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RESUMEN

Se normalizo la DL, de las cepas deeptospira interroganstilizadas en el ensayo de potencia de la vacuna antileptospirésica trivalente

cubana para uso humano. Se introdujo en la metodologia el control del contenido de leptospiras de los cultivos mediante dilucion de ajuste
(10 a 12 leptospiras por campo). Esta fue la clave de la normalizacion del ensayo, por garantizar la reproducibilidad del valor estimado de

DL, de cada serogrupo: 19 paracanicolg 10 paraicterohaemorrhagiag/ 10>*° parapomona,con limites de 1 lggde 18- 10°%,
10+62 1pe0y 10040 -107“°respectivamente, y para un intervalo de confianza de $62BE) fueron 1054 - 10728 10732 - 10p75y 1063 -

-10°%°respectivamente, que son inferiores a los anteriores, lo que implica aiin mayor reproducibilidad. La metodologia descrita fue satisfac-
toria en la normalizacion de la Qlde las cepas de reto y podria ser utilizada también en la evaluacion de la virulencia de otras cepas de

L.interrogans incluidas las de produccion de la vacuna.

Descriptores DeCs:DOSIFICACION LETAL MEDIANA; LEPTOSPIRA INTERROGANS/inmunologia; LEPTOSPIRA
INTERROGANSaislamiento & purificacion; VACUNAS BACTERIANAS; CUBA.

La leptospirosis es una enfermedad de ampliahe ambiente, y la vacunacion de animales y perso-
difusién en todo el mundo. Su agente causal ed1as con alto riesgo de padecer la leptospifdsis.
Leptospira interrogansse reportan mas de 50 es- Las vacunas utilizadas para estos fines se con-
pecies animales que sirven de reservorio a este mitrolan en el laboratorio durante su proceso de pro-
croorganismo (roedores, insectivoros, carnivorosduccion mediante diferentes ensayos. Uno de ellos
primates, ranas, serpientes, lagartos, peces, etcetér®s el de potencia, el cual mide la proteccion que con-
por lo que se encuentra en constante circulacion efiere el producto a animales inmunizados que reci-
el entorno natural e infecta a los animales doméstipen una dosis conocida de leptospiras virulentas, la
cos y al hombre. Desde el punto de vistacualse expresa cuantitativamente y su unidad de me-
epidemioldgico la leptospirosis se considera unadida es la dosis letal 50 % (D). Este término es
zoonosis. El agua contaminada es uno de los factouy utilizado para expresar la magnitud de la viru-
res que mas contribuyen a su disemina&ion. lencia de microorganismos (virus, bacterias) y la

Las medidas de prevencion son multiples y en_tOXiCidad de sustancias sintetizadas por éstos. Se

tre ellas se destacan el control de roedores, la higiedefine en general como la menor cantidad de ger-
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menes virulentos o de toxina que al administrarseMundial de la Salud (OMS)! que implica

por la via apropiada a un numero de animales susreproducibilidad en los procesos y ensayos donde
ceptibles, provoca la muerte de la mitad de éstos (5Gean utilizadas las cepas.

%) al término de un periodo dado. L. interroganspierde con facilidad su virulen-

En la produccion de vacunas, las dosis de reto @ia cuando se somete a pases repetidos por medios
de confrontacion de los animales inmunizados co-de cultivo; la liofilizacion no ha sido la forma mas
rrespondientes al ensayo de potencia se refieren sienexitosa para su conservacitio cual limita la po-
pre en términos de Q**° Esta a su vez se puede sibilidad de aplicar correctamente el sistema de lo-
expresar de diferentes maneras: como gérmenes paes semilla. EI mantenimiento en nitrégeno liquido
dosis, titulos, dilucion, unidades arbitrarias, unida- ha mostrado ser apropiatfiqero resulta costoso y
des de masa o volumen (en el caso de toxinas), etcéimitado. El uso de medios semisolidos es frecuen-
tera. te, aunque tiene el inconveniente de que no conser-

En relacion con la vacuna antileptospirésica, lasva la virulencia por largo tiempo; algunas publica-
cepas usadas en la produccion deben mantener altasones refieren que interrogansse mantiene viru-
niveles de virulencia para lograr un preparado delenta mediante pases por animales susceptibigs,
calidad; este pardmetro se controla mediante la evaen el caso especifico de las cepas de confrontacion,
luacion de la DL, al igual que en las cepas destina- el dia del ensayo se recuperan los gérmenes de ma-
das al ensayo de potencia, donde se necesita ademéarados de higado de animales moribundos con los
gue el valor estimado sea reproducible para garantigue se preparan las suspensiones para retar a los ani
zar dosis de confrontacion que contengan demales inmunizado$.Este método es muy laborioso
10 a 10 000 DL, como se especifica en algunos y no permite un buen control del indculo. Otras re-
documentos regulatorigs? ferencias no especifican como se deben conservar

La DL, deL. interrogansal igual que para otras las cepas de reto virulent&$:*
bacterias y virus, se determina mediante un ensayo El segundo pardmetro en importancia se rela-
bioldgico consistente en inocular diluciones seriadasciona con el cultivo: medio, edad y condiciones en
(generalmente con factor igual a 10) preparadas ajue debe mantenerse hasta el momento de ser utili-
partir de una suspensién virulenta del microorganis-zado. El tercero se refiere al ajuste de la suspension
mo, las cuales se inoculan en hamsters u otros ani partir de la cual se preparan las diluciones seriadas
males de laboratorio que sean susceptibles. Este emue reciben los animales. Se reporta el uso de la ca-
sayo es muy especifico, pero estd sometido a granmara de Petroff-Hausser para realizar el conteo del
des variaciones debidas sobre todo a la naturalezaimero de leptospiras presentes en el cultivo de par-
biolégica de sus componentes fundamentales: anitida,'° en ese caso la D}se expresa en leptospiras
males y microorganismos. por dosis inoculada, valor que se toma después para

Por estas 2 razones es muy importante, cuand@reparar los inéculos de reto de modo que con-
se define la DL, de un germen determinado, fijar tengan de 10 a 10 000 DL
todos los parametros posibles bajo los cuales se de- El cuarto paradmetro se relaciona con la especie
sarrolla satisfactoriamente el ensayo, para que loganimal que se va a utilizar, la cantidad y el peso; a
valores calculados sean reproducibles y, por tantoyeces el sexo también es importante. El quinto tiene
Gtiles para los fines a los que estan destinados. Efjue ver con la dosis y la via de administracion del
primer parametro que se debe controlar es la conindculo, el sexto con las condiciones en que deben
servacion de la virulencia de las cepas. Lamantenerse los animales y el séptimo con el tiempo
liofilizacion es una forma muy usada para estos fi-de observacion de éstos.
nes, sobre todo si se trata de microorganismos que Si se procura que estas condiciones se repitan
intervienen en la produccién y el control de vacunaspara cada ensayo, entonces la variacion en los resul-
por sus multiples ventajas, entre ellas, la facilidadtados ser4 menor y mayor la reproducibilidad, por
de almacenamiento a largo plazo en condicionedo que se garantizara el éxito de la prueba.
normales de refrigeracion (2 a8 °C) y la garantiade  En el presente trabajo se describe la metodolo-
la integridad de las cepas al utilizar el sistema degia utilizada para normalizar la Dlde las cepas de
lotes semilla recomendado por la OrganizacionL. interrogansserogruposanicola icterohaemorrha-
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giaey pomonaque intervienen en el ensayo de po- el nimero aproximado de leptospiras en cada uno;
tencia de la vacuna antileptospirdsica trivalente cu-se calcul6 la media aritmética, la cual se consideré
bana (vax-SPIRAL), de acuerdo con los parametrossatisfactoria si daba como resultado 10 a 12 lep-
sefalados. tospiras por campo; si con ninguna de las diluciones
antes mencionadas se obtenian esos valores, se rea-
lizaban los calculos necesarios para determinar de
METODOS forma tedrica la dilucion correcta, la cual se preparé
a partir del cultivo puro, se inactivd y se sometio al
Cepas de L. interrogans. Se usaron las cepas conteo. La dilucién que presento6 10 a 12 leptospiras
canicola canicoldNo. 87, pomona mozd®o. 108  por campo se denomino dilucion de ajuste y se con-
eicterohaemorrhagiae copenhagéwp. 169 de los  sidero apropiada para preparar una dilucion equiva-
laboratorios de produccién de la vacuna veterinarial€nte a partir del cultivo puro, de volumen néet
(LABIOFAM), conservadas en medio Fletcher. Es- rior a5 mL de la cual se tomé una muestraié 1se
tas cepas fueron aisladas en Cuba, en los afios 198®activo y verificé por conteo, como ya se ha descri-
1990 y 1993, respectivamente, por el Laboratoriot0, que contenia de 10 a 12 leptospiras por campo. A
de Diagnéstico Veterinario de Arroyo Arenas, en La Partir de la dilucién de ajuste sin inactivar se pre-

Habana. pararon diluciones seriadas con factor de 10, des-
Medios de cultivo y solucionédedio Fletche¢ ~ de 10" hasta 10y se us6 medio EMJH como di-
para conservar las cepas; medio EMJdra reali-  luente; posteriormente se inocularon 6 animales por

zar aislamientos de higado, pases de cepas y dileada dilucion con 0,5 mL via intraperitoneal y se
ciones de los cultivos: solucién de formaldehido al observaron durante 14 d; se anotaron las muertes ocu-

10 % tamponada con fosfatos (FT) para inactivar”ic_’as y los animales que presentaron sintomas el
los microorganismos. ultimo dia se reportaron como muertos. Con los da-

Animales HamstersNlesocricetus auratjsde [0S obtenidos se calculd la plpor el metodo de
40 a 60 g, de igual sexo, suministrados porReed-MuencH?y se expreso en términos del inver-
CENPALAE; Cuba ’ so del valor de la dilucion donde ocurrio la muerte
' ' del 50 % de los animales inoculados, referido a la

Preparacion del lote semilla de trabaje ino- o _
ilucion de ajuste.

cularon animales con los gérmenes virulentos, queoI
se recuperaron posteriormente, por siembra en me-
dio EMJH, de muestras de higado de los animale
moribundos. Después de 7d de incubacién a 28 °
se dio pase a tubos que contenian medio Fletcher,
los cuales conformaron el lote semilla de trabajo y

mantuvieron a 28 °C. . .
> Daételimiengcign Se (I:a Dl Seis dias antes del dologta. El valor estimado de jpara cada
- .. _serogrupo se calcul6 sobre la base de la media
ensayo, se transfirieron 0,5 mL. de la CONServacionyeométrica de los valores individuales obtenidos res-
en medio Fletcher a 3 tubos con medio EMJIH o ctiamente. En el serogriipterohaemorrhagiae
(a cada uno de ellos) y se incubaron a 28 °C. El digg opserv que cuando las conservaciones en medio
del ensayo se procedio a examinar la purezayy viabir|etcher tenian mas de 100 d de edad, el valor de la
lidad de los cultivos por observacion microscopicapl_ se afectaba de forma apreciable; esto ocurrié
en campo oscuro y se prepararon diluciones 1:5gn Jos 2 tltimos ensayos, los cuales fueron exclui-
1:10; 1:20 y 1:40 de éstos en medio EMJH, con undos de los célculos. Este comportamiento no suce-
volumen maximo de 1 mL, a éstas se les adicionddio con pomona que se mantuvo muy estable. La
respectivamente 50 uL de FT y se esperd 10 mirconservacion deanicolatenia sélo 57 d de edad
para su inactivacion. Usando microscopia de campacuando concluy6 el estudio y su comportamiento era
oscuroy aumento de 400 veces se procedi6 al conteadecuado.
de los microorganismos en una muestra de 5 uyL de En los 3 casos los animales inoculados con la
la dilucién correspondiente, colocados entre porta ydilucion de ajuste murieron el quinto dia posterior a
cubreobjetos. Se observaron 20 campos y se contta inoculacion en todos los ensayos realizados.

ESULTADOS

Se realizaron 14 determinaciones de Ig [oie
cada una de las cepas de reto, mediante igual meto-
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La tabla presenta el resumen de los resultadoISCUSION
de la determinacion de la Dlpara cada serogrupo.
Los valores estimados de la Rlque aparecen en El nimero de pruebas realizadas siguiendo siem-
ésta se calcularon a partir de los 12 primeros ensapre la misma metodologia garantizé que los
yos realizados. parametros que influian de forma directa en los re-

sultados estuvieran siempre bajo control y permitié

TABLA . Resumen de los resultados de los ensayos para normalizar ljnormalizar el ensayo de determinacion de I%ODL
DL, de los serogrupos deeptospira interrogans de las cepas de reto utilizadas en el control de la
potencia de la vacuna antileptospirésica trivalente

D.luqon cubana para uso humano (vax-SPIRAL), ya que se
de ajuste . . .
Vedia Limites demostrd que los limites de los valores estimados
geométrica Varianza 95 % de Limites € 12S resgectlvas Ripara un intervalo de confian-
Serogrupo  (DYdosis)  ©'?) confianza 11gg za de 95 % (x 2DE), se encontraban ampliamente
dentro de los reportados para 1,Jog
canicola 1058 1,15 10%y 1049 10°%y 10 El parametro critico fue el ajuste del cultivo,
icterohaemo- que se resolvio con la introduccion de la dilucién de
rrhagiae 10P:50 9,78  16%y 107 10"y 1P ajuste, la cual constituy6 el elemento clave en la
pomona 10049 2,43 10%®y 10%° 10°*y 104 normalizacién del ensayo, pues resulté ser la base

de la reproducibilidad del estimado del valor dg PL
Los valores de la media geomeétrica de lasdeterminado para los serogrupos estudiados, ya que
DL /dosis referidos a la dilucion de ajuste fueron aparte del crecimiento obtenido en el cultivo puro,
10> paracanicolg 10°%° paraicterohaemorrhagiae  cada serogrupo se ajust6 para cada ensayo de acuer-
y 10°*° parapomona por lo que la virulencia de las do con el mismo criterio, de modo que tuviera de
cepas en orden decreciente fummonamayor 10 a 12 leptospiras/campo y de esta manera el inéculo
que canicolay ésta a su vez mayor quetero- de partida fue semejante cada vez que se efectu6 un
hemorrhagiae nuevo ensayo. Esto hizo que la metodologia descri-
Los limites maximos del intervalo de la me- ta se diferenciara de las reportadas, donde no se es-

dia reportados para este tipo de en$aypm de pecifica la manera de ajustar el culfit’d®o se rea-

1 log,, cuando se parte siempre del mismo cultivo liza por conteo dg Ieptosp_iras en la camara de Petroff-
semilla de trabajo, por lo que pamicolaresulta- ~ ~Haussef? Este tipo de ajuste fue llevado a cabo al
ron ser 16%y 1(°%, paracterohaemorrhagiad 0 principio en nuestro laboratorio, pero en experien-
y 10°% y parapomonalG#y 104, Sin embargo cias previas de validacion demostré mayor variacion
los limites calculados para un intervalo de confian-Y dependencia del analista que el conteo por campos
za de 95 % (+ 2DE) fueron pacanicola 10°% y (no se presentan los datos), por lo que nos decidi-
1019 icteroha_emorrhagiael(fv% y 1675 y para mos por este Ultimo. Los resultados obtenidos fue-
pom(’)naloﬁ'%y 165, que son inferiores ’por lo que ron adecuados, por lo que el conteo por campos se

e garantiza mavor reoroducibilidad en los resul consider0 satisfactorio para estos fines.
tsadcg)s y produ s resu La muerte de los animales inoculados con la di-

, _ lucion de ajuste al quinto dia se tomo6 como criterio
Tomando como referencia la varianz&)( el e cajidad del lote semilla de trabajo. Esta carac-
serogrupo que presento mayor variacion fuegristica se logré mediante pases repetidos por ani-
icterohaemorrhagia€o = 9,78) y el menos varia- pales.
ble fUGC&niCO'&(OZ = 1,15) Esto concuerda con las Se debe Seguir esta met0d0|ogia para |Ograr re-
variaciones en el crecimiento del serogrupo sultados satisfactorios en los ensayos de potencia de
icterohaemorrhagiaeen medio EMJH observadas |a vacuna antileptospirésica cubana para uso huma-
en los diferentes ensayos, que parecen influir direcno (vax-SPIRAL); ademas, podria ser utilizada tam-
tamente en su virulencia. No ocurrié asi con loshién en la evaluacién de la virulencia de otras cepas
serogrupoganicolay pomonaque presentaron pa- delL. interrogans incluidas las de produccion de la
trones de crecimiento més estables. vacuna.
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SUMMARY 7.

The LD, of strains ofL. interrogansused in the potency assay of the
Cuban trivalent leptospiral vaccine intended for human use was ~°
standardized. The control of the leptospires content of the cultures by
means of the adjusting dilution (10 to 12 leptospires per field) was
introduced. That was the key of the standardization of the assay, since it-
guaranteed the reproducibility of the estimate of thg LBlue for each
serogroup: 18 for canicolg 10 for icterohaemorrhagiaand 10%°

for pomonawith the following limits for an interval of 1 log 10*% -

10°%, 109 - 10°%° and 18*- 10, respectively; whereas for a 95 %
(£2SD) confidence interval the values wereds4QL(P19 10533 - 1675

and 10%- 10°% respectively. These values were lower tharpteeious
ones, which means ever more reproducibility. The methodology described
proved to be satisfactory for the standardization of the bDthe

challenge strains and it could also be used for evaluating the virulence of

11

other straings oL. interrogans including those used for the vaccine
production.

Subject headings:LETHAL DOSE50; LEPTOSPIRA INTERRO-

GANS/immunology; LEPTOSPIRA INTERROGANS/isolation &

purification; BACTERIAL VACCINES; CUBA.
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