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RESUMEN

Se caracterizaron microbiolégicamente 2 cepas candidatas vacundleptdspirainterrogansserogrupo Ballum, como parte de

los trabajos encaminados a la obtencion de nuevas formulaciones vacunales antileptospirésicas para uso humano. Se evalué la
cinética de crecimiento de ambas cepas en medio proteico EMJH y en 3 medios libres de proteinas. Se estimé la virulencia en
hamsters mediante el calculo de la dosis letal media. Fueron analizados los perfiles antigénicos celulares y extracelntares med
SDS-PAGE unidimensional y comparados con aquellos de cepas pertenecientes a los serogrupos Canicola, Icterohaemorrhagiae

y Pomona. La homologia antigénica entre serogrupos heterélogos se analiz6 nveeisaeite blottingcon suero de hamsters
vacunados con vax-SPIRALLos resultados obtenidos demostraron un crecimiento fastidioso de ambas cepas de Ballum en los
medios de cultivo estudiados, una alta virulencia en el modelo animal y una gran homologia antigénica, con cepas pertenecientes

a otros serogrupos deeptospirade mayor circulacién en Cuba.

DeCS LEPTOSPIRA INTERROGANS/ aislamiento & purificacion; LEPTOSPIROSIS/ inmunologia; LEPOSPIROSIS/
prevencion & control; MODELOS ANIMALES; VACUNAS BACTERIANAS/ farmacocinética; MESOCRICETUS.

La leptospirosis es una zoonosis bacteriana de
amplia distribucion mundial, causada por
espiroquetas patégenas pertenecientes al género
Leptospira Pequefias variaciones en las cadenas
polisacaridicas del lipopolisacérido (LPS) de este
microorganismo determinan la existencia de mas
de 200 serovariedades (serovares) patdgenas,
agrupadas en 24 serogrupos.

Las graves pérdidas economicas y humanas
causadas por esta enfermedad justifican el uso de
vacunas profilacticas en poblaciones humanas y
animales bajo riesgo de infeccion. Dada la
inmunodominancia del LPS las vacunas
antileptospirésicas disponibles en la actualidad,
constituidas por células enteras inactivadas,
confieren una inmunidad serovar especifica
predominantemente humotal.
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La aplicacion en Cuba a grupos humanos de
riesgo de la vacuna trivalente vax-SPIRAL
disefiada para establecer proteccion contra los
serogrupos Canicojdcterohaemorrhagiag
Pomona, ha logrado controlar y disminuir la
morbilidad y letalidad de la leptospirosis humana
con una elevada efectividaéiSin embargo, en los
ultimos afios la situacion inmunoepidemiolégica ha
variado y en la actualidad el serogrupo Ballum es
el mas frecuentemente aislado de pacientes con
esta enfermedad en todo el gafgr lo que son
necesarias nuevas formulaciones vacunales como
medida profilactica eficaz.

Previo a la inclusién del serogrupo Ballum en
una formulacién vacunal para uso en humanos,
resulta imprescindible una adecuada seleccién y
caracterizacion microbioldgica de las cepas



candidatas vacunales. El presente trabajo se
desarrollé con el objetivo de caracterizar el cre-
cimiento, la virulencia y los perfiles antigénicos
celulares y extracelulares de 2 cepas candidatas
vacunales dé.eptospira interroganserogrupo
Ballum.

METODOS
CEPAS BACTERIANAS

Se utilizaron en el estudio las cepas candidatas
vacunales 12399 y 42600 deeptospira
interrogans serogrupo Ballum (serovar no
identificado), las cuales fueron originalmente
aisladas por hemocultivo a pacientes con
leptospirosis en la provincia de Holguin. Se
incluyeron en diferentes ensayos las cepas
vacunales 87, 169 y 108, pertenecientes a los
serogrupos Canicola (serovar canicola),
Icterohaemorrhagiae (serovar copenhageni) y
Pomona (serovar mozdok) respectivamente, las
cuales fueron originalmente aisladas a partir de
muestras animales remitidas al Centro Nacional
de Epizootiologia y Diagndéstico Veterinario de
Ciudad de La Habana. Desde su aislamiento todas
las cepas fueron conservadas en medio semisdélido
de Fletchet.La virulencia en todos los casos fue
mantenida mediante pases periddicos en hamsters
segun los métodos descrifos.

CINETICA DE CRECIMIENTO

Se evalud la cinética de crecimiento de cada
cepa candidata vacunal en medio proteico EMJH
bajo condiciones de cultivo estatico (30 °C) y
agitado (130 rpm, 30 °C) y en las 3 variantes de
medio libre de proteinas utilizadas en la planta de
produccion del Instituto Finl&ypajo cultivo agitado
(130 rpm, 30 °C). Cada evaluacion se realizé por
triplicado y se incorporé como control de
crecimiento la cepa vacunal perteneciente al
serogrupo Canicola. Para el andlisis del crecimiento
bajo condiciones estaticas se emplearon tubos de
cristal con tapon de algodén, que contenian 30 mL
de medio fresco inoculado 10 % con un cultivo
joven crecido en el mismo medio bajo condiciones
estaticas. Para el andlisis del crecimiento bajo
condiciones de agitacion se emplearon erlenmeyers
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con capacidad de 500 mL y tapén de algodon que
contenian 100 mL de medio fresco inoculado; en
todos los casos a 10 % con un cultivo joven crecido
en medio EMJH bajo condiciones de agitacion.

Se determind la curva de crecimiento obtenida
en cada caso tomando muestras de los cultivos
cada 24 h durante 7 d. La concentracion micro-
biana de cada muestra fue estimada mediante
espectrofotometrid (= 400 nm) y conteo directo
de células en camara de Petroff-Hausser. En cada
muestreo se evaluaron caracteristicas culturales
como motilidad y uniformidad celular por
observacion bajo el microscopio de campo oscuro
y se realizaron controles de pureza a los cultivos
mediante tincion de Gram y siembra en caldo
triptona soya y caldo tioglicolato. Fueron analizados
parametros del crecimiento microbiano como la
velocidad especifica de crecimiento (m) y el tiempo
de duplicacién (Tdj.

DOSIS LETAL MEDIA EN HAMSTERS

Se estimo cuantitativamente la virulencia de
cada cepa candidata vacunal en el modelo hamster
sirio dorado Kesocricetus aureatyignediante
la determinacion de la dosis letal media ([PL
segun la metodologia propuesta fp@jardo y
otros® Se utilizaron en el estudio animales de 45 a
50 g de peso (CENPALAB), mantenidos bajo
condiciones adecuadas. El calculo de Ig [phara
cada cepa fue realizado mediante el método de
Reedy Muench®

PERFILES ANTIGENICOS CELULARES
Y EXTRACELULARES

Muestras de 8 x 2@élulas de ambas cepas
candidatas vacunales de Ballum y de las cepas
vacunales de los serogrupos Canicola, Ictero-
haemorrhagiae y Pomona, crecidas todas en medio
EMJH bajo condiciones de agitacion hasta finales
de fase exponencial, fueron colectadas por
centrifugacién a 10 000 rpm durante 20 min, lavadas
3 veces con tampdn fosfato salino pH 7,2 (TFS) y
solubilizadas con 100 mL de solucién de lisis
(62,5 mM Tris-HCI pH: 6,8, 10 % glicerol, 5 %
2-mercaptoetanol, 2 % SDS) calentando durante
10 min a 100 °C. Las muestras asi tratadas fueron
mantenidas durante toda la noche a 4 °C y luego
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separadas mediante SDS-PAGE unidimensional
empleando un gel separador 12,5%uego de la
separacion de las proteinas, los geles fueron tefiidos
convenientemente con azul brillante de Coomassie
y analizados mediante analizador de imagenes
(ImageMasteVDS, Pharmacig o transferidos
a papel de nitrocelulosaLa transferencia se
realizo toda la noche utilizando coimaffer48 mm
Tris pH 9,2, 39 mM glicina, 1,3 mM SDS 'y 20 %
metanol. Para la deteccién antigénica la
nitrocelulosa fue bloqueada con leche descremada
3 % en Tris-salina y luego incubada a 37 °C durante
2 h con suero de hamsters inmunizados con vax-
SPIRALC diluido 1:20 en Tris-salina con 3 % de
leche descremada y 0,05 % de Tween 20 (TSLT).
Para la visualizacion de las bandas se incubd 1 h a
37 °C con conjugado proteina A-peroxidasa
(SIGMA) diluido 1:1000 en TSLT y se revelo6 con
4-cloro-1-naftol y peréxido de hidrégeno.
Sobrenadantes totalmente libres de células de
todos los cultivos bacterianos fueaitenidos por
centrifugacién al menos 3 veces sucesivas a
15 000 rpm durante 30 min. Muestras de 80 mL
de cada sobrenadante fueron tratadas con 20 mL
de solucién de lisis concentrada 5x, calentadas
durante 10 min a 100 °C y separadas mediante
SDS-PAGE unidimensional (12,5 %). Los geles
fueron tefiidos convenientemente con azul brillante
de Coomassie y analizados mediante analizador de
imagenes InageMaster VDS, Pharmagia En
todas las corridas electroforéticas se incluy6é un
patron de peso molecular comercial (LMXgrker
Kit, Pharmacig para el analisis de los geles.

RESULTADOS
CINETICA DE CRECIMIENTO

Partiendo de una misma concentracion inicial
de 5 x 10células/mL,ambas cepas candidatas
vacunales del serogrupo Ballum alcanzaron solo
la mitad de los rendimientos logrados por la cepa
vacunal de Canicola (1,2 x 4€elulas/mL) en
medio EMJH, tras finalizar la fase exponencial
de crecimiento bajo condiciones de cultivo
estatico (fig. 1). Bajo estas condiciones de cultivo
las cepas de Ballum mostraron una velocidad
especifica de crecimiento ligeramente menor

(Hypse= 1,0 " 10, p,.,= 0,9 " 1Gh?%) y un
tiempo generacional superior (Id, = 69 h,
Td, .., = 77 h) a aquellos de la cepa vacunal de
Canicola (,= 1,2 1¢h*, Td,, =58 h).

Resultados similares fueron observados al
evaluar la cinética de crecimiento de las 3 cepas
en medio EMJH bajo condiciones de cultivo agitado,
aunque los rendimientos logrados en todos los casos
fueron superiores a los obtenidos bajo cultivo
estatico. Mientras la cepa vacunal de Canicola
logré alcanzar casi 2 x 1€élulas/mL tras 4 d de
incubacion, ambas cepas de Ballum alcanzaron un
rendimiento promedio de 7 x&@lulas/mlal cabo
de este tiempo (fig. 2Bajo estas condiciones de
cultivo las 3 cepas mostraron velocidades de
crecimiento especificas (Y= 2,9 x 1F h*,
Hyoe00= 2,9 X 1&0, p = 3,0 x 1&#h?) y tiempos
de duplicacion (Td,&~ 23,9 h, Td,.,= 23,9 h,
Td, = 22,8 h)muy similares, aunque la fase de
crecimiento exponencial en las cepas de Ballum
culmin6 mucho mas rapido.

Ninguna de las 3 variantes de medio libre de
proteinas analizadas logré sustentar siquiera un
discreto crecimiento de alguna de las 2 cepas del
serogrupo Ballum. Tras 24 h de incubacion los
cultivos mostraron un marcado efecto citolitico con
una mortalidad generalizada y presencia de
abundantes detritos.

DOSIS LETAL MEDIA EN HAMSTERS

La dosis letal media en hdmsters para la cepa
12399 fue de 9 células, mientras que este valor
para la cepa 42600 fue de 77 células. Resultados
similares fueron obtenidos tras 3 determinaciones
sucesivas.

PERFILES ANTIGENICOS CELULARES
Y EXTRACELULARES

El andlisis de lisados de células completas
permitio identificar la expresién de 19 bandas
antigénicas comunes para ambas cepas de
Ballum, con pesos moleculares de 12, 13, 15,
16, 19, 25, 29, 32, 36, 39, 45, 48, 54, 64, 71, 82,
89 y 95 kDa. Estas bandas antigénicas fueron
igualmente identificadas en las cepas
correspondientes a los serogrupos Canicola,
Icterohaemorrhagiae y Pomona (fig. 3). La



Fig. 1. Curvas de crecimiento
seguidas por las cepas candidatas
vacunales del serogrupo Ballum
(12399 y 42600) y la cepa vacunal
del serogrupo Canicola (87) durante
el cultivo en medio proteico EMJH
bajo condiciones estéticas.

Fig. 2. Curvas de crecimiento
seguidas por las cepas candidatas
vacunales del serogrupo Ballum
(12399 y 42600) y la cepa vacunal
del serogrupo Canicola (87) durante
el cultivo en medio proteico EMJH
bajo condiciones agitadas.
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mayoria de estos antigenos celulares altamente
conservados fueron reconocidos por el suero de
hamsters vacunados con vax-SPIRAfig. 4).

El analisis de los sobrenadantes libres de
células revel6 la expresion comuan de al menos 7
bandas antigénicas definidas con pesos moleculares
de 15, 20, 30, 35, 41, 47 y 158 kDa (fig. 5). Una
distorsién en el patrén de bandas se observo en
todos los casos entre los 60 y 70 kDa, producto de
la gran concentracion de albumina sérica bovina
del medio presente en los sobrenadantes.
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Fig. 3. Andlisis mediante SDS-PAGE unidimensional (gel
separador 12,5 % y tincién con azul brillante de Coomassie) de
lisado de células completas de las cepas 87 (Canicola), 169
(Icterohaemorrhagiae), 108 (Pomona), 12399 (Ballum) y 42600
(Ballum) crecidas en medio EMJH bajo condiciones controladas
(130 rpm, 30 °C) hasta finales de la fase exponencial.
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Fig. 4. Analisis mediantevestern blottingcon suero de hamsters
vacunados con vax-SPIRALde lisado de células completas de
las cepas 87 (Canicola), 169 (Icterohaemorrhagiae), 108
(Pomona), 12399 (Ballum) y 42600 (Ballum).
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Fig. 5. Analisis mediante SDS-PAGE (gel separador 12,5 % y
tincion con azul brillante de Coomassie) de sobrenadantes libres
de células de las cepas 87 (Canicola), 169 (Icterohaemorrhagiae),
108 (Pomona), 12399 (Ballum) y 42600 (Ballum) crecidas en
medio EMJH bajo condiciones controladas (130 rpm, 30 °C)
hasta finales de la fase exponencial.

DISCUSION

Uno de los primeros pasos en la confeccion
de una vacuna antileptospirésica es la correcta
seleccion y caracterizacion de las cepas candidatas
vacunales:? Teniendo en cuenta este criterio y
dada la necesidad actual de obtencion de nuevas
formulaciones vacunales eficaces contra la
infeccién por el serogrupo Ballum, fueron
caracterizadas microbiolégicamente 2 cepas
candidatas vacunales pertenecientes a este
serogrupo dd.eptospirade alta circulacion en
humanos en Cuba.

Ha sido reconocido que el serogrupo Ballum
agrupa cepas de crecimiento fastidioso, con
requerimientos nutricionales mas exigentes que
otras cepas patégerrds Los bajos rendimientos
alcanzados por estas cepas candidatas vacunales
en medio proteico EMJH y la ausencia de
crecimiento en medios libres de proteinas
corroboran esta afirmacion. A pesar de ser
considerado un medio superior a los tradicionales
medios naturales que contienen suero de conejo
como constituyente esencial, el medio EMJH
resulta en ocasiones insuficiente para el aislamiento
y cultivo de serovariedades de crecimiento
fastidioso. Estas en muchos casos requieren la
adicion de factores de crecimiento mayormente
proteicos como suero de conejo, suero fetal bovino,
hidrolisado de lactoalbimina o superoéxido



dismutasd? componentesutricionales poco
convenientes para el escalado tecnoldgico y cultivo
de antigenos vacunales para uso humano, dada la
conocida reactogenicidad de pequefas trazas de
proteinas séricas en el producto final.

La ausencia de crecimiento en los medios libres
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Leptospira®!61® Estos antigenos en su mayoria
se ubican entre los 20y 80 kDa e incluyen proteinas
citoplasméticas, periplasmaticas y de membrana
interna y externa. El tratamiento de las muestras
con enzimas proteoliticas ha demostrado que el LPS,
principal antigeno inmunoprotectorldeptospira

de proteinas pudiera esperarse si se tiene en cuenta se ubica por debajo de los 20 kBalLa

gue estos medios sintéticos contienen niveles aun
menores de macronutrientes y factores de
crecimientd. Sin embargo, los resultados obtenidos
indican no solo la carencia de un nutriente esencial
para el crecimiento de estas cepas candidatas
vacunales de Ballum, sino ademas la presencia en
las 3 variantes de medio evaluadas de al menos un
componente con marcado efecto citotéxico, dada
la generalizada mortalidad e incluso la apreciacion
de abundantes detritos celulares tan solo con 24 h
de incubacion. Para la incorporacion del serogrupo
Ballum en una nueva formulacion vacunal resultara
de marcado interés la obtencion y optimizacion de
un medio libre de proteinas que sustente un buen
crecimiento de estas cepas fastidiosas, sin
afectacion de otras propiedades importantes como
su virulencia, antigenicidad e inmunogenicidad.

Varios estudios demuestran diferencias
sustanciales en la expresion de antigenos entre
cepas isogénicas virulentas y avirulertasstas
diferencias en la arquitectura antigénica, al parecer,
se revierten en una desigual capacidad protectora
de unasy otras cepas al ser incluidas en preparados
vacunales de células enteras; de ahi la vital
importancia de que cepas candidatas vacunales de
Leptospiramuestren una elevada virulencia en
modelos animales. Los hamsters se encuentran
entre los animales de laboratorio mas susceptibles
a la leptospirosis y reproducen con gran fidelidad
el proceso clinico patolégico de la enfermedad
humana, teniendo en cuenta sus caracteristicas
bioldgicas y el conocimiento acerca de los aspectos
sanitarios y genéticos que sobre esta se ti€nen.
Ambas cepas candidatas vacunales de Ballum
mostraron una elevada virulencia en este modelo
animal. Los valores de Qlobtenidos en ambos
casos estan en correspondencia con aquellos
comunmente mostrados por cepad dptospira
altamente virulentas.

Una gran diversidad de antigenos proteicos ha
sido identificada mediante el estudio de los perfiles
electroforéticos de células completas de

conservacion antigénica de las proteinas ha sido
demostrada medianitemunoblottingel suero de
animales inmunizados con una cepa reconoce
comunmente numerosas proteinas de una gran
variedad de serovar&s®Muchos de los antigenos
proteicos celulares identificados en las cepas de
este estudio pudieran corresponderse con algunas
de las proteinas descritas y ampliamente
caracterizadas en la literatura de la Gltima década,
todas altamente conservadas entre cepas
patégenas déeptospira El reconocimiento de
estos antigenos celulares por el suero de hamsters
vacunados con la vacuna trivalente vax-SPIRAL
corrobora no solo la expresion comdn de estos,
sino también su inmunorrelevancia. No fue posible
identificar el reconocimiento de antigenos proteicos
con pesos moleculares inferiores a 25 kDa dado el
gran reconocimiento del LPS en esta zona, por lo
gue queda enmascarado el reconocimiento de
proteinas de bajo peso molecular.

A diferencia del creciente interés en el estudio
de componentes estructuralesLagptospiray el
gran numero de investigaciones realizadas con esta
finalidad en la Gltima década, relativamente pocos
son los trabajos encaminados al estudio y la
caracterizacion de componentes extracelulares; a
pesar de su papel potencial en la patogénesis de la
leptospirosi€® La identificacion y neutralizacion
de estas potencialidades pudiera constituir un punto
clave en la proteccién contra la leptospirosis y su
evolucién clinica, por tal motivo resulté de gran
interés la identificacion en las cepas de este estudio
de antigenos proteicos extracelulares, los cuales
pudieran constituir potenciales componentes de una
formulacién vacunal de nueva generacion. Aun
cuando no fue objetivo de este trabajo la deteccion
de actividades enzimaticas o citotoxicas en el
sobrenadante de los cultivos bacterianos, los
resultados obtenidos permiten concluir que de
forma similar a lo que ocurre con los antigenos
proteicos celulares, existe una gran homologia en
la expresion de proteinas extracelulares entre los
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4 serogrupos deeptospirade mayor circulacion
en humanos en Cuba. Estudios futuros deberan
ser encaminados a la evaluacion de la citotoxicidad
de estas proteinas extracelulares altamente
conservadas y su posible efecto inmunoprotector.
Como resultado del presente estudio se
lograron caracterizar microbiolégicamente 2 cepas
candidatas vacunales deptospira interrogans
serogrupo Ballum, las cuales mostraron un
crecimiento fastidioso en los medios de cultivo
utilizados para el aislamiento, mantenimiento,
escalado y produccion final de antigenos vacunales,
una alta virulencia en el modelo hamster sirio dorado
y una gran homologia antigénica con las cepas
vacunales de los serogrupos Canicola, Ictero-
haemorrhagiae y Pomona. Estudios adicionales
deberan comprobar la capacidad inmunoprotectora
de formulaciones vacunales obtenidas a partir de
estas cepas.
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SUMMARY

Two candidate vaccines of Ballum serogroupptospira
interroganswere microbiologically characterized as part of the
work directed to the obtention of new antileptospirosis vaccine
formulations for human use. The growth kynetics of both strains
was evaluated in EMJH protein medium and in 3 protein free
media. The virulence was estimated in hamsters by the calculation
of the mean lethal dose. The cellular and extracellular antigenic
profiles were analyzed by unidimensional SDS-PAGE and
compared with those from strains of Canicola, Ictero-
haemorrhagiae and Pomona serogroups.The antigenic homology
among heterologous groups was analyzed by western blotting
with serun from hasterms vaccinated with vax-SPIRATLhe
results obtained showed a fastidious growth of both strains of
Ballum in the studied media, a high virulence in the animal
model and a large antigenic homology with strains from other
serogroups of Lepstospira prevailing in Cuba.
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