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RESUMEN

Se realizé la caracterizacién preliminar de los antigenos reconocidos en preparaciones de membrana externa de
Leptospira pomona serovar mozdok, por el suero de individuos inmunizados con la vacuna trivalente antileptospirésica
vax-SPIRAL®. A partir de la solubilizacién de los componentes de la membrana externa de Leptospira interrogans
serovar mozdok por el método de Nunes-Edwars. Se realizé, ademas, la caracterizacion de las fracciones obtenidas,
y se determiné el peso molecular de las proteinas presentes en ellas, asi como su capacidad inmunogénica,
mediante las técnicas de western y dot blot. Los resultados demostraron que el método empleado no es adecuado
en la identificacién de antigenos con fines vacunales. Se obtuvo respuesta humoral a antigenos no presentes en las
preparaciones de membranas externas. La tinciéon con azul de Coomassie mostré un perfil caracterizado por 16
bandas: 6 bandas mayoritarias, entre ellas, 49.4, 45.8, 36.7, 28.3 y 21.0 kDa, y 10 bandas minoritarias, como
66.4,57.2, 34.1 y 32.8 kDa. La tincién con plata reflejé la presencia de lipopolisacéridos. Con las técnicas de dot
y western blot se aprecié el reconocimiento de esas proteinas por el suero de individuos vacunados. La respuesta
humoral estuvo dirigida principalmente a las bandas 66.1, 58.3, 47.2, 45.3, 34.5, 30.0, 29.8 y 17.2 kDa.
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ABSTRACT

Preliminary characterization of the antigens recognized by sera from vax-SPIRAL® vaccinees in outer
membrane preparations from Leptospira pomona serovar mozdok. The preliminary identification of antigens
recognized by sera from individuals vaccinated with the antileptospirosic vaccine vax-SPIRAL® in outer membrane
proteins preparations from Leptospira pomoma serovar mozdok was made. In this paper we are beginning with the
solubilization of the outer membrane components of Leptospira interrogans serovar mozdok, using the Nunes-
Edward method. In addition we carried out the characterization of obtained fractions, the molecular weight of the
protein present in this fractions and its immunogenic capacity by western and dot blot were determinate. Ours
results shows that this method is not adequate to identify antigens for vaccine purposes. Humoral response was
addressed to antigens absents in the outer membrane preparations with the aforementioned method. Coomassie
stain showed a profile characterised by 16 bands; 6 principal bands, 49.4, 45.8, 36.7, 28.3 and 21.0 kDa and 10
lessening bans such as 66.4, 57.2, 34.1 y 32.8 kDa. The silver stain showed the presence of lipopolizacaride. Dot
and western blot techniques showed the recognition of these proteins by the sera from individuals vaccinated. The

humoral response was addressed mainly to the bands of 66.1, 58.3, 47.2, 45.3, 34.5, 30.0, 29.8 y 17.2 kDa.
Key words: Leptospira, outer membrane proteins, OMP, SDS, extraction, purification

Introduccion

La leptospirosis es una enfermedad de amplia
distribucién mundial [1]. Lamayoriadelas vacunas
disponibles contraella hasta el momento, tanto para
humanos como para animales, consisten en células
compl etas inactivadas por métodos fisicos (calor) o
quimicos (formaldehido o fenal) [2-6]. La proteccién
conferida por la mayoria de estas vacunas es
limitada, pues no protegen a los animales del
desarrollo asintomatico de infecciones renalesy de
lasubsiguiente leptospiruria, y estos se convierten,
entonces, en portadores silentes que ponen en
peligro lavidade |as personas que entran en contacto
con ellos, perpetuando asi la propagacion de la
enfermedad de animal aanimal [7].

Para que un agente inmundégeno pueda considerarse
eficaz en el control delaleptospirosis, debe poseer las
siguientes propiedades: ser seguro para su uso,

. Autor de correspondencia

proteger contra la enfermedad clinica y la infeccién
renal e inducir unainmunidad relativamente larga [7].

Latransmision urinariaes el nico modo conocido
para la diseminacion natural de Leptospira entre los
animales y € hombre. De ahi que la capacidad del
agente inmundgeno para prevenir la infeccion renal
sea relevante en el control de la leptospirosis. Por
ello, se debe trabajar en el desarrollo de una nueva
generacion de vacunas mas efectivas, basadas en
preparaciones de componentes de membranas
externas de Leptospira interrogans. Se conoce que
estas membranas no solo son inmunogénicas y
capaces de inducir una respuesta protectora en los
animales inmunizados, comparable con la respuesta
inducidafrente aunainmunizacién con células enteras
[4, 8, 9], sino que también, y es o més importante,
previenen lainfeccion renal [6].
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Varios reportes indican que estas membranas
contienen importantes componentes involucrados en
lainfeccidn, transmision, virulencia, supervivenciay
adaptacion a las condiciones ambientales de la
Leptospira, ademas de ser excel entes candidatos para
el diagnostico y la elaboracién de vacunas de ADN
[10-15].

Entre los componentes de la membrana externa
del agente patégeno, seidentifico el lipopolisacarido
(LPS) o sustanciasemejante a lipopolisacarido (LLS,
siglas en inglés) como biomolécula capaz de inducir
una respuesta inmune protectora [16-18]. Se ha
reportado, ademas, que algunas proteinas de esta
membrana son capaces de potenciar la respuesta al
LPSoLLSeinducir niveles superiores de proteccién
en hamsters [19].

Son numerosos | os reportes que describen diferentes
métodos de purificacion de proteinas de membrana
externa (OMP, siglas en inglés) [10-20]. Esta
diversidad esta dada por diferencias en la extraccion,
que es el paso mas importante en el proceso de
obtencion, puesen €l sedefinen, no solo lacantidad de
OMP extraidas, sino también la capacidad de
proporcionar inmunidad, la cantidad de contaminantes
que es necesario eliminar, asi como las condicionesen
gue va a comenzar €l proceso de purificacion [21].
Durante este proceso es muy importante también tener
en cuenta el tipo de detergente que se ha de emplear:
dodecilsulfatodesodio (SDS), tritén X-100 (TX-100),
tritdn X-114 (TX-114), desoxicolato desodio N-lauryl
sarcosinato (Sarcosyl), entre otros.

El método estandar para el aislamiento de la
membrana externa de Leptospira consiste en el
tratamiento de las cepas con una solucion salina
hipertonica, lo queprovocalaalteracién salinadela
célulg conlo cua lamembranaexternase disociadel
cilindro protoplasmético (PC, siglas en inglés) y se
libera al detergente iénico SDS[22, 23].

En Cuba se obtuvo unavacunatrivalente de células
enteras de Leptospira de |los serovares canicola,
copanhageni y mozdok, inactivadasy adsorbidas en
gel de hidroxido de aluminio (vax-SPIRAL®). Se
conoce gue existe una respuesta inmune humoral en
los seres humanos, gracias a la técnica de inmuni-
zacion pasiva de hamsters. Por tanto, se hace
necesario caracterizar estarespuestay conocer hacia
qué antigenos relevantes va dirigida, para asi
identificar, ademés del LPS o LLS, otras biomolé-
culas, como las proteinas, que pudieran estar
implicadas en € establecimiento de un estado inmune.

El objetivo fundamental de esta investigacion es
la identificacion preliminar de los antigenos
reconocidos en preparaci ones de membrana externa
de Leptospira pomona serovar mozdok, por sueros
de individuos inmunizados con lavacunatrivalente
antileptospirosica vax-SPIRAL®. Ademés, realizar
una comparacién entre el método de solubilizacién
de componentes de membrana externa propuesto
por Auran y cols. [22] y la modificacion de este
método propuesta por Nunes-Edwards [23], para
determinar con cud de ellos se obtiene un preparado que
contenga el mayor nimero posible de antigenos que
pueda ser empleado en la caracterizacion de sueros
anti-vax-SPIRAL®.
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Materiales y métodos

Cultivo de las células y obtencion
de la biomasa

Lacepade Leptospirainterrogans, serogrupo Pomona,
serovar mozdok, se cultivé en media libra de proteinas
[24],y como fermentador seempled el Chemapde35L.
Paraello, separtio deunindculo a 10% (v/v), crecidoen
un medio Tween-albimina [25], que se mantuvo en
zaranda orbital a 28 °C durante 7 dias con agitacion a
130 rpm. El proceso de Batch incrementado se inicio
con 20 L de cultivo, y para la suplementacion se
adicionaron 10L demediolibrede proteinasfresco entre
las 18 y 22 horas de iniciado € proceso. Se tomaron
muestras en € momento de la inoculacion del cultivo
(muestral), antes delasuplementacion (muestrall) y a
final delafermentacion (muestralll), alascudesseles
realizaron los controles de crecimiento, mediante la
determinacion de la densidad dptica (DO) a400 nm en
un espectrofotdmetro: viabilidad (por observacidndirecta
al microscopio de campo oscuro), tincién de Gram y
virulencia [26]. Se controlaron los parametros de pH,
porcentagje de oxigeno disudto, flujo deairey temperatura

Al cabo de las 48 horas, se centrifugd € cultivo a
3 260 g durante 30 minutos a 4 °C. Se determiné el
peso del precipitado para obtener el rendimiento en
gramos de biomasahimeda. Finalmente, € precipitado
selavo tresveces con lasoluci 6n tampon fosfato salino
(PBS, siglasen inglés), pH 7.2.

Extraccion de las OMP

La extraccion de las OMP se desarrollé mediante la
técnicade solubilizacion con SDS, descrita por Auran
y cols. (1972) y modificada por Nunes-Edwards
(2985). La biomasa himeda obtenida por cada5 litros
de cultivo seresuspendio en 10 mL de agua destilada,
se mezcl6 con 200 mL de solucién deNaCl 1 M y se
mantuvo durante 2 horasa 25 °C. Luego se centrifugd
a4 260 g durante 30 minutosy seresuspendio en 10 mL
deaguadestilada. A continuacion setratd con 200 mL
de SDS al 0.04% durante 30 minutosy serealizaron
cuatro centrifugaciones, la primeraa 4 260 g y las
restantes a 23 200 g. Finalmente se llevd a cabo una
centrifugacion a40 000 g. El precipitado que se obtuvo
en cada unade las centrifugaciones se resuspendio en
10 mL de PBS y seguidamente se determiné la
concentracion de proteinas mediante el método de
Lowry [27].

SDS-electroforesis en gel de poliacrilamida
Se desarroll6 una electroforesis discontinua segin €l
método de Laemmli [28]. Se aplicaron 20 pug de las
muestras en el gel que, después de completada la
electroforesis (30 mA y 100y 120V durante 1 hora),
setifié con azul de Coomassie[26] y 5 ug, parael que
se usd en la tincién con plata para LPS [29]. Como
patrén de peso molecular (PPM) se empled unamezcla
de proteinas de 94, 57, 43, 30, 20.1 y 14.4 kDa
(Pharmacia Biotech).

Inmunotransferencia
Western blot

Esta técnica se desarroll6 segin Bumnette [30].
Posterior alaelectroforesis, lasmuestras setransfirieron
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amembranade nitrocel ulosade 0.45 pm, con el empleo
de un sistema tampdn compuesto por tris
20 mM y metanol 20% (v/v). La transferencia se
desarroll6 a 0.2 A, durante 2 horas con una fuente de
ato voltge. Las tiras de nitrocelulosa se incubaron
durante 1 horaa 37 °C en unasolucién de bloqueo que
contenia 5% de leche descremada (Merck) en PBS (p/v)
y luego, 14 horas a 4 °C con los sueros apropiados
diluidos /3 en PBS-suero de abimina bovina 1%
(p/v) (BSA, siglas en inglés) y tween 20, 0.05% (v/v).
Se realizaron cinco lavados con PBS-detergente NPy
0.01% (v/v) y seincubaron con proteina A conjugadaa
peroxidasa (Sigma) diluido 1/6 000 en € mismo tampon
durante 1 hora. Finalmente, se lavaron las membranas
denitrocelulosay las bandas se revelaron con € uso de
4 cloro-1 naftol y perdxido de hidrégeno como sustrato
de la peroxidasa (5 mg de 4 cloro-1 naftol, 1 mL de
metanol, 24 mL de TBSy 15 puL de H,O, a 30% (v/v).

Dot blot

Se aplicaron 10 pL de las muestras al vacio
directamente sobre la membrana de nitrocelulosa.
Las tiras se incubaron durante 1 hora a 37 °C en
solucion de blogueo y a continuacion se siguio la
misma metodologia descrita anteriormente para el
western blot.

Obtenciéon de los sueros

Seusaron los sueros deindividuos vacunados con una
y dos dosis de vax-SPIRAL® con un intervalo entre
ellas de 6 semanas [2], y € suero de individuos no
vacunados, como control negativo.

Determinacién de los pesos moleculares

Se obtuvo lacurvaderegresion apartir delos valores
del logaritmo del peso molecular (Log PM) de los
PPM vy las movilidades electroforéticas observadas.
El peso molecular correspondiente a las diferentes
bandas visualizadas en la electroforesis y las
reconocidas en el western blot se calculé por
interpolacion en la curva de regresién obtenida.

Definicion de la DLso

La determinacion de la DLy, se realiz6 mediante €l
método descrito por Reed y Muench [31].

Resultado y discucion

Lavacuna vax-SPIRAL®, producida por el Instituto
“Finlay”, estd compuesta por células enteras de
Leptospira interrogans de los serovares canicola,
copenhageni y mozdok, y protege de la infeccion
contra la leptospirosis. En nuestro pais, antes del
registro médico, se realizaron ensayos clinicos en
nuestro paisen los que sedemostré unaeficaciaclinica
del 93%, por lo que se decidié vacunar a todo el
personal que podia ser de riesgo desde €l afio 1996.

Con €l objetivo de identificar los antigenos de la
membrana externa del serovar mozdok de Leptospira
interrogans, serogrupo pomona, involucrados en la
respuesta inmune de los individuos vacunados con
vax-SPIRAL®, este estudio comenzd con una
fermentacion que garantizarala biomasa necesariapara
la extraccion de los componentes de OMP.

Las condiciones de cultivo determinan o condicionan
la expresion de los componentes, tanto estructurales
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como solubles, de un microorganismo [32]. En el caso
de Leptospira interrogans, e control de su actividad
biolégica es un elemento importante, ya que esta se
relaciona estrechamente con la capacidad de inducir
proteccion en individuos inmunizados [2]. Debido a
esto, lavirulenciarepresentael parametro fundamental

gue se debe controlar en aquellos cultivos destinados
alapurificacion, tanto de componentes estructurales
como de componentes solubles. Los resultados de la
fermentacion de 30 L deLeptospira mozdok seexponen
enlatablal. El rendimiento de biomasahimedafue de
26.62 g, lo cual equivalié a0.88 g/L de cultivo.

Una vez obtenida la biomasa, se procedié a la
extraccion de las OMP. Debido a que era mayor €l
volumen de cultivo con respecto alo que se reporta,
se gjustaron los tiempos de los tratamientos con la
solucion de NaCl (2 horas) y con SDS (30 minutos),
de acuerdo con |o observado al microscopio de campo
0SCUro.

Otro de los objetivos de este estudio fue la
comparacion de las dos metodologias de purificacion
de OM P descritas en la literatura por Auran y cols.
[22] y Nunes-Edwardsy coals. [23]. Segln estos tltimos,
las dos centrifugaciones adicionales enunciadas en su
metodol ogiaen comparacion con lo reportado por Auran
y cols. readlizadas a 23 200 g/ 30 minutos previa a la
ultracentrifugacion, se hacen con el objetivo de eliminar
los cilindros protoplasméticos. En €l presente trabajo
se realizd una centrifugacion adicional con vistas a
garantizar o reportado por esos autores, yaque enlas
experiencias de trabajos anteriores, no se hagarantizado
la eliminacion completa de este componente. Sin
embargo, los precipitados obtenidos no fueron
eliminados sino resuspendidos en 10 mL de PBS y
determinada su concentracién por € método de Lowry
(tabla2), asi como su patrén electroforético por tincion
con azul de Coomassie (figura 1), para ver S en estas
fracciones no se pusi eron componentes antigénicos que
pudieran estar relacionados con la induccion de la
respuestainmune.

Las fracciones mostraron un perfil electroforético
complejo, en €l cual se observaron bandas proteicas,
localizadas aproximadamente desde los 14 kDa hasta
masde 80 kDa, similar alo reportado por otros autores
[33-35].

Tabla 1. Resultados del cultivo de Leptospira interrogans
serovar mozdok con vistas a la obtencién de biomasa
para la solubilizacién de componentes de membrana
externa

Paréametros Muestreos
controlados | " "
Temperatura (°C) 28.4 29.6 28.2
Flujo de aire (L/min) 2 2 2
Porcentaje de oxigeno 100 98 60
disuelto (%)
DO (400 nm) 0.031 0.526 0.661
Gram S S S
Viabilidad S S S
Virulencia S S S

| = Muestreo realizado en el momento de la inoculacién del
cultivo.

Il =Muestreo realizado antes de la suplementacién.
11l = Muestreo realizado al finalizar la fermentacion.

S = Resultado satisfactorio (numero de DLsy en el rango
establecido)
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Tabla 2. Rendimientos durante el proceso de obtencién
de los componentes de membrana externa solubilizados
con SDS

Volumen
total de cada
muestra (mL)

Concentracién de
proteinas por
Lowry (mg/mL)

Muestra por cada
centrifugacion

c2 (FI) 6.210 10
C3 (Fl) 1.139 10
C4 (FIN) 0.614 10
uc (FIv) 4.560 10

C2: Precipitado obtenido de la segunda centrifugacion.
C3: Precipitado obtenido de la tercera centrifugacion.
C4: Precipitado obtenido de la cuarta centrifugacién.
UC: Precipitado obtenido ultracentrifugacion.

La electroforesis de estas fracciones estuvo
caracterizada por aproximadamente 16 bandas
comunes: 6 mayoritariasy 10 minoritaria. Desde el
punto de vista cualitativo no se evidenciaron
diferencias entre los patrones electroferéticos de las
fracciones (FI-FIV); aunque si lashubo desde el punto
devistacuantitativo, en laintensidad delas bandas de
la FIV con respecto a las restantes fracciones, asi
como en la concentracion de proteinas para cada
fraccion (tabla 2).

Al aplicar laregresion lineal (descritaen la seccion
dematerial esy métodos), se determind quelas bandas
mayoritarias correspondian aproximadamente a 49.4,
45.8, 36.7, 35.3, 28.3y 21.0 kDa, mientras que entre
|las minoritarias se encontraban bandas de 66.4, 57.2,
34.1y 32.8kDa

Estosresultados son similaresalos estudios previos
de Nicholsony Prescott [36], en los que se reporto la
utilizacién del detergente sarcosyl y de la sonicacion
para la extraccion de OMP de Leptospira alstoni
serovar grippotyphosa, L. borgpetersenii serovar

94.0 kDa

67.0kDa |t

43.0 kDa H ™
e P—
P r——— —

—— O
30.0 kDa ﬁ

e

20.1 kDa [

14.4 kDa

1 Fl Fll Flll FIV

Figura 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12.5% con
SDS. Se aplicaron 20 ug de las fracciones obtenidas después
de la segunda centrifugacién (Fl), tercera centrifugacién (Fll),
cuarta centrifugacion (Flll) y ultracentrifugacion (FIV) del
proceso de extraccion de OMP.
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hardjo y L. interrogans serovar autumnales,
bratislava, canicola, icterohaemorrhagiae y pomona.
Esta vez se identificaron siete bandas proteicas, con
una masa molecular de 77.0, 66.0, 59.5, 42.0, 35.5,
24.0y 18.0 kDa, comun alas tres especies patdgenas
andizadas. El antigeno de 44.0 kDasetifié pobremente
con azul de Coomassie, lo cual pudo deberse, tal vez,
aque es una lipoproteina, una glicoproteina o por ser
poca la cantidad.

Con ambos métodos de extraccion, tanto el que
usa sarcosyl como el que usa SDS ocurre la
contaminacion de las proteinas con componentes
endoflagelares, |os cuales estan representados por la
doble banda, localizada aproximadamente en 34.5y
36 kDa [23-33]. En este estudio se identifico esta
doble banda localizada en los 35.3 y 36.7 kDa, ya
gue su intensidad se corresponde con o reportado
en la bibliografia [30-33]. En la fraccién insoluble
obtenida por ambos métodos pueden estar presentes
proteinas asociadas tanto al peptidoglicano como a
la membrana externa.

Segun Haake y cols. [32], quienes realizaron
estudios usando triton X-114 al 0.1%, la proteina
de 66 kDa (observada en el perfil electroforético de
este trabajo) unida a otras de 35y 39 kDa parecen
ser Unicas de las cepas virulentas. En contraste, las
proteinas de 31 kDa (OmpL1) y 38 kDa parecen
ser Unicas de | as cepas atenuadas, 1o que justificasu
ausenciaen el perfil electroforético que se encontro.
Si setiene en cuentaque vax-SPIRAL® es unavacuna
de células enteras inactivadas, no atenuadas, la
respuesta estara dirigida alos principal es antigenos
protectores de las cepas virulentas y no a los
antigenos de cepas atenuadas. L as cepas virulentas
y atenuadas contienen cantidades similares de las
proteinas principal es de | afase detergente con pesos
moleculares de 41 y 44 kDa. Esta Ultima proteina
puede ser la que en este estudio se localizé en los
45.8 kDa, debido a que su movilidad electroforética
pudo haber estado distorsionada por la presencia
de LPS de Leptospira (informacion no mostrada).
Lo mismo pudo haber sucedido con la proteina
reportada por Haakey cols. [32] enlos59.5 kDay
observada en nuestro caso en los 75.2 kDa. La
presencia de LPS o LLS en las muestras de
Leptospira sujetas al SDS-PAGE, manifiestan un
patrén caracteristico de bandas en la tincion con
platay con western blot [32]. La presencia de esta
molécula en las preparaciones, no obstante, es de
extraordinariaimportanciasi setiene en cuenta que
son numerosos los hallazgos que reconocen a LPS
como principal antigeno responsable delainmunidad
contralaleptospirosis[8, 17, 19, 34].

Labanda de 32.8 kDa parece corresponderse con la
proteinaprincipal demembranaexterna(MOMP, siglas
eninglés) reportada por otros autores aproximadamente
en los 32 kDa. La proteina correspondiente a la banda
queestaenlos49.4 kDapuede ser laque Browny cols.
[33] identificaron alrededor de los 50 kDa. Estos
resultados son similares alosreportados por Chapman
y cols. [37] a evaluar larespuestainmune en personas
vacunadas con una vacuna bivalente hardjo-pomona,
enlacud las principales bandas proteicas fueron lasde
32kDay €l doblete de 34.5y 35 kDa, ademas de otros
componentes.
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La proteinalocalizada en los 21 kDa (figura 1) fue
reportada por Haake [38] como una de las proteinas
aisladas con sucrosa y fue identificada por otros
autores como Lip21, unadelas OMP mas abundantes
en lasuperficie celular de la Leptospira[15].

Atendiendo a que no se observaron diferencias
cualitativas entre los perfiles electroforéticos de las
fracciones Fl ala FIll, mostradas en la figura 1, se
decidi6 seleccionar la Fl y la FIV para evaluar su
capacidad inmunogénica, teniendo en cuenta las
posibles diferencias que pudieran existir en cuanto a
composicion antigénica entre ambas fracciones,
originadas por las condiciones de centrifugacion
empleadas paralaobtencion de cadauna, que no pueden
ser definidas por €l perfil electroforético.

A partir de estas dos fracciones, se prepararon las
variantes A = Fl y B = FIV, gjustadas a la misma
concentracion y absorbidas en gel de hidréxido de
aluminio. No se detectaron proteinas no absorbidas a
gel de hidréxido de aluminio, lo que muestra un
porcentaje de absorcién elevado.

En la figura 2 se muestra el reconocimiento de
cada unade las fracciones por el suero deindividuos
vacunados con vax-SPIRAL®. Obsérvese que este
reconocimiento es menor tras la aplicacion de la
primera dosis, con respecto al suero de aquellos
seres humanos vacunados con dos dosis, en que €l
reconocimiento es de mayor intensidad, lo cual se
debe al efecto booster de esta ultima dosis. En
contraste, hubo reconocimiento en el suero control
negativo. Ademas se puede apreciar el reco-
nocimiento del LPS por el suero de estos individuos
vacunados, |0 que indica que larespuestainmune de
vax-SPIRAL® también esta dirigida hacia el LPS
como uno de los componentes principales de la
membrana externa. Ello confirma lo planteado por
otros autores, quienes expresan que el LPS juega
una funcién importante en la inmunidad contra la
Leptospiray es capaz deinducir respuestainmune
protectora, al conferir niveles de proteccion
superiores cuando se combinacon OMP capaces de
potenciar esta respuesta [16-19].

| Control negativo

Primera dosis

D & o

Segunda dosis

Figura 2. Resultados del dot blot, en los que se aprecia el
reconocimiento de 1) células completas de L. mozdok, 2) FI
(fraccién obtenida después de la segunda centrifugacién),

3) FIV (fraccién obtenida después de la ultracentrifugacion),
4) LPS de L. mozdok frente al suero de individuos vacunados
con una y dos dosis de vax-SPIRAL® . Fueron aplicados 10 uL
de las muestras en cada pocillo. Como control negativo se usé
el suero de individuos no inmunizados con la vacuna.
Ultracentrifugacién (FIV) del proceso de extraccién de OMP.
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En lafigura3 se muestran losresultados del western
blot a evaluar € reconocimiento deloscomponentesde
membranaexterna(Fl y FIV) por e suero deindividuos
vacunados con unay con dosdosisdevax-SPIRAL®,y
€l suero de individuos no vacunados. En términos de
nimero de bandas y en intensidad, existe un mayor
reconocimiento de las OMP por parte del suero de
individuos inmunizados con dos dosis de la vacuna
Esto demuestra una vez mas el efecto booster de una
segundadosis. Losresultados de lainmunotrasferencia
de la fracciones Fl y FIV reflgjan que €l suero de
individuos vacunados con dos dosis reconoce 8 bandas
comunes, entre las cuales existen diferencias desde €
punto de vista cuantitativo. Ademas se aprecia €l
reconoci miento de dos proteinas adiciondesen ladlitima
fraccion (FIV). Estas bandas pudieran representar
proteinas precipitadas durante laultracentrifugacién del
sobrenadante, razén por la cual no estan presentes en
Fl. Aplicando la regresion lineal, se pudo determinar
gue estas bandas correspondian a66.1, 58.3, 47.2, 45.3,
34.5,30.0, 29.8y 17.2 kDapara e caso de las bandas
identificadas en ambas fraccionesy 26.2 y 24.1 kDa
paralas bandas identificadas solamente en FIV.

Las bandas proteicas, tanto en FI como en FIV,
reconocidas por el suero de individuos inmunizados
con unay dos dosis de la vacuna antileptospirésica:
aparecen en los 66.1, 58.3, 45.3, 34.5, 29.8 parecen
corresponderse con las bandas del perfil electroforético
de 66.4, 57.2, 45.8, 34.1y 28 kDa, respectivamente.

En estos resultados hay, ademas, gran similitud
con lo reportado por Nicholson y Prescott [36],
quienes a revelar el inmunoblot de las fracciones
obtenidas de las diferentes cepas de Leptospira,
encontraron seis antigenos comunes con las

) =
— :
by T
'..‘. b B
. A L e Rt
Fl FIV Fl FIV

Control negativo Primera dosis

38 Haake DA. Inventor. The regents of
the university of California. Asignee.
Leptospira outer membrana proteins. US
patent; 26274, 1997;(July):24.

FI FIV
Segunda dosis

Figura 3. Resultados del western blot de las fracciones Fl (fraccién obtenida después de la segunda
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centrifugacién) y FIV (fraccién obtenida después de la ultracentrifugacion) frente al suero de personas
vacunadas con una y dos dosis de vax-SPIRAL® y suero de individuos no vacunados.
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siguientes masas moleculares 66, 59.5, 44.0, 42.0,
35.5y 18.0 kDa.

Aunque en €l perfil electroforético (figura 1) no se
obtuvieron bandas con un peso molecular menor que
21 kDa, en € western blot se evidenci6 una banda en
los 17.2 kDa, que bien pudiera corresponderse con la
banda de 18 kDa reportada por Nicholson y Prescott
[36]. La ausencia de esta banda en la electroforesis
puede deberse a que quizés su concentracion esté por
debajo del [imite de deteccion delatincién con azul de
Coomassie, pero que seasuficientementeinmunogénica
como para ser reconocida por e suero de individuos
vacunados con vax-SPIRAL®, aun cuando solo se haya
administrado una sola dosis.

Esta misma razén puede explicar la aparicion de
otras tres bandas presentes en el western blot y
ausentes en laelectroforesis. Estas bandas son las de
30.0 kDa, comun para ambas fracciones (FI y FIV),
y las dos bandas de 24.1 y 26.2 kDa que aparecen
solamente en FIV. Labandade 24.1 kDa parece ser
la reportada por Nicholson y Prescott [36] en la
electroforesis y la de 30.0 kDa, aunque poco
mencionada en la literatura, la reporté6 Haake por
primera vez en 1997 [36], utilizando una prensa
francesa para su aislamiento. La banda de 26.0 kDa
no habia sido reportada con anterioridad. Este Gltimo
hallazgo es de suma importancia, pues por primera
vez se reporta una proteina de membrana externa de
Leptospira interrogans con ese peso molecular
implicadaen lainmunidad, laque pudieraser utilizada
luego de futuros estudios confirmatorios, para el
disefio de vacunas de nueva generacién contra la
leptospirosis humana, basadas en componentes
definidos, altamente purificados o para mejorar la
vacunayaexistente. Es necesario, ademas, determinar
Si esta proteina esta involucrada en la induccién de
unarespuesta protectoray, lo que es masimportante,
en la prevencion de lainfeccion renal.

Al evaluar el método de Nunes-Edwards [16], que
no es més que una modificacion del método descrito
por Aurany cols. [15], con el cua los investigadores
reportan la eliminacion del cilindro protoplasmatico
mediante dos centrifugaciones anteriores a la
ulcentrifugacion, se pudo observar, segun los
resultados, que en estas fracciones se encontraban

Recibido en julio de 2005. Aprobado
en marzo de 2006.
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componentes inmunogénicos, lo cual esindeseable para
¢l objetivo de este estudio.

Siendo uno de los objetivos de nuestro trabajo, la
caracterizacion de la respuesta inmune en personas
vacunadas con vax-SPIRAL® mediante el recono-
cimiento de OMP, es necesario contar con una
peroracion en la que estén representados todos los
antigenos. Por todo ello, y segin los resultados
alcanzados, para estudios futuros se sugiere la
metodol ogia propuesta por Auran y cols. (1972), en
la que no se tienen en cuenta las centrifugaciones
parciales que se reportan antesdelaultracentrifugacion
por Nunes-Edwards.

Estos resultados permiten identificar proteinas
importantes desde el punto de vista de su
inmunogenicidad, representada por la respuesta
inducida a uno de los antigenos de la vacuna
vax-SPIRAL® (L. mozdok), elementos necesarios que
sustentaran estudios futuros encaminados a
caracterizar estasfracciones desde el punto devista
de su correlacion con lainduccion de una repuesta
protectora. Deigual formapermitirén orientar alos
investigadores hacia la purificacién de estos
antigenos para mejorar la vacuna existente o avalar
formulaciones nuevas de segunda generacion contra
la leptospirosis humana.

Seevidenci6 € reconocimiento de OMP por €l suero
de individuos vacunados con vax-SPIRAL® mediante
dot y western blot. Este ultimo resultado mostré el
reconocimiento delasbandasde 66.1, 58.3, 47.2, 45.3,
34.5, 30.0, 29.8 y 17.2 kDa para ambas fracciones y
las bandas 26.2 y 24.1 kDa paraFIV.

Por primera vez se identificd una proteina de 26.0
kDareconocidapor el suero deindividuosvacunados,
implicada en lainmunidad a L eptospira, que pudiera
ser utilizada como antigeno en nuevas generacionesde
vacunas.

Lautilizacion delametodol ogiadescritapor Nunes-
Edwards paralaextraccion de OMP llevaimplicitala
pérdida de algunos antigenos que pueden ser
importantes en lainduccion de la respuestainmune.

Serecomiendael uso delametodol ogiadescritapor
Aurany cols. cuando se necesite una preparacion que
contenga todos los antigenos que participan en la
induccion de la respuestainmune.

Biotecnologia Aplicada 2006; Vol.23, No.1





