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SINTESIS

A partir de los aislamientos del agente causal de 53 casos clinicos autéctonos de Leptospira fueron
seleccionadas y caracterizadas microbioldgica e inmunoldgicamente dos cepas con caracteristicas
requeridas para ser consideradas candidatas vacunales del serogrupo Ballum, el cual no esta
presente en la formulacion registrada de la vacuna cubana antileptospirdsica trivalente vax-
SPIRAL®. En este trabajo se evalué la potencialidad vacunal de dos cepas de Leptospira
interrogans del serogrupo con mayor circulacion en humanos en Cuba. Se formularon
preparaciones vacunales monovalentes a partir de cada cepa y se evalud, mediante
microaglutinaciéon y ELISA, la inmunogenicidad en hamsteres. Ademas, se evalud la capacidad de
proteccién homologa y heteréloga de ambas preparaciones, frente al reto con aproximadamente
100 y 10 000 DLsy de cinco cepas altamente virulentas de los serogrupos Ballum, Canicola,
Icterohaemorrhagiae y Pomona. Por ultimo, se evalué el efecto de una dosis uUnica de vacuna
monovalente de Ballum en animales previamente inmunizados con vax-SPIRAL®, tras seis semanas
de completado el esquema de inmunizacion de la vacuna trivalente, la proteccion pasiva conferida
por el suero de individuos vacunados con vax-SPIRAL® frente a estas cepas, la proteccién cruzada
con vax-SPIRAL®, asi como se determiné cual de los serogrupos componentes de la vacuna
cubana era el responsable de esta proteccion cruzada. Ambas cepas seleccionadas mostraron una
alta virulencia y patogenicidad en el modelo Hamster Sirio, una buena estabilidad en los cultivos y
un nivel de comunidad antigénica con las cepas de los serogrupos Canicola, Ictero y Pomona que
permite su refuerzo antigénico mutuo. La vacuna antileptospirdsica, vax-SPIRAL®, confirié también
en el modelo animal usado en el presente trabajo, una significativa proteccion con una, dos dosis y
varias diluciones de la vacuna frente al reto con las cepas de Ballum, sin embargo el suero
proveniente de hamsteres y humanos inmunizados con vax-SPIRAL®, respectivamente, fue capaz
de conferir una alta proteccién en los animales, mientras que la diluciéon 1/2 confirid sélo una
proteccion parcial. La proteccién conferida por la formulacién de vax-SPIRAL®, es parcial en la
experiencia clinica y también en nuestro modelo lo cual corrobora la necesidad de Ballum en la
proteccion activa. Se evidencié que la proteccion cruzada conferida por vax-SPIRAL® frente al
serogrupo Ballum, es debida fundamentalmente al serogrupo Canicola y en menor cuantia al
serogrupo Ictero. Lo cual puede tener interés al decidir formulaciones vacunales en el futuro. El
suero de individuos vacunados con vax-SPIRAL® y el de los animales inmunizados reconocieron
antigenos importantes de la membrana de Leptospira como las proteinas de 32, 41, 45, 48 kDa y
las proteinas flagelares de 35-36 kDa. Lo cual aporta marcadores de seguimiento de la consistencia
vacunal y para desarrollos futuros. El presente trabajo, por primera vez, sienta las bases para

formulaciones vacunales novedosas conteniendo el serogrupo Ballum.
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. INTRODUCCION

La leptospirosis, entidad clinica infecciosa conocida también como enfermedad de Well,
enfermedad de los arrozales o del raton, es una de las zoonosis bacterianas mas
difundidas en el mundo. Ademas, debido a las afecciones que produce en el hombre y los
animales, asi como por su repercusidn econdémica en los paises pobres y ricos, constituye
una enfermedad de extraordinaria importancia para la medicina humana y la veterinaria
(Levett P, 2001; McBride A y cols., 2005; WHO, 2009). Esta enfermedad es causada por
una espiroqueta perteneciente a la especie fenotipica Leptospira interrogans, bacteria
delgada y helicoidal, con una activa motilidad. Las leptospiras se clasifican en 12 especies
patdgenas y cuatro saprofitas, con mas de 250 serovares patogenos (Brenner D y cols.,
1999; Faine S y cols., 1999; Alfaro C, 2004), cuyo tipaje seroldgico se basa en la estructura

antigénica del lipopolisacarido (LPS) de la membrana externa (Bulach D y cols., 2000).

La Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) considera a la leptospirosis como una de
las zoonosis desatendidas de las poblaciones relegadas (OPS, 2005; 2009), grupos donde
hasta un 20% del total de los casos notificados evolucionan a estadios clinicos graves
(WHO, 2009). Sin embargo, la carga de la enfermedad se subestima por ser
significativamente pobre la calidad de los datos en la vigilancia, asi como por las
dificultades del diagnostico (McBride A y cols., 2005). Todo lo expuesto anteriormente,
unido a las graves pérdidas econdmicas y humanas ocasionadas por esta enfermedad,
justifica el uso de vacunas profilacticas en las poblaciones humanas y animales con un
elevado riesgo de enfermar. La inmunidad contra la leptospirosis es principalmente del tipo
humoral, pero debido a la inmunodominancia del LPS, es también serogrupo y serovar
especifica. Por ese motivo las vacunas disponibles en la actualidad, productos
biofarmacéuticos constituidos por células enteras de leptospiras inactivadas, con o sin
adyuvante, deben incluir en sus formulaciones a los serovares de mayor circulacion en la
region seleccionada para su aplicacion (Levett P, 2001; WHO, 2003a). Sin embargo, en los
ultimos afios se describe también una proteccidon cruzada entre los diferentes serogrupos y

serovares (Sonier C y cols., 2000; Branger C y cols., 2001; Gonzalez A, 2003b).



Las vacunas para los seres humanos y animales se han utilizado desde el afio 1920, casi
todas han sido desarrolladas a partir de células de Leptospira inactivadas por métodos
fisicos y quimicos (Faine S y cols., 1999). Estas vacunas, compuestas de células
inactivadas de los serovares prevalecientes en una determinada region geografica, estan
disponibles en algunos paises, pero tienen entre sus desventajas el que ocasionan algunos
eventos adversos y confieren una protecciéon de corta duracion. Ademas, no pueden
proporcionar proteccion cruzada contra la infeccion por los mas de 250 serovares de
Leptospira descritos (Haake D y cols., 2000; McBride A y cols., 2005). Evaluaciones de
otros tipos de vacunas se han realizado en varios biomodelos experimentales con diversos
grados de éxito. Pero aun siguen siendo las bacterinas (Wang Z y cols., 2007) las que han
protegido considerablemente contra la infeccion letal en las especies estudiadas (Ko A y
cols., 1999; Moore G y cols., 2006)

Una vacuna trivalente antileptospirésica para uso humano conformada por tres serogrupos:
Canicola, Icterohaemorrhagiae y Pomona (Martinez R y cols., 1993; Gonzalez M y cols.,
1997), fue desarrollada en Cuba por el Instituto Finlay, a finales de la década de los afios
80 y principios de los 90, debido a la grave situacion epidemiolégica de la leptospirosis
existente en el pais y a la no-disponibilidad de una vacuna soviética que se importaba. Este
producto, registrado en 1998 bajo el nombre comercial vax-SPIRAL® (Instituto Finlay, 1998),
se aplica a los principales grupos de riesgo, medida que logra controlar y disminuir la
morbiletalidad de la leptospirosis humana, con una elevada efectividad (Bedevia A, 1999;
Martinez R y cols., 2000; Gonzalez M y cols., 2004). Sin embargo, en los ultimos afios la
situacion inmunoepidemiolégica de la leptospirosis ha variado en Cuba y entre los afios
1996 al 2000, el serogrupo Ballum constituyé el principal agente etiolégico de mas del 55%
de los aislamientos obtenidos en todo el pais a partir de muestras obtenidas en pacientes
con evidencias clinicas, serologicas y epidemiologicas de leptospirosis (Rodriguez | y cols.,
2002; 2009; Obregdén A y cols., 2007). La actual situacion epidemiolégica demuestra la
necesidad de desarrollar estrategias para producir nuevas formulaciones de vacunas
antileptospirésicas como una medida profilactica eficaz que se ajuste a las nuevas

condiciones existentes.
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Previo a la inclusion del serogrupo Ballum en una formulacion vacunal para uso humano, es
imprescindible hacer una adecuada seleccién y caracterizacion microbiolégica de las
posibles cepas a utilizar como candidatas vacunales. Ademas, se deben realizar
investigaciones basicas en modelos animales que comprueben la capacidad
inmunoprotectora de las formulaciones obtenidas a partir de los nuevos inmunégenos entre

otros ensayos preclinicos y clinicos.

I.1. Problema de investigacion
Debido a la alta incidencia del serogrupo Ballum en el pais, ¢ sera posible contar con cepas
de este serogrupo bien caracterizadas microbiolégica e inmunolégicamente como

candidatos vacunales?

I.2. Hipétesis

La seleccién de cepas autoctonas del serogrupo Ballum, aisladas de casos clinicos con
leptospirosis, por su elevada virulencia, patogenicidad, estabilidad en los medios de cultivo
y conservacion, asi como por su perfil de inmunogenicidad homologa y heterdloga, nos
permitird contar con cepas que reunan los requisitos de protectogenicidad y puedan ser

utilizadas como candidato vacunal en una vacuna antileptospirdsica.

1.3. Objetivo general
Contribuir a la evaluacion microbiolégica e inmunolégica de cepas autdctonas del

serogrupo Ballum para ser utilizadas como candidato en una vacuna antileptospirdsica.

1.4. Objetivos especificos

1. Seleccionar y caracterizar, sobre la base de la virulencia, patogenicidad, crecimiento en
cultivo y perfil antigénico celular y extracelular, cepas clinicas autéctonas del serogrupo
Ballum.

2. Evaluar la inmunogenicidad y la capacidad protectora homdloga y heteréloga de
preparados vacunales monovalentes elaborados con estas cepas de Leptospira

interrogans serogrupo Ballum en el Hamster Sirio.
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3. Evaluar el efecto de una inmunizacién con estos preparados de Leptospira interrogans
serogrupo Ballum en hamsteres vacunados con vax-SPIRAL®, como buster o
reactivacion.

4. Evaluar la inmunidad cruzada en hamsteres vacunados con vax-SPIRAL®, frente al reto
heterélogo con cepas virulentas de Leptospira interrogans serogrupo Ballum.

5. Evaluar la proteccion conferida por el suero de hamsteres y humanos vacunados con
vax-SPIRAL® y el suero de hamsteres inmunizados con los preparados monovalentes
del serogrupo Ballum, en el biomodelo Hamster Sirio frente a cepas virulentas de
Leptospira interrogans serogrupo Ballum.

6. Identificar los serogrupos componentes de vax-SPIRAL® que confieren proteccion
cruzada contra el serogrupo Ballum.

7. Inmuno-identificar antigenos de Leptospira interrogans serogrupo Ballum mediante

reconocimiento por el suero de hamster y humanos vacunados con vax-SPIRAL®.

1.5. Novedad cientifica

El presente trabajo comprende la primera descripcion hecha en Cuba sobre la evaluacion
microbiologica e inmunoldgica de cepas autoctonas del serogrupo Ballum, aisladas de
casos clinicos con evidencias serologicas, clinicas y epidemiologicas de leptospirosis y la
primera de estas caracterizaciones de cepas del serogrupo Ballum realizadas con fines
vacunales a nivel mundial. Debido al ascenso de la incidencia de este serogrupo y sus
serovares en el pais, y la comprobacion de que también es prevalente en otros paises y
regiones, se evalud su posible inclusion dentro de una vacuna antileptospirésica para uso
humano. El presente trabajo concluyd, exitosamente, la primera etapa de ese objetivo,
analizando la proteccidn cruzada obtenida con una vacuna experimental de este serogrupo
de manera global y contra cada uno de los serogrupos componentes de vax-SPIRAL®, por
separado, y el efecto que produce una dosis de refuerzo con el serogrupo Ballum sobre los
hamsteres inmunizados con vax-SPIRAL®. El potencial vacunal de las cepas aisladas y
caracterizadas se pudo corroborar mediante la proteccion contra el reto con cepas
homodlogas y heterdlogas y se calific6 como excelente. En uno de los bloques
experimentales se evidencié, mediante electroforesis en SDS-PAGE, y western bloting

una elevada asociacion del serogrupo Ballum con los serogrupos componentes de vax-
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SPIRAL®, lo que pudiera constituir una explicacién para el mutuo refuerzo protectogénico
observado, también se demostré cual de los serogrupos incluidos en vax-SPIRAL®
contribuyd mas a la proteccidén cruzada contra Ballum y cual es la contribucion de Ballum
en la proteccién contra los restantes serogrupos, resultado que también se obtuvo por

primera vez en el presente trabajo.

En este estudio se evidencio que los aislamientos obtenidos del serogrupo Ballum fueron
estables en cuanto a su viabilidad, virulencia y dosis letal media, durante varios subcultivos
en condiciones controladas de laboratorio. Ademas, las cepas mostraron ser
inmunogeénicas y protectoras en el biomodelo animal, lo cual unido a su estabilidad en los
medios de conservacién y el mantenimiento de sus caracteristicas antigénicas, luego de
sucesivos pases por animales, avalo su posible inclusién en las formulaciones vacunales
para la prevencion de la leptospirosis. Este trabajo esta respaldado por publicaciones
nacionales e internacionales y ha recibido Premios Nacionales de la Academia de Ciencias

de Cuba (ACC) y del Férum de Ciencia y Técnica.

1.6. El valor cientifico

Radica en el aporte de nuevas evidencias relacionadas con el aislamiento de cepas
autoctonas de Leptospira serogrupo Ballum y su caracterizacion como cepas candidatas
vacunales para su posible utilizacidén en otras vacunas antileptospirésicas. La posibilidad de
su empleo como dosis de refuerzo, que potencialmente refuercen los niveles de proteccién
hacia los componentes de vax-SPIRAL® y hacia el propio serogrupo Ballum no incluido en

esta formulacion, asi como la proteccion cruzada con la vacuna cubana.

I.7. Importancia practica, social y econémica

Esta dada por las futuras aplicaciones de estas cepas en nuevas formulaciones vacunales
contra la leptospirosis, con el objetivo de prevenir la enfermedad causada por este
serogrupo que muestra, en estos momentos, una alta incidencia en Cuba, lo cual
contribuird a disminuir los dafios econdmicos causados y, por consiguiente, ayudara en la
solucién de un problema de salud importante, no sélo en las poblaciones de riesgo, sino en

toda la poblacién en general.
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La tesis esta estructurada en 7 capitulos: Introduccion (6 paginas); Revision Bibliografica
(30 paginas); Materiales y Métodos (14 paginas); Resultados (19 paginas); Discusion (25
paginas); Conclusiones (1 pagina) y Recomendaciones (1 pagina). Se incluyen también,
una Tabla de Contenido, una lista de Abreviaturas y Acrénimos, una Sintesis del trabajo y

Anexos. Ademas, se presentan las Referencias Bibliograficas consultadas (275 citas).
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

Il.1. Aspectos histéricos

La leptospirosis es una zoonosis de amplia distribucion mundial, causada por espiroquetas
patdgenas del género Leptospira. El espectro clinico de la enfermedad en los humanos es
muy amplio y abarca desde una infeccion subclinica hasta un sindrome severo de infeccion
multiérgano, con una elevada mortalidad. Este sindrome, leptospirosis ictérica con fallo
renal, se describe inicialmente hace mas de 100 afos (1886), por Adolfo Weil, en
Heidelberg (Weil A, 1886). Sin embargo, varios afos antes de esa descripcion se sefala un

sindrome idéntico en trabajadores del alcantarillado (Landouzy L, 1883a; 1883b).

La leptospirosis se reconoce como un riesgo ocupacional de los cultivadores de arroz en la
antigua China y en Japon se le denomina “akiyami” o la fiebre de otofio. Esta bien
documentado que existen descripciones precisas de esta enfermedad a partir del siglo XIX,

algunos afios antes de la notificacion hecha por Weil (Faine S, 1994).

Sitmsom demuestra, mediante una tincidén con plata, la presencia de un conglomerado de
leptospiras en un corte histolégico de rindbn obtenido de un paciente fallecido durante una
epidemia de fiebre amarrilla. Las espiroquetas mostraban extremos encorvados, motivo por
el cual Sitmsom las denomina “Spiroquetas interrogans” debido a su semejanza con el
signo de interrogacion. Sin embargo, esta importante observacion se desecha durante

muchos afos (Faine S, 1994).

La etiologia de la leptospirosis se demuestra de forma independiente en 1915 por Japén y
Alemania (Everard J, 1996). En Japon, Inada e Ido detectan la presencia de leptospiras, asi
como anticuerpos especificos contra ellas, en la sangre de mineros con el sindrome
infeccioso. Paralelamente, también la describen, dos grupos de médicos alemanes al
estudiar soldados alemanes afectados por la “enfermedad francesa” en las trincheras del
nordeste de Francia. Ademas, Uhlenhuth y Fromme (Uhlenhuth P y Fromme W, 1915) y
Hubener y Reiter (Hubener E y Reiter H, 1915) sefalan la presencia de espiroquetas en la

sangre de curieles inoculados con la sangre obtenida de soldados infectados. La
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confirmacion de la ocurrencia de leptospirosis en ambos lados del frente occidental se logra

después de la publicacién en Europa del trabajo de Inada (Adler B, De la Pefia M, 2009).

I.2. Taxonomia y clasificaciéon

Las especies de Leptospira se ubican en el orden Spirochaetales, familia Leptospiraceae y
en el género Leptospira. Este género comprende dos especies fenotipicas: L. interrogans,
que agrupa a leptospiras patdégenas, agente causal de la leptospirosis en el hombre y los
animales y L. biflexa, que incluye las saprofitas de vida libre, microorganismos que se
encuentran fundamentalmente en las aguas superficiales y de forma muy ocasional en
aguas marinas (Cachay E y Vinetz J, 2005). A diferencia de L. interrogans, las cepas de L.
biflexa no se asocian con infecciones en los humanos o animales, y son avirulentas en los

animales de laboratorio (Cachay E y Vinetz J, 2005).

Por debajo del nivel de especie, tanto L. interrogans como L. biflexa, se clasifican en
serogrupos y serovares, atendiendo a sus caracteristicas serologicas (Levett P, 2001). Se
han identificado alrededor de 80 serovares de L. interrogans (Brenner D y cols., 1999). Los
serogrupos contienen los serovares antigénicamente relacionados y se conocen 24
serogrupos para las cepas patdogenas. La lista de los serovares se actualiza
periddicamente, y recientemente se han descrito dos nuevos serovares patégenos (Corney
B y cols., 2008; Valverde M y cols., 2008). La identificacion de los serovares es esencial
para el entendimiento de la epidemiologia de esta enfermedad. Los serogrupos
identificados utilizando la prueba de microaglutinacion (MAT), no tienen un reconocimiento

taxondmico oficial, pero sirve para agrupar los serovares con antigenos comunes.

La clasificacion, el tipaje y la caracterizacion de las cepas mediante anticuerpos
monoclonales (AcM) y las técnicas de biologia molecular, permiten un mayor conocimiento
sobre las relaciones antigénicas y gendmicas entre las cepas de Leptospira. El uso de AcM
posibilita hacer de forma rapida, mediante microaglutinacion, la identificacién de las mismas

hasta el nivel de serovar (Terpstra My cols., 2000; Silva E y cols., 2009).
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En la actualidad, ademas de la clasificacién fenotipica, existe la tipificacion genética, sin
existir relacion directa o correspondencia entre ambas (Levett P, 2001, Silva E y cols.,
2009). La caracterizacion genética mediante la hibridizacion ADN-ADN permite la divisién
del género en 20 especies gendmicas diferentes o genomaespecies (Brenner D y cols.,
1999; Levett P y cols., 2005b; 2006; International Committee on Systematics of
Prokaryotes, 2008; Slack A y cols., 2008; 2009; Ko A y cols., 2009). Debido a la falta de
correspondencia entre ambas clasificaciones (fenotipica y genética), existen especies
genomicas que incluyen serovares patdogenos y no patdégenos, asi como serovares
incluidos en mas de una especie genomica. De esta forma, la especie gendmica es tipica
de la cepa y ningun serogrupo o serovar predice la especie gendémica a la cual pertenecera

una cepa en cuestion (Levett P, 2001; Silva E y cols., 2008).

En la reunién del Subcomité de Taxonomia de Leptospira del 2007, desarrollada en Quito,
Ecuador, se decide dar el estatus de especies a las genomaespecies 1, 3, 4 y 5, (descritas
previamente) y resultante en una familia que comprende 13 especies patdgenas de
Leptospira: L. alexanderi, L. alstonii (genomaespecie 1), L. borgpetersenii, L. inadai, L.
interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae
(genomaespecie 3), L. weilii, L. wolffii, con mas de 260 serovares. La especie saprofita de
Leptospira incluye: L. biflexa, L. meyeri, L. yanagawae (genomaespecies 5), L. kmetyi, L.
vanthielii (genomaespecies 4) y L. wolbachii, con mas de 60 serovares (Sandow K y
Ramirez W, 2005).

I1.3. Biologia de las leptospiras

Las leptospiras son bacterias muy finas, de 6 a 20 ym de largo y 0,1 a 0,2 ym de ancho,
pero cultivos ocasionales pueden contener células mas largas. Son flexibles, helicoidales,
con las extremidades encorvadas en forma de gancho (Faine S y cols., 1999). Poseen dos
filamentos axiales (flagelos periplasmaticos) con inserciones polares que se localizan en el
espacio periplasmatico (Swain R, 1957) y son las estructuras responsables de su motilidad;
mientras que las proteinas FlaA y FlaB constituyen la vaina flagelar y el centro,
respectivamente, aunque la microscopia electronica muestra una mutante FlaB deficiente

de endoflagelo y sin motilidad (Picardeau My cols., 2001).
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La estructura de las proteinas flagelares es compleja (Trueba G y cols., 1992). Las
leptospiras son moviles y exhiben dos formas distintas de movimiento (traslacion y rotacion)
(Berg H, 1978). Desde el punto de vista morfologico, todas las leptospiras son
indistinguibles, aunque su morfologia en aislamientos individuales varia con el subcultivo in
vitro y puede restaurarse mediante el pase por hamsteres (Ellis W y cols., 1983). Las
leptospiras tienen una estructura tipica de doble membrana: la membrana citoplasmatica y
la pared celular del péptidoglicano, ambas asociadas y recubiertas por una membrana
externa (Cullen P y cols., 2004). Dentro de la membrana externa, el LPS constituye su
antigeno principal, sustancia con una estructura y propiedades antigénicas semejantes al
LPS descrito en las bacterias gramnegativas. No obstante, es relativamente no toxigénico
en las células o animales, siendo 12 veces menos letal para los ratones que el LPS de
Escherichia coli (Faine S y cols., 1999) y es menos activo en las pruebas estandares para
la actividad endotdxica, como la prueba de pirogenicidad en conejo, letalidad en raton,
reaccion de Schwartzman y mitogenicidad de las células B (Werts C y cols., 2001; Que-
Gewirth N y cols., 2004). El lipido A de las leptospiras contiene algunos rasgos inusuales
(Que-Gewirth N y cols., 2004), que incluyen una unidad de disacarido de glucosamina

modificada (fosforilada y metilada).

Ademas del LPS, proteinas estructurales y funcionales forman parte de la membrana
externa de estos microorganismos. Tres clases de proteinas de membrana externa (PME)
se han identificado: 1) las lipoproteinas, la clase mas abundante, que comprende LipL32,
LipL41, LipL48, LipL36 y LipL21 (Shang E y cols., 1996; Haake D y cols., 1998; 2000;
Haake D y Matsunaga J, 2002; Cullen P y cols., 2003) y Qlp42 (Nally J y cols.,2001); 2) la
proteina de transmembrana OmpL1 (Shang E y cols., 1995; Dong H y cols., 2008); 3) las
proteinas periféricas como LipL45 (Matsunaga J y cols., 2002). También el sistema de
secrecion tipo dos (T2SS) que secreta GspD (Rodriguez-Reyes E y cols., 2005), se localiza

en la membrana externa de las leptospiras y muestra sus propiedades antigénicas.

Las leptospiras son microorganismos aerobios obligados, con una temperatura 6ptima de

crecimiento entre 28-30°C y capaces de producir catalasa y oxidasa. Crecen en medios
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simples enriquecidos con vitaminas (B4 y By, factores de crecimiento), acidos grasos de
cadena larga y sales de amonio (Johnson R y Faine S, 1984). Los acidos grasos de
cadena larga, se utilizan como unica fuente de carbono y son metabolizados por (-
oxidaciéon (Faine S y cols., 1999). Para su crecimiento, requieren medios que contengan
suero o albumina y entre los mismos, se encuentran los medios liquidos enriquecidos con
suero de conejo: Fletcher, Korthoff, Noguchi y Stuart (Faine S y cols., 1999). Actualmente,
el medio mas utilizado es el Tween 80-albumina, también conocido por las iniciales de sus
autores Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH), compuesto por &acido oleico,
albumina de suero bovino y polisorbato (Tween). Algunas cepas, para su aislamiento inicial,
requieren la adicion de piruvato o suero de conejo. El crecimiento de los contaminantes
presentes en las muestras clinicas se inhibe con la adicién al medio de: 5-fluorouracilo,
gentamicina, acido nalidixico o rifampicina (Faine S y cols., 1999). El crecimiento de estos
microorganismos es lento en el aislamiento primario, debiéndose mantener incubados
durante aproximadamente 13 semanas antes de descartar un cultivo como negativo. A los
medios se les puede agregar agar a bajas concentraciones (0,1-0,2%). En los medios
semisolidos, el crecimiento de las leptospiras alcanza su maxima densidad en una zona
discreta bajo la superficie del medio, zona que llega a ser intensamente turbia con los
beneficios de la incubacion. Este crecimiento se relaciona con la tension éptima de oxigeno
y se le denomina “anillo o disco Dinger”. Los cultivos de las leptospiras se mantienen
mediante subcultivos repetitivos o almacenados en agar semisolido con hemoglobina. El
almacenamiento a largo plazo en nitrégeno liquido también rinde buenos resultados y es el
método de eleccidén para mantener la virulencia de estos microorganismos. Las leptospiras
pueden sobrevivir largo tiempo en el agua o ambientes humedos, templados y con un pH

neutro o ligeramente alcalino.

1.4. Patogenia

Las leptospiras penetran en el hombre a través de la piel erosionada o las mucosas sanas y
de la piel intacta después de una inmersion prolongada en agua (Adler B y cols., 2009).
Después de entrar al organismo, difunden con rapidez y transcurridas las primeras 48 h
pueden alcanzar todos los humores y tejidos, con una localizacién especial en el rifidn, el

higado, el corazdn y los musculos esqueléticos. Estos microorganismos son resistentes a la
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actividad bactericida del suero normal y en ausencia de anticuerpos especificos no son
fagocitados ni destruidos por los polimorfonucleares o macrofagos (Levett P, 2001). Entre
los primeros cinco a siete dias de la infeccion, los anticuerpos especificos formados
favorecen la opsonizacion del microorganismo, éste deja de circular en la sangre y se

eliminan por la orina durante semanas o meses.

La leptospirosis puede considerarse una enfermedad generalizada y sistémica, entidad que
se traduce principalmente como una vasculitis infecciosa donde predomina la lesidn
vascular de tipo capilar, daio responsable del edema y la diatesis hemorragica, que afecta

fundamentalmente a los capilares del higado, del pulmon vy el rifion (Levett P, 2001).

El gran dafio celular, en presencia de pocos microorganismos, sugiere la mediacién de
factores toéxicos de la espiroqueta y del huésped. Ademas, la pobreza de alteraciones
patolégicas en determinados 6rganos, a pesar de los profundos disturbios funcionales,
hace pensar que muchos de los aspectos de la enfermedad son ocasionados por productos
toxicos liberados por el germen. Durante la fase aguda, la migracion de bacterias, toxinas,
enzimas o productos antigénicos liberados a través de la lisis bacteriana conducen a una
permeabilidad vascular aumentada, manifestacion mas precoz y constante de la
enfermedad. Las lesiones celulares de los diversos érganos tienen como base patogénica
estos mismos factores que actuan inicialmente sobre la membrana celular, adicionada a

una eventual hipoxemia derivada del dano vascular (Silva E y cols., 2008).

La respuesta inmune esta implicada en la patogénesis de la leptospirosis como; la
formacion de inmunocomplejos, la liberacion de citoquinas y la vasculitis autoinmune (Cinco
M y cols., 2006). Asi, los signos y sintomas del compromiso pulmonar, renal y hepatico,
aparecen en la fase inmune cuando las aglutininas especificas comienzan a detectarse. Por
otro lado, los resultados de investigaciones clinicas realizadas en Brasil sugieren que la
gravedad de la leptospirosis podria relacionarse con la intensidad de la respuesta inmune.

La trombocitopenia se atribuye también a ese mecanismo (Malajov Y y cols., 2007).
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Las leptospiras virulentas son resistentes al complemento y a la muerte por los neutréfilos
del huésped no-inmune, pero son rapidamente eliminadas en presencia de anticuerpos
especificos. No existe evidencia de una toxina clasica secretada por las leptospiras; de
hecho, en los rifiones de curieles infectados experimentalmente, el dano endotelial esta
asociado con la presencia de células remanentes de leptospiras (De Brito T y cols., 1992).
La habilidad de estos microorganismos para invadir las células Vero e inducir la apoptosis
en los macrofagos se correlaciona con su virulencia (Merien F y cols., 1997). Ambas
propiedades se pierden rapido con el subcultivo in vitro. Una proteina de 36kDa que enlaza
la fibronectina se identifica en una cepa virulenta de L. Icterohaemorrhagiae pero estaba

ausente en una variante avirulenta y en una cepa saprofita (Merien F y cols., 2000).

Se ha sefialado en los cultivos de leptospiras patdgenas, la produccion de citotoxinas y
enzimas como hemolisinas, fosfolipasas, catalasas, hialuronidasas, colagenasas (Volina E
y cols., 1986; Del Real y cols., 1989; Zuerner y cols., 1991). Varios investigadores
consideran a las hemolisinas como el factor de virulencia mas potente dentro de las toxinas
producidas por L. interrogans (Del Real y cols., 1989; Lee y cols., 2000; 2002). Hasta hace
algunos anos se pensaba que la hemdlisis producida por las cepas de leptospira era el
resultado de la actividad de las enzimas fosfolipasas. La actividad fosfolipasa ha sido
demostrada tanto en cepas saprofitas (L. biflexa) como patégenas (L. interrogans), pero
s6lo entre las cepas patdégenas ha sido probada la actividad esfingomielinasa (Del Real y
cols., 1989; Segers y cols., 1990). Otros estudios, empleando técnicas de biologia
molecular, han identificado al menos dos importantes hemolisinas en cepas de L.
interrogans, con una marcada actividad hemolitica y citotoxica: la hemolisina SphA descrita
en la especie genodmica L. borgpetersenii, con actividad fosfolipasa y esfingomielinasa (Del
Real y col., 1989; Segers y cols., 1990), y la hemolisina SphH descrita en el serovar Lai,
que carece de actividad fosfolipasa pero muestra actividad citotdxica sobre los eritrocitos y
varias células de mamiferos, al parecer, mediante un mecanismo de formacién de poros en
la membrana de la célula diana (Lee y cols., 2000; 2002). Los genes que codifican para la
nueva hemolisina SphH, formadora de poros, han sido descritos en las cepas de L.
interrogans pero no en L. biflexa (Lee y cols., 2002). La importancia en la patogénesis de

esta otra esfingomielinasa Sph no esta determinada. Sin embargo, la reciente disponibilidad

21



de la secuencia del genoma de las leptospiras patégenas y saprofitas (Ren S y cols., 2003;
Nascimento A y cols., 2004a; Bulach D vy cols., 2006; Picardeau M y cols., 2008), unida al
desarrollo de los sistemas de mutagénesis (Bourhy P y cols., 2005; Murray G y cols., 2008)
permiten investigaciones mas detalladas, y han definido genéticamente los mecanismos
celulares y moleculares de la patogénesis en la leptospirosis. Por ejemplo, la ausencia de
genes de esfingomielinasa en L. biflexa (Bulach D y cols., 2006), explica el papel de estas

enzimas en la patogénesis.

El primer factor de virulencia genéticamente definido en las leptospiras fue la lipoproteina
de superficie Loa22 con dominio OmpA (Ristow P y cols., 2007). Un mutante del
transposoma de Loa22 se atenud tanto en hamsteres como en curieles para la leptospirosis
aguda. La funcion de Loa22 se desconoce y es notable que un homodlogo de éste se
encuentre en L. biflexa. Recientemente, el gen hemO, que codifica una hemo-oxigenasa
(Murray G y cols., 2008) esta involucrado en la virulencia en hamsteres, pero no es esencial

para ésta (Murray G y cols., 2009a).

Un juego de seis proteinas de la superficie, denominadas LenA, hasta LenF, estructural y
funcionalmente similar a la endostatina de los mamiferos, se une al factor H regulador del
complemento (Stevenson B y cols., 2007). Es interesante conocer que estas proteinas,
excepto LenA, también se unen a la fibronectina. La proteina principal de superficie, LipL32,
se ha visto también enlazada a la laminina del hospedero (Hoke D y cols., 2008), como al
colageno y a la fibronectina (Hauk P y cols., 2008). LipL32 es unica y muy conservada en
las leptospiras patdgenas. Es, por consiguiente, notable que no esté envuelta ni en la
leptospirosis aguda en hamster ni en la colonizacion de los rifiones de la rata (Murray G y
cols., 2009b). Un hallazgo similar parece aplicar para las proteinas Lig expuestas en la
superficie; ellas sélo estan presentes en las especies patdogenas y su expresion se pierde
en los subcultivos, con la consiguiente pérdida de la virulencia (Matsunaga J y cols.,
2003). Tanto LigA como LigB enlazan la fibronectina, y su expresion es regulada bajo
condiciones de osmolaridad fisiolégica (Choy H y cols., 2007). Sin embargo, la inactivacién
de LigB no afecta la virulencia en hamsteres (Croda J y cols., 2008). Los resultados de los

estudios anteriores indican un alto grado de redundancia de proteinas de leptospiras
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involucradas en la adherencia, supervivencia in vivo y la colonizacién renal, sugiriendo que

sera dificil identificar y definir los factores de virulencia con la simple inactivacion del gen.

Otro factor de considerable importancia en la interaccién patégeno-hospedero, para el caso
de Leptospira, es la baja densidad de proteinas de transmembrana en la membrana
externa de este microorganismo, lo cual puede constituir un mecanismo de evasion de la

respuesta inmune que permite la persistencia del patdégeno en el hospedero.

I1.5. Manifestaciones clinicas

Desde el punto de vista clinico, la leptospirosis humana es una enfermedad polimorfica,
capaz de desarrollar un cotejo amplio de signos y sintomas, con manifestaciones que
también son frecuentes en numerosas enfermedades infecciosas virales y bacterianas tales
como dengue hemorragico, influenza, meningitis aséptica, encefalitis, hepatitis anictérica,
brucelosis, toxoplasmosis, malaria, fiebre tifoidea, entre otras (Faine S y cols., 1999; Levett
P, 2001; Bharti A y cols., 2003; André-Fontaine G, 2006; Grooms D, 2006). Su presentacion
clinica es bifasica, con una fase aguda o septicémica (leptospirémica) que finaliza a la
semana, seguida de la fase inmune (leptospiruria), caracterizada por la produccién de
anticuerpos y la excrecidon de leptospiras en la orina (Levett P, 2001). La mayoria de las
complicaciones de esta enfermedad esta asociada con la localizacion del microorganismo
en los tejidos durante la fase inmune, es decir, durante la segunda semana de la

enfermedad.

La infeccidn por Leptospira puede ser asintomatica, quedando comprobada su ocurrencia
por la seroconversion. Cuando es sintomatica, puede causar una enfermedad febril
anictérica autolimitada (85 a 90% de casos) o manifestarse bajo su forma mas severa
conocida como sindrome de Weil (5 a 10% de casos). Se presume, que el porcentaje de
formas graves sea menor pues existe un subdiagndstico en relaciéon con las formas
benignas que no llegan al médico o éste no las sospecha. Aunque clasicamente se
describe como una enfermedad bifasica, desde el punto de vista clinico, suele ser
monofasica, o porque en las formas leves la segunda fase es benigna y breve o inexistente,

0 porque en las formas graves ambas fases se funden.
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Después de un periodo de incubacién, entre 2 a 26 dias (término medio de 5 a 14 dias), la
enfermedad se inicia generalmente en forma brusca, con escalofrios, fiebre elevada,
mialgias y cefalea intensa. Las mialgias predominan en los musculos de las pantorrillas, asi
como en los musculos paravertebrales y el abdomen. Otros sintomas son: nauseas,
vomitos, con menos frecuencia diarrea, postracion y ocasionalmente disturbios mentales.
La congestion conjuntival es caracteristica, aunque no constante, pero de importante ayuda
diagnéstica. Puede acompanarse de sintomas oculares como fotofobia, dolor ocular y
hemorragia conjuntival. A diferencia de las conjuntivitis bacterianas no hay pus ni
secreciones. Las lesiones cutaneas son variables: exantema eritematopapuloso,

urticariforme, petequial o hemorragico.

El antecedente epidemioldgico, unido al conjunto de las manifestaciones clinicas, despierta
la sospecha de leptospirosis y llevan a solicitar los estudios serologicos correspondientes.
En esta etapa el germen puede recuperarse en los cultivos de sangre, orina y liquido

cefalorraquideo (LCR).

Esta primera fase, de 4 a 9 dias, termina frecuentemente con apirexia y regresion de los
sintomas. La evolucién posterior es variable. En las formas leves, el enfermo se recupera
totalmente en 3 a 6 semanas. En las formas mas severas, el curso de la enfermedad puede

ser prolongado o bifasico.

En la segunda fase también llamada fase inmune, después de 1 a 3 dias de apirexia y
aparente recuperacion, reaparece la fiebre y los sintomas de localizacion en diversos
organos. La cefalea y las mialgias son intensas. Son poco frecuentes la monoartritis
migratoria y la poliartritis. En las formas anictéricas la principal manifestacion de la segunda
fase es la meningitis. Otras manifestaciones neurolégicas poco frecuentes son: encefalitis,
mielitis, paralisis de nervios craneanos, neuritis periférica y convulsiones. Son posibles los
infartos encefalicos isquémicos relacionados con la panarteritis. Las manifestaciones
oculares son variadas: congestion conjuntival, hemorragias, iritis, iridociclitis, coriorretinitis,
coroiditis. Las manifestaciones hemorragicas son de diferente entidad. Son frecuentes la

odinofagia y tos seca o con expectoracion y esputo hemoptoico. En las formas mas graves,
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el distrés respiratorio y la hemoptisis pueden causar la muerte. Son frecuentes también las
petequias y sufusiones hemorragicas de la piel, asi como las petequias en el paladar. La
insuficiencia renal, las hemorragias y las complicaciones cardiovasculares son mas

frecuentes en los pacientes con ictericia.

La uveitis recurrente es una manifestacion cronica de la leptospirosis que se observa en los
caballos (Rohrbach B y cols., 2005), pero no es unica de esta especie y puede verse
también en los humanos, aunque de forma ocasional. Los animales que se recuperan de la
leptospirosis pueden volverse portadores asintomaticos, que portan leptospiras virulentas
en los tubulos renales por periodos prolongados y diseminan leptospiras infecciosas al
medio ambiente (Levett P, 2001).

I1.6. Diagnéstico

Debido a la gran diversidad de sintomas y signos clinicos que presenta esta enfermedad,
en comun con otras entidades patoldgicas, el diagnéstico de la leptospirosis en el hombre
es dificil y en ocasiones puede ser errado (Cachay E y Vinetz J, 2005; Delgado F y cols.,
2007; Gouveia E y cols., 2008). Por esta razon, el diagnodstico se basa principalmente en
los examenes de laboratorio que detectan el agente etiolégico, o en aquellos que
demuestran la presencia de anticuerpos en el hospedero (Zuiiga | y cols., 2008). Para un
correcto diagnostico, es importante conocer la patogenia de la enfermedad y la metodologia
diagnéstica a utilizar en cada etapa de la infeccion, asi como tener en cuenta el valor y las

limitaciones de las diferentes técnicas diagnésticas (Delgado F y cols., 2007).

Las leptospiras o sus componentes pueden detectarse en la orina o los tejidos mediante el
cultivo, la microscopia de campo oscuro, la inmunotincién o la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) (Faine S y cols. 1999; Levett P, 2001; Bharti A y cols., 2003). El
aislamiento y la tipificacion constituyen la verdadera base para el diagnéstico. El
aislamiento de las leptospiras mediante el cultivo constituye el diagndstico definitivo. Sin
embargo, este método es engorroso, por el crecimiento lento de algunas cepas y los largos
periodos de incubacién al que deben ser sometidas. El aislamiento exitoso requiere de

tejido fresco, sangre o muestras de orina, previa a la iniciacion del tratamiento con
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antibioticos (Faine S y cols., 1999; Levett P, 2001). La incubacion del cultivo, por mas de
13 semanas a 30°C, con un examen semanal al microscopio de campo oscuro, es
necesaria antes de que el cultivo pueda descartarse como negativo. Un resultado negativo
no es indicativo de ausencia de leptospira en la muestra. Por esta razén, el cultivo no se
considera una prueba rutinaria para el diagndstico de pacientes individuales, pero es
importante para los propésitos epidemioldgicos; la tipificacion, en cambio, no deja lugar a

dudas sobre el diagndstico.

La MAT es la prueba diagnéstica mas utilizada. Tiene la ventaja de ser especifica, para los
serovares 0 serogrupos, pero no puede diferenciar entre los anticuerpos resultantes de la
infeccion o la vacunacion. Actualmente, se considera como criterio indicativo de infeccion
por leptospiras (dependiendo del area geografica), un titulo por MAT =160-400 en muestras
Unicas (no pareadas), en presencia de los sintomas clinicos y una historia apropiada de
contacto con animales, o un incremento de cuatro veces el titulo en las muestras de sueros
pareadas (Faine S y cols., 1999; WHO, 2003b). Tanto la sensibilidad como la especificidad
de la MAT son altas. Sin embargo, la MAT puede presentar problemas también, debido al
requisito de contar con cultivos vivos de serovares diferentes de leptospiras, aquellas
prevalecientes en un area geografica particular. A pesar de presentar estas limitaciones,
esta técnica se considera la prueba de oro (Levett P, 2001; 2003; Gonzalez A, 2003a;
Delgado F y cols., 2007).

Los ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) se desarrollan utilizando varias preparaciones
antigénicas. Estas pueden ser, desde sonicados de leptospiras hasta lipoproteinas
recombinantes (LipL32, LigA), o la porina de membrana externa OmpL1. Este ensayo evita
la necesidad del mantenimiento de cultivos vivos y es facil su automatizacion. Sin embargo,
la sensibilidad y especificidad no igualan los resultados alcanzados por la MAT, y no es
recomendable confiar solo en los resultados del ELISA. Otras alternativas (la microscopia
de campo oscuro, la inmunoflurescencia o la inmunoprecipitaciéon) para la deteccion de
leptospiras de la orina, sangre u otros tejidos, tienen baja sensibilidad y especificidad
(Chaudhry R y cols., 2009). Recientemente se evalué un inmunoblotting de células

enteras, el que se compardé con la MAT para la diferenciacion entre serogrupos de
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Leptospira (Doungchawee G y cols., 2007). Otros métodos de deteccion de anticuerpos

incluyen la macroaglutinacion, la aglutinacion por latex y el Dipstick de IgM, entre otros.

Desde los afios 90, se desarrollan varios proyectos para la deteccién del ADN de
leptospiras en muestras clinicas, la mayoria de ellos muestran buena sensibilidad (Bomfim
My Koury M, 2006; Bomfim M, Barbosa-Stancioli E y Koury M, 2008; Fernandez C y cols.,
2008). Sin embargo, solo dos de estas técnicas se evaluan con frecuencia en estudios
clinicos (Brown P y cols., 1995; Merien F y cols., 1995) y se emplean para el diagnostico.
El protocolo de Merien y colaboradores, en 1995, es un ensayo género-especifico que
amplifica ADN de serovares patdégenos y no-patdgenos. Por otro lado, el procedimiento
descrito por Gravekamp y colaboradores en 1993, y evaluado por Brown en 1995, requiere
dos juegos de cebadores para detectar todas las especies patdgenas. La sensibilidad de la
técnica se mejora mediante la utilizacion del PCR cuantitativo con la sonda TagMan (Slack
Ay cols., 2007) o fluorescencia verde SYBR (Levett P y cols., 2005a).

Los meétodos modernos mas fiables y robustos de caracterizacién de aislamientos de
leptospiras incluyen el andlisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de
restriccion (Herrmann J y cols., 1992), la secuenciacion del rRNA 16S (Morey R y cols.,
2006), la deteccidon de un numero variable de repetidores tandem (Majed Z y cols., 2005;
Slack Ay cols., 2005, 2006a; Salaun L y cols., 2006; Pavan E y cols., 2008; Grissa | y cols.,
2008; Zuerner R y Alt D, 2009), y recientemente se utiliza la tipificacion de secuencias
multisitio (Ahmed y cols., 2006; Thaipadungpanit J y cols., 2007; Victoria B y cols., 2008),
la cual promete ser un método de caracterizacion mas directo para el aislamiento de
leptospiras. Esta técnica es décil a la estandarizacion a través de bancos de datos en linea
(http://leptospira.mist.net/), permitiendo el acceso a la epidemiologia molecular actual para

casi todos los laboratorios del mundo.

I.7. Epidemiologia
Un tercio de las muertes que ocurren en el mundo se deben a las enfermedades
infecciosas. De forma general, éstas constituyen la primera causa de muerte, tanto en

adultos como en nifios. A comienzos del siglo XXI, causaron la pérdida de 5,7 millones de
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vidas, la mayor parte en los paises en vias de desarrollo. Actualmente, son responsables
de 14,9 millones de muertes al ano. La mitad de estas defunciones ocurren en el tercer
mundo, region donde se estima que 1 500 personas mueren por una enfermedad infecciosa
s6lo en una hora y de ellas mas de 700 son nifios menores de 5 afios de edad (WHO,
2003a).

Particularmente, las denominadas enfermedades zoond6ticas muestran su ascenso a escala
mundial. De forma general el 43,6% de las zoonosis tienen una distribucion universal. De
ellas, en Africa y Asia se reconocen el 63,3%, en América del Sur y Europa un 56%, en
América del Norte el 60% y en América Central y el Caribe el 50%. La leptospirosis
constituye la zoonosis de mayor importancia en América y especificamente para América
Latina, region donde es objeto de vigilancia y notificacion obligatoria (WHO, 2009; CDC,

2009). De manera general esta enfermedad no se vigila adecuadamente.

El estudio de la epidemiologia de esta zoonosis resulta dificil. Se considera una de las
enfermedades infecciosas donde el control de un brote epidémico es muy complejo (WHO,
2003b). Esta afirmacion se fundamenta en factores tales como: el clima, la densidad de
poblacién y el grado de contacto entre los reservorios y huéspedes accidentales, variables
que intervienen en su presentacion, y dificultan la extrapolacion entre las diferentes
regiones geograficas, situacion que obliga al conocimiento individual de cada continente,

pais, region o zona.

En la primera reunion de la Asociacion Internacional de Leptospirosis en Nantes, Francia,
en 1996, se inicia un proyecto para estimar el impacto mundial de la leptospirosis humana
(Smythe L, 1999), con el objetivo de registrar los datos reales de la morbilidad y mortalidad
de esta enfermedad. Se estima que la incidencia varia de 0,1 a 1 x 100 000 habitantes/afo
en las areas templadas, a por encima de 100 x 100 000/afio durante las epidemias en los
tropicos. Se calcula que 300 000 a 500 000 casos severos ocurren cada afio, con una
proporcion de casos fatales mayor al 30% (Victoriano A, 2009; WHO, 2009; CDC, 2009).
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La leptospirosis se encuentra en todo el mundo, particularmente en las regiones tropicales
y subtropicales donde las condiciones medioambientales favorecen su supervivencia y
transmisién. En muchos paises se carece de datos epidemioldgicos fiables, de manera que
se hace muy dificil evaluar con precision la carga global de esta enfermedad; pero se
conocen las areas de mayor riesgo entre las que se encuentran: la India, Sri-Lanka,
Tailandia, Vietham, Malasia, China, Seychelles, el Caribe, Brasil, y las Islas del Pacifico.
Queensland, Nueva Zelanda, y Hawaii tienen algunas de las incidencias mas altas

notificadas en los paises desarrollados (Ellis T, 2008; Colleen L, 2010).

La incidencia real de leptospirosis en la region Asia-Pacifico no esta bien documentada,
similar a lo que ocurre en otras regiones de mundo. Independientemente de la pobre
notificacion, los datos de incidencia estan fuertemente comprometidos por la no
disponibilidad del diagndstico de laboratorio (Levett, 2001). Dentro de la regién Asia-
Pacifico, el sudeste de Asia y Oceania tienen la incidencia mas alta (Pappas G, 2008). Los
mayores brotes de la enfermedad en el Sureste de Asia se debieron a las inundaciones
reportadas en Orrisa (1999), Jakarta (2003) y Mumbai (2005).

En la Republica de China, el Ministerio de Salud inform6 que, desde enero del 2002 a
octubre del 2007 existieron aproximadamente 1 500 casos confirmados y 50 muertes
(Ministerio de Salud de China, 2008). Por su parte, las autoridades de salud de Tailandia
indicaron un aumento de la incidencia de menos de 0,3 por 100 000 habitantes en 1995 a
23,7 en el 2000 (Tangkanakul W, 2005). En las Islas del Pacifico Este, entre 263 casos
sospechosos de leptospirosis desde septiembre 2003 a diciembre 2005, 69 fueron
confirmados en siete islas: Futuna, Raiatea y las Islas Marquesas, Vanuatu, Fiji, Palau y
Wallis (Berlioz-Arthaud A, 2007). Sir-Lanka notifica una incidencia anual de
aproximadamente 14 por 100 000 habitantes. En el 2007 se notificaron un total de 2 195

casos, 40% mas que en el afio anterior (Agampodi S, 2009)

Los datos anteriores confirman que la leptospirosis constituye aun la principal enfermedad
medioambiental endémica en la mayoria de los paises de la region Asia-Pacifico. Las

condiciones socioeconémicas, la densidad de poblacién, las condiciones climaticas y
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ambientales, y los habitos de comportamiento humano y su ocupacién laboral son

determinantes en la incidencia y prevalencia de esta enfermedad (McBride A, 2005).

En Centroamérica, durante la ultima década se han notificado diferentes brotes epidémicos
de leptospirosis en humanos, los cuales estan asociados a eventos climatolégicos naturales
como las intensas lluvias, las tormentas tropicales y los huracanes de mediana y gran
intensidad (Kupek E y cols., 2000; SISNIVEN, 2008, Berdasquera D y cols., 2009). En
octubre de 1995 en Achuapa, Nicaragua, se comunicaron 2 000 casos y mas de 40
defunciones en individuos con una enfermedad febril hemorragica, diagnosticada
posteriormente como leptospirosis (OPS, 1999). Por otro lado, cuando el Huracan Mitch
azotdé Centroamérica (1998), ocasiond otra epidemia de leptospirosis en Honduras con 172
casos, 28 de ellos confirmados por pruebas de laboratorio y el resto por diagndstico clinico
epidemioldgico, siete de estos casos resultaron fatales (Secretaria de Salud de Honduras,
1999). Nuevamente en octubre del 2007 con el paso del huracan Félix, Nicaragua notificd
un total de 6 334 casos sospechosos. De ellos se confirmaron 430 por serologia (ELISA-
IgM), lo que representd el 6,8% del total de los casos sospechosos estudiados (Duttmann C
y cols., 2008). En el 2004, de acuerdo a los estimados realizados, se consideré que la
incidencia de leptospirosis en Barbados, Republica Dominica, San Vicente, Jamaica y
Trinidad era 12, 23, 27, 9 y 8 x10° habitantes, respectivamente (WHO, 2009).

En la literatura se han descrito brotes en Brasil, donde la leptospirosis se considera una
zoonosis de gran magnitud, distribuida practicamente por todo el territorio nacional vy
fuertemente relacionada con la presencia de roedores y las precarias condiciones de
saneamiento basico (Oliveira, 2009). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
Brasil notifico en el 2008 una incidencia anual de 1,7; Costa Rica de 6,7; Colombia, 1,6 y
Ecuador, 11,6 (WHO, 2009; Colleen L, 2010). En Buenos Aires, Argentina, entre el 2000 y
el 2003 ocurrieron 281 casos de leptospirosis, 13 con hemorragia pulmonar de los cuales 6

(46%) fallecieron. En Bolivia, tras las intensas lluvias del 2007, se notificaron 527 casos.

La leptospirosis no esta limitada a los paises en vias de desarrollo. Articulos retrospectivos

sobre su epidemiologia se describen en Irlanda (Pate G y cols., 2000), Dinamarca (Holk K'y
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cols., 2000), Alemania (Jane Ay cols., 2005) e Italia (Ciceroni L y cols., 2000). Todos estos
autores sefalan la importancia de la leptospirosis como uno de los problemas de salud
publica que requiere de grandes esfuerzos gubernamentales para la vigilancia y el control

de esta entidad.

En Cuba, la primera informacion de esta enfermedad data desde 1868 cuando el Dr.
Francisco Navarro y Valdés escribe en su tesis de doctorado "La fiebre biliosa grave de los
paises calidos no es la fiebre amarilla”, una enfermedad ictero-hemorragica, precedida por
fiebre, que padecian algunos individuos radicados en los lugares pantanosos de este pais

en ciertas épocas del afio (Navarro V, 1868).

La leptospirosis en Cuba tiene un comportamiento endemo-epidémico con un caracter
ciclico y estacional, donde se registra histéricamente la mayor morbilidad durante los
meses de agosto a diciembre. Las principales dificultades confrontadas en la prevencion y
el control de la leptospirosis han estado asociadas con la alta infestacion de roedores, la
presencia de perros y cerdos en las ciudades, un deficiente tratamiento de los residuales
pecuarios y una limitada disponibilidad de medios de proteccion, asi como el régimen de

lluvia.

El comportamiento de esta entidad en Cuba ha estado enmarcado en tres etapas bien
diferenciadas: la primera (entre 1980 y 1990) presenté una tendencia ligeramente
ascendente, la segunda (de 1991 a 1994) se caracterizd por un marcado aumento del
nuamero de casos, mientras que durante la tercera etapa (1995 a 2002), se observé una
franca reduccion, la cual se mantuvo hasta 2004, pues durante 2005 el numero de casos se

incremento.

En 1980 ocurre un brote de gran magnitud en cortadores de cafia de azucar ubicados en la
provincia Camaguey (Cruz R y cols., 1998). En 1983 se introduce, por primera vez en
Cuba, el control profilactico de la leptospirosis, mediante la vacunacién del personal de
riesgo con una vacuna proveniente de la antigua Union Soviética, compuesta por cuatro

serovares (Icterohaemorrhagiae, Pomona, Grippotyphosa y Hebdomadis), vacuna que se
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aplica hasta finales del afio 1991 (Martinez R y cols., 1998; Gonzalez M y cols., 2004).
Debido a la caida del campo socialista, se deja de recibir la vacuna de la URSS. Esta
situacién, unida al advenimiento del Periodo Especial y el consiguiente deterioro de las
condiciones higiénico-sanitarias del pais, hacen que la leptospirosis muestre una tendencia
ascendente, incrementandose su incidencia en casi todas las provincias (Martinez R y
cols., 1998; Gonzalez M y cols., 2004). A partir de ese momento, la leptospirosis se
convierte en un serio problema de salud para nuestra poblacion en general, dejando de ser

solamente una enfermedad de los grupos de riesgo.

La evolucion de la leptospirosis humana durante el periodo comprendido entre 1991 a
1994, se caracteriza por mantener una tendencia ascendente en la morbilidad vy
ligeramente descendente en la letalidad (Ministerio de Salud Publica 1991; 1992; 1993;
Martinez R y cols., 1998). Las provincias de Villa Clara, Ciego de Avila, Camagiiey y
Cienfuegos son las mas afectadas y los meses de octubre, noviembre y diciembre
muestran el mayor numero de casos notificados (Man Kala, 1992). Los serovares de mayor
circulacion correspondieron a Canicola, Copenhageni y Mozdok (Gonzalez M y cols., 1997;
2004). El ano 1994 fue el mas critico, reportandose 2 828 casos de leptospirosis, con una
tasa de incidencia de 25,6 x 100 000 habitantes y 52 fallecidos (Cruz R, 1998; Gonzalez M
y cols., 2004). La letalidad se mantuvo en 1,8%, situacién que conlleva al establecimiento
de un Plan de Accién Emergente, el cual logra mantener, desde 1995, una reduccion

sostenida de la morbilidad.

Durante los ultimos cinco afios ocurren brotes en diferentes provincias del pais: Villa Clara
(1998), Ciudad de La Habana (2002, 2005 y 2006), Guantanamo y Santiago de Cuba
(2005), notificandose tasas de incidencia muy superiores a la media nacional (Berdasquera
D y cols., 2007a; Berdasquera D y cols., 2007b; Barroso J, 2008; Berdasquera D y cols.,
2009). Durante los afios 2005 y 2006, en la Ciudad de La Habana se notifican 68 casos de
leptospirosis humana, 37 (54,4%) durante el 2005 y 31 (45,6%) en el 2006 (Barroso J,
2008; Berdasquera D y cols., 2009). En esta provincia se observo un aumento en el numero
de fallecidos por leptospirosis durante el afio 2006; (31,9% de todos los fallecidos del pais),

afio en el que se alcanzé una de las mas altas tasas de mortalidad y letalidad de esta
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zoonosis en el pais (0,4 por cada 100 000 habitantes y 8,8% respectivamente) (Araceli B,
2008). En los casos confirmados, correspondientes a todos estos brotes, de forma general,
se observo que los serogrupos de Leptospira predominantes fueron Ballum, Pomona,

Canicola, Icterohamorrhagiae, Sejroe y Pyrogenes (Rodriguez | y cols., 2007).

1.8. Modelos animales utilizados para estudiar la leptospirosis

Al ser una enfermedad zoondética que ataca a casi todos los mamiferos, la leptospirosis y su
evolucion patolégica han sido estudiadas en una gran variedad de especies animales de
interés para el hombre. Sin embargo, existen modelos animales de laboratorio que han sido
utilizados con frecuencia por los investigadores para el estudio de la patogénesis de la
enfermedad, la evolucion de la inmunogenicidad, inocuidad y capacidad protectora de
preparados vacunales, y la expresion in vivo de antigenos relevantes. Hamsteres (Barnett J
y cols., 1999; Matsunaga J y cols., 2002), curieles (Gonzalez A, 2003a), ratones jovenes o
inmunodeprimidos (Dai B y cols., 1997), gerbils (Sonier C y cols., 2000; Branger C y cols.,
2001) y ratas (Athanazio D y cols., 2008) son muy utilizados para estos fines, pero es sin
dudas el Hamster Sirio (Mesocricetus aureatus) el modelo animal mas empleado. Los
hamsteres son considerados los animales de laboratorio mas susceptibles a la leptospirosis
(Oliva R y cols., 1998). Estos animales reproducen con gran fidelidad el proceso clinico
patologico de la leptospirosis humana, teniendo en cuenta sus caracteristicas bioldgicas y
el conocimiento acerca de los aspectos sanitarios y genéticos que sobre la misma se tienen
(Infante J y cols., 1998; Oliva R y cols., 1998).

1.9. Inmunidad

Esta bien documentado que el desarrollo de una respuesta inmune humoral durante la
leptospirosis es importante para la resistencia a la infeccion (Levett P, 2001). Dicha
inmunidad parece depender de la producciéon de anticuerpos aglutinantes y opsonicos,
ambos dirigidos contra los determinantes antigénicos serovar o serogrupo especificos
(Silva E y cols., 2008). La inmunidad pasiva puede ser conferida solamente por anticuerpos
(Adler B y De la Pena M, 2009). Se reconoce ademas, la respuesta inmune a leptospira

mediada por células (Ratnam S y cols., 1994). Sin embargo, se describe también la
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supresion de esta respuesta (Welsh J y McClelland M, 1990) con una reduccion del

numero de linfocitos CD4+ y su respuesta a algunos antigenos.

Hasta hace algunos anos todos los antigenos protectores que se habian logrado identificar
eran de naturaleza glicolipidica. Aunque los identificaron de diferentes formas (F4, TM, PE,
Pag, LLS, LPS), esta claro que todos se derivan del LPS de Leptospira y presentan
caracteristicas distintivas en cuanto a su actividad biolégica y endotdxica. La protecciéon
conferida por estos lipopolisacaridos es serovar especifica (Masuzawa T y cols., 1990a;
Midwinter A y cols., 1990; Chapman A y cols., 1991) y muchos de los genes relacionados
con su biosintesis ya han sido dilucidados (De la Pena M, Bulach D y Adler B, 2001).

Se piensa que entre los componentes de la membrana externa del patégeno, el LPS es la
biomolécula capaz de inducir una respuesta inmune protectora en las vacunas de células
enteras de leptospiras aplicadas en los animales domésticos y en los humanos (Nally J y
cols., 2005a). Desdichadamente, los antigenos del LPS varian entre los diferentes
serovares. Se sefiala también, que algunas proteinas de esta membrana son capaces de
potenciar la respuesta al LPS, induciendo niveles superiores de proteccion en los
hamsteres (Jost B, Adler B y Faine S, 1989). En contraste con el LPS, se cree que estas
proteinas estan conservadas (Biswas D y cols., 2005). Por esta razén, hay un intenso
interés en ellas, para el desarrollo de pruebas serodiagnésticas confiables, y la obtencion
de vacunas efectivas para la proteccion contra los riesgos individuales (Haake D y
Matsunaga J, 2005).

No es hasta el afio 1994 que se describen tres clases de PME que actuan como antigenos
protectores: proteinas de transmembrana, lipoproteinas y las proteinas periféricas (Branger
C y cols., 2001; Haake D y Matsunaga J, 2002). Estas proteinas interactuan con el sistema
inmune del hospedero y son blancos de anticuerpos aglutinantes, opsonicos vy fijadores de

complemento, fundamentalmente del tipo IgG (Guerreiro H y cols., 2001).

OmpL1, una de las que primero se describe, parece tener al menos 10 segmentos de

transmembrana, los que posiblemente son responsables de su movilidad electroforética
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(Boonyod D vy cols., 2005; Maneewatch S y cols., 2007). En cambio Omp52, una de las
identificadas recientemente, de 52,6 kDa, posee un dominio consenso OmpA C-terminal y,
al parecer, interviene en la interaccion entre la célula hospedera y el patdégeno, durante la

infeccion (Hsie W y cols., 2005).

La segunda clase de PME (lipoproteinas) se encuentra anclada a la envoltura externa por
acidos grasos unidos a una cisteina amino terminal, y se estima que existan al menos cinco
en la membrana externa. Un estudio reciente sobre la identificacion del conjunto de PMEs
existentes en la célula bacteriana, detecta que este conjunto estd constituido
principalmente, por un pequefio numero de proteinas ya caracterizadas, en el siguiente
orden relativo de abundancia: LipL32 > LipL21 > LipL41 > LipL45 > LipL48. De ellas, solo
LipL32 no ha sido identificada como una proteina expuesta en la superficie (Cullen P y
cols., 2005). Es bien conocido que LipL32, es la mas notable en el perfil proteico y que es
un antigeno inmunodominante durante la leptospirosis humana (Flannery B y cols., 2001).
Ademas, se ha mostrado que LipL32 induce una significativa proteccién contra el reto en el
modelo Hamsters Sirio (Seixas F y cols.,, 2007). De LipL41 se sabe que provee
inmunoproteccion sinérgica con OmpL1, lo que las hace candidatos potenciales para una
vacuna (Haake D y Matsunaga J, 2002). Otras lipoproteinas se describen en la literatura
como Q1p42 y LipL36, expresada in vitro, pero no in vivo y Loa22, localizada en la
envoltura externa de las cepas patdgenas, y asociada con la virulencia (Cullen P y cols.,
2002; Haake D y Matsunaga J, 2002; Koizumi N y cols., 2003a; Nally J y cols., 2005b).

De las PMEs del tercer grupo (proteinas periféricas), se sabe que P31.j45 Se exporta como
una lipoproteina de 45 kDa y se procesa en la forma de 31 kDa C-terminal que se asocia

con la envoltura externa (Haake D y Matsunaga J, 2002).

En general, las PMEs son proteinas inmunogénicas asociadas con las cepas patdégenas de
Leptospira y los anticuerpos que se enlazan a ellas son utiles para el diagnéstico de la
leptospirosis (Okuda M vy cols., 2005). Estas proteinas son capaces de inducir una
respuesta inmune contra las leptospiras patégenas, respuesta comparable con la inducida

frente a una inmunizacién con células completas (Yan Y y cols., 2003), y lo que es mas
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importante, previenen la infeccion renal (Schreiber P y cols., 2005). Ademas, se reconoce
que algunas de ellas son género especifica (Luo Y y cols., 2004) y estan involucradas en la
infeccion, transmisidn, virulencia, supervivencia y adaptacion a las condiciones ambientales
de Leptospira, ademas de ser excelentes candidatos para vacunas de ADN (Koizumi N vy
cols., 2003a; Cullen P y cols., 2005; Gamberini M y cols., 2005; Hsie W y cols., 2005; Nally
Jy cols., 2005b; Okuda M y cols., 2005).

No obstante, hay que sefalar que las nuevas investigaciones sugieren que no sélo la
membrana externa es atractiva desde el punto de vista inmunoldégico, sino que la
membrana interna también lo es, por contener elementos relacionados, al parecer, con la
virulencia. Tal es el caso de la llamada Lag42, proteina de 42 kDa, cuya localizacién del
gen que la codifica se conserva entre las leptospiras patégenas y no entre las no patégenas
(Koizumi N y cols., 2003b). Ademas, en la membrana interna ha sido descrita la expresion
de la lipoproteina LipL31 y de la proteina de transmembrana ImpL63 (Haake D vy
Matsunaga J, 2002).

Otros antigenos inmunodominantes son las proteinas citoplasmaticas de shock térmico:
GroEL (64, 70, 14 y 15 kDa) y DnaK (76 kDa). Estas proteinas “chaperonas” incrementan
significativamente su expresion a elevadas temperaturas del hospedero (Stamm y cols.,
1991; Ballard y cols., 1993; Ballard S y cols., 1998) y son reconocidas por el suero de
pacientes con leptospirosis, tanto en la fase aguda como durante la convalescencia
(Guerreiro H y cols., 2001). Otro antigeno inmunodominante, reconocido por el suero de
pacientes convalescientes y de vacunados, son las proteinas flagelares de 35-36 kDa
(Chapman A y cols., 1991; Cinco M, Delneri D y Banfi E, 1992). La mayoria de estos
antigenos proteicos, a diferencia del LPS, estan conservados entre las diferentes
serovariedades patdgenas de Leptospira. En los ultimos afios, ellos se han asociado al
establecimiento de una inmunidad cruzada entre serogrupos diferentes (Sonier C y cols.,
2000; Branger C y cols., 2001, Gonzalez A, 2003a; Maneewatch Sy cols., 2007).
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1.10. Inmunizacién y vacunas

La inmunizacion ha sido, por muchos afios, utilizada para inducir inmunidad en los animales
y en los humanos, aunque con algunas limitaciones. Las primeras vacunas, compuestas
por suspensiones de leptospiras inactivadas y cultivadas en medio con suero, ocasionan
efectos colaterales tras su aplicacion. Las vacunas modernas, preparadas con un medio
libre de proteinas, no tienen efectos adversos (Adler B y De la Peha M, 2009). La
inmunizacion protege soélo contra la enfermedad causada por serovares homélogos o
serovares antigénicamente similares (Sonrier C y cols., 2000; Adler B y De la Pena M,
2009). Todo lo anterior indica que las vacunas deben contener los serogrupos

representativos de los que estan presentes en la poblacion que sera inmunizada.

La mayoria de las vacunas contra la leptospirosis disponibles hasta el momento, tanto para
uso humano como animal, son suspensiones de células completas inactivadas por métodos
fisicos (calor) o quimicos (formaldehido o fenol) (WHO, 2003a), cuya concentracion
antigénica promedio, por serovar y por dosis se encuentra entre 1-5 x 108 células. Entre
estas vacunas tenemos:

e Vacuna china polivalente fenolada: 2x10® células/mL de cada serovar en dosis de
1mL. Sustituida debido a su reactogenicidad por una vacuna de proteinas de
membrana externa.

e Vacuna japonesa combinada mono o polivalente fenolada: 2,5x108-5x10® células/mL
en dosis de 1mL.

e Vacuna coreana monovalente (L. Icterohaemorrhagiae) fenolada: 2,5x10° células/mL
en dosis TmL.

e Vacuna rusa polivalente (Hebdomadis-Pomona-Ictero-Grippotyphosa) inactivada con
calor y fenolada: dos dosis de 2 y 2,5 mL. Mejorada en la actualidad con una sola
dosis de 0,5 mL.

e Vacuna israeli bivalente (L. Szwajizal y L. Grippotyphosa) inactivada con
formaldehido: 2x10° células/mL en dosis de 1 mL.

Ademas, desde los afos 80 se encuentra en el mercado una vacuna francesa de Pasteur
Mérieux, cuyo nombre comercial es SPIROLET. Este farmaco es una suspension de

células inactivadas (L. Icterohaemorrhagiae), 2x10°2 leptospiras/mL y se aplica por inyeccion
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subcutanea (dos dosis, con 15 dias de intervalo, la tercera dosis se pone a los 4-6 meses

de la primera, con una revacunacion bianual) (Van Butsele, 2006).

Todas las vacunas antes mencionadas pueden ser monovalentes o polivalentes y se
inoculan por via subcutanea, con un esquema de dos dosis y un intervalo de siete dias; a
excepcidn de la vacuna israeli, cuyo esquema es con un intervalo de 21 dias entre dosis.
Ademas confieren una proteccion en humanos, por un periodo no mayor de 1 afo,
existiendo casos en los que, en periodos epidémicos se requiere una revacunacion a los
seis meses de concluido el esquema (Chen T, 1986). Estas vacunas inducen, ademas, una
proteccion serogrupo/serovar especifica, sobre todo del tipo humoral (Levett P, 2001;
Gonzalez Ay cols. 2003b; Fernandez Y y cols., 2005). Sin embargo, existen otras vacunas
como la vacuna cubana (vax-SPIRAL®) donde las evidencias indican una mayor duracion
de la proteccion y la existencia de una proteccion parcial hacia serogrupos no incluidos en

su formulacion (Instituto Finlay, 1998)

La transmision urinaria es el unico modo conocido para la diseminacion natural de
leptospiras entre los animales y el hombre, de ahi que la capacidad del inmundgeno para
prevenir la infeccion renal sea relevante en el control de la leptospirosis (Faine S y cols.,
1999; Schreiber P y cols., 2005). Por ello, se debe trabajar en el desarrollo de una nueva
generacion de vacunas mas efectivas, basadas en preparaciones de los componentes de la

membrana externa de Leptospira interrogans.

En 1973, Shenberg y Torten desarrollaron la primera vacuna antileptospirdsica para uso
humano elaborada con leptospiras crecidas en medio completamente sintético libre de
proteinas (Shenberg E y Torten M, 1973). En la actualidad muy pocos paises aplican
vacunas antileptospirdsicas de uso humano (Colleen L, 2010). La inmunizacion de animales
se encuentra mas extendida, principalmente en paises desarrollados como Estados Unidos,
Australia y los paises de la Europa occidental (Faine S y cols., 1999; Levett P, 2001;

Colleen L, 2010), donde las vacunas humanas no han sido ampliamente aplicadas.
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Las vacunas de subunidades son atractivas como estrategia de intervenciéon contra la
leptospirosis y prometen ser eficaces (Palaniappan Ry cols., 2006; Chang Y y cols., 2007;
Faisal S y cols., 2008; 2009b; Thongboonkerd V, 2008; Feng C y cols, 2009; Yan W, 2009).
Sin embargo, el éxito de estas vacunas se ha visto obstaculizado por la inmunidad débil y
de corta duracion, lo que requiere la co-administracion de adyuvantes potentes no téxicos
(Faisal S y cols., 2009a), evidenciando la necesidad de nuevas estrategias de vacunas para
prevenir la leptospirosis. La secuenciacion del genoma completo de Leptospira interrogans
serovar Lai cepa Lai (Ren S y cols., 2003) y Copenhageni (Nascimento A y cols., 2004b)
representa un nuevo e inexplorado campo para el disefio de nuevas vacunas, asi como

para la prediccion de la inmunoreactividad de las lipoproteinas de membrana externa.

Muchos estudios moleculares y celulares se han llevado a cabo en leptospiras, que
incluyen los potenciales factores de virulencia y caracteristicas del LPS y de las PMEs.
Estudios de las PMEs de leptospiras (Haake D y cols., 1991) las han identificado como

potenciales candidatos vacunales.

Las vacunas de ADN se aprovechan del hecho que el plasmido de ADN puede
directamente transfectar las células animales y producir proteinas in vivo (Wolff J y cols.,
1990). Esto hace posible inducir una respuesta inmune mediante la inyeccion directa de los
plasmidos de ADN que codifican para proteinas antigénicas en las células animales. Las
vacunas de ADN proporcionan la expresion prolongada del antigeno, amplificando la
respuesta inmune, y ofrecen varias ventajas como la construccién facil, costo bajo de
fabricacién de grandes biomasas, estabilidad a altas temperaturas, y capacidad para inducir
respuesta inmune humoral y mediada por células (Mor G y cols., 2001; Alpar H y cols.,

2002). Sin embargo, presentan algunas limitaciones relacionadas con su seguridad.

En Cuba se produce y aplica una vacuna antileptospirésica trivalente disefada para
establecer proteccion en los humanos con alto riesgo frente a los serogrupos Canicola,
Icterohaemorrhagiae y Pomona, la cual ha tenido un papel importante en el control y
reduccidon de la morbilidad de la leptospirosis humana en todo el pais (Martinez R y cols.,

2004). Durante los estudios preclinicos de esta vacuna en modelos animales se pudo
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comprobar que la formulacidn propuesta era inmunogénica y protectora, capaz de proteger
contra aproximadamente 10 000 DLsy de las cepas vacunales altamente virulentas. Los
estudios anatomopatoldgicos y toxicoldgicos evidenciaron la inocuidad y la no toxicidad del
producto (Gonzalez M vy cols., 1997). Esta vacuna pasé satisfactoriamente las fases

clinicas de su evaluacion, con los siguientes resultados:

Ensayo clinico Fase |. Evaluacion de la seguridad del producto.

¢ No se notificaron eventos adversos graves durante los estudios realizados.

e La duracion de las reacciones adversas no excedio las 72 horas.

e Los sintomas y signos fueron ligeros y no se incrementaron con la segunda dosis.

e La reaccion local mas frecuente fue el dolor, aparecié durante las primeras 12 h, con un
alivio espontaneo.

e Las reacciones generales mas frecuentes fueron: febricula, malestar general y cefalea,
en un bajo porcentaje de vacunados.

¢ Ninguno de los voluntarios requirio interrumpir las actividades diarias.

Ensayo clinico Fase Il. Inmunogenicidad.
e Se demostré la inmunogenicidad de la vacuna y la respuesta a cada uno de los

serovares implicados en la formulacion.

Estudio clinico Fase lll. Eficacia (1998-1999).

e Se vacunaron 101 832 voluntarios de 20-64 afos.

e Control de casos: 12 casos en vacunados (2,38 x 100 000); 56 casos en no vacunados
(6,69 x 100 000)

e Se obtuvo una eficacia serogrupo especifica de un 78,1%

e Se obtuvo una eficacia de un 60,4% hacia otros serogrupos no incluidos en la vacuna.

Ensayo clinico Fase IV. Efectividad (1996-1997).
e Estudio caso control, personal de riesgo. Vacunados: 101 137, no vacunados: 16 881.
o Efectividad de un 97%.
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En Cuba, esta vacuna se ha aplicado a mas de 5 752 891 personas desde 1996 a 2008,

fundamentalmente a la poblacién de alto riesgo.

I.11. Leptospira interrogans serogrupo Ballum: situacion actual
El serogrupo Ballum se reconoce como un taxdn que agrupa cepas de crecimiento
fastidioso, con requerimientos nutricionales mas exigentes que otras cepas patdgenas de

Leptospira (Johnson Ry cols., 1973; Gonzalez A, 2003c).

En 1992, se describe en Cuba el primer brote de leptospirosis humana con el serogrupo
Ballum en un grupo de cadetes de la Escuela Interarmas “Antonio Maceo” en la provincia
de Pinar del Rio. Los hemocultivos realizados permitieron un 97,6% de aislamientos
positivos (40/41) y la clasificacion serologica en el Centro Nacional de Epizootiologia y
Diagnostico Veterinario define que todas las cepas pertenecian a este serogrupo (Gonzalez
My cols., 2004).

En 1996 el MINSAP sefnala que los estudios serolégicos indicaban a este serogrupo como
la tercera causa de infeccion en los humanos y la segunda en los roedores. Bajo estas
condiciones se realizan los estudios de efectividad de vax-SPIRAL®, investigaciones que
tuvieron como escenario la provincia de Holguin, en la que se evidenciaba una incidencia al
serogrupo Ballum (42%), Pomona (41%) y Canicola (13%) (Rodriguez | y cols., 2002). Esta
situacion representd un reto para la vacuna, puesto que este serogrupo no esta incluido en
dicha formulacion. Como ya se expreso, la mayoria de los trabajos de la literatura plantean
que la inmunidad a la leptospirosis parece depender de la produccion de anticuerpos
aglutinantes y opsonicos, dirigidos fundamentalmente contra los antigenos serovar o
serogrupo especificos (Vinetz J, 2001; Bharti y cols., 2003). Aunque es bueno destacar que
existen trabajos acerca de la existencia de una inmunidad cruzada entre los diferentes
serogrupos (Branger C y cols., 2001). No obstante, los resultados obtenidos en el ensayo
clinico fase IV muestran una efectividad de 97% (Martinez R y cols., 2000), pudiéndose

inferir la existencia de una proteccion cruzada contra el serogrupo Ballum.
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Estudios epidemioldgicos indican la existencia de al menos, ocho serogrupos no incluidos
en la formulacion vacunal actual y cuya incidencia en algunos casos comienza a constituir
un problema epidemioldgico (Rodriguez | y cols., 2002). Estudios seroldgicos realizados en
el afo 2002, donde se estudiaron 228 cepas de leptospiras obtenidas a partir de
hemocultivos de pacientes con leptospirosis humana, procedentes de diferentes regiones
del pais (7 provincias), mostraron la circulacion de serogrupos comunes como: Ballum,
Pomona y Canicola, aunque se encuentran algunos especificos en determinadas regiones.
De forma general se detectaron 11 serogrupos diferentes y prevalecié Ballum 55,7%
(127/228), seguido por Pomona 22,8% (52/228) y Canicola 14,03% (32/228) como los
principales, aunque también se encontraron otros serogrupos como Ictero 1,75 % (4/228),
Tarassovi 1,31 % (3/228), Australis 0,87 % (2/228), Hebdomadis 0,87 % (2/228), Sejroe
0,43 % (1/228) y otros que no habian sido aislados de pacientes con leptospirosis humana
en Cuba como: Pyrogenes 1,31 % (3/228), Autumnalis 0,43 % (1/228) y Bataviae 0,43 %
(1/228). Estos dos ultimos se aislan y pre-caracterizan en una misma regién (Pinar del Rio),
mientras que el primero se aislo en tres regiones diferentes pertenecientes al occidente,
centro y oriente del pais. El serogrupo Ballum se encontr6 en el 64,6% (82/127) de los
aislamientos logrados en la provincia de Holguin, 60% (3/5) de Matanzas, 53,8% (7/13) de
Las Tunas, 49,2 % (32/65) de Villa Clara, 20% (3/15) de Ciudad Habana. Estos resultados
indican que el serogrupo Ballum pasoé a ser la principal causa de aislamientos clinicos en

todo el pais (Rodriguez | y cols., 2002).

Esta situacion epidemiolégica se mantuvo durante los meses de octubre-diciembre de 2005
cuando se produjeron dos eventos epidemiolégicos en humanos, en dos provincias del
pais. Las principales serovariedades de leptospiras detectadas serolégicamente en estos
pacientes fueron, en orden decreciente, Canicola, Ballum, Ictero y Pomona. (Rodriguez | y
cols., 2007). Finalmente, en el periodo 2002-2006 se confirmaron 203 casos pertenecientes
a cuatro brotes epidémicos en los cuales se observd que los serogrupos de Leptospira
predominantes fueron Ballum, Pomona, Canicola, Ictero, Sejroe y Pyrogenes. Obsérvese
que en el periodo 2002 a 2006, continuan predominando los serogrupos Ballum, Pomona,

Canicola, Ictero y Sejroe (Obregon Ay cols., 2007).
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A pesar de la importancia que presenta el aislamiento y caracterizacion de cepas de
leptospiras, no solo desde el punto de vista epidemiolégico y de la formulacion de
preparados vacunales, sino también por la asociacion que se puede establecer entre éstas
con determinados cuadros clinicos, no se ha podido extender este estudio en todas las
provincias del pais, dadas las caracteristicas especiales que tiene el hemocultivo que
requiere medios de cultivos especificos, muy ricos y faciimente contaminables, asi como
necesita largos periodos de incubacién debido a la lenta velocidad de crecimiento de esta
bacteria. Es por ello que no se cuenta con investigaciones anteriores similares en extension

al estudio antes mencionado.

Aunque los centros diagnésticos para el control de la leptospirosis dentro de los paises de
la region caribefa y en otras regiones donde esta enfermedad constituye un problema de
salud han aumentado, muchos no brindan informacion de los serovares circulantes;
informacién que ayuda a la comprension de la epidemiologia y transmision de la
enfermedad en los humanos. Otros factores que contribuyen a la no notificacién son la falta
de vigilancia activa y la ausencia de informacion importante como: la ocupacion, las
actividades recreativas y diarias, sintomas experimentados, asi como el estado socio-
economico de los pacientes, los cuales son importantes para aumentar el conocimiento
entre la poblacion. Esta falta de informacion también es comun a muchos otros paises que
carecen de los medios diagndsticos apropiados, que a menudo frustran a investigadores

que intentan determinar el estado exacto de la enfermedad en sus respectivos paises.

En la India, un estudio multicéntrico muestra que los serovares predominantes son
Copenhageni, Autumnalis, Pyrogenes, Grippotyphosa, Canicola, Australis, Javanica,
Sejroe, Louisiana, y Pomona (WHO, 2006; Sehgal S, 2003). En Nueva Zelanda, un analisis
de tendencia en un periodo de nueve anos (1990-1998) revelé6 un cambio en el modelo
epidemioldgico de la leptospirosis, con la emergencia del serovar Ballum como una de las
causas mas frecuentes de infeccion en humanos (Thornley C, 2002). Algo similar sucede
en Australia donde la emergencia de L. borgpetersenii serovar Arbérea alcanza el 22% de
todos los casos de leptospirosis en Australia y 68% de los casos del Sureste Queensland
en 2004 (Slack T, 2006b).
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La informacion sobre los serovares de Leptospira prevalecientes entre los humanos en
Filipinas data de los afos 1960 y 1970, cuando los anticuerpos contra los serovares
Pyrogenes, Bataviae, Pomona, Grippotyphosa, Manilae y Javanica eran los prevalecientes
(Yanagihara Y, 2007). En Japon, se han reconocido los serovares Ictero, Copenhageni,
Autumnalis, Hebdomadis y Australis como los causantes principales de la leptospirosis
humana (Yanagihara Y, 2007). Mientras que, en Corea, se aislaron los serovares Lai,
Copenhageni y Canicola desde 1984-1990 (Victoriano A, 2009).

Vietnam, Cambodia y Laos han sido considerados paises endémicos para la leptospirosis.
En 2002, se notificaron los serovares Hurstbridge, Bataviae e Ictero como predominantes;
identificados en pacientes con ictericia clinica (Laras K, 2002). El serovar Bataviae, fue el
mas aislado de los pacientes con enfermedad febril no malarica y los serogrupos
Pyrogenes y Hurstbridge fueron identificados entre los pacientes con fiebre hemorragica.
Un estudio en la provincia de Takeo, Cambodia estimd una incidencia anual de 7,65 por
100 000 habitantes con los serogrupos Javanica y Australis como principales (Seng H,
2007). En las Islas del Pacifico Este, los presuntos serogrupos dominantes fueron Ictero y

Australis, indicando la relacion con los reservorios de roedores (Berlioz-Arthaud A, 2007)

En los reportes de Barbado del 2004 se indican los serovares Bim, Copenhageni y Arborea
como los mas encontrados por aislamiento (Everard C, 1995). Mientras que los datos del
Departamento de Epidemiologia de la Republica Dominicana sefialan que en 1999 de los
25 casos sospechosos, 10 de ellos se confirmaron como serovares Icterohaemorrhagiae,
Canicola y Hardjo (Mohan Ay cols., 2009).

Un estudio de seroprevalencia en barrios periféricos de Cali, Colombia describe que los
serovares con mayor reactividad fueron Grippotyphosa, Seramanga, Ictero, Panama,
Pomona, Cynopteri, Bataviae, Sejroe, Australis y Canicola (Ferro B, 2006). A diferencia de
lo notificado en otras regiones como México, donde los principales serogrupos implicados
en la respuesta serolégica evaluada fueron Tarassovi, Hardjo, Pomona y Panama (Vado |,
2002), y Brasil, donde un estudio de seroprevalencia durante 29 anos (1969-1997) en Sao

Paulo detecta que la respuesta seroldgica esta dirigida casi exclusivamente al serogrupo
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Ictero (54,8%). Aunque también se encontro respuesta a los serogrupos Canicola (4,29%) y
Ballum (1,88%) entre otros (Romero E, 2003).

La enfermedad en Honduras se hizo presente desde el huracan Mitch (1998). Actualmente
se manifiesta en San Pedro Sula y Choluteca. Un estudio realizado en San Pedro de
Marcovia (657 muestras en el afio 2001) mostré una positividad por MAT de 21.56%. Los

serovares mas frecuentes fueron Ictero, Canicola y Ballum (Vijayachari P y cols., 2008).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

lll.a. Materiales y métodos generales
lll.a.1. Animales de experimentacion
En este trabajo se utilizo el biomodelo animal Hamsters Sirio (Mesocricetus aureatus) de
ambos sexos, con un peso entre 45-60 g, procedentes del Centro para la Produccion de
Animales de Laboratorio (CENPALAB, La Habana, Cuba) y recepcionados con sus

correspondientes certificados de calidad higiénico-sanitaria y genética.

Los animales permanecieron bajo condiciones controladas de temperatura (21-24°C),
humedad (20-25%), ciclo alternado de luz/oscuridad de 12 h y recibieron alimentacion y
agua acidulada con HCI a un pH 2,5 ad libitum. El alimento fue suministrado por el
CENPALAB y éste consisti6 en pienso concentrado para roedores, con sus
correspondientes certificados de calidad bromatolégica e higiénico-sanitaria. Para todos los
experimentos, los animales se distribuyeron de forma aleatoria en cajas modelo T3
(Macrolon, TECNIPLASTIC) y en grupos individuales de 5 a 6 animales por caja, utilizando
como encamado el bagazo de cafia de azucar desmeollado con previa esterilizacion en
autoclave a 121°C y 1,5 atmdsfera de presion durante 25 min; el cual se cambié dos veces

por semana.

Todas las operaciones de esta investigacion se realizaron siguiendo las Buenas Practicas
de Laboratorio (BPL) (OECD, 1992; WHO, 2003b), establecidas en los Procedimientos
Normalizados de Operaciones (PNO), elaborados por la Direccién de Calidad del Instituto
Finlay y se tuvieron en cuenta las normas y regulaciones bioéticas vigentes nacionales e
internacionales (SNSA, 2000). En el disefio, la ejecucion y la evaluacion de los trabajos que
implicaron el uso de los animales de experimentacidn se cumplieron los principios

generales bioéticos, asi como el manejo de los animales de laboratorio.

Todos los disefios experimentales, incluyendo los métodos de eutanasia, se realizaron con
la autorizacién y aprobacion de la Comision de Etica del Instituto Finlay, observandose lo

establecido por las regulaciones de seguridad bioldgica.
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lll.a.2. Observacion clinica y estudios anatomopatolégicos
Los animales se sometieron a una observacion clinica durante 14 dias, evaluandose la
aparicion de signos clinicos tales como: piloereccion, excitabilidad, ictero de la piel y las

mucosas, hemorragias a través de los orificios nasales, postracion y muerte.

Los estudios anatomopatoldgicos se realizaron por los métodos convencionales, utilizando
la técnica descrita por Capo (Capo M, 1999) para la eutanasia y por Castillo (Castillo F,
1985) para la necropsia. Se realizaron observaciones macroscopicas de los 6rganos in situ
y se tomaron muestras para los estudios histopatologicos de los tejidos que se
consideraron utiles, los que se fijaron en formol neutro al 10%, para su tincion con

Hematoxilina-Eosina y Warthyn Starry (Oliva R y cols., 1998).

lll.a.3. Prevalencia de Leptospira en los érganos

Se tomaron muestras de los o6rganos considerados como diana de la enfermedad
leptospirésica (higado y rindn) de los animales que sobrevivieron al reto, tanto de los
experimentos de proteccion activa, como del experimento de inmunizacién pasiva, para el
aislamiento de Leptospira. Las muestras se sembraron en medio liquido Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH) y se incubaron a 28°C durante 60 dias, evaluandose
periodicamente el crecimiento mediante la observacién microscépica de campo oscuro
(Naiman B y cols., 2002).

lll.a.4. Vacuna empleada

Para los ensayos de inmunizacion con la vacuna cubana antileptospirdsica (vax-SPIRAL®)
se emplearon los lotes 0031, 7001, 8027X y 9009. Todos fueron obtenidos en condiciones
de Buenas Practicas de Fabricacion en el Instituto Finlay, lotes que fueron liberados
satisfactoriamente por la Direccién de Calidad del mismo Instituto y por el Centro para el
Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos (CECMED). La composicion por dosis
de vacuna (0,5 mL) fue de: 5-8 x 107 células enteras inactivadas de (Leptospira Canicola
Canicola, Leptospira Icterohaemorrhagiae Copenhageni, Leptospira Pomona Mozdok), 1

mg de gel de Hidroxido de Aluminio y 0,05 mg de Tiomersal.
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lll.a.5. Inmunizacién

En todos los casos se utilizd la via, dosis y esquema de inmunizacion recomendado por
Gonzalez y cols (2004): Dos dosis de vacuna de 0,5 mL, por via intramuscular (IM) en la
cara interna de cada extremidad posterior (en un volumen de 0,25 mL), separadas por un

intervalo de seis semanas.

lll.a.6. Toma de muestras de sangre de los animales inmunizados

La extraccion de sangre de cada uno de los animales, se realizé mediante puncion
retroorbital, utilizando capilares heparinizados. Las muestras de sangre obtenidas se
incubaron durante 1 h a 37°C; posteriormente se centrifugaron a 15 000 g durante 10 min
para la extraccion del suero. Todas las muestras se conservaron a -20°C hasta su

evaluacion.

lll.a.7. Retos
El reto se realiz6 14 dias después de completar el esquema de inmunizacién, por via
intraperitoneal (IP) con la(s) dosis de reto y las cepas correspondientes, segun el ensayo,

empleando 10 animales por cada variante de reto y 0,5 mL como volumen de in6culo.

lll.a.8. Cepas bacterianas

La seleccion de las cepas candidatas vacunales se realizé a partir de 53 aislamientos
clinicos de Leptospira procedentes del Centro Provincial de Higiene y Epidemiologia de
Holguin. Estos aislamientos se obtuvieron de personas con sintomatologia compatible con
una leptospirosis en diferentes centros asistenciales de esta provincia entre enero de 1999
y diciembre de 2004. Todas las cepas se aislaron por hemocultivo en el medio Korthof
(Korthof G, 1932, Terpstra W y cols., 2000).

Como controles en los diferentes ensayos se utilizaron las cepas vacunales 87, 169 y 108,
pertenecientes a los serogrupos Canicola, Icterohaemorrhagiae y Pomona,
respectivamente, integrantes de la vacuna trivalente vax-SPIRAL®. Estas cepas se aislaron
originalmente a partir de un material remitido al Centro Nacional de Epizootiologia y

Diagndstico Veterinario de Ciudad de La Habana y donadas al Instituto Finlay.
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Todas las cepas se conservaron en el medio semisoélido Fletcher a 28-30°C (Fletcher W,
1928) y se mantuvieron siempre mediante cultivos semanales en el medio proteico EMJH,
bajo condiciones estaticas a 28-30°C (Ellinghausen H y McCullough W, 1965a; Johnson R y
Harris V, 1967) en el Departamento de Microbiologia de la Vicepresidencia de
Investigaciones del Instituto Finlay. La virulencia de las cepas vacunales y de los
aislamientos clinicos se mantuvo a través de pases peridédicos en hamsteres, segun los

métodos descritos (Faine S, 1982).

Para la clasificaciéon seroldgica se emplearon antisueros policlonales de referencia
especificos de los serogrupos: Ballum, Pomona, Canicola, Icterohaemorrhagiae,
Pyrogenes, Tarassovi, Australis, Hebdomadis, Bataviae, Automnalis y Sejroe, producidos
en el Laboratorio de Referencia Internacional de Leptospirosis del Instituto Tropical de
Holanda. Como controles, se utilizaron las cepas de referencia Mus 127 y Arborea (Ballum),
5621 (Pomona), Hond Utrecht IV (Canicola), M20 (lcterohaemorrhagiae), Salinen
(Pyrogenes), Perepelicin (Tarasovi), Ballico (Australis), Hebdomadis (Hebdomadis), Van
Tiene (Bataviae), Akiyami A (Autumnalis) y Hardjoprajitno (Sejroe). Todas estas cepas
forman parte de la coleccion INPPAZ/OPS, donada al Instituto Finlay por la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS). Ademas se utilizaron un panel de cuatro anticuerpos
monoclonales (AcM F74C1-6, AcM F74C4-4, AcM F74C7-3 y AcM F74C12-1), producidos
por el Laboratorio de Referencia Internacional de Leptospirosis del Instituto de Medicina

Tropical de Holanda.

lll.a.9. Analisis estadistico
Para el analisis estadistico de la frecuencia de los signos clinicos y las lesiones
anatomopatolégicas observadas, se realizé la estimacion puntual y se calcularon los

intervalos de confianza por el método de aproximacion de proporciones de Wilson.

La comparacion de proporciones segun el método exacto de Fisher de dos colas, se utilizd
para analizar los resultados de las evaluaciones serologicas en el ensayo de
inmunogenicidad, asi como para determinar diferencias significativas en el porcentaje de

sobrevida entre los animales inmunizados y el grupo control negativo en los ensayos de
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proteccion activa y pasiva. Se analizd, ademas, mediante la prueba de correlacion de
Spearman, la existencia de una posible correlacién entre los niveles de seroconversion de
IgG especifica inducidos por cada preparacion vacunal monovalente y la proteccion en

hamsteres frente al reto homodlogo y heterdlogo (Mood Ay cols., 1978).

La prueba de chi-cuadrado para la tendencia se usé para evaluar las diferencias
significativas en los niveles de proteccion entre los grupos de hamsteres inmunizados con

las diferentes diluciones del suero en los ensayos de proteccion pasiva.

Todos los valores de p fueron de doble cola, considerandose un valor de significacion de
0,05 para indicar la significacion estadistica. Para realizar los analisis estadisticos se utilizé
Epilnfo 6.04d (Centro para el Control y Prevencion de las Enfermedades, CDC de Atlanta) y
el Software GraphPad.

Para el analisis de sobrevida se utilizé el estimador de la funcidon de sobrevida de Kaplan-
Meier. Las curvas de sobrevida de Kaplan-Meier representan el porcentaje de sobrevida en

todo el periodo de observacion

lll.1. Seleccién inicial de las cepas candidatas vacunales
La seleccion de las cepas candidatas vacunales del serogrupo Ballum se basé en los
resultados de la clasificacion, es decir, que pertenecieran al serogrupo Ballum y mostraran

su alta virulencia en el modelo animal Hamster Sirio.

lll.1.1. Clasificacién serolégica

Todas las cepas clinicas se clasificaron hasta serogrupos mediante la técnica de MAT
(Cole J y cols., 1973), empleando antisueros policlonales de referencia especificos para los
11 serogrupos circulantes en humanos en Cuba (Rodriguez | y cols., 2002). La MAT se
realizd con la utilizacion de antigeno vivo y la incorporacion de las respectivas cepas

homologas de referencia como controles de aglutinacién para cada antisuero.
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lll.1.2. Evaluacion cualitativa de la virulencia

Se realizé a partir de los aislamientos pertenecientes al serogrupo Ballum, segun la
metodologia descrita por Gonzalez y cols. (2002a). Se inocularon por via IP, grupos de
cinco animales, con dosis de 0,8; 0,4; 0,1 y 0,05 mL de una suspension bacteriana ajustada
a 7,5 x 10° células/mL (conteo directo de células en camara de Petroff-Hausser),
proveniente de un cultivo estatico de 5-6 dias en el medio proteico EMJH. Los animales

inoculados se observaron durante un periodo de 14 dias después de la inoculacion.

Como criterio de aceptacién de este ensayo, las cepas se consideraron altamente
virulentas si produjeron la muerte de todos los animales inoculados con dosis < 0,1 mL de
la suspension bacteriana. Si se produjo la muerte de los animales inoculados solo con dosis
20,4 mL la cepa se consideré de moderada virulencia, para menores niveles de letalidad las

cepas se clasificaron como de baja virulencia o avirulentas.

ll.1.3. Cinética del crecimiento de las cepas seleccionadas

Se evalud la cinética de crecimiento de cada una de las cepas seleccionadas en el medio
proteico EMJH, bajo las condiciones de cultivo estatico (30°C) y agitado (130 r.p.m., 30°C)
y en cada una de las tres variantes del medio libre de proteinas utilizadas en la produccion
del Instituto Finlay (PNO, 2002), también bajo cultivo agitado. Cada evaluacion se realizd
por triplicado y se incorporé como control del crecimiento la cepa vacunal 87, perteneciente

al serogrupo Canicola.

Para el analisis del crecimiento en EMJH bajo condiciones estaticas se emplearon tubos de
cristal con tapén de algodon conteniendo 30 mL de medio fresco inoculado al 10%. Se
utilizé como indculo un cultivo joven crecido en el mismo medio y bajo las mismas
condiciones del ensayo (EMJH estatico, 30°C), con buenas caracteristicas (motilidad y
uniformidad celular). Para el analisis del crecimiento en EMJH y medio libre de proteinas
bajo condiciones de agitacion se emplearon erlenmeyers con capacidad de 500 mL y tapon
de algodon conteniendo 100 mL de medio fresco inoculado al 10%. Se utilizé como in6culo
en todos los casos un cultivo joven crecido en EMJH bajo las mismas condiciones del

ensayo (130 r.p.m., 30°C) con buenas caracteristicas.
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Se determind la curva de crecimiento en cada caso, tomando muestras de los cultivos cada
24 h durante siete dias. La concentracién microbiana de cada muestra se midié por
espectrofotometria (A= 400 nm) y conteo directo de las células en una camara de Petroff-
Hausser. En cada muestreo se evaluaron las caracteristicas de los cultivos (motilidad y
uniformidad celular), por observacion en el microscopio de campo oscuro; ademas, se
realizaron controles de pureza a los cultivos mediante la tincion de Gram y siembra en
caldo Triptona Soya y caldo Tioglicolato. Se analizaron los parametros del crecimiento
microbiano como la velocidad especifica de crecimiento (u= In(N-No)/(t-to)) y el tiempo de
duplicacion (Td= In2/u) (Madigan M y cols., 1999).

lll.1.4. Evaluacion de la patogenia de la enfermedad en hamsteres

Se inocularon en total 20 hamsteres por via IP con 1 mL de cultivo, en fase exponencial, de
cada una de las cepas y con una concentracién celular de 7,5 x 10° leptospira/mL (10
animales por cepa), evaluandose los signos de la enfermedad y mortalidad durante 14 dias.
Se consider6 como criterio de aceptacion que las cepas desarrollaran la infeccion
leptospirésica o se lograra 100% de mortalidad en este periodo (Gonzalez A y cols.,
2002a). La observacion clinica y los estudios anatomopatologicos se realizaron como se

describe en el acapite Ill.a.2.

lll.1.5. Determinacion de la dosis letal media

La determinacién de la dosis letal media (DLso) de cada cepa seleccionada, en el biomodelo
Hamsters Sirio, se realizd, segun la metodologia propuesta por Fajardo y cols. (1998). A
partir de un cultivo en fase exponencial, crecido en el medio proteico EMJH, bajo
condiciones de cultivo agitado, se prepar6 una suspensidn bacteriana con una
concentracion celular equivalente a 10-12 leptospiras por rango de observacién en un
microscopio de campo oscuro, para lo cual se diluyé el cultivo en el medio EMJH fresco. A
partir de esta suspension se realizaron diluciones seriadas en el mismo medio de cultivo
desde 10" hasta 107"°. Posteriormente, se inocularon grupos de cinco animales con 0,5 mL
de cada dilucién por via IP para cada cepa. Los animales se observaron durante 14 dias y

se registraron las muertes. El calculo de la DLsg se realiz6 mediante el método de Reed y
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Muench (Reed L y Muench H, 1938). Como controles negativos se utilizaron animales

inoculados con el medio liquido EMJH, realizandose tres determinaciones sucesivas.

ll1.1.6. Identificacién de los perfiles antigénicos celulares y extracelulares

Todas las cepas bacterianas se cultivaron hasta finalizar la fase exponencial del
crecimiento y para la identificacién de los antigenos proteicos celulares, las células se
colectaron por centrifugacion a 10 000 g durante 10 min. Posteriormente, se lavaron tres
veces con tampodn fosfato salino (TFS) pH 7,2 para eliminar las trazas de albuminas y
proteinas del sobrenadante. Muestras de 8 x 10° células se solubilizaron con 100 mL de
una solucion de lisis (62,5 mM Tris-HCI pH: 6,8; 10% glicerol, 5% 2-mercaptoetanol, 2%
SDS) y calentaron durante 10 min a 100° C. Las muestras asi tratadas se mantuvieron toda
la noche a 4°C y luego se separaron mediante electroforesis unidimensional en un gel de
poliacrilamida y dodecil-sulfato de sodio (SDS-PSGE), empleando un gel separador al
12,5% (Brown J y cols., 1991).

Para la identificacion de las proteinas secretadas al medio extracelular, los sobrenadantes
libres de células y detritos celulares de todos los cultivos bacterianos se obtuvieron por al
menos tres centrifugaciones sucesivas a 15 000 g durante 30 min. Muestras de 80 mL de
cada sobrenadante se trataron con 20 mL de una solucidn de lisis concentrada 5x,
calentada durante 10 min a 100°C y separadas mediante SDS-PAGE (12,5%).

Luego de la separacion de las proteinas, los geles se tifieron con Azul Brillante de
Coomassie y se analizaron mediante un analizador de imagenes (ImageMaster VDS,
Pharmacia). En todas las corridas electroforéticas se incluy6é un patrén de peso molecular

comercial (LMW Marker Kit, Pharmacia) para el analisis de los geles.
Los perfiles antigénicos obtenidos se compararon con los de las cepas vacunales 87, 169 y

108 pertenecientes a los serogrupos Canicola, Icterohaemorrhagiae y Pomona,

respectivamente.
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lll.2. Evaluacion de la inmunogenicidad y la capacidad protectora homéloga y
heteréloga de preparados vacunales monovalentes de serogrupo Ballum

Para este estudio se utilizd la metodologia empleada en la vacuna trivalente vax-SPIRAL®
(Instituto Finlay, 1998), con ligeras modificaciones. Después de obtener el crecimiento de
las cepas de Leptospira serogrupo Ballum, virulentas, en el medio EMJH hasta el final de la
fase exponencial, los cultivos se inactivaron quimicamente mediante la exposicion a
Formalina (0,5%) durante 20 min. Las células se colectaron por centrifugacion a 10 000 g
durante 30 min y se lavaron al menos tres veces con TFS pH 7,2 estéril para
resuspenderlas en TFS hasta una concentracion de 6 x 10° células/mL. Las células
inactivadas y lavadas se adsorbieron en un gel de Hidroxido de Aluminio estéril mediante
agitacion lenta durante toda la noche, adicionandole Tiomersal como preservo a la
formulacion final. La composicion por dosis (0,5 mL) de la vacuna monovalente fue la
siguiente: 1,5-2,4 x 108 células enteras inactivadas, 1 mg gel de Hidréxido de Aluminio y
0,05 mg de Tiomersal. Durante el proceso de formulacion se realizaron los controles para la
liberacion satisfactoria de los lotes, establecidos por la Vicepresidencia de Calidad del
Instituto Finlay, en las especificaciones (ESPE-01-007 y ESPE-02-042). Los preparados
vacunales monovalentes con resultados satisfactorios en todos los controles realizados, se

envasaron asépticamente y se conservaron a 4°C hasta su uso.

Para la evaluacion de la inmunogenicidad se inmunizaron dos grupos de 10 animales con
una u otra preparacion vacunal monovalente, segun se describe en el acapite Ill.a.5. Se
tomaron muestras de sangre (lll.a.6) previo a la primera dosis y luego semanalmente hasta
los 21 dias después de la segunda dosis. Se utilizaron como controles 10 animales no
inmunizados, a los cuales se les realiz6 simultaneamente las mismas extracciones de

sangre.
Se determinaron mediante la técnica de MAT, los niveles de aglutininas especificas

alcanzados a los 14 dias de la segunda dosis vacunal, empleando como antigenos la cepa

utilizada para la elaboracion de cada variante de la vacuna monovalente.
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La respuesta de anticuerpos IgG especifica inducida, por cada preparacion vacunal frente
al antigeno homologo y a otros cuatro antigenos no incluidos en la formulacion, se evalué
mediante un sistema ELISA indirecto cuantitativo (Gonzalez A., 2003a). En cada caso se
utiliz6 como antigeno a las células completas inactivadas y lavadas de las cepas 42600,
12399, 87, 169 y 108. Las placas de 96-pozos (COSTAR®, Corning, Estados Unidos) se
sensibilizaron con 100 pL de un antigeno ajustado a 2 x 10® células/mL y desecada durante
16 h a 50°C. Las células no adsorbidas se eliminaron mediante lavados con agua destilada
y 0,05% (v/v) de Tween 20. El bloqueo se realizé con leche descremada al 3% (v/v) en
TFS durante 1 h a 37°C. Las muestras de sueros y los controles a evaluar se diluyeron
1:200 en TFS con 3% de leche descremada y 0,05% de Tween 20. Las placas se incubaron
a 37°C por 2 h. Se utiliz6 como conjugado proteina A-peroxidasa (Sigma, EUA) diluido 1:15
000 en el mismo medio de las muestras, el cual se incubé durante 1 h a 37°C. El revelado
se realizd, adicionando la mezcla sustrato-cromégeno de Perdxido de Hidrégeno 0,03%-
OPD 1 mg/mL y el tampdn Fosfato Citrato pH 5,5. La reaccion se detuvo a los 20 min de
incubacion a temperatura entre 20-25°C y las absorbancias se midieron en un lector de
placas (Teteryek-Muktiskan®, Joint Venture, Finlandia) a una longitud de onda de 492 mn.
Seguido de cada paso de incubacion, las placas se lavaron cuatro veces con solucion de

lavado (agua destilada, 0,05% (v/v) Tween 20).

Los valores de absorbancia se trasformaron en U/mL, segun la curva de calibracion
obtenida con un suero estandar (100 U/mL), preparado previamente a partir de la mezcla
de 10 sueros de hamsteres con titulos de aglutininas 21/256, frente a los cuatro antigenos,
segun la técnica de MAT. Como criterio de seroconversion se considerd el incremento, en
al menos cuatro veces, de la concentracion de IgG especifica en la semana siete (una
semana después de completar el esquema de inmunizacion), en comparacion con la

misma, previo a la primera dosis vacunal (T7/To 24).

Para la evaluacion de la capacidad de proteccion homodloga y heteréloga de las
preparaciones vacunales se inmunizaron dos grupos de 110 animales con una u otra
preparacion vacunal monovalente, segun lo descrito en Ill.a.5. El reto se realizo, siguiendo

la metodologia del acapite Ill.a.7 contra aproximadamente 100 y 10 000 DLsy de cada una
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de las cepas candidatas vacunales de Leptospira interrogans serogrupo Ballum y de las
cepas vacunales 87, 169 y 108. Como control de inocuidad de las vacunas se tomd un
grupo de 10 animales inmunizados con cada preparacion monovalente y no retados. Los
animales inoculados se observaron durante 14 dias posteriores al reto, desarrollando la
metodologia descrita en lll.a.2, y lll.a.3. La DLsy de cada una de las cepas utilizadas en el
reto se corroboré 15 dias antes del ensayo y se repitid paralelamente al mismo, con el

objetivo de asegurar las dosis empleadas.

lll.3. Evaluacion del efecto de una inmunizacion con una dosis de Leptospira
interrogans serogrupo Ballum en hamsteres vacunados con vax-SPIRAL®

Se inmunizaron 20 animales con vax-SPIRAL® (lote 0031), segln se describe en lll.a.5.
Tras seis semanas de concluido el esquema de inmunizacién, 10 hamsteres recibieron, por
la misma via de administracion, una dosis adicional de 0,5 mL de vacuna monovalente de
Leptospira interrogans serogrupo Ballum cepa 12399, mientras los restantes 10 animales
se utilizaron como controles no reinmunizados. Un grupo control adicional de 10 hamsteres

no recibié ninguna de las dos vacunas y se emple6 como control no inmunizado.

Se tomaron muestras de sangre, siguiendo las recomendaciones que se describen en el
acapite lll.a.6, previo a la primera inmunizacion y en las semanas 2, 4,6, 7,9, 12,13, 14y
15. Las muestras se evaluaron mediante un sistema ELISA indirecto cuantitativo (Gonzalez
A, 2003a) y se midio la respuesta de anticuerpos IgG especifica inducida luego de cada
dosis vacunal, frente a los cuatro antigenos empleados en la inmunizacion, utilizando la

metodologia del acapite 111.2.2.

l1l.4. Evaluacién de la inmunidad cruzada en hamsteres vacunados con vax-SPIRAL®

Para la evaluacion de la proteccion cruzada se utilizaron 110 hamsteres inmunizados con
vax-SPIRAL® (lote 7001). Un grupo de 40 animales recibi6 una sola dosis, mientras que el
resto (70) recibié dos (acapite lll.a.5). Tras completar ambos esquemas, se retaron los
animales del primer grupo y 40 hamsteres del segundo (segun lll.a.7) con
aproximadamente 100 y 10 000 DLsy de cada una de las cepas seleccionadas del

serogrupo Ballum. Los 30 animales restantes del segundo grupo se utilizaron como control
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de potencia de la vacuna trivalente y se retaron, en grupos de 10, con aproximadamente 10
000 DLsy de cada cepa vacunal. Como controles del ensayo se utilizaron 40 animales no

inmunizados.

Paralelamente se vacunaron 60 hamsteres con una dosis de vax-SPIRAL®, (lote 7001),
diluida 1/2, 1/4 y 1/8 (20 animales por dilucion). Los animales inmunizados se retaron con
100 y 10 000 DLsg de las cepas seleccionadas de Leptospira interrogans serogrupo Ballum
(12399 y 42600).

En todos los casos se evalud la proteccidén conferida contra la infeccion letal y la

prevalencia de leptospiras en los 6rganos, segun se describe en el acapite 1l1l.a.3.

lll.5. Inmunizacién pasiva

Se inmunizaron 40 hamsteres con la vacuna vax-SPIRAL® (lote 8027X), segtn lo descrito
en el acapite Ill.a.5. Tras 14 dias de concluido el esquema de inmunizacion, los animales
se sacrificaron para la obtencion de suero (lll.a.6), los cuales se mezclaron (1 mL de cada
uno). Por otro lado, se partié6 de una mezcla de sueros de individuos vacunados con vax-
SPIRAL® (lote 9009), que participaron en un ensayo clinico realizado en el Instituto Finlay
(Gonzalez M y cols., 2001). El suero de estos individuos se obtuvo 14 dias después de

concluido el esquema de vacunacion.

Ambas mezclas de sueros, por separado, se filtraron por un Minisart 0,45 ym (Sartorious) y
se conservaron a -20°C hasta su utilizacion. Los niveles de anticuerpos aglutinantes
especificos de estas mezclas se evaluaron mediante la técnica de MAT (Cole J y cols.,
1973), utilizando el panel de cepas de referencia, recomendado por la OPS. Como
controles negativos se utilizaron: un suero de hamster sano no inmunizado y un suero de
un individuo sano donado por un banco de sangre. Ambos sueros se evaluaron
previamente por la MAT, con este mismo panel de cepas de referencia, siendo no reactivos

para ninguna de las cepas.
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Finalmente, se realizaron diluciones seriadas de estas mezclas (puro, 1/2, 1/4 y 1/8) y se
inocularon 160 hamsteres por via intraperitoneal con 1 mL de cada mezcla de sueros (20 x
dilucion x variante de mezcla). Transcurridas 12 h de administrado el suero, los animales de
cada dilucion se retaron por via IP contra aproximadamente 10 000 DLsy de cada una de
las cepas virulentas de Leptospira interrogans serogrupo Ballum (12399 y 42600). Se
emplearon 10 animales, por cepa de reto y 0,5 mL como volumen de inoculo. Los
hamsteres se observaron durante 14 dias y se registraron las muertes. Como controles del
estudio se utilizaron 160 animales, 80 inmunizados con el suero negativo de hamster y

humano, respectivamente.

Paralelamente se inmunizaron 150 hamsteres con vacunas monovalentes del serogrupo
Ballum (12399 y 42600) (75 animales por variante), segun lll.a.5. Después de 14 dias de
concluido el esquema de inmunizacion, los animales se sacrificaron para la obtencion del
suero (lll.a.6). Los 75 sueros de cada variante se mezclaron (1mL de cada uno) y se

filtraron por Minisart 0,45um (Sartorious).

A continuacion se siguio la misma metodologia descrita en el acapite 111.5.1. En este estudio
se inocularon 100 hamsteres (50 x cada mezcla de suero, segun la variante monovalente) y
como cepas de reto se utilizaron las cepas seleccionadas (12399 y 42600) y las cepas

vacunales. Se utilizaron 50 hamsteres con el suero control negativo.

I11.6. Identificaciéon de los serogrupos componentes de vax-SPIRAL® que confieren
proteccion cruzada a Leptospira interrogans serogrupo Ballum

Se formularon preparaciones vacunales monovalentes a partir de cada cepa vacunal
presente en vax-SPIRAL® (Canicola, Icterohaemorrhagiae y Pomona) y de cada cepa

seleccionada (12399 y 42600), siguiendo la metodologia utilizada en 111.2.1.

Cinco grupos de 40 animales se inmunizaron, con cada una de las preparaciones
vacunales monovalentes, respectivamente, segun lo descrito en el acapite Ill.a.5. Tras 21
dias de completado el esquema de inmunizacion, los hamsteres se retaron con

aproximadamente 10 000 DLsy; de cada cepa heterdloga. Como controles del estudio se
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utilizaron 50 animales no inmunizados y retados, en grupos de 10, con cada cepa de reto.
La dosis letal media de cada una de las cepas utilizadas en el reto se corroboré 15 dias
antes del ensayo y se repiti6 de forma paralela al mismo con el objetivo de asegurar las
dosis empleadas. A continuaciéon se siguié la misma metodologia para la determinacién de

la prevalencia de Leptospira en los principales 6rganos diana, descrita en lll.a.3.

lll.7. Identificacion de los antigenos de Leptospira interrogans serogrupo Ballum por
el suero de hamsteres y humanos vacunados con vax-SPIRAL®

Para la identificacién de los antigenos de Leptospira interrogans serogrupo Ballum, por el
suero de los vacunados se desarrollé un SDS-PAGE, siguiendo la misma metodologia para
la identificacion de los perfiles antigénicos celulares (ver 111.1.6). Las bandas separadas por
SDS-PAGE se transfirieron durante 14-16 h, a 4° C, y una intensidad de corriente de 30
mA, a una membrana de nitrocelulosa (Hybond™-C extra, EUA) (Burnette, 1980). La
transferencia se realizo, utilizando como tampoén (48 mM Tris pH 9.2, 39 mM glicina, 1,3
mM SDS y 20% metanol). Luego de bloquear la membrana con leche descremada (Merck,
Alemania) al 5%, en Tris-Salina, la membrana se incub6 a 37°C durante 2 h con suero de
hamsteres o de humanos inmunizados con vax-SPIRAL®, diluido 1:20 en Tris-Salina con
5% de leche descremada y 0,05% (v/v) de Tween 20 (TSLT). Para la deteccion de las
bandas se incub6 1 h a 37°C con un conjugado de proteina A-peroxidasa (Sigma, EUA)
diluido 1:1000 en TSLT. El revelado se realizd con la solucion sustrato que contenia 4-
cloro-1-naftol (0,01 mg/mL) (Merck, Alemania) y Peréxido de Hidrogeno (0,015%, v/v)
(Fluka, Suiza). Entre cada paso de incubacion se realizaron cinco lavados de 5 min, con
Tris-Salina y Tween 20 al 0,05% (v/v). Como control negativo se utilizé suero de hamsteres

y humanos no inmunizados.
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V. RESULTADOS

IV.1. Seleccidn de las cepas candidatas vacunales

IV.1.1. Clasificacién serolégica

La clasificacion seroldgica realizada por la técnica de MAT en los 53 aislamientos clinicos
de leptospiras permitié la identificacion de cinco serogrupos (tabla 1), entre los 11 que
circulan entre humanos en Cuba, segun las notificaciones epidemiolégicas mas
actualizadas (Rodriguez | y cols., 2002; Obregdon A, 2007). Ademas, en la tabla 2 se
muestran, para las cepas de Ballum, los titulos obtenidos por la técnica de MAT frente a los

antisueros policlonales utilizados.

Tabla 1. Clasificacion serolégica hasta serogrupo, mediante la técnica de MAT de 53
aislamientos clinicos de leptospiras procedentes de la provincia de Holguin.

Aislamientos %

Serogrupos (n)
Pomona 22 41
Ballum 18 34
Canicola 11 21
Icterohaemorrhagiae 1 2
Hebdomadis 1 2

IV.1.2. Evaluacion cualitativa de la virulencia

Este ensayo permiti6 la division de las cepas obtenidas, de los 18 aislamientos
pertenecientes al serogrupo Ballum, en tres categorias: alta, moderada y baja virulencia
(tabla 2). Sdélo dos aislamientos (cepas 42600 y 12399) mostraron una elevada virulencia
en el modelo animal empleado, comportamiento que determiné su seleccidbn como cepas
candidatas vacunales del serogrupo Ballum. ElI comportamiento de la mortalidad de los
animales inoculados con las cepas seleccionadas se refleja en la figura 1. Como se puede
observar, no hubo una disminucién gradual de la sobrevida en funcién de la dosis aplicada,
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segun los coeficientes de correlaciéon de Spearman para cada cepa (012399= -0,77 Yy d42600= -

0,6), aunque esta tendencia no fue estadisticamente significativa (p >0,22) (ver anexos).

Tabla 2. Titulos de aglutininas mediante la técnica de MAT, utilizando antisueros policlonales
y evaluacion cualitativa de la virulencia de las cepas del serogrupo Ballum.

No. de Cepas Titulo por  Virulencia

orden (No.) MAT
3 92700 1/64 BV
7 104800 1/256 MV
8 105800 1/32 BV
9 91700 1/128 BV
10 98000 1/512 MV
13 101 1/64 BV
17 28800 1/320 MV
18 132400 1/64 BV
19 111599 1/512 BV
20 10099 1/256 BV
23 12399 1/320 AV
24 27299 1/32 MV
25 52900 1/512 BV
39 27000 1/128 BV
52 72100 1/64 MV
53 58000 1/128 BV
56 42600 11024 AV
57 63800 1/256 BV
Leyenda

MAT: Ensayo de microaglutinacion
AV: Altamente virulenta, MV: Medianamente virulenta, BV: baja virulencia
No.: Numero de identificacion de las cepas

En negritas las cepas seleccionadas.
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Figura 1. Resultados de la virulencia de las cepas 12399 y 42600 en el modelo animal
Hamster Sirio. No se observaron diferencias significativas con la variacion de la dosis (p
>0,22)

El uso de un panel de cuatro anticuerpos monoclonales (AcM F74C1-6, AcM F74C4-4, AcM
F74C7-3 y AcM F74C12-1), producidos por el Laboratorio de Referencia Internacional de
Leptospirosis del Instituto de Medicina Tropical de Holanda, permitié descartar la ubicacién
de las cepas en tres de los seis serovares que conforman al serogrupo Ballum (Brenner D y
cols., 1999). El tipaje con los AcMs permitié concluir que las cepas no pertenecen a los
serovares: Kenya, Guangdong y Peru, pero éste fue insuficiente para definir la ubicacion en
uno de los tres serovares restantes: Arborea, Ballum y Castellonis. Estas cepas se enviaron
al Laboratorio de Referencia de Holanda donde ratificaron la clasificacion que se obtuvo en
este trabajo, identificando las cepas dentro de los serovares Ballum y Arborea, con un titulo
de 1/10 240 y 1/5 120, respectivamente (tabla 3).
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Tabla 3. Clasificacion de las cepas por la técnica de MAT, utilizando los anticuerpos
monoclonales de referencia.

Clasificacion

Cepas Serogrupo Serovar Titulo por MAT
frente a AcMs
12399 Ballum Arbdrea 1/5 120
42600 Ballum Ballum 1/10 240
Leyenda

MAT: Ensayo de microaglutinacion
AcMs: Anticuerpos Monoclonales

Los datos de las cepas del serogrupo Ballum seleccionadas como candidatas vacunales se

relacionan en la tabla 4.

Tabla 4. Cepas del serogrupo Ballum seleccionadas como candidatas vacunales.

Cepa Fecha de aislamiento = Muestra clinica Procedencia
42600 24-5-2000 Sangre CPHE Holguin
12399 18-8-1999 Sangre CPHE Holguin
Leyenda

CPHE: Centro Provincial de Higiene y Epidemiologia

IV.1.3. Cinética del crecimiento de las cepas seleccionadas

A partir de una concentracion inicial aproximada de 5 x 10 células/mL, ambas cepas del
serogrupo Ballum alcanzaron la mitad de los rendimientos logrados por la cepa vacunal de
Canicola (1,2 x 10° células/mL) en medio EMJH, una vez finalizada la fase exponencial del
crecimiento bajo condiciones de cultivo estéatico (figura 2). Bajo estas condiciones de
cultivo, las cepas de Ballum mostraron una velocidad especifica de crecimiento menor
(M12390 = 1,0 102 h™", Haze00 = 0,9° 102 h™") y un tiempo generacional superior (Td12399 = 69h,
Tds2600 = 77h) a los alcanzados por la cepa vacunal de Canicola (ug7 = 1,2 102 h™', Tdgr =
58h), ver tabla 5.
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Figura 2. Curvas de crecimiento seguidas por las cepas candidatas vacunales del serogrupo
Ballum (12399 y 42600) y la cepa vacunal del serogrupo Canicola (87) en el medio proteico
EMJH bajo el cultivo con condiciones estaticas (30°C). Se tomaron muestras de los cultivos
cada 24 h durante 7 dias, la concentracion celular se determiné por mediciéon de la
absorbancia a 400nm y conteo directo de células en camara de Petroff-Hausser.
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Tabla 5. Parametros de crecimiento evaluados en las cepas del serogrupo Ballum y Canicola
durante el cultivo estatico en medio proteico EMJH.

Parametros de crecimiento

Cepas Co (cellmL) DO, (400nm) C1 (cel/mL) DO, (400nm) u(h-1) Td(h)
42600 (Ballum) 5x10’ 0,020 + 0,001 6,3x10°+0,3  0,175+0,008  0,9x10° 77,0
12399 (Ballum) 5x107 0,020 +0,001  6,8x10%+0,2 0,188 +0,006  1,0x1072 69,0

87 (Canicola) 5x107 0,021 + 0,003 1,2x10°+ 0,1 0,343+0,003  1,2x107 58,0
Leyenda
Co: Concentracion celular inicial C1: Concentracion celular final
DO,: Densidad éptica inicial DO,: Densidad o6ptica final
u: Velocidad especifica de crecimiento Td: Tiempo de duplicacién

Los valores de la tabla representan las medias de tres replicas del experimento

Resultados similares se observaron al evaluar la cinética de crecimiento de las tres cepas
en medio EMJH bajo las condiciones de cultivo agitado, aunque los rendimientos logrados
(en todos los casos) fueron superiores a los obtenidos bajo el cultivo estatico. Mientras que,
la cepa vacunal de Canicola alcanzé casi 2 x 10° células/mL, las dos cepas Ballum después
de cuatro dias de incubacién, mostraron un rendimiento promedio de 7 x 10® células/mL
(figura 3). Bajo estas condiciones de cultivo las tres cepas mostraron velocidades de
crecimiento especificas (12309 = 2,9 X 102 h™", Hazeo0 = 2,9 x 102 h™!, pg7 = 3,0 x 102 h'lyy
tiempos de duplicacion (Td123g9= 23,9h, Tdse00= 23,9h, Tdgz= 22,8h) muy similares (tabla
6), aunque la fase de crecimiento exponencial en las cepas de Ballum culmindé mas rapido

(figura 3).

Tabla 6. Parametros de crecimiento evaluados en las cepas del serogrupo Ballum y Canicola
durante el cultivo agitado en medio proteico EMJH.

Parametros de crecimiento
Cepas Co(cel/mL) DO, (400nm) C; (cel/mL) DO, (400nm) p (h-1) Td (h)

42600 (Ballum) 9x10’ 0,048 + 0,004 7,6x108+0,0 0,213+0,001 2,9x102 23,9

12399(Ballum) 9x10’ 0,047 £0,003 7,6x10°+0,1 0,226 +0,004 2,9x10%2 23,9

87(Canicola) 9x10’ 0,055 +0,001 1,7x10°+0,4 0,478+0.012 3,0x10%2 22,8
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Figura 3. Curvas de crecimiento seguidas por las cepas candidatas vacunales del serogrupo
Ballum (12399 y 42600) y la cepa vacunal del serogrupo Canicola (87) en el medio proteico
EMJH bajo el cultivo con condiciones agitadas (30°C y 130rpm). Se tomaron muestras de los
cultivos cada 24 h durante 7 dias, la concentracidon celular se determiné por medicion de la

absorbancia a 400nm y conteo directo de células en camara de Petroff-Hausser.
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Un aspecto de particular interés fue el mejoramiento de las caracteristicas de los cultivos de
las cepas seleccionadas después de varios subcultivos sucesivos en el medio EMJH bajo
condiciones de crecimiento agitado. Caracteristicas como la motilidad, la uniformidad
celular e incluso los rendimientos finales mejoraron luego de varios subcultivos semanales

bajo las mismas condiciones de temperatura y agitacion empleadas en este estudio.

Ninguna de las tres variantes de medio libre de proteinas analizadas logré sustentar
siquiera un discreto crecimiento de las dos cepas del serogrupo Ballum. Después de 24 h
de incubacion los cultivos mostraron un marcado efecto citolitico con una mortalidad
generalizada y la presencia de abundantes detritos. A diferencia de lo observado con la

cepa de Canicola donde se obtuvieron resultados satisfactorios (anexos)

IV.1.4. Evaluacion de la patogenia de la enfermedad en hamsteres

Las dos cepas fueron patdégenas, ya que mostraron un cuadro clinico caracterizado por:
piloereccion, excitabilidad, signos nerviosos, hemorragias por los orificios nasales y
postracién. Se observé también: ictero, congestion grave en todos los organos y
hemorragias pulmonares focales, entre otros. Las manifestaciones clinicas fueron
evidentes, caracteristicas de una infeccion experimental. Ademas, causaron la muerte del

100% de los animales entre el tercer y décimo dia posteriores a la infeccion (figuras 4 y 5).

Se pudo observar que los signos clinicos estudiados entre las diferentes cepas evaluadas
mostraron una frecuencia de aparicion variable (tabla 7). La piloereccion fue un signo
clinico generalizado para las dos cepas. Ambas cepas se comportaron de forma ictérica en
el biomodelo animal. Para ambas cepas se encontraron evidencias de la ocurrencia de

hemorragias a través de los orificios nasales.
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Figura 4. Hamsteres infectados con leptospiras serogrupo Ballum mostrando signos de
alteraciones nerviosas, hemorragias por los orificios nasales y muerte.
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Figura 5. Hamsteres infectados con leptospiras serogrupo Ballum mostrando ictero (flechas
2 y 3). y hemorragias pulmonares focales (flecha 1).
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Tabla 7. Signos clinicos observados en los animales retados con las diferentes cepas de
Leptospira virulentas.

SIGNOS CLINICOS

Cepas n(%)
Ballum (IC)
Piloereccion  Excitabilidad Ictero de piel Hemorragias en Postracion Muerte
y mucosas orificios nasales
12399 10(100) 8(80) 9(90) 5(50) 10(100) 10(100)
(72,2-100) (49,0-94,3) (59,6-99,5) (23,7-76,3) (72,2-100)  (72,2-100)
42600 10(100) 7(70) 10(100) 8(80) 10(100) 10(100)
(72,2-100) (39,7-89,2) (72,2-100) (49,0-94,3) (72,2-100)  (72,2-100)
Leyenda

IC: intervalo de confianza para p=0,05

Desde el punto de vista anatomopatolégico macroscopico se observaron evidencias
inequivocas del establecimiento de la enfermedad, asi como de graves dafios en las
visceras y los érganos. Las cepas produjeron, sobre todo, focos de hemorragias en el rifién
y los pulmones (figura 6 y 7). De forma similar ocurrié una congestion hepatica y renal, y

con menos frecuencia hemorragia renal.

Histolégicamente, el higado, el rifidn y los pulmones fueron los érganos mas afectados. El
higado se caracterizé por una grave congestidn y desorganizacion de los cordones de
hepatocitos, con focos hemorragicos y necréticos en los estados mas avanzados. En los
riniones se observé una degeneracion grave del epitelio tubular, las hemorragias y los
depositos proteinaceos a nivel de los glomérulos y tumulos (figura 8). Mientras que, los
pulmones se caracterizaron por la presencia de enfisemas, congestiones y hemorragias

graves, unido a la presencia de polimorfonucleares neutrdéfilos en los septos alveolares.

La presencia de leptospiras en la totalidad de los 6rganos investigados por la técnica
argéntica de Warthyn Starryn fue una evidencia inequivoca de la circulacion e invasividad
de las espiroquetas en los animales infectados (figura 9). Otros 6rganos que presentaron

lesiones fueron el corazon, con hemorragias e infartos agudos graves y el SNC, que se
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Figura 6. Corazén y pulmones de hamsteres infectados con el serogrupo Ballum, mostrando
congestion grave del corazén (flecha 2) y los pulmones con enfisema (flecha 3) y focos
hemorragicos (flecha 1).
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Figura 7. Hamster infectado con leptospira serogrupo Ballum, mostrando una grave
congestion renal (flecha 1) y focos hemorragicos en los pulmones (flecha 2).
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Figura 8. Corte histopatologico de rindn, mostrando una grave congestion, degeneracion del
epitelio tubular, hemorragias (flecha 3)y depdsitos proteinaceos en los glomérulos (flechas 1
y 2). HE x 120.

73



Figura 9. Corte histopatolégico de rinén, mostrando conglomerados de leptospiras en los

tamulos (circulos). Tincion especial de Warthyn Starryn x 260.
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observé congestivo al nivel de los vasos meningeos. Por otra parte, en el bazo se destacé

la congestion de los cordones de Billrock y el depdsito de hemosiderina libre y fagocitada.

IV.1.5. Determinacion de la dosis letal media

Los resultados de la evaluacion cuantitativa de la virulencia de las cepas seleccionadas
mediante la determinacion de la dosis letal media (DLsg), mostraron una DL5y=9 células
para la cepa 12399, mientras que para la cepa 42600 fue de DL5p=8.1 células. Resultados
similares se obtuvieron después de realizar tres determinaciones sucesivas. Este ensayo
mostrd, de manera general, poca variabilidad entre ensayos para una misma cepa, lo que

se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Valores de la DLs, obtenidos para cada cepa en el estudio

Valores de DLs, de los ensayos individuales (células) Valores promedios

Cepas Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 de DL, (SD)
12399 9,3 8,2 9,5 9,0 (0,7)
42600 8,5 8,3 75 8,1(0,5)

Leyenda

SD: Desviacion estandar

IV.1.6. Identificacion de los perfiles antigénicos celulares y extracelulares

El analisis de los lisados de las células completas mediante SDS-PAGE unidimensional en
un gel de poliacrilamida al 12,5%, permitié identificar la expresion de 19 bandas antigénicas
comunes para ambas cepas de Leptospira interrogans serogrupo Ballum, con pesos
moleculares de 12, 13, 15, 16, 19, 25, 29, 32, 36, 39, 41, 45, 48, 54, 64, 71, 82, 89 y 95
kDa. Estas bandas antigénicas se identificaron también en las cepas correspondientes a los

serogrupos Canicola, Icterohaemorrhagiae y Pomona (figura 10).

El analisis de los sobrenadantes libres de células reveld la expresion comun de al menos
siete bandas antigénicas definidas con pesos moleculares de 15, 20, 30, 35, 41, 47 y 158
kDa (figura 11). Se observo en todos los casos una distorsion en el patron de bandas entre
los 60 y 70 kDa.
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Figura 10. Analisis mediante SDS-PAGE unidimensional (gel separador al 12.5% y tincién con
azul brillante de Coomassie) del lisado de células completas de las cepas 87 (Canicola), 169
(Icterohaemorrhagiae), 108 (Pomona), 12399 (Ballum) y 42600 (Ballum) crecidas en el medio
EMJH bajo condiciones controladas (130 rpm, 30°C) hasta finales de la fase exponencial (4
dias). Las flechas a la derecha indican la posible ubicacion de algunas de las proteinas
altamente conservadas de Leptospira descritas en la literatura: las lipoproteinas LipL32,

LipL36, LipL41 y LipL45; la porina OmpL1 y las proteinas flagelares de 35 y 36 kDa.
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Figura 11. Andlisis mediante SDS-PAGE (gel separador al 12.5% y tincién con azul brillante
de Coomassie) de sobrenadantes libres de células de las cepas 87 (Canicola), 169
(Icterohaemorrhagiae), 108 (Pomona), 12399 (Ballum) y 42600 (Ballum) crecidas en el medio
EMJH bajo un cultivo con condiciones controladas (130 rpm, 30°C) hasta finales de la fase
exponencial. La flecha a la derecha indica la ubicaciéon de la albumina sérica bovina (BSA),
componente del medio de cultivo, que provoca distorsion del patron de bandas dada su

elevada concentracion.
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IV.2. Evaluacion de la inmunogenicidad y la capacidad protectora homéloga y
heteréloga de preparados vacunales monovalentes del serogrupo Ballum

Los titulos de aglutininas especificas inducido en los hamsteres por cada preparacion
vacunal monovalente frente a sus respectivos antigenos homélogos, 14 dias después de
completar el esquema de inmunizacién, alcanzaron valores 21:256; mientras que los titulos
previos a la primera dosis vacunal fueron menores que 1:4, para las dos cepas, al igual que

en los animales controles no inmunizados.

La evaluacion mediante ELISA de la respuesta IgG especifica inducida por ambas
preparaciones monovalentes frente al antigeno homodlogo revelé6 una seroconversion
significativa (T7/To 24) frente a cualquiera de los dos antigenos del serogrupo Ballum.
Ambas vacunas indujeron un incremento significativo de la actividad IgG especifica a uno u
otro antigeno de Ballum posterior a la primera y segunda dosis (p<0,05), aunque la
respuesta homologa inducida por el inmunogeno 12399 (figura 12) fue superior a la lograda
por el antigeno 42600 (figura 13). Los porcentajes de seroconversion logrados por ambas
preparaciones frente a los serogrupos heterdlogos fueron bajos, aunque ligeramente

superiores a Canicola en comparacion con Icterohaemorrhagiae y Pomona (figura 12y 13).

Al evaluar la capacidad de proteccion homdloga y heterdloga de cada preparacion vacunal
monovalente frente al reto con aproximadamente 100 y 10 000 DLs, de cada cepa
seleccionada y de las cepas vacunales (serogrupos Canicola, Ictero y Pomona), se aprecio
que ambas preparaciones confirieron un alto grado de proteccion contra la infeccion letal
con las dos cepas del serogrupo homologo, siendo estas diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) para cualquiera de las dosis de reto empleadas. La proteccion
cruzada frente a los serogrupos heterdélogos fue parcial y en algunos casos nula. Sélo se
aprecié una proteccion cruzada estadisticamente significativa (p<0,05) con la preparacion

del antigeno 12399 frente al reto con 100 DLs, del serogrupo Canicola (figura. 14).

Los niveles de seroconversion de IgG especifica inducidos por cada preparaciéon vacunal
monovalente de Ballum, asi como los resultados de sobrevivencia logrados frente al reto

homdlogo y heterdlogo, se compararon mediante el Test Exacto de Fisher de dos colas, sin
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Figura 12. Respuesta IgG especifica inducida en los hamsteres tras la inmunizacién con dos dosis (0,5 mL) por via intramuscular de la
preparacion vacunal monovalente de Ballum (antigeno 12399), evaluada mediante un sistema ELISA cuantitativo de células enteras y
utilizando para el recubrimiento las cepas 12399 (A) y 42600 (B), 87 de Canicola (C), 169 de Icterohaemorrhagiae (D) y 108 de Pomona (E).
Las flechas indican el momento de aplicacion de ambas dosis de vacuna y las graficas muestran el resultado de la mezcla del suero de 10

animales. Los asteriscos denotan diferencias significativas en la proteccion (p<0,05) respecto a los controles no inmunizados.

79



A | B

Seroconversion 90%

Seroconversion 100%"

I3 (UfmL)
B 2
' il —
lga (U/mL)
B 3
|
-l

=
=
4

. 2 ‘ g s = 0 2 4 6 8 0
Sermanas Somanas
o C 0 D ® | 2
g Seroconversion 20% ® Serocorversion 10%
o Seroconversion S0%* __'“ | |
A 33]
Em EX E
3 =]
2’1 l ‘{r'—-i—-._ Em EE]
L _.}—._ = =
© '_,/r H\{ ' 0 10
D ‘ - - 0 - b o+
D 2 1 6 8 10 0 2 4 ] 8 L 0 2 4 6 8 10

Figura 13. Respuesta IgG especifica inducida en los hamsteres tras la inmunizacién con dos dosis (0,5 mL) por via intramuscular de la
preparacion vacunal monovalente de Ballum (antigeno 42600), evaluada mediante un sistema ELISA cuantitativo de células enteras y
utilizando para el recubrimiento las cepas 42600 (A) y 12399 (B), 87 de Canicola (C), 169 de Icterohaemorrhagiae (D) y 108 de Pomona (E).
Las flechas indican el momento de aplicacion de ambas dosis de vacuna y las graficas muestran el resultado de la mezcla del suero de 10

animales. Los asteriscos denotan diferencias significativas en la seroconversion (p<0,05) respecto a los controles no inmunizados.
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Figura 14. Proteccion contra la infeccion letal conferida en los hamsters por las preparaciones vacunales monovalentes de Ballum tras el
reto con 100 y 10 000 DLs, de las cepas 42600 (Ballum), 12399 (Ballum), 87 (Canicola), 169 (Icterohaemorrhagiae) y 108 (Pomona) a los 14
dias de aplicada la segunda dosis. (A) Preparacion vacunal monovalente con antigeno 42600. (B) Preparaciéon vacunal monovalente con
antigeno 12399. Fueron aplicadas dos dosis (0,5mL), por via intramuscular, de vacuna monovalente con un intervalo de seis semanas. Los

asteriscos denotan diferencias significativas en la proteccion (p<0,05) respecto a los controles no inmunizados.
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existir diferencias significativas en estos parametros entre las preparaciones vacunales
(p>0,47). Ambos preparados vacunales fueron inmunogénicos y confirieron una proteccion

significativa contra Ballum.

El analisis macroscopico de los 6rganos en los animales inmunizados sobrevivientes al
reto, reveld en todos los casos, la ausencia de signos caracteristicos de infeccion
(endurecimiento, hemorragias o ictericia). Después de 60 dias de incubacion, el cultivo de
varias secciones de los 6rganos en el medio EMJH no mostré crecimiento microbiano. Para
cualquiera de las dos preparaciones monovalentes de Ballum evaluadas, se obtuvieron
resultados similares en los sobrevivientes del reto homdlogo y heterdlogo. De esta forma,
ambas preparaciones vacunales evitaron el establecimiento del estado de portador en

todos los casos en que se registrd proteccion contra la infeccion letal.

Asimismo, se comprobd para ambas preparaciones vacunales monovalentes, la existencia
de una correlacion entre los niveles de seroconversion de IgG especifica inducidos y la
proteccién frente al reto, con 10 000 DLsp de las cepas utilizadas en el ensayo (figura 15),
segun la Prueba de Correlacién de Spearman (012399=0,947, pP12399=0,014 y 842600= 1,
Paze00= 0.0) y de Pearson (0p12399=0,992, y dp42600=0.945).

IV.3. Evaluacion del efecto de una inmunizacién con una dosis de Leptospira
interrogans serogrupo Ballum en hamsteres vacunados con vax-SPIRAL®

Al evaluar la respuesta IgG especifica a Ballum inducida por la inmunizacion con vax-
SPIRAL® se aprecié un 100% de seroconversién (T/To >4), incluso posterior a la primera

dosis de vacuna trivalente (Tabla 9).
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Tabla 9. Concentracion de anticuerpos IgG especificos al serogrupo Ballum inducidos en
hamsteres después de la inmunizacién con vax-SPIRAL®.

Tiempo Concentracion de IgG (U/mL) por animal

(semana) — 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Media  SD
To 2,467 2,589 1,455 1,918 2,494 2535 2,104 1,876 1,539 2,003 2,245 0,203
Ty 23,14 49,00 8,42 2529 19,97 41,14 38,45 30,76 14,98 16,78 27,828 6,611
Ta 38,37 38,17 58,47 11,34 33,59 23,57 41,78 3567 50,03 47,63 33,920 7,093
Tz 58,55 112,67 119,73 32,01 34,82 30,15 44,54 43,39 5948 54,28 59,488 13,677

Leyenda

To: antes de la aplicacion de la primera dosis
T4: dos semanas después de aplicada la primera dosis
T,4: una semanas después de aplicada la segunda dosis (semana 7)

T+: una semana después de aplicado el buster con Ballum (semana 13)

Transcurridas seis semanas después de aplicar la primera dosis vacunal, se observé una
disminucion ligera de los niveles de IgG especificos; pero éstos se incrementaron después
de aplicar la segunda dosis, sobrepasando ligeramente el nivel maximo alcanzado después

de la primera inmunizacion (figura 16A).

La aplicacion de una dosis de la vacuna monovalente de Ballum, seis semanas después de
completar el esquema con vax-SPIRAL®, indujo un rapido y significativo incremento de la
actividad IgG especifica a Ballum (figura 16A). Este tipico efecto de respuesta humoral de
memoria tras la primera dosis con Ballum, logré un incremento de los niveles de IgG
especifica significativamente superior a aquellos logrados con una o dos dosis de antigenos
heterélogos incluidos en vax-SPIRAL®. Esta inmunizacion heteréloga con Ballum indujo,
ademas, un rapido y significativo incremento de la respuesta IgG especifica a los
serogrupos Canicola, Icterohaemorrhagiae y Pomona, aunque la magnitud de esta

respuesta heterdloga fue inferior a la lograda con dos dosis de inmunégeno homaélogo.

La inmunizacién con la cepa de Ballum en los animales vacunados con vax-SPIRAL® no
s6lo indujo un efecto buster sobre la inmunidad cruzada a este serogrupo ya establecida
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Figura 16. Respuesta IgG especifica inducida en hamsters tras la inmunizacién con dos dosis (0,5 mL) de vax-SPIRAL®y una tercera dosis
de preparacion monovalente de Ballum (antigeno 12399), evaluada mediante un sistema ELISA cuantitativo de células enteras y utilizando
para el recubrimiento las cepas 12399 de Ballum (A), 87 de Canicola (B), 169 de Icterohaemorrhagiae (C) y 108 de Pomona (D). Las flechas

indican el momento de aplicacién de las tres dosis vacunales.
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por la vacuna trivalente, sino que también potencializé la respuesta humoral a los tres

serogrupos vacunales (figura 16B, C, D).

IV.4. Evaluacion de la inmunidad cruzada en los hamsteres vacunados con vax-
SPIRAL®

Al evaluar la proteccion cruzada conferida por una dosis de vax-SPIRAL® frente al
serogrupo Ballum, se aprecié un 100% de proteccién en los animales inmunizados frente a
la infeccidn letal y al estado de portador, independientemente de la cepa de Ballum utilizada
y de la dosis de reto aplicada. Todos los animales inmunizados con la vacuna trivalente y
retados con Ballum, sobrevivieron al reto heterélogo con aproximadamente 100 6 10 000
DLsy de ambas cepas utilizadas en el estudio (tabla 10). Igual resultado se obtuvo al

evaluar la proteccion cruzada conferida por dos dosis frente al reto con Ballum (tabla 11).

Al evaluar la proteccion cruzada conferida por las diferentes diluciones de una dosis de vax-
SPIRAL® frente a Ballum, se aprecid que todos los animales sobrevivieron al reto

heter6logo con ambas cepas de Ballum utilizadas (tabla 12).

En los ensayos realizados, para ninguno de los animales que sobrevivieron al reto, se
observaron sintomas caracteristicos de infeccion en los 6rganos diana (higado y riidn), ni

crecimiento de leptospiras en los cultivos de los 6rganos realizados.

Tabla 10. Resultados del reto de hamsteres vacunados con una dosis de vax-SPIRAL® (Lote
7001), frente a aproximadamente 100 y 10 000 DL;, de las cepas virulentas seleccionadas
(12399 y 42600).

Vacunados No vacunados
No. de DL5 Cepa de reto n=10 n=10
%S %S
12399 100* 0
100 42600 100* 0
12399 100* 0
10 000 42600 100* 0

Leyenda

%S: Porcentaje de sobrevivencia
* diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los animales inmunizados y sus
controles
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Tabla 11. Resultados del reto en hamsteres vacunados con dos dosis de vax-SPIRAL®, (Lote
7001), frente a aproximadamente 100 y 10 000 DL;, de las cepas virulentas seleccionadas
(12399 y 42600) y a 10 000 DL5, de los serovares Canicola, Copenhageni y Mozdok.

Vacunados No vacunados
No. de DLs Cepa de reto n=10 n=10
%S %S
12399 100* 0
100 42600 100* 0
12399 100* 0
42600 100* 0
10 000 Canicola 100* 0
Copenhageni 100* 0
Mozdok 100* 0

Leyenda

%S: Porcentaje de sobrevivencia
* diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los animales inmunizados y sus
controles

Tabla 12. Resultados del reto de hamsteres vacunados con las diferentes diluciones de una
Gnica dosis de vax-SPIRAL® (Lote 7001), frente a aproximadamente 100 y 10 000 DLs, de las
cepas virulentas seleccionadas de Ballum (12399 y 42600).

Dilucion Vacunados No vacunados
de la DLsg Cepa de n=10 n=10
vacuna reto %S %S
12399 100* 0
1/2 100 42600 100* 0
12399 100* 0
10 000 42600 100* 0
100 12399 100* 0
1/4 42600 100* 0
10 000 12399 100* 0
42600 100* 0
100 12399 100* 0
1/8 42600 100* 0
10 000 12399 100* 0
42600 100* 0
Leyenda

%S: Porcentaje de sobrevivencia
* diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los animales inmunizados y sus
controles
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IV.5. Inmunizacién pasiva

Al estimar los niveles de aglutininas especificas, mediante la técnica de MAT, inducidos en
la mezcla de los sueros procedentes de hamsteres inmunizados con vax-SPIRAL®, se
alcanzaron titulos de 1/128, 1/64, 1/32, para Canicola, Icterohaemorrhagiae y Pomona,
respectivamente; mientras que, para el resto de los serogrupos evaluados no se observo
reactividad. Los resultados sobre el nivel de proteccion conferido por esta mezcla de
sueros, mostraron un 80% y 60% de sobrevivencia en los animales retados con la cepa
12399, para las diluciones puro y 1/2, respectivamente. Mientras que, para la cepa 42600
los niveles de proteccion fueron mas bajos (70% y 40%, respectivamente). Para el resto de
las diluciones no se observo proteccidn. Por otra parte, se observd un 100% de mortalidad
en los controles, cuyas muertes ocurrieron entre los cinco a seis dias posteriores al reto. Se
observaron diferencias significativas entre los porcentajes de sobrevivencia de los animales
inmunizados y los controles para las diluciones de suero puro y 1:2 para la cepa de reto
12399; mientras que para la cepa 42600 fue significativa s6lo para la muestra sin diluir
(p<0,05). La prueba Chi cuadrado mostré diferencias estadisticamente significativas entre
los niveles de proteccion conferida para cada una de las diluciones del suero de los
hamsteres vacunados con vax-SPIRAL®, frente al reto para una misma cepa de Ballum
(p<0,05) (tabla 13).

Los resultados de la técnica de MAT para la mezcla de los sueros de individuos vacunados
con vax-SPIRAL®, mostraron titulos de 1/320, 1/128, 1/128, 1/64, 1/64, 1/32 y 1/32 para
Canicola, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Sarmin, Javanica, Pyrogenes y Australis,
respectivamente; mientras que para el resto de los serovares evaluados no se observo
reactividad. Resultados similares a los ya descritos en el experimento anterior, se

obtuvieron con el suero de humanos vacunados con dos dosis de vax-SPIRAL® (tabla 14).

La evaluacion de los niveles de aglutininas especificas inducidas en la mezcla de suero
procedente de los animales inmunizados con las variantes monovalentes de Ballum, arrojo
titulos de 1/128, 1/32, 1/32, 1/1024, 1/256, 1/4 para Canicola, Icterohaemorrhagiae,
Pomona, Ballum 12399, Ballum 42600 y Pyrogenes, respectivamente, en la variante

monovalente 12399 y de 1/64, 1/16, 1/8, 1/128, 1/512 para Canicola, Icterohaemorrhagiae,
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Pomona, Ballum 12399 y Ballum 42600, respectivamente, en la variante 42600; mientras
que para el resto de los serovares evaluados no mostré reactividad. Como se puede
apreciar en la tabla 15, hubo un 100% de proteccion con el serogrupo Canicola y con el
serogrupo homologo tanto para el serovar homdélogo como para el heter6logo, mientras que
para los serogrupos Icterohaemorrhagiae y Pomona no se observo proteccion en los

hamsteres inmunizados.

Tabla 13. Proteccion pasiva conferida por las diferentes diluciones del suero de los
hamsteres vacunados con vax-SPIRAL® (Lote 8027X), frente a aproximadamente 10 000 DLs,
de las cepas virulentas seleccionadas (12399 y 42600).

Suero Vacunados Suero Control
Dilucion del Cepas del reto n=10 n=10

suero %S %S
12399 80* 0
Puro 42600 70* 0
12399 60* 0
1/2 42600 40 0
12399 0 0
1/4 42600 0 0
12399 0 0
1/8 42600 0 0

Leyenda

%S: Porcentaje de sobrevivencia
* diferencia estadisticamente significativas (p<0,05) entre animales inmunizados y sus controles
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Tabla 14. Resultados de la protecciéon pasiva conferida por las diferentes diluciones del
suero de humanos vacunados con vax-SPIRAL® (Lote 9009), frente a aproximadamente 10
000 DLs, de las cepas virulentas seleccionadas (12399 y 42600).

Suero Vacunados Suero Control
Dilucion del Cepas del reto n=10 n=10

suero %S %S
12399 80* 0
Puro 42600 80* 0
12399 30 0
1/2 42600 30 0
12399 0 0
1/4 42600 0 0
12399 0 0
1/8 42600 0 0

Leyenda

%S: Porcentaje de sobrevivencia
* diferencia estadisticamente significativas (p<0,05) entre animales inmunizados y sus controles

Tabla 15. Proteccion pasiva conferida por el suero de hamsteres vacunados con las
formulaciones monovalentes de Ballum, frente a aproximadamente 10 000 DL, de las cepas
virulentas de los serogrupos Canicola, Icterohaemorrhagiae, Pomona y Ballum (12399 y
42600).

Suero Vacunados Suero Control
Variante del Serovares del reto n=10 n=10
suero %S %S

Canicola 100* 0

Suero de animales Icterohaemorrhagiae 0 0

inmunizados con Pomona 0 0
monovalente de .

Ballum (12399) 12399 100 0

42600 100* 0

Canicola 100* 0

Suero de animales Icterohaemorrhagiae 0 0

inmunizados con Pomona 0 0
monovalente de .

Ballum (42600) 12399 100 0

42600 100* 0

Leyenda
%S: Porcentaje de sobrevivencia
* diferencia estadisticamente significativas (p<0,05) entre animales inmunizados y sus controles
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IV.6. Identificacién de los serogrupos componentes de vax-SPIRAL® que confieren
proteccion cruzada a Leptospira interrogans serogrupo Ballum

Los resultados de este trabajo mostraron una alta proteccion cruzada entre los serogrupos
Canicola y Ballum. Se observo 100% de sobrevivencia en los animales inmunizados con la
variante monovalente de Canicola y retados con ambas cepas de Ballum (12399 y 42600) y
viceversa, respectivamente. Por otro lado, no se evidencié proteccién cruzada entre los
serogrupos Icterohaemorrhagiae y Ballum, ni entre Pomona y Ballum (tabla 16). Este
estudio mostr6 también proteccion cruzada entre los serogrupos Canicola e

Icterohaemorrhagiae, pero no entre estos dos con Pomona.

De forma general, las muertes de los animales ocurrieron entre el cuarto y séptimo dia
(figura 17). Los primeros signos clinicos se observaron a partir de las 72 h posteriores al
reto. Desde el punto de vista clinico y anatomopatolégico macroscoépico, los animales que
no sobrevivieron el reto, presentaron signos y lesiones que avalaron el cuadro de la
enfermedad leptospirdsica, asi como graves dafios en las visceras y los 6rganos; dafios
caracteristicos en los drganos diana como el higado y el rifion y las hemorragias
pulmonares, entre otras. Por otra parte, la investigacion macroscépica en los animales
sobrevivientes al reto, no mostré dafos en sus érganos y tejidos, es decir no se observaron
signos de la enfermedad leptospirdsica. Tampoco se aislaron leptospiras en los cultivos de

los érganos diana (higado y rifidn).

En la tabla 17 se muestran los valores de la DLsy individuales (antes y durante el
experimento) y el promedio, para cada una de las cepas evaluadas. Como puede
observarse, todas las cepas necesitaron solamente indculos por debajo de
aproximadamente 10 leptospiras para producir la infeccidn y posteriormente la muerte de

los animales inoculados.
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Figura 17. Analisis de Kaplan-Meier o curva de sobrevivencia de los hamsters inmunizados

con las prepraciones monovalentes de: Ballum 42600, Ballum 12399, Canicola,

Icterohaemorrhagiae y Pomona, frente al reto con las cepas virulentas de A Canicola,
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Tabla 16. Proteccion heteréloga de las preparaciones monovalentes de los serogrupos
incluidos en vax-SPIRAL® y el serogrupo Ballum frente al reto heterélogo.

Sobrevivencia Sobrevivencia
Variante de  Serogrupo de los animales  Variante de Serogrupo de los animales
vacuna de reto %S %M vacuna de reto %S %M
Ictero. 100 0 Canicola 100 0
Monovalente Pomona 0 100 Monovalente Ictero 10 90
Canicola Ballum 100 0 Ballum 42600 Pomona 0 100
(12399)
Ballum 100 0 Ballum 100 0
(42600) (12399)
Canicola 90 10 Canicola 0 100
Monovalente Pomona 0 100 Monovalente Ictero 0 100
Ictero Ballum 0 100 Pomona Ballum 0 100
(12399) (12399)
Ballum 0 100 Ballum 0 100
(42600) (42600)
Canicola 100 0 Canicola 0 100
Monovalente Ictero 10 90 Ictero 0 100
Ballum Pomona 0 100 Controles Pomona 0 100
12399 Ballum 100 0 Ballum 0 100
(42600) (12399)
Ballum 0 100
(42600)

Leyenda
% S porcentaje de sobrevivencia
% M porcentaje de mortalidad

Tabla 17. Valores de DLs, alcanzados en el estudio

Valores de DL, de los Valores promedios
Cepas experimentos individuales de la
Antes Durante DLso (* SD)
Canicola 7 8 7,5 (0,7)
Ictero 5 54 5,2 (0,3)
Pomona 3 4 4,5(0,7)
12399 9,3 9,5 9,4 (0,1)
42600 8,5 7,5 8,0 (0,7)

Leyenda

DLso: Dosis letal media
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IV.7. Identificacion de los antigenos de Leptospira interrogans serogrupo Ballum por
anticuerpos inducidos en el suero de los hamsteres y los humanos vacunados con
vax-SPIRAL®

La conservacion antigénica de las proteinas se demostr6 mediante la técnica de
inmunoblotting. Algunos de estos antigenos celulares altamente conservados fueron
reconocidos por el suero de los hamsteres y humanos vacunados con vax-SPIRAL®, como
las proteinas de 31, 32, 41, 45, 48 kDa y fundamentalmente los ubicados en la zona de 35-
36 kDa (figura 18 y 19).
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Figura 18. Analisis mediante Western blotting con el suero de los hamsters vacunados con
dos dosis de vax-SPIRAL® de lisado de células completas de las cepas 87 (Canicola), 169
(Icterohaemorrhagiae), 108 (Pomona), 12399 (Ballum) y 42600 (Ballum).
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Figura 19. Analisis mediante SDS-PAGE unidimensional 12,5 % (A) y Western blotting con suero de humanos vacunados con dos dosis de

vax-SPIRAL® (B) de lisado de células completas de las cepas 12399 y 42600 de Leptospira interrogans serogrupo Ballum.
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V. DISCUSION

V.1. Seleccién de las cepas candidatas vacunales

Uno de los primeros pasos en la confeccion de una vacuna antileptospirosica es la correcta
seleccion y la caracterizacion de las cepas a utilizar como candidatas vacunales (Levett P,
2001; Faine S y cols., 1999). Las mismas deberan pertenecer a los serovares de
leptospiras contra los cuales se desea conferir la proteccién y deben también caracterizarse
por su alta virulencia (Shenberg E y Torten M, 1973; WHO, 2003a). Teniendo en cuenta
este criterio y dada la necesidad actual de obtencién de nuevas formulaciones eficaces
contra la infeccion por el serogrupo Ballum, se caracterizaron microbiolégica e
inmunolégicamente cepas de este serogrupo de Leptospira con una alta circulacion en
Cuba.

La mayoria de las vacunas antileptospirdsicas disponibles hasta la fecha confieren una
inmunidad de corta duracién y restringida al serogrupo/serovar componente de la
formulacion (Levett P, 2001). Por tal motivo, la pertenencia al serogrupo hacia el cual se
desea conferir la proteccion es el principal rasgo que debe caracterizar a una cepa
candidata vacunal (WHO, 2003a). Aunque en los ultimos afios han sido introducidos una
gran variedad de modernos métodos para el analisis genético, el tipaje y la clasificacion de
cepas de Leptospira, la clasificacion serolégica mediante la técnica de microaglutinacion
constituye aun el método mas utilizado, a pesar de ser laboriosa y limitada para la
clasificacion hasta serogrupo, si no se dispone de una bateria de anticuerpos monoclonales
(Terpstra W y cols., 2000). EI empleo de esta técnica seroléogica ha permitido el
reconocimiento de al menos 11 serogrupos patdogenos de Leptospira en humanos con alta
circulacion en Cuba (Rodriguez | y cols., 2002) de los 24 que se reconocen actualmente
(Brenner D y cols., 1999; Levett P, 2001).

Los antisueros policlonales de referencia y anticuerpos monoclonales especificos a
Leptospira son producidos en muy pocos laboratorios especializados bajo procedimientos
normalizados internacionalmente (Faine S, 1982). El uso de estas herramientas de

clasificacion seroldgica, permiti6 determinar el serovar de cada una de las cepas
97



seleccionadas del serogrupo Ballum, en Arbérea para la cepa 12399 y Ballum para la cepa
42600.

Contar con aislamientos de cepas, caracterizadas por una elevada virulencia vy
representativas de los serogrupos circulantes en una region determinada, simplificaria la
confeccion de una vacuna antileptospirésica hecha a la medida (Levett P, 2001; Gonzalez
Ay cols., 2003c). Por tanto, una evaluacién mas completa de la capacidad de candidatos
vacunales para inducir una respuesta inmunoprotectora, requiere un panel bien
caracterizado de cepas virulentas que representen los serovares de importancia, tanto

desde el punto de vista clinico como veterinario (WHO, 2003a).

Numerosos estudios han mostrado diferencias sustanciales en la expresion de los
antigenos importantes en la patogénesis de la enfermedad leptospirdsica, entre cepas
isogénicas virulentas y avirulentas. Proteinas extracelulares (Volina E y cols., 1986),
lipoproteinas de membrana externa (Matsunaga J y cols., 2002) y adhesinas (Ballard S y
cols., 1986; Merien F y cols., 1997; 2000) se expresan mucho mas por cepas virulentas que
por sus variantes avirulentas. Esta desigual arquitectura antigénica, al parecer se revierte
en una desigual capacidad protectora de unas y otras cepas al ser incluidas en preparados
vacunales de células enteras (Bernasovskaia E, Kondratenko V y Melnitskaia E, 1994;
Levett P, 2001; Cullen P y cols., 2002); de ahi la importancia de que las cepas
seleccionadas muestren una elevada virulencia en los modelos animales y sea este otro

importante criterio de seleccion.

Aunque la virulencia de los microorganismos patdégenos es casi siempre cuantificada en
modelos animales mediante el calculo de la dosis letal media, en este trabajo de tesis se
hicieron métodos cualitativos de estimacion de la virulencia que, aunque menos exactos,
fueron igualmente reproducibles y requirieron muchos menos animales, lo que los hace
mas apropiados para estimar simultdneamente esta capacidad en un gran numero de
cepas (Gonzalez A y cols., 2002a). La determinacion de la virulencia en hamsteres como

segundo criterio de seleccion de las cepas candidatas vacunales, permitié disponer de dos
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cepas con alta virulencia del serogrupo Ballum a partir de los 18 aislamientos

pertenecientes a este serogrupo.

V.1.3. Cinética de crecimiento de las cepas seleccionadas

El medio proteico EMJH es considerado un medio superior a los tradicionales medios
naturales que contienen suero de conejo como constituyente esencial (Faine S, 1982;
Ratnam S, 1994). Al ser un medio quimicamente definido, permite superar la inconsistencia
en el crecimiento originada por la variabilidad de la capacidad nutricional de los lotes de
suero y reduce la reactogenicidad de preparados vacunales asociada a las proteinas del
suero. A pesar de su elevado costo en el mercado internacional este medio sintético es
actualmente el mas utilizado para el aislamiento, mantenimiento y cultivo de cepas de
leptospiras. No obstante, en ocasiones el EMJH es insuficiente para el aislamiento y cultivo
de serovares de crecimiento fastidioso, los cuales requieren la adicion de factores de
crecimiento, mayormente proteicos, como suero de conejo, suero fetal bovino, hidrolizado
de lacto-albumina, superéxido dismutasa, entre otros (Staneck J y cols., 1973). Estos son
componentes nutricionales poco convenientes para el escalado tecnoldgico y cultivo de
antigenos vacunales para uso humano, dada la conocida reactogenicidad de pequefas

trazas de proteinas séricas en el producto final.

El serogrupo Ballum ha sido reconocido como un taxdn que agrupa cepas de crecimiento
fastidioso, con requerimientos nutricionales mas exigentes que otras cepas patdgenas de
Leptospira (Johnson Ry cols., 1973; Faine S, 1982). El serogrupo Canicola, a diferencia de
Ballum, agrupa cepas con uno de los crecimientos menos fastidiosos dentro de las
leptospiras patégenas (Johnson Ry cols., 1973), por lo cual se incorporé la cepa vacunal

87 como referencia al evaluar el crecimiento de las cepas seleccionadas.

El mejoramiento de las caracteristicas de los cultivos, luego de subcultivos semanales bajo
las condiciones de temperatura y agitacidn empleadas sugirieron que ambas cepas
clinicas, que no habian sido cultivadas in vitro con anterioridad al presente estudio, fueron
adaptando paulatinamente su maquinaria metabdlica a las nuevas condiciones

nutricionales suministradas en el laboratorio, logrando una mejor asimilacién de los
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nutrientes del medio de cultivo tras sucesivos subcultivos. Los resultados logrados al
evaluar la cinética de crecimiento de las cepas en medio EMJH bajo condiciones de cultivo
agitado fueron superiores al cultivo estatico, lo cual puede explicarse si tenemos en cuenta
la naturaleza aerobia del metabolismo de Leptospira (Faine S, 1982; 1999; Murray P y
cols., 1995).

Por otra parte, los resultados de las evaluaciones realizadas en este estudio confirmaron el
caracter fastidioso del crecimiento in vitro de las cepas del serogrupo Ballum en
comparacion con aquel logrado por la cepa vacunal de L. Canicola bajo las mismas
condiciones. Este crecimiento fastidioso fue aun mas evidente tras la evaluacién del mismo
en las tres variantes medio libre de proteinas, utilizadas en el Instituto Finlay para la
produccion de los antigenos vacunales. Estos resultados pudieran esperarse si tenemos en
cuenta que estos medios sintéticos contienen niveles aun menores de macronutrientes y
factores de crecimiento (PNO, 2002). Sin embargo, los resultados obtenidos indicaron no
solo la carencia o déficit de un nutriente esencial para el crecimiento de las cepas
seleccionadas, sino ademas la presencia, en los tres medios evaluados, de al menos un
componente con marcado efecto citotoxico, dada la generalizada mortalidad e incluso la

apreciacion de abundantes detritos celulares con tan solo 24 h de incubacion.

El cultivo de las cepas vacunales de Leptospira en los medios libres de proteinas o con
bajos niveles de estas, resulta de extrema importancia en la produccion de vacunas poco
reactogénicas para uso humano (WHO, 2003a). En el Instituto Finlay fue optimizada la
variante de medio libre de proteinas desarrollada por Shenberg y Torten (Shenberg vy
Torten, 1973) para el cultivo final de los antigenos vacunales pertenecientes a los tres
serovares incluidos en la vacuna vax-SPIRAL® (PNO, 2002). De esta forma, en la
produccion de esta vacuna trivalente, se emplean tres variantes de medio libre de proteinas
con una composicion nutricional similar, aunque no idéntica, los cuales soportan un buen
crecimiento y logran mantener las principales propiedades de las cepas vacunales de los
serogrupos Canicola, Icterohaemorrhagiae y Pomona. Sin embargo, estos medios fueron
altamente citotoxicos e ineficientes para el cultivo de las cepas seleccionadas de Ballum.

Para la incorporacién del serogrupo Ballum en una nueva formulacion vacunal sera
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necesaria la obtencién y optimizacion de un medio libre de proteinas que sustente un buen
crecimiento de estas cepas fastidiosas, sin la afectacion de otras propiedades importantes

como su virulencia, antigenicidad e inmunogenicidad.

V.1.4. Evaluacion de la patogenia de la enfermedad en hamsteres

Cuando la enfermedad se presenta en su forma natural, tanto en el hombre como en los
animales domésticos y salvajes, el periodo de incubacién oscila entre 7 y 12 dias (Levett P,
2001; Oliva R y cols., 1998). Sin embargo, cuando se realizan infecciones experimentales,
estos se acortan de 3 a 5 dias (Malajov Y y cols., 2007). Estos resultados concordaron con
las observaciones encontradas en la mayoria de las cepas virulentas evaluadas en este
estudio en el biomodelo Hamster Sirio. Se utilizé6 la via IP, que facilita una rapida
incorporaciéon de las leptospiras al torrente sanguineo del animal (Oliva R y cols., 1998;
Gonzalez M y cols., 2004) y se emplearon altas cargas bacterianas. Logicamente, la
patogenia de la enfermedad seria mas “demorada” si la infeccion fuese por las vias

naturales y con menores cargas bacterianas.

La piloereccion esta asociada con el establecimiento de la fase leptospirémica de la
enfermedad y con los picos de fiebre bifasicos (Oliva R y cols., 1998). Igualmente, la
excitabilidad es un signo que, por lo general se manifiesta cuando aparecen estos picos de
fiebre y comienzan los danos a nivel de sistema nervioso central (SNC) (Infante J y cols.,
1998). La leptospirosis puede presentarse de forma ictérica o anictérica, lo cual esta dado
entre otros factores por las caracteristicas propias de cada cepa (Vinetz J y cols., 2001;
Sandow K y cols., 2005). Ambas cepas se comportaron de forma ictérica en el biomodelo
animal. En la etiopatogenia de la leptospirosis se describe y es conocido que ella provoca
ruptura del endotelio vascular (Terpstra W y cols., 2000; Cachay E y cols., 2005). En la
mayoria de los animales (mas del 50%), para ambas cepas, se encontraron evidencias de

la ocurrencia de hemorragias a través de los orificios nasales.

Desde el punto de vista anatomopatolégico macroscopico, predomind la presencia de
cuadros congestivos y hemorragicos en todos los 6rganos y sistemas; la presencia de

ictero tanto en piel como en mucosas, se evidencié para las dos cepas. El analisis
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macroscoépico corrobord el hallazgo general y se constaté de la presencia de procesos
congestivos y hemorragicos junto con las lesiones propias de caquexia (degeneraciones
mucoides de las grasas renales y cardiacas y el agotamiento esplénico). Todo ello coincidid
con las lesiones mas comunes, descritas en las especies animales infectadas natural o
artificialmente por este germen (Levett P, 2001; Silva E y cols., 2007). Los hallazgos
histolégicos encontrados en el higado, el rindn y los pulmones son similares a los
detectados en los animales y el hombre (Budieno E y cols., 2009; Spichler A y cols., 2008;
Yang J y cols., 2009). Ademas, estos resultados fueron semejantes a los previamente
descritos en curieles infectados de manera experimental con el serogrupo
Icterohaemorrhagiae, donde el higado presenté congestion, pérdida de la organizacién de
los cordones de hepatocitos y diferentes grados de degeneracién, asi como necrosis y

depdsitos de hemosiderina (Alves V y cols., 1991; 1992).

V.1.5. Determinacion de la dosis letal media

Ambas cepas candidatas vacunales de Leptospira interrogans serogrupo Ballum mostraron
una elevada virulencia en este modelo animal, los valores de DLsy obtenidos en ambos
casos estuvieron en correspondencia con aquellos comunmente mostrados por cepas de
Leptospira altamente virulentas (Gonzalez M y cols., 2004) y fueron comparables con las

DLso observadas para las cepas que conforman la actual vacuna antileptospirdsica cubana
vax-SPIRAL . Este estudio ademas, corrobord la alta virulencia observada en la evaluacién

cualitativa de la misma.

V.1.6. Identificaciéon de los antigenos proteicos celulares y extracelulares

La base antigénica para la clasificacion de Leptospira en serovares radica en la
composicion y estructura de las cadenas polisacaridicas del LPS (Bulach D y cols., 2000).
Dada la inmunodominancia de esta macromolécula de superficie, la inmunidad protectora
conferida por las vacunas disponibles en la actualidad es serovar especifica (Faine S y
cols., 1999; Levett P, 2001). Los anticuerpos dirigidos contra el LPS, casi exclusivamente
de tipo IgM (Guerreiro H y cols., 2001), confieren una completa proteccion homéloga tanto
en los experimentos de protecciéon activa (Midwinter A y cols., 1990; Sonrier C y cols.,
2000) como pasiva (Jost B y cols., 1986; Masuzawa T y cols., 1990b). Pero no logran
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conferir proteccion cruzada contra la infeccidbn por serovares heterdlogos dada la gran
variedad de formas de LPS presentadas al sistema inmune hospedero (Sonrier C y cols.,
2000). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que extractos de proteinas de
membrana externa carentes de LPS, logran conferir una completa proteccion homéloga y
una parcial proteccidon contra retos heterdlogos (Sonrier C y cols., 2000). Por otro lado,
combinaciones de proteinas de membrana externa recombinantes han logrado establecer
proteccidon homologa y heteréloga parciales (Branger C y cols., 2001). Dada la inherente
dificultad de preparar vacunas multivalentes de LPS (Midwinter A y cols., 1990), la
identificacion de antigenos proteicos conservados para su uso en la confeccion de vacunas
de nueva generacion, mas puras, mejor definidas y capaces de conferir una proteccién de
amplio espectro o para el diagndstico temprano de la enfermedad, constituye un paso de
vital importancia para el control eficaz de la leptospirosis humana y animal. Tomando este
criterio como premisa y dado el hecho de que mas de 11 serogrupos de Leptospira circulan
en nuestro pais como causa de infeccidbn en humanos, resulté de particular interés la
identificacion de los principales antigenos proteicos celulares y extracelulares expresados
por las cepas candidatas vacunales, haciendo énfasis en aquellos altamente conservados
entre los cuatro serogrupos de mayor circulacion: Ballum, Pomona, Canicola e

Icterohaemorrhagiae.

Una gran diversidad de antigenos proteicos ha sido identificada mediante el estudio de los
perfiles electroforéticos de células completas de Leptospira. Estos antigenos en su mayoria
se ubican entre los 20 y 80 kDa e incluyen proteinas citoplasmaticas, periplasmaticas y de
membrana interna y externa (Zuerner Ry cols., 1991; Guerreiro H y cols., 2001; Cullen P y
cols., 2002). El tratamiento de las muestras con enzimas proteoliticas ha demostrado que el
LPS, principal antigeno inmunoprotector de Leptospira, se ubica por debajo de los 20 kDa
(Chapman Ay cols., 1991; Haake D y cols., 1991). Aunque comunmente son identificados
numerosos antigenos proteicos en los perfiles electroforéticos de ceélulas completas o
fracciones de estas, solo unos pocos han sido reconocidos. Muchos de los antigenos
proteicos celulares identificados en las cepas de este estudio, pudieran corresponderse con
algunas de las proteinas descritas y caracterizadas en la literatura de la ultima década,

todas muy conservadas entre las cepas patdgenas de Leptospira.
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De esta forma, la banda antigénica de 32 kDa, comunmente expresada por todas las
cepas, pudiera corresponderse con la principal lipoproteina de membrana externa de
Leptospira: LipL32 (Haake D y cols., 2000). Esta lipoproteina presenta una secuencia
aminoacidica conservada entre las cepas patdégenas y muestra altos niveles de expresiéon
tanto in vitro como in vivo (Haake D vy cols., 2000). LipL32 constituye el antigeno proteico
mas abundante en la membrana externa y el de mayor relevancia en la respuesta inmune
frente a la infeccidn natural, tanto en la fase aguda como en la convalescencia (Guerreiro H
y cols., 2001; Cullen P y cols., 2002) y ha sido vinculada directamente con la induccién del
dafio a nivel de los tubulos renales (Yang C y cols., 2002). Estudios recientes, utilizando
espectrometria  de masa, han mostrado que LipL32 sufre modificaciones
postransduccionales influenciadas por diversas condiciones ambientales, generando un
gran numero de proteinas de menor peso molecular, con funciones aun desconocidas, que
son expresadas de manera simultanea con la lipoproteina de la membrana externa (Cullen
P y cols., 2002). Algunos investigadores consideran a esta proteina como un marcador de
infeccion sensible y especifico, sugiriendo su uso en técnicas serologicas para el
diagndstico temprano de la enfermedad leptospirdsica (Guerreiro H y cols., 2001). Por su
parte, Branger y cols. sugieren que esta lipoproteina pudiera constituir un buen candidato
para el desarrollo de una nueva generacién de vacunas capaces de conferir, mediante
meétodos apropiados de inmunizacion, una protecciéon de amplio espectro (Branger C y
cols., 2001).

Otro antigeno identificado en todas las cepas fue una proteina de 36 kDa, la cual pudiera
corresponderse con la lipoproteina de membrana externa LipL36 (Haake D y cols., 1998).
Al igual que LipL32, esta lipoproteina de 36 kDa es expresada por un gran numero de
serovares patdgenos, pero no por cepas saprofitas. Sin embargo, su expresion es regulada
hasta niveles no detectables durante la infeccion in vivo o en condiciones in vitro que
simulan el ambiente hospedero, tales como las temperaturas superiores a 30°C o la
limitacion de hierro (Haake D y cols., 1998; Barnett J y cols., 1999; Cullen P y cols., 2002).
Algunos investigadores consideran que esta proteina pudiera participar en la adaptacion del
microorganismo a las condiciones ambientales externas al hospedero, una vez excretado a

través de la orina. Sugieren ademas, que su aplicacion como inmundgeno, pudiera generar
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anticuerpos neutralizantes que ejerzan una accién rapida tras la entrada del patégeno al
hospedero (Cullen P y cols., 2002), tal y como sucede con la proteina OspA en Borrelia
burgdorferi (Steere A y cols., 1998). Sin embargo, la capacidad neutralizante de anticuerpos
anti-LipL36 seria limitada, dado que esta proteina es expresada en la cara periplasmatica
de la membrana externa y no en la superficie microbiana expuesta al sistema inmune
(Haake D y cols., 1998).

Otros antigenos proteicos de gran relevancia y muy conservados en las cepas patdgenas,
como la proteina transmembrana OmpL1 (Shang E y cols., 1995) y la lipoproteina LipL41
(Shang E y cols., 1996), pudieron ser expresados también por todas las cepas en estudio.
La proteina de membrana externa OmpL1, es una proteina transmembrana que funciona
como porina formando un poro hidrofilico, que permite el paso al interior de la célula de
nutrientes hidrosolubles. Los niveles de expresion de esta porina son extremadamente
bajos tanto in vitro como in vivo (Shang E y cols., 1995; Barnett J y cols., 1999) y algunos
autores han correlacionado este hecho con el lento crecimiento de Leptospira (Haake D y
cols., 1991). Esta proteina es muy sensible al calor y a las condiciones reductoras,
mostrando un patron de movilidad electroforética inusual. En su forma no desnaturalizada,
la mas abundante bajo las condiciones de separacién empleadas en este trabajo, migra con
una masa molecular aparente de 25 kDa; mientras que en su forma desnaturalizada
(extraccion con urea y altas temperaturas por mas de 15 minutos) migra mayoritariamente
cercano a los 33 kDa (Shang E y cols., 1995). Aunque OmpL1 es expresada in vivo,
dificilmente logra ser identificada mediante immunoblotting unidimensional por el suero de
convalescientes debido a que su reconocimiento queda enmascarado por la amplia
reactividad del LPS (Guerreiro H y cols., 2001).

Por su parte, la lipoproteina LipL41 es expresada tanto en la membrana externa como en la
membrana citoplasmatica, pero a diferencia de LipL36 aparece expuesta en la superficie
del microorganismo y no hacia el lado periplasmatico de la membrana externa (Shang E y
cols., 1996; Haake D y cols., 1998). Estudios recientes han mostrado un efecto sinérgico en
la proteccidon homodloga conferida por OmpL1 y LipL41 recombinantes al ser aplicadas

juntas y asociadas a una membrana bacteriana (Haake D y cols., 1999). Sin embargo, la
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administracion de estas proteinas por separado o juntas, pero no asociadas a membrana
no logré los mismos niveles de proteccion. Ello sugiere la existencia de epitopes
conformacionales de gran relevancia y la importancia de una adecuada forma de
presentacibn de los antigenos al sistema inmune, para lograr los niveles de
inmunoproteccion deseados (Haake D y cols., 1999). Aunque los animales inmunizados no
fueron retados con serovares heterdlogos en el estudio, la gran homologia antigénica de
LipL41 y OmpL1 entre los serovares patdégenos de Leptospira sugieren que estas proteinas

pudieran conferir al menos una proteccion cruzada parcial (Haake D y cols., 1999).

Todas las cepas expresaron uniformemente una proteina de 45 kDa, la cual pudiera
corresponderse con la lipoproteina de membrana interna LipL45, muy conservada entre las
cepas patogenas de Leptospira (Matsunaga J y cols., 2002). Esta lipoproteina es
expresada in vivo, pero en condiciones in vitro solo es expresada por cepas virulentas con
un limitado numero de subcultivos, por lo cual ha sido considerada como un marcador de
virulencia (Matsunaga J y cols., 2002). LipL45 genera, por clivaje postransduccional, una
proteina periférica de 31 kDa (P31), que se encuentra asociada tanto a la membrana
externa como a la interna, siendo la primera proteina periférica descrita para Leptospira. Al
igual que LipL45, P31 se expresa tanto in vivo como in vitro, pero a diferencia de ella su
expresion no disminuye con la atenuacién de la virulencia de la cepa tras numerosos
subcultivos, siendo expresada tanto por cepas virulentas como por sus variantes
avirulentas con un pico de expresion en la fase estacionaria del crecimiento (Matsunaga J y
cols., 2002). Se piensa que P31 es generada por la accion de una enzima proteolitica que
escinde a LipL45 por la region anclada a la membrana citoplasmatica, liberando la porcién
de proteina extendida hacia el espacio periplasmatico que luego se asocia tanto a la
membrana externa como a la interna. Al parecer, la accidon de la proteasa se incrementa
mediante el cultivo reiterado in vitro y disminuye durante la infeccion in vivo. Dada la
ubicacion no superficial de ambas proteinas en la célula, no se produce un fuerte
reconocimiento de las mismas por el suero de convalescientes, aunque si por el suero de
animales inmunizados con células completas. Este resultado llevd a los investigadores a

concluir que la inmunizacién con suspensiones de células completas, a diferencia de la
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infeccion natural, permite la produccién de anticuerpos contra antigenos inaccesibles al

sistema inmune hospedero en una célula viva (Matsunaga J y cols., 2002).

Otras proteinas celulares de Leptospira como LipL48 (Haake D y Matsunaga J, 2002),
OmpL39 (Zhang Y y cols., 1998) o las adhesinas de 36 kDa (Merien F y cols., 2000),
también pudieran ser expresadas por todas las cepas. Analisis mediante SDS-PAGE
bidimensional y espectrometria de masa han identificado un minimo de 67 especies
proteicas individuales sélo en la membrana externa de Leptospira, incluyendo al menos 12
como productos de genes diferentes (Cullen P y cols., 2002). A esta elevada lista de
proteinas se suman otras cuya expresion sélo se produce in vivo, como la recientemente
descrita LigA de 130 kDa (Palaniappan R y cols., 2002), detectada mediante el tamizaje de

una biblioteca genémica con suero de convalescientes.

A diferencia del creciente interés en el estudio de los componentes estructurales de
Leptospira y el gran numero de investigaciones realizadas con esta finalidad en la ultima
década, son relativamente pocos los trabajos encaminados al estudio y la caracterizacion
de componentes extracelulares, a pesar de su papel potencial en la patogénesis de la
leptospirosis. Fosfolipasas, hemolisinas y esfingomielinasas han sido identificadas en los
sobrenadantes de los cultivos de Leptospiras patdégenas (Volina E y cols., 1986; Segers Ry
cols., 1990; Zuerner R y cols., 1991; Lee S y cols., 2000; 2002). En particular las
hemolisinas de Leptospira constituyen verdaderas citotoxinas con actividad enzimatica (Del
Real G y cols., 1989; Segers R y cols., 1990) o formando poros hidrofilicos (Lee S y cols.,
2000; 2002) en la membrana de numerosas ceélulas epiteliales de mamiferos. El dafio
directo a la membrana de las células hospederas pudiera contribuir a las hemorragias y al
fallo renal, rasgos principales de la leptospirosis severa. La ruptura de las barreras
celulares epiteliales pudiera contribuir a la alta invasividad y diseminacidn sistémica de este
microorganismo, capaz de producir dafno en practicamente todos los o6rganos del
hospedero (Ratnam S, 1994; Lee S y cols., 2002). La identificacién y neutralizacion de
estas potencialidades, pudiera constituir un punto clave en la proteccion contra la
enfermedad leptospirésica y su evolucion clinica, tal y como sucede con otras

enfermedades bacterianas (Haga Y y cols., 1997). Por tal motivo, resulté de gran interés la
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identificacion en las cepas seleccionadas de antigenos proteicos extracelulares, los cuales
pudieran constituir potenciales citotoxinas y componentes de una formulacién vacunal de

nueva generacion.

Dain y colaboradores clonaron y expresaron en Escherichia coli una hemolisina de 67 kDa
a partir de un gen de Leptospira interrogans serovar Pomona (Dain A y cols., 1985). Por su
parte Del Real y colaboradores en 1989, clonaron una hemolisina con actividad
esfingomielinasa a partir de un gen de L. Hardjo, también presente en los serovares L.
Tarassovi y L. Ballum (Del Real G y cols., 1989). Afilos mas tarde el mismo colectivo de
autores pudo comprobar que la esfingomielinasa recombinante expresada en E. coli como
una proteina secretable de 39 kDa era resultado de un procesamiento postransduccional de
una proteina funcional mayor asociada a la célula de Leptospira, que al escindirse por la
region del péptido sefal originaba realmente una hemolisina extracelular de 60 kDa, con
actividad esfingomielinasa que recibié el nombre de SphA. El gen que codificaba para esta
hemolisina (spha) estaba también presente en los serovares L. Canicola y L. Pomona
(Segers Ry cols., 1990). Estudios mas recientes han identificado una nueva hemolisina en
L. Lai homodloga a la esfingomielinasa SphA de L. Hardjo, pero con un mecanismo de
accion diferente. A pesar de tener un peso molecular similar, estimado en
aproximadamente 60 kDa, la nueva hemolisina denominada SphH carece de actividad
esfingomielinasa o fosfolipasa, pero causa dafio a numerosas células de mamiferos
mediante la formacion de poros hidrofilicos estables en la bicapa lipidica. Estos poros
alteran irreversiblemente la permeabilidad de la membrana permitiendo el paso
indiscriminado de iones y pequefias moléculas, lo cual conlleva al aumento de la presion
osmotica intracelular y consecuentemente a la lisis celular (Lee S y cols., 2000; 2002).
Tanto la hemolisina SphA como la SphH pudieran estar siendo expresadas por nuestras
cepas y no detectadas, por la distorsion que produce la albumina sérica bovina del
sobrenadante (procedente del medio de cultivo) en los patrones electroforéticos. La
eliminacion de la albumina mediante métodos cromatograficos, pudiera contribuir a una

mayor deteccion de proteinas extracelulares en los sobrenadantes de las cepas de interés.
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No fue objetivo de este trabajo la deteccidn de actividades enzimaticas o citotoxicas en el
sobrenadante de los cultivos bacterianos. Sin embargo, los resultados obtenidos permiten
inducir que de forma similar a lo que ocurre con los antigenos proteicos celulares, existio
una gran homologia en la expresion de proteinas extracelulares entre los cuatro serogrupos
de Leptospira de mayor circulacion entre humanos en Cuba. Todo lo cual refleja la

necesidad de una vacuna potencialmente mixta, polivalente.

V.2. Evaluacion de la inmunogenicidad y la capacidad protectora homoédloga y
heteréloga de preparados vacunales monovalentes de serogrupo Ballum

El uso de hamsteres como modelo animal para la evaluacion de la inmunogenicidad y la
potencia de vacunas antileptospirdsicas, ha sido reportado por numerosos investigadores
(Shenberg E y Torten M, 1973; Adler B y Faine S, 1980a; Oliva R y cols., 1994, Barnett J y
cols., 1999; Haake D y cols., 1999; 2000; Matsunaga J y cols., 2002). Este modelo animal
es el recomendado por la actual Farmacopea Europea para la evaluaciéon de la potencia de
vacunas comerciales contra Leptospira (European Pharmacopoeia, 1997). En 1973,
Shenberg y Torten desarrollaron la primera vacuna antileptospirdsica para uso humano
elaborada con leptospiras crecidas en un medio completamente sintético libre de proteinas
(Shenberg E y Torten M, 1973). Antes de su evaluacion en humanos, la vacuna bivalente
Shen-Tor demostrd su inmunogenicidad y capacidad de proteccién homdloga en hamsteres
(Shenberg E y Torten M, 1973). La evaluacion preclinica de la inmunogenicidad se realizo
mediante MAT, siguiendo un esquema de inmunizacion de dos dosis intramusculares
separadas por un intervalo de 10 dias y tomando como criterio de seroconversion, al menos
la duplicacion de los niveles de aglutininas 30 dias después de la segunda dosis vacunal.
La potencia o capacidad de proteccion homdéloga se determind evaluando la proteccion en
hamsteres contra la infeccion letal y el estado de portador posterior al reto con 10 000 DLsg
de cada cepa vacunal. La proteccion contra el estado de portador, se evalu6 mediante el
cultivo en medio Korthof de secciones de rifidn de los animales sobrevivientes al reto. Estas
pruebas preclinicas, unidas a las evaluaciones de la seguridad e inocuidad en hamsteres y
curieles, fueron suficientes para que el Ministerio de Salud Publica de Israel, autorizara la
evaluacion clinica de esta vacuna en voluntarios y posteriormente su aplicacion masiva a

las poblaciones de riesgo (Torten M y cols., 1973).
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Los elevados titulos de aglutininas inducidos por las preparaciones monovalentes,
empleadas en este estudio, no sélo mostraron una alta inmunogenicidad en hamsteres,
sino que ademas superaron los titulos medios homologos inducidos por otras vacunas
antileptospirésicas adyuvadas como vax-SPIRAL® (Instituto Finlay, 1998), a pesar de seguir
el mismo esquema de inmunizacidon en el mismo modelo animal, lo cual pudiera deberse a
la mayor concentracién de epitopes inmunodominantes serogrupo/serovar especificos
presentes en las formulaciones monovalentes en comparacion con lo que presenta la
vacuna trivalente vax-SPIRAL® para cada una de las serovariedades que la componen.
Otras vacunas no adyuvadas como Shen-Tor, aunque protectoras, han sido poco
inmunogénicas tanto en animales como en humanos (Shenberg E y Torten M, 1973; Torten
My cols., 1973), por lo que algunos investigadores sefialan la no existencia de correlacion
entre los niveles de aglutininas estimados por la técnica de MAT y la proteccién (Shenberg
E y Torten M, 1973; Torten M y cols., 1973; Chapman Ay cols., 1991).

Cada preparacién vacunal monovalente de Leptospira Ballum evaluada contiene 1,5 x 10®
células/dosis. Esta misma carga antigénica total esta contenida en la vacuna trivalente pero
repartida en tres serovares diferentes, es decir 5 x 107 células de cada serovar por dosis de
vacuna. En cuanto a los antigenos conservados, ambas vacunas (monovalente y trivalente)
tienen una carga antigénica similar, pero en cuanto a antigenos serogrupo/serovar
especificos las preparaciones monovalentes contenian tres veces lo que contiene la
trivalente para cada uno de sus serovares componentes. Las respuestas de aglutinacion
tienen su base molecular en el reconocimiento y union especifica de las aglutininas del
suero a una gran diversidad de epitopes de superficie expresados en la membrana externa
del microorganismo. Dada la inmunodominancia del LPS, la mayor cantidad de aglutininas
inducidas por la inmunizacién activa con células enteras, va dirigida hacia epitopes serovar
especificos ubicados en las cadenas polisacaridicas de esta macromolécula; aun cuando la
fraccion de aglutininas restante, dirigida fundamentalmente contra los antigenos proteicos
altamente conservados, es suficiente para una completa proteccién homodloga y una parcial
proteccion heterdloga (Sonrier C y cols., 2000). Ello pudiera ser la causa de una mayor

inmunogenicidad en los hamsteres de las preparaciones vacunales monovalentes utilizadas
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en este estudio frente al antigeno homoélogo, en comparacién con vax-SPIRAL® segun la
técnica de MAT.

Los resultados obtenidos demostraron que, aun cuando los anticuerpos dirigidos a los
epitopes serogrupo/serovar especificos son principalmente de tipo IgM (Guerreiro H y cols.,
2001), la fraccion de anticuerpos IgG dirigida a estos determinantes antigénicos también es
considerable vy, al parecer, mucho mayor que aquella dirigida a los epitopes conservados
entre los serovares diferentes. Los resultados sugirieron, ademas, una mayor comunidad
antigénica del serogrupo Ballum con Canicola, en comparacioén con Icterohaemorrhagiae y
Pomona. Una mayor presencia o expresion de epitopes inmunogénicos por parte de la
cepa seleccionada (12399), pudiera ser la causa de su mayor inmunogenicidad en los

hamsteres, en comparacion con la cepa 42600 bajo los mismos criterios de formulacion.

Las vacunas antileptospirdsicas de células enteras, han sido por lo general muy eficaces en
la proteccién contra la infeccion letal en los animales inmunizados, aunque esta proteccion
tiene una limitada duracion y es restringida a la serovariedad componente y aquellas
antigénicamente relacionadas (Shenberg E y Torten M, 1973; Torten M y cols., 1973;
Martinez R y cols., 2000). Sin embargo, al evaluar la eficacia de una vacuna
antileptospirdsica se debe distinguir entre la proteccion contra la infeccion letal (muerte) y la
proteccién contra el establecimiento del estado de portador (infeccion de érganos y
leptospiruria) (Babudieri B, Castelli M y Pisoni F, 1973). La ausencia de enfermedad en los
animales inmunizados, no excluye la posibilidad de que estos sean portadores
asintomaticos y diseminadores del patdégeno a través de la orina. Aunque en el hombre el
estado de portador sélo dura un corto periodo de tiempo después de la infeccién natural y
usualmente éste no constituye una fuente importante de diseminacién de la enfermedad, en
los animales como el ganado vacuno o porcino el estado de portador cronico asintomatico,
puede extenderse durante afos, constituyendo importantes fuentes de infeccion para otros
animales y el hombre (Faine S, 1982; 1999). Por tal motivo, el establecimiento de una
eficaz proteccidon no sélo contra la infeccion letal sino ademas contra el estado de portador,

debe caracterizar a una buena vacuna profilactica contra la leptospirosis.
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Varios investigadores han considerado el cultivo de dérganos como una metodologia
sensible y en muchos casos suficiente para evaluar la proteccion contra el estado de
portador, conferido por las vacunas antileptospirdsicas (Shenberg E y Torten M, 1973;
Babudieri B, Castelli M y Pisoni F, 1973). Los resultados de la proteccion contra el estado
de portador, obtenidos con las preparaciones monovalentes de L. Ballum evaluadas,
estuvieron en concordancia con los obtenidos para otras vacunas antileptospirdsicas
adyuvadas (Instituto Finlay, 1998) y en ello jugd, al parecer, un papel fundamental la
respuesta inmune celular potenciada por el hidroxido de aluminio. Este compuesto es un
adyuvante de depdsito que potencia tanto la inmunidad humoral como celular (Krishman L y
cols., 2000) y ha demostrado ser un componente clave en formulaciones antileptospirésicas
que protegen contra el estado de portador en los animales (Naiman B y cols., 2001; 2002).
Variantes no adyuvadas de la vacuna cubana demostraron ser menos inmunogénicas y

protectoras en los modelos animales (Instituto Finlay, 1998).

Las diferencias observadas en la magnitud de la respuesta IgG inducida frente al antigeno
homologo por una y otra preparacion vacunal, no fueron determinantes en la proteccion
conferida ya que ambos preparados fueron inmunogénicos y confirieron una completa
proteccion homodloga. Se comprobd, para ambas preparaciones, la existencia de
correlacion entre los niveles de seroconversion de IgG especifica inducidos en la poblacién
animal vacunada y la proteccion observada frente al reto con aproximadamente 10 000

DLso de las cepas utilizadas.

Muy pocos han sido los estudios encaminados a demostrar la existencia de proteccion
cruzada entre los serogrupos diferentes de Leptospira. Hasta hace algunos afos estaba
bien establecido que la proteccion conferida luego de una infeccion natural o inmunizacion
era serogrupo/serovar especifica (Levett P, 2001; Faine S, 1999). Sin embargo, los
conceptos sobre la inmunidad contra la infeccion leptospirdsica se han ido modificando a la

luz de los conocimientos actuales.

Trabajos muy recientes indican la induccion de una potente respuesta celular posterior a la

inmunizacion con vacunas antileptospirdsicas adyuvadas (Naiman B y cols., 2001), aunque
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este patron de respuesta no se produce como resultado de la infeccion natural o, al menos,
en la misma magnitud (Naiman B y cols., 2002). Por otro lado, Sonrier y colaboradores,
demostraron la induccion de una proteccion cruzada estadisticamente significativa por la
fraccion proteica de cepas del serovar L. Autumnalis frente al reto con L. Canicola en
gerbils (Sonrier C y cols., 2000). La inmunizacién de gerbils con proteinas de L. Autumnalis
recombinantes expresadas en adenovirus, protegio a 13 de 15 animales frente a una
proteccién en 8 de 16 animales placebos luego del reto con 10 000 leptospiras virulentas;
sin embargo los autores no aclaran el numero de DLsy equivalentes al reto realizado, a lo
cual se une la desventaja de un 50% de proteccion observada en los placebos (Branger C y
cols., 2001).

Los resultados obtenidos en este estudio, mostraron una significativa proteccion de una de
las monovalentes de L. Ballum frente al reto con 100 DLsy de L. Canicola. La magnitud de
esta dosis de reto heterélogo esta en correspondencia con la utilizada por Branger y cols.
(2001), por lo que se pudo concluir que existid una proteccién cruzada entre los serogrupos
Ballum y Canicola. La importancia de este resultado es aun mas evidente, si se tiene en
cuenta que es muy poco probable una infeccién natural en animales o humanos con dosis
tan elevadas como las utilizadas en el ensayo. La proteccion cruzada conferida frente al

reto con los serogrupos Icterohaemorrhagiae o Pomona fue menos relevante.

Los resultados de las evaluaciones serologicas realizadas estuvieron en correspondencia
con la proteccién observada en el modelo animal, lo cual corroboré la importancia de la
respuesta inmune en la proteccion contra la infeccion leptospirdsica (Levett P, 2001; Faine
Sy cols., 1999).

V.3. Evaluacién del efecto de una inmunizacién con una dosis unica de Leptospira
interrogans serogrupo Ballum en hamsteres vacunados con vax-SPIRAL®

La célula de Leptospira es un complejo multiantigénico conformado por antigenos
serogrupo/serovar especificos y por otros altamente conservados en la especie o el género
(Levett P, 2001). Luego de la inmunizacién con dos dosis de células completas de los

serogrupos Canicola, Icterohaemorrhagiae y Pomona, se genera una respuesta de
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anticuerpos dirigida a uno y otro tipo de antigenos, aun cuando la fraccion predominante de
anticuerpos va dirigida a epitopes especificos de estas serovariedades (Levett P, 2001;
Midwinter A y cols., 1990). Al aplicar una tercera dosis con un serogrupo diferente, se
producira una respuesta primaria frente a los antigenos especificos de este serogrupo. Sin
embargo, persistiran en el organismo animal células de memorias sensibles a los antigenos
compartidos con los serogrupos componentes de vax-SPIRAL®, las cuales generaran un
rapido y elevado incremento de anticuerpos, al ponerse nuevamente en contacto con estos
antigenos conservados. Esta misma respuesta secundaria debera generarse con una
infeccion natural heterdloga en el periodo post-vacunacion; de esta forma, el animal
inmunizado estara mejor protegido frente a una infeccion heteréloga, mientras mayor sea la
memoria inmunoldgica a los antigenos conservados, lo cual dependera en gran medida del
establecimiento de una eficiente inmunidad como resultado de la vacunacion. El
establecimiento de una ineficiente inmunidad posterior a la inmunizacion con células
completas de Leptospiras repercutird no sélo en la capacidad de proteccion homaologa sino

también en la posible proteccion heteréloga que la vacuna aplicada pueda conferir.

La vacuna antileptospirdsica trivalente vax-SPIRAL®, disefiada para establecer proteccion
frente a los serogrupos Canicola, Icterohaemorrhagiae y Pomona, ha mostrado una eficacia
global en el terreno de mas de un 60% (Instituto Finlay, 1998). Estos resultados sugieren el
establecimiento de un determinado nivel de proteccion cruzada en humanos frente a la
infeccion con serovariedades no incluidas en la formulacion, lo cual incluye al serogrupo
Ballum, el serogrupo mas aislado de muestras clinicas (Rodriguez | y cols., 2002). Esta
inmunidad cruzada de vax-SPIRAL® frente a L. Ballum en personas vacunadas, supondria
un efecto buster o de refuerzo de la inmunidad en estas personas, al entrar en contacto con

el antigeno de L. Ballum de forma natural o como resultado de una inmunizacion.

La aplicacién de una vacuna monovalente de L. Ballum en animales inmunizados con vax-
SPIRAL®, no sélo indujo un aumento sobre la inmunidad cruzada de L. Ballum, ya
establecida por la vacuna trivalente, sino que ademas reforzo la respuesta humoral a los

tres serogrupos vacunales.
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V.4. Evaluacién de la inmunidad cruzada en hamsteres vacunados con vax-SPIRAL®

Aunque la inmunidad conferida por las vacunas antileptospirdsicas disponibles en la
actualidad es serogrupo/serovar especifica, estudios recientes muestran la capacidad de
proteinas conservadas para ejercer cierta proteccion. Los resultados obtenidos en este
estudio sugieren una importante comunidad antigénica entre el serogrupo Ballum y al
menos uno de los tres serogrupos componentes de la vacuna trivalente vax-SPIRAL®, lo
cual determiné la induccién de una fuerte inmunidad cruzada con capacidad protectora,
frente a la infeccion experimental con L. Ballum en hamsteres inmunizados con la vacuna
trivalente. Estos resultados en el modelo animal estuvieron en correspondencia con la
elevada eficacia global que muestra vax-SPIRAL® en humanos en el terreno. De esta
forma, los casos confirmados de infeccion por Ballum en personas vacunadas con vax-
SPIRAL®, pudieran asociarse entonces con el establecimiento de una ineficiente inmunidad
en estas personas, asi como con la pérdida de la capacidad de proteccién cruzada durante
el periodo posvacunacién o, en ultimo caso, con la no-existencia de una fiel correlacion
entre la proteccién cruzada lograda en el modelo animal y la conferida a los humanos
vacunados. No obstante, un 60,4% de la eficacia global luego de un ano de vigilancia
epidemiolégica posvacunaciéon en los humanos (Instituto Finlay, 1998; Martinez R y cols.,
2000), avalan los resultados de la proteccion cruzada obtenidos en el modelo animal 14

dias después de culminado el esquema de inmunizacion.

V.5. Inmunizacién pasiva

Los estudios de proteccion pasiva constituyen una valiosa herramienta para demostrar las
potencialidades protectogénicas de los preparados vacunales contra la leptospirosis
(Gonzalez M y cols., 1997; 2001; Gonzalez A, 2002b).

La respuesta de los anticuerpos, generada tras la infeccion natural o la inmunizacion con
vacunas antileptospirésicas en humanos o animales, comprende fundamentalmente
aglutininas y opsoninas de tipo IgM e IgG (Chapman Ay cols., 1990; 1991; Levett P, 2001;
Guerreiro H y cols., 2001). Aun cuando la técnica de microaglutinacion logra detectar tanto
aglutininas de tipo IgM como 1gG, varios investigadores consideran que las técnicas de

aglutinacion no son lo suficientemente sensibles para estimar los niveles reales de IgG,
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dado que esta clase de inmunoglobulina no tiene la capacidad aglutinante de la IgM (Adler
B y Faine S, 1980a; 1980b). La elevada valencia de la IgM determina su alta eficiencia
como anticuerpo aglutinante, mientras la IgG solo contribuye parcialmente a la reaccion de
aglutinacion y se encuentra estrechamente asociada a la actividad opsonizante y
neutralizante (Roit |, 2003). La capacidad de proteccion pasiva en hamsteres del suero de
los vacunados o convalecientes depende de los niveles de aglutininas de ambas clases de
anticuerpos (Adler B y cols., 1980a; Gonzalez M y cols., 2001). Aunque la respuesta
humoral dirigida al LPS, principal antigeno inmunoprotector de Leptospira, es casi
exclusivamente de tipo IgM (Guerreiro H y cols., 2001), los niveles de IgG persisten por
mas tiempo tras la infeccién natural o vacunacion y van dirigidos principalmente a los
antigenos proteicos, potenciales dianas de una respuesta protectora de amplio espectro
(Guerreiro H y cols., 2001; Sonrier C y cols., 2000). Por otro lado, algunos trabajos
demuestran la induccion de una elevada proteccion en los animales y humanos con bajos
titulos por la técnica de MAT pero altos niveles de IgG, por lo que varios autores han
declarado la no-existencia de correlacion entre el titulo de anticuerpos por MAT vy el nivel de

proteccidon (Shenberg E y cols., 1973; Torten M y cols., 1973; Chapman Ay cols., 1991).

Los niveles de anticuerpos detectados en las muestras de sueros, tanto de hamsteres
como de humano, fueron capaces de proteger a los animales inmunizados pasivamente y
retados con 10 000 DLsy de los serovares de L. Ballum (12399 y 42600), habiéndose
observado entre un 80-70% de sobrevivencia con el suero puro, lo que habla de la
presencia de reactividad cruzada entre estos serovares no incluidos en la vacuna cubana
antileptospirésica y los serovares componentes de vax-SPIRAL®. Ademas corroboran,
aunque mediante la proteccién pasiva, la capacidad protectora de vax-SPIRAL® frente a
otros serovares no incluidos en su formulacion, ya reportada por otros autores sobre un
60,4% de proteccion global (Martinez R y cols., 2004). No fue objetivo de este trabajo
evaluar la existencia de correlacion entre los niveles de IgG especifica inducidas en
vacunados Yy la proteccién pasiva, aunque Gonzalez y colaboradores, mediante un estudio
de proteccion pasiva, lograron demostrar la existencia de una correlacién entre los niveles
de IgG especifica inducida en vacunados y la proteccion pasiva del suero en hamsteres
(Gonzalez M y cols., 2001).
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El suero proveniente de hamsteres y humanos inmunizados con vax-SPIRAL®,
respectivamente, fue capaz de conferir una alta proteccion a los animales inmunizados con
la dilucion 1/1, mientras que la dilucion 1/2 confirid proteccidon parcial y las restantes no
confirieron proteccion. Este resultado pudiera explicarse si tenemos en cuenta que no
resulta igualmente efectiva la proteccidén pasiva con relaciéon a la proteccion activa, ya que
en esta ultima intervienen otros mecanismos como la respuesta celular. Mientras que, en la
inmunizacion pasiva son los anticuerpos directamente los que intervienen en la respuesta y
las concentraciones de éstos tienen que ser suficientes para llegar al sitio donde actuan las
leptospiras y propiciar su fagocitosis. De ahi que los niveles de aglutininas presentes en las
diluciones 1/4, 1/8 de los sueros no fueran capaces de inducir una respuesta protectora en
los animales inmunizados y la dilucidén 1/2 confiriera una proteccion parcial. Ademas la DLs
empleada (10 000 DLsp) fue alta, pero para leptospira se utilizan dosis de reto entre 10-10
000DLsg para simular lo que pasaria en condiciones naturales para el humano. De haber
utilizado en nuestro estudio dosis inferiores dentro del mismo intervalo podrian obtenerse

mejores resultados.

Por otra parte, los resultados obtenidos del estudio de proteccion pasiva con el suero de los
animales inmunizados con las preparaciones monovalentes de L. Ballum, mostraron un
100% de proteccion pasiva frente al reto homdlogo y heterélogo (Canicola y Ballum). Sin
embargo, no se observo proteccion con los serogrupos heterdlogos Icterronaemorrhagiae y
Pomona. Aspecto este que ya se habia observado en la evaluacion de la proteccidén activa

en este mismo trabajo en el acapite 1V.2.

V.6. Identificacion de los serogrupos componentes de vax-SPIRAL® que confieren
proteccion cruzada a Leptospira interrogans serogrupo Ballum

Hay pocos estudios dirigidos a demostrar la existencia de proteccion cruzada y heterdloga
entre los diferentes serogrupos de Leptospira (Sonrier C y cols., 2000), pues la mayoria de
las vacunas antileptospirdsicas disponibles en la actualidad, confieren una inmunidad

serogrupo/serovar especifica (Levett P, 2001; Faine S, 1999).
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Sin embargo, otros autores han reportado la existencia de proteccion cruzada entre los
serogrupos componentes de vax-SPIRAL® y el serogrupo Ballum (Gonzélez A y cols.,
2003a). Pero por primera vez, en este trabajo se evidencié con claridad, cual de los
serogrupos componentes de la vacuna cubana fue el responsable de esta proteccion hacia
el serogrupo Ballum, lo cual representé una de las novedades cientificas de este trabajo.
Los resultados obtenidos evidenciaron una completa proteccion cruzada entre el serogrupo
Canicola y el serogrupo Ballum al observarse un 100% de sobrevivencia de los animales
frente al reto con leptospiras altamente virulentas. Se observd, ademas, cierta proteccion
cruzada con el serogrupo Icterronaemorrhagiae; mientras que no se encontrd proteccion

cruzada con el serogrupo Pomona.

V.7. Identificacion de los antigenos de Leptospira interrogans serogrupo Ballum por
el suero de hamster y humanos vacunados con vax-SPIRAL®

El suero de animales inmunizados con una cepa de Leptospira reconoce comunmente
numerosas proteinas de una gran variedad de serovares (Gonzalez A y cols., 2003c). El
reconocimiento observado de estos antigenos celulares por el suero de hamsteres y
humanos vacunados con la vacuna trivalente, vax-SPIRAL®, corrobora no solo la expresion

comun de estos, sino también su inmunorrelevancia.

El fuerte reconocimiento de los antigenos proteicos altamente conservados ubicados en la
zona de 35-36 kDa, pudiera corresponderse con las proteinas no expuestas en la superficie
del microorganismo como la lipoproteina LipL36 y las proteinas flagelares de 35 y 36 kDa
(Kelson J y cols., 1998).

No fue posible identificar el reconocimiento de antigenos proteicos con pesos moleculares

inferiores a 25 kDa dado el gran reconocimiento del LPS en esta zona, por lo que queda

enmascarado el reconocimiento de las proteinas de bajo peso molecular.
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DISCUSION GENERAL

Los rendimientos celulares obtenidos para cada una de las cepas de leptospiras
seleccionadas, asi como la excelente viabilidad de los microorganismos y su alta virulencia
en el modelo animal empleado, demostraron su estabilidad en el medio de mantenimiento
durante los diferentes subcultivos realizados en las condiciones controladas de laboratorio
seleccionadas durante el estudio y en los medios de conservacion. Estos resultados,
traducidos en rendimientos celulares 7,6 x 108 fueron cercanos y en ocasiones superiores a
los reportados por otros autores: 5 x 107 - 6 x 102 células/mL, vacuna israeli (1973); 3,3 x
10° células/mL, vacuna Torney EUA (1974); 2,5 x 10° células/mL, vacuna china (1984).
Estos resultados garantizaron la elaboracion de lotes de antigenos para la produccion de

las preparaciones vacunales.

Ademas, las cepas conservaron sus potencialidades desde el punto de vista inmunoldgico
como: su antigenicidad, inmunogenicidad y su caracter protectogénico en los animales
inmunizados. Por ello, se cuenta con cepas virulentas que, segun plantean Gonzalez M y
cols. (1997); Fajardo E y cols. (1998) y Gonzalez M y cols. (2004), son las indicadas para

ser usadas en formulaciones vacunales y en los ensayos de reto o potencia.

Las vacunas contra la leptospirosis deben ser seguras y eficaces, siendo consideradas
aceptables aquellas con mas de un 70% de proteccion (WHO, 2003a, Gonzalez Y y cols.,
2004; Martinez R y cols., 2004 y Obregén A y cols., 2007). De ahi que los resultados de
proteccion alcanzados con las preparaciones vacunales estudiadas, reafirman la utilidad de
las cepas seleccionadas como candidatas vacunales en una vacuna antileptospirdsica. No
obstante, se hace necesario profundizar en la evaluacion preclinica y en ensayos clinicos
de preparaciones vacunales que incluyan al serogrupo Ballum. Anterior a este trabajo no se
contaba, en Cuba, con cepas de este serogrupo, seleccionadas y caracterizadas, ni
tampoco existen cepas del serogrupo Ballum con fines vacunales en otros paises. Por lo

que se considera que este trabajo aporto las primeras cepas vacunales de su tipo.
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Como ya se sabia a partir de la experiencia clinica la vacuna cubana antileptospirésica,
confirid también en el modelo animal usado, una significativa proteccion con una, dos dosis
y varias diluciones de la vacuna frente al reto con las cepas de Ballum, sin embargo el
suero proveniente de hamsteres y humanos inmunizados con vax-SPIRAL®,
respectivamente, fue capaz de conferir una alta proteccion a los animales, mientras que la
dilucion 1/2 confirié sélo una proteccién parcial. La protecciéon conferida por vax-SPIRAL®,
es parcial en la experiencia clinica y también en nuestro modelo lo cual corroboré la

necesidad de Ballum en la proteccion activa.

A pesar de ser notablemente alta la proteccidon heteréloga conferida por vax-SPIRAL®
contra el serogrupo Ballum en nuestra practica clinica, con un amplio uso de esta vacuna
en el pais, se ha podido constatar fallos en la proteccidon especificamente frente a este
serogrupo, por ejemplo en el estudio de efectividad conducido en Holguin entre agosto del
1996 y julio de 1997 y que involucré a 118 013 personas de grupos de riesgo, se
produjeron en total 217 casos de enfermos y sélo 30 en los vacunados, lo que arrojé un
resultado de 97 % de efectividad de la vacuna; valor que se incrementa si se tiene cuenta
sblo los casos de leptospira homodlogas a las cepas vacunales. El mayor porcentaje de
fallos vacunales ocurrio precisamente frente a cepas del serogrupo Ballum. Igualmente en
el estudio controlado que se realizé en Villa Clara, y que involucré a 101 832 voluntarios
bajo un disefio a doble ciegas y con un grupo control, la eficacia fue de 78.1 %, con una
fraccion prevenible poblacional de 83%. Lo cual corrobora y reafirma los estudios de
Holguin. Dentro de los fallos vacunales el mayor porcentaje lo aportaron casos en los

cuales se aisl6 una cepa del serogrupo Ballum.

De acuerdo con las observaciones anteriores del proyecto de vacuna antileptospirésica, y
las resultantes del presente estudio, cuando se dispone de cepas seleccionadas por su
gran potencial patogénico y virulento a partir de aislamientos autéctonos, se ha podido
corroborar en el modelo Hamster Sirio un alto nivel de proteccion cruzada conferida por
vax-SPIRAL®. Sin embargo, al afinar los resultados y diluir los sueros de los animales
inmunizados solo en 1/2, se observa una proteccion parcial. Esto corrobora lo observado en

la clinica, que la proteccidn cruzada frente a Ballum es sélo parcial y por lo tanto se justifica

120



el disponer de cepas vacunales adecuadas de este serogrupo para decidir futuras

formulaciones que la contengan.

Este estudio corroboré también el potencial de reactivacion o buster que confieren las
formulaciones monovalentes contra todos los serovares incluidos en la formulacién de vax-
SPIRAL®, ademas de la homologa, lo cual da otra alternativa al poder ser considerada sélo

como un refuerzo.

También el presente trabajo evidencié y fundament6 el origen de la proteccion cruzada
frente a Ballum originada por los serovares presentes en vax-SPIRAL® y como
reciprocamente las monovalentes de Ballum refuerzan la protecciéon de otros serovares,

todo lo cual tiene valor para las decisiones futuras.

Segun el criterio de algunos investigadores (Branger et al., 2001; Fitzgeral et al., 2009;
Chagas-Junior et al., 2009), el éxito de las vacunas contra la leptospirosis humana depende
de la seleccion de las cepas, algo que se logra con la correcta identificaciéon de los
serovares circulantes y de los estudios de seroprevalencia asociados con los diferentes
grupos de riesgo en los humanos y en los reservorios de la enfermedad (Koizumi et al.,
2009c).
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V1. CONCLUSIONES

1. La adecuada seleccion y caracterizacién microbiologica realizada en los aislamientos
de leptospiras investigados, permitié disponer de dos cepas del serogrupo Ballum,
caracterizadas por una elevada virulencia, patogenicidad, estabilidad en los cultivos,
asi como un nivel de comunidad antigénica con las cepas vacunales de vax-
SPIRAL® que asegura un mutuo reforzamiento antigénico y protectogénico a la vez
que se amplia el espectro.

2. Los preparados vacunales monovalentes obtenidos a partir de las dos cepas del
serogrupo Ballum seleccionadas, mostraron una significativa inmunogenicidad vy
capacidad de proteccion homologa. La proteccion heterdloga fue significativa frente
al serogrupo Canicola, mientras que la inmunizacién con la vacuna monovalente del
serogrupo Ballum usada s6lo como buster en los animales previamente inmunizados
con vax-SPIRAL® reforzé la inmunidad frente a los cinco serogrupos de Leptospira
estudiados.

3. La vacuna antileptospirésica, vax-SPIRAL®, confirié una significativa proteccion con
una, dos dosis y varias diluciones de la vacuna frente al reto con las cepas de
Ballum, sin embargo el suero proveniente de hamsteres y humanos inmunizados con
vax-SPIRAL®, respectivamente, fue capaz de conferir una proteccion significativa en
los animales, mientras que, la dilucion 1/2 confiri6 una proteccién parcial. La
proteccion conferida por la formulacion de vax-SPIRAL® es parcial en la experiencia
clinica y también en nuestro modelo lo cual corrobora la necesidad de Ballum en la
proteccién activa.

4. Se evidencid que la proteccion cruzada conferida por vax-SPIRAL® frente al
serogrupo Ballum, correspondié al serogrupo Canicola y en menor cuantia al
serogrupo Icterohaemorrhagiae, 1o cual puede tener interés al decidir formulaciones
vacunales en el futuro.

5. El suero de individuos vacunados con vax-SPIRAL® reconocié antigenos importantes
de la membrana de Leptospira como las proteinas de 32, 41, 45, 48 kDa y las
proteinas flagelares de 35-36 kDa. Lo cual aporta marcadores de seguimiento de la

consistencia vacunal y para futuros desarrollos.
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VIlI. RECOMENDACIONES

1. Obtener y optimizar un medio libre de proteinas que permita sustentar a escala
productiva un buen crecimiento de las cepas del serogrupo Ballum, sin afectar su

virulencia, antigenicidad e inmunogenicidad.

2. Realizar estudios moleculares para la identificacion de epitopes protectogénicos

conservados entre estos serogrupo/serovares de Leptospira.

3. Profundizar en la evaluacion preclinica y en ensayos clinicos de preparaciones

vacunales que incluyan al serogrupo Ballum.
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ANEXOS

Analisis estadistico para la determinacién de correlaciéon entre la dosis de inoculo (volumen
de inoculo) y la sobrevida (dia de las muertes)

Dias de sobrevivencia

Volumen de inoculo Cepa 42600 Cepa 12399
0.05 10 8
0.1 11 6
0.4 7 6
0.8 8 6
Coeficiente de 0s=-0,6 o0s= -0,77
Spearman
probabilidad 0,40 0,22
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Curvas de crecimiento seguidas por las cepas vacunales de los serogrupos Canicola,
Icterohamorrhagiae y Pomona en medio libre de proteinas bajo el cultivo con condiciones
agitadas (30°C y 130 r.p.m.). Se tomaron muestras de los cultivos cada 24 h durante 7 dias, la
concentracion celular se determindé por medicion de la absorbancia a 400 nm y conteo
directo de células en camara de Petroff-Hausser.
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Comparacion de los niveles de concentraciéon de anticuerpos IgG especificos en hamsteres
inmunizados con la vacuna monovalente de Ballum 12399, posterior a la primeray a la
segunda dosis con relacion a los niveles iniciales, segun el método de

Tiempo Concetracion de IgG especifica (U/mL) para cada antigeno
(semana) de recubrimiento en el ELISA
12399 42600 Canicola Ictero Pomona
To 0,105 2,172 6,572 4,783 5,579
T4 73,596 47,322 4,419 12,278 6,542
T, 193,985 145,570 27,196 20,439 18,286
T4lTo 700,914 21,787 0,672 2,567 1,172
T7/To 1847,476 67,0212 4,138 4,273 3,278
p(T4/To) 0,001 0,022
p(T7/To) 0,009 0.012

Comparacion de los niveles de concentracion de anticuerpos IgG especificos en hamsteres
inmunizados con la vacuna monovalente de Ballum 42600, posterior a la primeray a la
segunda dosis con relacién a los niveles iniciales, segun el método de

Tiempo Concetracion de IgG especifica (U/mL) para cada antigeno
(semana) de recubrimiento en el ELISA
12399 42600 Canicola Ictero Pomona
To 0,441 3,491 4,533 3,472 5,029
T4 17,121 14,067 14,872 4,161 7,085
T; 25,877 66,195 16,001 13,951 11,650
T4lTo 38,823 4,030 3,281 1,198 1,409
T7/To 58,678 18,961 3,530 4,018 2,317
P(T4/To)
p(T7/T0)
Leyenda

To: antes de la aplicacién de la primera dosis

T4: cuatro semanas después de aplicada la primera dosis

T+: una semanas después de aplicada la segunda dosis (semana 7)

p: probabilidad para la comparacién de las concentraciones de IgG especifica entre los tiempos
dentro del estudio

La concentracién de IgG especifica para cada tiempo corresponde a la media de los valores
individuales de 10 animales.
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Intervalos de confianza para los niveles de seroconversion alcanzados por la variante de
vacuna monovalente 12399 para cada uno de los antigenos evaluados por ELISA

Antigeno de No. animales que Totalde Seroconversiéon IC
recubrimiento seroconvirtieron animales (%)
12399 10 10 100 72,2%-100%
42600 10 10 100 72,2%-100%
Canicola 5 10 50 23,7%-76,3%
Ictero 3 10 30 10,8%-60,3%
Pomona 2 10 20 5,7%-60,0%

Intervalos de confianza para los niveles de seroconversion alcanzados por la variante de
vacuna monovalente 42600 para cada uno de los antigenos evaluados por ELISA

Antigeno de No. Animales que Totalde Seroconversion IC
recubrimiento seroconvirtieron animales (%)
12399 10 10 100 72,2%-100%
42600 9 10 90 60,0%-95,5%
Canicola 5 10 50 23,7%-76,3%
Ictero 2 10 20 5,7%-60,0%
Pomona 1 10 10 0,5%-40,4%
Leyenda

IC: Intervalos de confianza para proporciones segun método aproximado de Wilson
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Comparacion de proporciones entre los animales que seroconvirtieron y los que no para
cada variante de vacuna monovalente, segiun método exacto de Fisher

Variante de recubrimiento en el ELISA
Variante 12399 | 42600 | Canicola | Ictero | Pomona
de vacuna [ SC[NSC | SC |NSC | SC |[NSC | SC [NSC | SC | NSC
12399 10 0 10 0 5 5 3 7 2 8
42600 10 0 9 1 5 5 2 8 1 9
b 1 1 1 1

Comparacion de proporciones entre los animales que seroconvirtieron y los que no con
relacién a sus controles para la variante de vacuna monovalente 12399, segin método
exacto de Fisher

Variante de recubrimiento en el ELISA
Variante 12399 42600 Canicola Ictero Pomona
de vacuna |SC |NSC | SC |[NSC| SC [NSC| SC [NSC| SC | NSC
12399 10 0 10 0 5 5 3 7 2 8
Control 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10
p 0,0 0,0 0,03 0,21 0,47

Comparacion de proporciones entre los animales que seroconvirtieron y los que no con
relacién a sus controles para la variante de vacuna monovalente 42600, segun método
exacto de Fisher

Variante de recubrimiento en el ELISA
Variante 12399 42600 Canicola Ictero Pomona
de vacuna | SC |[NSC | SC [NSC | SC |[NSC | SC [ NSC | SC | NSC
42600 10 0 9 1 5 5 2 8 1 9
Control 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10
p 0,0 0,0 0,03 0,47

Leyenda

SC: numero de animales que seroconvirtieron
NSC: nimero de animales que no seroconvirtieron
p: probabilidad para un nivel de significacion de 0,05
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Comparacion de proporciones entre el niumero de animales sobrevivientes y las muertes para

cada variante de vacuna monovalente en el

ensayo de proteccion activa contra

aproximadamente 10 000 DLs, de las cinco cepas evaluadas, segun el método exacto de

Fisher
Cepa de reto
Variante 12399 42600 Canicola Ictero Pomona
de vacuna | SV [NSV | SV |[NSV| SV [NSV| SV |NSV | SV [ NSV
12399 10 0 9 1 4 6 1 9 1 9
42600 8 2 10 0 2 8 1 9 0 10
p 0,47 1 0,62 1 1

Comparacién de proporciones entre el niumero de animales sobrevivientes y las muertes para

cada variante de vacuna monovalente en el

ensayo de proteccion activa contra

aproximadamente 100 DLs, de las cinco cepas evaluadas, segun el método exacto de Fisher

Cepa de reto

Variante de 12399 42600 Canicola Ictero Pomona
vacuna SV [NSV| SV [NSV| SV [NSV | SV |NSV | SV | NSV
12399 10 0 10 0 5 5 3 7 2 8
42600 10 0 10 0 4 6 2 8 1 9
p
Leyenda

SV: numero de animales que sobrevivieron al reto
NSV: numero de animales que no sobrevivieron al reto
p: probabilidad para un nivel de significacién de 0,05
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Comparacion de proporciones entre el nimero de animales que sobrevivieron al reto y los que
no para la variante de vacuna monovalente 12399 con relacién a sus controles, en el ensayo
de proteccion activa contra aproximadamente 10 000 DLs, de las cinco cepas evaluadas,

segun el método exacto de Fisher

Cepa de reto

Variante 12399 42600 Canicola Ictero Pomona
de vacuna | SV [NSV | SV |[NSV| SV [NSV| SV |[NSV | SV [ NSV
12399 10 0 9 1 4 6 1 9 1 9
Controles 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10

p 0,0 0,0 0,08

Comparacion de proporciones entre el nimero de animales que sobrevivieron al reto y los que
no para la variante de vacuna monovalente 42600 con relacion a sus controles, en el ensayo
de proteccion activa contra aproximadamente 10 000 DLs, de las cinco cepas evaluadas,

segun el método exacto de Fisher

Cepa de reto

Variante de 12399 42600 Canicola Ictero Pomona
vacuna SV |NSV| SV |[NSV| SV |[NSV| SV [NSV | SV [ NSV
42600 10 0 8 2 2 8 1 9 0 10
Controles 0 10 0 10 0 10 10 0 10
p 0,0 0,0 0,47
Leyenda

SV: numero de animales que sobrevivieron al reto
NSV: nimero de animales que no sobrevivieron al reto
p: probabilidad para un nivel de significacién de 0,05
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Comparacion de proporciones entre el nimero de animales que sobrevivieron al reto y los que
no para la variante de vacuna monovalente 12399 con relacién a sus controles, en el ensayo
de proteccién activa contra aproximadamente 100 DLs, de las cinco cepas evaluadas, segln
el método exacto de Fisher

Cepa de reto

Variante 12399 42600 Canicola Ictero Pomona
de vacuna | SV [NSV | SV |[NSV| SV [NSV| SV |[NSV | SV [ NSV
12399 10 0 10 0 5 5 3 7 2 8
Controles 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10

p 0,0 0,0 0,03 0,21 0,47

Comparacion de proporciones entre el nimero de animales que sobrevivieron al reto y los que
no para la variante de vacuna monovalente 42600 con relacion a sus controles, en el ensayo
de proteccién activa contra aproximadamente 100 DLs, de las cinco cepas evaluadas, segun
el método exacto de Fisher

Cepa de reto

Variante de 12399 42600 Canicola Ictero Pomona
vacuna SV |NSV| SV |[NSV| SV |[NSV| SV [NSV | SV [ NSV
42600 10 0 10 0 4 6 2 8 1 9
Controles 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10
p 0,0 0,0 0,08 0,47
Leyenda

SV: numero de animales que sobrevivieron al reto
NSV: nimero de animales que no sobrevivieron al reto
p: probabilidad para un nivel de significacién de 0,05
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Datos del analisis estadistico en la busquedad de correlacion entre proteccion y
seroconversion mediante el coeficiente de correlacion de Spearman

Dosis de reto 10 000DL 5,

Cepa 12399 Cepa 42600
Proteccion | Seroconversion | Protecciéon | Seroconversion

(%) (%) (%) (%)
Ballum 12399 100 100 80 100
Ballum42600 90 100 100 90
Canicola 40 50 20 50
Ictero 10 30 10 20
Pomona 10 20 0 10
Coeficiente de 0s=0,947 0s=1
correlacion de
Spearman
Probabilidad p=0,014 p=0,0

Dosis de reto 100DLs,
Cepa 12399 Cepa 42600
Proteccién | Seroconversién | Proteccion | Seroconversion
(%) (%) (%) (%)

Ballum 12399 100 100 100 100
Ballum42600 100 100 100 90
Canicola 50 50 40 50
Ictero 30 30 20 20
Pomona 20 20 10 10
Coeficiente de 0s=1 0s=0,974
correlacion de
Spearman
Probabilidad p=0,0 p=0,005
Leyenda

0s: Coeficiente de correlacion de Spearman
p: probabilidad para un nivel de significacion de 0,05

Para ambas DLs, existe una correlacion entre proteccion y seroconversioén. A medida que aumenta

una, aumenta la otra y viceversa.
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Datos del andlisis estadistico en la busqueda de correlacion lineal entre los % de proteccion
y los % de seroconversion mediante el coeficiente de correlaciéon de Pearson

Dosis de reto 10 000DL 5,

Cepa 12399 Cepa 42600
Proteccion | Seroconversioén | Proteccion | Seroconversion

(%) (%) (%) (%)
Ballum 12399 100 100 80 100
Ballum 42600 90 100 100 90
Canicola 40 50 20 50
Ictero 10 30 10 20
Pomona 10 20 0 10
Coeficiente de
correlacion de 0p=0,992 0p=0,945
Pearson

Dosis de reto 100DL 5,
Cepa 12399 Cepa 42600
Proteccidon | Seroconversion | Proteccion | Seroconversion

(%) (%) (%) (%)
Ballum 12399 100 100 80 100
Ballum 42600 90 100 100 90
Canicola 40 50 20 50
Ictero 10 30 10 20
Pomona 10 20 0 10
Coeficiente de
correlacion de op=1 0op=0,988
Pearson
Leyenda

op: Coeficiente de correlacién de Pearson
Para ambas DL, existe una correlacion lineal entre proteccion y seroconversion.
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Comparacion de los niveles de concentracion de anticuerpos IgG especificos al serogrupo
Ballum inducidos en hamsteres inmunizados con vax-SPIRAL®, posterior a la primera y
segunda dosis de vacuna trivalente y posterior al buster con vacuna monovalente de Ballum
12399 con relacién a los niveles iniciales, segun el método de

Tiempo Concentracion de IgG (U/mL) por animal
(semana) —— 2 3 4 5 6 Media  SD p*
To 2,467 2,589 1,455 1,918 2,494 2535 2,104 1,876 1,539 2,003 2,245 0,203

Ti 23,14 49,00 8,42 25,29 19,97 4114 38,45 30,76 14,98 16,78 27,828 6,611

Ta 38,37 38,17 58,47 11,34 33,59 23,57 41,78 35,67 50,03 47,63 33,920 7,093

Tz 58,65 112,67 119,73 32,01 34,82 30,15 44,54 43,39 59,48 54,28 59,488 13,677

T4/To 9,379 18,926 5,786 13,185 8,007 16,228 18,274 16,396 9,733 8,377 12,429 4,758 0,009
TalTo 15,653 14,743 40,185 5912 13,468 9,297 19,857 19,013 32,508 23,779 19,431 10,430 0,001
T7/T4 2,530 2,299 14,219 1,265 1,743 0,732 1,158 1,410 3,970 3,234 3,256 3,980 0,022
T7/T4 1,525 2,951 2,047 2,822 1,036 1,279 1,066 1,216 1,188 1,139 1,627 0,727 0.012
Tiempo Concentracion de IgG (U/mL) por animal
(semana) — 2 3 4 5 6 7 8 9 10  Media SD p*
To 3,5 2,465 2,195 3.1 2,254 2,345 2,765 3,654 2,567 2986 2,783 0,514

T4 3,2 2,475 2,501 3,7 3,8 3,456 2,567 3,245 2,654 2456 3,005 0,533

Ta 4,012 2,267 2,314 412 4,01 3,134 2,879 3,654 3,185 3,856 3,343 0,695

T7 3,9 2,382 2,554 3,5 2,198 3,145 2,786 3,875 3,765 2,876 3,098 0,634

T4/To 0914 1,004 1,139 1,193 1685 1473 0928 0,888 1,033 10,8222 1,108 0,277 0,000
TalTo 1,146 0919 1,054 1,329 1,779 1,336 1,041 1 1,240 1,2918 1,213 0,247 0,000
T7/T4 1,218 0,962 1,021 0,945 0,578 0,910 1,085 1,194 1,418 1,171 1,050 0,227 0,114
T7/T4 0,972 1,060 1,103 0,849 0,548 1,003 0,967 1,060 1,182 0,745 0,948 0,188 0,017
Leyenda

To: antes de la aplicacion de la primera dosis
T,: dos semanas después de aplicada la primera dosis

T,4: una semanas después de aplicada la segunda dosis (semana 7)

T+: una semana después de aplicado el buster con Ballum (semana 13)

*

p
estudio

probabilidad para la comparacién de las concetraciones de IgG especifica entre los tiempos dentro del

p** probabilidad para la comparacién de las concetraciones de IgG especifica entre los tiempos con relacién a
los controles.
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