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Resumo 
 
DORNELES, Jessica. Expressão de antígenos de Leptospira interrogans em 
Mycobacterium bovis BCG e avaliação como vacina recombinante contra 
leptospirose. 2020. 55f. Dissertação (Mestrado). Programa de Pós-Graduação em 
Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
Mycobacterium bovis BCG é uma vacina viva atenuada, utilizada como vacina contra 
a tuberculose humana. Dentre várias características atrativas, ela apresenta 
propriedades adjuvantes, tornando-a um vetor vacinal de alta relevância para 
expressão de antígenos heterólogos de diversos micro-organismos, incluindo de 
Leptospira spp., agente etiológico da leptospirose. Esta doença infecciosa acomete 
animais e seres humanos em todo o mundo. O contágio se dá através do contato 
direto com água ou solo contaminados com leptospiras patogênicas. As leptospiras 
são classificadas em mais de 300 sorovares. Esta diversidade antigênica impossibilita 
que as bacterinas (vacinas produzidas com bactérias inativadas) disponíveis confiram 
uma proteção de amplo espectro. Visando a produção de uma única vacina protetora 
contra a leptospirose, estudos são realizados com proteínas comuns a todos os 
sorovares, estão expostas na membrana externa das leptospiras patogênicas, ou que 
são expressas no momento da infecção, sendo LipL32, LemA e LigAni, proteínas que 
possuem tais características. A inserção de genes em um vetor de expressão, é 
facilitada pelo Padrão BioBricks®, que consiste em uma estratégia que permite a 
construção de moléculas biológicas compatíveis entre si, onde a clonagem é realizada 
de forma simples, reprodutível e padronizada. Neste trabalho, quatro porções - P1 
(lipL32), P2 (ligAni), P3 (lemA:ligAni) e P4 (lipL32:lemA) – de uma quimera 
recombinante previamente construída, foram clonadas utilizando a estratégia 
BioBricks® no plasmídeo pUP500/PpAN. Estas construções foram transformadas em 
M. bovis BCG cepa Pasteur, e a expressão das proteínas foi detectada por Western 
blot, onde para detectar as porções 1 e 4 foi utilizado o anticorpo primário anti-LipL32, 
e anticorpo secundário, anti-IgG de hamster. Para detectar as porções 2 e 3, foi 
utilizado anticorpo primário anti-LigAni e anticorpo secundário anti-IgG de coelho. Para 
a inoculação, foram utilizados 5 grupos de dez hamsters sírios cada com idade de 4-
6 semanas, sendo estes: grupo 1, rBCG(LipL32); grupo 2, rBCG(LigAni); grupo 3, 
rBCG(LemA:LigAni); grupo 4, (LipL32:LemA); grupo 5, BCG Pasteur não transformado 
(controle negativo). Foram administradas duas doses de cada formulação vacinal e 
do controle negativo, contendo 106 UFC com intervalo de 21 dias, e o desafio foi 
realizado com 5 x DL50 de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz 
L1130. Os animais foram acompanhados por 30 dias após o desafio. Os sintomas de 
leptospirose foram observados apenas no grupo controle negativo. As formulações 
vacinais contendo os rBCGs conferiram 100% de proteção, com imunidade 
esterilizante. Níveis significativos de anticorpos contra as proteínas LipL32, LemA e 
LigAni, não foram detectados nos soros dos hamsters. Com este trabalho, conclui-se 
que as vacinas recombinantes de M. bovis BCG possuem potencial para conferir 
proteção significativa com imunidade esterilizante contra a leptospirose em desafio 
homólogo em hamsters, sendo o BCG um vetor vacinal de alta relevância.  
 

Palavras-chave: Proteínas leptospirais; porções; vetor vacinal; micobactéria; 
proteção. 
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Abstract 

 

DORNELES, Jessica. Cloning of Leptospira interrogans antigens by the 
BioBricks® method and evaluation as a vaccine vectored by Mycobacterium 
bovis BCG against animal leptospirosis. 2020. 55f. Dissertação (Mestrado). 
Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, 
Pelotas. 
 
Mycobacterium bovis BCG is a live attenuated vaccine, used as a vaccine against 
human tuberculosis. Among several attractive features, it has adjuvant properties, 
making it a highly relevant vaccine vector for expression of heterologous antigens from 
several microorganisms, including Leptospira spp., the etiological agent of 
leptospirosis. This infectious disease affects animals and humans worldwide. Infection 
occurs through direct contact with water or soil contaminated with pathogenic 
leptospiras. Leptospiras are classified into more than 300 serovars. This antigenic 
diversity makes it impossible for the available bacterins (vaccines produced with 
inactivated bacteria) to provide broad spectrum protection. Aiming at producing a 
single protective vaccine against leptospirosis, studies are performed with proteins 
common to all serovars, are exposed on the outer membrane of pathogenic 
leptospiras, or are expressed at the time of infection, being LipL32, LemA and LigAni, 
proteins that have such characteristics. The insertion of genes in an expression vector 
is facilitated by the BioBricks® Standard, which consists of a strategy that allows the 
construction of biological molecules compatible with each other, where cloning is 
performed in a simple, reproducible and standardized way. In this work, four portions - 
P1 (lipL32), P2 (ligAni), P3 (lemA:ligAni) and P4 (lipL32:lemA) - of a recombinant 
chimera previously built, were cloned using the BioBricks® strategy in plasmid 
pUP500/PpAN. These constructs were transformed into M. bovis BCG strain Pasteur, 
and the expression of the proteins was detected by Western blot, where to detect 
portions 1 and 4 the primary antibody anti-LipL32 was used, and secondary antibody, 
anti-hamster IgG. To detect portions 2 and 3, primary anti-LigAni antibody and 
secondary anti-rabbit IgG antibody were used. For inoculation, 5 groups of ten Syrian 
hamsters each aged 4-6 weeks were used, being these: group 1, rBCG (LipL32); group 
2, rBCG (LigAni); group 3, rBCG (LemA:LigAni); group 4, (LipL32:LemA); group 5, 
BCG Pasteur unprocessed (negative control). Two doses of each vaccine formulation 
and negative control were administered, containing 106 CFU with an interval of 21 
days, and the challenge was performed with 5 x LD50 of Leptospira interrogans serovar 
Copenhageni strain Fiocruz L1130. The animals were followed up for 30 days after the 
challenge. Symptoms of leptospirosis were observed only in the negative control 
group. Vaccine formulations containing rBCGs provided 100% protection, with 
sterilizing immunity. Significant levels of antibodies against the proteins LipL32, LemA 
and LigAni, were not detected in the hamsters' sera. With this work, we conclude that 
recombinant vaccines of M. bovis BCG have the potential to provide significant 
protection with sterilizing immunity against leptospirosis in a homologous challenge in 
hamsters, with BCG being a highly relevant vaccine vector. 
 
Keywords: Leptospiral proteins; chimera; vaccine vector; Mycobacterium; protection. 
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Lista de abreviaturas 
 

 

APC - Célula apresentadora de antígenos 

BCG - Bacilo Calmette-Guérin 

BSA - Albumina sérica bovina  

CDS - Sequência codificadora de DNA  

CONCEA - Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal 

DO - Densidade Óptica 

ELISA - Ensaio imunoenzimático  

EMJH - Meio Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris  

LD50/DL50 - Dose letal a 50% dos animais 

IL - Interleucina 

LPS - Lipopolissacarídeo 

MIT - Instituto de Tecnologia de Massachusetts  

NET - Armadilha extracelular de neutrófilos 

OMP - Proteínas de membrana externa  

PCR - Reação em Cadeia da Polimerase  

PBS - Tampão Salina de Fosfato  

Q1 - Quimera 1 

qPCR - PCR quantitativo em tempo real 

rBCG - BCG recombinante 

RBS - sítio de ligação ao ribossomo  

SDS-PAGE - Eletroforese em gel de acrilaminda – dodecil sulfato de sódio 

TB - Tuberculose 

TBDR - Receptores dependentes de TonB 

TLR - Receptor do tipo Toll 

TNF - Fator de necrose tumoral 

UFC - Unidades formadoras de colônia  
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

Mycobacterium bovis BCG é utilizado para controle da tuberculose humana 

(Zhu et al., 2018). É um excelente vetor vacinal para prevenção de outras doenças 

infecciosas por apresentar vantagens importantes, como replicar-se em células 

apresentadoras de antígenos (APC), tornando-a capaz de conferir proteção de longa 

duração, induzindo imunidade Th1 e Th2 (Ohara et. al, 2001). Além disso, a parede 

celular de micobactérias é um dos mais potentes adjuvantes imunológicos conhecidos 

(adjuvante de Freund completo). Diversos estudos já constataram a eficiente 

capacidade do BCG em expressar antígenos heterólogos de vários microrganismos, 

incluindo de Leptospira spp. (Seixas et. al, 2007; Oliveira et. al, 2019a). 

Espiroquetas patogênicas do gênero Leptospira são o agente etiológico da 

leptospirose, uma zoonose negligenciada de distribuição mundial que atinge 

aproximadamente 1 milhão de casos anuais e 60 mil mortes em humanos (Costa et 

al., 2015). O contágio se dá através da exposição a água ou solo contaminados com 

a urina de animais portadores da bactéria, especialmente em períodos de chuva 

intensa, e em situações de falta de saneamento básico e superpopulação, as quais 

favorecem a disseminação da espiroqueta (Adler e de la Peña Moctezuma, 2010). 

Atualmente estima-se que existam mais de 300 sorovares de leptospira (Guglielmini 

et al., 2019). Esta divisão impossibilita as bacterinas (vacinas constituídas de bactérias 

inativadas) de conferir ampla proteção, pois sua estratégia é induzir anticorpos contra 

o antígeno O que compõe o LPS (lipopolissacarídeo presente na membrana externa), 

sendo este distinto em cada sorovar (Cameron, 2015). Estas vacinas também induzem 

imunidade de curta duração e reatogenicidade para humanos, sendo permitido o uso 

humano apenas em poucos países, como China, Cuba, Japão e Vietnã (Dellagostin 

et al., 2011).  

Diversos estudos já foram realizados com diferentes alvos vacinais a fim de 

desenvolver uma vacina capaz de conferir ampla proteção. Dentre os alvos, temos a 

proteína LigA, que é expressa somente na superfície da membrana externa de 

leptospiras patogênicas e apresenta capacidade de ligação à componentes da matriz 

extracelular (Matsunaga et al., 2003). A proteína LipL32 também apresenta as 

características supracitadas e é altamente expressa durante a infecção em mamíferos 

(Haake et al., 2000). A proteína LemA está ancorada à membrana externa com a 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Guglielmini+J&cauthor_id=31026256
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porção N-terminal no meio extracelular, porém sua exata função ainda não foi 

identificada (Hartwig et al., 2011).  

A clonagem de uma sequência gênica em um vetor de expressão torna-se 

mais simples e padronizada com a utilização do padrão BioBricks®. Tal abordagem 

consiste na utilização de sequências prefixo (que apresentam sítios para as enzimas 

de restrição EcoRI e XbaI) e sequências sufixo (sítios para Spel e PstI) que flanqueiam 

o fragmento alvo nas regiões terminais 5' e 3' de uma molécula de DNA de interesse, 

respectivamente. As sequências que são digeridas pelas enzimas de restrição SpeI e 

XbaI passam a conter extremidades compatíveis entre si. A ligação das partes a 

montante e a jusante produz uma região de 6 pb "mista" ou "resíduo" de sequência 

entre as duas partes, que não podem mais ser digeridas, pois deixam de ser 

reconhecidas por qualquer uma das enzimas. Uma vez obtida a molécula clonada, 

essa ainda pode ser novamente digerida com XbaI ou SpeI em etapas subsequentes 

de montagem. Assim, o mesmo processo, interativo de digestão e de ligação pode ser 

usado para montar várias sequências num sistema biológico sintético (Shetty et al., 

2008). Sendo assim, o padrão BioBricks® facilita a clonagem de sequências de DNA 

compatíveis entre si, de forma padronizada e reprodutível.  

Os experimentos realizados neste trabalho visaram o desenvolvimento de 

vacinas recombinantes contra a leptospirose através da utilização de M. bovis BCG 

como vetor vacinal, expressando individualmente as porções P1 (lipL32), P2 (ligAni), 

P3 (lemA:ligAni) e P4 (lipL32:lemA) da quimera recombinante 1 (Oliveira et al., 2019), 

clonados no vetor de expressão pUP500/PpAN através do padrão BioBricks®. Além 

disso, o presente trabalho também objetivou avaliar qual porção apresenta maiores 

taxas de proteção contra a leptospirose em hamsters sírios.   
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Leptospirose 

 2.1.1 Leptospira spp. 

 

Leptospiras são bactérias pertencentes à Ordem Spirochaetales, sendo 

descritas 35 espécies do gênero Leptospira, e mais de 300 sorovares. Atualmente as 

leptospiras estão classificadas em três grupos devido as análises filogenéticas: 

saprófitas, intermediarias e patogênicas (Thibeaux et al., 2018). As espécies 

patogênicas possuem fatores de virulência capazes de desencadear a doença no 

hospedeiro. As intermediárias compartilham um ancestral quase comum com as 

espécies patogênicas e apresentam patogenicidade moderada em humanos e 

animais. As saprófitas não causam doença e sobrevivem no meio ambiente, em solo 

úmido e água doce por semanas (Vincent et.al, 2019). O ciclo de vida da bactéria 

envolve diversos fatores, como a sua liberação na urina de hospedeiros infectados e 

a capacidade de persistir no meio ambiente úmido por vários dias. Além disso, a 

facilidade de penetração através da pele e mucosas injuriadas, permite sua entrada 

em um novo hospedeiro, bem como a capacidade de se disseminar no sangue e 

colonizar os túbulos renais, onde escapam do sistema imune (Adler e de la Peña 

Moctezuma, 2010). 

Leptospira spp. possuem forma helicoidal e extremidades em forma de 

gancho, o que as difere de outras espiroquetas. Medem de 10-20 µm de comprimento, 

e 0,15 µm de diâmetro (Picardeau, 2017). Sua parede celular possui características 

semelhantes as bactérias Gram negativas, apresentando membrana dupla. Os 

lipopolissacarídeos (LPS), lipoproteínas e proteínas integrais transmembrana 

constituem a membrana externa da bactéria. Cada sorovar possui o LPS distinto, 

devido a estrutura de seu antígeno O, que se estende para o exterior da célula, ser 

diferenciada. Esta característica é um fator de virulência para a bactéria e também 

utilizada para o teste microscópico de aglutinação, diagnóstico padrão para 

confirmação dos casos de leptospirose (Nally, et. al, 2005). 

 Aeróbias e fastidiosas, as leptospiras necessitam de 16 h para replicação in 

vitro à temperatura de 28-30 ºC, e em pH ótimo de 7,2-7,6, em meio Ellinghausen-

McCullough-Johnson-Harris (EMJH), geralmente suplementado com soro de coelho e 
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albumina sérica bovina (BSA) (Cameron, 2015). O meio também precisa conter fontes 

de carbono, provenientes de ácidos graxos de cadeia longa; nitrogênio, proveniente 

exclusivamente de íons amônia; além da presença de nutrientes específicos, como 

fosfatos, cálcio, magnésio e ferro (Herman et al., 2016).  

 

2.1.2 Epidemiologia, transmissão e manifestações clínicas 

 

A leptospirose é uma zoonose complexa com múltiplos modos de 

transmissão, amplo espectro de hospedeiros, uma infinidade de sorovares infectantes, 

manifestação clínica inespecífica e diagnóstico difícil. Estima-se que o número de 

casos graves chegue a 1 milhão e 60 mil mortes anualmente. Por ser uma doença 

com mais incidência em países tropicais subdesenvolvidos, onde a vigilância sanitária 

é limitada, e por causar sintomas semelhantes aos de outras doenças infecciosas, 

acredita-se que estes dados sejam subestimados (Picardeau, 2015). 

A transmissão ocorre através do contato direto com a urina de animais que 

carreiam as espiroquetas. A forma indireta, sendo a forma mais comum de infecção, 

está associada a atividades ocupacionais e recreacionais em países desenvolvidos, 

assim como, à falta de saneamento básico e a ocorrência de enchentes em países 

em desenvolvimento (Adler e de la Peña Moctezuma, 2010). Os seres humanos são 

hospedeiros acidentais, devido à proximidade com animais, principalmente 

domésticos, como os cães. Diferentes sorovares são encontrados em animais 

selvagens e mamíferos (Adler, 2015a). Os ratos e os camundongos, são os 

reservatórios mais importantes no ciclo da doença, sendo hospedeiros não 

suscetíveis, possuindo assim papel fundamental na disseminação do patógeno 

(Haake and Levett, 2015). 

A leptospirose varia em gravidade, de uma doença febril leve a uma doença 

que causa a morte do paciente.  Apresenta duas fases: leptospirêmica/aguda – 

leptospiras circulantes no sangue, causando febre e mialgia – e 

leptospiúrica/convalescente – passam a colonizar os órgãos causando diferentes 

danos (Costa et al., 2015). Os rins são imunoprevilegiados, fato este que explica a 

preferência das leptospiras pelos túbulos proximais e causam insuficiência renal, 

necrose do epitélio e edema intersticial (Yang, 2018). Nos pulmões os sintomas 

variam de tosse a hemorragia pulmonar, levando a falência respiratória (Adler, 2015a). 

Através da destruição das junções dos hepatócitos, ao captarem ferro da 
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hemoglobina, causam a icterícia (Miyahara et al., 2014). O desencadeamento de 

citocinas de forma exagerada pelo sistema imune para combater a infecção pode 

desempenhar um papel considerável no desenvolvimento de leptospirose grave 

(Cagliero et al., 2018). Outros órgãos ainda podem ser atingidos, como o cérebro, 

causando meningite asséptica (Wang et al., 2016). Miocardites, arritmias e falhas 

cardíacas com potenciais desfechos letais são também relatados por Shah et al. 

(Shah et al., 2010) 

A leptospirose traz também grandes perdas econômicas no setor pecuário, 

principalmente ao infectar bovinos, causando aborto, natimorto, parto prematuro e 

nascimento de bezerros fracos. Nos suínos e búfalos há o surgimento de hemorragia, 

hematúria, icterícia e sinais de insuficiência renal, em alguns casos levando ao óbito. 

Já em equinos a maioria das infecções é subclínica, porém quando há a manifestação 

da infecção aguda, os sintomas observados são os mesmos que em infecção grave 

de outras espécies, como hemoglobinúria, icterícia e função renal comprometida. 

Aborto, natimorto e nascimento de potros infectados que podem mostrar graves sinais 

clínicos são sequelas comuns de infecção (Ellis, 2015). 

2.1.3 Indução do sistema imune e profilaxia 

 

A presença de Leptospira spp. no organismo estimula o sistema imunológico 

a produzir citocinas pró-inflamatórias por macrófagos, incluindo IL-1b, IL-6, IL-8 e 

TNF-α (Werts et al., 2018). A correlação entre os níveis de IL-10 e TNF- α tem sido 

constantemente avaliada e relacionada com o curso da leptospirose (Mikulski et al., 

2015). Altos níveis de TNF- α indicam danos severos no hospedeiro como hemorragia 

pulmonar e morte (Kyriakidis et al., 2011), bem como a atividade anti-inflamatória da 

IL-10 é relevante no controle da progressão da doença (Mikulski et al., 2015).  Após a 

liberação dos componentes inflamatórios, os neutrófilos são atraídos até o local da 

infecção e liberam agentes antimicrobianos e suas armadilhas extracelulares (NETs), 

auxiliando no combate à doença (Scharrig et al., 2015). Estudos demonstram que 

camundongos deficientes de neutrófilos apresentam maior concentração da bactéria 

nos rins (Scharrig et al., 2015). Os Toll Like Receptors são receptores de 

reconhecimento de padrões de componentes microbianos conservados, como o LPS, 

e desencadeiam uma resposta inata no combate ao patógeno. O LPS leptospiral 

sinaliza por TLR2 em células humanas (hospedeiro suscetível), mas é reconhecido 
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por TLR4 e TLR2 em células murinas (hospedeiro não suscetível), devido ao 

reconhecimento diferencial da fração lipídica A atípica do LPS leptospiral (Werts et al. 

2001; Chassin et al., 2009). Em hospedeiros não suscetíveis, a ativação do TLR4 se 

mostra necessária para uma rápida produção de imunoglobulinas e a remoção das 

leptospiras do sangue (Chassin et al., 2009). 

Vacinas bacterinas são utilizadas como profilaxia para a leptospirose. São 

produzidas com bactérias mortas, através de métodos como calor, formalina, fenol, 

etanol, descongelamento e irradiação (Adler, 2015b). Elas possuem várias 

desvantagens, sendo administradas apenas em bovinos, suínos e cães, pois em 

humanos causa reatogenicidade devido a constituintes do meio de crescimento das 

bactérias (Adler, 2015b). A imunidade por elas conferida é sorovar específica, o que 

requer conhecimento sobre os sorovares circulantes nas regiões, além de 

formulações multivalentes. Por fim, a imunidade é direcionada principalmente contra 

o lipopolissacarídeo leptospiral (LPS), um antígeno T-independente e, portanto, 

envolve apenas os anticorpos IgM, o que não gera uma resposta de memória, sendo 

necessários reforços anuais (Adler, 2015b). 

2.1.4 Genômica 
 

O genoma de leptospiras começou a ser análisados em 2003, onde dois 

sorvares de L. interrogans, Lai (Ren et al., 2003) e Copenhageni (Nascimento et al., 

2004), foram sequenciados. Ambos sorovares possuem um grande cromossomo 

circular (4.277 kb, 35% molar de GC) e um replicon menor (350 kb, 35% molar de GC). 

A maioria dos cromossomos de L. interrogans é colinear, exceto algumas lacunas e 

uma grande inversão no cromossomo grande (Nascimento et al. 2004). 

Em um estudo recente, foi realizada a análise comparativa do genoma inteiro 

de 20 espécies do gênero Leptospira spp. Os resultados obtidos descreveram o 

genoma de Leptospira spp. contendo aproximadamente 4,26 Mpb, sendo constituído 

de dois cromossomos, o maior possuindo mais de 3,6 Mpb e o menor contando com 

aproximadamente 300 Kpb. (Fouts et al., 2016). Possuem conteúdo G+C médio de 

40,7%, variando de 35,5% em L. noguchii a 45,6% em L. wolfii. Os genomas 

demonstram codificar para uma média de 4.197 proteínas. Aproximadamente 1.764 

genes mostraram pertencer ao core-genoma da bactéria, sendo compartilhado entre 

as espécies, enquanto que 17.477 genes compõem o pan-genoma. Espécies 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Adler+B&cauthor_id=25388138
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Adler+B&cauthor_id=25388138
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Adler+B&cauthor_id=25388138
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patogênicas demonstram ainda possuir um número maior de genes específicos (Fouts 

et al., 2016). 

 O genoma de L interrogans contem 4 fatores sigma para a regulação de 

expressão gênica: o fator housekeeping σ70 sigma (RpoD) e os fatores sigma 

alternativos σ28 (RpoF), σ54 (RpoN), e σ24 (RpoE) que proporcionam a 

especificidade de reconhecimento de promotor para a polimerase e contribuem para 

a adaptação ambiental da bactéria (Zhukova et al., 2017). Sabe-se que as Leptospiras 

spp realizam modificações pós traducionais. Recentemente, foram identificadas 32 

proteínas fosforiladas, 46 acetiladas e 155 metiladas, que confirmaram múltiplas 

modificações em procariontes, e também sugerem que L. interrogans compartilha 

semelhanças significativas com os sistemas de modificação de proteínas em 

eucariotos (Cao et al., 2010; Nally et al., 2017). 

 

2.2 Antígenos Vacinais 

   
Vacinas recombinantes que contenham em sua formulação antígenos comuns 

a todas espécies patogênicas de Leptospira, capazes de estimular o sistema 

imunológico, são a alternativa mais promissora para se ter uma vacina universal 

contra a leptospirose. Buscam alvos vacinais expostos ao meio extracelular 

(localizados na membrana externa), conservados entre as espécies e sorovares 

patogênicos, e expressos durante a infecção (Dellagostin et al., 2017). Com tais 

características, destacam-se as proteínas LipL32, LemA e LigAni. 

 

2.2.1 LipL32  
 

A LipL32 é uma lipoproteína altamente conservada, imunogênica, presente 

apenas na superfície da membrana de leptospiras patogênicas (Murray et al., 2013), 

induz sinais inflamatórios através do componente imune inato, receptor TLR2 (Hsu et 

al., 2010). Estudos também demonstram a interação de LipL32 com proteínas da 

matriz extracelular, como colágeno I, colágeno V, laminina (Hoke et. al, 2008), 

colágeno IV e fibronectina (Hauk et al., 2008), o que permite a ligação, arraste e 

parada de leptospiras no endotélio dos vasos sanguíneos do hospedeiro, fator 

importante para a virulência do patógeno (Murray, 2015). A eficácia de vacinas 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5553009/#B12


16 

 

baseadas em LipL32 contra leptospirose nas construções de DNA, BCG ou 

Adenovírus é baixa e variável (38–72%) e as vacinas de subunidade recombinante 

não conferiram nenhuma proteção significativa em modelos animais (Dellagostin et 

al., 2011). 

 

2.2.2 LemA 

 

A lipoproteína LemA possui uma hélice transmembrana, com um terminal 

amino extracelular, e sua modificação subsequente forma um epítopo que é 

apresentado na superfície dos fagócitos. A função biológica desta proteína permanece 

desconhecida (Hartwig et al., 2013). A ligação de LemA recombinante à laminina, 

fibrinogênio e colágeno tipo IV indica um possível papel dessa proteína como uma 

adesina na patogênese de Leptospira spp. (Oliveira et al., 2018).  A vacinação com 

rLemA, associada ao Alhydrogel, conferiu 50% de sobrevivência em hamsters, sem 

diferença significativa em comparação com o grupo controle, e não proporcionou 

imunidade esterilizante (Hartwig et al., 2013). O uso de AddaVax como adjuvante na 

vacina de subunidade baseada em rLemA aumentou a sobrevida para 87,5%, não 

sendo detectada a presença de leptospiras na cultura renal (Oliveira et al., 2018). 

 

2.2.3 LigAni 

 

A proteina LigA consiste em 13 domínios semelhantes a imunoglobulina e 

possui repetições em tandem, sendo exposta na superfície apenas de sorovares 

patogênicos de Leptospira spp. e expressa durante infecção aguda (Matsunaga et al., 

2003). Estudos relatam que a indução osmótica de LigA recombinante é 

acompanhada por aumentos de 1,6 a 2,5 vezes na adesão leptospiral à matriz 

extracelular imobilizada. As proteínas plasmáticas, colágenos I e IV, laminina e, 

principalmente, fibronectina e fibrinogênio, sugerem que estas adesinas podem estar 

envolvidas nos estágios iniciais de colonização e disseminação da bactéria (Choy et 

al., 2007). Estudos demonstraram que formas recombinantes de LigA servem como 

vacinas eficazes contra a leptospirose em modelos animais, porém não conferem 

imunidade esterilizante (Palaniappan et al., 2006; Silva et al., 2007). 

Recentemente em um estudo realizado por Oliveira et al. (2019a), avaliou a 

imunoproteção conferida por uma quimera recombinante composta pelos genes 
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lipL32, lemA e ligAni, como vacina vetorizada por Mycobacterium bovis BCG em 

hamsters. Esta quimera recombinante foi clonada no vetor pUP500 construído com o 

promotor de micobactéria pAN. Ao final do experimento obteve-se proteção de 100%, 

onde as análises através de cultura renal e PCR em tempo real não detectaram carga 

leptospiral, indicando uma imunidade esterilizante (Oliveira et al., 2019a). 

 

 

2.3 Micobactérias 

2.3.1 Mycobacterim bovis BCG  

 

As micobactérias pertencem à ordem Actinomycetales e à família 

Mycobacteriaceae, possuindo um único gênero denominado Mycobacterium. Estas 

bactérias são caracterizadas por um envelope celular complexo composto pelos 

ácidos micólicos, ácidos graxos de cadeia longa, que permitem a caracterização do 

gênero através da coloração de Ziehl-Neelsen. Estes ácidos graxos incomuns 

conferem baixa permeabilidade à parede celular micobacteriana. Os bacilos são 

resistentes à ação de agentes químicos e alguns antibióticos, mas sensíveis aos 

agentes físicos, como a radiação ultravioleta e calor. As micobactérias são aeróbicas, 

não formam esporos e podem ser de crescimento rápido ou lento, sendo que esta 

última característica se restringe às patogênicas (Kim et al., 2013).  

Mycobacterium bovis Bacilo Calmette-Guérin é uma vacina viva atenuada que 

foi desenvolvida por Léon Charles Albert Calmette e Jean-Marie Camille Guérin no 

Instituto Pasteur, França. A atenuação de uma cepa de M. bovis patogênica foi 

possível após 230 passagens sucessivas no laboratório, entre os anos de 1908 e 1921 

(Nieuwenhuizen et al., 2018). Estudos posteriores demonstraram que, mesmo depois 

da sua completa atenuação, o BCG ainda apresentava infectividade quando inoculado 

em diversos modelos animais experimentais. O BCG é a única vacina utilizada contra 

tuberculose humana (TB) desde 1928, quando foi recomendado pela Liga das Nações 

como vacina oficial contra a TB (Calmette, 1931). 

2.3.2 Utilização de rBCG para a expressão de antígenos heterólogos 

  

Vacinas vivas vetorizadas por M. bovis BCG são altamente eficazes para 
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expressar antígenos heterólogos, pois apresentam a capacidade de replicação e 

persistência no organismo, estimulando constantemente o sistema imune do 

hospedeiro. Capazes de fornecer múltiplos antígenos, podem gerar vacinas 

polivalentes capazes de proteger contra vários patógenos, com uma única dose 

(Oliveira et al., 2017). O BCG possui potencial para ser utilizado como vetor vacinal, 

por apresentar as vantagens de ser segura, estável, não necessita de 

acondicionamento refrigerado e apresenta propriedades adjuvantes, já que sua 

parede celular é um dos potencializadores imunológicos mais conhecido e 

amplamente utilizado (adjuvante de Freund completo) (Tran et al., 2014). Sua 

replicação no interior de macrófagos, também facilita a estimulação do sistema 

imunológico, promovendo proteção de longa duração induzindo imunidade Th1 e Th2 

(Ohara et al., 2001; Matsuo; Yasutomi, 2011).  

Sistemas para a manipulação e expressão de genes heterólogos em 

micobactérias foram desenvolvidos, permitindo a avaliação do BCG recombinante 

(rBCG) como um veículo para uma variedade de antígenos (Seixas et al., 2007; Rizzi 

et al., 2012; Arnold et al., 2018; Oliveira et al., 2019a). Um dos sistemas mais 

promissores emprega um mutante de BCG Pasteur auxotrófico para leucina (BCG 

Pasteur ΔleuD). O vetor replicativo (pUP410) suplementa esta mutação (Borsuk et al., 

2007), proporcionando seleção ativa in vivo, eliminando a necessidade de utilização 

de um gene de resistência a antibiótico e, assim, aumentando a segurança e 

estabilidade vacinal (Borsuk et al., 2007; Seixas et al., 2010). 

Os promotores micobacterianos afetam diretamente a expressão de proteínas 

recombinantes em BCG, pois a expressão de um gene alvo é inicialmente regulada 

na transcrição e parcialmente determinada pela força do promotor (Newton-Foot, 

Pittius, 2013). Uma característica útil de um promotor ativo de BCG recombinante seria 

expressar em níveis elevados durante o crescimento intracelular de rBCG nas células 

apresentadoras de antígenos, induzindo a expressão do antígeno quando uma 

resposta imune é necessária (Oliveira et al., 2017). 

Existem diversos promotores de micobactérias, sendo um dos mais efetivos 

para expressão heteróloga, o promotor pAN de M. paratuberculosis, que é capaz de 

comandar a expressão de antígenos heterólogos em M. bovis BCG (Medeiros et al. 

2002), apresenta sequências homólogas nos principais grupos patogênicos de 

micobactérias (Gormley et al. 1997). A βgalactosidase expressa em BCG sob o 

controle do promotor da pAN, induz imunidade humoral e celular em camundongos 
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(Murray et al. 1992). Em dois estudos, uma comparação de vetores que continham 

diferentes promotores revelou que a estabilidade do BCG era superior quando o 

promotor pAN foi utilizado (Medeiros et al. 2002; Seixas et al. 2007). Em dois estudos, 

comparando diferentes promotores, observou-se maiores níveis de expressão de 

antígenos, gerando superior estabilidade da expressão, ao se utilizar a sequência 

promotora pAN (Medeiros et al. 2002; Seixas et al. 2007). Oliveira et al. (2019b) 

verificaram que as formulações vacinais vetorizadas por BCG, expressando antígenos 

sob o comando deste mesmo promotor, conferiram maiores taxas de proteção contra 

leptospirose em hamsters.    
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3 HIPÓTESE E OBJETIVOS 

 

3.1 Hipótese 

 

Vacinas recombinantes vetorizadas por M. bovis BCG expressando 

individualmente as porções P1 (lipL32), P2 (ligAni), P3 (lemA:ligAni) e P4 (lipL32:lemA) 

de uma quimera previamente construída composta pelos genes lipL32, lemA e ligAni 

de Leptospira interrogans, são capazes de conferir proteção contra a leptospirose em 

hamsters e imunidade esterilizante. 

 

3.2 Objetivo Geral 

 

Desenvolver candidatos vacinais contra a leptospirose contendo antígenos 

recombinantes de Leptospira interrogans, clonados através da estratégia BioBricks®, 

utilizando Mycobacterium bovis BCG como vetor vacinal. 

 

3.3 Objetivos Específicos 

 

 Obter as porções P1 (lipL32), P2 (ligAni), P3 (lemA:ligAni) e P4 (lipL32:lemA) da 

quimera recombinante (Quimera 1), e cloná-las no plasmídeo pUP500/PpAN 

utilizando o padrão BioBricks®; 

 Obter quatro cepas de rBCG expressando individualmente as quatro porções 

da quimera 1; 

 Imunizar hamsters sírios (Mesocricetus auratus) com as cepas de rBCG 

construídas para avaliar qual porção da quimera 1 apresenta maior taxa de 

proteção contra a leptospirose; 

 Avaliar a resposta imune gerada pela imunização contra desafio homólogo em 

hamsters, bem como analisar os danos causados pelas leptospiras em fígado, 

rim e pulmão dos animais.  



21 

 

4 CAPÍTULO 

 

4.1 Manuscrito - Protection against leptospirosis conferred by Mycobacterium 

bovis BCG expressing antigens from Leptospira interrogans 

 

Este manuscrito foi formatado de acordo com as normas do periódico Vaccine. 
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Abstract 

Leptospirosis is a zoonotic disease worldwide and caused by the pathogenic spirochetes of the 

genus Leptospira. Bacterins make up the vaccines used against leptospirosis, but they only 

succeed in providing short-term and serovar-specific protection. The use of Mycobacterium 

bovis BCG as a live vaccine vector expressing leptospiral antigens is a promising alternative, 

particularly due to its adjuvant properties. Four distinct portions P1 (lipL32), P2 (ligAni), P3 

(lemA:ligAni) and P4 (lipL32:lemA) of a recombinant chimera composed of the lipL32, lemA 

and ligANI genes from Leptospira interrogans were cloned according to the BioBricks® 

strategy in the plasmid pUP500/PpAN. These constructions were transformed into a BCG Pasteur 

strain, and protein expression was detected by Western blot. For vaccination, 5 groups of 10 

Golden Syrian hamsters were used, aged 4–6 weeks – group 1, rBCG (LipL32); group 2, rBCG 

(LigAni); group 3, rBCG (LemA:LigAni); group 4, (LipL32:LemA); group 5, BCG Pasteur 

wild-type (negative control). Two doses containing 106 CFU of rBCG were administered 

subcutaneously, the challenge was performed with 5 x LD50 of Leptospira interrogans serovar 

Copenhageni L1-130, and the animals were observed for a 30-day period until the endpoint was 

reached. Humoral immunity was assessed via indirect ELISA, while renal colonisation was 

assessed by culture and quantitative real-time PCR. All vaccinated groups were protected 

against a lethal challenge and sterilising immunity was observed for comparisons with the 

negative control group (P < 0.05). Recombinant vaccines were not effective at inducing 

significant humoral immunity, which suggests the induction of cellular immunity – a 

characteristic of M. bovis BCG. In conclusion, all formulations provide 100% significant 

protection against leptospirosis in hamsters with sterilising immunity. The use of rBCG as a 

vaccine vector represents a promising alternative for the control of animal leptospirosis, 

allowing for protection against clinical signs of leptospirosis and renal colonisation. 

Keywords: vectored vaccine, BioBricks, chimera, LipL32, LigAni, LemA 
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1. Introduction  

Leptospirosis is a multi-species zoonosis that occurs in tropical and subtropical countries, with 

approximately 1 million cases annually – although this figure is likely underestimated [1-2]. 

Caused by pathogenic spirochetes of the genus Leptospira, leptospirosis is transmitted through 

direct contact with water, soil, or food contaminated with the bacteria [3]. Whole-cell 

inactivated vaccines are used as prophylaxis, but they only provide sorovar-specific and short-

term protection, so require annual boosting [4].  

Recombinant vectored live vaccines are a potential alternative that might prove effective for 

increasing the spectrum of protection and providing a sustained immune system stimulation [5] 

through the presentation of antigens common to all pathogenic leptospires. Mycobacterium 

bovis BCG is a live attenuated vaccine that presents numerous advantages, such as stability, 

safety, low production cost, adjuvant capacity, and induction of cellular immunity, as well as 

successfully expressing heterologous antigens [6].  

The LigAni, LemA and LipL32 proteins are relatively well-conserved among pathogenic 

leptospires, surface-exposed, and expressed at the time of infection [7-8-9]. Moreover, their 

partial efficacy in protecting against leptospirosis has already been demonstrated through the 

use of these antigens in subunit recombinant vaccines, although none of these antigens were 

able to prevent the kidney colonisation of infected animals [10-11-12]. Consequently, a recent 

study focused on evaluating the protective capacity of a chimera containing segments of these 

three fused antigens expressed by BCG as a vaccine vector. This vaccine provided 100% 

protection and sterilising immunity in hamsters [13]. However, it is well-known that antigen 

size can lead to metabolic overload for BCG, resulting in plasmid loss and vaccine instability 

[14].  

The cloning of DNA sequences may be facilitated and standardised by using the BioBricks® 
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standard; a strategy that allows for the construction of different DNA molecules that become 

compatible with each other. Our group was able to clone different mycobacterial promoters in 

the expression vector pUP500 – a shuttle vector with the origin of replication in Escherichia 

coli and mycobacterium [15] – in order to allow for the expression of heterologous antigens by 

M. bovis BCG. In this study, we have evaluated the immune protective potential of the portions: 

P1 (lipL32), P2 (ligAni), P3 (lemA: ligAni) and P4 (lipL32: lemA) of recombinant chimera 1 

[15], seeking to identify which portion is most immunoprotective against leptospirosis, in 

addition to conferring sterilising immunity when expressed by M. bovis BCG in hamsters. 

2. Materials and methods 

2.1. Ethical aspects 

All procedures involving animal experimentation were approved by the Animal 

Experimentation Ethics Committee (CEEA) of the Federal University of Pelotas under number 

4646-2015. 

2.2. Strains and growth conditions 

Mycobacterium bovis BCG (Pasteur strain) was grown at 37° C in 7H9 broth (Difco, BD, São 

Paulo, SP, Brazil) supplemented with 0.5% glycerol, 0.05% Tween 80 and 10% OADC or in 

7H10 agar (Difco, BD, São Paulo, SP, Brazil) supplemented with 10% OADC. When 

necessary, kanamycin was added at a concentration of 25 μg.mL-1. Escherichia coli DH5α was 

used for plasmid maintenance and cloning, grown at 37° C in Luria-Bertani medium (Difco, 

BD, São Paulo, SP, Brazil) (1% Tryptone, 0.5% Yeast Extract, 0.5% NaCl) under the agitation 

of 200 rpm or plus 1.5% agar and, when necessary, supplemented with 50 μg.mL-1 of 

kanamycin. Leptospira interrogans serogroup Icterohaemorrhagiae serovar Copenhageni strain 

Fiocruz L1-130 was maintained at 30° C in Ellinghausen–McCullough–Johnson–Harris 

(EMJH) liquid supplemented with Leptospira EMJH enrichment (Difco, BD, São Paulo, SP, 

Brazil).  
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2.3. Molecular cloning by BioBricks® standard 

Four portions, P1 (lipL32), P2 (ligAni), P3 (lemA:ligAni) and P4 (lipL32:lemA) of the chimeric 

gene Q1 (Figure 1), constructed with the Leptospira interrogans genes lipL32, lemA and ligAni 

[15] (Table 1), were amplified by PCR using pAE/Q1 as a template DNA and utilising the 

oligonucleotides described in Table 2. Digestion was performed with restriction enzymes XbaI 

and PstI and cloned individually into the pUP500/PpAN plasmid previously digested with 

restriction enzymes SpeI and PstI. This plasmid contained origins of replication in E. coli and 

M. bovis BCG, a kanamycin-resistant gene, a multiple cloning site compatible with the 

BioBricks® Standard and the mycobacterial promoter pAN [15]. The four constructs were 

inserted into electrocompetent E. coli DH5α and the recombinant clones were confirmed by 

digestion with restriction enzymes EcoRI PstI and PCR. 

2.4. BCG transformation and expression analysis 

Recombinant plasmids pUP500/PpAN:P1, pUP500/PpAN:P2, pUP500/PpAN:P3, and 

pUP500/PpAN:P4 were transformed into electrocompetent M. bovis BCG Pasteur by 

electroporation. Recombinant BCG strains were plated with kanamycin 7H10 medium and 

selected colonies were inoculated on selective 7H9 medium. After a 7-day growth period, 

protein expression was confirmed by Western blot. The cells were centrifuged at 4,000 × g for 

10 min, suspended in 1 ml of 100 mM Tris, pH 8.0, lysed by sonication (Cole – Parmer, Illinois, 

USA), with 10 pulses of 40 MHz for 15 s with 0.1 mm glass beads and centrifuged 10,000 rpm 

for 10 min. The pellet was suspended in 1 ml of Tris HCl buffer 100 mM pH 8.0. Protein was 

separated on 12% SDS-PAGE and electrotransferred to a nitrocellulose membrane (GE 

Healthcare, Illinois, United States). Primary antibodies anti-lipL32 (at 1:50 dilution), anti-

ligAni (at 1:50 dilution); and secondary rabbit anti-IgG (at 1:5,000 dilution) or hamster anti-

IgG (at 1:5,000 dilution) were used. Reactions were revealed by chemiluminescence using the 

Western Blotting Amersham ECL Prime (GE Healthcare, Illinois, USA) detection reagent. 
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2.5. Vaccination and challenge in hamsters 

Male hamsters aged 4–6 weeks were segregated into 5 groups consisting of 10 animals each – 

group 1, rBCG (LipL32); group 2, rBCG (LigAni); group 3, rBCG (LemA:LigAni); group 4, 

(LipL32:LemA); group 5, BCG Pasteur wild-type (negative control). Animals were 

subcutaneously immunised on days 0 and 21 with vaccines containing 106 CFU of rBCG or 

BCG Pasteur wild-type. The positive control group containing 4 animals received the bacterin 

vaccine (109 cells of L. interrogans serovar Copenhageni strain L1-130) intramuscularly. Fifty-

one days after the first dose, the animals were challenged with 5 times the 50% lethal dose 

(LD50) of L. interrogans serovar Copenhageni strain L1-130 (Figure 2). The animals were 

monitored daily for clinical signs of leptospirosis and, when reaching endpoint criteria, were 

euthanised with CO2 gas according to the rules and regulations of the Animal Experimentation 

Ethics Committee. The criteria adopted for the determination of euthanasia were 10% loss of 

maximum weight, prostration, bristling, apathy and lack of appetite. Peripheral blood samples 

were collected through the retroocular venous plexus on days 0, 21 and 51, using 0.5% 

proximetacaine hydrochloride as an anesthetic eye drop. The surviving animals were euthanised 

30 days after the challenge. This experiment was performed in two independent repetitions. 

2.6. Humoral immune response determination 

The humoral immune response was evaluated by indirect ELISA using the purified proteins 

rLipL32, rLemA and rLigAni individually as antigens. The plates were coated with 250 ng per 

well of each protein diluted in carbonate bicarbonate buffer (pH 9.6) for 16–18 h at 4 °C. The 

plates were blocked with 5% skimmed milk powder diluted in PBST for 1 h at 37 °C. The sera 

from the animals were diluted 1:50 in PBS-T with 2.5% milk powder and incubated for 1 h at 

37°C followed by incubation with the secondary antibody anti-IgG peroxidase-conjugated 

hamster (Sigma; 1:5,000 diluted in PBST with 2.5% milk powder), which was added and 

incubated for 1 h at 37 °C. Three washes with 200 μL of PBST were performed between each 
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step. Reactions were developed with o-phenylenediamine dihydrochloride (OPD – Sigma-

Aldrich) and hydrogen peroxide, and stopped with the addition of 25 μL of H2SO4 4 N. 

Absorbance was determined on a plate reader at a wavelength of 492 nm. 

2.7. Histopathology  

Renal, pulmonary and hepatic tissues were aseptically collected for histopathological analysis, 

fixed in 10% formalin and embedded in paraffin. Sections of 3 μm were performed and stained 

with hematoxylin-eosin and observed using an optical microscope [16]. Liver congestion, lung 

edema, circulatory alterations and kidney tubular degeneration were analysed. 

2.8. Load leptospiral detection in the kidneys 

The analysis of leptospires in renal samples from surviving animals was evaluated by culture 

and quantitative real-time PCR (qPCR). The leptospiral genomic DNA in kidney samples was 

quantified by qPCR using a LightCycler 96 system (Roche, Basel, Switzerland). Samples were 

prepared by dicing 100–200 mg of renal tissue and suspending it in PBS, followed by 

homogenising the tissue for two cycles of 20 s using a Ribolyser (Hybaid, Kalletal, Germany). 

Genomic DNA was extracted from approximately 40 mg of tissue using the SV Genomic DNA 

Purification Kit (Promega, Brazil). The reactions were performed in triplicate, with each 

containing 200 ng of total DNA, 0.4 μM of each primer (Table 1), 5 μl SYBR Green PCR 

Master Mix (Applied Biosystems, São Paulo, SP, Brazil) and nuclease-free water (Invitrogen) 

was also added to a final volume of 10 μl. The qPCR protocol consisted of an initial incubation 

step of 95 °C for 10 min, followed by 45 cycles of amplification (95 °C for 15 s, 58 °C for 15 

s and 72 °C for 15 s). 

The number of leptospires was determined in comparison with the number of hamster cells in 

the sample, then quantified by copies of the lipL32 gene, respectively. To determine culture, 

one kidney from each surviving animal was collected and inoculated in a supplemented EMJH 
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medium. During an eight-week incubation period, dark-field microscopy was performed to 

identify positive cultures. 

2.9. Statistical analysis 

The levels of protection against mortality and survival rates were determined using Fisher’s 

exact test and log-rank test, respectively. Significant differences between the serological assays 

were determined by analysis of variance (ANOVA). P ≤ 0.05 was considered to be statistically 

significant. To compare the differences in histopathological analyses, a one-way ANOVA test 

was performed, with P ≤ 0.05 considered significant. Statistical analysis was carried out using 

the GraphPad Prism 7 and Statistix 8 software packages. 

3. Results 

3.1. Recombinant BCG strains expressing Leptospira interrogans antigens 

The cloning of the genes in the pUP500/PpAN vector generated the construction of 4 

recombinant plasmids: pUP500/PpAN:P1, pUP500/PpAN:P2, pUP500/PpAN:P3, and 

pUP500/PpAN:P4. Protein expression by rBCG was detected by Western blot (Figure 3). An anti-

rLipL32 polyclonal antibody was able to detect P1 (28 kDa) and P4 (44 kDa), while anti-rLigAni 

was able to detect P2 (30 kDa) and P3 (45 kDa), and wild BCG extract was used as a negative 

control and not detected in any reaction. 

3.2. Humoral immune response induced by rBCG vaccines 

The humoral immune response was evaluated by indirect ELISA. Sera from day 0 (pre-

immune) and day 51 (post-immune) were used. Antibody levels induced by rBCG vaccines 

expressing the four portions individually were not significant when compared to sera from day 

0 (pre-immune) (P < 0.05). 

3.3. Protection conferred by rBCG vaccines 

After the challenge, the animals were monitored for 30 days. The rBCG strains expressing the 

portions P1 (LipL32), P2 (LigAni), P3 (LemA:LigAni) and P4 (LipL32:LemA) afforded 100%  



30 

 

protection (P < 0.05) against leptospirosis in the context of a homologous challenge in hamsters. 

The results of mortality and survival are shown in Figure 4 and Table 3. All animals vaccinated 

with bacterin (positive control) survived after the challenge. The endpoint criteria were 

observed in all negative control animals that received the BCG Pasteur wild strain, including 

the loss of 10% of total weight (Figure 5). 

 3.4. Histopathological Analysis 

Histopathological analyses were performed on the kidney, liver and lung. The damage observed 

in the renal tissue did not show any significant difference among vaccinated groups. In the 

lungs, a difference (P = 0.0038) in the damage score was observed only between the group 

vaccinated with P4 (lipL32:lemA) and the negative control group (BCG Pasteur). In the renal 

tissue, however, a significant difference was clear between the vaccinated groups when 

compared to the negative control group (P < 0.0001) (Figure 6). 

3.5. Sterilising Immunity 

The sterilising immunity conferred by vaccines, determined by the lack of leptospiras in kidney 

samples, was evaluated by utilising culture and qPCR. In the first experiment, the presence of 

leptospires was not detected in the kidney cultures of hamsters vaccinated separately with the 

four portions. In the second experiment, the same result was observed with the exception of the 

group vaccinated with portion 1 (LipL32), where the presence of leptospires was detected in 

the kidney culture of one animal that reached the endpoint criteria. The qPCR confirmed the 

observed culture results (Table 2). 

4. Discussion 

Mycobacterium bovis BCG is a live attenuated vaccine that has been shown to be effective for 

expressing different microorganisms’ heterologous antigens, including Leptospira spp. [13-17]. 

Its characteristics are very advantageous due to its ability to replicate in antigen-presenting 
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cells. This facilitates the stimulation of the host’s immune system, therefore, conferring long-

term protection and inducing Th1 and Th2 immunity. Plus, the mycobacterial cell wall is known 

to be one of the most potent immunological adjuvants (complete Freund’s adjuvant [CFA]). All 

of these qualities make BCG extremely attractive for the development of a vaccine vector [18].  

By immunising Syrian hamsters with vaccine formulations containing rBCG strains and, after 

51 days, challenging them with 5 x LD50 of L. interrogans serovar Copenhageni strain Fiocruz 

L1-130, this research was able to achieve 100% protection and significant sterilising immunity. 

Any clinical signs of leptospirosis were only observed in animals inoculated with wild BCG 

Pasteur strain (negative control) in both performed experiments. 

The leptospires serovars differ due to the antigen O, which makes up the lipopolysaccharides 

of the external membrane. This means that structures are differentiated [19], which makes 

bacterial vaccines impossible to confer the broad spectrum of protection. Faced with this 

significant disadvantage, several studies seek a vaccine target that is common to all pathogenic 

leptospires, with the most promising examples being those proteins that are exposed to the 

extracellular environment and anchored to the external membrane, or those expressed at the 

time of infection. The immunoprotective potential of the LipL32, LemA and LigAni proteins, 

as a recombinant vaccine, has already been highlighted by several studies, however, the use of 

these isolated antigens did not confer significant sterilising immunity [10-11-12]. Nevertheless, 

a recent study excluded this problem, within which a recombinant chimera composed of these 

three proteins, and vectorised by Mycobacterium bovis BCG, conferred 100% protection with 

sterilising immunity [13].  

The use of larger-sized antigens can generate a metabolic overload for BCG [14], which may 

impair vaccine stability. Faced with this possibility, this study sought to fractionate the 

recombinant chimera [13] into four distinct portions: P1 (lipL32), P2 (ligAni), P3 (lemA:ligAni) 

and P4 (lipL32:lemA), as well as cloning them individually into the expression vector pUP500 
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– constructed by our research group according to the BioBricks® Standard. This vector has an 

origin of replication in E. coli and mycobacteria, together with sites for the restriction enzymes 

used in BioBricks® [15]. For the effectiveness of the expression, using a mycobacterial 

promoter sequence is necessary, with pAN being the promoter associated with higher rates of 

vaccine stability and better levels of antigen expression [20]. By utilising western blot 

technique, it was possible to detect the expression of the four portions by the recombinant BCG 

strains. 

The immune response required for protection against leptospirosis is not yet well understood, 

although it is known that the humoral response is of paramount importance because research 

has shown that anti-LPS antibodies, induced by commercial bacterial vaccines, protect animals 

from disease [21] but, in some hosts, cellular immunity is equally important [13-21]. M. bovis 

BCG is an efficient vaccine vector, being intracellular, able to replicate inside macrophages, 

inducing a cellular immune response and, because it is a live vaccine, this stimulation is 

constant [22]. Humoral immunity was evaluated by ELISA, and no significant levels of 

antibodies were obtained, suggesting that cellular immunity is fundamental to conferring 

protection against leptospirosis in hamsters. Such a result is expected in BCG vectored 

vaccines, as this is an intracellular microorganism that has the ability to replicate within antigen-

presenting cells [23]. 

Pathogenic leptospiras generate a systemic infection when they cross the skin or mucous 

membranes – the process of which is facilitated by their spiral and fine form [24] – then enter 

the bloodstream and quickly arrive in highly vascularised tissues, such as the lung, liver and 

kidney, with the latter being the organ of the greatest significance for the dissemination of the 

environment’s bacteria [25]. The histopathological analyses of this study show that the tested 

vaccines were not able to prevent tissue damage in the lungs and kidneys of vaccinated animals. 

This is a fact that can possibly be explained by the induction of an inflammatory response to 
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combat this pathogen [26], considering that the analyses performed by culture and qPCR did 

not detect leptospiral load in the animals’ kidneys, conferring a sterilising immunity.  

Although the use of M. bovis BCG is promising, there are some disadvantages in its application 

for humans and cattle. In most countries, the Bacillus Calmette Guérin (BCG) vaccine is 

administered to newborn babies so that human tuberculosis can be prevented by stimulating the 

immune system. It is known that doing so produces a robust Th1 response, in turn, resulting in 

a cell-mediated immune response [27]. The moment a person receives another vaccine 

containing BCG, the immune system is already sensitised, which may cause vaccine instability 

[28]. The cattle are not vaccinated against tuberculosis because the vaccine influences the result 

of the tuberculin skin test (Mantoux) based on the DPP, where it is not possible to distinguish 

between tuberculosis infection and vaccination with M. bovis BCG or exposure to 

environmental mycobacteria [28]. It is, therefore, necessary to develop a new alternative test to 

tuberculin, since tuberculosis and leptospirosis are diseases that cause great economic losses 

for agriculture [29], so a single vaccine that protects against both diseases would be very 

advantageous.  

In this work, all four portions of chimera 1, expressed by BCG, were able to provide 100% 

protection against leptospirosis in hamsters with sterilising immunity. The BCG proved to be a 

highly efficient vaccine vector for expression of BioBricks® constructions – pUP500/PpAN:P1, 

pUP500/PpAN:P2, pUP500/PpAN:P3, pUP500/PpAN:P4 – and was possibly able to stimulate the 

cellular immune system in the fight against leptospirosis. 

5. Conclusion 

The experiments performed in this study demonstrate the potential of recombinant BCG 

vaccines by providing significant protection against leptospirosis in hamsters, together with 

sterilising immunity. Although humoral immunity was not significant, it is believed that a 
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cellular immune response has been generated and found effective in fighting the disease. Other 

experiments should be performed to evaluate cellular immunity as well as the stability of these 

vaccines in vitro and in vivo. 
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Table 1. Fragments amplified from the recombinant chimeric antigen composed by 

genes from L.interrogans 

Fragments  Size (pb) 

Portion 1 (lipL32) 795 pb 

Portion 2 (ligAni) 882 pb 

Portion 3 (lemA: ligAni) 1290 pb 

Portion 4 (lipL32: lemA) 1224 pb 

 

 

Table 2. Nucleotide sequences of primers used in this work. 

Primer Sequence (5’-3’) 

lipL32 forward CCGGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGTGGTCTGCCAAGCCTAA 

lipL32 reverse TGCACTGCAGCGGCCGCTACTAGTTTATCTAGGAGAGCCGCCACCCTT 

ligAni forward CCGGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAATGCCTAGCAGAATA 

ligAni reverse TGCACTGCAGCGGCCGCTACTAGTTTATGGCTCCGTTT 

lemA:ligAni forward CCGGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAATGAGCATTCAAGAAGAAGAT 

lemA:ligAni reverse TGCACTGCAGCGGCCGCTACTAGTTTATGGCTCCGTTT 

lipL32 forward* CTGAGCGAGGACACAATC 

lipL32 reverse* ATTACGGCAGGAATCCAA 

*Primers used in qPCR 
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Table 3. Protection conferred by different rBCG-vectorized vaccines against lethal challenge in 

the hamster model of leptospirosis. 

Immunogen % Protection 

(survivors/total) 

P value Renal culture 

(positive/survivors) 

qPCR 

(positive/survivors) 

rBCG (LipL32) - P1 100 (10/10);  

90 (9/10)** 

< 0.0001* 0/10; 1/10** 0/10; 1/10** 

rBCG (LigAni) - P2 100 (10/10)* < 0.0001* 0/10* 1/10; 0/10** 

rBCG (LemA:LigAni) - P3 100 (10/10)* < 0.0001* 0/10* 0/10* 

rBCG (LipL32:LemA) - P4 100 (10/10)* < 0.0001* 0/10* 0/10* 

Bacterin (positive control) 100 (4/4)* 0.0010* 0/4* 0/4* 

BCG Pasteur (negative control) 0 (0/10)* - 10/10* 10/10* 

Expression vector pUP500/PpAN 
* Result obtained in both experiments 

** Result obtained in the second experiment  
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Figures     

 

Figure 1: Schematic drawing of recombinant chimera 1. Recombinant chimera composed of 

the genes lipL32, lemA and ligAni of Leptospira interrogans, with 75.1 kDa. Source: Oliveira 

et al., 2019a. 

 

 

 

Figure 2. Immunisation timeline. The hamsters were immunised on day 0 and day 21 and 

challenged on day 51. The collection of blood through the ocular plexus was also performed 

during these three days. 

 

 

 

Figure 3. Evaluation of recombinant antigen expression in M. bovis BCG by Western blot. 

LipL32 (P1), anti-lipL32 and anti-hamster IgG; LigAni (P2), anti-ligAni and anti-rabbit IgG; 

LemA:LigAni (P3), anti-ligAni and anti-rabbit IgG; LipL32:LemA (P4), anti-ligAni and anti-

hamster IgG; Pasteur wild-type, untransformed BCG (negative control). 
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Figure 4. Survival of rBCG-immunised hamsters after lethal challenge. Survival of 

hamsters vaccinated with rBCG strains, bacterin, or BCG Pasteur after administration of a lethal 

inoculum of L. interrogans serovar Copenhageni, Fiocruz L1-130 strain in two independent 

experiments (A and B).  
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Figure 5. Weight loss in hamsters immunised with rBCG strains after lethal challenge. 

Weight variation among hamsters vaccinated with rBCG strains, bacterin, or BCG Pasteur after 

administration of a lethal inoculum of L. interrogans serovar Copenhageni, Fiocruz L1-130 

strain in two independent experiments (A and B).  

 

 

 

 
*** P < 0.0001 

** P = 0.038 

ns = no significant 

 

Figure 6. Histopathological analyses of hamsters’ kidney, liver and lung tissues. 

Comparison between vaccinated groups and between each vaccinated group and negative 

control (BCG Pasteur) of the damage caused in kidney, liver and lung. The damages were 

scored from 1 to 5 – the lightest to the most severe. Kidney: there was no significant difference 

between all groups. Liver: there was a significant difference (P < 0.0001) only between each 

vaccinated group and the negative control. There was no difference between the vaccinated 

groups. Lung damage showed a difference with the value of P = 0.038 only between the group 

vaccinated with portion 4 (lipL32: lemA) and the negative control. 
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 5 CONCLUSÃO GERAL 
 

 

 As quatro formulações vacinais baseadas nos rBCGs (pUP500/PpAN:LipL32, 

pUP500/PpAN:LigAni, pUP500/PpAN:LemA:LigAni, pUP500/PpAN:LipL32:LemA), 

conferem 100% de proteção significativa e imunidade esterilizante contra a 

leptospirose animal frente ao desafio homólogo em hamsters. 

 

 Os danos histopatológicos encontrados nos tecidos pulmonar e renal dos 

grupos vacinados, indicam a indução da resposta inflamatória gerada pelo 

sistema imune no combate à infecção por Leptospira. 
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ANEXOS 
 
Anexo 1. Aprovação do comitê de Ética e Experimentação Animal para utilização de hamsters sírios 
(CEEA 4646-2015) nos experimentos descritos nesta dissertação. 
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Anexo 2. Solicitação do adendo para prorrogação do CEEA 4646-2015. 
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Anexo 3. Aprovação da solicitação do adendo para utilização de hamsters sírios nos experimentos. 
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