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RESUMEN

InTRODUCCION: las cepas de Leptospira interrogans que integran la vacuna cubana vax-SPIRAL® son conservadas en medio
semisolido de Fletcher, el cual garantiza el mantenimiento de la viabilidad de las células por pocos meses. OBJETIVO: en este estudio,
se evalud la crioconservacion en nitrogeno liquido de 6 variantes de crioprotectores como método de conservacion a largo plazo
de las cepas de Leptospira interrogans, utilizadas como antigenos en la vacuna antileptospirdsica vax-SPIRAL®. Mgtopos: la
viabilidad se evalud periddicamente segun 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 una bateria de antisueros de referencia correspondientes a los serogrupos vacunales.
REsuLTADOS: solo el empleo de dimetilsulfoxido a 2,5 y 5 %, y glicerol 2,5 % como agentes crioprotectores permitié una rapida
recuperacion de las 3 cepas, tras 19 meses de crioconservacion sin afectacion de su virulencia y antigenicidad. CoNCLUSIONES: los
resultados obtenidos demuestran la factibilidad de la crioconservacion en nitrogeno liquido con un apropiado agente crioprotector,

como método de conservacion de cepas vacunales de Leptospira.
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INTRODUCCION

La vacuna antileptospirdsica trivalente
vax-SPIRAL® es una suspension de células en-
teras inactivadas de 3 cepas autoctonas de
Leptospira interrogans pertenecientes a los
serovares Canicola, Copenhageni y Mozdok.' Por
causa de la reconocida disminucion de la
antigenicidad con la atenuacion de la virulencia de
este microorganismo,’ resulta necesaria la dispo-
nibilidad de cultivos muy virulentos para ser utili-
zados como semillas durante la produccion o para

los ensayos de potencia de la vacuna en modelos
animales. Tradicionalmente las cepas vacunales de
Leptospira son conservadas en medio semisolido
de Fletcher, el cual posee suero de conejo como
constituyente esencial, que de modo potencial ga-
rantiza su viabilidad durante 4 o 5 meses. Perio-
dicamente el microorganismo es inoculado y
reaislado de animales de laboratorio susceptibles
para emplear el sistema inmune animal como me-
canismo de seleccion de las células muy virulentas
y eliminar aquellas con una capacidad patogénica
disminuida.?
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Sin embargo, dada la alta variabilidad nutri-
cional de los diferentes lotes de suero y como con-
secuencia la inconsistencia en el crecimiento del
microorganismo, el medio de conservacion tradi-
cionalmente empleado no garantiza una 6ptima
estabilidad de la viabilidad de las cepas vacunales.
Ademas, los frecuentes pases por animales en
ocasiones son inapropiados producto del gasto de
materiales y recursos que conlleva, asi como el
riesgo que implica para el personal de laboratorio
la manipulaciéon de cepas virulentas. En tal senti-
do, resulta necesaria la busqueda de un método de
conservacion de Leptospira que garantice una
duradera y reproducible estabilidad en la viabilidad
y virulencia del microorganismo, lo que permitira
incrementar la consistencia entre procesos produc-
tivos, disminuir los costos de produccion y de las
investigaciones y también minimizar los riesgos
para el personal.

La crioconservacion ha constituido uno de los
principales métodos en la preservacion de cepas
bacterianas al nivel mundial. En la actualidad, la
crioconservacion constituye, un método tradicio-
nal pero efectivo para la conservacion de ceparios
de Leptospira al nivel internacional.*’ Los culti-
vos con glicerol o dimetilsulfoxido (DMSO) alma-
cenados a - 70 °C o en nitrogeno liquido mostraron
resultados satisfactorios en el mantenimiento de la
viabilidad y virulencia de este microorganismo.*’
Estudios recientes confirmaron que el empleo de
glicerol 0 DMSO permiten mantener estables la
viabilidad, virulencia y antigenicidad de las 3 cepas
de Leptospira que conforman a la vacuna vax-
SPIRAL® durante 7 meses de conservacion en
- 70 °C como minimo.® En el presente trabajo se
evalua la efectividad del método de criocon-
servacion en nitrogeno liquido usando cepas
vacunales de Leptospira interrogans, asi como
la estabilidad del crecimento bacteriano, la viru-
lencia y la antigenicidad de las cepas en estudio
durante un periodo de 19 meses.

METODOS
Cepa bacteriana
Se emplearon en el estudio las cepas vacunales

87, 169 y 108 de Leptospira interrogans, perte-
necientes a los serovares Canicola, Copenhageni
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y Mozdok, respectivamente, las cuales fueron
originalmente aisladas a partir de material remitido
al Centro Nacional de Epizootiologia y Diagndstico
Veterinario de Ciudad de La Habana y donadas al
Instituto Finlay. Desde su aislamiento las cepas
fueron conservadas en medio semiso6lido de
Fletcher.’ La virulencia fue mantenida a través
de pases periodicos en hamster segin los métodos
descritos por Faine y otros.’

Cultivo para los estudios de crioconservacién

Las cepas fueron cultivadas en medio protei-
co EMJH? durante 7 d bajo condiciones de agita-
cion (130 rpm, 30 °C). Se evaluaron caracteristicas
culturales como movilidad y uniformidad celular
mediante observacion directa bajo el microscopio
de campo oscuro y pureza mediante tincidon de
Gram y siembra en caldo triptona soya y caldo
tioglicolato. Los cultivos puros con buena movili-
dad y uniformidad celular fueron considerados
apropiados para los estudios de crioconservacion.

Crioprotectores y procedimiento
de crioconservacion

Se evalu6 la capacidad crioprotectora de di-
ferentes concentraciones de glicerol (MERCK)
y DMSO (BDH). Cultivos de las 3 cepas de
Leptospira fueron mezclados separadamente con
glicerol o DMSO estériles, hasta lograr una con-
centracion final de 2,5, 5y 10 % de cada
crioprotector. Las mezclas de cultivo y crioprotector
fueron envasadas en volumenes de 1 mL, emplean-
do criotubos (Nalgene) de 2 mL de capacidad con
tapa de rosca, bien rotuladas. Todo el procedimiento
fue realizado en un tiempo maximo de 30 min.
Los criotubos fueron congelados y mantenidos
a -70 °C durante un dia y después fueron transfe-
ridos a un tanque de conservacion de nitrégeno
liquido.

Estabilidad de la viabilidad

La viabilidad de cada cepa conservada con
cada variante de crioprotector fue evaluada tras
24 h, 3,6,9, 12 y 19 meses de conservacion. De
cada variante cepa/crioprotector, 3 criotubos fueron
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descongelados empleando bafio de agua a 37 °C
y el contenido total de cada uno fue inoculado
individualmente en 5 mL de medio EMJH. Tras
7 d de incubacion a 30 °C (bajo condiciones esta-
ticas), se determiné la concentracion celular de
cada cultivo mediante conteo en camara de Petroff-
-Hausser y se evaluaron caracteristicas culturales
como movilidad y uniformidad celular, por obser-
vacion directa bajo el microscopio de campo oscuro.
En cada evaluacion se incluyeron como controles
de crecimiento las 3 cepas vacunales crecidas en
medio EMJH de manera satisfactoria.

Estabilidad de la virulencia

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 descongelacion y ulterior
cultivo en medio EMJH, se evalu6 ademas la
estabilidad de la virulencia usando grupos de 6 ani-
males de 45 a 50 g de peso, los que fueron inocu-
lados por via intraperitoneal con cada variante
de cepa/crioprotector; de ellos 2 con dosis esti-
madas a 100 veces el valor de DL, (segun de-
terminaciones previas), 2 con 10 000 veces el
valor de DL, y otros 2 con el cultivo puro. Los
animales inoculados fueron observados sistema-
ticamente durante 14 d posinoculacion, con el
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Fig 1. Estabilidad de la viabilidad de los
serogrupos vacunales de Leptospira mediante
crioconservacion en nitréogeno liquido con
el uso de glicerol 2,5 %.
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registro de los niveles de supervivencia en cada
caso.

Estabilidad de la antigenicidad

Fue evaluada la antigenicidad de cada cepa
antes y después de cada descongelacion mediante
la técnica de microaglutinacion (MAT)" frente a
antisueros policlonales de referencia especificos
a cada serogrupo vacunal.

RESULTADOS
Estabilidad de la viabilidad

El uso de los agentes crioprotectores ensaya-
dos posibilité el mantenimiento de la viabilidad de
las cepas vacunales de Leptospira, en el tiempo
con diferentes grados de eficiencia. De forma
general, las variantes de agentes crioprotectores
que garantizaron una completa estabilidad de la
viabilidad de las 3 cepas fueron el DMSO a 2,5
vy 5 %, yel glicerol 2,5 % (Figs. 1,2y 3), aunque
la movilidad de los cultivos en todos los casos
fue visiblemente superior con el empleo de DMSO.
El glicerol 5y 10 %, asi como DMSO 10 % tuvieron
un efecto variable en los diferentes serovares
(Figs. 4,5y 6).
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Fig 2. Estabilidad de la viabilidad
de los serogrupos vacunales de
Leptospira mediante crioconser-
vacion en nitrogeno liquido con
el uso de DMSO 2,5 %.

Fig 3. Estabilidad de la viabilidad
de las 3 cepas vacunales de Leptos-
pira mediante criocon-servacion
en nitrégeno liquido con el uso de
DMSO 5 %.

Fig 4. Estabilidad de la viabilidad
de los serogrupos vacunales de
Leptospira mediante crioconser-
vacién en nitrégeno liquido con
el uso de glicerol 5 %.
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Fig 5. Estabilidad de la viabilidad 1OE+02
de los serogrupos vacunales de
Leptospira mediante crioconser- 1.OE+00 — T
vacion en nitrogeno liquido con Canicola Ictero Pomona
el uso de glicerol 10 %.
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Canicola letero Pomona

en nitrogeno liquido con el uso de
DMSO 10 %.

Los rendimientos celulares alcanzados por la
cepa vacunal 87 del serovar Canicola, tras 7 d de
incubacion en medio EMJH luego de la desconge-
lacion, evidenciaron que no existieron diferencias
apreciables en la estabilidad de la viabilidad con el
empleo de los diferentes agentes crioprotectores
(Figs. 1-6). Esta cepa fue capaz de sobrevivir en
nitrégeno liquido tras 19 meses de conservacion
con cualquiera de las variantes de agente criopro-
tector empleados en este estudio.

El glicerol 2,5 % y DMSO a 2,5y 5 % resul-
taron ser las mejores variantes de agentes
crioprotectores para la cepa 169 del serovar
Copenhageni, porque permitieron mantener esta-
ble la viabilidad de dicha cepa durante todo el

Serogrupos vacunales

periodo evaluado (Figs. 1, 2 y 3). El glicerol 5 %
solo garantiz6 la supervivencia de esta cepa vacunal
hasta el noveno mes de conservacion, porque en
los siguientes meses no se observo crecimiento tras
7 d de incubacion en medio EMJH luego de la
descongelacion (Fig. 4). En el caso del glicerol
10 % y DMSO 10 %, ninguna de las 2 variantes
logroé mantener la viabilidad de la cepa ni siquiera
tras 24 h de conservacion (Figs. 5y 6).

La cepa vacunal 108 del serovar Mozdok mos-
tr6 elevados grados de recuperacion con cualquiera
de las concentraciones de DM SO ensayadas o gli-
cerol 2,5y 5 % (Figs. 1,2, 3,4y 6), por encima de
5 % el glicerol fue ineficiente como crioprotector
tras 6 meses de evaluacion (Fig. 5).
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TABLA. Titulos de la técnica de microaglutinacion de las 3 cepas vacunales de Leptospira interrogans frente a los antisueros policlonales
de referencia especificos a cada serogrupo en cada uno de los tiempos evaluados

Cepas
vacunales TO 24 h 1 mes 3 meses 6 meses 9 meses 12 meses 19 meses
Canicola 1/10480 1/10480 1/20960 1/10480 1/10480 1/20960 1/20960 1/10480
Ictero 1/10480 1/10480 1/10480 1/10480 1/10480 1/20960 1/20960 1/20960
Pomona 1/10480 1/10480 1/10480 1/20960 1/10480 1/10480 1/20960 1/10480

TO= tiempo previo a la congelacion de las 3 cepas vacunales de Leptospira.

Estabilidad de la virulencia

Los procedimientos de crioconservacion en-
sayados no condujeron a una disminucidén cuan-
titativa de la capacidad de las 3 cepas vacunales
de Leptospira de producir infeccion letal en
hamsters. Tras cada descongelacion, todos los cul-
tivos recuperados exitosamente e inoculados en
animales con dosis equivalentes al valor de 100,
10000 DL, y cultivo puro de cada cepa produje-
ron la muerte por leptospirosis en la totalidad de
los animales, sin variacion aparente en el tiempo
de aparicion de los sintomas.

Estabilidad de la antigenicidad

Al comparar la antigenicidad de las cepas
mediante MAT antes y después de cada descon-
gelacion, no se apreciaron diferencias en la capa-
cidad de reaccionar con los respectivos antisueros
policlonales. Durante todo el periodo de conserva-
cion evaluado las 3 cepas mantuvieron titulos
idénticos a aquellos mostrados antes de la conge-
lacion (tabla).

DISCUSION

El objetivo fundamental de la conservacién de
cultivos bacterianos es mantener al microorganis-
mo vivo en una condicion lo mas cercana posible
al aislamiento original. La crioconservacion per-
mite detener las reacciones metabolicas y el dete-
rioro bioldgico durante largos periodos, manteniendo
la estabilidad genética del material crioconservado.
Uno de los factores que posibilita la eficacia de la
crioconservacion como un método de conserva-
cion de cepas microbianas es la temperatura de
almacenamiento, mientras la temperatura sea

menor se logra con mayor eficiencia que el agua
del medio se congele practicamente toda, lo cual
facilita que se detengan los procesos metabolicos
de la célula que ocasionan su envejecimiento o
deterioro.!? La conservacion en nitrogeno liquido,
donde se alcanzan temperaturas alrededor de los -
190 °C, es superior en el mantenimiento de cepas
bacterianas que la conservacion a - 70 °C. En este
método resulta muy importante la adicion de
crioprotectores, grupo heterogéneo de sustancias
de alta afinidad por el agua, que contribuyen a la
supervivencia de la célula durante la crioconser-
vacion. Los crioprotectores disminuyen el punto
de congelacion del sistema y reducen la cantidad
y el tamafio de los cristales de hielo durante el
enfriamiento, lo cual contribuye a la proteccion fi-
sica de las membranas y disminuye el incremento
de la concentracion i6nica producto de la congela-
cion del agua.'

Varios estudios avalan el empleo de la crio-
conservacion como método eficaz para el mante-
nimiento de la viabilidad y virulencia de cepas de
Leptospira interrogans por periodos prolonga-
dos,*” inclusive de las cepas empleadas en este
estudio que han preservado estables sus caracte-
risticas tras 7 meses de conservacion en - 70 °C.%
Aunque la mayoria de los dafios a las células
crioconservadas suelen ocurrir durante las etapas
de congelacion y descongelacion, resulta necesario
tener en cuenta el posible efecto citotoxico de los
crioprotectores sobre el microorganismo, sobre todo
a concentraciones elevadas donde un anhelado
incremento del efecto crioprotector resulte supe-
rado por un letal efecto toxico sobre la célula
crioconservada.’

Ha sido estudiada con anterioridad la ci-
totoxicidad del glicerol y el DMSO para varios
serovares de Leptospira interrogans.*>* Algu-
nos de estos estudios demostraron que por encima
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de 10 % cualquiera de los 2 crioprotectores
manifiesta determinado grado de citotoxicidad,
con un efecto variable en dependencia del serovar
incluido en el estudio. De cualquier forma, el
glicerol ha mostrado 10 veces mayor capacidad
citotoxica para Leptospira que el DMSO.’ Los
resultados obtenidos en este trabajo sugieren
igualmente una mayor toxicidad del glicerol en
comparacion con el DMSO, y se evidencié un
efecto citotdxico del glicerol 10 % y DMSO 10 %
a corto plazo sobre la cepa vacunal 169 del serovar
Copenhageni, al no observarse crecimiento de la
cepa tras 24 h de congelaciéon (Figs. 5 y 6). El
resultado anterior demuestra que la cepa del
serovar Copenhageni es mas sensible al efecto
citotoxico de los agentes crioprotectores que las
otras 2 cepas que conforman la vacuna vax-
SPIRAL®.

La incrementada fragilidad de las células de
Leptospira después de la congelacion y descon-
gelacion, unido a la desventaja practica de un lento
crecimiento que dificulta la obtencion de colonias
tras el subcultivo en medio solido, determinan que
el crioprotector incorporado no pueda ser elimina-
do tras el proceso de crioconservacion y posibilita
su presencia en trazas en el producto final en el
que son empleadas las cepas. El glicerol es un
reactivo que esta presente en algunos de los me-
dios de cultivo para las leptospiras y, por lo tanto,
su incorporacion no afecta las caracteristicas de
la vacuna vax-SPIRAL®. En el caso del DMSO,
seria un nuevo producto que se adicionaria en la
confeccion de la vacuna, pero existen reportes de
que el DMSO esta permitido en trazas de hasta
50 mg en productos biofarmacéuticos para uso
humano, al ser un solvente organico de origen ve-
getal con baja toxicidad.'* Por estas razones, el
DMSO pudiera ser empleado como crioprotector
en la criocoservacion en nitrogeno liquido de ce-
pas vacunales de Leptospira, destinadas para la
produccién de vacunas antileptospirosicas para uso
humano. Tanto el DMSO 2,5y 5 % permitieron la
crioconservaciéon de las 3 cepas vacunales de
Leptospira interrogans durante los 19 meses de
estudio. Por lo tanto, la mejor variante de criopro-
tector para la conservacién de estas cepas en ni-
trogeno liquido lo constituye el DMSO 2,5 %,
porque un incremento de la concentracion hasta
5 % no ofrece diferencias en el mantenimiento de

la viabilidad, virulencia y antigenicidad de este
microorganismo.

Como resultado del presente estudio se logrd
comprobar que la crioconservacioén en nitrogeno
liquido con el uso de un apropiado agente
crioprotector permite mantener estable la via-
bilidad, virulencia y antigenicidad de las cepas
vacunales de Leptospira durante 19 meses de
conservacion como minimo, lo cual resulta un
tiempo muy superior al logrado en el estudio con
- 70 °C.

Preservation for vaccinal strains of Leptospira at liquid
nitrogen

ABSTRACT

INTRODUCTION: Leptospira interrogans strains of Cuban vaccine
vax-SPIRAL® are preserved in Fletcher’s semi-solid medium,
which guarantees the preservation of the cell viability for a few
months. OBJECTIVE: to evaluate the cryopreservation at liquid
nitrogen of 6 different cryoprotectors as a long-term preservation
method for Leptospira interrogans strains used as antigens in
vaccine vax-SPIRAL® against leptospirosis. METHODS: viability
was systematically evaluated according to the cell yield of the
recently thawed strains in EMJH medium. Virulence stability was
estimated in hamsters and antigenicity was evaluated by
microscopic agglutination test using reference antisera from
vaccinal serogroups. Resurts: the use of 2.5 % and 5 % dimethyl
sulfoxide, and 2.5 % glycerol allowed quick recovery of the
three strains without virulence or antigenicity depletion after
19 months of cryopreservation. CoNcLusIONs: the results showed
the feasibility of the cryopreservation at liquid nitrogen using
suitable cryoprotectant as a preservation method for vaccinal
strains of Leptospira.

Key words: leptospira interrogans, vaccinal strains, cryopreservation.
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