CARACTERIZACION DE DETERMINANTES ANTIGENICOS CON REACTIVIDAD
CRUZADA ENTRE ESPECIES PATOGENAS (P1) E INTERMEDIAS (P2) DEL GENERO
Leptospira DE LA COLECCION DE MICROORGANISMOS CON INTERES EN SALUD
ANIMAL (CMISA) DEL BANCO DE MICROORGANISMOS DE AGROSAVIA

NATALIA ISABEL DELGADO FORERO

UNIVERSIDAD EL BOSQUE
FACULTAD DE CIENCIAS
BOGOTA D.C., COLOMBIA

2021



CARACTERIZACION DE DETERMINANTES ANTIGENICOS CON REACTIVIDAD
CRUZADA ENTRE ESPECIES PATOGENAS (P1) E INTERMEDIAS (P2) DEL GENERO
Leptospira DE LA COLECCION DE MICROORGANISMOS CON INTERES EN SALUD
ANIMAL (CMISA) DEL BANCO DE MICROORGANISMOS DE AGROSAVIA

NATALIA ISABEL DELGADO FORERO

TESIS PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OPTAR AL TiTULO DE:

Magister en Ciencias Béasicas Biomédicas

DIRECTORA:
MARIA CAMILA RENJIFO IBANEZ
Bi6loga, PhD Medicina Tropical

GRUPO DE INVESTIGACION:

Bioprospeccion de Biomoléculas y Microorganismos con Aplicaciones Agropecuarias

UNIVERSIDAD EL BOSQUE
FACULTAD DE CIENCIAS
BOGOTA D.C., COLOMBIA

2021



UNIVERSIDAD EL BOSQUE

Por una cultura de la vida, su calidad y su sentido

Acta de calificacion y aprobacion
de trabajo de grado

Los suscritos Directores de la Division de Postgrados y el Programa académico,
con base en los criterios cientificos, metodologicos y éticos que se han
establecido para tal efecto y después de haber oido el concepto de los respectivos
evaluadores asignados para calificar el trabajo de grado:

“Caracterizacion de determinantes antigénicos con reactividad
cruzada entre especies patogenas (P1) e intermedias (P2) del género
Leptospira de la coleccion de microorganismos con interés en salud

animal (CMISA) del Banco de Microorganismos de Agrosavia”

Presentado como requisito parcial por la estudiante:

Natalia Isabel Delgado Forero
Para optar al titulo de:

Magister en Ciencias Basicas Biomédicas
Deciden asignar la calificacion final de:

MERITORIA

Firmado en Bogota D.C., el 26 de julio de 2021

:(" ) )
Firmado{electronicamente

Juan Carlos Sanchez P. Jaime E. Castellanos Parra
Director Director Programa
Division de Postgrados

1
\ . )
| f 4 O
Firmado electronicamente Firnlado eléctronicamente

Maria Camila Renjifo Adriana Maria Pedraza
Director de tesis Jurado
*Av.Cra.9No.131A- 02+ * PBX (57 1) 6489000 » * www.uelbosque.edu.co «

Bogota D.C. - Colombia, Sur Ameérica 8000 N3033 atencionalusuaric@unbosqueeduco



Nota de Salvedad de responsabilidad institucional: " La Universidad El Bosque, no se
hace responsable de los conceptos emitidos por los investigadores en su trabajo, s6lo
velara por el rigor cientifico, metodoldgico y ético del mismo en aras de la busqueda de la
verdad y la justicia".



DEDICATORIA

A mi mama por su apoyo, ejemplo y confianza.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria — Agrosavia por la
financiacién de la totalidad del proyecto, asi como la disposicién de sus instalaciones y
recursos en el Centro de Investigacion Tibaitata para el desarrollo de cada una de las
actividades.

A mi Directora de Tesis la Dra. Maria Camila Renijifo Ibafiez y a todo el grupo de
investigacion que hace parte de la Coleccién de Microorganismos con Interés en Salud

Animal de Agrosavia por su apoyo y ensefianzas dentro y fuera del laboratorio.

A la Universidad el Bosque por brindarme la oportunidad de seguir formandome

profesionalmente.

A los maestros que a lo largo del proceso me ofrecieron sus conocimientos.



RESUMEN

Leptospira es un género de bacterias que se encuentra distribuido a nivel mundial.
Teniendo en cuenta las relaciones filogenéticas de los microorganismos pertenecientes a
este género, se clasifican en cuatro subclados: P1 - patdgenas, P2 — intermedias, S1y S2
- saprofitas, siendo los dos primeros los mas relevantes en la salud humana y animal. El
control de la leptospirosis, enfermedad causada por estas bacterias, es de gran
importancia a nivel econémico especialmente en los bovinos, en los que se manifiesta con
problemas reproductivos. Existen vacunas que incluyen suspensiones de bacterias
inactivas, que han sido muy poco efectivas, generando inmunidad Unicamente frente a los
lipopolisacaridos de los serovares incluidos en la vacuna. Es por esta razén que en el
presente proyecto se confirmé la identificacion taxondmica de los subclados de 55
aislamientos de Leptospira, que se encuentran en la colecciéon de microorganismos con
interés en salud animal (CMISA) del Banco de Microorganismos de Agrosavia, utilizando
una region del gen rrs. Fueron obtenidas proteinas leptospirales solubles, no solubles y
secretadas, para establecer cuales podrian presentar reactividad cruzada para los
subclados P1 y P2, por medio de pruebas de ELISA y Western Blot. Se evidenciaron
bandas de proteinas secretadas de entre 60 y 74,5 KDa, con punto isoeléctrico entre 5 y
5,4, identificadas posteriormente como Enolasa, Factor de Iniciacién de la Traduccion 2 y
Factor de Elongacion Tu. Estas proteinas detectadas de pueden representar una
alternativa como candidato vacunal contra cepas intermedias y patégenas, no
dependiente de serovar y que permita inmunizacion de bovinos a largo plazo como

método de prevencion de la leptospirosis.

Palabras clave: Leptospira, P1 — patdégenas, P2 — intermedias, proteinas leptospirales,

reactividad cruzada.



ABSTRACT

Leptospira is a genus of bacteria that is distributed worldwide. Considering the
phylogenetic relationships of the microorganisms belonging to this genus, they are
classified into four subclades: P1 - pathogenic, P2 - intermediate, S1, and S2 -
saprophytes, the first two being the most relevant in human and animal health. The control
of leptospirosis, a disease caused by these bacteria, is so important especially in cattle,
where it manifests with reproductive problems. There are vaccines that include inactive
bacteria suspensions, which have been very ineffective, generating immunity only against
the lipopolysaccharides of the serovars included in the vaccine. It is for this reason the
present project confirmed the taxonomic identification of the subclades of 55 Leptospira
isolates, which are found in the Collection of Microorganisms with Animal Health Interest of
the Agrosavia Microorganisms Bank, using a region of the gen rrs. Soluble, not soluble
and secreted leptospiral proteins were obtained to establish which could present cross
reactivity for the P1 and P2 subclades, by means of ELISA and Western Blot tests. Was
evidenced a secreted protein band between 60 and 74.5 KDa, with an isoelectric point
between 5 and 5.4, identified later as Enolase, Translation Initiation Factor 2 and
Elongation Factor Tu. This experimentally detected protein may represent an alternative
as a vaccine candidate that is not serovar dependent and that allows long-term

immunization of bovines as a method of preventing leptospirosis.

Keywords: Leptospira, P1 - pathogens, P2 - intermediates, soluble and not soluble

leptospiral proteins, cross reactivity.



CONTENIDO

1. INTRODUCCION .....couiitiitiiiecie ettt ettt ettt e ste e e s e eaesreareannas 13
2. MARCO TEORICO ...t et e ettt e e e et eaeera e aaees 15
2.1.  Agente etiol0giCO: LEPLOSPINA SPP. ..uuuvrrrrreieeeiiiiiiiiiieieeeeee st e e e e e e e e s seeeeeeeaeeas 15
2.1.1. Taxonomia del género LePtOSPIra ......cc.uvvrrriieeeiiiiiiiiiieie e e e e e 15
2.1.2. Caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y genéticas del género Leptospira

17

2.1.3. Patogenicidad y evasion de la respuesta inmune del htesped................... 18

A W= o1 (o 1] o 1] {0 1T [ USSP 19
2.2.1. Cuadro clinico Y diagnNOSLICO .........cceiiiiiiiiiiii e e e aaaees 19
2.2.2. Epidemiologia de la LEPLOSPIFOSIS ......ccvvvuiiiiieieiieeiiiiie e e 20
2.2.3. Leptospirosis en Colombia............ccoovviiiiiiiiiii e 21

2.3, Vacunas frente a LePLOSPINa........ccuuviiiiiii i e e 23
2.3.1.  Vacunas tradiCiONales. ..........cooiiiiiii e 23
2.3.2.  Reactividad CruzZada ...........cooooeiiiieieeeee e 24
2.3.3.  Vacunas recombinantes experimentales frente a Leptospirosis.................. 25
2.3.4.  VaCCINOIOGIA INVEISA.......ciiuiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e 26

2.4. Proteinas LeptOSPIrales ......cco i i 27
2.4.1. Proteoma leptospiral...........cuuiiiiiiiiiiiiicie e e 27
2.4.2.  Secretoma leptoSpiral..........ceeiiiiiiiiiiice e 29

3. OBIETIVOS .. et eaaans 32
2.5, ODbjetivo PrinCIPaAl .........oouii e 32
2.6.  ODbjJetiVOS @SPECITICOS......uuiiiiiiiieei ittt e e 32

3. METODOLOGIA ... e et e et s e e e et e e e e et e e e e ara e aeaes 33
3.1.  Aislamientos de LeptOSPIra SPP. ..uuvvuuuuuuruumummunnuinnnninnennnnnnnnnnnnnnnnnnnnennnnenennenennenne 33

I B i = (ot (o] [o [T A I P 33



3.3.  Amplificacion de una region conservada del gen 16S ADNI ..........ccevveeiiiiiiinnnn. 34

3.4. Construccion de un arbol filogen@tiCo ..........ccceeriiiiiiiiiiiiiiee e 34
3.5.  Obtencion de proteinas SECretadas ............ceuiieiriiiiiiiiiiiiieee e 35
3.6. Obtencion de proteinas de bacteria completa.............cccceeeiiiiiiiiiiiiiiie 35
3.7.  Obtencion de sueros de animales infectados..............eevveieeriiiiiiiiiieeeeee e 36
3.9. Electroforesis unidimensional (SDS-PAGE) y bidimensional (2-DE) .................. 38
3.10.  Pruebas de ELISA INAIrECTA .......ccooiiiiiiiiiiiieeeeee e 39
311, WESEEIN BIOU ... 40
3.12. ldentificacidon de proteinas iNMUNOreactivas.............cccceeeeeeeeeiiveviiiiiin e eeeeeeeanns 40
4. RESULTADOS Y DISCUSION.....uiiiiiiiieieiis ettt e et e e e e e eneans 41
4.1. Clasificacion taxondmica de los aislamientos de la CMISA..........cccccceeeiiiiiiinnen. 41

4.2. Obtencion de proteinas a partir de aislamientos y cepas de referencia de

Leptospira de 12 CIMISA .......ooiiiiieeieeeee ettt 44
4.3. Anticuerpos vacunales y de infeCCION ... 49
4.4, INMUNOENSAYOS ...ceeevrrrnuneeeeetteenttiu e eaeteeeestsaaaaaaeeeessssaa e e eaeeeenrnsnnaaaaeaaeeennnes 51
4.5. Identificacion de proteinas iNMUNOreactivas .............cceuviiieeieeeeiiieiiiieee e eeeeeeennns 60
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.......cotiieiiiiiieeeie e 62
BIBLIOGRAFF A e ettt e ettt e e ettt e ettt e e e a e e e e ana s 64
AN X O S e et e et e et e e eeeans 81

10



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Prevalencias reportadas para serovares de Leptospira en Colombia.............. 22
Tabla 2. Aislamientos de CMISA seleccionados para los inmunoensayos................... 43
Tabla 3. Cepas de referencia seleccionadas en el estudio...................ocoiin. 44

LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Filogenia del género LeptoSPira. ... .. ..cuvuiu e 16
Figura 2. Obtencion de tres fracciones de proteinas leptospirales.................cocvieenen.e. 36
Figura 3. Amplificacion de una regién del gen rrs en los 55 aislamientos de Leptospira
spp. que hacen parte de 1a CMISA. ... ... e 41
Figura 4. Arbol filogenético construido a partir de una region del gen rrs de los 55
aislamientos de Leptospira spp. que hacen partede laCMISA............ccooiiiiiiiiiiniin, 42
Figura 5. Gel de SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie, con proteinas de bacteria

completa no solubles de aislamientos y cepas de referencia de Leptospira spp. de la

Figura 6. Geles de 2-DE tefiidos con azul de Coomassie, con proteinas de bacteria

completa no solubles, de dos aislamientos (Lep 032 - P1 y Lep 051 -

Figura 7. Gel de SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie, con proteinas de bacteria

completa solubles de aislamientos y cepas de referencia de Leptospira spp. de la

Figura 8. Gel de SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie, con proteinas secretadas de
aislamientos y cepas de referencia de Leptospira spp. de laCMISA...........cooviiinnnn. 49
Figura 9. Geles de 2-DE tefiidos con azul de Coomassie, con proteinas secretadas de dos
aislamientos (Lep 032 — P1y Lep 051 — P2). ..ot 50

Figura 10. Gel de SDS-PAGE teiido con azul de Coomassie, con inmunoglobulinas
precipitadas con Sulfato de amonio y Acido caprilico, a partir de sueros bovinos ........... 50
Figura 11. Curvas de titulacion de pruebas de ELISA controles negativos.................... 51
Figura 12. Titulos de anticuerpos obtenidos por ELISA para las proteinas de cepas de
referencia enfrentadas a sueros murinos inmunizados con vacunas comerciales o
inmunoglobulinas purificadas a partir de sueros bovinos ... 53
Figura 13. Titulos de anticuerpos obtenidos por ELISA para las proteinas de aislamientos
P1 y P2 de la CMISA enfrentadas a sueros murinos inmunizados con vacunas

(o10] 4 (ST (03 = 1[I 54



Figura 14. Titulos de anticuerpos obtenidos por ELISA para las proteinas de aislamientos
P1 y P2 de la CMISA enfrentadas a inmunoglobulinas purificadas a partir de sueros
DOVINOS . . e 55

Figura 15. Analisis por Western blot de la reactividad de proteinas de bacteria completa

no solubles de aislamientos de la CMISA. ... . 56
Figura 16. Andlisis por Western blot de la reactividad de proteinas secretadas de
aislamientos de la CIMIS A . ... . e 58

LISTA DE ANEXOS

Anexo 1. Aislamientos pertenecientes ala CMISA....... ... 81
Anexo 2. Informacién de las vacunas usadas en la inmunizacion de ratones................. 82
Anexo 3. Resultados datos crudos espectrofotometria de masas..............cccceevviieinni 83

12



1. INTRODUCCION

Leptospira es un género bacteriano dividido en dos grandes linajes evolutivos, P y S, que
a su vez se dividen en cuatro subclados P1 (patégenas), P2 (intermedias o de
patogenicidad moderada), S1 y S2 (sapréfitas o no patdgenas) dentro de los cuales se
han identificado mas de 300 serovares (Vincent et al., 2019). Los microorganismos
pertenecientes a los subclados P1 y P2 son responsables de la leptospirosis, una
enfermedad zoondtica que se encuentra distribuida a nivel mundial (Guglielmini et al.,
2019). Debido al incremento poblacional, problemas sanitarios y condiciones climéticas,
las regiones tropicales y subtropicales son mas propensas a la presencia de la misma
(Builes-Jaramillo & Arias-Monsalve, 2019). En Colombia, la leptospirosis en humanos es
de notificaciébn obligatoria para el Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica
(Sivigila), pero no lo es para animales como bovinos, en los cuales se han registrado
prevalencias de especies P1 de entre 17 y 60.9% (Carrefio et al., 2017; Pérez-Garcia et
al., 2019; Vecol S.A., 2018a, 2018b). Para especies P2 no se tienen datos de
prevalencias, sin embargo, existen reportes de aislamientos en bovinos (Cassalett et al.,

2016), perros y humanos (Romero-Vivas et al., 2013).

La leptospirosis en bovinos representa grandes pérdidas econdémicas, ya que es una de
las enfermedades infecciosas asociadas a problemas reproductivos en la ganaderia
bovina, produciendo abortos, mortinatos, partos prematuros, terneros débiles y de bajo
peso al nacer (Anderson, 2007; Benavides et al., 2010; Ellis, 2015; Romero et al., 1999).
Para la prevencion de esta enfermedad, hace méas de 100 afios se encuentran disponibles
vacunas a partir de bacteria completa o bacterinas, las cuales generan inmunidad corta de
tipo T-independiente por medio de los lipopolisacéridos de membrana caracteristicos de la
especie. Las vacunas disponibles se fabrican contra serovares patdégenos y su efectividad
estd altamente restringida a los serovares contenidos en la preparacién (Grassmann et
al., 2017; Vernel-Pauillac & Werts, 2018).

Varias investigaciones se han centrado en la interaccién de estas bacterias con sus
hospederos, las cuales han permitido identificar gran cantidad de proteinas localizadas en
la superficie de la bacteria 0 que son secretadas por esta, que pueden presentar un gran
potencial como inmunégenos (Grassmann et al., 2017). Algunas de las proteinas mas

estudiadas, como LenA, LipL32 y Lsa26, entre otras, se encuentran mediando la union del
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microorganismo a componentes de la matriz extracelular (ECM), permitiendo su
diseminacion. (Fernandes et al., 2016; Fraga et al., 2014). Por otro lado, se han reportado
proteinas secretadas que actian como proteasas que permiten la evasion de la respuesta
inmune innata, clivando moléculas centrales en la respuesta inmune innata, como lo es la

proteina del complemento C3 (Fraga et al., 2014, 2016).

Los retos de las vacunas leptospirales actuales son multiples. Es de alta importancia en el
pais que el disefio de vacunas que confieran inmunidad frente a especies prevalentes,
tanto P1 comoP2 y que puedan inducir una respuesta inmune a largo plazo, evitando asi
la transmision de la enfermedad. Para tal fin, la coleccién de Leptospira spp. del Banco
de microorganismos de Agrosavia, representa una fuente de estudio importante de la
diversidad del género en Colombia. La coleccién cuenta actualmente con 55 aislamientos
de diversas partes del pais y origenes animales y ambientales, pertenecientes a los dos
clados (P y S), identificados con anterioridad por el grupo de investigacién por medio del
gen rpoB, asi como una evaluacion preliminar en cuanto a presencia de factores de
virulencia de estos. Sin embargo, teniendo en cuenta la complejidad para la clasificacion
taxondmica del género, se hizo prioritario robustecer la identificacion de los aislamientos
por medio de la caracterizacion del gen rrs, con el fin de garantizar la identidad del
material biolégico perteneciente a la coleccidon. Una vez se tuvieron identificados los
subclados, se obtuvieron diferentes fracciones de proteinas leptospirales de algunos
aislamientos P1 y P2, para ser sometidos a posterior evaluacién de su inmunogenicidad
por medio de pruebas de ELISA y western blot, con el fin de identificar proteinas que
presenten reactividad cruzada para especies Pl y P2, que puedan usarse como

potenciales candidatos vacunales en estudios posteriores.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Agente etioldgico: Leptospira spp.

2.1.1. Taxonomia del género Leptospira

El primer aislamiento de una Leptospira fue realizado en 1907, a partir de secciones de un
tejido de rifibn de un paciente que fue descrito como fallecido por fiebre amarilla,
microorganismo que para ese tiempo fue llamado Spirocheta interrogans. El nombre de
Leptospira para el género, fue propuesto para el afio 1918, para diferenciar la espiroqueta
causante de la enfermedad de Weil, de otras espiroquetas (Adler, 2015a). Actualmente
Leptospira es un género de microorganismos perteneciente al dominio de las Bacterias,
phylum Spirochaetes, del orden de las Leptospirales, dentro de la familia Leptospiraceae
(Levett, 2015).

El género Leptospira reportd para el afio 2018 un total de 35 especies y para el 2019 un
total de 65 especies, la mayoria de estas ambientales. Considerado un género en
expansion, gracias a las diferentes técnicas de la era de la gendémica se han utilizado en
los ultimos afios para su estudio (Abdullah et al., 2021; Caimi & Ruybal, 2020; Thibeaux et
al., 2018; Vincent et al., 2019). De acuerdo con caracteristicas filogenéticas y patogénicas
el género se puede clasificar en dos grandes clados P y S, divididos en 4 subclados P1
(tradicionalmente descritas como patégenas), P2 (tradicionalmente descritas como
intermedias), S1 (tradicionalmente descritas como saprofitas) y S2 (grupo descrito en el
2019 gue también incluye especies saprdfitas) (Figura 1) (Vincent et al., 2019). Las
especies que se encuentran dentro del subclado P2, consideradas intermedias,
comparten un ancestro comun con las especies patdgenas (P1), por lo cual comparten
algunos factores de virulencia y exhiben patogenicidad moderada en animales y humanos
(Picardeau, 2017).
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Figura 1. Filogenia del género Leptospira. Tomado y modificado de Abdullah et al. (2021).

El siguiente nivel de clasificacion del género se da a través de un método serolbgico,
prueba de aglutinacién cruzada (CAAT), por medio de la cual se han encontrado mas de
300 serovares, definidos por la heterogeneidad de sus lipopolisacaridos de la membrana
externa, los cuales son enfrentados a una serie de sueros que contienen anticuerpos
leptospirales de cada uno de los serovares encontrados. Sin embargo, los serovares no
se correlacionan directamente con una sola especie (Caimi & Ruybal, 2020; Levett, 2015).
De todos los serovares por lo menos 200 son considerados patégenos (Picardeau, 2013;
Vijayachari et al., 2015). Los serovares antigénicamente relacionados han sido agrupados
en serogrupos, clasificacion que no tiene estatus taxondmico, sin embargo, son
ampliamente usados para diagnosticos serolégicos iniciales y para estudios
epidemiolégicos (Levett, 2015).

La identificacion de los serovares por medio de CAAT puede tomar de 6 a 10 semanas y
solo es realizada por unos pocos laboratorios de referencia en el mundo (Hartskeer &

Smythe, 2015; OIE, 2018). Frente a las restricciones que plantea la identificacion de los
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serovares del género Leptospira por CAAT, se han implementado diferentes metodologias
alternativas, como Prueba de Aglutinacién Microscopica (MAT) (Smythe et al., 2009),
Reaccion en Cadena Polimerasa (PCR) (Bezerra et al., 2011), Fragmentos de restriccion
de longitud polimérfica (RFLP) (Jung et al., 2015), Electroforesis en Gel de Campo
Pulsado (PFGE) (C. M. Romero-Vivas et al., 2013), Espectrometria de Masas MALDI-TOF
(MALDI-TOF MS) (Calderaro et al., 2014), Andlisis Multi-locus de Numero Variable de
Repeticiones en Tandem (MLVA) (Pavan et al.,, 2011), Tipificacion Multi-locus de
Secuencias (MLST) (Guglielmini et al., 2019), entre otros, sin lograr una reproductibilidad
del 100% en comparacién con la prueba gold standard.

Tradicionalmente la clasificacion de bacterias se lleva a cabo por medio de caracteristicas
fenotipicas como la tincion de Gram, requerimientos en medios de cultivo y test
bioguimicos. Sin embargo, debido a la baja diversidad fenotipica dentro del género
Leptospira, estas técnicas no son aplicables para la identificacion a nivel de especie.
Pruebas como la virulencia en modelos animales, crecimiento en diferentes temperaturas
y en presencia de un analogo de la purina 8-azaguanina, pueden ser usados para separar
los clados P y S (Vincent et al., 2019). La clasificacion de aislamientos de Leptospira se
suele realizar a nivel filogenético, para su separacion en subclados, por medio de genes
housekeeping incluyendo rrs, rpoB y gyrB, que permiten también la identificacion de la

mayoria de las especies (Morey et al., 2006; Scola et al., 2006; Slack et al., 2006).

2.1.2. Caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas y genéticas del género Leptospira

Las bacterias pertenecientes al género Leptospira son largas, delgadas, altamente
moviles y de forma espiral, caracteristicas que son facilmente observables por
microscopia de campo oscuro (Cameron, 2015). Presentan diametros aproximados de
0.15 pm y una longitud de entre 10 y 20 um (Picardeau, 2017). La morfologia de
Leptospira difiere de otras espiroquetas por la presencia de terminaciones en forma de

gancho en ambos polos (Mohammed et al., 2011).

A nivel genotipico Leptospira presenta un cromosoma circular largo de entre 3.500 y
4.300 Kb, con una densidad de genes de entre 75y 92 % y un cromosoma pequefio de
300 a 350 Kb (Picardeau, 2015). Se ha identificado que Leptospiras S1 como L. biflexa,

tiene mas genes que codifican a respuestas ambientales y proteinas metabdlicas, cuando
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se compara con especies P1, evidenciando su capacidad de sobrevivir a nivel ambiental
(Picardeau et al., 2008). A nivel genético las Leptospiras pertenecientes al subclado P1 y
P2, son mucho més parecidas cuando se comparan con todo el clado S. Por ejemplo L.
licerasiae, perteneciente a P2, comparte 2.237 genes con L. interrogans perteneciente a
P1, 2.077 genes con L. borgpetersenii, también perteneciente a P1, y 1.898 genes con L.
biflexa, perteneciente a S1(Ricaldi et al., 2012).

2.1.3. Patogenicidad y evasion de la respuestainmune del huesped

Leptospira spp. penetra en la piel a través de heridas o laceraciones y pueden migrar
rapidamente a través de la dermis. Una vez superan la barrera endotelial de los vasos
sanguineos y son diseminadas por medio de la sangre, llegan a érganos blanco como los
rifones para establecer infeccion (Picardeau, 2017). Después de obtener la entrada al
hospedero, los lipopolisacaridos (LPS) y lipoproteinas de Leptospira interactian con los
Receptores tipo Toll (TLR) 4 y 2 expresados por las células presentadoras de antigenos
(CPA), como macréfagos y células dendriticas, lo cual conduce a la induccién de la
respuesta inmune innata y a la inflamacion (Werts, 2018). Estos microorganismostambién
interactian con los TLR4 de las células B a través de los LPS, conduciendo a la
activacion y proliferacion de las células B y a la produccion de IgM anti LPS. De igual
manera, pueden activar células Tyd presentes en la piel y membranas mucosas para la

posterior secrecion de IFNy (Faisal et al., 2012).

Se conoce que las especies P1 de Leptospira presentan diversas estrategias que le
permiten ser eficaz en las diferentes etapas de la infeccion (Picardeau, 2017). Algunas de
estas estrategias se encuentran centradas en la evasion del sistema inmune como: 1).
Escape del sistema de complemento por medio de la unién de algunas de sus proteinas
de membrana, LigA y LigB, a moléculas del sistema de complemento, como el factor H,
C3b y C4b; 2). Adquisicidon de proteasas del hospedero, como el plasminogeno, a través
de la unién a proteinas de membrana externa como Lsa23, que le permite escindir C3b,
C4b y C5, promoviendo una regulacion negativa del sistema de complemento; 3).
Inactivacién directa de proteinas de complemento por proteasas enddgenas de
Leptospira, como metaloproteasas de la familia de las termilisinas, las cuales son capaces
de escindir e inactivar proteinas de complemento como C3, Factor B, C2 y C4; 4).

Después de la fagocitosis por células del sistema inmune como macréfagos o células
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dendriticas, Leptospira escapa de la fusion del fagosoma — lisosoma y permanece en el
citosol, esperando condiciones favorables para inducir la apoptosis, a través de la
activacion de las caspasas 8, 3y 6; 5). Las Leptospiras pueden presentar variaciones en
el antigeno O de los lipopolisacaridos, lo cual impide su reconocimiento por TLR4,
permitiendo su diseminacién. Por ultimo, 6). Leptospira spp presenta una expresion
diferencial de proteinas de membrana, teniendo en cuenta condiciones ambientales y
especies, lo cual facilita la colonizaciéon y persistencia en 6rganos blanco (Faisal et al.,
2012; Fraga et al., 2016). Vale la pena aclarar que la supervivencia de las Leptospiras en
el curso de la infeccién y la presencia de cada uno de los mecanismos de evasion del
sistema inmune, dependen directamente del hospedero y serovar de Leptospira infectante
(Werts, 2018).

Algunos factores de virulencia son compartidos entre especies P1 y P2del género, como
la expresion de la proteina de membrana LipL32, la cual se ha evidenciado que se une
individualmente a componentes de la laminina | y V, componentes de la ECM (Fernandes
et al.,, 2016). La leptospirosis causada por especies P2 no es clara y estd poco
documentada (Balamurugan et al., 2013; Picardeau, 2017), a pesar de que se ha

encontrado alta prevalencia tanto en humanos como animales (Chiriboga et al., 2015).

2.2. Leptospirosis

2.2.1. Cuadro clinico y diagndstico

La leptospirosis, enfermedad causada por bacterias del género Leptospira, fue descrita
por primera vez en humanos, por el médico Adolph Weil en 1886, como un tipo de
ictericia, que presentaba esplenomegalia, disfuncion renal, conjuntivitis y erupciones en la

piel, que en conjunto se nombraria mas tarde como Enfermedad de Weil (Adler, 2015a).

En animales Leptospira spp. han sido aisladas de peces, anfibios, reptiles, aves y
mamiferos (Jobbins & Alexander, 2015; Mgode et al., 2014; Petrakovsky et al., 2014;
Picardeau, 2017). La susceptibilidad de los animales tanto domésticos como silvestres
frente a Leptospira spp. puede ser muy variada, ya que mientras bovinos o caballos
pueden ser afectados por una gran cantidad de especies y serovares, animales como los

ratones y murciélagos son reservorios naturales de la enfermedad y son considerados
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como resistentes a la misma (Boey et al., 2019; Ellis, 2015; Mateus et al., 2019). Sighos y
sintomas como la fiebre, ictericia y sensibilidad muscular, entre otros, se observan tanto
en animales como en humanos. Sin embargo, las infecciones cronicas en animales
también pueden desencadenar en importantes pérdidas econdémicas, debido a los
problemas reproductivos que ocasiona (Ellis, 2015). En los sistemas de produccion
bovina, por ejemplo, la leptospirosis causa problemas reproductivos como abortos,
mortinatos, partos prematuros, terneros débiles y de peso reducido al nacer, infertilidad,
mastitis, disminucion en la produccién de leche e incluso la muerte (Ellis, 2015; Favero et
al., 2018; Grassmann et al., 2017).

Teniendo en cuenta que los signos y sintomas de la enfermedad en los primeros estadios,
no son especificos, es importante hacer el diagnostico diferencial frente a otras
enfermedades como Neospora, Fiebre Q y Diarrea viral bovina (DVB), para bovinos (Ellis,
2015; Pérez-Garcia et al.,, 2019). Laprueba estdndar para el diagnéstico de la
leptospirosis es la aglutinacién microscépica (MAT), en la cual el suero del paciente es
incubado con un panel de cultivos de diferentes serovares de Leptospira, evidenciando
positividad cuando se observa aglutinacion a nivel miscroscopico (OIE, 2018).
Adicionalmente, se tienen diferentes alternativas de diagndstico serolégicas como
pruebas de ELISA, microbiol6gicas como el aislamiento del microorganismo y deteccion
del mismo por medio de microscopia de campo oscuro, y moleculares como PCR, usando
genes housekeeping del género como rrs, gyrB o secY, o genes de patogenicidad como
lipL32, lig o Ifbl (Ellis & Little, 1986; Ellis, 2015; Haake & Levett, 2015; OIE, 2018).

2.2.2. Epidemiologia de la Leptospirosis

La leptospirosis es considerada la zoonosis bacteriana mas comdn a nivel mundial,
reportando casos en todos los continentes (Torgerson et al., 2015). Los animales y
humanos pueden ser clasificados como hospederos de mantenimiento (actia como
reservorio del microorganismo en el ecosistema muchas veces sin padecer la
enfermedad) o accidentales (presentan signos y sintomas clinicos) , teniendo en cuenta el
serovar causante de la infeccion. Los hospederos de mantenimiento mas importantes son
mamiferos pequefos, los cuales pueden trasferir la infeccion a animales domésticos de
granja, perros y humanos (Levett, 2001). Las Leptospiras P1 se encuentran ampliamente

diseminadas en la naturaleza, ya que se pueden mantener en su hospedero de
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mantenimiento colonizando los tdbulos renales proximales y se excretan a través de la
orina hacia el medio ambiente, donde pueden sobrevivir por tiempos prolongados en
ambientes humedos (Builes-Jaramillo & Arias-Monsalve, 2019; Picardeau, 2017). La
entrada mas comun del microorganismo al hospedero accidental se da por medio de
contacto directo de abrasiones y cortes en la piel, o via tejido conjuntivo, con agua o suelo
contaminado con la orina (Haake & Levett, 2015).

Para humanos se reportan mas de un millon de casos severos a nivel mundial y 60.000
muertes por afio, mas que todo en paises tropicales (Guglielmini et al., 2019). Sin
embargo, esto se considera un subregistro, ya que la leptospirosis se presenta como un
sindrome febril no especifico, que es clinicamente dificil de distinguir de otras infecciones,
por lo cual muchas veces no es correctamente diagnosticado (Guglielmini et al., 2019;
Torgerson et al., 2015). Los estimados de morbilidad y mortalidad de leptospirosis mas
altos han sido registrados en regiones del sur y sureste asiatico, Oceania, regiones
Caribe, Andina y Central de América Latina y el este de Africa Sub-Sahariana (Costa et
al., 2015). Los casos reportados en paises desarrollados se relacionan mas que todo a
condiciones de vida precarias o0 actividades recreativas que incluyan el contacto con el
agua (Bandara et al., 2014; Bharti et al., 2003).

2.2.3. Leptospirosis en Colombia

En Colombia se ha reportado presencia de leptospirosis en humanos, caninos, bovinos,
porcinos, primates y roedores (Carrefio et al., 2017; Mateus et al., 2019; Pérez-Garcia et
al., 2019). Especificamente en bovinos, al igual que a nivel mundial, representa una
problematica en la economia de las ganaderias del pais y en las barreras no arancelarias
al comercio. En Colombia no se tienen datos especificos frente a pérdidas econémicas,
mientras que a nivel mundial se han reportado cifras de pérdidas por abortos bovinos de
US$1.500, US$ 2.333 y €2.369, derivados del mantenimiento de animales, costos en
personal y tratamientos médicos en paises como Estados Unidos, Argentina y Francia,
respectivamente (Ayral, 2013; Draghi et al., 2011; Lee & Kim, 2007). No obstante, resulta
dificil estimar las pérdidas econdmicas causadas exclusivamente por la leptospirosis,
teniendo en cuenta aspectos como la dificultad en su diagnéstico y a la presencia de otras
enfermedades infecciosas que causan sintomatologia similar (Bellows et al., 2002; Ellis &
Little, 1986).
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La prevalencia de leptospirosis es heterogénea entre paises y regiones. Para Colombia se
ha demostrado que afecta tanto a ganado de carne como lechero. En diferentes
departamentos reportan prevalencias de leptospirosis bovina que van desde 17 % hasta
60,9 % (Carrefio et al., 2017; Vecol S.A., 2018b, 2018a). Estos estudios se han
aproximado a la clasificacion de serovares por medio de la técnica MAT, reportando
prevalencias de diferentes serovares, que pueden variar de una regién a otra, tal como se
evidencia en la tabla 1 El boletin sanitario anual del ICA del 2016 (ICA, 2019) reporta una
incidencia de leptospirosis de 12%, en donde la poblacién en riesgo supera los 13.000
animales, en diferentes predios de los departamentos de Antioquia, Casanare, Caqueta y
Meta, a pesar de la vacunaciéon de los animales. Al no ser incluidas en MAT, no se ha
determinado a la fecha la prevalencia de las especies P2 , a pesar de tener datos sobre
aislamientos en humanos, bovinos y otros animales (Betancur et al., 2013; Cassalett et
al., 2016; Romero-Vivas et al., 2013; Zuluaga, 2009). Dadas estas cifras se evidencia la
relevancia de mejorar la eficiencia y eficacia de las vacunas, buscando alternativas a las

bacterinas.

Tabla 1. Prevalencias reportadas para serovares de Leptospira en Colombia.

Antioquia,
. ) Cundinamarca, Monteria y
Pereira Monteria i )
Boyacay Cundinamarca
Serovar (Zuluaga, (Betancur et »
Narifio (Vecol S.A,,
2009) al., 2013)
(Vecol S.A., 2018a)
2018b)
Tarassovi - - 5% 4,8%
Pomona 6,8% 10,43% 3,8% 7,4%
Grippotyphosa 18,9% 29,85% 3% 4,6%
Hardjo prajitmo 45,7% 20,8% 3% 7,2%
Copenhageni - - 1,9% 5,8%
Bratislava 5% - 1,9% 4,1%
Celledoni - - 1,9% 2,4%
Canicola 14,5% 7,4% 1,7% 5,6%
Cynopteri - - 1,1% 0,2%
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Mini - - 0,8% 0,5%

Shermani - - 0,1% 0,7%
Bataviae - - 0,1% 0,3%
Autumnalis - - - 0,3%
Icterohamorrhagiae 9,1% 16,41% - -

2.3.  Vacunas frente a Leptospira

2.3.1. Vacunas tradicionales

Las vacunas para la prevencion de la leptospirosis han estado disponibles desde 1917,
elaboradas a partir de bacterias inactivadas con &cido carbdlico (bacterinas), las cuales
aparecieron en el mercado un afio después del primer aislamiento del microorganismo
(Adler, 2015a). Desde la elaboracién de la primera vacuna y hasta la actualidad se siguen
utilizando bacterinas para la inmunizacién de animales de granja, perros y humanos, y a
pesar de que no genera el 100% de proteccién sigue siendo la el Unico tipo de vacuna
licenciado en la actualidad (Adler, 2015b; Grassmann et al., 2017; Orozco Vega et al.,
2005; E. C. Sanchez et al., 2007; Sonada et al., 2018). Se ha evidenciado la disminucion
de la incidencia de leptospirosis con las vacunas tradicionales, con inmunizaciones
repetidas de vacunas multivalentes, que contengan los serovares prevalentes en
determinada region geogréfica (Vernel-Pauillac & Werts, 2018). Para Colombia algunas
de las vacunas comercializadas son: Bovisan® LEPTO 8 — Virbac, Bovisan® Total —
Virbac, Bovilis Vista 5 L5 SQ - MSD Salud Animal, Nobivac® Lepto - MSD Salud Animal,
Blindagan® - Blindagdn® - Vecol y Cattlemaster® GOLD FP 5 L5 — Zoetis. En estas
preparaciones se incluyen entre 2 y 8 serovares en cada una, dentro de los que se
encuentran Canicola, Grippotyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Tarassovi,
Bratislava y Wolffi, sin encontrar correspondencia con todos los serovares reportados

como prevalentes en diferentes regiones del pais (Tablal).

Las bacterinas leptospirales generalmente se encuentran formuladas dentro de vacunas
reproductivas que contienen otros microorganismos inactivados, las cuales incluyen los
serovares patdégenos mas comunes en el mundo (Pomona, Hardjo, Canicola,
Grippottyphosa e Icterohaemorrhagiae). La formulacion actual de las vacunas

reproductivas no incluye, en ninguna de sus presentaciones, serovares de especies P2.
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Estas vacunas, sin embargo, tienen varios inconvenientes: 1) confieren inmunidad
Unicamente a corto plazo, Il) generan proteccion solo contra los serovares contenidos en
la preparacion y Ill) no previenen la transmision de la enfermedad (Balamurugan et al.,
2013; Fernandes et al., 2017; Romero-Vivas et al., 2013). Los inconvenientes que
presentan las vacunas actuales son derivados del tipo de antigeno usado para generar
inmunidad, que al ser bacterinas, son principalmente los lipopolisacaridos de membrana
externa (ref). Las variaciones en las cadenas laterales de los carbohidratos de los LPS
leptospirales son los responsables de la variabilidad antigénica que se observa a través
de serovares (ref). Como resultado de la inmunodominancia de los LPS, las vacunas
leptospirales que consisten en bacterinas inducen anticuerpos principalmente contra
carbohidratos, lo cual induce una proteccién de tipo timo-independientes, induciendo la
sintesis de IgM por células B, sin la participacion de las células T ayudadoras (Cruse et
al.,, 2004). En consecuencia, las vacunas utilizadas actualmente a menudo no
proporcionan proteccion cruzada contra los serovares que no fueron contenidos en la
vacuna (Guerreiro et al., 2001; Odir et al., 2011). De igual manera, se ha demostrado que
los LPS de especies P2 son diferentes a nivel estructural, frente a los que presentan las
especies P1, por lo cual, al no ser incluidas dentro de las bacterinas, no se esta

generando inmunidad frente a especies de éste subclado (Patra et al., 2015).

2.3.2. Reactividad cruzada

La restriccion a los serovares de cada vacuna, es una consideracion muy importante
debido a la gran diversidad del género. Frente a este tema se ha demostrado que
serovares como Canicola, en bacterinas, proveen de proteccion homodloga del 100% vy
heteréloga del 100% frente a serovares como Ballum y Copenhageni, pero muy variable
frente a Mozdok e Icterohaemorrhagiae (Rosario et al., 2012; Sonrier et al., 2001). En el
uso de una vacuna atenuada del serovar Manilae, serogrupo Pyrogenes, esta presenta
proteccion del 70 al 100% frente a serovares como Pomona, Grippotyphosa, Canicola,
Autumnalis y Australis (Murray et al., 2018). Cuando se comprueba el efecto de
preparaciones de bacterinas bivalentes, se ha evidenciado disminucion de efectos en el
organismo como la hepatitis y la falla renal, de 57.8 a 46.5% y de 51.7 a 21.6%,
respectivamente, incluyendo cuando se retan los organismos de prueba a grupos

heterélogos (André-Fontaine & Triger, 2018).
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Para evidenciar reactividad cruzada, también se ha probado la inmunizacién por medio de
cepas vivas, como la M1352, que es una Leptospira interrogans serovar Manilae, que ha
sido reportada por tener un transposon mutante que altera la expresién de LPS. Al
inmunizar hamsters con este candidato potencial para vacuna viva, evidenciaron una
proteccion del 100%, cuando fueron retados de manera heterdloga frente al serovar
Pomona (Srikram et al., 2011). En otro estudio se realiz6 la inmunizacion de hamsters con
Leptospiras inactivadas por calor y/o formaldehido, y una posterior extraccion de LPS con
butanol. Encontraron una supervivencia del 100% cuando se inmunizaban con cepas del
serovar Canicola y retadas con el serovar Copenhageni, sin embargo, cuando se
realizada la inmunizacion y el reto con los serovares opuestos la supervivencia podia
bajar hasta 20% (Lauretti-Ferreira et al., 2020). Se ha comprobado también el efecto
protector de lipopolisacaridos provenientes de especies S1 como L. biflexa, sin embargo,
hasta en dosis altas hay presencia de Leptospiras P1 en cultivos derivados de la corteza
renal (Matsuo et al., 2000). A pesar de que se han obtenido respuestas significativas, en
ensayos de reactividad cruzada, la mayoria de estos se limitan a unos cuantos serovares
y en ninguno de estos se encuentra evidencia de ensayos con especies pertenecientes al

subclado P2 (Grassmann et al., 2017; Maneewatch et al., 2008).

2.3.3. Vacunas recombinantes experimentales frente a Leptospirosis

Con la informacion obtenida sobre los perfiles proteicos de Leptospira spp. han sido
disefiadas diversas vacunas recombinantes experimentales, ninguna disponible en el
mercado. Un ejemplo de este tipo de vacunas tienen como componentes principales dos
proteinas de membrana externa (OMPs): OmpL1 y LipL41, que fueron usados en conjunto
y experimentalmente se obtuvo una proteccién en un tercio de los experimentos (Haake et
al., 1999). Un segundo ejemplo son Lp14154, Lp1118 y Lp0607, proteinas de membrana
externa que fueron probadas experimentalmente por separado, fallando en proveer a los
organismos proteccion frente a la enfermedad. Sin embargo, juntas en una vacuna
recombinante y encapsuladas en liposomas, confirieron proteccion de un 75% (Faisal et
al., 2009). Un ultimo ejemplo son las proteinas leptospirales de tipo inmunoglobulina o
proteinas Lig, las cuales se encuentran bastante conservadas en las cepas P1 y son
considerados candidatos vacunales importantes. En un experimento, usando una quimera
recombinante conteniendo fragmentos de las proteinas LigA y LigB, fueron inmunizados

hamsters para luego ser retados con la cepa de referencia Leptospira interrogans serovar
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Copenhageni strain Fiocruz L1-130, obteniendo una proteccion del 100% (da Cunha et al.,
2019).

Una estrategia adicional que ha sido probada para la inmunizacion frente a leptospirosis,
son las vacunas de ADN, que al igual que las recombinantes anteriormente nombradas,
usan informacion obtenida en diversos estudios, frente a las proteinas de Leptospira spp.
El gen que codifica para la proteina 1 asociada a hemolisis (Ham1), fue utilizado para la
inmunizacién de jerbos, para luego ser retados frente a Leptospira interrogans serovar
Canicola, obteniendo una proteccion del 60% (Branger et al., 2005). En otro estudio,
usando como vector una cepa atenuada de Mycobacterium bovis, hamsters fueron
inmunizados con el gen que codifica para la proteina LipL32, para luego ser retados con
la cepa de referencia Leptospira interrogans serovar Copenhageni strain Fiocruz L1-130,

evidenciando proteccién del 60% (Seixas et al., 2007).

2.3.4. Vaccinologiainversa

Resultados obtenidos en diferentes disefios experimentales, han impulsado la busqueda
de nuevos candidatos vacunales en los proteomas de Leptospira spp. por medio de
vacunologia inversa, impulso que se dio a partir de las primeras dos secuenciaciones de
genoma completo de L. interrogans serogroupo Icterohaemorrhagiae serovares Lai y
Copenhageni realizadas en 2003 y 2004 (Dellagostin et al., 2017). Por medio de esta
metodologia estudios como el de Murray et al. (2013), permitieron la evaluacion de 238
proteinas candidatas para vacunas. De igual manera el estudio realizado por De
Alvarenga et al. (2015) en el cual identifican 12 candidatos vacunales a partir de estudios
in silico de proteinas secretadas del género, candidatos de los cuales no se encuentran

antecedentes de estudios experimentales.

La prediccion in silico, por medio de herramientas de inmunoinformética, ha permitido
evidenciar diferencias significativas entre cepas de los cuatro subclados, asi como
secuencias de proteinas muy conservadas entre cada uno de los clados (Dhandapani,
Sikha, Rana, et al., 2018). Este tipo de herramientas también ha permitido la prediccion de
proteinas inmunogénicas, prediccién de epitopes de las células B y T, prediccion de

alérgenos, seleccién de epitopes conservados a través de las especies o serovares,
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interacciones de unién con moléculas HLA y analisis de la estabilidad de la interaccion
(Lata et al., 2018, 2020).

2.4. Proteinas Leptospirales

2.4.1. Proteoma leptospiral

Diversos estudios realizados alrededor del proteéma de representantes del género
Leptospira, han permitido llevar a cabo caracterizaciones funcionales y estructurales,
estableciendo relaciones entre proteinas y procesos biolégicos especificos, que ayudan a
entender la manera en que este género lleva a cabo su patogénesis (Nascimento et al.,
2018). La mayoria de los proteomas de Leptospira han sido caracterizados gracias a
técnicas béasicas como electroforesis 2DE para la separacion de proteinas y MALDI TOF,
Cromatografia liquida/espectrometria de masas (LC/MS), para la identificacion de las
mismas (Nascimento et al., 2018; Thongboonkerd, 2008).

Se ha encontrado para Leptospira que la cantidad de proteinas y sus isoformas, pueden
variar ampliamente teniendo en cuenta la exposicidbn a antibidticos, cambios en la
temperatura, limitacion de hierro en el ambiente y/o presencia de suero (Picardeau, 2015;
Schmidt et al., 2011). De igual forma, pueden variar de una especie a otra o de un serovar
a otro. Leptospira biflexa serovar Patoc (saprofita) difiere significativamente con los
perfiles de proteinas de Leptospira interrogans serovares Australis, Bratislava, Autumnalis
e Icterohaemorragiae (patdégenos), con 129 spots de proteinas diferentes, entre las que se
encuentra por ejemplo la proteina chaperona para el plegamiento de proteinas GroEl,
expresada en dos isoformas en las cepas P1, mientras no se encuentra presente en la
cepa no patdégena (Thongboonkerd et al., 2009). Al interior de la especie Leptospira
interrogans se pueden encontrar grandes diferencias en los reportes de cuantificacion de
proteinas entre los serovares Copenhageni, Pomona, Lai y Canicola, que pueden ir desde
108 hasta 2673 proteinas (Humphryes et al., 2014).

A nivel de funcion y localizacion celular, la mayor cantidad de estudios se ha realizado en
diferentes serovares de Leptospira interrogans, evidenciando la necesidad de proteomas
completos de especies del clado S y el subclado P2 (Nascimento et al., 2018). Para el

serovar Pomona, el mayor porcentaje de proteinas (31%) son reportadas como
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hipotéticas, seguidas por componentes de la membrana que cumplen funciones como
transporte (13%) y proteinas de metabolismo (12%); las proteinas restantes en menor
porcentaje cumplen procesos celulares como energia y metabolismo del carbono,
patogenicidad, virulencia y adaptacion, biosintesis de moléculas, degradacion, ente otras
(Vieira et al., 2009). Para los serovares Canicola, Copenhageni y Pomona, la mayoria de
las proteinas se localizan en el citoplasma, seguidas por la membrana,

independientemente de su funcion (Humphryes et al., 2014).

La mayoria de los estudios sobre el proteoma del género, se han centrado en OMPs,
teniendo en cuenta su exposicién al medio extracelular, en la basqueda de proteinas que
permitan el reconocimiento del patégeno por parte del sistema inmune de su hospedero
(Nascimento et al., 2018). En esta buUsqueda se han encontrado gran cantidad de
proteinas inmunoreactivas que se encuentran conservadas en dos 0 mas serovares:
como LipL41, LipL32, fructosa-bisfosfato aldolasa, factor Ts de elongacion, flagelina, entre
muchas otras (Gonzdlez et al., 2003; Humphryes et al., 2014; Sakolvaree et al., 2007,
Thongboonkerd, 2008; Zeng et al., 2015). Se ha demostrado igualmente que las OMPs
tienen una amplia respuesta tanto para IgG como para IgM, mientras que las proteinas
citoplasméticas presentaron baja representacion en ambas, lo que indica que este tipo de
proteinas podria usarse tanto para diagnostico (infecciones activas IgM) como para

vacunacion (memoria inmune a largo plazo IgG) (Lessa-Aquino et al., 2015).

Las OMPs son agrupadas tradicionalmente en tres grupos, que son lipoproteinas,
proteinas transmembranales y proteinas de membrana periférica (Raja &
Natarajaseenivasan, 2015). Para las especies Leptospira interrogans, Leptospira
borgpetersenii y Leptospira biflexa se han reportado 133, 130 y 144 OMPs (Dhandapani,
Sikha, Rana, et al., 2018). Algunas de las proteinas mayormente reportadas son LipL32,
una lipoproteina de 32 KDa que ha sido identificada como la més abundante en la
membrana externa de Leptospiras P1, con aproximadamente 38.000 copias por célula y
ha sido ampliamente usada como marcador molecular para este grupo y para algunas
especies P2 donde estd presente; OmpLl es una proteina transmembranal que esta
presente en la membrana externa en pequefas cantidades, en comparacion con otras
lipoproteinas; LipL41 que es una lipoproteina altamente conservada en Leptospira spp.;
LipL21 es la segunda lipoproteina mas abundante en el proteoma de L. interrogans

serovar Lai y su secuencia se encuentra conservada en las Leptospiras P1; LenA es una
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lipoproteina transmenbranal con una porcion extracelular en el N-terminal, que ha sido
estudiada por su union al factor H del sistema de complemento; y por ultimo Lig A, Lig By
Lig C que son proteinas leptospirales de tipo inmunoglobulina bastante conservadas en
cepas P1, con identidades que van del 66 al 99% (Cullen et al., 2002; Haake & Zuckert,
2014, Picardeau, 2015; Pinne & Haake, 2009; Silveira et al., 2017). Todas estas proteinas
usadas por Leptospiras en su patogénesis, han sido evaluadas para diagnostico y
vacunas con efectos variables (Raja & Natarajaseenivasan, 2015).

2.4.2. Secretoma leptospiral

Se ha evidenciado que las proteinas extracelulares juegan un papel primordial en la
patogenicidad de diversas especies de bacterias, incluidas las pertenecientes al género
Leptospira (L. Zeng et al., 2013). Los primeros estudios de proteinas secretadas para este
género identificaron hemolisinas, la mayoria de estas clasificadas como
esfingomielinasas, conservadas en serovares patdogenos como Pomona, Lai e
Icterohaemorrhagiae (Bernheimerl & Bey, 1986; Ren et al., 2003; Zhang et al., 2005). Las
secuenciaciones genOmicas realizadas han anotado 5 genes que codifican
esfingomielinasas en L. interrogans. Sin embargo, solo dos de estos, que codifican para
las proteinas SphA y Sph2 poseen los residuos de aminoacidos que son necesarios para
conformar el sitio catalitico, proteinas que se han evidenciado sobre expresadas en
diferentes modelos de infeccion animal (Narayanavari et al., 2012). Para Sph2 ha
demostrado una alta actividad citotoxica frente a células de mamiferos como linfocitos y
macrofagos de raton BALB/C, asi como en células de higado humano L-02 (Zhang et al.,
2008). Por otro lado se han evidenciado hemolisinas no esfingomielinasas, como SphH,
cuyo peso molecular es 64 KDa, de las cuales se ha demostrado que su virulencia es
debida principalmente a la formacién de poros en las membranas celulares de las células
de mamiferos, especificamente eritrocitos (Lee et al., 2002). Para un andlisis in silico
realizado en L. interrogans serovar Lai, fueron reportadas, adicional a SphH, otros 5
genes que codifican hemolisinas no esfingomielinasas: LA0327 (31,6 KDa), LA0378 (44,6
KDa), LA1650 (36,5 KDa), LA3937 (50,4 KDa) y LA0177 (8,6 KDa) (Zhang et al., 2005).

El secretoma de Leptospira juega también un papel importante en la evasion del sistema
imnune de sus hospederos, con la secrecion de diversas proteasas que inactivan

directamente el sistema de complemento. Una de estas es la termolisina codificada por el
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gen LIC13322, identificada como una metaloproteasa de 74 KDa, que se ha evidenciado
cliva la molécula central del sistema de complemento C3 y otra molécula corriente abajo
gue es C6 (Amamura et al., 2017; Fraga et al., 2014). Sin embargo, se ha demostrado
gue las proteasas leptospirales son capaces de actuar sobre un amplio rango de
sustratos, incluyendo el Factor B de la via alternativa del complemento y C2 y C4 de las
vias clésica y de lectinas (Fraga et al., 2016). Se ha podido demostrar que la degradacién
de proteinas del sistema de complemento es llevada a cabo mas que todo por
metaloproteasas, teniendo en cuenta que su actividad es practicamente abolida en
presencia de 1,10 — fenantrolina (Amamura et al., 2017; Fraga et al., 2016). De igual
manera han sido reportadas proteinas Moonlighting (proteinas multifuncionales), como la
enolasa y el factor de elongacién Tu (EF-Tu), que ademas de cumplir funciones
citoplasmaéticas, interactian con componentes de la ECM y componentes del sistema de
complemento, facilitando la invacién de tejidos e invasion durante la infeccion (Salazar &
Barbosa, 2017).

Por medio de técnicas como cromatografia liquida con espectrofotometria de masas se
han identificado 104 proteasas, 53 de éstas contienen péptidos sefial que les permiten ser
secretadas por el sistema clasico de secreciéon y 19 por sistemas no clasicos, que
incluyen tipos cataliticos de metalo-, serin-, cistein-, treonin- y asparagin- peptidasas
(Dhandapani et al., 2018). Se ha evaluado la actividad proteolitica de proteasas
secretadas por L. interrogans serovar Kennewicki cepa Fromm, frente a un amplio panel
de componentes de la ECM y proteinas plasmaticas, evidenciando la degradacion de
fibrindgeno, fibronectina plasmatica, gelatina y los proteoglicanos decorina, biglicano y
lumicano humanos (da Silva et al., 2018). Adicional a esto técnicas como la zimografia
han permitido evidenciar proteinasas capaces de degradar diferentes tipos de sustancias
proteicas como gelatina, caseina y albumina, que son estables inclusive a altas
temperaturas y que oscilan pesos moleculares entre 240 y 32 KDa (Lata et al., 2018;
Madanan & Mechoor, 2017; Madathiparambil et al., 2011).

Por otro lado, se han encontrado mas de 66 proteinas en el secretoma de L. interrogans
serovar Lai, 33 de éstas que se predijeron extracelulares in silico, traslocadas al medio
extracelular por sistemas de secrecion tipo | y tipo 1l (Zeng et al., 2013). Para diferentes
especies y serovares han sido identificadas proteinas como enolasas, que son secretadas

extracelularmente y se unen al plasmind6geno humano (Nogueira et al., 2013), una
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metaloproteinasas putativa llamada Leptallo |, que se ha demostrado presenta actividad
elastinolitica y ha sido reconocida en sueros de humanos infectados, lo que evidencia que
es expresada durante el proceso infeccioso (Hashimoto et al., 2013), la proteina ColA,
presente en L. interrogans serovar Lai, expresada y secretada durante la infeccion, la cual
tiene alta afinidad por el colageno tipo Ill (Kassegne et al., 2014), la metalopeptidasa Lep-
MP1/2/3 que degrada componentes de la ECM y se determiné su papel primordial como
factor de virulencia en la etapa de invasion al hospedero (Ge et al., 2020) o la proteina
GroEL, sobre expresada en la formacion de biofilm por Leptospira in vitro (Kumar et al.,
2017).

Aun no existe amplia evidencia de la efectividad de proteinas secretadas del género
Leptospira como posibles inmundgenos o herramientas de diagnéstico. La proteina
Leptallo | (41 KDa), con actividad elastinolitica, fue utilizada para la inmunizaciéon de
hamsters confiriendo una proteccion del 33% cuando fueron retados a L interrogans
serovar Copenhageni cepa Fiocruz LI-130 (Hashimoto et al., 2013). De igual manera, fue
probada la eficiencia de diagnéstico de leptospirosis por medio de pruebas de ELISA
usando la proteina fosfolipasa C especifica para fosfatidilinositol (LA_1375), de 50 KDa, la
cual se encuentra ampliamente conservada en diferentes especies y serovares
patdgenos, y demostr6 una sensibilidad de 100% y especificidad de 95,65%, en

correlacion con MAT (Samaha, 2019).
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3. OBJETIVOS

2.5. Objetivo principal

Determinar la reactividad cruzada entre proteinas secretadas para especies patdgenas
(P1) e intermedias (P2) del género Leptospira de la coleccion de microorganismos con

interés en salud animal (CMISA) del Banco de Microorganismos de Agrosavia.

2.6. Objetivos especificos

e Confirmar la identificacion taxondmica de los aislamientos patégenos (P1), intermedios
(P2) y saprdfitos (S1y S2) que hacen parte de la Coleccién de Microorganismos con
Interés en Salud Animal (CMISA) por medio de la amplificacion de una region del gen
rrs.

¢ Identificar proteinas antigénicas con potencial reactividad cruzada para su uso en el

desarrollo de metodologias de prevencion y diagnéstico.
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3. METODOLOGIA

3.1. Aislamientos de Leptospira spp.

Este estudio incluye 55 aislamientos (Anexol) y 6 cepas de referencia de Leptospira spp.,
gue se encuentran en La Coleccion de Microorganismos de Interés en Salud Animal —
CMISA de Agrosavia. Estos aislamientos presentan diferentes origenes biologicos
(Bovino, porcino, humano, canino, roedor y agua) y son cultivados en medio EMJH
(Ellinghausen, McCullough, Johnson y Harris) liquido para los diferentes estudios
moleculares que se realizaron a corto plazo (Turner, 1970). 1ml de cultivo es inoculado
en 7ml de EMJH liquido estéril e incubado en agitacién a 110 r.p.m. a 30 °C durante
cuatro a cinco dias. Se realiza seguimiento al cultivo por medio de observacién en fresco
en microscopio de campo oscuro verificando la viabilidad y abundancia de los
microorganismos. Una vez logrado crecimiento abundante, se siembran aproximadamente
500 pl del cultivo en caldo BHI, durante 24 horas a 37 °C, para evidenciar la pureza del

mismo.

3.2. Extraccion de ADN

Se realizd extraccion de ADN de los 55 aislamientos de Leptospira por el método de
fenol-cloroformo-alcohol-isoamilico. Inicialmente los concentrados celulares de los
aislamientos de Leptospira fueron suspendidos en 0,56 ml de buffer TE pH 8.0 (Tris 1
M/EDTA 10 mM) y agitados con vértex. Posteriormente, se agregaron 5 ul de proteinasa
K (20 mgml™), 2ul de RNAsa (100 mgml™) y 30 pl de SDS 10% (m/v); e incubadas por 1
hora a 65°C. Terminada la incubacion, se adicionaron 0,1 ml de NaCl 5 M y 80 ul de
CTAB 10% en NaCl 0,7 M (m/v), agitados con vortex e incubados por 30 minutos a 65 °C.
Después del tiempo de incubacion, se adicionaron 0,8 ml de Fenol-Cloroformo-Alcohol
Isoamilico (25:24:1), se mezclaron por inversion y centrifugados a 14.000 rpm por 10
minutos. Al sobrenadante obtenido, se adicionaron 0,7 ml de Cloroformo-Alcohol
Isoamilico (24:1) y llevados a centrifugacion a 14.000 rpm por cinco minutos.
Posteriormente, se realiz6 precipitacion del ADN con isopropanol frio y etanol al 70 % (v /
v). El ADN obtenido fue suspendido en 50 pl de agua ultra pura estéril y se almacenaron -
20°C. El ADN fue cuantificado con Nano Drop 2000 y se prepararon diluciones de trabajo

de cada una de las muestras en concentraciones de 25 ng/pl.
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3.3. Amplificacién de unaregion conservada del gen 16S ADNr

Para la amplificacién de una region del gen 16S ADNr se utilizaron los iniciadores A/B (A
forward GGCGGCGCGTCTTAAACATG — B reverse TTCCCCCCATTGAGCAAGATT)
para amplificar una region de 331 pb del rrs , disefiados por Merien (1992). Las
condiciones de amplificacion fueron denaturacion inicial a 94°C por 3 minutos, 29 ciclos
con denaturacion a 94°C por 1 minuto, anillamiento a 57°C por 1:30 minutos, elongacién a
72°C por 2 minutos, elongacion final 72°C por 10 minutos y conservacion final a 4°C. Los
productos amplificados fueron visualizados en gel de agarosa al 1,2% [m/v], tefiido con
Syber-Safe® al 1,5% [v/v], en campo eléctrico de 60 V, durante 60 minutos. Los productos
de amplificacion fueron secuenciados por el método Sanger, como servicio externo con la

empresa CorpoGen, para la realizacion de un analisis filogenético.

3.4. Construccion de un arbol filogenético

La calidad de las secuencias de una region de 331pb del gen rrs, en formato .AB1, fue
evaluada con el programa SeqTrace 0.9 (Stucky, 2012) asi como la obtencién de
secuencias consenso. Las secuencias fueron alineadas usando el método MUSCLE en el
programa MEGA v.7 (Kumar et al., 2018). Finalmente, el archivo con el alineamiento fué
utilizado para la reconstruccion filogenética usando el método de maxima verosimilitud (en
base al modelo de Kimura 2 parametros) con el test de filogenia de bootstrap con 1000
réplicas, permitiendo asi la clasificacién de los 55 aislamientos dentro de tres subclados.
Se incluyeron las secuencias de L. interrogans serovar Bratislava cepa PigK151
(CP011410.1:1922112-1922414) para el subclado P1, L. fainei serovar Hurstbridge
(AY996789.1:25-327) para el subclado P2, L. biflexa serovar. Patoc (Z98588.1:7-308)
para el subclado S1 y L. kobayashii cepa CES (MN061033.1) para el subclado S2 como
grupos internos y Turneriella parva DSM21527 (CP002959.1:2844792-2845099) como

grupo externo.
A partir de la clasificacion filogenética, se realiz6 la seleccion de 24 aislamientos (12 P1 —

patégenos y 12 P2 - intermedios) para la obtencidbn de proteinas y posteriores

inmunoensayos.
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3.5. Obtencion de proteinas secretadas

Se realiz6 la obtencion de sobrenadantes con proteinas secretadas de 24 aislamientos de
Leptospira de CMISA (12 P1 - patdgenos y 12 P2 — intermedios), asi como a 6 cepas de
referencia incluidas en vacunas comercializadas en el pais, teniendo en cuenta la
metodologia descrita por Da Silva et al. (2018), con algunas modificaciones. Brevemente,
se pusieron a crecer las cepas de Leptospira spp. en 80 ml de EMJH durante 7 dias en
agitacion a 110 rpm y 30°C, en condiciones aerobias, a una concentracion inicial de 10%
del microorganismo. Para la obtencién de proteinas secretadas se colect6 la masa celular
por medio de centrifugacion (3.200g por 15 minutos) y lavé dos veces con PBS pH 7,4.
Las bacterias fueron resuspendidas en PBS pH 7,4 NaCl 120 mM, a una concentracion
bacteriana aproximada de 1x10°, establecida por escala McFarland, e incubadas a 37°C
durante 4 horas. Los sobrenadantes fueron colectados por centrifugacién (3.200g por 15
minutos), filtrados (0,22 um) y concentrados usando filtros de centrifuga Amicon® Ultra
(3.000 NMWL, Merck Millipore). El pellet conteniendo la masa celular, fue conservado
para experimentos posteriores (Figura 2). La conservacién de las proteinas para los
inmunoensayos se llevd a cabo por medio de liofilizacion de las mismas, bajo las
siguientes condiciones: 24 horas de secado con una temperatura de -45°C y una presiéon
al vacio no superior a 1hPa. Cada una de las bandejas del liofilizador estuvo programada
para un aumento de temperatura progresivo de la siguiente forma: cinco horas a -35°C,
cinco horas a -28°C, cinco horas a -10°C, cinco horas a 10°C y finalmente a 28°C. Los

liofilos resultantes fueron almacenados a 4°C.

3.6. Obtencidn de proteinas de bacteria completa

Los pellets con masa celular producido en el protocolo para la obtencién de proteinas
secretadas, fueron utilizados para la obtencion de proteinas solubles de bacteria completa
segun el protocolo propuesto por Dong et al. (2017) con algunas modificaciones. Las
cepas leptospirales fueron resuspendidas en PBS para disrupcion ultrasénica utilizando
una potencia continua de 200 W (amplitud 60) durante 2 minutos en hielo. Los lisados se
centrifugaron a 4000 g durante 15 min a 4°C para separar el pellet que contenia proteinas
leptospirales no solubles (OMPs y LPS en su mayoria) y los sobrenadantes con proteinas
solubles (citoplasmaticas ne su mayoria) (Figura 2), para posteriormente ser conservados

por liofilizacion, bajo las mismas condiciones aplicadas a las proteinas secretadas.
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Figura 2. Obtencién de tres fracciones de proteinas leptospirales.
3.7. Obtencién de sueros de animales infectados

Para la caracterizacion de la inmunogenicidad de las diferentes fracciones de proteinas
leptospirales, fueron obtenidos sueros bovinos positivos para leptospirosis o con signos y
sintomas, para la obtencién de anticuerpos producidos por enfermedad. Estos sueros
fueron obtenidos por profesionales de Agrosavia del Centro de Investigacion Motilonia, a
partir de hembras y machos, vacunados frente a Clostridium sp. y aftosa. Los bovinos
muestreados presentaron MAT positivo para Leptospira y Pruebas de ELISA positivas
para Neospora, Rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), Virus sincitial respiratorio (VSR),
Leucosis viral bovina (LVB) y Diarrea viral bovina (DVB), y/o signos y sintomas como
repeticion de calores, abortos, piometra o metritis, que se correlacionan con leptospirosis.
A partir de estos se realizé precipitacion de inmunoglobulinas por dos métodos: Sulfato de

amonio (Fishman & Berg, 2018) y Acido caprilico (Page & Thorpe, 2002), con algunas
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modificaciones. Para ambos protocolos se realizaron inicialmente pools de los sueros

bovinos.

En el primer método, se adiciono sulfato de amonio sobre saturado gota a gota al pool de
sueros bovinos, para una concentracion final de 25% (m/v) y se dejé en agitacién a 200
rpm durante la noche a 4°C. Posteriormente se centrifugo a 10.000 g durante 30 minutos
a 4°C, recuperando el sobrenadante. Se adicion6 sulfato de amonio sobre saturado gota a
gota, para una concentracion final de 50% (m/v) y se dejé en agitacién a 200 rpm durante
la noche a 4°C. Finalmente se centrifugd a 10.000 g durante 30 minutos a 4°C,
recuperando el pellet, el cual fue resuspendido en PBS pH 7.4, en relacién 1:2, para
posteriormente ser concentrados usando filtros de centrifuga Amicon® Ultra (3.000
NMWL, Merck Millipore) cuantificados y visualizados por medio de un perfil electroforético
por SDS-PAGE.

Para el segundo método de purificacion, al pool fue adicionado buffer 0,06 M acetato de
sodio pH 4.6, en relacién 1:1. Inmediatamente después se agregaron gota a gota, 1,7 ml
de &cido caprilico por cada 25 ml de muestra y se dejaron precipitando durante toda la
noche en agitacién a 200 rpm a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugaron a
13.000 g durante una hora, conservando sobrenadantes, los cuales fueron filtrados (0,22
pum), para su cuantificacion y visualizacion por medio de un perfil electroforético por SDS-
PAGE.

3.8. Obtencién de sueros hiperinmunizados con vacunas comerciales contra

leptospirosis

Fueron obtenidos sueros murinos inmunizados con dos vacunas para la prevencion de la
leptospirosis, con el fin de obtener anticuerpos vacunales, como insumo para caracterizar

la inmunogenicidad de las tres fracciones de peotrinas leptospirales.

Las inmunizaciones murinas se llevaron a cabo en el bioterio situado en la unidad de
biologia comparativa (UBC) de la Pontificia Universidad Javeriana (PUJ). Todos los
procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con los lineamientos establecidos y
aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales — CICUA de la PUJ.

Los profesionales de Agrosavia encargados de esta actividad tomaron y aprobaron
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previamente el curso de Formacién para Usuarios de Modelos Animales en Investigacion,
requisito indispensable para el ingreso y manipulacién de los animales a inmunizar.
Llevaron a cabo las inmunizaciones en la cepa Balb/c de Mus musculus endocriados y
SPF, con el fin de generar anticuerpos vacunales especificos contra cepas de Leptospira
(Anexo 3) presentes en dos vacunas comerciales (Bovisan® LEPTO 8 y Blindagan®) en
condiciones controladas. Las muestras sanguineas obtenidas durante los sangrados
fueron centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos para la obtencion del suero, se hicieron
pooles de los sueros por grupo de vacunas y estos fueron almacenados a -20° C, para su

uso directamente en los inmunoensayos.

3.9.  Electroforesis unidimensional (SDS-PAGE) y bidimensional (2-DE)

60 mg/ml de cada una de las fracciones de proteinas (de bacteria completa no solubles,
de bacteria completa solubles y secretadas) de los 24 aislamientos y 6 cepas de
referencia, fueron resuspendidas en buffer de carga (Tris-HCI 0.5 M pH 8.5, 30% glicerol
[viv], 20% SDS [p/v], 0,01% azul de bromofenol, 15% 2-mercaptoetanol y dH,O) y
calentadas a 90°C durante 5 minutos, para luego separarlas por SDS—PAGE en geles de
acrilamida al 12,5%, a 140 V. Los geles fueron teflidos con Coomassie Blue bajo agitacion
suave y luego aclarados con una solucion de metanol 45% (v/v) y acido acético al 10%

(v/v), para su posterior documentacion.

Se realizaron electroforesis bidimensionales (2-DE) de proteinas secretadas y de bacteria
completa no solubles de 2 aislamientos de CMISA, a una concentracion de 140 mg/ml, las
cuales permitieron la separacion de las proteinas de acuerdo con su punto Isoeléctrico y
masa molecular. Las tiras de IPG (7 cm) con una separacion lineal de pH inmovilizado en
un rango de 3-10 (ReadyStrip™ IPG Strips, Bio-Rad), se rehidrataron directamente con
las proteinas solubilizadas en buffer de hidratacion (Urea 6 M, Tiourea 1,5 M, 3% Chaps,
DTT 66 mM, 0,5% anfolitos pH 3 — 10 [v/v] y ddH,0O). Las tiras se cubrieron con aceite
mineral para evitar deshidratacion y oxidacion, y el proceso se llevé a cabo durante la
noche a temperatura ambiente. El protocolo de isoelectroenfoque fué de 150 V para 150
Vh, 300 V para 300 Vh, 500 V para 500 Vh, 1000 V para 1000 Vh, 2000 V para 2000 Vh y
4000 V para 4000 Vh. Las tiras se equilibraron dos veces (reducidas y alquiladas) durante
15 minutos en agitacion en una solucion de equilibrio (Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, urea 6 M,
87% glicerol [v/v], 2% SDS [p/v] y ddH,0), primero con la adicion de 1% de DTT y
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finalmente con 2.5% de yodoacetamida. Después del equilibrio, las tiras se unieron a un
gel separador al 12,5%, usando agarosa al 1% con azul de bromofenol. El gel fue
sometido a un SDS-PAGE bajo las mismas condiciones de las -electroforesis

unidimensionales.

3.10. Pruebas de ELISA indirecta

Los antigenos (proteinas de bacteria completa solubles y no solubles y proteinas
secretadas) se inmovilizaron en microplacas de fondo plano, de 96 pozos, a una
concentracion de 4 ng/ul de por pocillo, diluidas en tampén de carbonato-bicarbonato pH
9.6, para un volumen final de 150 pl durante 24 horas 4 ° C. Se realizaron tres lavados
con 150 pl PBS mas Tween 20 al 0,2% (PBST; pH 7.2) por pocillo. Las placas se
blogquearon con 150 pl por pocillo de solucion de bloqueo, que contiene PBST mas leche
descremada al 5%, durante dos horas a 37°C y se llevaron a cabo tres lavados con 150 pl
con PBST; pH 7.2. Las placas se recubrieron con diluciones seriadas de sueros murinos
inmunizados o inmunoglobulinas purificadas a partir de sueros bovino por pocillo, diluido
en solucién de bloqueo, iniciando en una dilucion 1:100 y finalizando con una dilucion
1:6400, dejando la ultima fila de las placas siempre como control de reactivos. Se trabajé
con un volumen final de cada una de las diluciones de 100 pl durante 2 horas 37°C en
agitacion. Para la obtencion de los puntos de corte las placas de recubrieron con sueros
murinos preinmunizados, como controles negativos, bajo las mismas condiciones. De
igual manera, en la Ultima fila cada placa fue recubierta con PBS, como control de
reactivos y sometidao a las mismas condiciones. Se realizaron tres lavados con 100 pl de
PBST; pH 7.2 por pocillo, para recubrirlos posteriormente con 1:5000 de anticuerpos
secundarios conjugados a peroxidasa de rabano picante (HRP) (Goat Anti-Mouse 1gG
H&L o Goat Anti-Cow IgG H&L) por pocillo, diluido en soluciéon de bloqueo, para un
volumen final de 100 ul durante 1 hora 37°C en agitacién. Se realizaron nuevamente tres
lavados cada uno con 100 pl de PBST pH 7.2, para retirar todos los anticuerpos no
adheridos a la placa. Finalmente se agregaron 100 pl de OPD por reaccion y nuevamente
se incub6 por 30 minutos a 37°C en oscuridad. La reaccion se detuvo mediante la adicion
de &cido sulfarico 0.1 M, para posterior lectura de la densidad o6ptica (DO) final usando un
lector de placas de ELISA a una longitud de onda de 492 nm. El célculo de los puntos de
corte para cada una de las fracciones se realiz6 tomando la media de las DO obtenidas a

partir de las placas en las que se us6 suero preinmunizado como anticuerpo primario, mas
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tres veces la desviacion estandar. Los titulos de anticuerpos para cada cepa y cada
fraccion de proteinas fueron medidos de acuerdo a la ultima diluciébn de anticuerpo

secundario obtenida por encima de los valores de punto de corte.

3.11. Western Blot

Fueron separadas proteinas secretadas y de bacteria completa no solubles de 5
aislamientos de CMISA (3 P1y 2 P2), a una concentracién de 60 mg/ml por SDS-PAGE.
Una parte de los geles fueron tefiidos con Coomassie Blue bajo agitacion suave y luego
aclarados, para su posterior documentacion. El resto de los geles fueron transferidos a
una membrana de nitrocelulosa (Amersham™ Protran™ 0.2um NC - GE) por 1 hora a 100
V. Las membranas fueron incubadas con una solucion de PBST con leche descremada al
5% para su blogueo e incubadas durante la noche en agitacién a 30 rpm a 4°C. La
solucion de bloqueo fue descartada para la realizacion de tres lavados de las membranas
con PBST, cada uno de 15 minutos, para posterior incubacién en agitacion, durante dos
horas con diluciones de 1:100 de los sueros murinos inmunizados con la vacuna
Bovisan® LEPTO 8 o las inmunoglobulinas precipitadas a partir de sueros bovinos.
Posterior a la incubacion se realizaron tres lavados de las membranas con PBST, cada
uno de 15 minutos. Finalmente, las membranas fueron incubadas con los anticuerpos
secundarios especificos conjugadoa HRP en diluciéon 1:5000 (Goat Anti-Mouse 1gG H&L
o Goat Anti-Cow IgG H&L) por dos horas en agitacion. Posterior a la incubacion se
realizaron tres lavados de las membranas con PBST, cada uno de 15 minutos y fueron
reveladas por medio del sustrato 4-cloro-1-naftol (Opti-4CN™ Substrate Kit #1708235,
Bio-Rad).

3.12. Identificacion de proteinas inmunoreactivas

Una vez observadas las bandas correspondientes a las proteinas reactivas en el Western
Blot, se procedi6 a identificar los puntos correspondientes a éstas bandas en los geles 2-
DE tefidos con Coomassie blue. Estos puntos fueron cortados por separado y fueron
enviados para su debida identificacion por medio de Espectrofotometria de masas como

servicio externo en la Universidad de Costa Rica — Instituto Clodomiro Picado.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Clasificacion taxondmica de los aislamientos de la CMISA

La CMISA cuenta con 30 cepas de referencia y 55 aislamientos de diversos hospederos y
muestras bioldgicas, dentro del género Leptospira. Para el presente proyecto se llevé a
cabo la confirmacion de la identificacion de los clados (P o S) y subclados (P1 -
patégenas, P2 — intermedias, S1 y S2 saprofitas) de los 55 aislamientos, listados en el
anexo 1. La identificacion se llevé a cabo por medio de la amplificacién de una region del
gen rrs, el cual ha sido ampliamente usado para la deteccion molecular de
microorganismos pertenecientes al género (Comia et al., 2018; Waggoner & Pinsky,
2016). Por medio de los iniciadores A/B (Merien et al., 1992) se logro la amplificacién de
un fragmento de 331 pb en los 55 aislamientos del Banco, permitiendo de esta manera la

confirmacion del género Leptospira para los mismos, como se muestra en la figura 3.
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Figura 3. Amplificacion de una regién del gen rrs en los 55 aislamientos de Leptospira spp

. que
hacen parte de CMISA.
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Los productos de la amplificacion de una region del gen rrs de los 55 aislamientos fueron
enviados a secuenciar y con la informacion de las secuencias se realizé la construccion
del arbol filogenético de la figura 4, que permitié la diferenciacion de los dos grandes
clados, agrupando en el clado P, 53 de los aislamientos y en el clado S, dos de los
aislamientos (Lep 041 y Lep 072). A su vez en el clado P se observa la division en los
subclados P1, y P2. Dentro del subclado P1 se agrupan 29 de los aislamientos de
CMISA, mientras que en el subclado P2 se agrupan 24 aislamientos. Aunque no se tienen
datos sobre prevalencias de especies de patogenicidad intermedia, el alto nimero de
aislamientos clasificados dentro de este grupo, coinciden con los reportes sobre la
presencia de estas especies en territorio colombiano (Romero-Vivas et al., 2013; Sanchez
et al., 2017).
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Figura 4. Arbol filogenético construido a partir de una region del gen rrs de los 55

aislamientos de Leptospira spp. que hacen parte de CMISA.
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A partir de la confirmacién del subclado de los 55 aislamientos, fueron seleccionados 24
aislamientos para la obtencién de proteinas y posteriores inmunoensayos, los cuales se
muestran en la tabla 2. Los pardmetros que se tuvieron en cuenta para la eleccién de
estos aislamientos fueron origen biologico, distribucion dentro del arbol filogenético y una
evaluacion de factores de virulencia, realizada con anterioridad a este proyecto por
CMISA.

Tabla 2. Aislamientos de CMISA seleccionados para los inmunoensayos

Factores de virulencia

D Clado Subclado  Fuente gen gen gen gen | roteina

CMISA . : hipotética
ompL1 lipL32 loa22 ligB 21834
1 Lep031 P P1 Bovino + + + - -
2 Lep032 P P1 Bovino + + + + +
3 Lep035 P P1 Porcino + + + + -
4 Lep036 P P1 Porcino + + + + -
5 Lep037 P P1 Bovino + + + + +
6 Lep040 P P1 Humano + + + + +
7 Lep045 P P1 Humano + + + + +
8 Lep049 P P1 Porcino + + + + +
9 Lep054 P P1 Canino + + + + +
10 Lep058 P P1 Roedor + + + + +
Ambiental-
11 Lep064 P P1 agua + + + + +
12 Lep091 P P1 Bovino + + + + +
13 Lep042 P P2 Humano - + - - -
14 Lep044 P P2 Humano - + - - -
15 Lep051 P P2 Porcino - + + + -
16 Lep056 P P2 Roedor - - - + -
17 Lep059 P P2 Roedor - + + + -
Ambiental-
18 Lep067 P P2 agua - + + + -
Ambiental-
19 Lep070 P P2 agua + + - + -
Ambiental-
20 LepQ77 P P2 agua - - - - -
Ambiental-
21 Lep078 P P2 agua - - + + -
22 Lep080 P P2 Bovino - + + + -
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4.2. Obtencion de proteinas a partir de aislamientos y cepas de referencia de

Leptospira de la CMISA

Fue realizada la obtencién de tres fracciones de proteinas de 24 aislamientos de la
CMISA vy seis cepas de referencia. De los aislamientos elegidos, 12 fueron clasificados
dentro del subclado P1 y 12 dentro del P2 (Tabla 2). Por otro lado, las seis cepas de
referencia (Tabla 3) utilizadas fueron elegidas teniendo en cuenta su presencia en la

mayoria de las vacunas disponibles para la prevencién de la leptospirosis.

Tabla 3. Cepas de referencia seleccionadas en el estudio

ID , .
CMISA Clado Subclado Especie Serovar Cepa Origen
1 Lep009 P P1 L. interrogans Canicola HonciIVUgecht INTA-Argentina
2 Lep01l4 P P1 L. interrogans Grippotyphosa  Moskva V INTA-Argentina
3 Lep0l5 P P1 L. , Hardjo Hardjo-bovis INNPAZ-
borgpetersenii Argentina
4 Lep0l6 P P1 L. interrogans Hardjo Hardjoprajitmo  INTA-Argentina
5 Lep018 P P1 L. interrogans  Copenhageni INTA-Argentina
6 Lep025 P P1 L. interrogans Pomona Pomona INTA-Argentina

Proteinas de bacteria completa no solubles

La primera fraccion de proteinas corresponde a las proteinas de bacteria completa no
solubles, dentro de la cual se pueden encontrar proteinas citoplasmaticas, periplasmaticas
y de membrana interna y externa (Gonzalez et al., 2003), no solubles. La mayoria de las
proteinas no solubles reportadas en Leptospira spp. son OMPs y teniendo en cuenta su
exposicion al medio extracelular, presentan un potencial antigénico importante por su
contacto directo con el sistema inmune de su hospedero en el proceso de infeccion
(Grassmann et al., 2017; Nascimento et al., 2018). Los perfiles obtenidos se encuentran
en la Figura 5, donde se evidencian bandas desde 11 hasta 200 KDa, con patrones
heterogéneos. A pesar de la heterogeneidad de estos patrones, resaltan algunas bandas

que se puede observar conservadas en aislamientos y cepas de referencia.
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Figura 5. Gel de SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie, con proteinas de bacteria completa
no solubles de aislamientos y cepas de referencia de Leptospira spp. de la CMISA.

En todos los aislamientos P1 y cepas de referencia, asi como en algunos aislamientos P2,
como Lep 051, se puede observar una banda de 61,2 a 63,4 KDa, que podria
corresponder a las lipoproteinas de membrana reportadas LruA de 62 KDa (Verma et al.,
2005) o Lsa63 de 63 KDa (Vieira et al., 2010). También se observan una serie de bandas,
gue resaltan en los aislamientos P1, que se encuentran entre los 31,3 y 46,9 KDa, que
podrian corresponder a las lipoproteinas LipL32 de 32 KDa (Haake et al., 2000), LipL36
de 36 KDa (Haake et al., 1998), LipL45 de 45 KDa (Matsunaga et al., 2002) o las
proteinas transmembranales OmpL36 de 36 KDa, OmpL37 de 37 KDa (Pinne & Haake,
2009) y OmpL1 de 31 — 33 KDa (Evangelista et al., 2014; Shang et al., 1995).
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Por ultimo predomina una banda que oscila entre 18,5 a 29,6 KDa tanto en aislamientos
P1 y cepas de referencia, como en aislamientos P2, que corresponden a pesos
moleculares caracteristicos de LPS, reconocidos como responsables de producir
inmunidad T independiente (Doungchawee et al., 2008).

En las electroforesis bidimensionales de dos aislamientos (Lep 032 — P1y Lep 051 — P2),
cuyos geles se muestran en la figura 6, se pueden observar proteinas de baja
abundancia, que se refleja en puntos de baja intensidad o difusos. Por el contrario, se
pueden observar varios puntos de proteinas, que se distribuyen principalmente entre los
puntos isoeléctricos (pls) 4 — 7 y estan casi ausentes en rangos de pH bésicos. Estos
datos se encuentran de acuerdo con estudios previos que han demostrado la focalizacion
de las proteinas leptospirales entre pls 4 y 7 (Vieira et al., 2009). Se observan tres puntos
conservados en los aislamientos, el primero con 66,5 a 69,2 KDa y pl de 4,8 a 5, el

segundo con 33,9 a 37,4 KDa y pl de 4 a 4,4 y el tercero con 31,9 a 35,6 KDa y pl entre
4,3y 4,4
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Figura 6. Geles de 2-DE tefiidos con azul de Coomassie con proteinas de bacteria completa no
solubles, de dos aislamientos (Lep 032 — P1y Lep 051 — P2).

Proteinas de bacteria completa solubles

La segunda fraccion corresponde a proteinas de bacteria completa solubles, que pueden
corresponder a proteinas citoplasmaticas, periplasmaticas y de membrana interna y
algunas de externa como OmpL37 y OmpL47 (Gonzalez Rodriguez et al., 2003; Pinne &
Haake, 2009), no obstante el mayor porcentaje de proteinas reportadas como solubles

para Leptospiras P1, corresponden a proteinas citoplasmaticas (Humphryes et al., 2014),
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por lo cual su exposicion al sistema inmune es bastante reducida dentro del proceso
infeccioso, disminuyendo asi su potencial antigénico (Grassmann et al., 2017). Los
perfiles de proteinas de ésta fraccion se muestran en la figura 7, en los cuales se
evidencian que algunas bandas de proteinas son compartidas entre algunos aislamientos,
sin embargo, no se evidencia un patrén comun tanto P1 como P2 y cepas de referencia.

Se pueden observar bandas de proteinas desde 20 y por encima de 150 KDa.
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Figura 7. Gel de SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie, con proteinas de bacteria completa
solubles de aislamientos y cepas de referencia de Leptospira spp. de la CMISA.

Proteinas secretadas

La dltima fraccion de proteinas fue de proteinas secretadas, es decir todas las proteinas
liberadas por Leptospira spp. al medio extracelular. Para la obtencion de dichas proteinas

los cultivos de Leptospira spp. fueron sometidos a estrés térmico y osmotico. Lo anterior
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teniendo en cuenta, por un lado, que se ha evidenciado que muchos genes leptospirales
son regulados por mecanismos de termorregulacion (Lo et al., 2006). De igual manera se
ha encontrado que la osmolaridad constituye una parte importante en el control de la
expresion de proteinas leptospirales (Haake D. A, 2018).

Los perfiles electroforéticos de las proteinas secretadas de los 24 aislamientos y las seis
cepas de referencia son presentados en la figura 8. Se evidencian bandas de diversos
pesos moleculares, desde 150 a 13 KDa en la mayoria de los perfiles. Sin embargo,
resalta una banda que oscila entre 60 y 74,5 KDa, que se encuentra conservada en las
cepas de referencia y los aislamientos de los subclados P1 y P2, pesos moleculares que
corresponden a diversas proteinas secretadas reportadas con anterioridad. Dentro de
éstas proteinas reportadas se cuentan la hemolisina SphH de L. interrogans serovar Lai,
de 64 KDa (Lee et al., 2002) y las subunidades Sph1, Sph2 y Sph3 de la Fosfodiesterasa
de esfingomielina Sph también de L. interrogans serovar Lai, cuyas masas moleculares
son 68.192, 71.030 y 64.433 KDa, respectivamente (Zhang et al., 2005). También han
sido reportadas proteinas con actividad gelatinasa de 66, 71 y 72 KDa, encontradas por
zimografia (da Silva et al., 2018; Madathiparambil et al., 2011). De igual manera en L.
interrogans serovar Kennewicki cepa Fromm fueron identificadas 10 proteinas del
exoproteoma que oscilan entre 60,354 y 73,904 KDa, entre las cuales se encuentran una
Acetolactato sintasa (60,962 KDa), Coenzima A transferasa (65,478 KDa) y Acetil-
coenzima A sintetasa (73,306KDa) (da Silva et al., 2018).

En la figura 9 se muestra la misma fraccion de proteinas secretadas, separadas mediante
geles de 2-DE, que se focalizaron en el rango de pH de 3-10 y la masa molecular se
separé en geles de acrilamida al 12,5%, tefiidos con azul de Coomassie. Se pueden
observar varios puntos de proteinas para los aislamientos Lep 032 y Lep 051 que se
distribuyen principalmente entre los puntos isoeléctricos (pls) 4 — 7 y estan casi ausentes
en rangos de pH basicos. La banda que se observé conservada en los perfiles por SDS-
PAGE, se observa para Lep 032 con dos grandes puntos de 60 KDa con pls entre 5y 5,2,
y para Lep 051 con 5 puntos de 55 KDa con pls entre 5,2y 5,7.
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Figura 8. Gel de SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie, con proteinas secretadas de
aislamientos y cepas de referencia de Leptospira spp. de la CMISA.

4.3. Anticuerpos vacunales y de infeccién

A partir de los sueros obtenidos de bovinos, se realiz6 la purificacion de inmunoglobulinas
por medio de sulfato de amonio y acido caprilico, las cuales se separaron por peso
molecular en un SDS-PAGE, cuyo resultado se muestra en la figura 10. Las
inmunoglobulinas purificadas por los dos métodos permitieron la observacion de las
cadenas pesada o cadena H y liviana o cadena L, de las cuales se reportan pesos
moleculares aproximados de 50 y 25 KDa respectivamente (Janeway et al., 2001). Sin

embargo, para las inmunoglobulinas obtenidas por medio de sulfato de amonio, se
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Figura 9. Geles de 2-DE tefidos con azul de Coomassie con proteinas secretadas, de dos
aislamientos (Lep 032 — P1y Lep 051 — P2).

pueden observar proteinas de menor peso molecular, por lo cual se decidi6 trabajar con
las inmunoglobulinas purificadas por medio de acido caprilico para los inmunoensayos
posteriores. Adicional a esto fueron obtenidos sueros murinos preinmunizados e
inmunizados, a partir de la vacunacion de dos grupos de ratones con las vacunas
comerciales Bovisan® LEPTO 8 y Blindagan®, para su directa utilizacion en los

inmunoensayos posteriores.
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4.4. Inmunoensayos

Teniendo los insumos necesarios (antigenos y anticuerpos), se llevaron a cabo pruebas
de ELISA para medir la reactividad de las diferentes fracciones de proteinas leptospirales,
frente a inmunoglobulinas producidas a partir de la vacunacion (sueros murinos) y frente a
inmunoglobulinas producidas a partir de reto en campo (inmunoglobulinas purificadas a
partir de sueros bovinos). Para la medicion de los titulos en cada uno de los ensayos que
se llevaron a cabo, primero se obtuvieron los puntos de corte de cada una de las
fracciones de proteinas de las seis cepas de referencia, enfrentadas a sueros murinos
preinmunizados, cuyas curvas de titulacion se encuentran en la figura 11. Para la
determinacion de los puntos de corte se fue calculada la media y la desviacion estandar
de las absorbancias obtenidas a 492 nm, en las diferentes diluciones seriadas de los
sueros preinmunes. Se establecieron puntos de corte para los experimentos en
laabsorbancia de 0,24 para proteinas secretadas, 0,27 para proteinas de bacteria
completa solubles y 0,22 para proteinas de bacteria completa no solubles, a partir de los

valores de la media, mas tres desviaciones estandar.
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Figura 11. Curvas de titulacion de pruebas de ELISA utilizando como antigenos las tres

fracciones de proteinas de cepas de referencia, frente a sueros murinos pre-inmunizados.
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Una vez establecidos los puntos de corte, fueron enfrentadas mediante pruebas de ELISA
las diferentes fracciones de proteinas leptospirales de las cepas de referencia, con los
sueros murinos inmunizados y las inmunoglobulinas de infeccion, para la medicion de los
titulos de anticuerpos. En la figura 12 se pueden observar los titulos de anticuerpos de las
tres fracciones de proteinas enfrentadas a los sueros murinos inmunizados con vacunas
comerciales, cuya informacion se encuentra en el anexo 2. Para la vacuna Bovisan®
LEPTO 8 fueron obtenidos los mayores titulos tanto para las proteinas secretadas (1600),
con los serovares Grippotyphosa, Hardjo y Copenhageni, en comparacion con la vacuna
Blindagan®, en la cual, los titulos mas altos (3200) fueron obtenidos en proteinas de
bacteria completa no solubles del serovar Hardjo. Los titulos bajos de las proteinas de
bacteria completa no solubles, enfrentadas a los sueros inmunizados de las dos vacunas
evaluadas, se correlacionan con mediciones de titulos por MAT, para la evaluacion de la
respuesta inmune de vacunas leptospirales en bovinos (Favero et al., 2018). Al enfrentar
las tres fracciones de proteinas de las cepas de referencia, con las inmunoglobulinas
obtenidas a partir de sueros bovinos (Figura 10), se alcanzaron titulos de 200 y 400 con
las proteinas secretadas de tres cepas de referencia y titulos nulos con las otras tres. La
fraccion de proteinas de bacteria completa solubles, presentaron titulos con todas las
cepas evaluadas, de entre 100 y 400. De igual forma se presentaron titulos de hasta 800
con la fraccién de proteinas de bacteria completa no solubles, fraccion en la cual puede
ser encontrados los LPS, responsables de la inmunidad tipo T independiente
(Doungchawee et al., 2008).

Se evaluaron de igual forma las tres fracciones de proteinas de los 24 aislamientos de
CMISA, enfrentadas tanto a sueros murinos inmunizados, como a inmunoglobulinas de
infeccion. En la figura 13 se pueden observar los titulos de anticuerpos obtenidos tanto
para aislamientos P1 como P2, enfrentados a los sueros murinos inmunizados, resultados
gue permiten evidenciar la baja proteccion que presentan algunas vacunas disponibles,
frente a aislamientos de Leptospira circulantes en el territorio colombiano. Se evidencia de
nuevo que la fraccién de proteinas de bacteria completa solubles presenta los titulos méas
bajos o nulos, independientemente de los aislamientos evaluados o la vacuna utilizada
para la inmunizacion de los murinos. Para los aislamientos P1 se encontraron titulos bajos
en las fracciones de proteinas secretadas y de bacteria completa no solubles, mientras
que para los aislamientos P2 la mayor respuesta inmune se ve asociada a proteinas de

bacteria completa no solubles, con titulos de hasta 800
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Figura 12. Titulos de anticuerpos obtenidos por ELISA para las proteinas de cepas de
referencia enfrentadas a sueros murinos con anticuerpos vacunales a partir de la inmunizacion

con dos vacunas comerciales y a anticuerpos purificados a partir de sueros bovinos.

Para la ultima etapa de las pruebas de ELISA se midieron los titulos de anticuerpos,
enfrentando las tres fracciones de proteinas de los 24 aislamientos, a las
inmunoglobulinas purificadas a partir de sueros bovinos, resultados que se muestran en la
figura 14. No son evidentes diferencias significativas en los titulos obtenidos para los
aislamientos P1 y P2. Para todos los aislamientos fueron obtenidos titulos de 100 o 200,
independientemente la fraccién de proteinas evaluada. Estos resultados se correlacionan
con los obtenidos por Carrizo et al. (2009), en los que ni por medio de MAT ni por ELISA,
fue posible obtener resultados positivos al evaluar sueros de llama con leptospirosis, y
formulan la hipétesis que las mezclas antigénicas no permiten obtener la sensibilidad

necesaria para la deteccion positiva.
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Figura 13. Titulos de anticuerpos obtenidos por ELISA para las proteinas de aislamientos P1 y

P2 de la CMISA enfrentadas a sueros murinos inmunizados con dos vacunas comerciales.

Con el fin de evidenciar la reactividad especifica de proteinas leptospirales separadas por
peso molecular, fueron realizados Western Blots, en los cuales se evaluaron las
fracciones de proteinas de bacteria completa no solubles y secretadas, teniendo en
cuenta la baja reactividad presentada con las proteinas de bacteria completa solubles de
los aislamientos, encontrada por medio de las pruebas de ELISA. Dichas fracciones de
proteina correspondian a tres aislamientos P1 y dos P2. Estas dos fracciones fueron
enfrentadas a los sueros murinos inmunizados con la vacuna Bovisan® LEPTO 8,
teniendo en cuenta que en su composicion solo se encuentran serovares de Leptospira, y

frente a las inmunoglobulinas purificadas a partir de sueros bovinos.
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Figura 14. Titulos de anticuerpos obtenidos por ELISA para las proteinas de aislamientos P1 y
P2 de la CMISA enfrentadas a inmunoglobulinas purificadas a partir de sueros bovinos.

La primera de las fracciones evaluadas fue de proteinas de bacteria completa no solubles.
Al igual que en el inmunoensayo inmediatamente anterior, las proteinas de los
aislamientos P1 Lep 032, Lep 035 y Lep 037 y los aislamientos P2 Lep 051 y Lep 080,
fueron separadas por medio de un SDS-PAGE (Figura 15A) y transferidas a membranas
de nitrocelulosa, para ser enfrentadas a sueros murinos inmunizados con la vacuna
Bovisan® LEPTO 8 (Figura 15B) o al pool de inmunoglobulinas de infeccién (Figura 15C).
Al enfrentarlas con los sueros murinos, se pudo observar reactividad en bandas de pesos
moleculares aproximados para Lep 032 (40,2 y 24 KDa) y Lep 035 (39,9 y 25,5 KDa), lo
gue podria indicar una banda conservada para aislamientos P1, pero no comun para todo
el clado P. La banda de menos peso molecular, podria corresponder a la lipoproteina de
membrana externa LipL21, reportada con reactividad para sueros bovinos anteriormente
(Carrizo, et al., 2009). Para Lep 037 se presentd, al igual que en la fraccion de proteinas
secretadas una reactividad exacerbada, con muchas proteinas del carril. El aislamiento

P2 Lep 051 present6 una leve reactividad en una banda correspondiente a 66 KDa,
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Figura 15. Andlisis por Western blot de la reactividad de proteinas de bacteria completa no
solubles de aislamientos de la CMISA. A. Gel de SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie,
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membranas de nitrocelulosa para ser enfrentados a B. sueros murinos inmunizados con la
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mientras que en el otro aislamiento P2 (Lep 080) no se presentd ningldn tipo de
reactividad. La membrana que fue enfrentada a las inmunoglobulinas de infeccion no

presento reactividad con ninguno de los aislamientos.

La segunda fraccion evaluada fue la de proteinas secretadas; en la figura 16A se puede
observar el perfil de proteinas para esta fraccion de los aislamientos P1 Lep 032, Lep 035
y Lep 037 y los aislamientos P2 Lep 051 y Lep 080, en los cuales se evidencia de nuevo
la banda conservada de entre 60 y 74,5 KDa, observada en los perfiles iniciales (Figura
8). Estas bandas separadas por SDS-PAGE fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa y enfrentadas a sueros murinos inmunizados con la vacuna Bovisan®
LEPTO 8 (Figura 16B) o a las inmunoglobulinas de infeccion (Figura 16C). Se puede
observar reactividad con los sueros murinos, en bandas de los aislamientos P1 Lep 032
(62,2 KDa), Lep 037 (67,3 KDa) y para el aislamiento P1 Lep 051 (64,7 KDa), que
corresponden a la banda conservada descrita con anterioridad. También se presenta
reactividad exacerbada con gran cantidad de bandas para el aislamiento P1 Lep 037. Por
el contrario, no se puede observar ningun tipo de reactividad con el aislamiento P2 Lep
080. En cuanto a las inmunoglobulinas de infeccién, no se evidencia reactividad con
ninguna de las bandas, lo cual podria indicar que la reactividad observada en las pruebas
de ELISA, aunque baja, puede deberse a proteinas en conformacion nativa, al igual que

con las proteinas de bacteria completa no solubles.

La identificaciébn de proteinas expuestas en la superficie bacteriana o secretadas, es
importante para entender las interacciones de Leptospira con el ambiente (hospedero) y
por tanto la posibilidad de usarlas como antigenos protectores ante las diferentes
especies causantes de enfermedad dentro del género, ya sean pertenecientes al subclado
P1 o P2. Para éste caso, aspectos como la abundancia de los posibles antigenos
protectores (Cullen et al., 2005) o el tipo de estimulo externo que necesita la bacteria para
traducir y transcribir una proteina (Picardeau, 2015) se hacen relevantes, en el momento

de generar una respuesta inmune.
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Teniendo en cuenta lo anterior, al analizar las tres diferentes fracciones de proteinas, se
evidencia que las que tienen mayor potencial como inmundgenos son las proteinas de
bacteria completa no solubles y las proteinas secretadas, teniendo en cuenta su
interaccion con el sistema inmune en el momento de la infeccién. La capacidad de
generar una respuesta inmune por parte de la fraccion de proteinas de bacteria completa
solubles es menor, teniendo en cuenta que la mayoria de proteinas reportadas como
solubles, hacen parte del citoplasma de Leptospira (Grassmann et al., 2017; Humphryes
et al., 2014).

En cuanto a la fraccidn de proteinas de bacteria completa no solubles, las mas reportadas
son las OMPs. Dentro de estas, las proteinas identificadas como mas abundantes son
LipL32, LipL21 y LipL41 (Cullen et al., 2005). LipL32 presente tanto en P1 como en P2, se
considera un factor de virulencia importante, ya que mejora la hemdlisis mediada por la
esfingomielinasa SphH y ha sido identificada como una proteinas inmunogénica
(Humphryes et al., 2014), sin embargo, en el momento de ser usada como inmundgeno,
no evita la colonizacién de los 6rganos por parte de Leptospira (Maneewatch et al., 2008).
De igual manera LipL41, la cual no ha sido reportada en P2, ha presentado
inmunoproteccion parcial al ser combinada con la proteina transmembranal OmpL1
(Haake et al., 1999). Por ultimo la proteina LipL21 ha demostrado su reactividad frente a
sueros bovinos positivos para leptospirosis (Carrizo et al., 2009), proteina que por peso
molecular podria corresponder a la bandas que presentaron reactividad en ésta fraccion
de proteinas precisamente, para los aislamientos P1 Lep 032 y Lep 035, pero no para
ninguno de los aislamientos P2 (Figura 15B).

La dltima fraccién de proteinas evaluada, las proteinas secretadas, muestran un potencial
como inmundgeno alternativo no-serovar dependiente, teniendo en cuenta la reactividad
presentada en bandas de entre 62,2 y 67,3 KDa, tanto en aislamientos P1 como P2
(Figura 16B). Existen varias proteinas secretadas bien caracterizadas para especies P1,
como proteasas (da Silva et al., 2018) y hemolisinas (Zhang et al., 2005), sin embargo no
se han encontrado estudios sobre sus contrapartes en el subclado P2. De igual forma se
encuentran contados antecedentes de estudios de éstas proteinas como inmundgenos
(Hashimoto et al., 2013), lo cual abre una puerta para ésta proteina reactiva a nivel
experimental para futuras investigaciones sobre el papel de las proteinas secretadas en la

inmunidad frente a leptospirosis.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en éste trabajo se pudo confirmar el bajo o nulo
potencial inmunogénico de proteinas citoplasmaticas y periplasméticas, presentes para
éste caso en la fraccion de proteinas de bacteria completa solubles (Figuras 12 y 13). Por
el contrario las fracciones de proteinas de bacteria completa no solubles y proteinas
secretadas, demostraron ser candidatos para la prevencion de la leptospirosis (Figuras 15
y 16), lo que seria de gran importancia para el control de la enfermedad, principalmente
en animales de produccion como los bovinos. Frente a la posibilidad de producir
reactividad cruzada entre especies P1y P2, las proteinas secretadas son las fraccién con
mayor potencial, de acuerdo con los inmunoensayos de la figura 16.

4.5. Identificacion de proteinas inmunoreactivas

A partir de los 5 puntos del gel de Lep 051 intermedia -P2 de la figura 9, los cuales
corresponden a la banda inmunoreactiva de la figura 16B en el mismo aislamiento P2, fue
posible la identificacion de las proteinas Enolasa, Factor de iniciacion de la traduccion 2
(IF2) y Factor de Elongacién Tu (EF-Tu), con puntajes en el patron de péptidos (-10IgP)
de 60,54, 73,21 y 238,87 respectivamente (Anexo 3). La proteina IF2 ha sido reportada
como una proteina citoplasmatica para asegurar que la sintesis de proteinas comience en
el codon correcto dentro de un ARN mensajero (Laursen, 2004). En cuanto a las proteinas
Enolasa y EF-Tu, ambas han sido anteriormente identificadas inicialmente como proteinas
citoplasmaticas, sin embargo se ha demostrado que pueden ser exportadas a la
membrana externa de Leptospira y secretadas, para la evasion del sistema de
complemento, razén por la cual se identifican como proteinas Moonlighting (Salazar &
Barbosa, 2017).

La Enolasa leptospiral dentro del citoplasma es responsable de la conversién de 2-
fosfoglicerato a fosfoenopiruvato durante la glicolisis (Nogueira et al., 2013). Por otro lado,
la enolasa secretada extracelularmente, se ha demostrado que se une a C4BP y al Factor
H del sistema de complemento, contribuyendo a la inactivacion de C4b y C3b (Barbosa &
Isaac, 2020). Para el caso de EF-Tu, inicialmente se reportd participando en la sintesis de
proteinas en el citoplasma, sin embargo se ha demostrado su habilidad para unirse a
factores del sistema de complemento (Factor H) y plasminégeno, permitiendo la

desactivacion de C3b que se encuentren opsonizando la superficie bacteriana y activando
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la plasmina, la cual permite la degradacién de proteinas del plasma sanguineo (Barbosa &
Isaac, 2020; Harvey et al., 2019).

Al igual que en los resultados obtenidos en el presente estudio, se ha evidenciado la
induccién de anticuerpos en estudios anteriores, por parte de las dos proteinas
identificadas. Fueron encontrados por un lado, anticuerpos contra la enolasa en hamsters
infectados con L. interrogans (Nogueira et al., 2013), y por otro lado han sido encontrados
anticuerpos contra EF-Tu durante infecciones causadas por Staphylococcus aureus,
Mycoplasma capricolum, Chlamydia trachomatis y Burkholderia pseudomallei, entre otros
microorganismos (Widjaja et al., 2017). No se tiene aun completa claridad sobre los
sistemas de secrecién de estas proteinas Moonlighting, sin embargo se habla de su
potencial como blancos terapéuticos (Jeffery, 2018). Estos antecedentes demuestran el
gran potencial como inmunégenos de las proteinas secretadas y para éste caso
especifico, las proteinas Enolasa y EF-Tu, que se ha demostrado estan presentes en

leptospiras P1y P2, generando reactividad cruzada.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Con el objetivo de caracterizar proteinas con reactividad cruzada entre especies P1y P2
de Leptospira spp, se hizo uso de los aislamientos que hacen parte de CMISA del Banco
de Microorganismos de Agrosavia, de diferentes origenes biolégicos y partes del pais.

Se llevé a cabo la confirmacién de la clasificacion taxondémica por medio de la
amplificacion del gen rrs, el cual representé una herramienta eficaz para la confirmacion
del género Leptospira dentro de los clados P y S, asi como dentro de los subclados P1y
P2. La identificacién de un alto numero de aislamientos (24/55) dentro del subclado P2
(Figura 4), evidencia la alta circulacién de estas especies, teniendo en cuenta que CMISA

es un reflejo de la diversidad del género en Colombia.

De acuerdo a los resultados de las pruebas de Elisa con sueros hiperinmunes, queda en
evidencia que las vacunas que se encuentran disponibles para la prevencion de la
leptospirosis, no generan reactividad significativa frente a proteinas provenientes de

aislamientos circulantes dentro del territorio Colombiano (Figura 13).

La evidencia de una banda de proteinas secretadas que present6 reactividad (Figura 16),
conservada en aislamientos tanto P1 como P2, identificadas como Enolasa, IF2 y EF-Tu,
permite visibilizar un antigeno que pueda solucionar algunos de los problemas que se
tienen en la actualidad con las vacunas leptospirales, teniendo en cuenta que permitiria la
generacion de reactividad cruzada y por su naturaleza proteica, posibilitaria la generacion
de memoria inmune T dependiente, lo que implica la inmunizacién a largo plazo, por lo

cual podria considerarse un candidato vacunal o de diagnostico idoneo.

A nivel metodolégico, considerando que las proteinas leptospirales se encuentran casi
ausentes en pHs basicos, seria importante realizar electroforesis 2-DE con tiras IPG de
pH inmovilizado en un rango de 4-7, aumentando la concentracion, para obtener mayor
definicion de los puntos (Figuras 6 y 9). De igual manera es importante la evaluacion de la
reactividad por Western blot de proteinas nativas, para la identificacion de epitopos
discontinuos que puedan también ser candidatos vacunales o de diagnéstico (Figuras 15
y 16).
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A partir de los datos obtenidos dentro del presente proyecto, podria llevarse a cabo un
disefio experimental, que permita la evaluacion de las proteinas secretadas que
presentaron reactividad. La formulacion de una vacuna que incluya un inmundgeno de
origen proteico, para la prevencion de la leptospirosis, permitiria reducir los efectos
negativos de esta infeccion en las ganaderias del pais, lo que redundaria en el impulso de
la economia de éste sector.
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Anexo 1. Aislamientos pertenecientes a la CMISA

ANEXOS

Referencia o Muestra
CMISA Departamento Municipio Hospedero biolégica
Lep031 Cundinamarca Cundinamarca Bovino Rifion
Lep032 Cundinamarca Cundinamarca Bovino Rifion
Lep033 Cundinamarca Cundinamarca Cerdo Feto
Lep034 Cundinamarca Cundinamarca Cerdo Feto
Lep035 Cundinamarca Cundinamarca Cerdo Feto
Lep036 Cundinamarca Cundinamarca Cerdo Feto
Lep037 Cundinamarca Cundinamarca Bovino Feto
Lep038 Cundinamarca Cundinamarca Bovino Feto
Lep039 Cundinamarca Cundinamarca Bovino Feto
Lep040 Cundinamarca Cundinamarca Humano orina
Lep041 Risaralda Combia Humano orina
Lep042 Risaralda Combia Humano orina
Lep043 Quindio Circasia Humano orina
Lep044 Quindio Circasia Humano orina
Lep045 Caldas Chinchina Humano orina
Lep046 Caldas Villa Maria Cerdo orina
Lep047 Caldas Manizales Cerdo Higado
Lep048 Caldas Manizales Cerdo orina
Lep049 Quindio Circasia Cerdo Pulmon
Lep050 Caldas Manizales Cerdo Higado
Lep051 Caldas Manizales Cerdo Pulmon
Lep052 Caldas Manizales Cerdo Pulmon
Lep053 Caldas Palestina Cerdo orina
Lep054 Risaralda Pereira Canino orina
Lep055 Caldas Chinchina Roedor Higado
Lep056 Caldas Chinchina Roedor Higado
Lep057 Quindio Circasia Roedor Higado
Lep058 Caldas Circasia Roedor Rifion
Lep059 Quindio Circasia Roedor Pulmon
Lep060 Quindio Circasia Roedor Rifion
Lep061 Risaralda Pereira Roedor Higado
Lep062 Quindio Circasia Agua Chupon gestante Agua
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Lep063 Quindio Circasia Agua de tanque Agua
Lep064 Risaralda Combia Tanque de almacenamiento Agua
Lep065 Risaralda Combia Tanque de almacenamiento Agua
Lep066 Risaralda Combia Tanque de lavado Agua
Lep067 Risaralda Combia Tanque de lavado Agua
Lep068 Risaralda santa Rosa be Agua residual Agua
Cabal
Lep069 Risaralda Santa Rosa De Agua residual Agua
Cabal
Lep070 Risaralda Santa Rosa be Agua residual Agua
Cabal
Lep071 Caldas Villa Maria Agua nacimiento Agua
Lep072 Caldas Chinchina Tanque de almacenamiento Agua
Lep073 Caldas Palestina Pozo superficial Agua
Lep074 Caldas Circasia Agua Chupon gestante Agua
Lep075 Caldas Manizales Tanque de almacenamiento Agua
Lep076 Quindio Circasia Agua Chupon gestante Agua
Lep077 Quindio Circasia Tangue de almacenamiento Agua
Lep078 Quindio Circasia Tangue de almacenamiento Agua
Lep079 Risaralda Combia Agua residual Agua
Lep080 Narifio Sapuyes Bovino Rifion
Lep081 Narifio Taquerres Bovino Rifion
Lep091 Meta Guamal Bovino Rifion
Lep092 Cundinamarca Lenguazaque Bovino orina
Lep093 Cundinamarca Zipaquira Bovino Rifion
Lep094 Meta Castilla La Nueva Bovino orina

Anexo 2. Informacién de las vacunas usadas en la inmunizaciéon de ratones

No. Vacuna Laboratorio Especies Composicidn
1 Bovisan® Virbac Bovinos, Leptospira interrogans serovares Canicola,
LEPTO 8 ovinos y Grippotyphosa, Hardjo tipo Hardjoprajitno,
porcinos. Icterohaemorragiae, Pomona, Tarassovi,
Wolffy, Leptospira borgpetersenii serovar

Hardjo tipo Hardjobovis.
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2 Blindagan® Vecol Bovinos Virus de IBR (Rinotraqueitis Infecciosa Bovina),
DVB (Diarrea Viral Bovina — virus Citopatico y
no Citopatico), Parinfluenza tipo 3 (PI3), virus
Respiratorio  Sincytial Bovino (VRSB) vy
Leptospira (siete serovares: Pomona,
Icterohaemorrhagiae, Canicola, Hardjo,
Tarassovi, Grippotyphosa y Bratislava) y dos

serovares de Campylobacter.

Anexo 3. Resultados datos crudos espectrofotometria de masas

Punto Coverage Area # # #Spec Avg
2-DE -10IgP (%) San11ple Peptides Unique Sar?ple PTM Mass Description

Elongation factor Tu
OS=Leptospira
interrogans serogroup
100.80 5 2.18E6 2 2 4 Y 43574 Icterohaemorrhagiae
serovar Lai (strain 56601)
0X=189518 GN=tuf PE=3
1 sv=1

Translation initiation factor
IF-2 OS=Leptospira biflexa
serovar Patoc (strain
Patoc 1/ Ames)
0X=355278 GN=infB
PE=3 SvV=1

71.82 2 1.21E5 1 1 1 N 97208

Translation initiation factor
IF-2 OS=Leptospira biflexa
serovar Patoc (strain
Patoc 1 / Ames)
0X=355278 GN=infB
PE=3 Sv=1

73.21 2 2.15E5 1 1 1 N 97208

2 Elongation factor Tu
OS=Leptospira
interrogans serogroup

62.84 2 2.6E5 1 1 1 N 43574 Icterohaemorrhagiae
serovar Lai (strain 56601)
0X=189518 GN=tuf PE=3
Sv=1

Elongation factor Tu
OS=Leptospira
interrogans serogroup
142.46 12 3.08E6 4 4 5 N 43574 Icterohaemorrhagiae
serovar Lai (strain 56601)
3 0X=189518 GN=tuf PE=3
Sv=1

Translation initiation factor
IF-2 OS=Leptospira biflexa
serovar Patoc (strain
Patoc 1/ Ames)

81.09 2 1.57E6 1 1 2 N 97208
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0X=355278 GN=infB
PE=3 Sv=1

238.87

19

1.9E7

7

17

Y

43574

Elongation factor Tu
OS=Leptospira
interrogans serogroup
Icterohaemorrhagiae
serovar Lai (strain 56601)
0X=189518 GN=tuf PE=3
sv=1

60.54

4

3.87E4

2

N

46736

Enolase OS=Leptospira
biflexa serovar Patoc
(strain Patoc 1 / Ames)
0X=355278 GN=eno
PE=3 Sv=1

5

233.54

30

4.73E7

10

10

31

Y

43574

Elongation factor Tu
OS=Leptospira
interrogans serogroup
Icterohaemorrhagiae
serovar Lai (strain 56601)
0X=189518 GN=tuf PE=3
Sv=1
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