Deteccion de proteinas de adhesion a fibronectina y colageno presentes
en Leptospira interrogans serovar Canicola

Gisele Reyes, Reinier Borrero, Aniel Moya, Maria de los Angeles Padron, Michel Acosta, Rubén Cabrera, Luis Garcia.

Instituto Finlay. Centro de Investigacion-Produccion de Vacunas. Ave. 27 No. 19805. A.P.16017, C.P.11600,
La Lisa, Ciudad de La Habana, Cuba.

Correo electronico: greyes@finlay.edu.cu

Como parte de los estudios encaminados a la obtenciéon de una formulaciéon vacunal por subunidades contra la
leptospirosis humana, se describe la purificacion y caracterizacion de las proteinas de unidn a fibronectina y a colageno
en Leptospira interrogans. Las proteinas de la membrana externa fueron extraidas mediante la solubilizacion con
Triton X-114 y se aplicaron en una columna de afinidad de IgG AntiBSA-Sepharose 2B CL, para eliminar la BSA,
contaminante principal del medio de cultivo en que crece el microorganismo. La muestra libre de BSA (no fijado) se
aplico a una columna de afinidad de fibronectina Sepharose 4B-CNBr, que permitio la separacion y deteccion de una
fraccion que contenia una proteina de union a fibronectina presente en la cepa 87 de Leptospira interrogans serovar
Canicola, cuyo peso molecular fue estimado en 40 kDa. La proteina aislada demostrd ser antigénica y conservada en
los serovares Canicola, Copenhageni y Mozdok, en el ensayo de inmunodeteccion utilizado en este estudio (Dot blot).
Para ello se utilizaron sueros especificos obtenidos en ratas infectadas experimentalmente con cada serovar y una
mezcla de sueros de humanos convalecientes de leptospirosis. Las proteinas de membrana externa solubilizadas con
Triton X-114, libres de BSA, fueron aplicadas también a una columna de afinidad coldgeno-Sepharosa 4B-CNBr, que
permitié la purificacion de una proteina de unidn a coldgeno con un peso molecular de aproximadamente 25 kDa, la
cual resulto6 ser antigénica frente a sueros de humanos convalecientes de la enfermedad. Ambas proteinas seleccionadas
(40 kD y 25 kD) podrian ser evaluadas como posibles inmunogenos en futuros estudios encaminados a la obtencion de

nuevos antigenos vacunales.
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Introduccion

La leptospirosis es una enfermedad zoonética de amplia
distribucion mundial causada por espiroquetas patogenas
pertenecientes al género Leptospira (1). La infeccion en
humanos ha dejado de ser considerada solo un riesgo
ocupacional para convertirse en una enfermedad
reemergente, caracterizada por grandes brotes en centros
urbanos de paises en desarrollo (1, 2).

En la actualidad las vacunas disponibles constituidas por
suspensiones de células inactivadas, como es el caso de la
vacuna cubana vax-SPIRAL®, disefiada para establecer
proteccion en humanos de alto riesgo frente a los serogrupos
Canicola, Icterohaemorrhagiae y Pomona, han logrado
controlar y reducir con elevada efectividad la letalidad de la
leptospirosis humana. Sin embargo, estudios relativamente
recientes indican la existencia de al menos ocho serogrupos
no incluidos en esta formulacion vacunal, cuya incidencia,
en algunos casos, comienza a constituir un problema
epidemioldgico (3).

En tal sentido, las investigaciones se han encaminado a la
identificacion y evaluacion de antigenos muy Dbien
conservados como potenciales componentes de una nueva
generacion de vacunas que confieran una proteccion de
amplio espectro (1, 4, 5).

Se han identificado algunas proteinas de membrana externa
altamente conservadas e inmunogénicas en convalecientes,
las cuales han mostrado diferentes niveles de proteccion
cruzada en modelos animales (1, 6, 7). Sin embargo, son
relativamente escasos los estudios encaminados a Ila
identificacion y evaluacion de adhesinas de Lepfospira que
medien la adherencia y colonizacion.

La adhesion de microorganismos patdgenos a las células y
tejidos del hospedero ocurre a menudo a través de proteinas
de uniéon a componentes de matriz extracelular, tales como
fibronectina y colageno. Estas proteinas contribuyen
significativamente a la virulencia de un gran niimero de
microorganismos patdégenos y han mostrado resultados muy
alentadores como antigenos en vacunas por subunidades,
previniendo la colonizacién e infeccion in vitro e in vivo (8).

El presente trabajo se desarrolld con el objetivo de detectar
proteinas de adhesion a fibronectina y coldgeno presentes en
Leptospira interrogans, como parte de los trabajos
encaminados a la obtencion de una formulacion
antileptospirosica de amplio espectro para uso humano.

Materiales y Métodos
Cepas bacterianas

Se utiliz6 para el estudio la cepa vacunal 87 de Leptospira
interrogans serovar Canicola, la cual fue originalmente
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aislada a partir de muestras animales remitidas al Centro
Nacional de Epizootiologia y Diagnoéstico Veterinario de
Ciudad de La Habana, Cuba, y donada al Instituto Finlay. Se
incluyeron, ademas, en diferentes ensayos las cepas
vacunales 169 y 108 de L. inferrogans serovares
Copenhageni y Mozdok, respectivamente, las cuales también
fueron aisladas en el citado centro veterinario y donadas al
Instituto Finlay. Todas las cepas fueron conservadas en
medio semisolido de Fletcher, a 30 °C y mantenidas en
medio liquido EMJH bajo condiciones estaticas a 30 °C. La
virulencia fue mantenida a través de pases periddicos en
hamsters, realizados segtin los métodos descritos (2).

Obtencion de plasma humano

Como fuente de fibronectina soluble se utilizaron bolsas de
plasma humano fresco, procedentes de la Planta de
Hemoderivados “Adalberto Pesant Gonzalez”, de Ciudad de
La Habana, conservadas a -20 °C hasta su uso. La
fibronectina se purifico en nuestro laboratorio segiin el
método descrito por Poulouin y colaboradores (9).

Anticuerpos policlonales

Se emplearon sueros hiperinmunes especificos contra cada
uno de los tres serovares de interés de Leptospira, obtenidos
a partir de ratas Sprague Dawley infectadas experimental-
mente. Se emplearon animales adultos de 5-6 semanas de
nacidos con un peso de 110-125 g. Las ratas de los serovares
Canicola, Copenhageni y Mozdok, altamente virulentas,
fueron inoculadas individualmente por via intraperitoneal
con 2 x 10° UFC/mL. A los 28 dias postinoculacion, los
animales fueron sangrados por via femoral y se conservo el
suero a —20 °C hasta su uso. Se utiliz6, ademas, una mezcla
de sueros de humanos convalecientes de leptospirosis,
procedentes del Centro Provincial de Higiene y
Epidemiologia (CPHE) de la provincia de Holguin, Cuba.

Se obtuvo una muestra de anticuerpos contra albumina de
suero bovino (anti-BSA) a partir de la inoculacion de
conejos F1 (Nueva Zelanda) con tres dosis de un 1 mg de
albumina de suero bovino (BSA) con adyuvante de Freund,
por via subcutanea, espaciadas cada 14 dias. Los anticuerpos
se purificaron en una columna de BSA-Sepharose
(capacidad de 1,38 mg BSA/mL gel) con un sistema de
fijacion—elucion de 0,02 M Tris HCI 0,9% NaCl pH 7,4 y
solucion de 0,2 M glicina 1 M NaCl pH 3. La pureza se
determiné por SDS-PAGE (12,5%) con previo tratamiento
de las fracciones eluidas.

Los animales utilizados fueron suministrados por el Centro
Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio
(CENPALAB), de la Ciudad de La Habana, Cuba, con sus
correspondientes certificados de salud. Estos fueron
mantenidos antes y durante los ensayos siguiendo las
instrucciones que aparecen en la Guia para el cuidado y uso
de animales de experimentacion (10). El protocolo de
experimento y las condiciones de los animales fueron

sometidos a la Comision de Etica de la Direccion de
Modelos Animales del Instituto Finlay.

Inmovilizacién de IgG-Anti BSA en Sepharose 2B CL

La inmovilizacion de IgG-anti BSA en Sepharose 2B CL
(Pharmacia, Suecia), se realizd segliin lo recomendado por
Delfin y col (11). Se prepar6 una columna cromatografica de
IgG- Anti BSA- Sepharose 2B CL (16 x 175 mm).

Inmovilizacién en Sepharose 4B CNBr de fibronectina y
colageno tipo I

La inmovilizacién de los ligandos fibronectina y colageno
tipo I (Sigma, E.U.A) en Sepharose 4B CNBr (Pharmacia,
Suecia), se realizé segiin lo recomendado por Delfin y col.
(11). Se prepararon columnas cromatograficas de
fibronectina-Sepharose (16 x 100 mm) y de colageno tipo I-
Sepharose 4B CNBr (16 x 15 mm).

Extraccion de proteinas de membrana externa de
L. interrogans

La extraccion de las proteinas de membrana externa (PME)
de L. interrogans serovar Canicola se realizd0 mediante
tratamiento con Triton X-114 segin el procedimiento
descrito por Haake y col. (12). La cepa 87, altamente
virulenta, fue cultivada en medio EMJH bajo condiciones
controladas (130 rpm, 30 °C) hasta finales de la fase
exponencial (6 dias). Las células fueron colectadas mediante
centrifugacion (17 000 x g, 15 min, 4 °C), lavadas dos veces
con solucion tampon fosfato salino pH 7.4 (TFES) y
finalmente resuspendidas en solucion de extraccion (10 mM
Tris HCL, 1 mM EDTA, 150 mM NacCl, 0,5% Triton X-114,
0,25 mM PMSF) hasta 1 x 10'° UFC/mL. Las células asi
tratadas se incubaron toda la noche a 4 °C con agitacion
lenta y luego centrifugadas (17 000 x g, 15 min, 4 °C). La
eficiencia de la extraccion fue evaluada por SDS-PAGE al
12,5%. El sobrenadante obtenido fue mezclado con igual
volumen de solucion de extraccion sin Tritén X-114, a fin de
disminuir la concentracion de detergente de la muestra hasta
0,25% antes de su aplicacion a la columna de afinidad IgG
anti BSA- Sepharosa 2B CL.

Cromatografia en IgG Anti BSA-Sepharosa 2B CL

La columna fue equilibrada con solucion 0,02 mM Tris HCI1
0,9% NaCl pH 7,4. Fueron aplicados 120 mL de un extracto
de PME de L. interrogans serovar Canicola, utilizando una
velocidad de flujo volumétrico de 0,8 mL/min. Se realiz6 un
lavado con tres volumenes de columna de la solucion 0,02 M
Tris HCI 0,9% NaCl pH 7.4, posteriormente se eluyd con
solucion 0,02 M Tris HC1 300 mM glicina 1 M NaCl pH 3.
Las etapas de lavado y elucién se realizaron con una
velocidad de flujo de 1 mL/min. Se colecté la fraccion
previa a la elucion para continuar a partir de ella el proceso
de purificacion, tanto de proteinas de union a fibronectina
como de proteinas de union a colageno.
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Cromatografia en fibronectina-Sepharosa 4B CNBr

La fraccion colectada de la cromatografia en columna IgG
anti BSA-Sepharosa 2B CL (150 mL) fue dializada con la
solucion de lavado 0,02 M Tris HCI 0,9% NaCl pH 74 y
aplicada posteriormente en la columna fibronectina-
Sepharosa 4B CNBr, utilizando una velocidad de flujo
volumétrico de 0,8 mL/min. Se realiz6 un lavado con tres
volumenes de columna de la solucion de lavado. Se eluyd
con solucion 0,02 M Tris HCI 300 mM glicina-1 M NaCl
pH 3. Las etapas de lavado y elucion se realizaron a una
velocidad de flujo de 1 mL/min. Se colecto la fraccion de
elucion y se analiz6 por SDS-PAGE al 12,5%.

Cromatografia en colageno tipo I- Sepharosa 4B CNBr

Paralelamente al proceso antes descrito para la purificacion
de proteinas de union a fibronectina de L. interrogans, se
llevo a cabo el mismo procedimiento para la obtencion de
proteinas de union a colageno. El volumen correspondiente a
la fraccion no fijada a la matriz de afinidad IgG Anti BSA-
Sepharosa 2B CL (150 mL) fue aplicado en la columna de
colageno tipo I-Sepharosa 4B CNBr, utilizando las mismas
condiciones de velocidad de flujo volumétrico y soluciones
de lavado y elucion que en la cromatografia en fibronectina-
Sepharosa 4B CNBr. Se colect6 la fraccion de elucion y se
analiz6 por SDS-PAGE 12,5%.

Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

El analisis mediante SDS-PAGE se realiz6 en un equipo
Phast System (Pharmacia, Suecia) con el empleo de geles
separadores de acrilamida al 12,5%. Se aplicaron 4 pL de
muestras tratadas previamente con una solucion de 100 mM
Tris HCI pH 6,8-1% [-mercaptoetanol 2% SDS 0,1%
glicerol 0,1% bromofenol azul y calentadas a 100 °C,
durante 5 min. Tras la separacion de las proteinas los geles
fueron tefiidos con azul Coomassie o nitrato de plata y

evaluados mediante un analizador de imagenes
[ImageMaster VDS (Amersham, E.U.A.)].
Dot blot

Muestras de 40 pL de la fraccidn correspondiente a la
elucion de la columna fibronectina-Sepharosa 4B CNBr y
20 pL de extracto de PME de L. interrogans serovar
Canicola, fueron aplicadas en cuatro tiras de nitrocelulosa
(BioRad, E.U.A.). Para la deteccion antigénica, las tiras de
nitrocelulosa fueron bloqueadas con TFS-3% leche
descremada e incubadas individualmente durante 2 h a 37 °C
con una mezcla de sueros de humanos convalecientes de
leptospirosis, suero de ratas infectadas experimentalmente
con los serovares Canicola, Copenhageni y Mozdok, todos
diluidos 1:50 en TFS 1,5% leche descremada 0,1% Tween
20. Para la visualizacion se incubd 1 h con conjugados anti-
IgG de rata-peroxidasa (Sigma, E.U.A.) o anti-IgG humana-
peroxidasa (Sigma, E.U.A.) diluidos 1:1000 en TFS-1,5%

leche descremada. Se revel6 con diaminobenzidina (DAB)-
Hzoz.

El mismo procedimiento fue realizado con 40 pL de las
fracciones correspondientes a la elucion de dos purifica-
ciones en la columna colageno tipo I-Sepharosa 4B CNBr,
20 pL de extracto de PME de L. interrogans serovar
canicola, 20 pL de una solucion de colageno tipo I
(1 mg/mL) y 20 pL de una solucion de BSA (1 mg/mL). La
tira de nitrocelulosa fue incubada bajo las mismas
condiciones con una mezcla de sueros de humanos
convalecientes de leptospirosis diluida 1:50 en TFS 1,5%
leche descremada 0,1% Tween 20 y posteriormente con
conjugado anti-IlgG humana-peroxidasa (Sigma, E.U.A.)
diluido 1:1000 en TFS 1,5% leche descremada. Se revelo
con diaminobenzidina (DAB)-H,0,.

Determinacién de la cantidad de proteina

La determinacion de la concentracion de proteinas se realizo
mediante el método de Lowry (13).

Resultados y Discusion
Extraccion de PME de L. inferrogans

El método de extraccion de proteinas PME de la cepa 87 de
L. interrogans serovar Canicola, permitié la solubilizacion
de las mismas, segun andlisis mediante SDS-PAGE 12,5% y
tinciéon con azul de Coomassie (Figura 1).

En la Figura 1 se observan bandas de proteinas que
coinciden con el perfil electroforético reportado para las
PME de este microorganismo (14). El uso del Triton X-114
permiti6 una extraccion diferenciada de las proteinas
presentes en la envoltura celular bacteriana (Figura 1), tal es
el caso de la banda mayoritaria de 32 kDa, correspondiente a
la lipoproteina LipL32, PME de mayor expresion en cepas
patogenas de este microorganismo (15).

Procesos cromatograficos y analisis electroforético

Tras la aplicacion del extracto de proteinas a la columna IgG
Anti BSA-Sepharosa 2B CL se observo el perfil
cromatografico representado en la Figura 2. Esta primera
etapa en el proceso de purificacién, comun tanto para la
obtencion de proteinas de unién a fibronectina como para
proteinas de unién a coldgeno, es necesaria partiendo del
criterio de que el medio de cultivo EMJH para L.
interrogans presenta un alto contenido de BSA (10 mg/mL),
de manera que el proceso de lavado de las células puede no
ser eficiente para la total eliminacion de trazas
contaminantes de BSA que puedan interferir en el proceso
de purificacion. Esto fue comprobado tras la obtencion de
una segunda fraccion en dicho proceso cromatografico, con
una cantidad de proteina de 7,2 mg, contenido que resulta
inferior a la capacidad de unién de la columna, lo que se
traduce en una primera fraccion libre de trazas de BSA.
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Figura 1. Anélisis mediante SDS-PAGE (gel separador 12,5%) y
tinciéon con azul Coomassie de PME de la cepa 87 de L. interrogans
serovar Canicola, extraidas mediante solubilizacion con Triton X-
114. 1: Proteinas de la fraccion citoplasmatica. 2: Proteinas de
membrana externa. 3: Patron de peso molecular en kDa.
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Figura 2. Perfil cromatografico en IgG AntiBSA- Sepharosa 2B CL. (A)
Aplicacion y lavado: 20 mM Tris HCI-0,9% NaCl pH 7.4. (B) Elucién: 20
mM Tris HCI-300 mM glicina-1 M NaCl pH 3. Velocidad de flujo
volumétrico: 0,8 mL/min (aplicacién) y ImL/min (lavado y elucion).
Velocidad del papel: 0,5 mm/min. Rango de absorbancia: 1.Volumen de
aplicacion: 120 mL.

Esta ultima fraccion fue dializada contra la solucion de
lavado y se aplicé a las columnas de fibronectina-Sepharosa
4B CNBr (0,98 mg de fibronectina/mL de gel) y coldgeno
tipo I-Sepharosa 4B CNBr (1,49 mg de colageno/mL de gel),
posteriormente se eluyé con la solucion 0,02 M Tris HCI
300 mM glicina 1 M NaCl pH 3, y se observaron los perfiles
cromatograficos representados en las Figuras 3 y 4,
respectivamente. El analisis mediante SDS-PAGE 12,5% de
las fracciones de elucion obtenidas en ambos procesos
cromatograficos evidenci6 la presencia de una banda con un
tamafio molecular de aproximadamente 40 kDa (Figura 5),
para el caso de la cromatografia en fibronectina-Sepharosa

4B CNBr, la cual difiere ligeramente de una proteina de
uniéon a fibronectina de 36 kDa, descrita en el serovar
Icterohaemorrhagiae (16) y una banda de aproximadamente
25 kDa (Figura 6) presente en la fraccion de elucion de la
cromatografia en colageno tipo I-Sepharosa 4B CNBr, no
reportada con anterioridad.
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Figura 3. Perfil cromatografico en fibronectina-Sepharosa 4B
CNBr. (A) Aplicacion y lavado: 20 mM Tris HCI-0,9% NaCl pH
7.4. (B) Elucion: 20 mM Tris HCI-300mM glicina-1M NaCl pH 3.
Velocidad de flujo volumétrico: 0,8 mL/min (aplicaciéon) y
1 mL/min (lavado y elucién). Velocidad del papel: 0,5 mm/min.
Rango de absorbancia: 1.Volumen de aplicacion: 150 mL.
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Figura 4. Perfil cromatografico en colageno- Sepharosa 4B CNBr.
(A) Aplicacion y lavado: 20 mM Tris HCI-0,9% NaCl pH 7.4. (B)
Eluciéon: 20 mM Tris HCI-300 mM glicina-1M NaCl pH 3.
Velocidad de flujo volumétrico: 0,8 mL/min (aplicaciéon) y
1 mL/min (lavado y elucién). Velocidad del papel: 0,5 mm/min.
Rango de absorbancia: 1.Volumen de aplicacion: 150 mL.
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Figura 5. Analisis mediante SDS-PAGE (gel separador 12,5 %) y
tincion con plata, de la fraccidon cromatografica procedente de
fibronectina-Sepharosa 4B CNBr. 1: Patron de peso molecular en
kDa. 2: Fraccion eluida con la soluciéon 20 mM Tris HCI -1M
NaCl-300 mM Glicina pH3.
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Figura 6. Analisis mediante SDS-PAGE (gel separador 12,5 %) y
tincion con plata, de la fraccidon cromatografica procedente de
coladgeno-Sepharosa 4B CNBr. 1: Patron de peso molecular en kDa.

2: Fraccidn eluida con la soluciéon 20 mM Tris HCI -1M NaCl-300
mM Glicina pH3.

A fin de comprobar la presencia de proteinas de Leptospira
en las muestras eluidas de ambos procesos de purificacion,
se llevo a cabo un analisis de las mismas mediante Dot blot
frente en sueros de animales o humanos convalecientes de
leptospirosis, teniendo en cuenta que las proteinas de unién a
fibronectina y a colageno constituyen factores de virulencia
expresados durante la infeccion in vivo (17), que al igual que
otras potenciales adhesinas su expresion pudiera disminuir
con la atenuacion de la virulencia de la cepa (14, 15) o
perderse durante el tratamiento con agentes fisicos o
quimicos empleados en la preparacion de antigenos
vacunales (18). Para el caso de la fraccion que proviene de la
columna de fibronectina- Sepharosa 4B CNBr, se aprecio un
reconocimiento de dicha muestra tanto por el suero de

humanos convalecientes de la enfermedad, como por el
suero de animales infectados experimentalmente con los
serovares Canicola, Copenhageni y Mozdok (Figura 7).
Estos resultados confirman no solo la presencia de proteinas
del microorganismo en la muestra eluida, sino ademas que
las mismas son antigénicas frente a sueros de convalecientes
y conservadas en tres de los serovares de mayor circulaciéon
en humanos en Cuba. La fraccion de elucion de la columna
de colageno tipo I-Sepharosa 4B CNBr fue evaluada contra
una mezcla de sueros de humanos convalecientes de
leptospirosis, donde se evidencid, igualmente, un reconoci-
miento de esta y del extracto de PME del cual ella se deriva,
asi como una falta de interaccion entre los anticuerpos
presentes en dicho suero y el colageno tipo I y la BSA
aplicados en la nitrocelulosa (Figura 8), lo que confirmé su
identidad como una proteina de Leptospira, ademas de su
antigenicidad.

Figura 7. Reconocimiento mediante Dot blot del extracto de PME
de L. interrogans serovar Canicola (A) y fraccion eluida de
Fibronectina-Sepharosa 4B CNBr (B) por suero de humanos y
animales convalecientes de leptospirosis. 1: Mezcla de sueros de
humanos convalecientes de leptospirosis. 2: Suero de ratas
infectadas experimentalmente con L. interrogans serovar Canicola.
3: Suero de ratas infectadas experimentalmente con L. interrogans
serovar copenhageni. 4: Suero de ratas infectadas experimen-
talmente con L. interrogans serovar Mozdok
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Figura 8. Reconocimiento mediante Dot Blot del extracto de PME
de L. interrogans serovar Canicola (A), de la fraccion eluida de
colageno-Sepharosa 4B CNBr (B y C), soluciéon de colageno (1
mg/mL) (D) y soluciéon de BSA (1mg/mL) (E) por una mezcla de
sueros de humanos convalecientes de leptospirosis.
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Las fracciones de elucion procedentes de ambos procesos
cromatograficos fueron enfrentados contra sueros no
inmunes de ratas, los resultados no se muestran debido a que
no se evidenci6 reconocimiento en ninguna de las fracciones
evaluadas.

El proceso de purificacion desarrollado permitio la
purificacion de una proteina de unidn a fibronectina presente
en L. interrogans serovar Canicola de aproximadamente
40 kDa, asi como la obtencion de una proteina de unién a
colageno de aproximadamente 25 kDa, las cuales fueron
reconocidas por sueros de ratas infectadas experimental-
mente o suero de humanos convalecientes de leptospirosis.

La confirmacion de la funcion adhesina de las proteinas de
Leptospira purificadas mediante cromatografia de afinidad
con fibronectina humana y colageno tipo I, pudiera
realizarse mediante estudios de inhibicion de la adherencia
in vitro, empleando células endoteliales. La purificacion y
caracterizacion de adhesinas de union a fibronectina y
colageno en L. interrogans, inmunogénicas en convale-
cientes y altamente conservadas entre serovares patdogenos,
podria ser un importante paso de avance en la obtencion de
una formulacion vacunal antileptospirésica de nueva
generacion, capaz de conferir una proteccion de amplio
espectro.
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Detection of fibronectin and collagen binding-proteins from Leptospira interrogans serovar Canicola

Abstract

As part of the studies conducted to obtain a vaccine formulation by subunits against human leptospirosis, purification and
characterization of fibronectin and collagen binding-proteins in Leptospira interrogans was developed. Outer membrane
proteins from Leptospira were solubilized with Triton X-114 and were applied in a first step into an IgG AntiBSA- Sepharose
2B CL affinity chromatographic column to eliminate BSA as main contaminant of culture media for this microorganism. The
BSA free fraction was applied into a Fibronectin-Sepharose 4B CNBr affinity column. A fibronectin binding protein from
Leptospira interrogans serovar Canicola strain 87, with a molecular weight of 40 kDa was obtained. For this, specific sera
obtained from experimentally infected rats with each serovar and mixes of human sera of convalescent patients were used. This
protein showed to be antigenic and conserved in Canicola, Copenhageni and Mozdok serovars. Solubilized outer membrane
protein by Triton X114 was applied into another affinity column of Collagen-Sepharose 4B CNBr to isolate collagen binding
proteins from Leptospira interrogans serovar Canicola strain 87. A collagen binding protein with a molecular weight of 25 kDa
which showed to be antigenic when evaluated by Dot-Blot against human sera of convalescent patients was found.

Keywords: Leptospira, collagen, fibronectin, affinity chromatography.
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