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Conservacion de cepas vacunales de Leptospira a-70 °C
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RESUMEN

Se evalud la crioconservacion a — 70 °C con 9 variantes de crioprotectores como método de conservacion de las cepas de
Leptospira interrogans, utilizadas como antigenos en la vacuna antileptospirésica vax-SPIRALA La viabilidad se evalué
periddicamente segin el rendimiento celular alcanzado por las cepas recién descongeladas en medio EMJH. La estabilidad de la
virulencia fue estimada en hamster. La antigenicidad antes y después de la crioconservacion fue comparada mediante
microaglutinacion frente a antisueros de referencia. Solo el empleo de dimetilsulféxido a 2,5y 5 % o leche descremada 5 % como
agentes crioprotectores permitié una répida recuperacion de las 3 cepas tras 7 meses de crioconservacion sin afectacion de su
virulencia y antigenicidad, mientras el glicerol tuvo un efecto variable sobre € grado de recuperacion de las cepas evaluadas. Los
resultados obtenidos demuestran la factibilidad de la crioconservacién a — 70 °C con un apropiado agente crioprotector como

método de conservacién de cepas vacunales de Leptospira.
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La vacuna antileptospirésica trivalente vax-
SPIRAL&esunasuspension de cd ulasinactivadas
de 3 cepas autoctonas de Leptospira interrogans
pertenecientes a los serovares Canicola,
Copenhageni y Mozdok.! Dada la reconocida
disminucion delaantigenicidad con laatenuacion
de la virulencia de este microorganismo,? resulta
indispensableladisponibilidad decultivosatamente
virulentos para ser utilizados como semillasen el
proceso productivo o paralos ensayos de potencia
de la vacuna en modelos animales. De manera
tradicional |as cepas vacunales de Leptospira son
conservadas en un medio semisolido con suero de
conejo como constituyente esencial, que
potencialmente garantiza su viabilidad durante
pocos meses sin necesidad de frecuentes
subcultivos que contribuyen aladisminucion dela
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virulencia. De forma periodicael microorganismo
esinoculadoy reaid ado deanimales delaboratorio
susceptibles, paraemplear € sistemainmuneanimal
como mecanismo de seleccion de las células muy
virulentas y eliminar aquellas con una capacidad
patogénicadisminuida.®

Sin embargo, dada la alta variabilidad
nutricional delosdiferenteslotesde sueroy como
consecuencia, lainconsistenciaen el crecimiento
del microorganismo, el medio de conservacion
tradicionalmente empleado no garantiza una
adecuada estabilidad de laviabilidad de las cepas
vacunales. Asimismo, los frecuentes pases por
animal requeridos para e mantenimiento de la
virulencia resultan en ocasiones inapropiados por
razones logisticas, bioéticas o de seguridad del
personal. En tal sentido, la introduccion de un



método de conservacion de Leptospira que
garantice unaduraderay reproducible estabilidad
en laviabilidad y virulencia del microorganismo,
permitira incrementar la consistencia entre
procesos productivos, disminuir los costos de
produccién/investigaciony minimizar riesgospara
el personal.

La crioconservacién con glicerol o
dimetilsulfoxido (DM SO) como agentes criopro-
tectores, ha ofrecido excelentes resultados en la
preservacion de laviabilidad y virulencia de este
microorganismo y es en la actualidad un método
tradicionalmente empleado para la conservacion
de ceparios a nivel internaciona.*” El presente
trabajo se enmarca dentro de los estudios
encaminados aeval uar lacrioconservacion, como
método de conservacién de las cepas vacunales
de Leptospira incluidas en la vacuna antileptos-
pirésicacubana.

METODOS
CEPASBACTERIANAS

Seutilizaron en el estudio las cepasvacunales
87, 169 y 108 de Leptospira interrogans,
pertenecientes a los serovares Canicola,
Copenhageni y Mozdok, respectivamente, las
cuales fueron originalmente aisladas a partir de
material remitido al Centro Nacional de
Epizootiologiay Diagndstico Veterinario de Ciudad
delLaHabanay donadasal Ingtituto Finlay. Desde
su aislamiento las cepas fueron conservadas en
medio semisdlido de Fletcher.® La virulencia fue
mantenidaatravés de pases periddicos en hamster
seguin los métodos descritos.®

CULTIVOPARALOSESTUDIOS
DE CRIOCONSERVACION

L as cepasfueron cultivadas en medio proteico
EMJH? durante 7 d bajo condiciones de cultivo
agitado (130 rpm, 30 °C). Se evaluaron
caracteristicas culturales como motilidad y
uniformidad celular mediante observacion directa
bajo el microscopio de campo oscuro y pureza
mediante tincién de Gram y siembra en caldo
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triptonasoyay caldo tioglicolato. L oscultivospuros
con buenamoatilidad y uniformidad celular fueron
considerados apropiados para los estudios de
crioconservacion.

CRIOPROTECTORESY PROCEDIMIENTO
DE CRIOCONSERVACION

Se evaluo la capacidad crioprotectora de
diferentes concentracionesde glicerol (MERCK),
DMSO (BDH) y leche descremada (MERCK),
asi como de una mezcla de leche descremada y
glicerol. Cultivos de las tres cepas de Leptospira
fueron mezclados separadamente con glicerol o
DM SO estériles hasta una concentracion final de
2,5, 5y 10 % de cada crioprotector, con leche
descremada estéril hasta una concentracion final
de5y 10 %y con unamezclade lechey glicerol
(5%:10%). Lasmezclasdecultivoy crioprotector
fueron alicuotadas en volumenes de 1 mL
empleando criotubos (Nalgene) de 2 mL de
capacidad con tapa de rosca, convenientemente
rotuladas y congeladas a — 70 °C. Todo el
procedimiento anterior fuerealizado en un tiempo
maximo de 30 min.

ESTABILIDAD DELAVIABILIDAD

La viahilidad de cada cepa conservada con
cada variante de crioprotector fue evaluada tras
24 h, 1, 3,5y 7 meses de conservacion. De cada
variante cepa/crioprotector 3 criotubos fueron
descongelados répidamente empleando bafio de
aguaa 37 °Cy el contenido total de cada uno fue
inoculadoindividuadmenteen 6 mL demedioEMJH.
Tras 7 d de incubacion a 30 °C bajo condiciones
estéticas se determino la concentracion celular de
cada cultivo mediante conteo en cAmarade Petroff-
-Hausser y se evaluaron caracteristicas culturales
como motilidad y uniformidad celular, por
observacion directabajo el microscopio de campo
oscuro. En cada evaluacién se incluyé como
control de crecimiento un cultivo en medio EMJH
de cada cepa no crioconservada.
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ESTABILIDAD DELAVIRULENCIA

Previo a la congelacion fue determinada la
dosis letal media (DL,,) de cada cepa en
hamsters segun la metodologia propuesta por
Fajardo y otros.® Tras cada descongelacién y
ulterior cultivo en medio EMJH se evalud ademés
la estabilidad de la virulencia mediante el
procedimiento descrito acontinuacion. Grupos de
5 animales de 45-50 g de peso fueron inoculados
por via intraperitoneal con dosis equivalentes a
100y 1 000 veces el valor de DL, mostrado por
la cepa antes de la congel acion. Los animales asi
inoculados fueron observados durante 14 d
posinocul acién, registrando los nivel es de super-
vivenciay mortalidad en cada caso.

ESTABILIDAD DELAANTIGENICIDAD

Fue evaluada la antigenicidad de cada cepa,
antesy después de cada descongel acion, mediante
la técnica de aglutinacién microscopica (MAT)®
frente a antisueros policlonales de referencia
especificos a cada serovar.

RESULTADOS
ESTABILIDAD DELAVIABILIDAD

El uso delos agentes crioprotectores evaluados
permitié mantener la viabilidad de las cepas
vacunales deleptospiraen € tiempo con diferentes
gradosdeeficiencia. Deformagenera |os agentes
crioprotectores que permitieron una completa
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estabilidad delaviabilidad delas 3 cepasfueron
e DMSO 25y 5 % y la leche descremada 5 %
(figs. 1-3), aunquelamotilidad delos cultivosen to-
dosloscasosfuevisiblemente superior cone empleo
de DM SO. El gliceral 10 %, laleche descremada
10 %Yy lamezcladelechey gliceral (5%:10 %) no
permitieron mantener estable la viabilidad de
ninguna de las 3 cepas en € periodo evaluado,
mientras € glicerol 2,5y glicerol 5 % tuvieron un
efecto variable en |os diferentes serovares.

L os rendimientos celulares al canzados por la
cepa vacunal del serovar Canicola, tras 7 d de
incubacién en medio EMJH luego de la des-
congelacion, evidenciaron que para esta cepa no
existieron diferencias apreciables en laestabilidad
de laviabilidad con el empleo de glicerol 2,5 %,
DMSO entre 2,5y 10 % o leche descremada 5 %
(fig. 1). El glicerol 5 % permitié mantener la
viabilidad durante el periodo evaluado, aunque el
grado de recuperacién disminuyo apreciablemente
apartir del quinto mes.

Ninguna de las concentraciones de glicerol
ensayadas permitio mantener estable laviabilidad
de la cepa vacunal del serovar Copenhageni
durante todo el periodo evaluado (fig. 2). Una
apreciable disminucion en la recuperacion de la
cepa se apreci también con el empleo de DM SO
10 %,; sinembargo, el DMSO 2,5y 5%y laleche
descremada 5 % evidenciaron excelentes resul-
tados como crioprotectores para este serovar.

Lacepavacunal del serovar Mozdok evidencio
altos grados de recuperacion con cualquieradelas
concentraciones de DM SO ensayadas, |leche
descremada 5 % o glicerol 2,5 %. Por encima de
2,5% € glicerol fueineficiente como crioprotector
tras 7 meses de evaluacion (fig. 3).

Glicerol Glicerol Glicerol DMSO DMSO DMSO Leche Leche Leche

2,5 % 5% 10% 25% 5%

Variantes de crioprotector

M1 dia M1 mes

& 3 meses

10 % 5% 10% + glicerol

Fig. 1. Viabilidad de la cepa

©15 meses [17 meses vacunal del serovar Canicola
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Glicerol Glicerol Gliceroi DMSO DMSO DMSO Leche Leche Leche
25% 5% 10% 25% 5% 10 % 5% 10% + glicerol
Variantes de crioprotector
Fig. 2. Vigbilidad de la cepa va-
cunal del serovar Copenhageni. M1 dia 1 mes B 3 meses ©15 meses [J7 meses
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Glicerol Glicerol Glicerol DMSO DMSO DMSO Leche Leche Leche
25% 5% 10% 25% 5% 10% 5% 10% + glicerol
. R Variantes de crioprotector
Fig. 3. Viabilidad de la cepa
vacunal del serovar Mozdok. M1 dia 1 mes B 3 meses B15 meses [J7 meses

ESTABILIDAD DELAVIRULENCIA

Ninguno de los procedimientos de crio-
conservacion ensayados condujo a una dismi-
nucioén cuantitativa de la capacidad de las 3
cepas vacunales de Leptospira de producir
infeccion letal en hamsters. Tras cada descon-
gelacion todos los cultivos recuperados exito-
samente e inoculados en animales con dosis
equivalentes al valor de 100y 1 000 DL50 de
cada cepaprevio alacongelacion produjeron la
muerte por leptospirosis en la totalidad de los
animales, sin variacion aparente en el tiempo de
aparicion de los sintomas.

ESTABILIDAD DELAANTIGENICIDAD
Al comparar la antigenicidad de las cepas

mediante MAT antes y después de cada
descongelacion no se apreciaron diferenciasen la

capacidad de reaccionar con los respectivos
antisueros policlonales homdlogos. Durante todo
€l periodo de conservacion evaluado las 3 cepas
mantuvieron titulos MAT homaologos idénticos a
aquellos mostrados antes de la congel acion.

DISCUSION

El objetivo principal de la conservacién de
cultivos microbianos es mantener al microor-
ganismo Vvivo, no contaminado y sin variacion o
mutacion, en unacondicidn lo mas cercanaposible
al aislamiento original. La crioconservacion o
conservacion a bajas o ultrabajas temperaturas
permite detener los procesos metabdlicos y el
deterioro biolégico durante largos periodos,
manteniendo |a estabilidad genética del materia
crioconservado. Con este método resulta muy
importante el empleo de crioprotectores, grupo
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heterogéneo de sustancias de alta afinidad por €
aguaque contribuyen alasupervivenciadelacélula
durante la crioconservacion. Los crioprotectores
disminuyen el punto de congelacién del sistemay
reducen lacantidad y el tamafio deloscristalesde
hielo durante el enfriamiento, contribuyendo ala
proteccion fisicadelasmembranasy disminuyendo
€l incremento de laconcentracionidnicaproducto
de la congelacion del agua.t®

Varios estudios avalan el empleo de la
crioconservacion como método eficaz para el
mantenimiento delaviabilidad y virulenciade cepas
de Leptospira interrogans por periodos
prolongados.*’

Aunque lamayoria de los dafios alas células
crioconservadas suelen ocurrir durante las etapas
de congelaciény descongel acion, resultanecesario
tener en cuenta el posible efecto citotoxico de los
crioprotectores sobreel microorganismo, sobretodo
a concentraciones elevadas donde un anhelado
incremento del efecto crioprotector resulte
superado por un letal efecto tdxico sobrelacélula
crioconservada. Hasido estudiadacon anterioridad
lacitotoxicidad del glicerol y e DM SO paravarios
serovares de Leptospira interrogans.*® Algunos
de estos estudios demostraron que por encima de
10 % cualquieradelos 2 crioprotectores manifiesta
determinado grado de citotoxicidad, con un efecto
variable en dependenciadel serovar incluidoen el
estudio. Decualquier formad glicerol hamostrado
10 veces mayor capacidad citotoxica para
Leptospira que el DM SO.® Los resultados
obtenidos en este trabaj o sugieren igualmente una
mayor toxicidad del glicerol en comparacion con
el DM SO o laleche descremada, aunque ninguno
de los crioprotectores a las concentraciones
ensayadas evidencié un efecto citotéxico
apreciable a corto plazo sobre cualquieradelas 3
cepas vacunales de Leptospira, segun los
resultados de las evaluaciones tras 24 h de
congelacién. Entodos|os casoslasolapresencia
del agente crioprotector en el medio de cultivo
no influy6é negativamente en los rendimientos
celulares obtenidos.

La incrementada fragilidad de las células de
Leptospira después de la congelacién y
descongelacion, unido ala desventgja préctica de
un lento crecimiento que dificulta la obtencion
de colonias tras e subcultivo en medio sdlido,

determinan que el crioprotector incorporado no
pueda ser eliminado tras el proceso de criocon-
servacion. En tal sentido podria resultar incon-
veniente la inclusion de leche descremada como
agente crioprotector en ceparios de Leptospira
destinados a la produccion de vacunas para uso
humano, dado su origen bovinoy laposibilidad desu
presenciaen trazas en € producto final, lo cual pu-
dierainducir un incremento de la reactogenicidad
delavacuna. No obstante, |os resultados obtenidos
avalan el empleo de este crioprotector en ceparios
vacunales destinados a la investigacion o a
ensayos de potenciadelotesvacunales. El DM SO,
en cambio, estd permitido en trazas de hasta50 mg
en productos biof armacéuti cos parauso humano, a
ser un solvente orgénico de origen vegetal con bagja
toxicidad.™

Como resultado del presente estudio selogré
comprobar que la crioconservacion a- 70 °C con
el uso de un apropiado agente crioprotector per-
mite mantener estables la viabilidad, virulenciay
antigenicidad de las 3 cepas vacunales de
Leptospira durante al menos 7 meses de con-
servacion. Estudiosadicional es deberdn comprobar
la estabilidad de estas propiedades por un mayor
periodo de tiempo bajo las mismas condiciones
evaluadas, asi como lafactibilidad del empleo de
temperaturas inferiores como la congelacion en
nitrégeno liquido.

Preservation of vaccine strainsof Leptospiraat - 70°C

SUMMARY

The goal of this study was to evaluate the cryopreservation at
-70°C with the use of 9 different cryoprotectants as a preservation
method for the strains of Leptospira interrogans used as antigens
in the leptospiral vaccine vax-SPIRALA&. Viability was
systematically evaluated according to the cell yield achieved by
the just thawed strains in EMJH medium. Virulence stability was
estimated in Hamsters and antigenicity was evaluated by
microscopic agglutination test using reference antisera before
and after cryopreservation. Only the use of 2,5% and 5%
dimethyl sulfoxide or 5% skim milk allowed a quick recovery of
the three strains without virulence or antigenicity depletions
after 7 months of cryopreservation while glycerol had a variable
effect on the degree of recovery of each strain. The results
showed the feasibility of the cryopreservation at -70 °C with the
use of a suitable cryoprotectant as a preservation method for
vaccine strains of Leptospira.

Key words: Leptospira interrogans, vaccinal strains,
cryopreservation.
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