b6-7-8-9(n)].
Estos poros son responsables de causar la destruccion del patégeno blanco (Muller-
Eberhard, 1985; Zalman and Muller-Eberhard, 1990; Ricklin et al., 2010; Hadders et
al., 2012).

Reguladores del sistema del complemento

El complemento puede dainar a las células del hospedero, aun si las células estan
sanas y no son reconocidas por la via clasica o la via de las lectinas, sin embargo,
podrian ser blanco de C3b producido por la hidrdlisis espontanea de C3 en la via
alterna, o bien por la activacion de cualquiera de las vias en un lugar adyacente a

las células sanas. (Bajic et al., 2015). La regulacién de la via alterna se lleva a cabo



mediante proteinas reguladoras negativas solubles y fijas a la membrana celular.
Varios reguladores actuan a nivel de las convertasas de C3 (C4b2a y C3bBb), se
unen a C4b o C3b evitando la formacion de las convertasas, facilitan el
desensamble de las convertasas, y actian como cofactores de la serinproteasa
Factor | para la inactivacion de C3b y C4b (Jozsi and Zipfel, 2008). La regulacion se
completa con el decaimiento espontaneo de las proteinas activadas y complejos
enzimaticos debido a que poseen una vida media corta (Liszewski ef al., 1996). En

el Cuadro 1 se muestran las proteinas reguladoras del complemento.



Cuadro 1. Reguladores de complemento

Regulador Via que regula Ligando Funcién
Reguladores solubles
C1INH Clasica y C1r, C1sy | Bloquea las serinproteasas C1r/s, MASPs,
lectinas MASP-2 factores de coagulacion y C3b.
Reconoce superficies propias, se une a C3b
Factor H
. inhibiendo la formacion de la convertasa de
(Existen FHL-1 y Alterna C3b, C3d
C3, desestabiliza la convertasa de C3/C5,
FHR-1 al 5)
actua como cofactor para Factor I.
Properdina Alterna C3 Estabiliza las convertasas de la via alterna
. . Clasica y C3a, C4ay | Inactiva las anafilotoxinas
Carboxi-peptidasa-N
lectinas Cba
Se une a C4b inhibiendo la formacién de la
Clasica y convertasa de C3, desestabiliza Ila
C4BP C4
lectinas convertasa de C3/C5, actua como cofactor
para Factor |
Transporte de colesterol, HDL, APOA4 y
Clusterina C7,C8,C9 | | .
. i MAC lipidos, bloquea C7-C9 y la fase de fluido del
(Apolipoproteina J) y MAC
MAC
Vitronectina MAC C5b-7y Evita el ensamble del MAC
(Proteina S) MAC
Reguladores presentes en membrana
) Limpieza de complejos inmunes, induccién
CR1 C3b, iC3b, o o
C3 de fagocitosis, acelerador de decaimiento de
(CD35) C4byCiq
convertasas, cofactor para Factor |
DAF - C4b2by | Acelera el decaimiento de la convertasa de
(CD55) C3Bb C3
MCP Degradacion de C3, cofactor para FH y Fl,
C3 C3by C4b ] ) .
(CD46) efector de maduracion de linfocitos T
Protectina Inhibe el ensamble y formacion de MAC
MAC C8
(CD59)

Fuentes: Liszewski et al., 1996; Zipfel and Skerka, 2009; Ricklin et al., 2010; Bajic

et al., 2015)




De los reguladores antes descritos, el Factor H es el mas potente inhibidor de
complemento, asi como el mas estudiado (Ferreira et al., 2010; Bajic et al., 2015).

A continuacion, se realiza una descripcion mas detallada de Factor H.

Factor H

El Factor H (FH) es una glicoproteina abundante en el suero que se produce
constitutivamente en el higado (Adinolfi et al., 1981; Schwaeble et al., 1987; Ferreira
et al., 2010), y puede ser expresada localmente por diferentes células como las
células epiteliales de pigmento retinal, células endoteliales, plaquetas, células
mesenquimales y tubulos seminiferos (Brooimans et al., 1990; Chen et al., 2007,
Licht et al., 2009; Sakaue et al., 2010; Tu et al., 2010). Se reportan como valores
promedio en el suero humano normal 442.7 +105.8 ug/ml (Ripoche et al., 1988; De
Paula et al., 2003), las variaciones son dependientes de factores genéticos vy

ambientales (Esparza-Gordillo et al., 2004; de Cordoba y de Jorge, 2008).

La regulacion de la via alterna de complemento ocurre en plasma, el FH posee tres
funciones: unirse a C3b, evitando la formacion de la convertasa de C3, desplazar
Bb de la convertasa de C3 y actuar como cofactor del Factor I, para la hidrolisis de
C3b (Rodriguez de Cordoba et al., 2004; Jozsi and Zipfel, 2008 Ferreira et al., 2010).
El FH se une a las células del hospedero y evita la progresion de la activacion del
complemento por la via alterna, interactuando con el C3b depositado en las células
adyacentes al sitio de activacion (Joiner et al., 1984; Pangburn and Muller-Eberhard,
1984; Pangburn, 1987; Pangburn et al., 2009). Las estructuras que contienen alta
cantidad de heparina sulfatada y glucosaminoglicanos (GAG) como heparan sulfato
y dermatan sulfato, fijan mas al FH regulando negativamente al complemento
(Kazatchkine et al., 1979; Carreno et al., 1989).

Leptospira y leptospirosis

Leptospira es un género de espiroquetas Gram negativas que incluye especies
saprdfitas y patogenas de las que se conocen 300 serovariedades incluidas en 20
especies (Adler and Faine, 2006; Picardeau, 2013). Leptospira es visible por



microscopia de campo obscuro, observandose como organismos helicoidales,
delgados y moviles, con un diametro de 0.1 um y una longitud de 6 a 20 ym con un
enrollamiento en sentido hacia la derecha (Carleton et al., 1979). Presentan dos
ganchos uno en cada extremo, exhiben desplazamiento rapido en medio liquido, asi
como movimientos de flexion y rotacionales sobre su propio eje. En medios viscosos
y en superficie celular mucosa, exhiben movilidad de tipo reptante. La estructura de
su pared es similar a la de las bacterias Gram negativas, pero debido a su tamano
la tincion de Gram no es util. Pueden ser observadas con tinciones argénticas, por
medio de conjugados fluorescentes o por técnicas de inmunohistoquimica (Adler y
Faine, 2006). Las especies patdgenas del género Leptospira, son causantes de la

leptospirosis (Forbes et al., 2012).

La leptospirosis en mamiferos puede llegar a ser leve o grave, causando dario tisular
en higado, rifiones, hemorragia pulmonar y muerte; asi como abortos y mortinatos
en perros, bovinos y cerdos (Prescott et al., 1987; Scanziani et al., 1992; Andre-
Fontaine, 2006). En equinos causa uveitis recurrente (Verma et al., 2013; Polle et
al., 2014). Los animales infectados con Leptospira que sobrevivieron al cuadro
clinico persisten como portadores, mientras que las ratas y ratones actuan como
portadores sanos y reservorios. La leptospirosis puede ser transmitida al hombre y
es considerada una zoonosis de importancia mundial, constituyendo un riesgo a la
salud publica (Bharti et al., 2003; Vijayachari et al., 2008). El humano se contagia
cuando tiene contacto directo con orina de portadores de Leptospira (Sepulveda et
al., 2002; Cediel y Villamil, 2004; Vado-Solis et al., 2014), con agua de consumo, de
uso recreativo, deportivo o laboral contaminadas con Leptospira
(Natarajaseenivasan et al., 2002; Diaz et al., 2008; Desai et al., 2009; Forbes et al.,
2012), asi como agua contaminada en inundaciones por desastres naturales
(Sanders et al., 1999; Levett, 2004; Raghavan et al., 2012). Las manifestaciones
clinicas de leptospirosis en humanos van desde dolor de cabeza, fiebre, malestar
general, mialgias, sufusion conjuntival, y salpullido transitorio; pudiendo ser de
intensidad media y autolimitante, hasta la enfermedad de Weil, caracterizada por



fiebre, ictericia, dafio renal, hepatico y neuroldgico, vasculitis difusa, y choque
séptico produciendo coagulacion intravascular diseminada (Plank and Dean, 2000;
(Abuauad et al., 2005; Adler and De la Pefia Moctezuma, 2010; y Maroun et al.,
2011). También se ha reportado sindrome hemorragico pulmonar severo sin la
semiologia antes descrita (Marotto et al., 1999; Gouveia et al., 2008; Del Carlo
Bernardi et al., 2012).

Factores de virulencia

Lipopolisacarido

El Lipopolisacarido (LPS) de Leptospira, carece de 2-ceto-desoxiamino-octanato
(KDO) presente en el LPS de otras bacterias Gram negativas (De souza y Koury,
1992); presenta menor actividad bioldgica (500 veces) comparado con el LPS de
Salmonella Typhimurium, ademas de carecer de actividad pirogénica (Shimizu et
al., 1987; Vihn et al., 1986,). En conjunto con el péptidoglicano (L-PG) y las
glicoproteinas (GLP), induce la expresion de TNF-a e IL-10 en las células
dendriticas utilizando TLR-2 y TLR-4, asi como de IL-1, IL-6 e IL-8 causando dano
tisular (Gaudart et al., 2008; Cinco et al., 1996; Diament et al., 2002; Goris et al.,
2011)

Proteinas estructurales de membrana externa

LipL32 se encuentra en la sub-superficie de la membrana de las especies de
Leptospira (Pinne and Haake, 2013). Se expresa en cultivo, asi como durante la
infeccion en mamiferos y se encuentra altamente conservada en especies
patdgenas, pero no se expresa en especies saprofitas (Haake et al., 2000). Se
conoce que LipL32 induce nefritis tubuloinstersticial a través de la induccion de la
expresion de genes asociados a NF-kB (Yang, 2002). LipL32 atrapa calcio para
mantener la estabilidad y movilidad de Leptospira, se comporta como adhesina, y
se ha utilizado en el diagnostico de leptospirosis con la técnica de ELISA (Dey et
al., 2004; Hauk et al., 2008; Hauk et al., 2009).



LipL41 es una proteina expresada en la membrana externa de leptospiras
patégenas (Shang et al., 1996, Barnett et al., 1999), es capaz de unir dos moléculas
de hemina, vitales para promover el desarrollo bacteriano (Lin et al., 2013) y es
activada por medio de la proteina chaperona denominada lep (King et al., 2013).
LipL41 también se ha utilizado en el diagnostico de leptospirosis por medio de la
técnica de ELISA (Mariya et al., 2006), asi como antigeno vacunal asociado con
OmpL1 (Haake et al., 1999).

LigA y LigB (Leptospiral Ig-like) son proteinas presentes en leptospiras patdgenas;
son producidas en condiciones de alta osmolaridad) y existe regulacion positiva
durante la patogénesis. Poseen capacidades de adhesina y capturan reguladores
de complemento (Matsunaga et al., 2003; Matsunaga et al., 2005; Choy et al., 2007;
Pappas and Picardeau, 2015).

Loa22 forma un puente que conecta el cilindro protoplasmico, con el péptidoglicano
y la membrana externa, tiene actividad de adhesina y forma parte de los

mecanismos de invasion (Ristow et al., 2007).

OmpL1 es una porina de Leptospira conservada en serovariedades patdgenas que

podria ser utilizada como antigeno vacunal (Dong et al., 2008).

Flagelo

La movilidad de las leptospiras es dependiente de dos endoflagelos periplasmicos,
que salen de cada extremo de Leptospira, localizados entre el cilindro protoplasmico
y la membrana externa. Los endoflagelos le permiten moverse a través de medios

gelatinosos como el tejido conectivo. (Li et al., 2000, Picardeau et al., 2001).
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Hemolisinas y evasion de la respuesta inmune celular

Leptospira presenta hemolisinas con actividad de esfingomielinasas, estas son
SphH, Sph1, 2, 3 y 4; son capaces de lisar los eritrocitos para obtener nutrientes
tales como acidos grasos de cadena larga y hierro; y de este modo favorecer el
crecimiento de Leptospira (Segers et al., 1992; Adler and de la Pefia Moctezuma,
2010; Carvalho et al., 2010; Wang et al., 2012,). Las hemolisinas también lisan
linfocitos y macrofagos permitiendo evadir la respuesta inmune celular (Zhang et al.,
2007).

Adhesinas

Las moléculas de adhesion en Leptospira spp. se encuentran en su membrana e

interactuan con fibronectina, laminina, colageno y elastina (Vieira et al., 2014).

LigB se adhiere a la matriz extracelular del epitelio renal, esta involucrada en la
nefritis tubulointersticial y falla renal; e interactua con heparina en la adhesién a las
células renales (Lin and Chang, 2007; Ching et al., 2012)., La proteina de 36-kDa
se adhiere a fibronectina (Merien et al., 2000), LenA, LenB, LenC, LenD, LenE y
LenF a laminina y fibronectina (Stevenson et al., 2007), Lsa24 y Lsa25 a laminina
(Barbosa et al., 2006; Domingos et al., 2012), Lsa21 a laminina, colageno tipo IV y
fibronectina plasmatica (Atzingen et al., 2008), LipL32 a colageno tipo IV y
fibronectina plasmatica (Hauk et al., 2008), Lp95 a laminina y fibronectina (Atzingen
et al., 2009), Lsa63 a laminina y colageno tipo IV (Vieira et al., 2010), Lsa23 a
laminina, fibronectina y plasminégeno (Siqueira et al., 2013), Lsa 25, Lsa26, Lsa36
y Lsa32 a laminina y plasminégeno (Domingos et al., 2012; Siqueira et al., 2013;

Domingos et al., 2015).

Evasion del sistema del complemento por Leptospira

El sistema del complemento constituye la primera linea de defensa del hospedero,
desempefiando un papel crucial en el reconocimiento y eliminacion de leptospiras.
La activacion de la via alterna es uno de los mecanismos efectores mas importantes

durante las primeras horas de la infeccidon por Leptospira. Las leptospiras saprofitas
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como L. biflexa son eliminadas en pocos minutos en presencia de suero humano
normal in vitro, mientras que las especies patdgenas de Leptospira pueden resistir
la accidén del sistema del complemento (Fraga et al., 2011). Se ha reportado la
captura de los reguladores del complemento, como el Factor H y C4BP, por

bacterias Gram negativas como se describe en el Cuadro 2
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Cuadro 2. Bacterias Gram negativas que capturan FH y C4BP

Especies
Bordetella pertussis

Borrelia bissettii, B. spielmanii B.
parkeri, B. turicatae
Borrelia burgdorteri, B. duttoni, B.
hermsii, B. recurrentis

Borrelia afzelii, B. garinii
Escherichia coli K1

Escherichia coli TG1
Francisella tularensis ssp. holartica
Fusobacterium necrophorum
Haemophilus influenzae

Histophilus somni
Leptospira interrogans

Moraxella catarrhalis

Neisseria gonorrhoae

Neisseria meningitidis

Pasteurella pneumotropica
Porphyromonas gingivalis
Prevotella intermedia
Salmonella entérica sv.Typhimurium
Salmonella entérica sv.Enteritidis
Treponema denticola

Yersinia enterocolitica O:3, O:8

Yersinia enterocolitica O:9
Yersinia pestis
Yersinia pseudotuberculosis

FH
v

v

v
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C4BP
v
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Referencia
(Berggard et al., 1997; Berggard et
al., 2001; Amdahl et al., 2011)
(Schott et al., 2010; Kisova-Vargova
etal., 2012)
(Colombo and Alugupalli, 2008;
Hovis et al., 2008; Kenedy et al.,
2009; Kisova-Vargova et al., 2012;
Fine et al., 2014; Madar et al., 2015)
(Madar et al., 2015)
(Prasadarao et al., 2002; Wooster et
al., 2006; Maruvada et al., 2008)
(Tan et al., 2011)
(Kreizinger et al., 2015)
(Friberg et al., 2008)
(Hallstrom et al., 2007; Fleury et al.,
2014; Langereis et al., 2014),
(Inzana et al., 2012)
(Verma et al., 2006; Barbosa et. al.,
2009)
(Nordstrom et al., 2004; Bernhard et
al., 2014)
(Ram et al., 1998; Ram et al., 2001;
Blom et al., 2001; Ngampasutadol et
al., 2005; Ngampasutadol et al.,
2008; Welsch y Ram, 2008; Agarwal
et al., 2010; Shaughnessy et al.,
2009; Shaughnessy et al., 2011;
Gulati et al., 2012; Lewis et al., 2013)
(Shaughnessy et al., 2009; Konar et
al., 2013; Lemee et al., 2014)
(Sahagun-Ruiz et al., 2014)
(Potempa et al., 2008)
(Malm et al., 2012)
(Ho et al., 2011; Ho et al., 2010)
(Ho et al., 2011)
(McDowell et al., 2005; Miller et al.,
2011; Miller et al., 2012; Miller et al.,
2013)
(Roggenkamp et al, 1996;
Kirjavainen et al., 2008; Schindler et
al., 2012)
(Kirjavainen et al., 2008)
(Ho et al., 2014)
(Ho et al., 2012a; Ho et al., 2012b)



La adquisicion del Factor H y la C4BP por Leptospira le permite regular
negativamente el sistema del complemento. Las proteinas de Leptospira
responsables de la captura de los reguladores de complemento podrian ser utiles
como antigenos vacunales, al dirigir la respuesta inmune hacia ellas se aumentaria
la susceptibilidad de Leptospira a la accion del complemento evitando su evasion
(Fraga et al., 2014).

Proteinas de Leptospira que capturan los reguladores de complemento

El FH y su homdlogo FHR-1 son capturados por la adhesina LfhA de Leptospira
(Verma et al., 2006), que fue también descrita como Lsa24 (Barbosa et al., 2006).
LfhA y sus paralogos son lipoproteinas con actividad de lipoendostatina,
denominadas Len. LenA y LenB pueden capturar a FH (Stevenson et al., 2007).
LenA también interactua con plasmindgeno, generando plasmina, misma que
inactiva a C3b, C5 y a IgG (Verma et al., 2010; Vieira et al., 2011, Castiblanco-
Valencia et. al., 2016).

Leptospira captura C4BP por medio de Lsa30 (Barbosa et al., 2009; Souza et al.,
2012), Lsa25, Lsa33 (Domingos et al., 2012), y LcpA (Barbosa et al., 2010), antes
descrita como proteina hipotética LipL22 (Gamberini et al., 2005), permitiéndole

inactivar la accion de las vias clasica y de las lectinas del complemento.

LigA, LigB y Lsa23 capturan tanto Factor H como C4BP ademas de plasminégeno
(Castiblanco-Valencia et al., 2012; Choy, 2012; Siqueira et al., 2013).
Recientemente se descubrié que LcpA, puede capturar, ademas de C4BP, al FH y
vitronectina en L. interrogans sv. Kennewicki cepa Fromm, L. interrogans sv.
Copenhageni cepa 10A, L. interrogans sv. Pomona cepa Pomona, L. noguchi sv.
Panama cepa CZ214K, L. borgpetersenii sv. Javanica cepa Veldrat Bataviae 46, L.
borgpetersenii sv. Tarassovi cepa 17, L. kirschneri sv. Cynopteri cepa 3522C, y L.

santarosai sv. Shermani cepa 1342K, lo cual implica la evasion de las tres vias de
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activacion del complemento y de la polimerizacion del complejo de ataque de
membrana (MAC) (da Silva et al., 2015).

Justificaciéon

La captura de los reguladores negativos del complemento Factor H y C4BP ha sido
establecida para algunas especies de Leptospira, sin embargo, no se ha esclarecido
completamente si existe una correlacion lineal entre la capacidad de capturar estos
reguladores por Leptospira spp. y su sobrevivencia al suero humano normal.
Tampoco se conoce si existen diferencias en la captura de Factor H entre
leptospiras de bajo y alto pasaje en cultivo de la misma cepa. Las proteinas de
Leptospira responsables de la captura de los reguladores de complemento pueden
ser utiles como antigenos vacunales, al dirigir la respuesta inmune hacia ellas,
aumentando la susceptibilidad de Leptospira a la accidon del complemento evitando

su evasion.

Objetivos
General

Determinar si existe una correlacion entre la capacidad para capturar el regulador
negativo del complemento Factor H por Leptospira spp. y su sobrevivencia al suero

humano normal.
Especificos

e Determinar la capacidad para capturar el regulador del complemento Factor
H por cepas de Leptospira spp. de alto y bajo pasaje en cultivo.

e Determinar la sobrevivencia de cepas de Leptospira spp. de alto y bajo
pasaje en cultivo, al suero humano normal.

e Establecer la correlacion entre la captura del Factor H y la sobrevivencia al

suero humano normal de leptospiras de alto y bajo pasaje en cultivo
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e Determinar la capacidad para capturar el regulador del complemento Factor
H por Leptospira spp. en cepas de referencia de alto pasaje.

e Determinar la sobrevivencia de Leptospira spp. en cepas de referencia de
alto pasaje en cultivo, al suero humano normal.

e Establecer la correlacion entre la captura del Factor H y la sobrevivencia al

suero humano normal de leptospiras en cepas de referencia de alto pasaje.
Hipotesis
La capacidad de Leptospira spp. para capturar el Factor H del complemento, es

proporcional a su sobrevivencia al suero humano normal.
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. Material y Métodos

Suero humano normal (SHN)

Se obtuvieron muestras de sangre sin anticoagulante de donadores voluntarios
sanos, previo consentimiento escrito. Las muestras se dejaron coagular a 4°C
durante 3 h, se retiraron los coagulos de manera estéril y se centrifugaron a 2,630
x g’ por 5 min. Se realizé un pool con los sueros y se dividieron en alicuotas de 500

ul, que fueron congeladas a -80°C hasta su uso.

Cepas bacterianas

Las cepas de bajo pasaje (BP) y alto pasaje (AP) y la cepa saprdfita L. biflexa sv.
Patoc cepa Patoc |, fueron proporcionadas por el Grupo de Investigacion en
Leptospira y Leptospirosis, a cargo del Dr. Alejandro de la Pefia Moctezuma de
CEIEPAA-FMVZ-UNAM. Se consideraron de BP a las cepas que fueron aisladas en
medio de cultivo Fletcher a partir de 6rganos de hamsteres previamente inoculados
con Leptospira (pase cero). Se consideraron de AP a las cepas con mas de 7 pases
en cultivo. Las cepas de BP fueron utilizadas entre el primer y sexto pase. (Cuadro
3).

Cuadro 3.- Cepas utilizadas de Leptospira spp. de bajo y alto pasaje

Especie Serovariedad Cepa Virulencia Pasaje
L. interrogans Canicola LOCaS 46 Alta Bajo
L. interrogans Icterohaemorrhagiae LOVe 30 Media Bajo
L. santarosai Tarassovi MOCA45 Baja Bajo
L. interrogans Canicola LOCaS 46 Alta Alto
L. interrogans Icterohaemorrhagiae LOVe 30 Media Alto
L. santarosai Tarassovi MOCA45 Baja Alto

L. biflexa Patoc Patoc | Apatogena Alto
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Adicionalmente, se incluyeron diez de las cepas de Leptospira spp. utilizadas en la
prueba de aglutinacion microscopica (Microagglutination Test: MAT),
proporcionadas por el Laboratorio de Diagndstico de Leptospira por el MVZ. Daniel
Atilano Lépez del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ-UNAM.
(Cuadro 4).

Cuadro 4.- Cepas de Leptospira spp., utilizadas para realizar la prueba de
Aglutinaciéon Microscoépica en el Depto. de Microbiologia e Inmunologia de la
FMVZ-UNAM

Especie Serovariedad Cepa

L. interrogans Autumnalis Akiyami A
L. interrogans Bataviae Van Tienen
L. interrogans Canicola Hond Utrecht IV
L. kirschneri Grippotyphosa Moskva V
L. interrogans Hardjo Hardjoprajitno
L. interrogans Icterohaemorrhagiae RGA
L. interrogans Pomona Pomona
L. interrogans Pyrogenes Salinem

L. borgpetersenii Tarassovi Perepelitsin
L. interrogans Wolffi 3705

En todas las cepas de Leptospira (Cuadros 3 y 4) se realiz6 el pase en cultivo a los
7 dias en medio liquido EMJH-modificado y fueron cultivadas a 30°C bajo
condiciones aerodbicas (Barbosa et al., 2009).

Evaluacion de la capacidad de captura del Factor H por Leptospira spp.

Cada cultivo de Leptospira fue cuantificado en la camara de Petroff-Hausser
(Hausser Scientific, Horsham, PA, Estados Unidos) en microscopia de campo

obscuro. Los cultivos fueron lavados en PBS pH 7.4 a 21°C, centrifugando a 11, 600
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x g’ por 15 min. Se incubaron 2x10® bacterias con 40% de suero humano normal
(SHN) en PBS, durante 15 min; a 37°C, la actividad del complemento fue detenida
en hielo por 1 min. Enseguida, las suspensiones fueron lavadas tres veces con 500
pl de PBS, pH 7.4, centrifugando a 11, 600 x g’ por 10 min a 10°C, retirando el
sobrenadante y homogeneizando en un agitador tipo vortex. Las pastillas fueron re-
suspendidas en 100mM de Na2COs3, pH 9.6 y fijadas por duplicado (1X108/ pozo) a
la placa de ELISA de alta afinidad por 16 h a 4°C (GreinerBioOne, Alemania).
Posterior a la incubacion, la placa se lavo tres veces con PBS-T (PBS + 0.05%
Tween 20, 200 ul/pozo). Para evitar interacciones inespecificas del anticuerpo, se
realizé el bloqueo con 3% de albumina sérica bovina (BSA) en PBS-T (200 pl/ pozo,
1 h, 37°C). La placa fue lavada una vez con PBS-T y se le agreg6 el anticuerpo
policlonal de oveja anti-Factor H humano [1:5,000, 200 ul/pozo, 1 ha 37°C; (ABcam,
Cambridge, Reino Unido)]. Después de la incubacion, las placas fueron lavadas tres
veces con PBS-T, e incubadas con el anticuerpo de conejo anti-lgG de oveja
conjugado con peroxidasa [1: 10,000, 1 h a 37°C; (ABcam, Cambridge, Reino
Unido)]. Después de la incubacion, las placas fueron nuevamente lavadas tres
veces con PBS-T. Finalmente se agregaron 0.0045% de H202 y 0.004g de OPD
[1,2-ortho-phenylenediamine dihydrochloride, (Sigma-Aldrich, San Luis, MO,
Estados Unidos)] en 10 ml de amortiguador citrato fosfato pH 5. La reaccion fue
detenida con H2S04 (4N, 50pl/pozo). Como control negativo se utilizaron cada una
de las serovariedades de Leptospira no tratadas con suero, incubada con los
anticuerpos primarios y secundarios respectivos. Como control del Factor H se
utilizé SHN fijo en la placa (40% en Na2COs, 100mM pH 9.6) y PBS como su control
negativo. Las placas fueron leidas a 492 nm en un lector de ELISA (ThermoScientific
Multiskan GO, Waltham, MA, Estados Unidos).

Ensayo de sobrevivencia de Leptospira al suero humano normal

Se utiliz6 el procedimiento establecido por Meri et al., 2005 y modificado por
Barbosa et al., 2009. Cada cultivo de Leptospira fue cuantificado y ajustado a 5X10°

bacterias. Se retird el medio por centrifugacion (11,600 x g’, 10 min, 20°C), la pastilla
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https://www.google.com.mx/search?es_sm=93&q=massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgysHnxCXfq6-gVFBiYFJmhIniG2abV6cpKWVnWyln1-UnpiXWZVYkpmfh8KxykhNTCksTSwqSS0q9qnfeleq9_H1E1f-1d6TXRQyMUfnGgCv4IEaYgAAAA&sa=X&ei=J5kzVICWDKGK8QGXvIG4Cg&ved=0CJcBEJsTKAMwDw
https://www.google.com.mx/search?es_sm=93&q=estados+unidos&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgysHnxCXfq6-gVFBiYFJmhIniG2ZbF5uoKWVnWyln1-UnpiXWZVYkpmfh8KxykhNTCksTSwqSS0q1lxvoPFYerfyoeQJgonqr3ln3xZnAQAyIel9YgAAAA&sa=X&ei=J5kzVICWDKGK8QGXvIG4Cg&ved=0CJgBEJsTKAQwDw

se resuspendié con 40% SHN en PBS (200 pl) y se incubo a 37°C, 120 rpm, por 1
h. Enseguida, las suspensiones fueron incubadas en hielo por 1 min para detener
la accion del complemento; 20 ul de cada suspension fueron colocados en 180 ul
de medio EMJH modificado en una placa de cultivo de 96 pozos con tapa, la placa
fue incubada durante 4 dias a 30°C. Al final de este periodo, se cuantifico el
desarrollo bacteriano en camara de Petroff-Hauser en campo obscuro. Como control
se realiz6 el mismo procedimiento con cada una de las cepas de Leptospira en 40%
SHN-Inactivado (56°C, 30 min) en PBS. Todos los ensayos de sobrevivencia se

realizaron por triplicado.
Analisis estadistico

Los resultados de captura de FH (ELISA) y del ensayo de sobrevivencia, asi como
la correlacion captura/sobrevivencia, fueron evaluados con analisis de varianza
(ANOVA), prueba de Tukey para determinar diferencias entre los grupos y regresion
lineal, utilizando GraphpadPrism 6 ® (Graphpad Software, Inc.).
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V. Resultados

Captura de Factor H por serovariedades de Leptospira spp. de bajo y alto pasaje

Todas las serovariedades de Leptospira spp capturaron FH sérico con respecto al
control negativo (sin suero), siendo menor el valor de captura al FH total en el control
positivo (FH presente en 40% SHN). Leptospira interrogans sv. Canicola cepa
LOCaS 46 de BP captur6 mas FH que su homdlogo de AP (P = 0.005).
Similarmente, L. interrogans sv. Icterohaemorrhagiae cepa LOVe 30 de BP captur6
mas FH que su homdlogo de AP (P = 0.00005). Mientras que L. santarosai sv.
Tarassovi cepa MOCA 45 de AP y BP no mostraron diferencia (P< 0.05). En las
cepas de BP, la captura de FH fue mayor en MOCA 45 que en LOCaS 46 (P =
0.0005); mientras que no hubo diferencia entre LOVe30 y MOCA45, ni entre LOCaS
46 y LOVe30 (P< 0.05). En las cepas de alto pasaje la captura de FH fue mayor en
MOCA45 que en LOCaS 46 y LOVe30 (P = 0.00005 en ambas), mientras que
LOCaS 46 supero a LOVe 30 (P = 0.05). Las tres cepas de BP y MOCA45 de AP
capturaron mas FH que L. biflexa sv. Patoc cepa Patoc | (P 2 0.0005 con LOCaS 46
BP y con las otras tres P = 0.00005). La cepa LOVe30 BP superd a LOCaS 46 AP
(P = 0.00005). MOCA 45 BP super6 a LOCaS 46 AP y LOVe 30 AP (P = 0.00005
en ambas). De manera inesperada, Patoc | capturé FH y superé a LOVe 30 AP (P
2 0.05) (Figura 1).
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Figura 1.- Captura de Factor H de suero por Leptospira spp de bajo y alto pasaje. 2X108

Leptospira interrogans sv. Canicola cepa LOCaS 46 de bajo y alto pasaje (BP y AP), L.
interrogans sv. Icterohaemorrhagiae cepa LOVe 30 BP y AP, Leptospira santarosai sv. Tarassovi
cepa MOCA 45 BP y AP; y Leptospira biflexa sv. Patoc cepa Patoc I; fueron incubadas con 40%
suero humano normal (SHN), lavadas y fijadas por duplicado (1X10% pozo) a una placa de
ELISA. Barras blancas muestran los controles respectivos de bacteria sin SHN. EI control
positivo fue 40% SHN y su control negativo PBS. La placa fue incubada con anticuerpo policlonal
de ovino anti-FH humano 1: 5,000 y con anticuerpo policlonal de conejo anti-lgG ovina 1: 10,000
(ABCam, Reino Unido). El cuadro muestra las diferencias de la capacidad de captura de FH
entre las cepas: - P< 0.05, * P 2 0.05, ** P > 0.005, *** P = 0.0005, **** P > 0.00005. La figura muestra

el promedio de tres repeticiones independientes del experimento por duplicado.
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Sobrevivencia al Suero Humano Normal con serovariedades de bajo y alto pasaje

Las seis cepas patdégenas fueron capaces de sobrevivir al SHN, considerando como
100% su desarrollo en SHN inactivado, MOCA45 de AP sobrevivio 70% al SHN,
MOCA45 de BP 63%, LOVe30 de BP 59%, LOCaS46 de BP 41% (P = 0.05),
LOCaS46 de AP 26% (P = 0.05), mientras que LOVe30 de AP 5% (P = 0.005),
resultando la sobrevivencia mas baja, cercana al control negativo Patoc I, que no
sobrevivio (P 2 0.00005) (Figura 2).

Las cepas de BP LOCaS 46 y LOVe 30 superaron el porcentaje de sobrevivencia
de sus contrapartes de AP (P = 0.00005 en ambas), mientras que las cepas MOCA
45 BP y AP no mostraron diferencia entre si (P< 0.05). La cepa LOCaS 46 de BP
superd a LOVe 30 de AP (P = 0.00005). LOVe 30 BP superé a LOCaS 46 AP y BP
(P =0.00005 en ambas). MOCA 45 de AP y BP superaron a LOCaS 46 de AP y BP
asi como a LOVe 30 de AP (P = 0.00005 en las tres). Patoc | no sobrevivio al SHN
por lo que fue superada por la mayoria de las serovariedades de este experimento
(P = 0.00005) excepto LOVe 30 AP (P < 0.05) (Figura 3).
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Figura 2.-Sobrevivencia de Leptospira spp de bajo y alto pasaje a suero
humano normal.5 X 10° Leptospira interrogans sv. Canicola cepa LOCaS 46 de
bajo y alto pasaje (BP y AP), L. interrogans sv. Icterohaemorrhagiae cepa LOVe 30
BP y AP, Leptospira santarosai sv. Tarassovi cepa MOCA 45 BP y AP; y Leptospira
biflexa sv. Patoc cepa Patoc I, fueron incubadas con 40% SHN (1 hora a 37°C, y
después 1 minuto a 4°C), diluidas 1:10 en EMJH modificado e incubadas (4 dias a
30°C). Como control se consider6 como 100% su desarrollo bajo las mismas
condiciones, pero en SHN inactivado por calor (56°C por 30 min) para cada una de
las siete cepas (barras blancas). * P 20.05, ** P 20.005, **** P 2 0.00005. La figura
muestra el promedio de cuatro repeticiones independientes del experimento por
triplicado.
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Figura 3.- Porcentaje de sobrevivencia de Leptospira spp de bajo y alto pasaje

a suero humano normal. 5 X 108 Leptospira interrogans sv. Canicola cepa LOCaS
46 de bajo y alto pasaje (BP y AP), L. interrogans sv. Icterohaemorrhagiae cepa
LOVe 30 BP y AP, Leptospira santarosai sv. Tarassovi cepa MOCA 45 BP y AP; y
Leptospira biflexa sv. Patoc cepa Patoc I, fueron incubadas con 40% SHN (1 hora a
37°C, y después 1 minuto a 4°C), diluidas 1:10 en EMJH modificado e incubadas (4
dias a 30°C). Como control se consideré como 100% su desarrollo bajo las mismas
condiciones, pero en SHN inactivado por calor (56°C por 30 min) para cada una de
las siete cepas (barras blancas). En el cuadro se describen las diferencias en
sobrevivencia a SHN entre cepas. - P< 0.05, **** P 2 0.00005. La figura muestra el

promedio de cuatro repeticiones independientes del experimento por triplicado
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Captura de Factor H por diez serovariedades de Leptospira spp. de alto pasaje

Las diez serovariedades de Leptospira utilizadas en la MAT capturaron FH sérico
comparadas con el control negativo (sin suero), siendo menor el valor de captura al
FH total en el control positivo (FH presente en 40% SHN). L. interrogans sv.
Autumnalis cepa Akiyami A, capturé mas FH que casi todas las serovariedades [P
= 0.00005, L. kirschneri sv Grippotyphosa cepa Moskva V (P= 0.0005)], mientras
que no superd a L. borgpetersenii sv. Tarassovi cepa Perepelitsin (P < 0.05). L.
interrogans sv. Canicola cepa Hond Utrecht IV superd en la captura de FH a L.
interrogans sv. Pyrogenes cepa Salinem (P = 0.005). Grippotyphosa capturé mas
FH que las serovariedades de L. interrogans: Bataviae, Canicola, Hardjo,
Icterohaemorrhagiae, Pomona, Pyrogenes, asi como L. biflexa sv. Patoc cepa Patoc
| (todas P = 0.00005). Hardjo e. Icterohaemorrhagiae superaron en captura de FH a
Pyrogenes (ambas P = 0.0005). Tarassovi superé a casi todas las serovariedades.
[P = 0.00005, L. interrogans sv Wolffi cepa 3705 (P = 0.0005)], mientras que no
supero a las serovariedades. Autumnalis y Grippothyphosa (ambas P < 0.05). Wolffi
capturé mas FH que casi todas las serovariedades [Pyrogenes y Patoc P = 0.00005,
Pomona P = 0.0005, Bataviae y Canicola P= 0.005, Hardjo e Icterohaemorrhagiae
P = 0.05)], pero no superd a Autumnalis, Grippotyphosa y Tarassovi (las tres P <
0.05) (Figura 4).
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Figura 4.- Captura de Factor H por diez serovariedades de Leptospira spp. de
alto pasaje. 2X108 L. interrogans sv. Autumnalis cepa Akiyami A, L. interrogans sv.
Bataviae cepa Van Tienen, L. interrogans sv. Canicola cepa Hond Utrecht IV, L.
kirschneri sv. Grippotyphosa cepa Moskva V, L. interrogans sv. Hardjo cepa
Hardjoprajitno, L. interrogans sv. Icterohaemorrhagiae cepa RGA, L. interrogans sv.
Pomona cepa Pomona, L. interrogans sv. Pyrogenes cepa Salinem, L. borgpetersenii
sv. Tarassovi cepa Pepepelitsin, L. interrogans sv. Wolffi cepa 3705 y L. biflexa sv.
Patoc cepa Patoc [; fueron incubadas con 40% suero humano normal (SHN), lavadas
y fijadas por duplicado (1X108/ pozo) a una placa de ELISA. Barras blancas muestran
los controles respectivos de bacteria sin SHN. El control positivo fue 40% SHN vy su
control negativo PBS. La placa fue incubada con anticuerpo policlonal de ovino anti-
FH humano 1: 5,000 y con anticuerpo policlonal de conejo anti-lgG ovina 1: 10,000
(ABCam, Reino Unido). El cuadro muestra las diferencias de la capacidad de captura
de FH entre las cepas: - P< 0.05, * P 2 0.05, ** P =2 0.005, *** P = 0.0005, **** P 2
0.00005. La figura muestra el promedio de cinco repeticiones del experimento por
duplicado.
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Sobrevivencia de diez serovariedades de Leptospira spp., de alto pasaje al suero
humano normal

Cuatro de las diez serovariedades enfrentadas al SHN mostraron porcentajes de
sobrevivencia superiores al 30% tomando como 100% el desarrollo bacteriano en
SHN inactivado con calor: Autumnalis sobrevivio 69%, Grippotyphosa 63%,
Canicola 35% (P = 0.0005) y Tarassovi 31%; tres serovariedades mostraron
sobrevivencia mayor al 10%: Wolffi con 16%, Pyrogenes con 14% y Bataviae con
12%; mientras que Pomona presentd sobrevivencia de 1%, Hardjo (P = 0.0005) e

Icterohaemorrhagiae no sobrevivieron (0%), igual que el control Patoc | (Figura 5).

La serovariedad Autumnalis sobrevivio mas que la mayoria de serovariedades [P=
0.00005, para Tarassovi (P = 0.005)] excepto Grippotyphosa (P < 0.05). Canicola
mostré mayor sobrevivencia que Hardjoprajitno, Icterohaemorrhagiae, Pomona y
Patoc | (P = 0.005). Grippotyphosa mostré mayor sobrevivencia que casi todas las
serovariedades [P = 0.00005, para Tarassovi (P= 0.005)] excepto Autumnalis y
Canicola (P < 0.05). A su vez, Tarassovi sobrevivi6 mas que Bataviae (P 20.005),
Hardjoprajitno (P = 0.0005), Icterohaemorrhagiae, Pomona y Patoc | (P = 0.00005),
Pyrogenes (P = 0.05), pero no hubo diferencia con Canicola, Grippotyphosa y Wolffi
(P < 0.05) (Figura 6).
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Figura 5.- Sobrevivencia de diez serovariedades de leptospiras de alto pasaje
al suero humano normal. 5 X 108 de L. interrogans sv. Autumnalis cepa Akiyami
A, L. interrogans sv. Bataviae cepa Van Tienen, L. interrogans sv. Canicola cepa
Hond Utrecht IV, L. kirschneri sv. Grippotyphosa cepa Moskva V, L. interrogans sv.
Hardjo cepa Hardjopraijitno, L. interrogans sv. Icterohaemorrhagiae cepa RGA, L.
interrogans sv. Pomona cepa Pomona, L. interrogans sv. Pyrogenes cepa Salinem,
L. borgpetersenii sv. Tarassovi cepa Pepepelitsin, L. interrogans sv. Wolffi cepa
3705y L. biflexa sv. Patoc cepa Patoc | fueron incubadas con 40% SHN (1 hora a
37°C, y después 1 minuto a 4°C), diluidas 1:10 en EMJH modificado e incubadas (4
dias a 30°C). Como control se consideré como 100% su desarrollo bajo las mismas
condiciones, pero en SHN inactivado por calor (56°C por 30 min) para cada una de
las once cepas (barras blancas). **** P =2 0.00005. La figura muestra el promedio de
cuatro repeticiones independientes del experimento por triplicado
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Figura 6.-Porcentaje de sobrevivencia de diez serovariedades de leptospiras
de alto pasaje al suero humano normal. 5 X 108 de L. interrogans sv. Autumnalis
cepa Akiyami A, L. interrogans sv. Bataviae cepa Van Tienen, L. interrogans sv.
Canicola cepa Hond Utrecht IV, L. kirschneri sv. Grippotyphosa cepa Moskva V, L.
interrogans sv. Hardjo cepa Hardjoprajitno, L. interrogans sv. Icterohaemorrhagiae
cepa RGA, L. interrogans sv. Pomona cepa Pomona, L. interrogans sv. Pyrogenes
cepa Salinem, L. borgpetersenii sv. Tarassovi cepa Pepepelitsin, L. interrogans sv.
Wolffi cepa 3705 y Leptospira biflexa sv Patoc cepa Patoc |, fueron incubadas con
40% SHN (1 hora a 37°C, y después 1 minuto a 4°C), diluidas 1:10 en EMJH
modificado e incubadas (4 dias a 30°C). Como control se consideré6 como 100% su
desarrollo bajo las mismas condiciones, pero en SHN inactivado por calor (56°C por
30 min) para cada una de las once cepas (barras blancas). En el cuadro se describen
las diferencias en sobrevivencia a SHN entre cepas. - P< 0.05, * P =2 0.05, *™* P =
0.005, *** P = 0.0005, **** P = 0.00005 La figura muestra el promedio de cuatro
repeticiones independientes del experimento por triplicado
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Correlacién entre la captura de Factor H y la sobrevivencia de leptospiras de alto y
bajo pasaje al suero humano normal

Los resultados de los experimentos de captura de FH fueron convertidos a
porcentaje, considerando como 100% el valor de FH total presente en el SHN (OD
492 nm). La sobrevivencia al SHN fue determinada por conteo directo en camara de
Petroff-Hausser y se convirtié a porcentaje considerando como 100% el desarrollo
de Leptospira en SHN inactivado. Los valores obtenidos se transformaron a su
arcoseno respectivo, las cepas que se mantuvieron mas préximas a la recta de
correlacién fueron LOCaS 46 y LOVe30 de AP, seguidas de LOCaS 46 y LOVe30
de BP, posteriormente Patoc I, MOCA45 de AP y BP se acercaron a las lineas de
traspolacion. Las serovariedades de Leptospira evaluadas mostraron proximidad a

la recta de correlacion, con una regresion de R?= 0.8593. (Figura 7)
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Figura 7.- Correlacién entre la captura de Factor H y la sobrevivencia de
leptospiras de alto y bajo pasaje al suero humano normal. Los resultados de
captura de FH convertidos a porcentaje, considerando como 100% el valor de FH
total presente en el SHN (OD 492 nm), y la sobrevivencia al SHN convertida a
porcentaje, considerando como 100% el desarrollo de Leptospira en SHN
inactivado, de Leptospira interrogans sv. Canicola cepa LOCaS 46, L. interrogans
sv. Icterohaemorrhagiae cepa LOVe 30 y Leptospira santarosai sv. Tarassovi cepa
MOCA 45 de alto y bajo pasaje (AP y BP respectivamente), asi como L. biflexa sv.
Patoc cepa Patoc I; fueron correlacionadas por regresion lineal. El valor de R? indica
que existe correlacion entre captura y sobrevivencia si es proximo a 1, asi como la
proximidad de los puntos a la recta de ajuste.
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Correlaciéon entre la captura de Factor H y la sobrevivencia de leptospiras de alto
pasaje al suero humano normal

Los resultados de los experimentos de captura de FH fueron convertidos a
porcentaje, considerando como 100% el valor en OD 492 nm de los pozos de FH
total presente en el SHN. La sobrevivencia al SHN fue determinada por conteo
directo en camara de Petroff-Hausser y se convirtié a porcentaje considerando como
100% el desarrollo de Leptospira en SHN inactivado. Los valores obtenidos se
transformaron a su arcoseno respectivo, las cepas que se mantuvieron mas
préoximas a la recta de correlacion fueron Patoc | y Bataviae, mientras que Pomona,
Hardjoprajitno, Icterohaemorrhagiae, Pyrogenes, Tarassovi y Autumnalis, se
colocaron dentro de las lineas de traspolacion; posteriormente Grippotyphosa,
Canicola, y Wolffi se mantuvieron préximas, pero fuera de las lineas de traspolacion.
Las serovariedades de Leptospira evaluadas mostraron una regresion de R?=
0.6040. (Figura 8)
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Figura 8.- Correlacion entre la captura de Factor H y la sobrevivencia de
leptospiras de alto pasaje al suero humano normal. Los resultados de
captura de FH convertidos a porcentaje, considerando como 100% el valor de FH
total presente en el SHN (OD 492 nm), y la sobrevivencia al SHN convertida a
porcentaje, considerando como 100% el desarrollo de Leptospira en SHN
inactivado, de L. interrogans sv. Autumnalis cepa Akiyami A, L. interrogans sv.
Bataviae cepa Van Tienen, L. interrogans sv. Canicola cepa Hond Utrecht IV, L.
kirschneri sv. Grippotyphosa cepa Moskva V, L. interrogans sv. Hardjo cepa
Hardjoprajitno, L. interrogans sv. Icterohaemorrhagiae cepa RGA, L. interrogans
sv. Pomona cepa Pomona, L. interrogans sv. Pyrogenes cepa Salinem, L.
borgpetersenii sv. Tarassovi cepa Pepepelitsin, L. interrogans sv. Wolffi cepa 3705,
asi como L. biflexa sv. Patoc cepa Patoc |, fueron correlacionadas por regresion
lineal. El valor de R? indica que existe correlacidn entre captura y sobrevivencia si
es préoximo a 1, asi como la proximidad de los puntos a la recta de ajuste.
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V. Discusion y conclusiones

Discusion

El FH es un regulador negativo del complemento, descrito por Whaley y Ruddy en
1976, que tiene afinidad por C3b y actua a nivel de la convertasa de C3 de la via
alterna del complemento (C3bBb); previene su ensamble al evitar la unién de Factor
B a C3b, disocia la convertasa (C3bBb) separando Bb de C3b y actua como cofactor
del factor | en la degradacion de C3b. La captura de FH humano por parte de
serovariedades patégenas de Leptospira fue reportada por Meri et al., en 2005. La
primera proteina de union a FH de Leptospira fue descrita independientemente por
Verma et al., 2006 como LfhA y por Barbosa et. al., 2006 como Lsa24. Mas tarde,
esta adhesina fue renombrada como LenA por Stevenson et al., 2007, quienes
ademas encontraron el paralogo LenB con actividad similar. Posteriormente,
Castiblanco- Valencia et. al. 2012 y Choy, 2012 reportaron que las proteinas LigA 'y
LigB son capaces de capturar al FH; Siqueira et. al., 2015 determinaron que Lsa23
también liga FH y da Silva et. al., 2015, reportaron que la proteina de union a C4BP
LcpA, descrita previamente por Barbosa et al. 2009, es capaz de ligar ademas FH
y vitronectina. En el presente estudio evaluamos la capacidad de captura de FH por

Leptospira spp. y lo correlacionamos con su sobrevivencia al SHN.

Meri et. al., en 2005, realizaron ensayos de sobrevivencia de Leptospira a 40% SHN
a 37°C durante unos segundos, dos y cuatro horas previas a la lectura. Barbosa et.
al., en 2009 realizé6 modificaciones al experimento de Meri: las leptospiras fueron
expuestas por una hora a 40% SHN a 37°C, se incub6é un minuto en hielo para
detener la accién del complemento y enseguida se tomaron 20ul de esta reaccion y
se cultivaron por 4 dias en 180 ul de EMJH modificado, procediendo a su lectura en
camara de Petroff-Hausser en microscopia de campo oscuro. En el presente estudio

el ensayo de sobrevivencia se realizé de manera similar al protocolo de Barbosa.

Barbosa et al. 2009, evaluaron la sobrevivencia de 6 serovariedades de 5 especies

de Leptospira, de las cuales L. interrogans serovariedad Kennewicki cepa Fromm

35



de bajo pasaje y L. kirshneri serovariedad Cynopteri cepa 3522C de alto pasaje
fueron resistentes a SHN. Similarmente, Meri et al., en 2005, no encontraron
diferencias en la sobrevivencia al SHN entre las cepas de alto y bajo pasaje de las
serovariedades patdgenas de Leptospira probadas; sin embargo, ambos grupos
encontraron que las cepas que capturan mas eficientemente FH son menos
susceptibles al SHN. L. biflexa serovariedad Patoc no capturé FH y fue susceptible
al SHN. En nuestro estudio encontramos diferencias significativas tanto en la
capacidad de captura de FH como en la sobrevivencia al SHN, entre las cepas de
BP y AP LOCaS46 (virulencia alta) y LOVe30 (virulencia media); las cepas de BP
mostraron una mayor capacidad de captura de FH y consistentemente una mayor
sobrevivencia al SHN en comparaciéon a las cepas de AP. Las cepas MOCA 45
(virulencia baja) de BP y AP no presentaron diferencias en captura de FH ni en
sobrevivencia al SHN, comportandose ambas con altos niveles de captura de FH y
de sobrevivencia al SHN. Es posible que MOCA 45 de AP mantenga la capacidad
de captura de FH debido a que el numero de pasajes en cultivo no es muy alto.
MOCA 45 de AP tiene alrededor de 20 pases en cultivo', tal vez esté asociado con
el nivel de expresion de proteinas que capturan FH. Por otra parte, Barbosa et. al.,
2009 encontraron que la cepa Pomona tuvo una sobrevivencia de 55% al SHN. En
contraste, en nuestro estudio la sobrevivencia de la cepa Pomona sélo alcanzoé el
1% después de una hora post-exposicion al SHN, posiblemente asociado a la
diferencia en el numero de pasajes de la cepa u otras diferencias técnicas. Similar
a lo encontrado por Meri et. al., 2005 y Barbosa et. al., 2009, |la captura de FH de
SHN observada en Patoc | fue baja y no sobreviviéo al SHN. Nosotros observamos

un comportamiento similar en la cepa LOVe 30 de AP.

Se analizaron las diferencias en la capacidad de captura de FH de SHN entre las
serovariedades de alto pasaje utilizadas en la prueba de aglutinacion microscopica;
dos de diez cepas (Autumnalis y Grippotyphosa), mostraron alta capacidad para

capturar el FH y en consecuencia fueron resistentes al SHN, en contraste, seis

1 Dr. Carlos Alfredo Carmona Gasca, comunicacién personal
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cepas (Bataviae, Canicola, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona y Pyrogenes)
mostraron menor capacidad de captura de FH y consecuentemente fueron
susceptibles al SHN. Los aislados mexicanos de Canicola (LOCaS 46) e
Icterohaemorrhagiae (LOVe 30) de AP mostraron mayor capacidad de captura de
FH que sus contrapartes de referencia usadas en la prueba de aglutinacion
microscopica (Canicola Hond Utrecht IV e Icterohaemorrhagiae RGA).

Inesperadamente, L. borgpetersenii sv. Tarassovi cepa Perepelitsin no mostré una
asociacion entre el perfil de captura de FH y la sobrevivencia al SHN como las otras
serovariedades de alto pasaje, mostrando alta captura de FH y baja sobrevivencia
al SHN; capturando de manera similar a las cepas L. santarosai sv. Tarassovi cepa
MOCA45 de BP y AP, pero con una sobrevivencia menor que estas cepas. L.
interrogans sv. Wolffi cepa 3705 también mostré alta captura de FH y baja
sobrevivencia. Por lo que, para tratar de resolver estas inconsistencias, fueron
evaluados los perfiles de sobrevivencia al SHN a 30°C y 37°C, observando un
detrimento en la sobrevivencia a 37°C. Esto posiblemente esté asociado a la
susceptibilidad a la temperatura de estas cepas, y a los altos pasajes a los que han
sido sometidas [Tarassovi Perepelitsin fue aislada en 1938 (Terskikh et al.1941) y
MOCA 45 fue aislada en 2009 (Carmona-Gasca, 2011)]. L. santarosai serovariedad
Tarassovi cepa MOCA 45 de BP y AP si resistieron la temperatura de 37°C y la
acciéon del SHN.

El perfil de captura de FH y la sobrevivencia al SHN de las cepas de BP y AP
LOCaS46, LOVe30, MOCA45, y la cepa saprdfita Patoc |, sugieren una correlacion
positiva con un valor de R?=0.8593. El alto perfil de captura de FH y la alta
sobrevivencia al SHN de las serovariedades de AP Autumnalis y Grippothyphosa,
asi como la menor captura y baja sobrevivencia al SHN de las serovariedades de
AP Bataviae, Canicola, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Pyrogenes y Patoc

sugieren una correlacion positiva captura/sobrevivencia con un valor de R?=0.6040.

Matsunaga et al. 2003 observaron la pérdida de la expresion de las proteinas LigA
y LigB en leptospiras de AP de la cepa de L. kirschneri serovariedad Grippotyphosa
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cepa RM52 en pasajes in vitro, y su expresion in vivo durante el proceso de
infeccion. Castiblanco-Valencia et. al., en 2016, transformaron la cepa saprofita L.
biflexa serovariedad Patoc cepa Patoc | con los genes de LigA y LigB, confiriendo a
Patoc | la capacidad de captura de FH y sobrevivencia al SHN. Nosotros
observamos que las cepas LOCaS 46 y LOVe 30 de BP ligan mas eficientemente
FH y sobreviven mas al SHN que las de AP; consistentemente, observamos una
menor capacidad de ligado de FH en las serovariedades de alto pasaje (Bataviae,
Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona y Pyrogenes), que no sobrevivieron al SHN.
Adicionalmente, Canicola Hond Utrecht IV captura FH a nivel medio y sobrevive
medianamente al SHN. Sin embargo, observamos alta captura de FH y alta
sobrevivencia al suero en las cepas MOCA 45 de BP y AP, y en las serovariedades
de AP Autumnalis Akiyami A y Grippotyphosa Moskva V. Incongruentemente, las
serovariedades Tarassovi Perepelitsin y Wolffi 3705 mostraron alta captura de FH,

pero no sobrevivieron al SHN.

Conclusiones

La mayoria de nuestras observaciones sugieren que la sobrevivencia de Leptospira
al suero humano normal correlaciona con la captura de Factor H, evidenciando la
importancia de evadir la via alterna del complemento para la sobrevivencia del

microorganismo.

Las serovariedades de Leptospira con bajo pasaje en cultivo y virulencias alta y
media, capturan FH y sobreviven a la accion del complemento presente en SHN,

mas que sus contrapartes de alto pasaje en cultivo.

Las serovariedades que capturan eficientemente al FH logran sobrevivir al SHN, las

que no capturan eficientemente el FH, no sobreviven a la accion del complemento.

La captura de FH y la sobrevivencia al SHN de L. borgpetersenii serovariedad
Tarassovi cepa Perepelitsin y L. interrogans serovariedad Wolffi cepa. 3702 no

correlacionaron.
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Es importante evaluar la interaccion de otros reguladores del complemento como
C4BP y vitronectina con Leptospira para conocer su contribucion a la sobrevivencia
al SHN.
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Abreviaturas y siglas usadas

A — Armstrong (Equivalente a 0.1 nm)

ANOVA — Analisis de varianza (Analysis Of Variance)
AP — Alto Pasaje

BP — Bajo Pasaje

C4BP - Proteina de Unién a C4 (C4 BindingProtein)
Ctrl - Control

ELISA — Inmunoensayo Ligado a Enzimas (EnzymaticcLinkedclmmuno-Sorbent
Assay)

EMJH (Medio) — Ellinghausen-McCullough modificado por Johnson-Harris
FH — Factor H

GriLLep — Grupo de Investigacion en Leptospira y Leptospirosis

kDa - Kilodaltones

LSA — Adhesina de Superficie de Leptospira (Leptospiral Surface Adhesin)
MAC - Complejo de Ataque de Membrana (MembraneAttackComplex)
MBL - Lectina de Union a Manosa (Mannose Binding Lectin)

min. - minuto

pI — Microlitro

nm - Nanémetro

OPD — O- Phenilenediamine

PBS — Solucién Amortiguadora de Fosfatos (Phosphate Buffer Solution)

rpm — revoluciones por minuto
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SHN — Suero Humano Normal
SHN — IC — Suero Humano Normal Inactivado por Calor (56°C 30 minutos)
Sv., svs. — Serovariedad, serovariedades

x g’ — Gravedades
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Anexos

Anexo 1.- Técnica de ELISA para determinacién de captura de Factor H por parte de

Leptospira spp. (Meri et al., 2005, Barbosa et al., 2009, Sahagun-Ruiz et al., 2014)

Preparacion de la placa

1.

Realizar conteo de Leptospira en camara de Petroff-Hausser, diluyendo 50
ul de medio de cultivo en 950 ul de PBS, depositando 10 ul de la disolucion
y obteniendo el numero de bacterias en el total del medio, ajustando el
numero a 2X10 8 (Se usara 1X108 por cada pozo)
Retirar el medio EMJH de las leptospiras, centrifugando a 11,600 X g’ 20°C
10’ y decantar el medio, cuidando de no remover la pastilla
Reconstituir con PBS y homogeneizar la pastilla con pipeteo. Tomar la
cantidad necesaria de bacterias segun el ajuste del medio de cultivo
Incubar con 40% SHN, SCN 6 SHN 6 SC-IC 37°C 15’ (Volumen final de
200 pl)

a. Detener la reaccion de C’ en hieloa 1’

5. Lavar el pellet con PBS, centrifugar a 11,600 X g’ 10’ 10°C 3 veces

6. Resuspender 200ul en 0.1 M NaHCOs3pH 9.6 y depositar 100 ul en los pozos

problema en placas de ELISA
Incubar a 4°C durante toda la noche

8. Lavar 3 veces usando 200 pl/pozo con PBS-T [PBS+0.05% Tween 20 (0.25

ml en 500 ml de PBS 1X)]
a. Bloquear con 200 ul por pozo de PBS-T+ BSA 3% 37°C 1-2h

Deteccion

1.
2.

Lavar 1 vez con PBS-T usando 200 pl/pozo
Diluir el anticuerpo anti-FH 1:5000 [8ug/1ul] (1 ul en 4999 ul de PBS. Para 20
ml usar 4 pl en 19996 ul) + 1% (0.2g) de BSA y aplicar 200 pl/pozo

a. Incubar durante 1 hora a 37°C

57



3. Lavar 3 veces con PBS-T usando 200 pl/pozo
4. Diluir el anti-IgG de oveja 1:10, 000 [2ug/1pul] (2ul en 19,998ul de PBS) + 1%
(0.2g) de BSA y aplicar 200ul/ pozo
a. Incubar durante 1 hora a 37°C

5. Lavar 3 veces con PBS-T usando 200 pl/pozo
Revelado

1. Preparar la solucion con 0.04% O-Phenilenediamine (0.008g), 0.015% H202
(3ul) c.b.p. 20 ml de buffer citrato-fosfato pH 5.0

2. Dejar reaccionar durante 20 minutos (estar al pendiente del viraje, cuidar que
haya diferencias observables) y en cuanto vire detener la reaccién con H2SO4
4N 200ul/pozo (1.47ml H2SO4 cbp. 20 ml)

Leer a 492 nm en el lector de ELISA
Preparacion de Soluciones para ELISA
Montaje en placa:

Buffer carbonato 100 mM

Carbonato de sodio anhidro — Peso Molecular 105.99 (J.T. Baker).......... 10.599 g
Ajustar pH a 9.6

C.B.P. 500 ml

Revelado

Buffer Citrato Fosfato

Acido Citrico monohidratado, polvo (HOC(COOH)(CH2COOH)2H20

(J T BaKET) e 26¢g
Fosfato de sodio dibasico anhidro (NazHPO4) (AlyT Reactivos Analiticos)...... 6.9¢g
Ajustar pH a 5.0

C.B.P. 500 ml
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Paro de Reaccion

Acido sulfurico 4N

Acido Sulfurico 95-98% H2S04 (J.T. Baker) .........ccevvvviieeeeeiiieeeeenn 5.35 ml
C.B.P. 100 ml

Modo de preparacion:

Agregar 30-40 ml de agua destilada en un vaso de precipitado. Agregar el acido
por goteo, tocar la pared del vaso de precipitado, al detectar calor detenerse un

momento hasta que enfrie y continuar. Finalmente aforar a 100 ml en agitacion

constante.

OJO: Nunca adicione agua sobre un acido concentrado. Para diluirlos, debe
agregarse poco a poco al agua y agitar constantemente. Si no, el calor desprende

el acido y lo proyecta.
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Anexo 2.- Técnica para determinacion de sobrevivencia al Suero Humano Normal por

Leptospira spp. (Meri et al., 2005, Barbosa et al., 2009)

1. Contar en la camara de Petroff-Hausser y ajustar la solucion a
aproximadamente 5X10° bacterias

2. Centrifugar a 11,600 x g’ 15’ y retirar el medio de cultivo cuidadosamente
usando punta de 200 pl estéril, dejando solamente el pellet bacteriano

3. Incubar a 37°C durante 60 minutos con 40% SHN o SIC (56°C 30’),
volumen final 200 pl)

a. Homogeneizar bien el pellet en 60% PBS, agregar posteriormente el

suero
b. Realizar incubacién en agitaciéon constante a 120 RPM
c. Detener actividad de C' — incubar la suspension en hielo 1’

4. Tomar 20 ul de la suspension y transferir a 180 ul de EMJH modificado,

previamente servido en placa de 96 pozos con tapa y tapar
5. Sellar alrededor con Parafiim®, incubar a 30°C durante 4 dias

6. Observar en camara de Petroff-Hausser diluyendo s6lo si el numero
bacteriano no es facil de contar. Para evaluar tomar como 100% los pozos
incubados con SHN-IC.
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Anexo 3.- Preparacion de medio EMJH modificado (Barbosa et. al.,2009)

Para 500 ml

Medio base

Peptona (BD BiOXON). ... 0.15¢g
Extracto de carne (Opcional) (BD BioXON)........ccooviriiiiiiiiiiiiiciiee e, 01g
Fosfato disodico (NazHPO4) (AlyT Reactivos Analiticos)..............ccoeveeee. 05g
Fosfato monopotasico (KH2POa4) (J.T. Baker).........coooiiiiiiiiiiii, 0.15¢g
Cloruro de sodio (NaCl) (J.T. Baker)........cccooiiiiiiii e, 05g
Cloruro de amonio (NH4Cl) (J.T. BaKer).......c.oviiiiiiiiiiiiieee 0.125¢
Tiamina (J.T. BaKer).....oo o 0.0002 g

(500 pl solucién 0.05g/10ml agua destilada previamente esterilizada en autoclave)
Agua previamente esterilizada en autoclave: C.B.P. 450 ml

Soluciones

L-asparagina (Sigma-Aldrich)........ ..o 2.5 ml
(0.18 g cbp 6ml H20 destilada previamente esterilizada en autoclave)

Solucion de Cloruro de calcio y magnesio (J.T. Baker)..............c...oooene. 0.5 ml
En 2 ml de H20 destilada previamente esterilizada en autoclave agregar:
0.0264g CaCl2 - 2H20

0.0426 MgCI2 - 6H20

Piruvato de sodio (J.T. BaKer)........coiriiiiiiii i 0.5 ml
En 2 ml de H20 destilada previamente esterilizada en autoclave agregar:

0.02g CH3COCOONa

Suero de conejo inactivado a 56°C 307........ccoiiiiiiiiiii 50 ml

Filtrar con prefiltro y con 0.45um, finalmente con 0.22um en gabinete de
bioseguridad clase Il. Servir en frasco, someter a prueba de esterilidad a 37°C 24h,
colocar Parafim® y almacenar a 4°C. Cada que se use el medio atemperar
previamente (Puede usarse bafo Maria a 37°C), abrir la botella en gabinete de
bioseguridad clase Il y servir la cantidad necesaria.
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Anexo 4. Matriz de datos del experimento de Captura de Factor H de suero por Leptospira spp. de bajo y alto pasaje.

I::;CBa: I:‘CG)(Za: LO\B/: 30 LOX: 30 MO(B:;: 45 MOZIll: 45 Patoc 1| PBS | SHN FH
0.134| 0.6689| 0.14| 0.6846| 0.176] 0.8641| 0.114 0.229] 0.115] 0.8819| 0.144 0.7544( 0.072| 0.6162| 0.055 1.5323
0.099| 0.661| 0.12] 0.6415| 0.147 0.944| 0.116] 0.2461| 0.121 1.3542| 0.154 0.6928| 0.057| 0.609| 0.053| 0.8605
0.125] 0.9217| 0.08| 0.5211] 0.104| 1.1942 0.1 0.3748| 0.112 1.2787| 0.109 1.2029| 0.097] 0.6007| 0.056| 1.0745
0.094| 0.9094| 0.1 0.6434| 0.115] 1.0769| 0.098 0.434| 0.103] 1.1613| 0.126 1.1402| 0.097]| 0.3832| 0.059| 0.807
0.115] 0.8819| 0.09] 0.664| 0.116| 0.9706] 0.07|] 0.2338| 0.128] 0.7723| 0.126 0.8452( 0.097| 0.4109| 0.054 1.6795
0.112] 0.6749| 0.1] 0.7472| 0.114 0.914]| 0.065| 0.2249| 0.154| 1.1446| 0.139 1.0206| 0.097| 0.3293| 0.059| 1.6611
0.058] 0.4106| 0.056
0.056| 0.3401| 0.061
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Anexo 5. Matriz de datos de sobrevivencia al suero humano normal con serovariedades de bajo y alto pasaje

LOCasS 46 BP LOCaS 46 AP LOVe 30 BP LOVe 30 AP MOCA 45 BP MOCA 45 AP Patoc |
5.2E+06 2.1E+06| 2.5E+05 3.5E+05| 3.8E+06 3.8E+06( 3.7E+06 1.0E+05] 1.2E+06 4.0E+05) 3.5E+06 2.8E+06|5.1E+06|0.00E+00
5.6E+06 2.4E+06| 1.3E+06 3.0E+05( 3.4E+06 2.0E+06| 2.2E+06 1.5E+05] 1.3E+06 8.5E+05| 3.1E+06 1.7E+06|4.6E+06|0.00E+00
5.9E+06 2.7TE+06( 1.6E+06 2.0E+05(5.7E+06 2.2E+06| 1.7E+06 3.0E+05( 1.6E+06 8.5E+05( 3.4E+06 2.0E+06|4.3E+06|0.00E+00
1.9E+06 3.5E+05( 5.2E+06 1.5E+06] 2.6E+06 1.5E+06| 3.5E+06 4.0E+05| 1.7E+06 1.0E+06]| 1.5E+06 1.3E+06] 3.2E+06| 0.00E+00
2.1E+06 1.1E+06] 2.6E+06 1.2E+06] 3.0E+06 1.2E+06| 4.0E+06 0.0E+00( 1.3E+06 1.2E+06| 1.4E+06 1.5E+06] 3.3E+06| 0.00E+00
2.0E+06 1.0E+06] 7.2E+06 1.3E+06] 2.3E+06 1.2E+06| 2.1E+06 5.0E+04( 1.5E+06 1.2E+06]| 1.4E+06 5.5E+05( 4.0E+06| 0.00E+00
1.6E+06 7.0E+05( 9.0E+05 1.5E+05] 5.0E+06 2.1E+06| 7.0E+05 0.0E+00( 1.9E+06 7.0E+05( 1.4E+06 9.5E+05| 1.8E+06| 0.00E+00
1.6E+06 5.5E+05( 5.0E+05 1.0E+05] 1.7E+06 1.4E+06]| 1.2E+06 5.0E+04( 1.7E+06 8.0E+05( 1.7E+06 7.5E+05| 3.8E+06| 0.00E+00
1.3E+06 4.0E+05| 7.0E+05 2.5E+05( 1.9E+06 1.8E+06| 9.5E+05 1.0E+05] 1.7E+06 1.2E+06]| 1.5E+06 1.1E+06] 3.5E+06| 0.00E+00

1.6E+06 2.0E+05( 3.5E+06 1.5E+06| 8.5E+05 5.0E+04( 1.3E+06 1.3E+06| 2.5E+06 2.2E+06] 1.8E+06/0.00E+00
1.6E+06 5.0E+05( 3.4E+06 2.3E+06| 6.0E+05 0.0E+00( 1.3E+06 7.5E+05( 3.2E+06 2.7E+06] 2.3E+06/0.00E+00
1.7E+06 5.5E+05(2.9E+06 2.0E+06| 8.5E+05 0.0E+00| 1.6E+06 1.1E+06| 2.6E+06 1.6E+06]2.2E+060.00E+00
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Anexo 6. Matriz de datos de Captura de Factor H por diez serovariedades de Leptospira spp. de alto pasaje

Aut Bat Can Gri Hpj Ict Pom Pyr Tar Wol |PBS|SHN FH

0.06(0.79]0.07(0.43]0.06( 0.41| 0.13[(0.90]/0.06(0.65|0.07{0.55]0.07{0.49]0.09(0.36/0.10{0.73]|0.07{0.74]|0.05 1.17

0.06(1.05/0.07(0.41]0.06 0.39| 0.14(/0.93]/0.08(0.51]0.07(0.66]|0.07(0.50]|0.06(0.34]|0.07(0.82|0.07(0.74]|0.06 1.19

0.05/0.92(0.08|0.61{0.09] 0.60{ 0.07]|0.72({0.07]|0.66{0.08|0.65(0.08]0.67{0.06| 0.36{0.08| 0.86({0.08]| 0.80({0.06 0.90

0.07]|0.87(0.09|0.56{0.10| 0.65| 0.06]|0.73(0.05|0.49(0.07|0.52(0.08)0.51{0.07|0.41({0.06| 1.00{0.07] 0.69(0.06 1.40

0.07]0.79(0.07|0.57{0.08| 0.68| 0.06|0.78(0.06|0.53(0.06|0.50(0.08|0.55(0.08|0.38(0.07|0.79( 0.08]| 0.62{ 0.05 1.28

0.07]0.99(0.06]0.62(0.08] 0.61 0.09]0.83(0.09/0.51(/0.07]0.60{0.08]0.43| 0.06]0.43| 0.06]|0.97| 0.08] 0.60| 0.06 1.06

0.08]1.07(0.06]0.53[{0.05] 0.38| 0.09]/0.68(0.06]0.47{0.05/0.48{0.08]|0.45|0.07|0.44|0.06|0.74 0.06 1.07
0.08(1.03]|0.06/0.53|0.05| 0.66 0.09{0.53]0.05/0.54]|0.06{0.63|0.05|0.54|0.06| 0.90 0.06 1.27
0.08]0.57(0.06|0.55(0.08|0.55[0.07|0.85 0.05 0.89

0.08]0.65 0.08|0.46 0.06 1.37

0.05]0.36 0.06 1.08

0.08 0.87
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Anexo 7.- Matriz de datos del ensayo de sobrevivencia de diez serovariedades de Leptospira spp., de alto pasaje al suero humano normal

Aut Bat Can Gri Hpj Ict Pom Pyr Tar Wol Patoc |
4.4E+06| 1.9E+06| 1.0E+06| 0.0E+00| 1.1E+07| 1.4E+06| 1.2E+07| 8.4E+06| 7.3E+06| O0.0E+00| 1.7E+06 5.0E+04 2.1E+06 5.0E+04 1.7E+06 2.0E+05 2.3E+06 1.5E+05 1.3E+06 5.5E+05 5.1E+06 0.0E+00
3.0E+06| 1.6E+06| 3.1E+06| 1.0E+05[ 1.7E+07| 1.6E+06| 1.5E+07| 9.3E+06| 7.9E+06| 0.0E+00| 1.8E+06 0.0E+00 2.3E+06 5.0E+04 1.9E+06 3.5E+05 1.6E+06 1.5E+05 4.6E+06 4.5E+05 4.6E+06 0.0E+00
3.7E+06| 2.9E+06| 4.5E+06| 1.0E+05[ 1.3E+07| 1.7E+06| 2.0E+07| 9.1E+06( 1.4E+07| 0.0E+00[ 1.3E+06 0.0E+00 2.6E+06 1.0E+05 1.2E+06 1.0E+05 7.5E+05 3.5E+05 1.7E+06 7.0E+05 4.3E+06 0.0E+00
2.3E+06| 1.1E+06| 24E+06| 1.0E+05| 1.5E+07| 9.0E+06| 7.2E+06| 7.7E+06| 8.3E+06| 0.0E+00| 1.8E+06 0.0E+00 2.0E+06 0.0E+00 1.4E+06 5.0E+04 1.2E+06 3.0E+05 9.5E+05 6.5E+05 3.2E+06 0.0E+00
2.1E+06| 1.1E+06| 6.6E+06| 1.4E+06| 1.0E+07| 9.0E+06| 9.7E+06| 6.3E+06| 1.4E+07| 0.0E+00| 1.8E+06 0.0E+00 1.2E+06 0.0E+00 1.6E+06 1.0E+05 2.0E+06 3.0E+05 2.7E+06 6.0E+05 3.3E+06 0.0E+00
1.9E+06| 1.2E+06| 8.2E+06| 1.1E+06| 1.3E+07| 5.0E+06| 9.5E+06| 3.0E+06| 1.3E+07| 0.0E+00| 1.6E+06 0.0E+00 5.4E+06 5.0E+04 1.3E+06 2.5E+05 1.4E+06 5.0E+05 4.6E+06 4.5E+05 4.0E+06 0.0E+00
2.9E+06( 1.8E+06| 7.6E+06| 1.2E+06| 2.3E+07| 1.4E+06| 2.0E+06| 1.3E+06| 4.0E+06| O0.0E+00( 1.1E+06 0.0E+00 4.3E+06 5.0E+04 2.0E+06 0.0E+00 7.0E+05 2.5E+05 5.9E+06 9.0E+05 3.8E+06 0.0E+00
2.7E+06| 1.3E+06| 3.75E+06| 5.00E+04| 2.6E+07| 1.5E+06| 2.4E+06| 1.4E+06| 4.0E+06| 0.0E+00| 2.0E+06 0.0E+00 5.1E+06 5.0E+04 2.0E+06 1.5E+05 8.5E+05 7.0E+05 7.4E+06 7.5E+05 3.5E+06 0.0E+00
1.5E+06| 1.4E+06| 3.15E+06| 5.00E+04| 2.8E+07| 2.4E+06| 2.5E+06| 1.5E+06| 4.8E+06| 0.0E+00| 1.3E+06 2.0E+05 2.6E+06 1.0E+05 1.3E+06 1.5E+05 8.5E+05 5.0E+05 6.3E+06 5.5E+05
1.8E+07| 1.1E+07| 3.10E+06| 0.0E+00| 2.9E+07| 3.6E+06| 1.5E+06| 9.0E+05| 1.2E+06| 2.0E+05| 1.0E+06 1.5E+05 2.0E+06 0.0E+00 1.1E+06 2.0E+05 1.6E+06 4.0E+05 1.4E+06 3.0E+05
1.3E+07| 1.2E+07| 2.10E+06| 0.0E+00| 3.0E+07| 6.7E+06| 1.5E+06| 7.0E+05| 2.2E+06| 1.0E+05| 1.8E+06 5.0E+04 1.2E+06 0.0E+00 1.5E+06 4.5E+05 1.6E+06 3.0E+05 1.6E+06 1.5E+05
1.7E+07| 1.3E+07| 1.5E+05| 0.0E+00| 1.3E+07| 5.0E+06| 1.1E+06| 7.5E+05| 3.2E+06| 5.0E+04| 3.5E+06 0.0E+00 1.1E+06 5.0E+04 1.9E+06 6.5E+05 2.5E+06 4.0E+05 1.7E+06 1.5E+05

8.0E+05 1.0E+05
8.5E+05 4.5E+05
8.5E+05 8.0E+05
1.6E+06 5.0E+05
1.9E+06 6.0E+05
1.7E+06 1.0E+06

65




Anexo 8.- Porcentajes de captura de FH por OD 492 nm y de sobrevivencia a SHN y arcosenos de Leptospira spp. de alto y bajo pasaje

% OD 492 nm [Arcoseno % Sobrevivencia SHN|Arcoseno
LOCaS 46 BP 70%| 0.775397497 41% 0.422454062
LOCaS 46 AP 47%| 0.489290778 26% 0.263022203
LOVe30 BP 88% 1.0758622 59% 0.631058841
LOVe30 AP 26%]| 0.263022203 5% 0.050020857
MOCA 45 BP 97%| 1.325230809 63% 0.681553212
MOCA 45 AP 84%| 0.997283222 70% 0.775397497
Patoc | 39%]| 0.400631593 0% 0
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Anexo 9.- Porcentajes de captura de FH por OD 492 nm y de sobrevivencia a SHN y arcosenos de Leptospira spp. de bajo pasaje

% OD 492 nm|[Arcoseno % Sobrevivencia SHN [Arcoseno
Autumnalis 83%| 0.979107684 69%| 0.761489053
Bataviae 47%| 0.489290778 12%]| 0.120289882
Canicola 49%| 0.512089753 35%| 0.357571104
Grippotyphosa 70%| 0.775397497 63%| 0.681553212
Hardjo 50%| 0.523598776 0% 0
Icterohaemorrhagiae 51%| 0.53518479 0% 0
Pomona 47%| 0.489290778 1%]| 0.010000167
Pyrogenes 37%] 0.379009021 14%]| 0.140461415
Tarassovi 77%| 0.878841152 31%]| 0.315193032
Wolffi 65%| 0.707584437 16%]| 0.160690653
Patoc | 39%| 0.400631593 0% 0
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