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RESUMEN

En este estudio fueron obtenidas 10 cepas de Leptospira aisladas de casos clinicos en la provincia de Holguin con
vistas a la produccién de vacunas mono o polivalentes contra la leptospirosis humana y clasificadas mediante la
técnica de Microaglutinacién (MAT), usando para ello antisueros de referencia policlonales y monoclonales. La
virulencia, inmunogenicidad y potencia de estas cepas se estudié en el modelo animal Hamster Sirio, evaluandose
la respuesta humoral inducida mediante la técnica de MAT. La inmunidad cruzada entre serovares del serogrupo
Ballum y los serovares canicola, copenhageni y mozdok, componentes de vax-SPIRAL®, fue definida mediante la
prueba de potencia al vacunar hamsters con la referida vacuna y retarlos con 10 000 DLsode cada una de las cepas
de los serovares arriba descritos, 21 dias después de aplicada la 2% dosis. De las 10 cepas estudiadas, 3 pertenecieron
al serogrupo Pomona serovar mozdok y 7 al serogrupo Ballum, perteneciendo 2 al serovar arborea y 5 al serovar
ballum, demostrandose su virulencia, inmunogenicidad y potencia. Se demostré la existencia de inmunidad cruzada
al obtener un 100% de sobrevivencia en los animales vacunados y retados con respecto a un 80-100% de mortalidad
en los animales controles no vacunados.
Palabras claves: Leptospira Pomona, Leptospira Ballum, clasificacién, virulencia, inmunogenicidad,
proteccién cruzada
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ABSTRACT

Characterization of Leptospira Ballum strains isolated from clinical cases. Cross immunity in Hamsters
vaccinated with vax-SPIRAL®. In order to obtain L. Ballum strains for the production of mono or polyvalent
vaccines against human leptospirosis, 10 clinical strains isolated in Holguin, Cuba, were evaluated. They were
classified by means of Microaglutination test (MAT) using policlonal and monoclonal reference antibodies. Virulence,
immunogenicity and potency were studied in Syrian Golden Hamster model. Humoral immune response was
evaluated by MAT. Cross immunity between the serovar of L. Ballum serogrup and the serovars canicola, copenhageni
and mozdok, components of vax-SPIRAL®, was define by means of the potency assay in vaccinated hamsters,
challenged with 10 000 DLs, of virulent strains of the serovars above described, 21 days after the second dose. The
results showed that 3 strains belonged to serogroup Pomona serovar mozdok and 7 strains to serogroup Ballum,
belonging 2 to serovar arborea and 5 to serovar ballum. The virulence, immunogenicy and potency was demostrated.
The existance of cross protection was demostrated. There was observed 100% of survival in vaccinated animals in

respect with 80-100% of mortality in non vaccinated animals.
Keywords: Leptospira Pomona, Leptospira Ballum, clasification, virulence, immunogenicity, cross protection

Introduccién

Laleptospirosis es una de las zoonosis de mas amplia
distribucion mundial, y lacausade numerosas pérdidas
economicas y humanas [1, 2]. El agente causal es
Leptospira patdgena, € cual tiene como principa vector
a los roedores [4]. En la actualidad coexisten la
clasificacion serol6gicay lagenética, estatltimareconoce
la existencia de 16 especies gendmicas 'y més de 180
serovares[3, 5, 6].

En nuestro pais no es hastafinales deladécadade
1980y principiosdelade 1990 que estaenfermedad
adquiere una tendencia ascendente, por lo que se
decide iniciar las investigaciones encaminadas a la
produccién de la primera vacuna cubana contra la
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leptospirosis humana, vax-SPIRAL®[7, 8]. Esta
vacunatuvo en su composicion cepas delos serovares
canicola, copenhageni y mozdok, que eran las de
mayor circulacion en el pais en aquel entonces [9].
El afio 1994 fue el mas critico, reportandose 2828
casos de leptospirosis, con unatasadeincidenciade
25.5x 100 000 habitantesy 52 fallecidos[7]. A partir
de 1992 comienzan a diagnosticarse los primeros
casos de leptospirosis humana ocasionada por el
serogrupo L. Ballum, por investigadores del
Laboratorio de Leptospiradel Instituto Finlay. Este
serogrupo es en la actualidad uno de los de mayor
incidencia, conjuntamente con los serogrupos L.
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Pomonay L. Canicola, enlas provincias centralesy
orientales del pais[10].

Los estudios de efectividad de vax-SPIRAL® [11],
tuvieron como escenario laprovinciade Holguin, enla
quelosestudios serol dgicosevidenciaron unaincidencia
del serogrupo L. Ballum de un 42%, L. Pomona un
41% y L. Canicola un 13%. Esta situacion inmuno-
epidemioldgica representd un reto para la vacuna,
puesto que este serogrupo estaba ausente en la
formulacion. Los reportes de laliteratura plantean que
lainmunidad a la leptospirosis parece depender de la
produccién de anticuerpos aglutinantes y opsonicos,
dirigidos fundamental mente contraantigenos serovar o
serogrupo especificos[12, 14]. Sin embargo, es bueno
destacar que existen reportes acercadelaexistenciade
inmunidad cruzadaentre serogrupos diferentes[15, 17].
No obstante, los resultados obtenidos en el ensayo
clinico mostraron un 97% de efectividad [11],
pudiéndoseinferir laexistenciade unaproteccion cruzada
contra el serogrupo L. Ballum.

Teniendo en cuentalaimportanciade este serogrupo
en la situacion tanto inmunoepizootiol 6gica como
inmunoepidemiol égica de la leptospirosis en nuestro
pais, se iniciaron por primera vez los estudios de
caracterizacion de cepasde L. Ballumaisladas de casos
clinicosen humanosen esaprovincia. Estosserviriande
base asu posibleinclusion enlaformulacién vacunal ya
existente o nuevasformulaciones, segiinlas necesidades
gue puedan presentarse en las diferentes regiones del
pais. Ademas, uno de los objetivos fundamentales de
edtetrabgjo fueevauar laposible existenciadeinmunidad
cruzada entre las cepas vacunales y serovares del
serogrupo L. Ballum en estudios de laboratorio en €
modelo animal Hamster Sirio.

Materiales y Métodos

Cepas

Se trabajaron 10 cepas aisladas de casos clinicos,
procedentes de personas no vacunadas incluidas en el
estudio de Efectividad delaVacunaAntileptospirésica
Trivalente vax-SPIRAL®, desarrollado en laprovincia
deHolguinentre 1996y 1997. L as cepasfueron aidadas
mediante hemocultivo utilizando para ello el medio
Kortoff [18]. Lasmuestras se conservaron atemperatura
ambientey sechegquearon guincenal menteal microscopio
de campo oscuro paravalorar lapresenciadeLeptospira.
vax-SPIRAL®, lote 6002

Componentes bésicos por dosis de 0.5 mL

Células de L. Canicola serovar canicola 50-80 x 10¢
Células de L. Icterohaemorrhagiae serovar
copenhageni 50-80 x 10¢
Células de L. Pomona serovar mozdok 50-80 x 10°
Hidroxido de Aluminio 1.00 mg
Tiomersal 0.05 mg
Solucién Salina tamponada con fosfatos
(SSTF), CSP* 0.5 mL
*Cantidad suficiente para
Vacuna

Condiciones de cultivo

Las cepas recepcionadas fueron subcultivadas en el
medio de cultivo Tween-AlbUmina (TA) [19] a28 °C
durante 7 diasen estacionario, en tubosde 16 x 150 mm
con 10 mL demedio, utilizando uninéculo al 10%.

Evaluacién de la virulencia

Las cepas seinocularon por viaintraperitoneal (IP) en
el modelo animal Hamster Sirio. El cultivo se gjust6 a
75x 10°células/mL, mediante conteo en cAmarade Petroff
Hausser, inoculandose 8 animal es por cepacon 0.8 mL
(60x 10°células), 0.4 mL (30x 10° cdlulas), 0.1 mL (7.5
X 10° células) y 0.05 mL (3.75 x 10° células) cada dos
animales respectivamente. Los hamsters fueron
observados durante 14 dias, registrandose las muertes
ocurridas por dia.

Clasificacion y seleccién de las cepas de
trabajo

La clasificacién se realiz6 mediante la técnica de
Microaglutinacion (MAT) [20] empleando antisueros
policlonalesy monoclona esdereferenciaprovenientes
del Laboratorio de Referencia de Leptospirosis de la
OMS, Holanda.

Loscriterios de seleccién delas cepasdetrabajo se
basaron enlosresultados delaclasificaciony magnitud
delavirulenciadelas mismas.

Sueros policlonales de referencia:

Suero contralacepaHond Utrech serogrupo Canicola
serovar canicola. Suero contra cepa M-20 serogrupo
| cterohaemorrhagiae serovar copenhageni. Suero contra
cepaMus 120 serogrupo Ballumserovar ballum. Suero
contra cepapomona serogrupo Pomona serovar pomona.

Anticuerpos Monoclonales (AcM) empleados

Serogrupo AcM

L. Canicola F 152C2, F 152C8

L. Icterohaemorrhagiae F 70C7,F 70C24

L. Pomona F 46C5, F 46C9, F 58C2
L. Ballum F74C1,F 74C7

Preparacién del antigeno

L as cepas seleccionadas fueron crecidasen medio TA a
28°Cdurante 7 diasen zaranda. Al cabo de estetiempo
se realizaron los controles de viabilidad, esterilidad y
virulencia correspondientes. Los cultivos fueron
inactivados con formal dehido tamponado con fosfatos
al 0.5% concentracion final durante 30 minutos. Luego
se centrifugaron a 10 000 g, durante 30 minutosy se
lavaron tres veces con Tampon Fosfato Salino (TFS)
estéril pH 7.2. Laconcentracién del antigeno se gjustd
mediante conteo en cdmara de Petroff Hausser a 200 x
10° células/mL. Los antigenos asi preparados fueron
denominadosvariantesantigénicas (V1,V2,V3y V4).

Esquema de inmunizacién

Diez hamsters de 40-80 g de peso corpora fueron
inoculados por via IP con 1 mL de cada una de las
variantes antigéni cas correspondientes. Se aplicaron 5
dosisconunintervalo de5diasentredosis. Losanimaes
fueron muestreados antes delaaplicacion de cadadosis
y 5 dias después de la dltima inoculacién, mediante
tomade sangre del plexo retroorbital. Lasangre delos
10 animalesinocul ados por cadavariante fue mezclada
y centrifugadaa 3500 g durante 10 minutos. L os sueros
fueron conservados a-20 °C hasta su evaluacion.

Evaluaciéon de la respuesta inmune humoral

Larespuestainmune humoral seevalué mediante MAT.
Seutilizaron como antigenoslas mismas cepas escogidas
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antes descritas, garantizando que las mismas tuvieran
un crecimiento homogéneo, sin la presencia de
aglutinaciones inespecificas y ausencia de contami-
nantes. Se realizaron diluciones dobles seriadas de los
sueros aevaluar desde 1:10 hasta 1:20480 en TFS pH
7.2 paraun volumen final de50 L, utilizando paraello
placas de poliestireno de 96 pocillos. Como control
positivo se emplearon antisueros de referenciay como
control negativo del experimento e mismo antigeno
diluido en TFS. Lasmuestras de suero fueron mezcladas
con 50 uL del antigeno eincubadasa 37 °C durante 1 h.
Transcurrido este tiempo fueron observadas al
microscopio de campo oscuro. El titulo delossuerosse
definié como la mayor dilucion ala que se obtuvo un
50% de agl utinacién con respecto al control negativo.

Evaluacion de la proteccién inducida

De los 10 animales inmunizados con las diferentes
variantes, 5 fueron retados con 10 000 DL, de la cepa
homologa[21] 21 dias despuésdeladltimainoculacion.
Se retaron ademas el mismo nimero de animales
controles no inmunizados. Los hamsters fueron
observadosdurante 14 diasy seregistraron las muertes
ocurridas en este periodo detiempo [22-23]. Laprueba
se considerd vélida cuando sobrevivieron 80% de los
vacunados mientras que no menos del 80% debid
sobrevivir a reto, todo esto dentro del transcurso de
los 14 dias del reto [24].

Ensayo de inmunidad cruzada

Se vacunaron 25 hamsters de 40-80g de peso con €l
Lote 6002 de vax-SPIRAL®. Se aplicaron dos dosis
de 0.5 mL por via intramuscular (IM) en la cara
interna de las extremidades posteriores, con un
intervalo de seis semanas entre dosis. Como
controles del ensayo se utilizaron 25 animales sin
vacunar. Los animales se distribuyeron en grupos
de cinco por caja. Veintiun dias después de aplicada
la 2® dosis |os hamsters fueron retados con 10 000
DL, de cepas virulentas pertenecientes a los
serovares canicola, copenhageni, mozdok , asi como
a los serovares ballum (cepa 60) y arborea (cepa
63). Los animales se observaron durante 14 diasy
se registraron las muertes.

Resultados

Virulencia de las cepas trabajadas

Altavirulencia(AV), 100% mortalidad hastaladosis
de 0.1-0.05 mL. Medianamente virulenta (MV)
100% mortalidad hasta la dosis de 0.4 y baja
virulencia (BV) 50-100% de mortalidad en ladosis
de 0.8 mL.

Clasificacion y evaluaciéon de la virulencia

De los 10 aislamientos recepcionados, tres correspon-
dieron a serogrupo Pomona serovar mozdok y siete al
serogrupo Balum serovaresballumy arborea (Tabla1).
Las tres cepas pertenecientes a serogrupo Pomona
resultaron ser muy estables en cultivo y altamente
virulentas. Sin embargo, en las cepas pertenecientes al
serogrupo Ballumlavirulenciano se comporté deigual
forma, resultando ser incluso unade ellasbgjavirulenta.
Para estudios posteriores se seleccionaron las cepas 59,
60, 63y 64 por su dtavirulencia.

79

Tabla 1. Resultados de la clasificacién por Microaglutinacién de las cepas 59, 60, 63 y 64
usando antisueros de referencia policlonales y monoclonales asi como de la evaluacién de

su virulencia en el modelo animal Hamster Sirio

Clasificacién

No. de orden Serogrupo Serovar Titulo por MAT Virulencia
frente a Mab
30 Pomona mozdok 1:10240 AV
50 Pomona mozdok 1:20480 AV
56 Pomona mozdok 1:10240 AV
58 Ballum ballum 1:10240 BV
59 Ballum ballum 1:20480 AV
60 Ballum ballum 1:20480 AV
63 Ballum arborea 1:5120 AV
64 Ballum arborea 1:10240 AV
65 Ballum ballum 1:20480 MV
66 Ballum ballum 1:20480 MV

MAT: Ensayo de Microaglutinacion

AV: Altamente virulenta, MV: Medianamente virulenta, BV: Baja virulenta

En negrita las cepas de trabajo seleccionadas por pertenecer al serogrupo L. Ballum y ademas por haber

resultado AV

El comportamiento de la mortalidad en los
animal es inoculados con las cepas de |0s serovares
ballumy arborea aparece reflejado en la Figura 1.
Como se puede observar en todos | os casos no hubo
un incremento gradual en lamortalidad en funcién
deladosis aplicada, lo cual fue mas representativo
paralas cepas 60 y 63.

Inmunogenicidad

En la Figura 2 se muestran los resultados de la
evaluacion por MAT de la respuesta de aglutininas
especificas en suero de hamsters inoculados con las
cuatro variantes estudiadas: V1 (cepa59), V2 (cepa
60), V3 (cepa 63) y V4 (cepa 64). Todas las cepas
resultaron ser inmunogénicas. La respuesta de
anti cuerpos agl utinantes comenzo a detectarse luego
delaaplicacion de tresdosis paralasvariantes V2 'y
V4, y de cuatro dosis para V1 y V3, llegandose a
obtener titulos elevados de 1:5120 frenteaV1y V4
y de 1:1280 paraV2y V3.

W Cepa 64
OCepa 63
H Cepa 60
OCepa 59

Dosis (mL)

Dias de sobrevivencia

Figura 1. Resultados de la virulencia de las cepas de L. Ballum
serovar ballum (cepas 59 y 60) y L. Ballum serovar arborea
(cepas 63 y 64) en el modelo animal Hamster Sirio. Se
inocularon dos animales por dosis de 0.8 mL, 0.4 mL, 0.1 mL
y 0.05 mL respectivamente para cada una de las cepas. Los
animales fueron observados durante 14 dias, registrandose las
muertes ocurridas por dia.
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Proteccién inducida

Los hémsters inmunizados con las cuatro variantes
fueron retados 21 dias después delaGltimainoculacion
con 10 000 DL, delas cepashomdlogas. Losresultados
aparecenreflgadosenlaTabla2. LasvariantesV1,V2
y V3lograron proteger al 100% delos hamsters contra
el reto letal con lacepahomdloga. Con respecto aV4
no puede darse un resultado concluyente puesto que
los animales controles no inmunizados sobrevivieron
al reto. Esto indica que la cepa 64, perteneciente al
serovar arborea, perdid su virulencia durante los
subcultivos en el medio TA.

Inmunidad cruzada

Cincuenta hdmsters inmunizados con vax-SPIRAL®
fueron retados en grupos de 10 con 10 000 DL, de las
cepasaltamente virulentas delos serovares componentes
de vax-SPIRAL® (canicola, copenhageni y mozdok),
asi como delos serovaresballumy arborea aisladas de
loscasosclinicos. LosresultadossemuestranenlaTabla
3. El 100% delos hamsters inmunizados sobrevivieron
al reto tanto homdlogo como heterdlogo, mientras que
hubo entre 80 y 100% de mortalidad en loscontrolesno
inmunizados.
Discusién
El periodo de vigilancia epidemiolégica durante el
ensayo de efectividad de vax-SPIRAL® trajo consigo
el diagndstico de leptospirosis humana, teniendo en
cuenta tanto los antecedentes epidemiol 6gicos como
los exdmenes de |aboratorio. En estos Ultimos estaban
incluidos el hemocultivoy los estudios serol 6gicos, el
aislamiento del microorganismo es el elemento
confirmativo por excelenciaen ladefinicion de un caso
positivo de leptospirosis [11]. Este diagndstico nos
permitié contar con la informacion real de qué
serogrupo era el de mayor incidenciaen laregion en
estudio, elemento fundamental en el andlisisfinal dela
efectividad delavacuna

De las 10 cepas incorporadas en este estudio
encontramos que el serogrupo Ballum represento6 el
70% de los aislamientos, mientras que el serogrupo
Pomona, solamente el 30%. L as cepas pertenecientes
al serogrupo Ballum fueron clasificadas por MAT
mediante el uso de anticuerpos monoclonales
especificos de serovar. Losresultadosindicaron que
pertenecian a los serovares ballumy arborea. Este
constituy6 un resultado novedoso, puesto que estos
serovares no habian sido reportados con anterioridad
en humanos en nuestro pais. No obstante, si
encontramos coincidenciacon o reportado en estudios
epizootioldgicos en el mismo periodo [25]. Estos
investigadores lograron realizar aislamientos de
Leptospira de los serovares ballum y arborea
principalmente en ratas. De estos resultados se puede
inferir que esta especie representé el reservorio por
excelenciade estos serovaresy por tanto la principal
fuente de transmision de laleptospirosis causada por
L. Ballumparael hombre.

Las cepas del serogrupo Pomona resultaron
pertenecer a serovar mozdok, que estaincluido en la
formulacion de vax-SPIRAL®. En |os estudios previos
delaboratorio conlascepasvacunaes, redlizadosdurante
el proceso de produccién de vax-SPIRAL®, nos
encontramos que este serogrupo se caracterizo sempre

80

M Variante 1
[ Variante 3
M Variante 2
[ Variante 4
4000 -
2 3000 -
2
)
o
g 2000 -
2
v
9]
o
1000 -
| L
4 5 6
Semanas

Figura 2. Resultados de la titulacién por Microaglutinacién de
los sueros de hamsters inoculados con las cuatro variantes
antigénicas, frente a su cepa homéloga: Variante 1 (cepa 59),
Variante 2 (cepa 60), Variante 3 (cepa 63), Variante 4 (cepa
64). Se utilizé como control de la cepa la solucién salina
tamponada con fosfatos.

por su estabilidad y alta virulencia [23]. Estas
caracteristicas estan presentes en los tres aislamientos
realizados en este estudio.

Con respecto alosestudiosde virulenciade las cepas
del serogrupo Ballum observamos un comportamiento
diferente, pues no todas fueron altamente virulentas.
Ademas no hubo correspondencia entre la dosis
inoculaday el tiempo de sobrevida de los hamsters.

Sedebiaesperar quelainoculacién de concentraciones
superiores del microorganismo determinara la muerte
mas temprana, pero esto no ocurrid con todas las cepas
evaluadas. Este comportamiento ha sido reportado por
otrosinvestigadores, |0s cuaeshan observado quedosis

Tabla 2. Resultados del reto de los hamsters
inmunizados con las variantes antigénicas de L. Ballum
Variante 1 (cepa 59), Variante 2 (cepa 60), Variante 3
(cepa 63) y Variante 4 (cepa 64) frente 10 000 DL, de
sus cepas homoélogas

Animales Controles no
Variante Cepas de inmunizados inmunizados
antigénica reto n=3 n=3
%S %S
Vi 59 100 0
V2 60 100 0
V3 63 100 0
V4 64 100 100

%S por ciento de sobrevivencia

Tabla 3. Resultados del reto de hamsters vacunados
con vax-SPIRAL®, Lote 6002, frente a 10 000 DL, de
cepas virulentas pertenecientes a los serovares
canicola, copenhageni, mozdok, ballum (cepa 60) y
arborea (cepa 63)

Vacunados No vacunados
Grupo  Serovar de _ _
n=5 n=5
(n=10) reto
% S %S
| canicola 100 20
Il copenhageni 100 20
11l mozdok 100 0
v ballum 100 0
\ arborea 100 0

%S por ciento de sobrevivencia
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Aislamiento de cepas de Leptospira spp a partir de casos clinicos

altas de Leptospira inoculadas en hdmsters no han
desarrollado lainfeccionrenal, adiferenciadedosismés
bajas[16]. Ellosinfieren que aconcentracionesatasdel
germen se induce una respuesta de anticuerpos
especificos que puede determinar un aumento en el
tiempo de aparicion de los primeros sintomas de la
enfermedad y en algunos casoslasobrevivenciade estos
animales. Estos elementos por su importancia seran
objeto de estudio en futuros ensayos.

De las cepas pertenecientes al serogrupo Ballum,
fueron seleccionadas cuatro (59, 60, 63y 64) porque
resultaron ser altamente virulentas. La virulencia es
una de las caracteristicas fundamentales que debe
presentar una cepa de Leptospira para poder ser
considerada como posible cepavacunal, puesto que se
ha demostrado que la proteccién inducida por cepas
no virulentas es menor que la inducida por cepas
virulentas [17]. No obstante, la cepa 64 perdié su
virulencia durante pases sucesivos en € medio TA.
Este evento ha sido reportado anteriormente por otros
autores y es caracteristico de los subcultivos de
Leptospira, 1o que hace necesario el pase del
microorgani smo por animal paramantener o recuperar
suvirulencia[26].

Estas cepas demostraron su capacidad inmunogénica
y protectora durante los ensayos realizados en
hamsters. El ensayo de Microaglutinacion evidencié
gue las variantes evaluadas lograron inducir elevados
titulos de anticuepos aglutinantes y proteger a los
animales inmunizados frente al reto letal con cepas
virulentas de los serovares ballumy arborea. Se ha
reportado que uno de los mecanismos que participan
en la proteccion contra la leptospirosis es la
aglutinacion mediada por anticuerpos IgM e IgG. En
virtud de estarelacion podemosinferir que larespuesta
de aglutininas desempefié un papel fundamental en la
proteccion de los hamsters contra el reto letal.

Sedemosiré ademéslaexistenciadeinmunidad cruzada
entre cepas de los serovares componentes de vax-
SPIRAL® (canicola, copenhageni y mozdok) y cepasde
los serovares ballum y arborea. Este hecho no ha sido
reportado anteriormente para el caso de vacunas. Sin
embargo, sl existen evidenciasdeinmunidad cruzadaentre
cepas virulentas deLeptospira pertenecientesadiferentes
serogrupos en experimentosde sobreinfeccion en curieles,
hamsters y cobayos [15,16]. Kemenes demostré en
curieles la existencia de una fuerte inmunidad cruzada
entre los serovares canicola, ictero-haemorrhagiae y
pomona, asi como entre los serovares grippotyphosa y
pomona (o canicola), pero en menor grado. Este autor
planteaque e establecimiento deinmunidad cruzadaes
evidente paraserovares estrechamenterrel acionados desde
el punto de vista antigénico, como son canicola e
icterohaemorrhagiae, pero puede establecerse entre
serovares para los que no se haya observado relacion
antigénica importante por la prueba clésica de MAT,
pero que compartan caracteristicas bioldgicas similares
como pueden ser laproduccion dehemolisinasy lipasas
[15]. Plesko y Lataste-Dorolle demostraron también la
existencia de proteccion cruzada in vivo entre algunas
cepas virulentas pertenecientes a |os serogrupos
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Grippotyphosa, |cterohaemorrhagiae y Canicola.
Sonriery colaboradores[19] encontraron evidenciasde
proteccion cruzada dentro de L. interrogans mediante
experimentos de inmunizacion en gerbils (Meriones
unguiculatus). Estos autores demostraron que la
proteccion homoéloga contra cepas de los serogrupos
Icterohaemorrhagiae y Canicola es inducida por
antigenoslipopolisacaridicos. Sinembargo, laproteccion
cruzada se debe a antigenos proteicos compartidos al
menos entre cepas de los serogrupos Canicola,
Icterohaemorrhagiaey Autumnalis. Estos antigenos se
expresan tanto en cepasvirulentascomo novirulentesde
tales serogrupos, pero sus cantidades pueden variar en
funcion delavirulencia de la cepa. Ello demuestra una
vez méslaimportanciadel factor virulenciaalahorade
escoger unacepavacunal.

Los resultados de los estudios preclinicos sobre
proteccién cruzada coinciden con los obtenidos en €l
ensayo clinico de efectividad de vax-SPIRAL® en la
provinciade Holguin. Al concluir € periodo devigilancia
epidemiol dgicasereport6 un 93.8% de efectividad para
los serogrupos Pomona y Canicola, ambosincluidosen
su formulacion, y un 92.5% para e serogrupo Ballum,
gue no estaincluido en lamisma[13]. Esto nos brinda
evidencias clinicas de la existencia de una inmunidad
cruzada entre los componentes de vax-SPIRAL® y €
serogrupo Ballum. Estosresultados no coinciden conlo
reportado en la literatura, donde se plantea que las
vacunas existentes contraleleptospirosis establecen una
proteccidn serovar o serogrupo especifica [9, 10]. Es
por ello que estasvacunas se producen apartir decélulas
completas inactivadas pertenecientes a varios
serogrupos, contralos cual es sedeseainducir proteccion
[17]. Los antigenos protectores activos presentes en
ellas, conocidos hasta e momento, son de naturaleza
lipopolisacaridica. Sin embargo, otros antigenos como
por ejemplo proteinas, podrian inducir un efecto de
proteccién cruzada. En este hecho podria estar la
explicacién dela proteccion cruzadainducida por vax-
SPIRAL®. No hemos encontrado reportes recientes de
laliteraturaque hablen de unaproteccion cruzadadespués
delavacunacion. Recientemente hasido reportado que
lavacunacién mediada por adenovirus con unaproteina
asociadaahemolisis (Hapl) induce proteccion cruzada
en gerbils contrael reto con Leptospira virulenta[27].

Nos proponemos continuar |os estudios con cepas
pertenecientes a otros serogrupos, aisladas de casos
clinicos en humanos durante los ensayos clinicos de
eficacia, con vistasaevaluar su comportamiento en el
laboratorio y la posible existencia de proteccion
cruzadacontraellas. Esto noshardcontar con un mayor
ndmero de cepas que nos permitarealizar unaadecuada
seleccién de las mismas para ser consideradas como
posibles candidatos vacunales.
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