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Proteccion inducida por nanococleatos derivados de proteoliposomas
de Leptospira interrogans serovar Canicola
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Desde los afnos 20 del pasado siglo, hasta el presente, en el mundo se han desarrollado y empleado vacunas de
células enteras contra la leptospirosis que confieren una corta inmunidad; la mayoria no adyuvadas y dirigidas,
fundamentalmente, contra los diferentes serogrupos de la especie Leptospira interrogans, contenidos en las
preparaciones. Numerosos han sido los intentos realizados para lograr una formulacién vacunal mas pura, efectiva,
de amplio espectro y duracion de la proteccion que las bacterinas de células enteras inactivadas. Sin embargo,
hasta el momento no se ha registrado ninguna vacuna con tales caracteristicas. En el presente trabajo se
obtuvieron antigenos de membrana externa a partir de una cepa cubana autéctona (Cepa 87, L. interrogans
serovar Canicola), mediante una modificacion de la tecnologia para la produccion de vesiculas de membrana,
patentada por investigadores del Instituto Finlay. Estos antigenos con estructura nanoproteoliposémica fueron
formulados/adyuvados mediante diferentes estrategias, logrando cinco preparaciones con estructura coclear,
que constituyen nanoparticulas de aproximadamente 100 a 150 nm de largo y entre 15 a 30 nm de diametro. Los
inmundgenos se inocularon en el biomodelo Mesocrisetus aureatus, con dos dosis e intervalo de seis semanas.
El reto fue realizado con 100.000 DL_,. Los resultados demuestran que las nuevas formulaciones vacunales
confieren proteccion frente al reto homdlogo y fueron capaces de eliminar el estado de portador, lo que unido a la
robustez del método de preparacion, el mayor nivel de pureza, en comparacién con las bacterinas, y la no
necesidad del hidroxido de aluminio, las convierten en una alternativa de interés para continuar su desarrollo.
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Introduccion (LPS), proteinas con dominios transmembréanicos,

L . . i lipoproteinas y proteinas periféricas (4).
La leptospirosis es una de las zoonosis bacterianas mas

difundidas y desatendidas en el mundo. El agente causal de
esta patologia pertenece al orden spiroquetales, familia
Leptospiraceae. Son bacterias delgadas y helicoidales, las
cuales se agrupan en cuatro especies saprofitas y
12 patégenas (1). Esta bien documentado que el desarrollo
de una respuesta inmune humoral durante la leptospirosis
es importante para la resistencia a la infeccién. Dicha
inmunidad parece depender de la produccién de anticuerpos
aglutinantes y opsoénicos, ambos dirigidos contra
determinantes antigénicos serovar o serogrupos especificos

La mayoria de las vacunas antileptospirdsicas disponibles o
en desarrollo avanzado estan compuestas por células enteras
inactivadas, con o sin adyuvante, excepto una vacuna china
de proteinas de membrana externa que incluye las proteinas
de dos serovares de importancia epidemioldgica.

Las vacunas de células enteras incluyen en sus formulaciones
los serovares de mayor circulacion en la regién seleccionada
para su aplicacion (2). Las tecnologias de obtencion de estas
vacunas a lo largo de los ultimos afnos se han modificado.
@)- Las primeras vacunas, compuestas por suspensiones de
leptospiras inactivadas y cultivadas en medio con suero
ocasionaron efectos indeseables tras su aplicacion. Las
vacunas modernas, preparadas con un medio libre de
proteinas, tienen menor cantidad de efectos adversos (3).

La inmunidad pasiva puede ser conferida solamente por
anticuerpos, aunque se reconoce también el papel de la
respuesta inmune mediada por células (3). Entre los
antigenos protectores se han descrito los lipopolisacaridos
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La inmunizacion con estas vacunas protege solo contra la
enfermedad causada por serovares homdlogos o serovares
antigénicamente similares. Todo lo anterior indica que las
mismas deben contener los serogrupos que circulan con
mayor incidencia en la poblaciéon que sera inmunizada, lo
que demuestra que aun no se ha logrado evadir totalmente
el problema de la inmunogenicidad serogrupo/serovar
especifica planteado para este microorganismo (5).

En la actualidad muy pocos paises aplican vacunas
antileptospirésicas de uso humano, muchas de las cuales
provocan reacciones de hipersensibilidad, corta duracién de
la proteccion y ausente o insuficiente inmunoproteccion
cruzada contra los serovares no incluidos en la formulacion
evaluada (6).

En Cuba, en el Instituto Finlay, se produce a escala industrial,
con instalaciones y equipamiento validados, cumpliendo las
Buenas Practicas de Produccion, una vacuna
antileptospirésica trivalente de células enteras para uso
humano, la cual se comercializa bajo el nombre de vax-
SPIRAL®, que consiste en una bacterina de células enteras,
adyuvada con hidréxido de aluminio, efectiva contra
L. Canicola, L. Copenhagueniy L. Mozdok.

Esta vacuna por su formulacién induce una mayor duracién
de la proteccion que otras bacterinas y confiere proteccion
parcial contra serogrupos no incluidos en su formulacién, como
L. Ballum y otros; tiene un buen perfil de seguridad y ha
tenido un impacto positivo contra la leptospirosis en Cuba y
en otros paises (5, 7).

Debido a las afecciones que produce la leptospirosis en el
hombre y en los animales, asi como por las desventajas que
presentan las vacunas de células enteras, varios grupos de
investigacion se han centrado en el desarrollo de productos
vacunales mas novedosos, efectivos y seguros.

En las ultimas décadas, los estudios en vacunas contra esta
enfermedad se han enfocado en el desarrollo de candidatos
basados en lipopolisacaridos, lipoproteinas, proteinas de
membrana externay en los factores de virulencia potenciales
(4, 8).

El propésito fundamental de estas preparaciones ha sido
eliminar los inconvenientes que suponen el uso de las
vacunas de células enteras inactivadas. Sin embargo, aunque
mucho se ha avanzado, todavia no se vislumbra a corto plazo
ningun resultado definitivo para el desarrollo de las mismas.

Nuestro grupo de trabajo tiene como objetivo desarrollar un
nuevo candidato vacunal acelular, empleando novedosas
formulaciones adyuvantes de estructura coclear, con el
propésito de eliminar el hidréxido de aluminio, asi como
obtener una vacuna no solo de mayor pureza y de larga
memoria inmunoldgica, sino también de amplio espectro
protector contra los serovares patégenos.

Con el presente trabajo damos a conocer los resultados
referentes a la proteccién homdloga y a la identificacion
microscépica, tanto del antigeno como de las formulaciones.

Materiales y Métodos

Cepas y condiciones de cultivo

Se seleccioné la cepa (Cepa 87, L. interrogans serovar
Canicola) para la obtencién del extracto de membrana
externa y, ademas, como cepa de reto para demostrar la
capacidad protectora homoéloga de las diferentes
formulaciones. La misma pertenece al género Leptospira,
especie fenotipica interrogans serovar Canicola. Su virulencia
se mantuvo a través de pases peridédicos en hamsteres, segin
los métodos descritos (9). Se conservé en medio semisélido
Fletcher y se subcultivd mediante pases semanales en el
medio proteico EMJH, bajo condiciones estéaticas, a una
temperatura de mantenimiento entre 28-30 °C.

El preindculo para el fermentador de 35 L Chemap AG se
obtuvo a partir de tres cultivos en zaranda, con volimenes
crecientes, en medio ME, con agitacion y temperatura entre
28-30 °C. A partir de este cultivo se obtuvo el in6culo del
fermentador de 150 L Chemap AG, en el cual se realizé la
fermentacion en medio libre de proteinas entre 28-30 °C y
agitacion por aire sumergido. El cultivo se inactivd con
formaldehido al 0,05%; las células se lavaron con los
tampones adecuados para la extraccion de los componentes
de membrana y se concentraron mediante filtracién
tangencial en un equipo Sartocon Mini (Sartorius). Todas las
operaciones de esta investigacion se realizaron empleando
personal calificado e instalaciones y equipos validados,
siguiendo las Buenas Practicas de Laboratorio y de
Produccién (BPP) (10).

Extraccion de componentes de la membrana
externa

La extraccion y purificacion de los componentes de la
membrana externa se realizé segln la tecnologia
proteoliposémica, propiedad del Instituto Finlay, desarrollada
por Campayy cols. (11), modificada para el presente trabajo.
El extracto final fue filtrado con filtros de 0,2 um de diametro
y almacenado en bulbos estériles sellados a 4 °C, hasta ser
empleado para elaborar las formulaciones vacunales
experimentales.

Formulaciones vacunales

Las formulaciones adyuvantes vacunales (patente en
proceso) se elaboraron empleando como antigenos los
componentes de membrana externa de L. interrogans serovar
Canicola (CME-L.C). Estos se combinaron con sustancias
naturales o sintéticas con propiedades inmunomoduladoras,
para producir cinco grupos de formulaciones experimentales,
denominadas AIF-L.C: 1, 2, 3, 4 y 5, (AIF-L.C: adyuvantes
IFAL-Finlay, L. interrogans serovar Canicola). Para la
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elaboracion de los adyuvantes se produjeron liposomas a
partir de una mezcla de dioleoilfosfatidilserina (DOPS) y
colesterol (Sigma Aldrich Co.), para lo cual se usé una
modificacion del procedimiento de deshidratacion-
rehidratacion, descrito por Kirby y Gregoriadis (12); a la
suspension de liposomas preformados se le adiciond cloruro
de calcio (0,1 M) para obtener los cocleatos (13).

Los cocleatos de la formulacion AIF- L.C 1, a diferencia del
resto, se formaron solo con los componentes de membrana,
extraidos de la bacteria. Las formulaciones AIF-L.C: 2, 3,4y
5 se diferencian en cuanto al uso de una u otra sustancia
inmunomoduladora, procedentes de membranas bacterianas,
derivadas de plantas y sintéticos que contienen los CME-
L.C. Todos ellos en fase de patente. Como vehiculo para los
cocleatos se empleé el tampén TES (2 mM de Tris, 150 mM
de NaCL, detergente, CaCl,, pH 7.4) y como preservo
tiomersal al 0,005%. Las preparaciones se almacenaron a
4 °C, protegidas de la luz.

En el experimento se utiliz6 como control positivo una
formulacion de células enteras inactivadas del serovar
Canicola (Bacterina Canicola), la que se produjo segun la
tecnologia descrita para vax-SPIRAL® (5).

Microscopia electronica de transmision

Después de la adsorcion de 5 uL de las CME-L.C y de cada
una de las formulaciones adyuvantes sobre rejillas de cobre,
las muestras se procesaron por tincién negativa, con acetato
de uranilo al 2%, segun el método clasico de la gota y se
observaron en un microscopio JEM1010Jeol.

Animales de experimentacion

Se utiliz6 el biomodelo Mesocricetus aureatus (Hamster Sirio
Dorado), animales hembras con un peso corporal entre 45-
60 g, procedentes del Centro para la Produccion de Animales
de Laboratorio (CENPALAB, Mayabeque, Cuba). Los
animales de mantuvieron bajo régimen de humedad y
temperatura controlada, teniendo en cuenta para cada uno
de los ensayos las normas y regulaciones bioéticas vigentes,
tanto nacionales como internacionales (14).

Inmunizacion

En todos los casos se utilizé el esquema de inmunizacién
recomendado por Gonzalez y cols. (5). Dos dosis de 50 ug
(referida a la concentracién de proteinas), cada una en
0,5 mL, por via subcutanea (SC) en la regién dorso lateral del
lomo de todos los animales y por via intramuscular (IM) en la
cara interna de cada extremidad posterior (en un volumen de
0,25 mL en cada miembro) y separadas por un intervalo de
seis semanas.

Se inmunizaron 12 grupos de 8 animales cada uno, con una
u otra preparacion vacunal, por ambas vias de administracion.
Ademas, 10 animales se inocularon con el placebo,

consistente en tampoén fosfato salino (TFS), y como grupo
control positivo, 8 animales se inmunizaron con la Bacterina
Canicola.

Evaluacion de la capacidad protectoray
verificacion de la eliminacion del estado de
portador

La capacidad de proteccién homoéloga de las preparaciones
vacunales experimentales se determiné a los 21 dias
posteriores a la terminacién del esquema de inmunizacion,
mediante la cuantificacion de los animales sobrevivientes,
después de serinmunizados y retados con la cepa virulenta.
El reto se realiz6 con 100.000 dosis letal media (DL,)) de
L. interrogans serovar Canicola. La determinacién de la DL
se realizé6 mediante el método de Reed y Muench, como se
describe en Gonzalez y cols. (5). Los animales se observaron
durante los 21 dias posteriores al reto, con el propésito de
cuantificar el nUmero de sobrevivientes en cada grupo.

Para determinar la presencia de leptospiras en los principales
organos dianas (higado y rindn) se tomaron muestras de los
animales que sobrevivieron al reto, al dia 21 después del
desafio. Para el aislamiento las muestras fueron sembradas
en medio liquido EMJH e incubadas a 28-30 °C durante
60 dias, y se evalué periddicamente el crecimiento mediante
la observacion al microscopio de campo oscuro.

Analisis estadistico

Para el procesamiento estadistico se utilizé el programa
STATISTICA 6.0. El analisis de los resultados obtenidos en
los experimentos de proteccién se realizé mediante la
comparacién de proporciones (tabla de contingencia) seguin
la prueba exacta de Fisher. Todos los valores de p fueron de
doble cola, considerandose un valor menor que 0,05 para
indicar la significacion estadistica.

Resultados y Discusion

Las condiciones establecidas en el proceso de cultivo de la
cepa L. interrogans serovar Canicola seleccionada estan
validadas en términos de instalaciones, equipos y calificacién
del personal, cumpliendo con todos los requisitos de BPP.
Las condiciones de cultivo establecidas para el preinéculo
del fermentador de 35 L Chemap AG y para el escalado en el
fermentador de 150 L Chemap AG fueron adecuadas, por lo
que se logré en el primero una D.O media de 0,671 en48h,y
para el segundo de 0,723 en 72 h, con buena vitalidad del
cultivo. Esto permiti6 obtener una biomasa celular con un
rendimiento satisfactorio, Util para ser sometida al proceso
de extraccion, con el empleo de detergentes y demas
operaciones de purificacion.

El procedimiento empleado para la extraccion y purificacién
de los componentes de la membrana externa de Leptospira
permite separar componentes lipidicos y proteicos de la
bacteria, en las proporciones y condiciones fisico/quimicas
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adecuadas. Estas posibilitan su autoorganizacion en forma
de vesiculas de membrana externa o proteoliposomas, que
en este caso por sus dimensiones, entre los 15y 50 nm, son
nanoparticulas, lo que se evidencié en las imagenes
obtenidas por microscopia electronica de transmision (MET),
a partir de muestras de los extractos de membrana purificados
(Fig. 1). Las modificaciones realizadas a la tecnologia
desarrollada por Campa y cols. (11) adaptandola a los
requerimientos de este microorganismo, permitieron obtener
nanoproteoliposomas de tamafo notablemente uniforme,
muy adecuados para su transformacién en cocleatos.

Se ha demostrado la importancia de la estructura
proteoliposémica como forma de presentacién al sistema
inmune de los antigenos seleccionados y purificados, ademas
del papel inmunopotenciador de los LPS y de ciertas
proteinas de membrana externa, como las porinas (4).

En Cuba se investigd, desarrolld, produjo y aplicé
éxitosamente la primera vacuna basada en una estructura
proteoliposémica de sus antigenos principales, VA-MENGOC-
BC® (11). Recientemente, aplicando esta plataforma
tecnoldgica proteoliposémica, se trabaja en la obtencion de
nuevos productos vacunales contra el célera y otros
patégenos (16).

Los proteoliposomas y los cocleatos obtenidos a partir de los
mismos se han empleado como sistemas de presentacion de
antigenos en vacunas por subunidades y como adyuvantes,
convirtiéndolos en importantes candidatos para la
investigacion y el desarrollo de nuevas vacunas.

En las formulaciones experimentales AIF-L.C:1,2,3,4y5se
aprecia por MET la formacién de un gran nimero de particulas
alargadas y enrolladas, similares a cigarrillos, cuya morfologia
se corresponde con los cocleatos formados después de la
adicién de cationes divalentes a pequefos liposomas
multilaminares (13).

En este trabajo las particulas cocleares tienen un tamano
aproximado entre 100 y 150 nm de largo y entre 15 y 30 nm
de diametro, lo que confirma su naturaleza nanococlear
(Fig. 2). Estas proporciones favorecen su captura por las
células presentadoras de antigenos, convirtiéndolas en
sistemas de entrega y presentaciéon muy apropiados para
ser usados en vacunas sistémicas y mucosales.

En el Instituto Finlay, Cuba, se han desarrollado también
formulaciones de cocleatos (Ch) a partir de las vesiculas de
membrana externa (VME) o proteoliposomas (PL) de
Neisseria meningitidis B (NMB). Valiéndose de la experiencia
acumulada en el empleo del PL como adyuvante o sistema
de liberacién, Oliver Pérez y cols. transformaron el PL de
NMB en Ch y lo han evaluado en formulaciones vacunales
empleando diferentes antigenos como: proteinas de NMB,
Leishmania major, proteina gD2 (herpes genital), antigenos
de malaria, por solo citar algunos ejemplos (16).

Fig. 1. Microfotografia que muestra la formacién de estructuras
vesiculares, después de extraer los componentes de membrana
de L. interrogans serovar Canicola. Se observan abundantes
particulas esféricas o vesiculas de membrana externa, de tamano
homogéneo, entre 15 y 50 nm (nanoproteoliposomas).
Magnificacion de 60 K. Microscopio JEM1010Jeol.

Fig. 2. MET. A: Microfotografias representativas que muestran la
formacién de multiples cocleatos en AlF/c-5. Imagenes similares
se obtuvieron para las formulaciones adyuvantes AlFic: 1, 2, 3 y 4.
Estas particulas tienen un largo aproximado entre 100 y 150 nm y
entre 15 y 30 nm de diametro. A: magnificacién de 40 K. B: se
observa la imagen aumentada de un cocleato. Magnificacion de
60 K. Microscopio JEM1010Jeol.

Empleando una tecnologia similar otros investigadores han
obtenido Ch a partir de PL de diferentes bacterias como, por
ejemplo, de Vibrio cholerae (16).

Sin embargo, respecto a Leptospira, aunque se han reportado
varias estrategias de vacunas acelulares y se ha demostrado
la capacidad inmunogénica y protectora tanto de proteinas
de membranas, LPS, lipoproteinas, proteinas solubles y otros
factores de virulencia, algunos recombinantes (2, 17-20), es
en este trabajo donde se demuestra, por primera vez, la
formacion de proteoliposomas a partir de los CME de esta
bacteria y su empleo como antigenos en la elaboracion de
cocleatos, mediante imagenes de MET, que al ser evaluados
como candidatos en vacunas antileptospirésicas, sin usar el
adyuvante hidréxido de aluminio, demostraron elevada
capacidad protectora, frente al reto homdlogo con
100.000 DL, de la cepa virulenta.
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Segun las normativas de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), las vacunas contra la leptospirosis deben ser seguras
y eficaces, siendo consideradas aceptables aquellas que son
capaces de generar méas de un 70% de proteccién contra el
reto letal en los biomodelos recomendados y una completa
eliminacién del estado de portador en estos animales (5, 8).

Aln cuando en el hombre el estado de portador solo dura un
corto periodo de tiempo tras la infeccion natural y usualmente
no constituye una fuente importante de diseminacion de la
enfermedad, en animales, como el ganado vacuno o porcino,
el estado de portador crénico asintomatico puede extenderse
durante afios, constituyendo un problema epidemiolégico (3).

Los resultados obtenidos en la evaluacién de la protecciéon
generada por estos candidatos vacunales en hamster,
retados con 100.000 DL, de la cepa vacunal homéloga
(Fig. 3) muestran cémo los grupos inmunizados, tanto con
las nuevas formulaciones (AIF-L.C: 1, 2, 3, 4y 5), como con la
formulacién vacunal monovalente de células enteras
inactivadas (Bacterina Canicola), fueron capaces de proteger
en un 100% a los animales retados, resultados que difirieron
significativamente con los placebos para una p=3,754 x 102,
Debe destacarse que no se encontraron diferencias
significativas (p>0,05) entre ninguna de las formulaciones
vacunales ensayadas, para estas condiciones de reto.

En cambio, en los animales del grupo placebo la mortalidad
fue del 100%, los signos y sintomas caracteristicos de la
enfermedad comenzaron a observarse entre los dias cuarto
al décimo, después de realizado el reto. En el resto de los
grupos no se observé en ninguna de las fases del experimento
signos o sintomas de la enfermedad leptospirdsica, como
hemorragias o ictericia (18).
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Fig. 3. Proteccion contra la infeccion letal conferida en hamsteres
por las formulaciones vacunales acelulares, monovalentes de L.
interrogans serovar Canicola después del reto con 100.000 DL,
de la cepa L. interrogans serovar Canicola a los 21 dias del reto.
Grupos del 1-11 recibieron las formulaciones AIF-L.C: 1-5, por via
IM y SC; el grupo 12 recibié la Bacterina Canicola por via IM y el
grupo 13 el placebo (tampén fosfato salino) por via IM.

Por su parte, el cultivo de varias secciones de los 6rganos en
medio proteico EMJH demostré que en todos los grupos de
animales inmunizados hubo ausencia de crecimiento
microbiano tras 60 dias de incubacién. De ahi que los
resultados de proteccién alcanzados con las preparaciones
vacunales estudiadas reafirmen la utilidad de la cepa
seleccionada para la elaboracién de las mismas.

Esta cepa es lo suficientemente virulenta como para lograr
una mortalidad del 100% en animales no inmunizados,
provocando la muerte de los animales en un plazo entre 5y
10 dias, lo que se corresponde con resultados obtenidos por
otros investigadores (5,9). Ademas, la misma pertenece al
serogrupo de mayor incidencia en Cuba y en varios paises
del continente americano (1).

Los resultados de proteccién contra el reto letal, obtenidos
en este estudio a corto plazo, son similares a los que se
alcanzan con la formulacién de células enteras inactivadas y
superiores a los logrados por otros grupos de trabajo que
desarrollan candidatos vacunales, para conferir proteccion
contra la leptospirosis a partir de subunidades proteicas. Los
mismos, a pesar de utilizar proteinas altamente conservadas,
la mayoria solo obtienen una proteccién homéloga parcial y
no logran eliminar el estado de portador (20).

Es de destacar que asi como lo logra vax-SPIRAL® y otros
candidatos vacunales acelulares (18,19), las formulaciones
AIF-L.C:1-5 eliminaron completamente el estado de portador.

Estos resultados estan en concordancia con datos similares
de otras vacunas antileptospirésicas adyuvadas, y resultan
novedosos y diferentes a los obtenidos con candidatos
vacunales de células enteras no adyuvadas y recombinantes
(adyuvados o no). Variantes no adyuvadas de la vacuna
cubana demostraron ser menos inmunogénicas y protectoras
en modelos animales (8).

En este sentido es importante destacar que un gran nimero
de los candidatos vacunales mas actuales, generados
fundamentalmente a partir de proteinas extracelulares, no
han logrado establecer protecciéon contra el estado de
portador, aiin cuando han protegido en alguna medida contra
lainfeccién letal (21). Estos resultados ratifican la teoria acerca
de la importancia de la adyuvacién para la erradicacion del
estado de portador.

Una vacuna con la potencialidad de eliminar el estado de
portador es de mucha utilidad, aunque para el caso del hombre
esto no tiene gran valor en la transmision, si seria de gran
importancia para evitar lo que algunos autores Ilaman
leptospirosis persistente, otras secuelas y algunas
leptospirosis cronicas, estado del individuo que provoca
posiblemente un numero importante de casos con patologias
que no se logran diagnosticar ni curar. Las preparaciones
vacunales evaluadas en este trabajo han sido generadas
con los principales componentes de la membrana externa de
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L. interrogans serovar Canicola, extraidos mediante el
tratamiento de la bacteria con detergentes y ensamblados
en estructuras nanoproteoliposémicas; no contienen los
acidos nucleicos y otras impurezas que poseen las vacunas
de células enteras; estan adyuvadas en diferentes
formulaciones cocleares de probada efectividad, estables y
seguras y tienen la ventaja adicional de no utilizar el hidréxido
de aluminio.

En nuestras condiciones, los resultados de sobrevivencia y
eliminacion del estado de portador contra el reto homélogo
han sido satisfactorios, por lo que ya se iniciaron los ensayos
para evaluar los mecanismos inmunolégicos (humorales y
celulares), asi como la duracién de la respuesta inmune
protectora generados por estas nuevas preparaciones
vacunales. Por otra parte, estan en curso los ensayos para
determinar la eficacia de las mismas contra el reto heterélogo
con cepas virulentas de importancia epidemioldgica, con la
finalidad de disponer de una plataforma para el futuro
desarrollo de vacunas acelulares contra la leptospirosis, tanto
para humanos como para animales.
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Induced protection by nanocochleates derived from proteoliposomes from
Leptospira interrogans serovar canicola

Abstract

Whole cell Leptospirosis vaccines have been developed and used from the 20 s of last century up today , most of
them are not adjuvated and do not confer a long-lasting immunity. These vaccines are mainly against different
serogroups of Leptospira interrogans contained in the preparation. Though several attempts to obtain a vaccinal
formulation more effective, purer, with wider spectrum and longer protection than the bacterines of inactivated
whole cells have been made no vaccine with these characteristics have been registered yet. This paper deals with
the obtainment of outer membrane antigens from a Cuban autochthonous strain (Strain 87, L. interrogans serovar
Canicola), by a modification of the technology for the production of outer membrane vesicles, patented by
researchers from Finlay institute These antigens with nanoproteoliposomic structure were formulated/adjuvated
by different strategies, obtaining five preparations with cochlear structures which are nanoparticles of approximately
100 to 150 nm of lenght and from 15 to 30 nm of diameter. Two doses of the immunogens are inoculated in the
biomodel Mesocrisetus aureatus, with an interval of six weeks. The challenge was carried out with 100.000 DL,
Results showed that the new vaccinal formulations confer protection against the homologous challenge and were
able to eliminate the carrier status. This, together with the robutness of the preparation method, the higher level
of purity, compared to the bacterines, and the no need of aluminium hydroxide make the formulations an alternative
of interest for continuing their development.

Keywords: Leptospira interrogans, nanoproteoliposome, nanocochleates, vaccine.
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