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RESUMEN

Con el fin de disminuir el tiempo y la temperatura de incubacién en el proceso de detoxificacién de la Toxina
Tetdnica, se evaluaron diferentes tiempos y temperaturas de incubacién; tomando cosechas en proceso del labo-
ratorio de Produccion de Tétanos del Instituto Nacional de Salud INS. Para determinar el dia exacto de detoxificacion
se establecié un modelo logistico que involucré la estimacién de la temperatura. La toxina se incubd a 4, 22 y
37°C, posteriormente se verificaron las caracteristicas fisico-quimicas (pH), bioldgicas (Lf/mL, toxicidad
inespecifica, especifica y antigenicidad) del toxoide obtenido. Las mejores condiciones para el proceso son: 25
dias de incubacién a 37°C. Con las caracteristicas citadas anteriormente se obtiene al afio una ganancia de
1°513.350 dosis, que representan en dinero un ahorro anual de $37°833.750 en la produccion de la vacuna tetdnica.

Palabras clave: Clostridium tétani, Detoxificacidn, floculacién, tétanos, toxina.
ABSTRACT

In order to reduce the incubation time and temperature in the Tetanic Toxin detoxification process, different times
and temperature were evaluated; taking crops in process that were grown in tetanus Lab production of the National
Institute of Health. To determine the exact day of detoxification a logistic model was established. The toxin was
incubate at 4,22 and 37°C to estimate the optim temperature. Then the physical-chemical characteristics like
(pH), and the biologycal characteristics (Lf/mL, unspecific, specific toxicity and antigenicy) of the toxoid were
verified. The best conditions for the process are: 25 days of incubation at 37°C.

With the characteristics above, yearly there is a possibility to get a profit of 1.513.350 doses that represent
$37.833.750 for the production of the Tetanic Toxin.

Key words: Clostridium tétani, Detoxification, Flocculation, Tetanus, Toxin.

El bacilo del tétanos tiene forma de un bas-
toncillo delgado, mide de 2 a 5y de longi-
tud y de 0.3 a 0.5¢ de ancho, es Gram po-
sitivo, mévil, anoxigénico estricto, crece
optimamente entre 33 y 37°C, produce es-
poras que se localizan en un extremo dan-
do a la bacteria un aspecto caracteristico

INTRODUCCION

Clostridium tétani, es el agente causal del té-
tanos, cuyo principal reservorio es el intesti-
no.de los seres humanos y animales, también
se encuentra en la tierra en forma de esporas
debido a la contaminacién con heces fecales,

en el polvo casero y en toda clase de produc-
tos contaminados. (Robinson J., 1975; Willet
H., 1989).

de tambor. Puede ser cultivado en medios
enriquecidos especialmente suplementados
con sustancias reductoras, a un pH neutro.
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No es proteolitico y la actividad gluco-
cidolitica depende especificamente de la cepa.
(Mc Clung, L.S. et al., 1971).

El Clostridium tétani, produce dos
exotoxinas, la tetanolisina que no participa
en la patogenicidad del tétanos y tetanoes-
pasmina, neurotoxina extremadamente t6xi-
ca, responsable de todos los sintomas de la
enfermedad; es sintetizada como una nica
cadena polipéptica de peso molecular
150K da, que se libera en el medio de culti-
vo una vez comienza la autolisis celular y
por accién de proteasas bacteriales se divi-
de en dos cadenas una liviana de 50Kda y
una pesada de 100KDa. (Bizzini, Bernard.
et al., 1969)

Las personas enfermas presentan total recu-
peracién al ser vacunadas con toxoide tetdnico,
sélo o combinado (presentacién doble con
toxoide diftérico, TD o Td; o triple incluyen-
do el componente contra la tosferina, DPT.
(Finn, Junior 1984; Furste, Wesley et al., 1974)

El toxoide tetdnico producido en el laborato-
rio de tétanos del Instituto Nacional de Salud
INS, es el filtrado de cultivos de Clostridium
tetani en medio liquido Latham Mueller,
detoxificado y purificado de forma tal que sin
detrimento de su accifn antigénica ha perdi-
do su accién téxica. (Bizzini, B. 1979; Bizzini,
B.etal., 1974.

Una vez obtenida la toxina se somete a cam-
bios para eliminar su poder toxigénico, es-
tos cambios se realizan mediante un proce-
so llamado Detoxificacidn, que consiste en
agregar 0.4% v/v de formaldehido en so-
lucién al 37% y llevar a incubar en un
periodo de 28 dias a 37°C. Al final de este
periodo se realizan pruebas biolégicas de
toxicidad, inoculando 1 mL de muestra por
via subcutdnea en la zona lumbar del ratén.
(Robinson, J. et al., 1975; Rodriguez C., et al.,
1997; Shivao G., et al., 1990; Franenkel, C.,
1948).

El agente quimico més utilizado para inactivar
toxinas de células bacterianas y virus es el
formaldehido. La introduccién de este com-
puesto se le atribuye a Ramdn en trabajos rea-
lizados en el Instituto Pasteur de Parfs, sin
embargo Glenny, del Laboratorio Fisiolégico
en Inglaterra propuso su uso desde 1904.
(Ppuoli N., 1994). Se ha demostrado que el
formaldehido es un excelente agente de en-
trecruzamiento formando enlaces metilénicos
intra e intercadena. La formaci6n de enlaces
intermoleculares resulta en polimerizacién, lo
cual explica la disminucién en la actividad
floculante especifica. La accién del formol es
inmediata 1 minuto después de su accién se
observa una disminucién notable en la toxi-
na. La detoxificacion se realiza en dos fases:
en la primera fase que dura entre 7 y 24 horas
se observa una alta disminucion de la toxici-
dad. La toxicidad residual desaparece en la
segunda fase en un proceso muy lento, des-
pués de 54 horas solamente prevalece rastros
de actividad t6xica, pero la disminucién total
se logra hasta el 5 dfa. (Franenkel C., 1948;
Gutiérrez L, 1995). :

En este trabajo se evaluaron pardmetros im-
portantes en el proceso de detoxificacién de
la vacuna tetdnica como son: tiempo y tem-
peratura de incubaci6n, lo cual aporta ele-
mentos adicionales en la optimizacién del
proceso contribuyendo simultdneamente a la
disminucién de los costos de produccién.

MATERIALES Y METODOS

Se empleé el liofilizado de la cepa
Massachussets de Clostridium tétani. La cual
fue cultivada en medio Latham Mueller e in-
cubada a 35°C por 7 dfas. La toxina obtenida
fue centrifugada en vénulas estériles a 4000
r.p.m durante 30 minutos con el fin de elimi-
nar los restos celulares, el sobrenadante fue
colectado en garrafas de vidrio estériles.

Los ratones empleados para la prueba de toxi-
cidad pertenecen a la cepa (NIH), los cobayos
utilizados para la prueba de toxicidad espe-
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cifica pertenecen a la cepa Hartley. Estos fue-
ron suministrados por la Divisién de Anima-
les del Laboratorio del INS (Bioterio). Los
reactivos quimicos, fueron todos proporcio-
nados por el Laboratorio de Tétanos del INS.

DEFINICION DE VARIABLES

Las variables a considerar fueron: dfas de ob-
servacién del comportamiento de cada ensa-
yo; temperatura de incubacién de 4, 22 y
37°C; tiempo de incubacién 0, 7, 14, 21, 28
dias; concentracién de proteina tetdnica de
40y 70 Lf/mL..

En la prueba de floculacién de Ramén se ma-
nejé como tnica variable el tiempo de
floculacién en minutos. En la prueba de toxi-
cidad, dia de mortalidad, ndmero de muer-
tos y resultado final dado como satisfactorio
seglin nimero ratones Vivos sanos y como
no satisfactorios los animales enfermos o
muertos.

METODOS

1. Determinacion de la temperatura dptima
de incubacidn: Se utilizé un lote de toxi-
na tetdnica de 65 Lf /mL, el cual fue dilui-
do hasta obtener una concentracidn de
toxina de 40 Lf/ml.; y para la concentra-
ci6én de 70 Lf/mL. fue necesario concen-
trar la toxina utilizando filtracién
molecular (30.000 Nominal Molecular
Weight Limit).

A la toxina se le adicionaron 20 mL de
formaldehido al 0.5%, se distribuy6 en
frascos tapa rosca Schott estériles con ca-
pacidad de 500 mL, para iniciar el proce-
so de detoxificacién, manteniendo como
constantes el pH (7.0), la concentracién
de la toxina dada en Lf/mL y la concen-
tracién de formol mencionada anterior-
mente. Se realizaron 6 ensayos a una
concentracion de 40 Lf/mL y 70Lf/mL
respectivamente; los cuales se incubaron
con sus respectivos triplicados a diferen-

5.

tes temperaturas 37, 4 y 22°C durante un
periodo de 28 dfas. En el transcurso de la
detoxificacién se tomaron muestras a los
0,7, 14, 21, 28 dias de incubacién para
evaluar el titulo y la pérdida de toxicidad
mediante pruebas de floculacién de Ra-
moén y toxicidad en Ratén. (Gutiérrez, 1.
1998).

Determinacion del tiempo de incubacion:
Conocida la temperatura 6ptima, se es-
tudié el efecto del tiempo en la
detoxificacion de la toxina tetdnica, con-
servando condiciones como pH 7.0, con-
centracion de formaldehido 0.5% y con-
centracién de proteina de 70 Lf/mL, se
tomaron muestras los dfas 14, 18,23 y 28
afin de evaluar la pérdida de toxicidad, se
probd el efecto téxico mediante la toxici-
dad especifica; inoculando 1 mL de la
muestra por via subcutdnea en la zona
lumbar de cobayos.

Estimacion del dia exacto de
detoxificacion: Para la estimacién del
tiempo de detoxificacién se empled un
modelo logistico, técnica estadistica apro-
piada para la representacién matemadtica
y la investigacidn entre dos variables; en
particular la regresién logistica de la pro-

. babilidad de que la variable dependiente

caiga en uno u otro grupo. En este caso la
variable dependiente es la detoxificacion.

Verificacion de las caracteristicas fisico-
quimicas y bioldgicas del toxoide obteni-
do: La toxina se sometid a un periodo de
detoxificacién de 25 dias a 37°C. Al final
de esta etapa, se purifico el toxoide me-
diante centrifugacién, concentracion,
precipitacién, didlisis, clarificacién y es-
terilizacién. Para realizar las pruebas
biolégicas de control: toxicidad especifi-
cay antigenicidad.

Mérodos estadisticos: La informacién se
procesé en computador PC; mediante el
programa estadistico Stat-Graphics para la
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determinacién del tiempo y temperatura
de incubacidén. Se aplicd un anélisis de
varianza utilizando la teorfa general de
modelos bifactoriales de efectos fijos. Por
medio del modelo matemdtico descrito
mediante la siguiente ecuacion:

V=it Ti+ﬁj+ €y
Donde:

i= 1,2,3,...,a. (nimero de niveles del primer
factor Tiempo

j= 1,2,3,...,b. (mimero de niveles del segun-
do factor Temperatura)

1=1,2,3,...n. (ndmero de réplicas por factor)
donde:
L: Promedio general de la experimentacién.

7, Efecto sobre la respuesta que tiene el pri-
mer factor.

B Efecto sobre la respuesta que tiene el se-
gundo factor.

€,;: Error experimental.

Y, Respuesta del experimento. El modelo ma-
temdatico se aplicé para cuatro variables res-
puesta. Porcentaje de pérdida en titulo del
toxoide, porcentaje de mortalidad de los ani-
males sometidos a estudio, dia 6ptimo de
detoxificacién, temperatura 6ptima de
detoxificacion.

Modelo logistico para la estimacion del dia
de detoxificacién: Se considero éste como una
técnica estadistica apropiada para la represen-
tacién matemadtica y la investigacién entre dos
0 mads variables; en este caso la variable de-
pendiente es la detoxificacion.

1

P (X) = ————me
1+e Brbw

Donde B y B, son pardmetros desconocidos
que se deberan estimar mediante minimos cua-
drados de manera iterativa. Utilizando el pa-
quete estadistico SAS, para ajustar el modelo
logistico.

RESULTADOS

El porcentaje de pérdida no se ve
influenciado al variar la cantidad de Lf/mL
presentes en la toxina, es decir que se pre-
sentd una relacién semejante en cuanto a
pérdida de concentracién, independiente
de la temperatura y el tiempo de
detoxificacibn; lo que significa que al tra-
bajar con toxinas que difieran en concen-
traciones cercanas o iguales a 40 y/o 70Lf/
mL, no representa mayor 0 menor porcen-
taje de remocién. (Ver Gréfica 1). En latem-
peratura de 37°C el porcentaje de remocién
fue mayor (32%) pero se completd la
detoxificacién considerando ésta como 6p-
tima para el proceso, a diferencia de 22°C
(30.4%) y 4°C (27%); que registraron por-
centajes de remocién menores sin lograr la
detoxificacion (Ver Gréfica 2). De igual for-
ma en 37°C se registré el menor porcentaje
de mortalidad (44.4%), mientras que en
22°C (83.32) y 4°C (95.57), los porcentajes
de mortalidad son muy altos (Ver Gréfica
3). Por tal raz6n se considerd 37°C como la
mejor condicién para el proceso.

En la estimacién del tiempo exacto de
detoxificacién se utilizé un modelo
logistico aplicado, en el cual se encontrd
el dia 25 como 6ptimo, mostrando una pro-
babilidad de vida del 79.9%. Tabla 1, por-
centaje que es cercano al limite aceptado
(80%) (Ver Grifica 4). Una vez conocidas
las condiciones 6ptimas en la etapa de
detoxificacion, son decir, incubar la toxi-
na durante 25 dias a 37°C, se verificé la
calidad del toxoide obtenido por medio de
pruebas biolégicas (toxicidad especifica y
antigenicidad), demostrando asi que el pro-
ducto cumple con las recomendaciones de
la OMS.
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Gr4rrca 1. Comparacién de dos proteinas
tetdnicas vs. Porcentaje de remocién

BLOQUE 1 =70Lf/mI. BLOQUE 2 =40 Lf/mL

Para Ho: U 70 1f/ml = U 40 1f/ml
H1: Por lo menos un promedio es diferente.

El valor de p es de 0.56 la f calculada es de
0.33. Se rechaza la Ho

§ 040 -

S 036 =

)

S 032

=]

£ 028 [

5 024 =
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& 020 ] 5
Titulo (LE/ML)

Grarica 2. Comparacién de porcentajes de
remocién vs. Temperatura de detoxificacion.
3=4°C

1=37°C 2=22°C

ParaHo: U37C= U22C = U4C
H1: Por lo menos un promedio de
porcentaje de remocion es diferente,

con relacién a la temperatura.

El valor de pes de 0.0132 la f calculada
es de 4.59. Se rechaza la Ho

0.35 p—

0.33 } -
0.31 X
0.29 =
0.27
0.25

Porcentaje de remocién
]
L]

Temperatura

Grarica 3. Comparaci6n del porcentaje de mor-
talidad vs. Temperatura de detoxificacién.

1 =37°C 2=22°C 3=4°C
3 120
Z 100 - I
5 80
g X
2 60
K2
g 40 F
g
g 20
&

0

1 2 3
Temperatura

Tasra 1. Modelo logistico para la determinacién
del dia exacto de detoxificacion.

Dia de Probabilidad Probabilidad
detoxificacién de muerte %  de vida %
7 99.2 0.8
15 89.0 11.0
18 74.1 25.9
23 33.7 66.3
24 26.4 73.6
25 20.2 79.9
26 15.2 84.8
27 11.3 88.7
28 8.2 91.8
29 6.0 94.0

Grarica 4. Modelo logistico para la determi-
nacién del dia exacto de detoxificacidn.

120

100 /
80
« S
40
2 A
0
0 7 15 18 23 24 25 26 27 28 29

Tiempo de detoxificacién (en dias)

—eo— Probabilidad de vida (%)
—a— Probabilidad de muerte (%)

Probabilidad (%)
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DISCUSION

Los resultados del ensayo que relacionaron el
porcentaje de remocién con diferentes con-
centraciones de proteina tetdnica a diferentes
temperaturas y tiempos de incubacién, no re-
velaron significancia al trabajar con concen-
traciones de proteina tetdnica establecida.
Estos resultados coinciden muy cercanamente
alos estudios realizados por Rodriguez y Ro-
jas en 1997; quienes evaluaron el porcentaje
de remocién respecto a la disminucién del pH

y la concentracién de formaldehido sin encon-

trar interaccién respecto al porcentaje de re-
mocién. En el presente estudio se ratificd que
la concentraci6n inicial de proteina frente al
porcentaje de remocién de la misma no se ve
afectado por factores como tiempo y tempe-
ratura de detoxificacién. Tomando una pro-
teina tetdnica independiente de su concentra-
cién inicial se determind la influencia de la
temperatura sobre €sta; observando que el
mayor promedio de remocién se encontrd al
trabajar con la temperatura 37°C; a diferen-
cia de 22 y 4°C que mostraron menores pro-
medios de remocién. Los resultados descri-
tos anteriormente coinciden con los reportes
elaborados por Amoureux, planteando que a
bajas temperaturas no se disminuye conside-
rablemente el valor floculante; debido a que
la accidén del formaldehido es lenta o tardia,
de igual forma tampoco se consigue la
detoxificacién.

Para conocer el tiempo de detoxificacién y
seglin la literatura citada; algunos autores
como: Bizzini, Turpin y Rainaud; aseguran
que la detoxificacién ocurre dentro de un pe-
riodo de 54 horas, y que la disminucidn total
de la actividad t6xica se logra en el quinto dfa;
Cheyroux expuso que al prolongar el tiempo
de incubacién por diez dias mds se consigue
una detoxificacién irreversible. Contrario a
lo descrito por Mueller et al., que considera-
ron el dia 21 como tiempo final para el proce-
so de detoxificacién. Estos autores conside-
raron en promedio 15 dias para el proceso,
posiblemente porque en sus ensayos emplea-

ron técnicas cromatogrificas para obtener
toxinas de alta pureza, que permitieron la ré-
pida accién del formaldehido; ademés de otras
variables como: pH, agitacién constante del
medio, volimenes de toxina iguales a los em-
pleados en produccién y concentraciones di-
ferentes de formaldehido.

Al evaluar estas apreciaciones no se tuvo en
cuenta la pureza de la toxina, simplemente se
eliminaron los restos celulares para dar inicio
a la detoxificacién, el pH siempre fue neutro,
se cultivé estdticamente, los voldmenes eva-
Iuados no alcanzaron los 500mL y la concen-
traci6n del formaldehido fue del 0.3% v/v; en-
contrando de esta manera mayor promedio
de mortalidad en el dia 0 y 14 que es donde
menor cantidad de animales sometidos a es-
tudio sobrevivieron, lo que significa que en
un periodo de 7 dias no se ha detoxificado la
toxina; contrario a los resultados de los dias
14 a 21 que mostraron un promedio de muer-
tes semejantes; y en los dias 21 y 28 se obser-
vé que todos los animales sobreviven, indi-
cando gque en este periodo ocurre el proceso
de detoxificacién.

Finalmente, con los métodos ensayados, se
pudo establecer claramente que en el proceso
de incubacién para la detoxificacién de la
toxina tetdnica se debe emplear una tempera-
tura de 37°C durante 25 dias. Obteniendo al
afio una ganancia de 1°513.350 dosis que re-
presentan en dinero un ahorro anual de
$37°833.750 en la produccién de la vacuna
tetdnica, solamente al disminuir 3 dfas en el
periodo de detoxificacién Las condiciones
més apropiadas para el proceso de
detoxificacion de la vacuna tetdnica se obtie-
nen trabajando a 37°C durante 25 dias de
incubacién, ya que las protefnas tetanicas in-
cubadas a 37°C durante un perfodo de 25 dias
logran la completa detoxificacién con menor
porcentaje de remocidén de protefna inicial.

No es necesario utilizar para el proceso de
detoxificacién, proteinas tetdnicas con Lf/ mL
determinados, ya que al trabajar con toxinas
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que cuenten con concentraciones cercanas a
40 y/o 70 Lf / mL no se encontré mayo o
menor porcentaje de remocidn y no existe
relacién entre la disminucién del valor
floculante y la concentracién de proteina
tetdnica inicial.

Las cosechas de toxinas tetdnicas incubadas a
temperaturas inferiores a 22 incluyendo 4°C,
no presentan reacciones activas al contacto
con el formaldehido, estableciendo estas tem-
peraturas como no aptas para el proceso, aun-
que 22°C se puede considerar como tempe-
ratura 6ptima de trabajo ya que mostré un
porcentaje intermedio (30.4%) frente a 4°C
(27%) y 37 (32%) en la pérdida del valor
floculante, pero para emplearla en procesos
de detoxificacién se hace necesario prolon-
gar el tiempo de incubacién.

Estadisticamente se requiere de un periodo de
25 dias para completar el proceso de
detoxificacion de la toxina tetdnica, indepen-
diente de su concentracion inicial, y 25 dias
para el proceso de detoxificacidn represen-
tan un ahorro significativo en la produccién
del toxoide tetdnico, ya que se optimizan las
condiciones de fabricacién y a su vez se dis-
minuyen los costos de elaboracién y se consi-
gue aumentar el nivel de produccién en ni-
mero de dosis.
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