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INSTITUTO "FINLAY"

Normalización de la dosis letal 50 % de cepas de Leptospira
interrogans utilizadas en el control de la vacuna
antileptospirósica cubana para uso humano

Lic. Esther María Fajardo,1 Lic. Bernardo Ortiz,2 Dra. Adelina Chávez,3 Dra. Noemí Gaínza,4 Lic. Luis Izquierdo,5

Téc. Yaumara Hernández,6 Téc. Iyalili Labrador6 y Téc. Eduardo Álvarez7

RESUMEN

Se normalizó la DL
50

 de las cepas de Leptospira interrogans utilizadas en el ensayo de potencia de la vacuna antileptospirósica triv
cubana para uso humano. Se introdujo en la metodología el control del contenido de leptospiras de los cultivos mediante dilució
(10 a 12 leptospiras por campo). Ésta fue la clave de la normalización del ensayo, por garantizar la reproducibilidad del valor e
DL

50
 de cada serogrupo: 105,98 para canicola, 105,60 para icterohaemorrhagiae y 106,49 para pomona, con límites de 1 log

10
 de 104,98 - 106,9;

104,60- 106,60 y 105,49 -107,49 respectivamente, y  para  un intervalo de confianza de 95 % (±2 DE) fueron 105,54 - 106,19; 105,33 - 105,75 y 106,35 -
-106,60 respectivamente, que son inferiores a los anteriores, lo que implica aún mayor reproducibilidad. La metodología descrita fu
toria en la normalización de la DL50 de las cepas de reto y podría ser utilizada también en la evaluación de la virulencia de otras 
L.interrogans, incluidas las de producción de la vacuna.

Descriptores DeCs: DOSIFICACION LETAL MEDIANA; LEPTOSPIRA INTERROGANS/inmunología; LEPTOSPIR
INTERROGANS/aislamiento & purificación; VACUNAS BACTERIANAS; CUBA.
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La leptospirosis es una enfermedad de am
difusión en todo el mundo. Su agente causa
Leptospira interrogans, se reportan  más de 50 
pecies animales que sirven de reservorio a est
croorganismo (roedores, insectívoros, carnívo
primates, ranas, serpientes, lagartos, peces, etc
por lo que se encuentra en constante circulació
el entorno natural e infecta  a los animales dom
cos y al hombre. Desde el punto de v
epidemiológico la leptospirosis se considera 
zoonosis. El agua contaminada es uno de los f
res que más contribuyen a su diseminación.1,2

Las medidas de prevención son múltiples y
tre ellas se destacan el control de roedores, la h
a
s

i-
,

ra),
n
i-

o-

-
e-

ne ambiente, y la vacunación de animales y pe
nas con alto riesgo de padecer la leptospirosis.2-5

Las vacunas utilizadas para estos fines se c
trolan en el laboratorio durante su proceso de p
ducción mediante diferentes ensayos. Uno de e
es el de potencia, el cual mide la protección que c
fiere el producto a animales inmunizados que re
ben una dosis conocida de leptospiras virulenta
cual se expresa cuantitativamente y su unidad de
dida es la dosis letal 50 % (DL50). Este término es
muy utilizado para expresar la magnitud de la vi
lencia de microorganismos (virus, bacterias) y
toxicidad de sustancias sintetizadas por éstos
define en general como la menor cantidad de g
.

1 Licenciada en Ciencias Biológicas. Investigadora Agregada. Instituto "Finlay".
2 Licenciado en Microbiología. Especialista en Control de Medicamentos. Instituto "Finlay".
3 Médico Veterinario. Especialista en Producción de Vacunas Veterinarias. LABIOFAM
4 Médico Veterinario. Especialista en Control de Medicamentos. Instituto "Finlay".
5 Licenciado en Matemáticas. Investigador Agregado. Instituto "Finlay".
6 Técnico Medio en Procesos Biológicos. Instituto"Finlay".
7 Técnico Medio en Farmacia Industrial. Instituto "Finlay".
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menes virulentos o de toxina que al administra
por la vía apropiada a un número de animales 
ceptibles, provoca la muerte de la mitad de éstos
%) al término de un período dado.

En la producción de vacunas, las dosis de re
de confrontación de los animales inmunizados  
rrespondientes al ensayo de potencia se refieren s
pre en términos de DL

50
.6-10 Ésta a su vez se pued

expresar de diferentes maneras: como gérmene
dosis, títulos, dilución, unidades arbitrarias, uni
des de masa o volumen (en el caso de toxinas), 
tera.

En relación con la vacuna antileptospirósica,
cepas usadas en la producción deben mantener
niveles de virulencia para lograr un preparado
calidad; este parámetro se controla mediante la 
luación de la DL50 , al igual que en las cepas destin
das al ensayo de potencia, donde se necesita ad
que el valor estimado sea reproducible para gara
zar dosis de confrontación que contengan
10 a 10 000 DL50, como se especifica en algun
documentos regulatorios.9,10

La DL
50

 de L. interrogans, al igual que para otra
bacterias y virus, se determina mediante un ens
biológico consistente en inocular diluciones seria
(generalmente con factor igual a 10) preparada
partir de una suspensión virulenta del microorga
mo, las cuales se inoculan en hámsters u otros
males de laboratorio que sean susceptibles. Est
sayo es muy específico, pero está sometido a g
des variaciones debidas sobre todo a la natura
biológica de sus componentes fundamentales: 
males y microorganismos.

Por estas 2 razones es muy importante, cua
se define la DL

50
 de un germen determinado, fij

todos los parámetros posibles bajo los cuales se
sarrolla satisfactoriamente el ensayo, para que
valores calculados sean reproducibles y, por ta
útiles para los fines a los que están destinados
primer parámetro que se debe controlar es la 
servación de la virulencia de las cepas. 
liofilización es una forma muy usada para estos
nes, sobre todo si se trata de microorganismos
intervienen en la producción y el control de vacu
por sus múltiples ventajas, entre ellas, la facilid
de almacenamiento a largo plazo en condicio
normales de refrigeración (2 a 8 °C) y la garantía
la integridad de las cepas al utilizar el sistema
lotes semilla recomendado por la Organizac
e
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Mundial de la Salud (OMS),11 que implica
reproducibilidad en los procesos y ensayos do
sean utilizadas las cepas.

L. interrogans pierde con facilidad su virulen
cia cuando se somete a pases repetidos por me
de cultivo; la liofilización no ha sido la forma má
exitosa para su conservación,12 lo cual limita la po-
sibilidad de aplicar correctamente el sistema de
tes semilla. El mantenimiento en nitrógeno líqui
ha mostrado ser apropiado,13 pero resulta costoso y
limitado. El uso de medios  semisólidos es frecu
te, aunque tiene el inconveniente de que no con
va la virulencia por largo tiempo; algunas public
ciones refieren que L. interrogans se mantiene viru-
lenta mediante pases por animales susceptibles,3,14 y
en el caso específico de las cepas de confrontac
el día del ensayo se recuperan los gérmenes de
cerados de hígado de animales moribundos con
que se preparan las suspensiones para retar a lo
males inmunizados.14 Este método es muy laborios
y no permite un buen control del inóculo. Otras 
ferencias no especifican cómo se deben conse
las cepas de reto virulentas.9,10,15

El segundo parámetro en importancia se re
ciona con el cultivo: medio, edad y condiciones 
que debe mantenerse hasta el momento de ser 
zado. El tercero se refiere al ajuste de la suspen
a partir de la cual se preparan las diluciones seria
que reciben los animales. Se reporta el uso de la
mara de Petroff-Hausser para realizar el conteo
número de leptospiras presentes en el cultivo de 
tida,10 en ese caso la DL50 se expresa en leptospira
por dosis inoculada, valor que se toma después 
preparar los  inóculos  de  reto  de  modo  que c
tengan de 10 a 10 000 DL

50
.

El cuarto parámetro se relaciona con la espe
animal que se va a utilizar, la cantidad y el peso
veces el sexo también es importante. El quinto ti
que ver con la dosis y la vía de administración 
inóculo, el sexto con las condiciones en que de
mantenerse los animales y el séptimo con el tiem
de observación de éstos.

Si se procura que estas condiciones se rep
para cada ensayo, entonces la variación en los re
tados será menor y mayor la reproducibilidad, p
lo que se garantizará el éxito de la prueba.

En el presente trabajo se describe la metodo
gía utilizada para normalizar la DL

50
 de las cepas de

L. interrogans serogrupos canicola, icterohaemorrha-
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giae y pomona que intervienen en el ensayo de p
tencia de la vacuna antileptospirósica trivalente 
bana (vax-SPIRAL), de acuerdo con los paráme
señalados.

MÉTODOS

Cepas de  L. interrogans. Se usaron las cep
canicola canicola No. 87, pomona mozdok No. 108
e icterohaemorrhagiae copenhageni No. 169 de los
laboratorios de producción de la vacuna veterin
(LABIOFAM), conservadas en medio Fletcher. E
tas cepas fueron aisladas en Cuba, en los años 
1990 y 1993, respectivamente, por el Laborato
de Diagnóstico Veterinario de Arroyo Arenas, en
Habana.

Medios de cultivo y soluciones. Medio Fletcher16

para conservar las cepas; medio EMJH17 para reali-
zar aislamientos de hígado, pases de cepas y 
ciones de los cultivos; solución de formaldehído
10 % tamponada con fosfatos (FT) para inacti
los microorganismos.

Animales. Hámsters (Mesocricetus auratus) de
40 a 60 g, de igual sexo, suministrados p
CENPALAB, Cuba.

Preparación del lote semilla de trabajo. Se ino-
cularon animales con los gérmenes virulentos, 
se recuperaron posteriormente, por siembra en
dio EMJH, de muestras de hígado de los anim
moribundos. Después de 7d de incubación a 28
se dio pase a tubos que contenían medio Fletc
los cuales conformaron el lote semilla de trabaj
se mantuvieron a 28 °C.

Determinación de la DL
50

. Seis días antes de
ensayo, se transfirieron 0,5 mL de la conservac
en medio Fletcher a 3 tubos con medio EM
(a cada uno de ellos) y se incubaron a 28 °C. E
del ensayo se procedió a examinar la pureza y v
lidad  de los cultivos por observación microscóp
en campo oscuro y se prepararon diluciones 
1:10; 1:20 y 1:40 de éstos  en medio EMJH, con
volumen máximo de 1 mL, a éstas se les adici
respectivamente 50 µL de FT y se esperó 10 
para su inactivación. Usando microscopia de cam
oscuro y aumento de 400 veces se procedió al co
de los microorganismos en una muestra de 5 µ
la dilución correspondiente, colocados entre por
cubreobjetos. Se observaron 20 campos y se c
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el número aproximado de leptospiras en cada u
se calculó la media aritmética, la cual se consid
satisfactoria si daba como resultado 10 a 12 
tospiras por campo; si con ninguna de las dilucio
antes mencionadas se obtenían esos valores, s
lizaban los cálculos necesarios para determina
forma teórica la dilución correcta, la cual se prep
a partir del cultivo puro, se inactivó y se sometio
conteo. La dilución que presentó 10 a 12 leptosp
por campo se denominó dilución de ajuste  y se c
sideró apropiada para preparar una dilución equ
lente a partir del cultivo puro, de volumen no infe-
rior a 5 mL de la cual se tomó una muestra de 1 mL, se
inactivó y verificó por conteo, como ya se ha des
to, que contenía de 10 a 12 leptospiras por camp
partir de la dilución de ajuste sin inactivar se p
pararon diluciones seriadas con factor de 10, d
de 10-1 hasta 10-8 y se usó medio EMJH como d
luente; posteriormente se inocularon 6 animales
cada dilución con 0,5 mL vía intraperitoneal y 
observaron durante 14 d; se anotaron las muertes
rridas y los animales que presentaron síntoma
último día se reportaron como muertos. Con los 
tos obtenidos se calculó la DL

50
 por el método de

Reed-Muench,18 y se expresó en términos del inve
so del valor de la dilución donde ocurrió la mue
del 50 % de los animales inoculados, referido a
dilución de ajuste.

RESULTADOS

Se realizaron 14 determinaciones de la DL50 de
cada una de las cepas de reto, mediante igual m
dología. El valor estimado de DL50 para cada
serogrupo se calculó sobre la base de la me
geométrica de los valores individuales obtenidos 
pectivamente. En el serogrupo icterohaemorrhagiae
se observó que cuando las conservaciones en m
Fletcher tenían más de 100 d de edad, el valor d
DL

50
 se afectaba de forma apreciable; esto ocu

en los 2 últimos ensayos, los cuales fueron exc
dos de los cálculos. Este comportamiento no su
dió con pomona, que se mantuvo muy estable. L
conservación de canicola tenía sólo 57 d de eda
cuando concluyó el estudio y su comportamiento
adecuado.

En los 3 casos los animales inoculados con
dilución de ajuste murieron el quinto día posterio
la inoculación en todos los ensayos realizados.
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La tabla presenta el resumen de los resulta
de la determinación de la DL50 para cada serogrupo
Los valores estimados de la DL50 que aparecen e
ésta se calcularon a partir de los 12 primeros e
yos realizados.

TABLA . Resumen de los resultados de los ensayos para normali

DL50 de los serogrupos de Leptospira interrogans

                         Dilución

                         de ajuste

                           Media                              Límites

                        geométrica    Varianza       95 % de             Límite

Serogrupo      (DL50/dosis)       ( σσσσσ 2)           confianza            1 log10

canicola 105,98 1,15 105,54 y 106,19 104,98 y 106,98

icterohaemo-

rrhagiae 105,60 9,78 105,33 y 105,75 104,60 y 106,60

pomona 106,49 2,43 106,35 y 106,60 105,49 y 107,49

Los valores de la media geométrica de 
DL50/dosis referidos a la dilución de ajuste fuer
105,98 para canicola, 105,60 para icterohaemorrhagiae
y 106,49 para pomona; por lo que la virulencia de la
cepas en orden decreciente fue pomona mayor
que canicola y ésta a su vez mayor que ictero-
hemorrhagiae.

Los límites máximos del intervalo de la m
dia reportados para este tipo de ensayo6 son de
1 log10 cuando se parte siempre del mismo cult
semilla de trabajo, por lo que para canicola  resulta-
ron ser 104,98 y 106,98, para icterohaemorrhagiae 104,60

y 106,60, y para pomona 105,49 y 107,49. Sin embargo,
los límites calculados para un intervalo de confi
za de 95 % (± 2DE) fueron para canicola 105,54 y
106,19, icterohaemorrhagiae 105,33 y 105,75, y para
pomona 106,35 y 106,60, que son inferiores, por lo qu
se garantiza mayor reproducibilidad en los res
tados.

Tomando como referencia la varianza (σ2), el
serogrupo que presentó mayor variación 
icterohaemorrhagiae (σ 2 = 9,78) y el menos varia
ble fue canicola (σ2 = 1,15). Esto concuerda con l
variaciones en el crecimiento del serogru
icterohaemorrhagiae en medio EMJH observada
en los diferentes ensayos, que parecen influir di
tamente en su virulencia. No ocurrió así con 
serogrupos canicola y pomona, que presentaron pa
trones de crecimiento más estables.
s

a-

la

-

-

-

DISCUSIÓN

El número de pruebas realizadas siguiendo s
pre la misma metodología garantizó que 
parámetros que influían de forma directa en los
sultados estuvieran siempre bajo control y perm
normalizar el ensayo de determinación de la D50

de las cepas de reto utilizadas en el control d
potencia de la vacuna antileptospirósica trivale
cubana para uso humano (vax-SPIRAL), ya qu
demostró que los límites de los valores estima
de las respectivas DL50 para un intervalo de confian
za de 95 % (± 2DE), se encontraban ampliam
dentro de los reportados para 1 log10.

El parámetro crítico fue el ajuste del cultiv
que se resolvió con la introducción de la dilución
ajuste, la cual constituyó el elemento clave en
normalización del ensayo, pues resultó ser la b
de la reproducibilidad del estimado del valor de D50

determinado para los serogrupos estudiados, ya
aparte del crecimiento obtenido en el cultivo pu
cada serogrupo se ajustó para cada ensayo de a
do con el mismo criterio, de modo que tuviera
10 a 12 leptospiras/campo y de esta manera el inó
de partida fue semejante cada vez que se efectu
nuevo ensayo. Esto hizo que la metodología de
ta se diferenciara de las reportadas, donde no s
pecifica la manera de ajustar el cultivo9,14,15 o se rea-
liza por conteo de leptospiras en la cámara de Pe
-Hausser.10 Este tipo de ajuste fue llevado a cabo
principio en nuestro laboratorio, pero en experi
cias previas de validación demostró mayor variac
y dependencia del analista que el conteo por cam
(no se presentan los datos), por lo que nos de
mos por este último. Los resultados obtenidos 
ron adecuados, por lo que el conteo por campo
consideró satisfactorio para estos fines.

La muerte de los animales inoculados con la
lución de ajuste al quinto día se tomó como crite
de calidad del lote  semilla de trabajo. Esta ca
terística se logró mediante pases repetidos por
males.

Se debe seguir esta metodología para logra
sultados satisfactorios en los ensayos de potenc
la vacuna antileptospirósica cubana para uso hu
no (vax-SPIRAL); además, podría ser utilizada ta
bién en la evaluación de la virulencia de otras ce
de L. interrogans incluidas las de producción de
vacuna.
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SUMMARY

The LD
50

 of strains of L. interrogans used in the potency assay of t
Cuban trivalent leptospiral vaccine intended for human use
standardized. The control of the leptospires content of the cultur
means of the adjusting dilution (10 to 12 leptospires per field) 
introduced. That was the key of the standardization of the assay, s
guaranteed the reproducibility of the estimate of the LD

50
 value for each

serogroup: 105.98 for canicola, 105.60 for icterohaemorrhagiae and 106.60

for pomona, with the following limits for an interval of 1 log10: 104.98 -
106.98,   104.60  -  106.60  and  105.49 - 107.49,  respectively;   whereas for  a 95 
(± 2 SD)  confidence  interval  the  values were:  105.54 - 106.19; 105.33 - 105.75

and 106.35 - 106.60, respectively. These values were lower than the previous
ones, which means ever more reproducibility. The methodology desc
proved to be satisfactory for the standardization of the LD

50
 of the

challenge strains and it could also be used for evaluating the virulen
other straings of L. interrogans, including those used for the vacci
production.

Subject headings: LETHAL DOSE50; LEPTOSPIRA INTERRO
GANS/immunology; LEPTOSPIRA INTERROGANS/isolation 
purification; BACTERIAL VACCINES; CUBA.
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