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RESUMEN
Objetivo. El siguiente trabajo se desarrollo con el objetivo de determinar los perfiles
antigénicos celulares que sean reconocidos por el suero de personas vacunados con vax-

SPIRAL® de cepas obtenidas de los departamentos de Leén y Chinandega.

Métodos. Se analizaron cepas aisladas de hemocultivos tomadas de casos con sospecha
clinica de leptospirosis, determinandose los perfiles antigénicos mediante electroforesis
de células enteras y western blotting usando como anticuerpos, sueros provenientes de
personas vacunadas con vax-SPIRAL®.

Resultados y conclusiones. Se evidencié una gran homologia antigénica entre todas las
cepas estudiadas. Los resultados del presente estudio sugieren que en los departamentos
de Leén y Chinandega circulan cepas de L. inferrogans con un fuerte reconocimiento
antigénico frente a sueros provenientes de personas vacunadas con vax-SPIRAL®.

PALABRAS CLAVE: Leptospirosis, vax-SPIRAL®, perfil antigénico celular, Nicaragua.

ABSTRACT

Objective.The following work was development with the objective of determining the
profiles cellular antigenics that are recognized by the serum of people vaccinated with
vax-SPIRAL® of obtained strains of the Ledén and Chinandega departments.

Methods. Blood cultures samples were analyzed taken in sharp phase to cases with
suspicion leptospirosis clinic, being determined the profiles antigenics by means of
electrophoresis of whole cells and western blotting using as antibodies, serums coming
from people vaccinated with vax-SPIRAL®.

Results and conclusions. A great antigenic homology was evidenced among all
the studied strains. The present study results suggest that in Leén and Chinandega
departments circulate L. interrogans strains with a strong antigenic recognition front of
serums of people vaccinated with vax-SPIRAL®.

KEY WORDS: Leptospirosis, Vax-SPIRAL®, antigenic cellular profile, Nicaragua.
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INTRODUCCION

Leptospira se ubica en el orden Spirochaetales, familia
Leptospiraceae y género Leptospira. Este género
comprende dos especies fenotipicas: L. interrogans, que
agrupa a leptospiras patdgenas, agente causal de la
leptospirosis en el hombre y los animales y L. biflexa,
que incluye leptospiras saprofitas de vida libre que se
encuentran fundamentalmente en aguas superficiales y

muy ocasionalmente en aguas marinas'.

Durante los meses de octubre-noviembre del 2007,

Nicaragua sufri6 severas inundaciones provocadas
por lluvias constantes, causadas por el huracan Félix,
que condujeron al desarrollo de brotes de leptospirosis
fundamentalmente en los Departamentos de Leén y
Chinandega. De este brote se aislaron 16 cepas de Leptospira
de pacientes con evidencia epidemiolégica, serolégica y

sintomatologia caracteristica de Leptospirosis.

Las graves pérdidas econémicas y humanas causadas por
esta enfermedad justifican el uso de vacunas profilacticas
en poblaciones humanas y animales bajo riesgo de
infeccién®. Previo a la utilizacion de estas cepas con fines
vacunales para su uso en humanos, resulta imprescindible
una adecuada seleccion y caracterizacién microbiolégica

de las mismas.

Este trabajo se desarrollo con el objetivo de determinar los
perfiles antigénicos celulares que sean reconocidos por el
suero de personas vacunados con vax-SPIRAL® de estas
cepas obtenidas y aisladas de los departamentos de Leén
y Chinandega, Nicaragua.

METODOS

Bacterias, aislamiento, crecimiento y conservacion: Se
utilizaron en el estudio 5 cepas procedentes de pacientes
con evidencias clinicas, serolégicas y epidemiolégicas
de la enfermedad leptospirdsica del brote ocurrido en
los departamentos de Leén y Chinandega, la parte mas
noroccidental de Nicaragua (Tabla 1). Se incluyeron
ademds, como controles las cepas vacunales L. interrogans
serovar Canicola, Copenhageni y Mozdok pertenecientes
a la vacuna vax-Spiral®, las cuales fueron originalmente
aisladas a partir de muestras de animales y luego remitidas
al Centro Nacional de Epizootiologia y Diagndstico
Veterinario de Ciudad de La Habana, Cuba.’® Todas las
cepas fueron cultivadas en medio liquido Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH) a 28°C e inoculadas
en hamster para determinar su grado de virulencia. Las
cepas virulentas fueron almacenadas a -70°C, en nitrégeno
liquido y en medio semisdlido de Fletcher®, hasta su

posterior utilizacion.
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Tabla 1. Cepas empleadas en el estudio.

Serjoe 7407 Leén
Pomona 6307 Chinandega
Serjoe 4207 Chinandega
Ballum 8807 Chinandega
Icteroahemorrhagiae 3507 Leon

Perfiles antigénicos celulares: Muestras de 8x10° células
fueron tomadas de las cepas 3507, 4207, 6307, 7407, y
8807, pertenecientes a los casos clinicos, crecidas todas en
medio EMJH bajo condiciones de agitacién hasta finales
de fase exponencial. Se colectaron por centrifugacion a 10
000 rpm durante 20 min, se lavaron 3 veces con tampén
fosfato salino pH 7,2 (TFS) y se solubilizaron con 100 pL de
solucioén de lisis (62,5 mM Tris-HCI pH: 6,8, 10 % glicerol,
5 % 2-mercaptoetanol, 2 % SDS) calentando durante 10
min a 100 °C. Las muestras asi tratadas fueron mantenidas
durante toda la noche a 4 °C y luego separadas mediante
SDS-PAGE unidimensional segtn el método de Laemmli,”
empleando un gel separador 12,5 %. Luego de la separacion
de las proteinas, los geles fueron tefiidos convenientemente
con azul brillante de Coomassie y analizados mediante
analizador de imagenes (ImageMaster VDS, Pharmacia).
Los resultados se mostraron como promedio del valor de
cada banda analizada. Como patrén de peso molecular
(PPM) se empled una mezcla de proteinas de 94; 67; 43; 30;
20,1; 14,4 KDa (Pharmacia Biotech).

Inmunotransferencia: Los sueros utilizados fueron de
personas previamente inmunizadas con vax-Spiral® en
dos dosis de 0,5 mL por via intramuscular separadas
6 semanas entre la primera y la segunda dosis. El suero
utilizado en este ensayo fue procedente de 15 personas
inmunizadas con el esquema de vacunacién explicado
con anterioridad. Posterior a la electroforesis, las muestras
fueron transferidas a papel de nitrocelulosa, segin
Brufiete. ® La transferencia se realiz6 2h utilizando como
buffer 48 mM Tris pH 9,2, 39 mM glicina, 1,3 mM SDS y
20 % metanol. Para la deteccién antigénica, la nitrocelulosa
fue bloqueada con leche descremada 3 % en Tris-salina y
luego incubada a 37 °C durante toda la noche con suero
de personas inmunizadas con vax-SPIRAL® diluida 1:50
en Tris-salina con 3 % de leche descremada y 0,05 % de
Tween 20 (TSLT). Para la visualizacién de las bandas se
incub6 1 h a 37 °C con conjugado IgG humana (SIGMA)
diluido 1:1000 en TSLT y se revel6 con diaminobencidina y
peréxido de hidrégeno.

Procedimientos éticos: Los autores declaramos que este
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SDS-PAGE
unidimensional (gel separador 12,5 % y tincién

Figura 1. Analisis mediante
con azul brillante de Coomassie) de lisado de
células completas de las cepas de los serovares
Canicola (2), Copenhageni (3), Mozdok (4), 7407
(5), 6307 (6), 4207 (7), 3507 (8) y 8807 (9) crecidas en
medio EMJH bajo condiciones controladas (130

rpm, 30 °C) hasta finales de la fase exponencial.

trabajo fue aprobado por el comité de ética del Instituto
Finlay, confeccionado sobre la base de buenas practicas de
laboratorio clinico presentes en el reglamento Nacional de
aprobacion de protocolos de investigacion de la Reptblica
de Cuba. Ademas se declara por parte de los autores del
articulo que al comenzar esta investigaciéon se obtuvo
por escrito el consentimiento informado por parte de los

individuos de los cuales se aislaron las 5 cepas en estudio.

RESULTADOS

Perfiles antigénicos celulares: El andlisis de lisados de
células completas permiti6 identificar la expresiéon de
bandas antigénicas comunes para las cepas 3507, 4207,
6307, 7407, y 8807, con pesos moleculares entre 11 y 94,0
kDa (Figura 1). Estas bandas antigénicas fueron igualmente
identificadas en las cepas autdéctonas correspondientes a
los serogrupos Ballum, Icterohaemorrhagiae y Pomona.

Para la cepa 3507 perteneciente al serogrupo
Icterohaemorrhagiae fueron identificadas 16 bandas
antigénicas con pesos moleculares similares con la cepa
autocténa L. interrogans serogrupo Icterohaemorrhagiae.
Las bandas de mayor intensidad fueron 25,30; 35,63; 40,43
y 58,13 kDa. Para la cepa 4207 perteneciente al serogrupo
Serjoe, se identificaron 15 bandas antigénicas con pesos
moleculares entre de 13,14 y 94,0 kDa. Las bandas de
mayor intensidad fueron 22,23; 25,30; 31,85, 35,63; 39,41
y 58,90 kDa. Para la cepa 6307 perteneciente al serogrupo
Pomona, se identificaron 19 bandas antigénicas con pesos
moleculares que van desde de 10,90 hasta 93,7 kDa. Estas
bandas igualmente fueron similares a las identificadas en
la cepa autocténa L. interrogans serogrupo Pomona. Las
bandas de mayor intensidad fueron 22,23; 25,00; 31,08;

35,19; 39,41 y 59,68 kDa.

Para la cepa 7407 perteneciente al serogupo Serjoe, fueron
identificadas 18 bandas antigénicas con pesos moleculares
que van desde 13,27 hasta 93,88 kDa. Las bandas de mayor
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intensidad fueron 25,60; 31,85; 36,08; 40,43; 60,48 y 71,88 kDa.

Para la cepa 8807 perteneciente al serogrupo Ballum, fueron
identificadas 14 bandas antigénicas con pesos moleculares
que van desde 13,22 hasta 93,90 kDa. Estas bandas
igualmente fueron similares a las identificadas en la cepa
autocténa L. interrogans serogrupo Ballum. Las bandas de
mayor intensidad fueron 26,85; 34,75; 38,43; 42,01; 60,48 y
73,82 kDa.

Al aplicar la regresion lineal, se determiné que las bandas
mayoritarias correspondian aproximadamente a 49,4;
45,8; 36,7; 35,3; 28,3 y 21,0 kDa, mientras que entre las
minoritarias se encontraban bandas de 66,4; 57,2; 34,1 y
32,8 kDa. Por otra parte se pudo comprobar la comunidad
antigénica de estas cepas con las cepas componentes de
vax-SPIRAL®.

Inmunotransferencia: Algunos de estos antigenos celulares
altamente conservados fueron reconocidos por el suero de
personas vacunadas con vax-SPIRAL® (figura 2). Donde
se evidenci6 reconocimiento a una amplia banda difusa
por debajo de 20 kDa que pudiera corresponderse con
proteinas ligadas al LPS de Leptospira, la banda de 21; 32;
36,7; 45,8, 49,4 y 70,9 kDa.

DISCUSION

Numerosos estudios demuestran diferencias sustanciales
en la expresion de antigenos importantes en la patogénesis
de la enfermedad leptospirésica entre cepas isogénicas
virulentas 'y avirulentas. Proteinas extracelulares,
lipoproteinas de membrana externa y adhesinas, son
expresadas mayormente por cepas virulentas que por sus
variantes avirulentas. Esta desigual arquitectura antigénica
al parecer se revierte en una desigual capacidad protectora
de unas y otras cepas, al ser incluidas en preparados
vacunales de células enteras, de ahi la vital importancia de

que las cepas candidatas vacunales muestren una elevada
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Figura 2. Analisis mediante western blotting con suero

de personas vacunadas con vax-SPIRAL® de lisado de
células completas de las cepas 7407 (2), 6307 (3), 4207
(4), 3507 (5) y 8807 (6).

1 2 3 4 5 6

virulencia enlos modelos animales®!’. Mediante SDS-PAGE
unidimensional utilizando un gel de poliacrilamidaal 12,5%
fue posible identificar la expresion de bandas antigénicas,
localizadas aproximadamente desde los 14 kDa hasta mas
de 80 kDa, comunes para todas las cepas. Algunos de
estos antigenos celulares altamente conservados fueron
reconocidos por el suero de individuos vacunados con
vax-SPIRALS, lo cual corrobora no solo la expresion coman
en todas las cepas sino también su inmunorrelevancia. Al
aplicar la regresion lineal, se determiné que las bandas
mayoritarias correspondian aproximadamente a 49,4;
45,8; 36,7; 35,3; 28,3 y 21,0 kDa, mientras que entre las
minoritarias se encontraban bandas de 66,4; 57,2; 34,1 y
32,8 kDa. Por otra parte se pudo comprobar la comunidad
antigénica de estas cepas con las cepas componentes de
vax-SPIRAL®.

Una gran diversidad de antigenos proteicos ha sido

identificada mediante el estudio de los patrones
electroforéticos de células completas de Leptospira. Estos
antigenos en su mayoria se ubican entre los 10 y 143 kDa
e incluyen proteinas citoplasmaéticas, periplasmaticas y de

membrana interna y externa.''?

La conservaciéon antigénica de las proteinas ha sido
demostrada mediante immunoblotting. El suero de
humanos inmunizados con las tres cepas que componen a
vax-SPIRAL® reconoce comtinmente numerosas proteinas
de una gran variedad de serovares. Aunque comtnmente
son identificados numerosos antigenos proteicos en perfiles
electroforéticos de células completas o fracciones de estas,
solo unos pocos hansidoampliamente reconocidos. Muchos
de los antigenos proteicos celulares identificados en estas
cepas pudieran corresponderse con algunas delas proteinas
de Leptospira descritas y ampliamente caracterizadas en
la literatura de la tltima década. Para tener la seguridad
de ello seria necesario el reconocimiento de estas proteinas

mediante immunoblotting empleando los antisueros

Ars Pharm. 2011; 52(4): 12-17.

policlonales especificos a las mismas. No obstante,
pudiéramos hacer estas inferencias dado que las proteinas
descritas en la literatura son altamente conservadas
entre serovares patdgenos e incluso para algunas se ha
comprobado la expresién en cepas pertenecientes a los
serovares objeto de este estudio. Varios reportes indican
que estas membranas contienen importantes componentes
involucrados en la infeccién, transmisién, virulencia,
supervivencia y adaptacién a las condiciones ambientales
de la Leptospira, ademds de ser excelentes candidatos para
el diagnéstico y la elaboracion de vacunas de ADN™.

La banda antigénica de 34,32 kDa pudiera corresponderse
con la principal lipoproteina de membrana externa de
Leptospira LipL32™. LipL32 constituye el antigeno proteico
mas abundante en la membrana externa y el de mayor
relevancia en la respuesta inmune frente a la infeccién
natural, tanto en fase aguda como en convalecencia'*? y
ha sido vinculada directamente con la induccion de dafo a
nivel de los ttbulos renales®. Estudios recientes utilizando
espectrometria de masa han demostrado que LipL32
sufre modificaciones postraduccionales influenciadas
por diversas condiciones ambientales, generando un
gran ndmero de proteinas de menor peso molecular
con funciones adn desconocidas que son expresadas
simultdneamente a la lipoproteina de membrana externa."
Algunos investigadores consideran a esta proteina como
un marcador de infeccién altamente sensible y especifico,
sugiriendo su uso en técnicas seroldgicas para el diagndstico
temprano de la enfermedad leptospirésica’?. Otros sugieren
que esta lipoproteina pudiera constituir un buen candidato
para el desarrollo de una nueva generaciéon de vacunas,
capaces de conferir mediante métodos de inmunizacién
una proteccion de amplio espectro’®.

Otro antigeno identificado fue una proteina de 36 kDa, que
pudiera corresponderse con la lipoproteina de membrana
externa LipL36". Al igual que LipL32, esta lipoproteina
de 36 kDa es expresada por un gran ntimero de serovares
patégenos pero no por cepas saprofitas. Algunos
investigadores consideran que esta proteina pudiera
participar en la adaptaciéon del microorganismo a las
condiciones ambientales externas (al hospedero) una vez
excretado a través de la orina, sugiriendo ademads que su
aplicacion como inmundégeno pudiera generar anticuerpos
neutralizantes que ejerzan una accién rapida tras la entrada

del patégeno al hospedero™.

Otros antigenos proteicos de gran relevancia y altamente
conservados en cepas patégenas como la proteina
transmembrana OmpL1® y la lipoproteina LipL41"
pudieran estar siendo expresados también por todas estas
cepas. La proteina de membrana externa OmpL1 es una
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proteina transmembrana que funciona como porina. Los
niveles de expresion de esta porina son extremadamente
bajos tanto in vitro como in vivo®? y algunos autores
han correlacionado este hecho con el lento crecimiento
de Leptospira. Esta proteina es muy sensible al calor
y a las condiciones reductoras, mostrando un patrén
de movilidad electroforética inusual. En su forma no
desnaturalizada, la mas abundante bajo las condiciones
de separacién empleadas en este trabajo, migra con una
masa molecular aparente de 25 kDa; mientras que en su
forma desnaturalizada migra mayoritariamente cercano
a los 33 kDa'®. Por su parte la lipoproteina LipL41 es
expresada tanto en la membrana externa como en la
membrana citoplasmatica, pero a diferencia de LipL36
aparece expuesta en la superficie del microorganismo y
no hacia el lado periplasmatico de la membrana externa
1719 Estudios recientes han demostrado un efecto sinérgico
en la proteccién homoéloga conferida por OmpL1 y LipL41
recombinantes al ser aplicadas juntas y asociadas a una

membrana bacteriana.

Todas las cepas expresaron uniformemente una proteina de
45 kDa, la cual pudiera corresponderse con la lipoproteina
de membrana interna LiplL45, altamente conservada
entre cepas patégenas de Leptospira®. Esta lipoproteina
es expresada in vivo, pero en condiciones in vitro solo es
expresada por cepas virulentas con un limitado namero
de subcultivos, por lo cual ha sido considerada como
un marcador de virulencia?. LipL45 genera por clivaje
postraduccional una proteina periférica de 31 kDa (P31)
que se encuentra asociada tanto a la membrana externa
como a la interna. P31 es expresada tanto in vivo como in
vitro, pero su expresién no disminuye con la atenuacién
de la virulencia de la cepa tras numerosos subcultivos.
Dada la ubicaciéon no superficial de ambas proteinas en
la célula no se produce un fuerte reconocimiento de las
mismas por el suero de convalecientes, aunque si por el
suero de humanos inmunizados con células completas.
Este resultado conllevé a los investigadores a concluir que
la inmunizacién con suspensiones de células completas, a
diferencia de la infeccién natural, permite la produccién
de anticuerpos contra antigenos inaccesibles al sistema
inmune hospedero en una célula viva®. En este trabajo
se apreci6 un fuerte reconocimiento por el suero de
individuos vacunados con vax-SPIRAL® de antigenos
proteicos altamente conservados ubicados en la zona de 35-
36 kDa, los cuales pudieran corresponderse con proteinas
no expuestas en la superficie del microorganismo como la
lipoproteina LipL36 y las proteinas flagelares de 35 y 36
kDa?®. Otras proteinas celulares de Leptospira como LipL48,
OmpL39 o las adhesinas de 36 kDa también pudieran

estar siendo expresadas por todas estas cepas. Analisis
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mediante SDS-PAGE bidimensional y espectrometria de
masa han identificado un minimo de 67 especies proteicas
individuales solo en la membrana externa de Leptospira,
incluyendo al menos 12 como productos de genes
diferentes™.

CONCLUSION

Se evidenci6 una gran homologia antigénica entre
todas las cepas estudiadas. Los resultados del presente
estudio sugieren que en los departamentos de Leén y
Chinandega circulan cepas de L. interrogans con un fuerte
reconocimiento antigénico frente a sueros provenientes de
personas vacunadas con vax-SPIRAL®.
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