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Se desarrollo un cultivo de Leptospira interrogans serovar canicola en medio libre de proteinas a 28 °C durante / dias, a
partir del cual se obtuvo el sobrenadante por centrifugacion a 25 000 g. Este, luego de concentrado por ultrafiltracion,
fue pasado por una columna de exclusion molecular utilizando una matriz de Sephacril S-300 y un sistema tampon
fosfato salino con O.01% de NaCl, pH 7,2. Las fracciones obtenidas fueron reconcentradas y se les determind la
concentracién de las proteinas segin Lowry. El poder inmunogénico se evaluo mediante inoculacién intraperitoneal en
ratones Balb/c de 50 pg de estas fracciones con posterior evaluacion de la respuesta humoral mediante el test de
microaglutinacion. Se realizd ademas un experimento de proteccién en hamsters, los cuales fueron inmunizados con una
oreparacion que contenia 50 pyg de las fracciones obtenidas y confrontados posteriormente contra 10 000 DL, de tres
cepas altamente virulentas de los serovares canicol/a, copenhageni y mozdok. Los resultados obtenidos mostraron, segun
el perfil cromatogréafico, tres fracciones proteicas, de las cuales solo la fraccion de mayor peso molecular resultd ser
inductora de anticuerpos aglutinantes tanto en ratones como en hamsters con titulos de 1:1240 vy 1:360
respectivamente. Por otro lado esta fraccion fue capaz de proteger a los hamsters inmunizados frente a 10 000 DL;, de
la cepa del serovar canicola, no asi frente a copenhageni y mozdok, resultado que nos habla de proteccidén serovar
especifica. Estos resultados nos permiten inferir que L. canicola produce al menos un antigeno o complejo antigenico
soluble de importantes propiedades inmunogénicas y protectoras lo gue avala su posible inclusién en una preparacion

vacunal de nueva generacion.
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introduccion

Existen numerosos reportes acerca del desarrollo de
vacunas antileptospirdésicas monovalentes, bivalentes vy
polivalentes (1-6). Sin embargo las disponibles-hasta el
momento: confieren corta inmunidad y no proveen
proteccién cruzada contra muchos de los serovares de
Leptospira interrogans (3,5,7,10). La gran mavyoria de
ellas consisten en células completas inactivadas por
diferentes métodos fisicos o quimicos. Por este motivo
muy poco se ha reportado acerca de las posibles
propiedades inmunogénicas de antigenos soO ubles de
Leptospira presentes en el sobrenadante de cultivos, los
cuales son separados durante el proceso de
centrifugacién de dichas bacterinas (11-13). Se conoce
que las cepas de leptospira producen determinadas
proteinas  extracelulares tales como fosfolipasas,
hialuronidasas y hemolisinas, las cuales pueden constituir

importantes inmunoéogenos debido a su participacion

directa en la patogenia del microorganismo (14 -193).

Es por ello que nos dimos a la tarea de evaluar si tales
componentes extracelulares de un cultivo de Leptospira
eran capaces de inducir una respuesta de anticuerpos
apreciable que mostrara reactividad ante las celulas
completas y confiriera proteccion ante una infeccion
experimental con Leptospira patogena, de forma tal que
pudiera sugerirse su inclusion en una preparacién vacunal
como medida profildctica contra la Leptospirosis.

Material y Método

Preparacion del cultivo y obtencion del sobrenadante. Se
escogi® una cepa de L. interrogans serovar canicola, la
cual fue cultivada en medio libre de proteinas (20) a
28 °C durante 7 dias en zaranda orbital, hasta alcanzar
una concentracion de 3,5 x 10° células/mL. Luego el
cultivo se centrifugé a 25 000 g durante 30 min a 4 °C,
en una centrifuga refrigerada {(Beckman J2-21). E
sobrenadante fue separado y concentrado 10 veces por
ultrafiltraciéon (Amicdén). Finalmente se conservo a 4°C
hasta su utilizacion.

Cromatografia. Al sobrenadante concentrado se le realizo
cromatografia de exclusion molecular utilizando una
columna de 1,6 x 98 cm y una matriz de Sephacril S-300
(Pharmacia Fine Chemicals). La cromatografia se
desarrolld6 a una velocidad de flujo de 15 ml/h,
empleando como tampoén de corrida Fosfato de Sodio
0.01 M con 0,1% (p/v}) de NaCl (pH 7,4). Fueron
aplicados 3 mL de muestra en cada corrida. La
cromatografia fue monitoreada por lectura de la densidad
6ptica a 280 nm (Uvicord 2238, LKB). Se colectaron
fracciones de 4 mlL y aquellas que se correspondian con
los picos registrados en el cromatograma fueron
mezcladas, reconcentradas y conservadas a 4°C. La
concentracién de las proteinas de cada fraccion se
determind segln el método de Lowry (21).
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Procedimiento de inmunizacion en ratones- Se emplearon
250 ratones Balb/c de 18-22 g de peso corporal al inicio
de!l experimento (CENPALAB, Cuba). Estos se dividieron
en 5 grupos de 50 ratones cada uno. Tres de ellos fueron
inmunizados por via intraperitoneal {IP} con 50 ug de
cada una ias fracciones obtenidas en la cromatogratia,
uno con ceiulas vivas de L. canicol/a por igual via (contro
positive) v el restante no recibio tratamiento {contro
negativo}. Los animales se desangraron a los 21 dias, la
sangre fue mezclada por grupo y centrifugada a 6000 g
durante 10 min para la obtencion del suero, el cual se
conservo a -20 "C hasta su utilizacion.

Evaluacion de la respuesta humoral. La respuesta de
anticuerpos inducida en los ratones inmunizados se
evalud por la tecnica de Microaglutinacion (MAT) descrita
por Myers (22}, realizando diluciones dobles seriadas de
los sueros desde 1:20 hasta 1:10240 en tampon fosfato
salino {TFS) como diluente. Como antigeno se utilizaron
celulas wvivas de L. canico/la ajustadas a una
concentraciéon de 100 x 10° células/mL y como control
positivo se considerd el suero de raton anti-L. canicola. El
titulo de aglutininas se expresdo como el reciproco de la
mayor dilucién a la que se aglutind el b50% de las
celulas.

Experimento de proteccion en hamsters. Se emplearon
060 hamsters Sirio Dorado de 40-60 g de peso corporal al
inicio del experimento (CENPALAB, Cuba) divididos en
grupos de b animales cada uno. Cuarenta y cinco
hamsters tueron iInmunizados por via intramuscular (iM)
con 0,5 mL de una preparacion que contenia: b0 ug de
cada fraccion obtenida en la cromatogratia (15 hamsters
por fraccion), 1 mg de hidréxido de alumimio como
adyuvante, TFS como diluente y Tiomersal al 0,01%
como preservo. Los restantes fueron Inoculados con el
placebo (gel de hidroxido de aluminio, TFS v Tiomersal en
las mismas concentraciones), sirviendo como controles
del experimento. A los 14 dias post inmunizacion los
animales fueron retados por via IP con 10 000 DL, de
cepas altamente virulentas de L. canicola, L. copenhageni
v L. mozdok (5 hamsters inmunizados con cada fraccion
y 5 controles por serovar/. Para el reto se determino la
concentracion de leptospira mediante conteo en camara
de Petroff Hauser, y definida la DL50 mediante el método
de Reed y Muench {23}. Posterior al reto los animales
fueron observados durante 14 dias. Se realizaron
extracciones de sangre antes de la inmunizacion, 14 dias
post inmunizacidon (antes del reto) y 14 dias post reto
para evaluacion de los sueros por MAT como se describié
previamente.

Resultados

Cromatografia. Mediante el metodo cromatogratfico
empleado se obtuvieron tres fracciones fundamentales,

que se correspondian con los picos maximos de
absorbancia (Figura 1) .
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Figura 1. Resultados de la cromatografia de exclusion molecular del
sobrenadante concentrado, obtenido a partir del cultivo de
L. canicola. Se utilizé una columna de 1,6 x 98 cm y una matriz de
Sephacril 5-300. Velocidad de flujo de 15 mL/h y tampdn de corrida

Fosfato de Sodio 0,01 M con 0,1% (p/v} de NaCl (pH= 7,4). F1,
F2 y F3 se refieren a las fracciones colectadas, ias que se
corresponden con los principales picos de absorbancia a 280 nm.

Respuesta humoral en ratones. La respuesta humoral en
ratones inoculados con las proteinas extracelulares fue
evaluada por MAT. En el grupo inocutado con la fraccion
F1 se observd un titulo de anticuerpos de 1:1280, asi
como un titulo de 1: 2560 en el grupo control positivo.
Sin embargo en los restantes grupos no se observo
respuesta de anticuerpos aglutinantes (Tabla 1).
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Tabla 1. Resultados del ensayo de Microaglutinacidn
frente a antigeno celular de L. canicola empleando sueros
de ratones inmunizados con las diferentes fracciones

- Titulo
premuculamon

: !

"Inmunizado
Fraccion |
Fraccion |l

Fraccion i
Células vivas
de L. canicola

Control neq,

Experimento de proteccion en hamsters. El estado
inmune de los héamsters vacunados con 50 wg de
nroteinas de cada una de las fracciones fue evaluado
mediante reto frente a los serovares Leptospira
interrogans antes descritos. £l 100% de los hamsters
inmunizados con la fraccion F1 sobrevivieron al reto
frente a 10 000 DL., de la cepa del serovar canicola, no
asi frente a copenhagen’ y mozdok, las que provocaron
un 100% de mortalidad. Por su parte en los hamsters
inoculados con las demas fracciones, asi como el grupo
control, hubo un 100% de mortalidad (Tabla 2). En todos
los animales que contrajeron la enfermedad se
observaron lesiones tipicas de Leptospirosis, a diferencia
de los que resultaron protegidos donde sdélo aparecio un
proceso granulomatoso localizado a nivel de la zona de
inoculacion del preparado debido al efecto del hidréoxido
de aluminio empieado como adyuvante., En los animales
inoculados con la fraccion F1 hubo respuesta de
anticuerpos  aglutinantes frente a L. canicola,
observandose en aquellos que sobrevivieron al reto titulos
de anticuerpos agiutinantes que aumentaron desde 1:320
antes del reto a 1:2560 después del reto. No se observo
respuesta de anticuerpos aglutinantes en los hamsters
inoculados con las demas fracciones. (Datos no
mostrados).

Tabla 2. Resultados de la confrontacién contra 10 000 DL
hO de cepas de L. interrogans altamente virulentas en
hamsters vacunados y controles

“Serovar.de reto |

L. canicola
L. copenhagent

L. mozdok

Discusion
Los medios proteicos han sido ampliamente usados para
el cultivo de Leptospira. Para el uso de los mismos en la

preparacion de las bacterinas convencionales 1o0s
componentes proteicos del medio deben ser removidos
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para evitar las reacciones anafilacticas en los animales

vacunados. Con la centrifugacion también son separados

los antigenos solubles perdiéndose de esta forma posibles
componentes iInmunogenicos importantes.

Los resultados del presente trabajo mostraron que
L. canicola produce una fraccion soluble de alto peso
molecular, capaz de inducir anticuerpos aglutinantes
tanto en ratones como en hamsters con un titulo de
1:1280 y 1:320 respectivamente. Resulta interesante
que anticuerpos Inducidos contra antigenos solubles del
microorganismo, presentes en el medio de cultivo, sean
capaces de aglutinar las células, puesto que ello
demuestra que estos anticuerpos no soOlo reconocen
determinantes antigénicos presentes en las proteinas
secretadas, sino también aquellos localizados en la
superficie celular, sitio donde se lleva a cabo la reaccion
de microaglutinacién. Este hecho puede deberse a la
presencia de determinantes antigénicos comunes o
similares entre componentes de membrana y la fraccion
soluble, a que los antigenos solubles se deriven de
proteinas de l|la membrana externa, o0 a que estos
antigenos provengan del interior y que transitoriamente
se encuentren en superficie.

El estudio de proteccidon en hamsters arroj¢ tambien
resultados interesantes, puesto que solo en el grupo
inmunizado con 50 ug de la fraccién F1 hubo un 100%
de sobrevivencia frente al reto con 10 000 DL,, de la
cepa de L. canicola altamente virulenta, lo cual nos indica
que el o los componentes protectores se encuentran
localizados en esta fraccion.

Existen en la literatura reportes similares acerca de la
potencialidad inmunogénica de componentes solubles de
L. interrogans {23-27). Schricker y Hausan (24}
prepararon una fraccién seroldégicamente activa a partir
de un cultivo de L. pomona luego de separar las células,
la cual contenia 5 precipitogenos. Horg y Bell {(25)

‘extrajeron un antigeno soluble de L. pomona el cual

mostrd buena proteccidon en terneros. Enzue y col. (26)
demostraron la presencia de un antigeno o complejo
antigénico en el sobrenadante de cultivos de varios
serovares de L. /interrogans.

Hussein vy col. {27) demuestran que una bacterina
bivalente (canicola e icterohaemorrhagiae), preparada a
partir de un cultivo completo ofrece mayor proteccién en
hamsters en comparacidén con la preparada a partir del
material celular solamente, lo que les conduce a plantear
que L. icterohaemorrhagiae y L. canicola produce al
menos un antigeno soluble o complejo antigénico de
notentes propiedades InNMunogeénicas. Nuestros
resultados apovyan el planteamiento de estos autores,
puesto que se demostré mediante el test de
microaglutinacién y la prueba de potencia en hamsters
que en la fraccion extracelular obtenida existe al menos
un componente altamente inmMunNogenico y protector.
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Sin embargo, el ensayo de potencia en hamsters mostro
que, con la dosis de reto empleada, esta fraccion soluble
fue capaz de conferir proteccion serovar especifica, es
decir solo hubo proteccion para el serovar canicola, a
partir del cual obtuvo dicha fraccién, en comparacion con
un 100% de mortalidad en [os animales retados contra
L. copenagheni v L. mozdok. En ello coincidimos con los
reportes de autores acerca de que la
proteccion es especifica a los serovares implicados en la
preparacion vacunal (3,8,9,12}, al menos usando este
tipo de preparacion. No obstante no se descarta la
posibilidad de que empleando dosis de reto menores
pueda evidenclarse cilerta proteccion cruzada frente a
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Evaluation of the immunogenic and protective properties of the extracellular components of the Leptospira
interrogans scrovar canicola

Abstract

The immunogenic properties of extraceliular components of Leptospira interrogans serovar canicola were evaluated in mice
and hamsters. A virulent strain of this serovar was cultivated in a protein-free medium for 7 days at 28 °C. The supernatant
was obtained by centrifugation at 25 000 g, concentrated by ultra-filtration and purified by means chromatography on a
column of Sephacryll S-300 gel. 50 ug of the obtained fractions were inoculated in mice and the levels of agglutinins against
the above serovar were determined by microscopic agglutination test. On the other hand, the induction of protective
antibodies was evaluated by a potency test in hamsters. Hamsters were vaccinated with these fractions and then challenged
against 10000 DL., of L. interrogans serovars canicola, copenhagen/ and mozdok. The results showed, according to the
chromatographic profile, three main fractions, but only one rose a considerable antibody response in mice and protected
100% of hamsters against L. canicola challenge. However, all vaccinated did not survive to L. copenhagen/ and L. mozdok
exposure, therefore the protection was serovar specific. These results demonstrated that at least one soluble antigen or
antigen complex of strong immunogenic and protective properties is produced in cultures ot L. canico/a.

Key words: Leptospira interrogans, extracellular fractions, immunogenicity
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