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RESUMEN

Se evalud la influencia de concentraciones crecientes de Tween 80 en el medio sintético EMJH sobre €l crecimiento, la virulencia
y antigenicidad de Leptospira interrogans serovar mozdok, para incrementar los rendimientos y aprovechar al maximo la
capacidad destoxificante de la albimina sérica bovina. El crecimiento fue evaluado espectrofotométricamente mediante el
andlisis de la cinética del crecimiento bacteriano, los rendimientos de biomasa obtenidos y el consumo de la fuente de carbono.
La virulencia fue estimada en el modelo hamster sirio y la antigenicidad fue determinada mediante la técnica de microaglutinacion
frente a un antisuero policlona de conejo. Bajo condiciones de cultivo controladas, € incremento de la concentracion de Tween 80
hasta 3, 25 mg/mL determiné una aceleracion del metabolismo bacteriano, que logré duplicar los rendimientos celulares con un
consumo total de la fuente de carbono, sin afectacion de la virulencia y antigenicidad durante numerosos subcultivos sucesivos.
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BOVINA.

El medio sintético EM JH2 con abuminasérica
bovinay polisorbato 80 (Tween 80) esconsiderado
un medio superior a otros medios de cultivo
tradicional es que contienen suero de conejo como
constituyente esencial.® Los &cidos grasos libres
producto delahidrélisis espontaneadelosenlaces
ésteres del Tween 80, son toxicos para las
leptospiras aconcentracionesrel ativamente bgjas.
Laabuminapermite e crecimiento delas células
en mayores niveles de Tween 80 dado su carécter
destoxificante y estabilizador, al ser capaz de unir
asu estructuralos a&cidos grasos libres en el medio
de cultivo y de estaforma neutralizar su actividad
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citolitica® Este medio proteico es actualmente el
mas utilizado parael aidamientoy cultivo de cepas
de Leptospira, en ocasi ones en grandes vol imenes
durantelaobtencién deindcul os paralaproduccién
de antigenosvacunalesen medio libre de proteinas.
Sin embargo, €l alto costo de sus componentes, en
particular la albumina sérica bovina, incrementa
significativamente los costos de produccién de
vacunas y las investigaciones basicas de
laboratorio.

El presente estudio fuerealizado con € objetivo
de evaluar la influencia de niveles crecientes de
Tween 80 como fuente de carbono y energiasobre



el crecimiento, la virulencia y antigenicidad de
Leptospira interrogans serovar mozdok, con €l
empleo de la misma concentracion de alblmina
normalmente utilizada parael medio EMJH, para
incrementar losrendimientos celularesy aprovechar
al maximo la capacidad destoxificante de esta
proteina sérica

METODOS
CEFA BACTERIANA

En el estudio fue utilizadala cepavacuna 108
de Leptospira interrogans, perteneciente al
serogrupo Pomona serovar mozdok; la cual fue
originalmenteaisadaapartir dematerial remitido a
Centro Naciond de Epizootiologia y Diagndstico
Veterinario, de Ciudad de La Habana. En todos
los ensayos fueron utilizados como inéculos,
cultivos de 6 d crecidos en medio EMJH bajo
condiciones de temperatura y agitacion contro-
ladas (130 rpm, 28-30 °C), que mostraran buen
crecimiento, viabilidady dtavirulenciaen e modelo
hémster Sirio.

MEDIOEMJH MODIFICADOY CONDICIONES
DE CULTIVO

El medio EMJH fue modificado por
incremento de la concentracion de Tween 80 desde
1,25 mg/mL (normal) hasta 1,75; 2,25; 2,75; 3,25;
3,75; 4,25; 4,75y 5,25 mg/mL, incluidas 3 réplicas
de cultivo para cada concentraciéon y el medio
EMJH normal como control en todos|os ensayos.
Seemplearon end estudio erlenmeyersparacultivo
de una capacidad de 500 mL, que contenian 100
mL de medio fresco inoculado, hasta lograr una
densidad dpticainicial de 0,1 medidaa400 nmen
espectrofotometro Ultrospec |11 (Pharmacia).
Todos los cultivos fueron incubados bajo
condicionescontroladasdurante6 d, y serealizaron
ensayos de pureza antes'y después del periodo de
incubacion con el objetivo de detectar un posible
crecimiento de contaminantes.

EVALUACION DEL CRECIMIENTO

El crecimiento fue estimado espectro-
fotométricamente (I=400 nm), con larealizacién
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de conteos microscdpicos con camara de Petroff-
Hausser para verificar las lecturas espectro-
fotométricas. El rendimiento celular fue deter-
minado y expresado como gramos de biomasa
humeda por litro de medio empleado. Fueron
analizadas las cinéticas de crecimiento del
microorganismo con el cultivo en el medio
modificado. El consumo de la fuente de carbono
fue determinado cal entando el sobrenadante a56°C
durante 30 min y tomando la apreciacién de
turbidez como indicativo de Tween 80 no
consumido.® Losresultadosdel crecimiento fueron
comparados estadisticamente mediante |la prueba
de Duncan.

ESTIMACION DELA VIRULENCIA

Gruposde5 animalesde45-50 g de peso fueron
inoculadosintraperitonealmentecon 0,8; 0,4; 0,1y
0,05mL decadacultivo bacterianogustadoa7,5 x 107
leptospiras/mL; luego los animales se observaron
durante 14 d posinoculacion. La cepa fue
considerada altamente virulenta si produjo la
muerte de a menostodos|os animalesinoculados
con 0,8-0,1 mL de la suspensién bacteriana. Con
menores niveles de letalidad la cepa fue
considerada de virulencia moderada o baja.” Fue
determinado ademés el valor de dosis letal media
(DL,,) de la cepa'y expresado como el numero
correspondiente de células microbianas.®

EVALUACION DELA ANTIGENICIDAD

Laantigenicidad fue determinadamediantela
técnica de aglutinacion microscopica (MAT),°
enfrentando las células a un antisuero policlonal
de conegjo anti-Leptospira interrogans mozdok e
incluye la cepade referencia 5621 como control.

RESULTADOS
EVALUACION DEL CRECIMIENTO
Luego de un primer subcultivo en € medio

EMJH modificado, € crecimiento de la cepa 108
seincremento proporcionalmentea aumento dela



34

concentracion de Tween 80 (p<0,01), a menos
hasta 3,25 mg/mL, y mantuvo buena viabilidad y
uniformidad celular. A concentraciones superiores
de Tween 80 | os niveles de &cidos grasos tuvieron
un progresivo efecto negativo sobre @ crecimiento
celulary las concentracionesde 4,25 a5,25 mg/mL
resultaron extremadamente citoliticas. Aun cuando
en 3,75 mg/mL €l rendimiento celular fue superior
al obtenido con € cultivoen e medio EMJH control,
el crecimiento se afectd apreciablemente,
evidenciado por un incremento de las células
muertas en el cultivo (fig. 1). En todas las
concentraciones estimuladoras del crecimiento
ocurrié un consumo total delafuentede carbonoy
energia, no asi en las concentraciones
extremadamente | iticas donde se apreci 6 un exceso
de Tween 80 no consumido en los sobrenadantes
delos cultivos bacterianos.
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Fig. 1. Crecimiento de Leptospira interrogans serovar mozdok
cepa 108 en medio EMJH modificado con concentraciones
crecientes de Tween 80.

Después de 3 subcultivos sucesivos del
microorganismo en presencia de altas
concentraciones de &cidos grasos (2,75 mg/mL),
los resultados de una nueva evaluacion
evidenciaron un excel ente crecimiento, viabilidad

y uniformidad celular con un consumo total de la
fuente de carbono y energia en todas las
concentraciones de Tween 80 analizadas, incluso
en agquellas que fueron extremadamenteliticaspara
la cepa antes de los subcultivos sucesivos en €
medio modificado (fig. 1). El crecimiento delacepa
subcultivadatambién seincremento notablemente
(p<0,01) con & aumento de la concentracion de
Tween 80 hasta2,75 mg/mL, por encimadelacua
unincremento adiciond, a menoshasta5,25 mg/mL,
no tuvo efectos apreciables en los rendimientos
celulares obtenidos. No obstante, |os rendimientos
logrados en este segundo ensayo fueron muy
superiores (p<0,05) a los obtenidos por la cepa
antes de los subcultivos en todas las
concentraciones de Tween 80 analizadas.

En ambos ensayos, |os rendimientos de
biomasa obtenidos fueron proporcionales a las
| ecturas epectrofotométricas y alos conteos micros-
copicos en cdmara de Petroof-Hausser. De esta
formae rendimiento seincrementd desde0,72g/L en
EMJH hasta 1,65 g/L con € cultivo en el medio
modificado (3,25 mg/mL); mientras la
concentracion celular seincremento desde 2x 10°
leptospiras/mL hasta 5 x 10° leptospiras/mL,
respectivamente. Sinembargo, trasvariossubcultivos
en & medio modificado selograron rendimientosde
biomasa de 1,95 g/L, con una concentracion
cercanaa 10% leptospiras/mL a 3,25 mg/mL dela
fuente de carbono y energia.

Al comparar las cinéticas de crecimiento de
la cepa 108 crecida en medio EMJH y EMJH
modificado se aprecid un incremento de la
velocidad epecificade crecimientode 1,8 x 102ht a
2,7 x 102 h'' y una disminucion del tiempo de
duplicaciéon de 38,5 h a 25,7 h a incrementar la
concentracion de Tween 80 hasta 3,25 mg/mL
(fig. 2). Estaacel eracion metabdlicadetermind que
|os cultivos en el medio modificado, alcanzaran en
faselogaritmicatempranal os mismosrendimientos
celulares logrados en EMJH al final de estafase
de crecimiento, tan solo con el empleo delamitad
del tiempo deincubacién.

ESTIMACION DELA VIRULENCIA

Al andlizar lavirulenciade lacepa 108, luego
del cultivo a concentraciones elevadas de écidos
grasos, no se aprecid disminucién de la capacidad



de producir infeccion letal en hdmsters, cuando €l
microorganismo se cultivd en presencia de
concentracionesigualeso inferioresa 3,25 mg/mL
de Tween 80. Resultados similaresfueron obtenidos
después de uno o varios subcultivos de lacepaen
el medio modificado, se mantuvo unvalor deDL
de 3 a 6 céulas aproximadamente. Sin embargo,
la virulencia se afectd notablemente con
concentraciones superiores a 3,25 mg/mL de la
fuente de carbono y energia, aun cuando el
crecimiento y las caracteristicas culturales fueran
excelentes. Fueron realizados al menos 8
subcultivos sucesivos de la cepa 108 en €l medio
modificado (3,25 mg/mL) y en todos los casos la
cepa se mantuvo altamente virulentay produjo la
muerte de los animales entre el 4y el 7 d
posinoculacion.

EVALUACION DELA ANTIGENICIDAD

Al comparar la antigenicidad de la cepa 108,
crecida en altas concentraci ones de &cidos grasos,
con la cepa crecida en el medio EMJH control no
se apreciaron diferencias en la capacidad de
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Fig. 2. Cinéticas de crecimiento de Leptospira interrogans
serovar mozdok cepa 108 en medio EMJH y EMJH
modificado (3,25 mg/mL).
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reaccionar con €l antisuero policlonal homdlogo
mediante MAT. Resultados similares fueron
obtenidos después de varios cultivos sucesivos del
microorganismo en el medio modificado.

DISCUSION

La importancia de los &cidos grasos en la
nutricién y metabolismo de Leptospira ha sido
ampliamente reconocida; sin embargo, estos
presentan una alta citotoxicidad para el
microorganismo incluso a concentraciones
subdptimas parael crecimiento.****° Laablmina
sérica bovina funciona en el medio EMJH como
uncarrier dematerial lipidico en estado no toxico,
gue mantiene la concentracion de &cidos grasos
libres por debajo de los niveles bacterioliticos,
mientras los &cidos grasos unidos a su estructura
constituyen una reserva gue repone aguellos que
van siendo utilizados por € microorganismo. Varios
estudios indican que cada molécula de albimina
es capaz de unir de4 a6 moléculas de &cido graso,
por 3 clases diferentes de sitios de unién.® De esta
formase establece un equilibrio estabilizador entre
losé&cidos grasoslibresen el medio decultivoy los
acidos grasosunidosalaabimina. Este equilibrio
destoxificante se mantendramientras existan sitios
de unién disponibles en la molécula proteica.
Cuando estos sitios son saturados, aparece un
exceso de acidos grasos libres que producen un
progresivo efecto negativo sobre el crecimientoy
lafisiologiadel microorganismo.*

L os resultados de este trabajo sugieren que
en el medio EMJH la capacidad destoxificante de
la albimina no ha sido completamente saturada,
dado que un incremento sustancial de la
concentracion de Tween 80 bajo condiciones de
cultivo controladas, a menos hasta 3,25 mg/mL,
lejos de tener un efecto toxico estimula el
crecimiento celular y ocasionaunaacel eracion del
metabolismo microbiano. Unarespuestaadaptativa
de cepas de Leptospira, a mayores niveles de
&cidos grasos, ha sido reflejada con anterioridad
trasel cultivo reiterado en medios sintéticoslibres
de proteinas.’’L osresultados obtenidosindican que
los subcultivos sucesivos en medio EMJH,
modificado con concentraciones de Tween 80
estimuladorasdel crecimiento, ocasionan cambios
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fisiolégicosenlacdulagque permiten unatolerancia
adaptativa a niveles superiores de acidos grasos
libres. De esta forma, la cepa adaptada es capaz
de lograr excelentes caracteristicas culturales a
concentraciones extremadamente elevadas de
acidos grasos (>3,25 mg/mL), cuyos efectos
citotoxicos serian letales paralacepano adaptada.
Sin embargo, €l cultivo, en presencia de estos
elevados niveles de &cidos grasos libres,
desencadena afectaciones irreversibles en la
virulenciadel microorganismo.®®

El uso del medio EMJH modificado por
incremento de laconcentracion de Tween 80 hasta
niveles permisibles, bajo condiciones controladas
de cultivo, tiene obvias ventgjas tanto para la
produccion de vacunas como para las
investigaciones de laboratorio. Por su parte, €l
empleo de cepas adaptadas, gque toleren altas
concentracionesdeécidosgrasos, pudieracontribuir
a incrementar los rendimientos de biomasa
obtenidos en los medios libres de proteinas,
empleadosen laproduccién de antigenosvacunaes
de Leptospira interrogans.

SUMMARY

The effect of higher Tween 80 concentrations in EMJH synthetic
medium on the growth, virulence and antigenecity of Leptospira
interrogans serovar mozdok was evaluated for increasing the
performances and making a full use of the detoxifying capacity of
bovine serum abumin. The growth was spectrophotographically
evaluated by the analysis of the bacterial growth kinetics; the
obtained biomass performance and the consumption of the
carbon source. The virulence was estimated in Syrian Hamster
model whereas antigenecity was determined through the
microagglutination technique in rabbit’s polyclonal antiserum.
Under controlled culture conditions, the increase of Tween 80
concentration up to 3,25 mg/ml brought about an acceleration
in bacterial metabolism that managed to double cell performances

with a full consumption of the carbon source, without affecting
virulence and antigenecity for a number of successive subcultures.

Subject headings: LEPTOSPIRA INTERROGANS/isolation
& purification; LEPTOSPIRA INTERROGANS/growth &
development; VIRULENCE; CULTURE MEDIA; LEPTOSPIROSIY
/diagnosis; AGGLUTINATION TESTS, SERUM ALBUMIN,
BOVINE.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Ellinghausen HC, McCullough WG. Nutrition of Leptospira
pomona and growth of 13 other serotypes: fractionation of
oleic abumin complex and a medium of bovine abumin and
polysorbate 80. Am J Vet Res 1965;26:45-51.

2. Johnson RC, Harris VG. Differentiation of pathogenic and
saprophytic leptospires. |. Growth at low temperature. J
Bacteriol 1967; 92:27-31.

3.Ratham S. A manual on leptospirosis. Madras: S.R.
Publications, 1994:22-3.

4. Shenberg E. Growth of pathogenic Leptospira in chemically
defined media. J Bacteriol 1966; 93:1598-606.

5. Davis BD, Dubos RJ. The binding of fatty acids by serum
albumin, a protective growth factor in bacteriologica media.
J Expt Med 1947; 86:215-28.

6. Terpstra WJ, Hartskeerl RA, Smits HL, Korver H.
International Course in Laboratory Techniques for the
Diagnosis of Leptospirosis. Amsterdam: Royal Tropical
Institute, 1997: 71-80.

7.Cuba. Ministerio de la Agricultura. Norma Ramal 673.
Diagnostico Veterinario de la Leptospirosis, 1982.

8. Fajardo EM, Ortiz B, Chavez A, Gainza N, lzquierdo L,
Hernandez Y, et al. Normalizacion de la DL de cepas de
Leptospira interrogans usadas en el control de la vacuna
antileptospirésica cubana para uso en humanos. Rev Cubana
Med Trop 1998; 50: 22-6.

9. Johnson RC, Gary ND. Nutrition of Leptospira pomona. II.
Fatty acid requirements. J Bacteriol 1963;85:976-82.

10. Stalheim OHV. Leptospiral selection, growth and virulence
in synthetic medium. J Bacteriol 1966; 92:946-51.

Recibido: 17 de septiembre de 2001. Aprobado: 15 de noviembre
de 2001.

Lic. Andrés Gonzalez Rodriguez. Instituto Finlay. Centro de
Investigacion y Produccion de Vacunas 'y Sueros. Avenida 27 No.
19805, La Coronela, La Lisa, Ciudad de La Habana, Cuba AP
16017. CP 11600. Correo electrénico: andresgles@finlay.edu.cu



