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2 RESUMEN

Leptospira es el agente etiologico de la leptospirosis, que es una zoonosis bacteriana distribuida en todo el mundo. Las
infecciones zoondticas en humanos con Leptospiras son un importante problema de salud pablica en los paises en desarrollo. Se
estan desarrollando vacunas y metodologias de deteccion de Leptospira sp, donde proteinas con un alto nivel de conservacion
en su secuencia de aminoacidos se estan utilizando y representan una buena alternativa. La proteina LipL21 se ha descrito
como un buen blanco para estos objetivos. Aqui se describe la purificacién de la proteina LipL21 recombinante. Purificamos
el ADN cromosomico de Leptospira interrogans serovar Canicola aislado en Santiago de Chile. Utilizamos una reaccion en
cadena de la polimerasa para la amplificacion del gen lipl21y se clon6 en el plasmido pET21a y la proteina recombinante se
expresé en cultivo bacteriano E. coli BL21 (DE3). La proteina LipL21 recombinante se purificé en un alto grado pureza. Nuestra
proteina LipL21 recombinante podria usarse en el desarrollo de pruebas inmunolégicas para la deteccion de IgM e IgG en sueros
humanos, considerando que es una enfermedad zoonética, que ademas tiene diagnéstico diferencial con Hanta virus.
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@ ABSTRACT

Leptospira is the etiologic agent of leptospirosis, a bacterial zoonosis distributed
worldwide. It is known that zoonotic infections of humans with Leptospires sp are a
significant public health problem in developing countries. Vaccines and detection
methodologies against Leptospira are under development and protein with a conserved
amino acid sequence proteins has been used. The LipL21 protein has described as a
good target by these aims.

Here we described the recombinant LipL21 protein purification. We purify
Chromosomal DNA from Leptospira interrogans serovar Canicola isolated in Santiago
of Chile. We used a Polymerase Chain Reaction for lipl21 gene amplification and it was
cloned into pET21a plasmid and the recombinant protein was expressed in E. coli BL21
(DE3) bacterial culture. The recombinant LipL21 protein was purified in high purity grade.

Our recombinant LipL21 protein could be used in the development of immunological
tests for the detection of both IgM and IgG in human sera, considering that it is a zoonotic
disease, which also has a differential detection with Hantavirus.
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INTRODUCCION

La leptospirosis es causada por espiroquetas infecciosas
gram-negativas del género Leptospira, familia Leptospiraceae
(1). La clasificacion inicial de este género solo comprendia
dos especies, Leptospira interrogans (cepas patégenas)
y Leptospira biflexa (cepas saprofitas). En la actualidad el
género Leptospira se divide actualmente en 35 especies
clasificadas en tres grupos filogenéticos, que supuestamente
se correlacionan con la virulencia de la bacteria (2,3). La
leptospirosis es reconocida mundialmente como la zoonosis
reemergente mas extendida (4) y es un importante problema
de salud publica en los paises en desarrollo (5). Tiene una
incidencia estimada de 1.03 millones de casos en humanos
cada afio, con aproximadamente 59,000 muertes (6). La
leptospirosis también esta causando problemas de salud
importantes en muchas especies animales, incluidos: perros,
vacas, cerdos, caballos, ovejas, entre otros. Mientras tanto,
en los animales, la enfermedad es esencialmente diferente
de la leptospirosis humanayy se caracteriza por caracteristicas
clinicas agudas, con presencia de aborto y/o lesiones de
mltiples 6rganos como signos clinicos principales, pero
también pueden ocurrir infecciones crénicas, lo que resulta
en pérdidas econémicas significativas (s).

En humanos, la leptospirosis presenta una variedad
de manifestaciones clinicas, desde infeccion subclinica
asintomatica hasta enfermedad grave como meningitis,
neumonitis, hepatitis, nefritis, y pancreatitis (7-11), y puede
causar la muerte (12-13). Los roedores son los principales
reservorios de espiroquetas, y diferentes especies pueden
funcionar como anfitriones de mantenimiento. Los humanos
generalmente se infectan a través del agua contaminada o el
contacto directo con la orina infectada o los fluidos abortivos
de roedores y animales de produccién ganado (14-16). Existe
también la transmisién por contacto indirecto, siendo la de
mayor frecuencia e importancia en humanos. Se produce
por contacto indirecto con Leptospiras patégenas presentes
en ambiente (aguas, fango vy tierra contaminada), siendo
considerada una enfermedad ocupacional (2).

Enelentornoclinico, lapruebadeaglutinacion microscopica
(MAT) es el método seroldgico utilizado para el diagndstico
de leptospirosis. Sin embargo, debido a que esta técnica es
dificil, laboriosa y de alto riesgo para el operador debido a que
utiliza Leptospira en cultivo. Nuevos enfoques moleculares
(17) e inmunolégicos (18) se esta utilizando para mejorar la
clasificacion de los aislados de especies de Leptospira en
muestras de rutina. En la blsqueda de nuevas alternativas para
el desarrollo de vacunas y nuevas metodologias de deteccion,
diferentes proteinas se estan evaluando, entre ellas la LipL21,
que tiene la particularidad de serinmunogénicay se encuentra
presente en cepas patégenas de Leptospira (19, 20). En este
trabajo, reportamos la metodologia que nos permitié obtener
la proteina LipL21 a partir de un aislado chileno de Leptospira
interrogans serovar canicola.
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METODOLOGIA

Amplificacion del gen de la proteina LipL21

Los cultivos bacterianos de L. interrogans serovar
Canicola utilizados en este trabajo fueron donados por la
Dra. Jennifer Style del Servicio Agricola y Ganadero (SAG),
quien aislo esta bacterias de ratas capturadas en una vivienda
de Santiago, en donde fallecié6 su morador por infeccion
con Leptospira en el 2004. El DNA genémico fue purificado
mediante el kit comercial E.Z.N.A Biotech® vy utilizado para
la amplificacion del gen de lipl21 mediante PCR, utilizando
partidores de DNA obtenidos en base a la secuencia de DNA
de este gen disponible en GenBank®. La reaccion de PCR se
desarroll6 utilizando la enzima Pfu DNA Polymerase (Thermo
Scientific™) y el producto de amplificacion fue analizado
mediante geles de agarosa al 1% en buffer TAE 1X.

Los partidores de DNA para la reaccion de PCR fueron los
siguientes:

FLIP-1: 5’- CATATGATCAATAGACTTATCGCTCTATCTGTAGC -3
Ndel

RLIP-1: 5’- ctcgagttgtttgttggaaacttcttgtgctttcg -3’
Xho |

Clonamiento del gen de la proteina LipL21 en

el plasmidio pET21a

El producto de PCR fue purificado desde gel de agarosa
al 1% utilizando kit de purificacion comercial E.Z.N.A
Biotech®, el cual fue ligado al plasmido p-GEMT Easy
Promega® vy se transformé en £ coli DHsa, las que fueron
diseminadas en placas de agar LB, suplementada con 1
mg/ml de Ampicilina, 50 mg/ml X-Gal y 0,5 mM IPTG. Los
plasmidios recombinantes fueron analizados mediante
digestion con las enzimas de restriccion Ndel y Xhol, cuyas
secuencias de DNA fueron incluidas en los partidores de DNA
utilizados en la reaccion de PCR. El fragmento de DNA del
gen lipl21 liberado del plasmido p-GEMT Easy Promega® fue
subclonado en el plasmido de expresion procarionte pET21a,
el cual fue previamente digerido con las enzimas Ndel y Xhol
y trasformado en £. coliDHsa.

Expresion y purificacion de la proteina LipL21
recombinante

El plasmido pET21a-lipl21 fue purificado desde cultivos
bacterianos de £ coliy transformados en £ coliBL21 (DE3).
Colonias bacterianas aisladas fueron incubadas en medio
LB suplementado con glucosa (4 g/L) e incubadas hasta
0D600 0,5-0,6. Posteriormente la expresion de la proteina
fue inducida por 2 horas con IPTG 0,5 M. El sedimento
bacteriano se utilizé para la purificacion de la proteina LipL21
recombinante (rLipL21).
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La purificacion de rLipl21 fue realizada siguiendo
las instrucciones del fabricante de la resina Ni-NTA de
Novagen® (21). La purificacién de la proteina recombinante
fue analizada mediante geles de SDS-PAGE vy la identidad
de la proteina se verificd mediante Western Blot, utilizando
un anticuerpo monoclonal que detecta el residuo de seis
histidinas incorporadas a la proteina recombinante en su
extremo carboxilo terminal al ser clonado su gen en el
plasmido pET21a.

RESULTADOS

Obtencion del plasmido pET21a-lipl21
recombinante

El gen de la proteina LipL21 fue amplificado mediante
PCR, utilizando los partidores descritos en metodologia.
El programa de la PCR fue para la etapa de denaturacion
a 94°C por 1 minuto, hibridacion a 50°C por 30 segundos
y la extension a 72°C por 30 segundos. La reaccién de

Figura1

Analisis de amplificacion del gen de lipl21. El resultado de
la reaccion de PCR se analizd en gel de agarosa al 1% en
Buffer TAE 1x. Los fragmentos de DNA fueron visualizadas
por tincién con bromuro de etidio. Carril 1: Estandar de peso
molecular DNA A/Hind I1l. Carril 2. Amplicon del gen lipl21.

pb 1 2

9416
6557

4361

2322
2027

564
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PCR se realiz6 en 25 ciclos, utilizando la enzima Pfu Tag
DNA polimerasa. La PCR permiti6 obtener un amplicon de
aproximadamente 560 pares de bases (pb) (Figura 1).

El amplicon de DNA fue purificado desde el gel de
agarosa de acuerdo con lo descrito en metodologia y fue
clonado en el plasmido p-GEMT Easy Promega®, siguiendo
las indicaciones del fabricante. El clonamiento fue analizado
mediante digestion del plasmido pGEMTeasy-lipl21 con
las enzimas de restriccion Nhe |y Xho I, cuyas secuencias
de DNA que son reconocidas por estas enzimas fueron
incorporadas en los partidores que permitieron amplificar el
gen de lipl21 (Figura 2).

ElgendelaproteinaliplL21posteriormente fue subclonado
en el plasmido pET21a, para lo cual el plasmido pGEMTeasy-
lipl21 fue digerido con las enzimas de restriccion Nhe Iy Xho I,
liberandose un fragmento de DNA de aproximadamente 560
pb, el cual fue ligado al plasmido pET21a, el que previamente
fue digerido con las mismas enzimas de restriccion.

El plasmido pET21a-lipl21 fue analizado mediante
digestion con enzimas de restriccion (Figura 3), lo cual
permitié verificar el subclonamiento.

Figura 2

Andlisis de clonamiento del gen lilp21 en plasmido pGEM®-T
easy. Los plasmidos fueron analizados en gel de agarosa al
1% en Buffer TAE 1x, tefiidos con bromuro de etidio. Carril 1:
Estandar de peso molecular DNA A/Hind Ill. Carril 2. pGEM®-T
easy-lipl21. Carril 3: pGEM®-T easy-lipl21 digerido con la
enzima de restriccion £coRl.

1 2 3

564
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Figura 3

Andlisis de amplificacion del gen de
lipl21. El resultado de la reaccion de
PCR se analiz6 en gel de agarosa al 1%
en Buffer TAE 1x. Los fragmentos de
DNA fueron visualizadas por tincién con
bromuro de etidio. Carril 1: Estandar de

Figura 4

Anélisis de la obtencién de la proteina recombinante LipL21 (rLipL21). A.
Andlisis de la pureza de rLipL21 mediante SDS-PAGE 10%: Carril 1: Estandar de
peso molecular BenchMark Pre-Stained Protein Ladder; Carril 2: Extracto total
de £ coliBL21 (DE3) sin inducir con IPTG; Carril 3: Extracto total de £ col/BL21
(DE3) inducido con IPTG; Carril 4: rLipL21 purificada. B. Analisis de identidad
de rLipL21 mediante Western Blot, utilizando un anticuerpo monoclonal

peso molecular DNA A/Hind IlI. Carril 2.
Amplicén del gen lipl21. Carril 3: pET21
alipl21 digerido con las enzimas de
restriccion Nhely hil.

que reconoce especificamente los seis de residuos de histidina de rLipL21.
El gel de poliacrilamida descrito en A, sin tefiir, fue electrotransferido a una
membrana de nitrocelulosa.

SDS-PAGE WESTERN BLOT
1 2 3 . ’
9416 sg\nw 1 2 3 4 85I'»'I_Vul'v 1 4 3 4
6557 60 =it 60 —
4361 o -
40 — - 40 —
2322 . n |
2027 19,4 — o~ | 19,4 — —
564

La identidad del gen lipl21 clonado en el plasmido
fue analizado mediante secuenciacion de DNA, lo que
nos permitié detectar un marco de lectura abierto de 564
pb que codifica para una proteina de 188 aminoacidos
correspondientes al gen de la proteina LipL21. La secuencia
de DNA del gen clonado revel6 una identidad del 99% con
las secuencias descritas para este gen (datos no mostrados).

El gen de la proteina LipL21 proveniente de un aislado
nacional de Leptospira interrogans serovar canicola fue
clonado en el vector de expresion procarionte pET21a, la
secuencia de DNA del gen demostrd que es conservado,
por lo que tiene un potencial uso para ser utilizado en
metodologias de deteccion de esta bacteria.
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Expresion y purificacion de la proteina rLipL21
desde extractos de E. coli BL21 (DE3)

Para expresar la proteina rLipL21, el plasmido pET21a-lipl21
fue transformado en bacteria £ co/iBL21 (DE3) y de acuerdo a
lo descrito en metodologia, la proteina se expresé después de
2 horas de induccién con IPTG, del cultivo bacteriano a OD600
de 0,5. La proteina rlLipL21 se expres6 como una proteina
soluble y fue purificada siguiendo el protocolo descrito en
metodologia. La proteina fue purificada con una pureza
superior al 99%, lo cual fue analizado mediante analisis en
geles de SDS-PAGE vy la identidad de la proteina fue analizada
en forma indirecta, utilizando un anticuerpo monoclonal que
reconoce la secuencia de seis histidinas incorporadas a la
proteina LipL21 en su extremo carboxilo terminal al ser clonado
su gen en el plasmido pET21a (Figura 4).

La proteina rLIPL21 se expresé en forma soluble, lo que
no altera su conformacion proteica, lo cual es relevante si
esta proteina es utilizada en la deteccion de anticuerpos el
tipo IgM o IgG desde pacientes infectados por esta bacteria.
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DISCUSION

En este trabajo hemos reportado la obtencién de la
protefna rLiplL21 desde un aislado chileno de Leptospira
interrogans serovar Canicola, el cual resulté ser bastante
conservado en su secuencia de DNA (99%) y aminoacidica
(98%). Por sus caracteristicas bioguimicas e inmunoldgicas
es un antigeno atractivo para ser utilizado en la formulacién
de una vacuna (22, 23), y blanco para el desarrollo de
métodos moleculares para la deteccién de Leptospira sp. (24,
25), lo cual es importante debido a que es una enfermedad
zoondtica, que ademas tiene diagnéstico diferencial con
Hanta virus, que toma relevancia en casos sospechosos
de infeccién respiratoria aguda por Hantavirus, pero con
serologia negativa (26). Por lo tanto, nuestro trabajo abre la
posibilidad de potencial desarrollo biotecnolégico.
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