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RESUMEN

Se evalu6é un medio alternativo, buscando mejorar la produccién de vacuna antitetanica utilizando
tetani cepa Harvard a fin de conocer el comportamiento de éste frente a nuevos sustratos. El trabajo se
dividié en dos fases, en la primera se evaluaron tres variables (glucosa, extracto de soya y sulfato ferroso)
cada una con tres niveles (bajo, intermedio y alto), para la produccion de la toxina tetanica. Por medio de
un analisis estadistico se escogieron los ensayos mas relevantes (Ensayos 5, 6, 7) para la segunda fase
teniendo en cuenta que éstos produjeron la mayor cantidad de toxina en el menor tiempo. En la segunda
fase se realizaron tres fermentaciones de 5 L por duplicado utilizando el medio GIAO1. Los parametros
medidos en cada muestra fueron: biomasa, pH, glucosa y produccién de toxina; a la Gltima muestra de
cada fermentacion se le determind la dosis minima letal. A partir de los resultados obtenidos se concluyo
que el comportamiento del. tetanien medio GIAO1 es muy similar al reportado en el medio tradicional

en cuanto a la produccién de toxina y la cinética de crecimiento del microorganismo, sin embargo con el
medio GIAO1 se produce mayor cantidad de biomasa lo cual no es deseable para una produccién a gran
escala.

Palabras claves:Fermentacién, Medio de cultivo, Toxoide tetanico

ABSTRACT

In the search for alternatives to improve antitetanus vaccine production (tetanus toxin), it was decided to
evaluate alternative means, using the Harvard strain of CL tetani, and to determine its behavior when
confronted with new substrates. The project was divided into two phases; in the first, three variables were
evaluated (glucose, extract of soya and ferrous sulphate), each one at three levels (low, intermediate and
high), for the production of the tetanus toxin. The three sets of test conditions which gave the best results
(Tests 5, 6, 7) were determined by means of a statistical analysis, These were chosen for the second phase
because they produced the greatest amount of toxin in the shortest time. In the second phase, three 5L
batch fermentations, using the three most favorable sets of conditions, were performed in duplicate, using
the medium GIAO1, determining biomass, pH, glucose and toxin production for each sample. For the
final sample of each fermentation, the minimum lethal dose was determined. From the results, obtained
we concluded that the behavior of CL tetani in the GIAO1 medium is very similar to that reported in
traditional media, considering the toxin production and the kinetics of microorganism growth. Nevertheless,
with the medium GIAO1, a greater amount of biomass is produced, which is not desirable for large-scale
production.
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INTRODUCCION presentan con los medios y tecnologias tra-
dicionales, la realizacién de este trabajo
Una de las enfermedades que sigue causapyopone el uso de un medio alternativo para
do victimas en el mundo es el tétanos. Elig produccién del toxoide tetanico con el
tétanos es una enfermedad grave que, a pgn de aumentar la productividad para sa-
sar de los tratamientos actuales en unidatisfacer las necesidades de la comunidad
des hospitalarias especiales, presentgn general, asi como cubrir a demanda na-
todavia una elevada letalidad. En generaljgnal adoptando procesos novedosos que
requiere un tiempo de hospitalizacion lar- hermitan dar un avance significativo en el
go y los enfermos que sobreviven puedenmejoramiento tecnoldgico de los procesos

presentar secuelas importantes, sobre todgor medio de desarrollo de proyectos de

de tipo muscular. En el contexto de la sa-ggte tipo.

lud publica, el tétanos reviste especial im-

portancia, no solo por su gravedad, SINOMATERIALES Y METODOS

fundamentalmente por ser una enfermedad

para la que existe una vacunacién muy efi-C€PA

caz y que, en consecuencia, podria ser prese utilizé el microorganismelostridium

venida de forma casi absoluta. (Bizzeti tetani cepa Harvard, segundo pase, El

al., 1969). Clostridium tetanies un bacilo mévil Gram
positivo, anaerobio, que posee una forma

El Instituto Nacional de la Salud (INS) es el esporulada en forma de raqueta de tenis con

laboratorio encargado en Colombia, de launa espora terminal; esta cepa se seleccio-

produccion de la vacuna tetanica en susié ya que en resultados obtenidos por el

tres presentaciones DPT, Td y TT siguien-estudio de Gutiérrez 2000 la cepa Harvard

do los lineamientos de la Organizaciénpresenté en algunos casos un comporta-

Mundial de la Salud (OMS). Para ello, se miento mejor aunque no haya diferencia

obtiene el toxoide tetanico a partir de estadistica significativa.

cultivos sumergidos estacionarios de

Clostridium tetanien jarros de vidrio de Ensayos de la primera fase

60L. I’Z)esafortu_nadam,e nte, aunque la t€C5e evaluaron tres variables (glucosa, extrac-
nologia de cultivo estatico es sencilla, im- to de soya y sulfato ferroso) cada uno con
pllca conSIderabI_e ”?f”‘”'P“'aC'O”’ altos tres niveles (bajo, intermedio y alto), para
riesgos de contaminacion tanto para el opep, produccion de la toxina tetanica por

rario como para el cultivo, costos eleva- Clostridium tetanicepa Harvard (tabla 1).
dos, aumento de factores que conllevan a

variaciones lote a lote y dificultad de esca-gq escoge un tipo de disefio factorial con

lamiento de la produccion. Adicionalmen- a5 factores independientes y sus respecti-

te, la produccion no alcanza a cubrir 1as,55 yariables de respuesta; en esta fase se
necesidades de la poblacion colombianagfectyaron 10 ensayos los cuales se lleva-

obligando a importar una parte importante o a cabo por duplicado para un total de
de la vacuna necesaria en los procesos dgg ensayos (tabla 2), estos experimentos se
inmunizacién preventiva a nivel nacional, pueden observar en la anterior tabla. Los
por ello se busca investigar y comprobar Siensayos se hicieron en erlenmeyer con un
hay un mayor rendimiento en la produc-jumen de 300 ml de medio en una incu-
cion de la toxina con la cepa de Harvard. pggora agitadora, a 35°C y 100 rpm. Se tomé
una muestra cada 24 horas evaluando

Buscando nuevas alternativas que facili-piomasa (peso seco) y toxina tetanica
ten solucionar los inconvenientes que Sfloculacion de Ramon).
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Ensayos de la segunda fase tivo y que posiblemente durante la es-
terilizacion se forme un complejo glucosa

Con las mejores condiciones de medio dezminoacidos (principalmente con la

cultivo determinadas en la fase anterioristeina) que actua como inductor en la for-

se realizaron fermentaciones en uNmacion de toxina.

fermentador de 5L (BIOFLO Il C y Il New

Brunswick). Inéculo

Fermentador Bioflo lic y IlI Para la preparacion del inoculo se tomé un
) ) tubo de presemilla y se sembré 0.3 mL de
Las fermentaciones se realizaron en dogyitivo en cada uno de tres tubos los cuales
fermentadores marca New Brunswick contenian 30 mL de medio de tioglicolato
Scientific, modelo BIOFLO lic, cada uno cada uno. De acuerdo con lo recomendado
con una capacidad maxima de siete litrosyor Ballen y Aldana en 1.995, el periodo
pero con una capacidad efectiva de 5 li-ge jncubacion del inoculo fue de 24 horas,
tros. Los equipos estan disefiados para &lempo en el cual se encuentra en la parte

cultivo de microorganismos por lotes y €nfina| de la fase exponencial de crecimiento
forma continua, controlando automati- y corresponde a 0.7-0.8 unidades de

camente, temperatura del medio de producypsorbancia.

cion, pH, agitacién, oxigeno disuelto y

espuma, los intervalos de agitacion entrecondiciones de la fermentacion
25 y 1000 r.p.m. y los intervalos de tempe-

ratura entre 20 y 60C. El medio de cultivo utilizado fue el GIA
2001 (5 Litros). Esterilizado en autoclave
Medio de cultivo GIA 01 dentro del vaso del fermentador a 121

. ) ) durante 35 minutos de acuerdo con la me-
Se utilizé un medio alternativo (GIAO1), todologia utilizada por Mufioz y Quintero
cuya composicion (Tabla 3), ha sido pro-en 1997. Para el sistema de fermentacion
puesta por el Ing. PhD. Martin Krahe quien yna vez alcanzada la temperatura de
trabaja en la unidad de bioprocesos dncubacién(35°C) se inoculé con 50mL
Bioenginerin, con el fin de evaluar si con ge| inoculo(Ballén y Aldana, 1996 EI pH
este medio se obtienen resultados satisfacGnicial de las fermentaciones fue de 7.3 a
torios en la produccion de toxina durante7 5 y |a velocidad de agitacion fue de 100
la fermentacion coi€l tetani cepa Harvard, r.p.m. (Ballén y Aldana, 1995; Mufioz y
Segln Krahe con este medio se obtienemyintero, 1997).
valores de titulos altos (110 Lf), compara-

dos con los obtenidos en el medio Lathan-gp |35 primeras 12 horas de fermentacion
Mueller, por lo cual se decide probar conse tomaron muestras cada 2 horas con un
este medio. volumen de 30 mL; posteriormente, se to-
maron muestras de igual volumen cada 4
Entre los sustratos principales que el Mi-poras hasta las 76 horas de cultivo, cuando
croorganismo toma como fuente de ener-ge estabilizé la produccion de toxina. A

gia y/o de carbono no figuran 10S cada muestra se le realizo analisis de
carbohidratos, reportandose queCéltetani  piomasa, toxina, pH y glucosa.

consume amino&cidos como fuente de ener-

gia, principalmente aspartico, glutamico e ANALISIS ESTADISTICO

histidina. Muller en 1945 y algunos otros

autores proponen que la glucosa actUeEl andlisis estadistico de los datos se reali-
como agente reductor en el medio de cul-z6 con ayuda de la herramienta estadistica
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SAS Version 6.02. Para todas las variablexla conuna unidad internacional de la an-
de respuesta se realiz6 un andlisis dditoxina produce un precipitado blanco
varianza y se aplicaron las pruebas de(Floculacion de Ramén) en el menor tiem-
Duncan, Tukey y Scheffe para determinarpo.

si entre los niveles de cada factor hay dife-

rencias entre los tres tipos de ensayos parBeterminacion de dosis minima letal

cada una de las respuestas significativas. . . .
Para cada uno de los factores se inici6 el-@ potencia de la toxina se determind uili-

planteamiento de la hipotesis nula que hay?@ndo el metodo de dosis minima letal, el
igualdad de medias entre los niveles par&£u@l se define como la cantidad de toxina
cada factor. Todos los analisis se hicierondue inyectada a un grupo de animales, mata

La dosis minima letal es diferente para cada
Determinacion de biomasa especie animal. En el ensayo se utilizaron

4 ratones por dilucién, los cuales fueron
La concentracion de biomasa se expresGuministrados por la division de animales
como peso seco de células totales (vivas We laboratorio del Instituto Nacional de
muertas) por unidad de volumen. Para suSalud. La dosis minima letal se expresa
determinacion se utilizo una técnica como el inverso de la dilucion mas alta que
turbidimetrica, utilizando un espectrofoté- mata los 4 ratones dentro de un periodo de
metro (GENESIS 5 A 550 nm) y una curva 96 horas después de inoculados.
de calibracidon Absorbancia-peso seco.

RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacién de glucosa

. i Los datos obtenidos en la primera fase se
Se utilizé6 el método de Antrona con basemyestran en la Tabla 4, en la que se consig-

acciona con el acido sulfurico creando Untiempo de produccion de toxinkos resul-
derivado del furfural de los azucares pre-tados obtenidos permitieron seleccionar los
sentes; este derivado de color verde azulosgnsayos 5, 6 y 7 que fueron los mas rele-
absorbe luz a una longitud de onda déyantes para avanzar con los ensayos en los
628nm. Los amino azlcares y el N-cetil- fermentadores de 5 L debido a la mayor
amino azucares no reaccionan con est%anﬂdad de toxina' menor b|0masa y t|em_

reactivo. po de expresion de la toxina. En cuanto a
o . . biomasa, el andlisis de varianza indica que
Determinacion de toxina tetanica la Gnica fuente de variacion que tiene un

La técnica para determinar la toxina €fecto significativo sobre la variable res-
tetanica presente en cada muestra se con@uesta es la que corresponde al sulfato
ce como prueba de floculacion de Ramér‘f'erroso; sin embargo, al aplicar los estadis-
(WHO, 1978). La cual consiste en mezclar,I0S de Tukey y Scheffe, se encuentra que

bajo observacion permanente y temperatu-entre los dnicos niveles que no hay dife-

ra constante, cantidades variables de anti'€Ncias significativas son los ensayos 6 y

toxina con cantidades constantes de toxinal2- Para €l factor soya, los niveles que no

La mezcla que primero flocule, indicara la presentan diferencias significativas son los
cantidad aproximada de toxina presente efle 30g/L y 40g/L.

la muestra, la cual se mide en Lf (Limes | da f los d bteni
Floculations), que significa la cantidad Para la segunda faseon los datos obteni-

de toxina o toxoide que cuando se mez_dos de toxina maxima y tiempo de toxina
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maxima junto con la estadistica realizadaEl comportamiento del pH es similar a los
se pudieron establecer las condiciones maensayos reportados por las investigaciones
favorables para comenzar con el desarrolladesarrolladas en el Instituto Nacional de
de la segunda fase donde luego de las treSalud con medio Latham-Mueller
fermentaciones en fermentador de 5L por(Gutiérrez, 2.000). El pH disminuye al co-
duplicado en medio GIA 01, se obtienen mienzo de la fermentacion debido a la pro-
los resultados que se muestran en la tablduccion de acidos mixtos, luego comienza
5. No hay diferencia significativa entre las a incrementar de una manera moderada. La
tres fermentaciones realizadas y en las vaproduccién de toxina con respecto al tiem-
riables en estudio el sulfato ferroso es igualpo, presenté un comportamiento lineal, con
para los tres ensayos (450 mg); la glucosa yina velocidad de formacion de toxina
el extracto de soya si cambia en su canticonstante de 2.062Lf/L/h . La concentra-
dad. Es decir que al utilizar estas propor-cidon de glucosa en el medio presenté un
ciones en las variables de estudio sedescenso desde 16.57g/L hasta 13.34g/L
obtienen cantidades de toxina muy simila-con una velocidad de consumo de 0.296 g
res. de glucosa/L/h y un rendimiento de
biomasa sustrato de 0.296g de Biomasa/g
En la figura 1, se muestra el comportamien-de glucosa, con una productividad de
to cinético, donde no se observa claramend1029.4Lf/L*h.
te una fase de adaptacion (lag); desde la
hora 0 hasta la 4 hay un fendémeno de muercONCLUSIONES

te celular por estrés, donde comienza _
El medio evaluado GIA 01 el comporta-

una fase exponencial hasta la hora 8; conmiento delClostridium tetanicepa Harvard
tinua creciendo de una manera rapida ago€S diferente al reportado en el medio tradi-
tando parte de la glucosa, luego entra erfional Latham-Mueller donde se presenta
una fase estacionaria desde la hora 12 hadina cinética de crecimiento con una fase
ta la 36 que coincide con el mayor consu-dé muerte, una de adaptacion y finalmente
mo de glucosa, la produccién de toxinalisis. La cinética de consumo de glucosa
inicia en el mismo momento que comienzamuestra dos zonas bien definidas, la prime-
la fase de muerte, esto indica que se enl@ donde practicamente no se consume la
cuentra asociada a la lisis celular; laglucosa y una segunda en donde se presen-
biomasa maxima es de 0.85g/L en un tiem{& una estabilizacion en el nivel de la mis-
po de 20 horas y la toxina se expresa desd@@. Esta cinética de consumo se ajusta
la hora 40 y alcanza un maximo titulo de perfectamente a la cinética de crecimiento.

70Lf/ml a la hora 68; comparado con los o
ensayos de la primera fase, la biomasa fu&l tiempo en el que se alcanza el valor maxi-
de 0.88g/L en la hora 72 con una toxinaMo de toxina en el medio coincide con el

maxima de 60Lf/mL en la hora 156. final de la fase de lisis, lo que comprueba
gue la toxina es sintetizada dentro de la

Al igual que la cinética de crecimiento, la bacteria y liberada al medio durante la lisis.

cinética de consumo de glucosa presentd0S valores de toxina maximos (70Lf) fue-
dos zonas bien definidas desde la hora ¢ON relativamente diferentes a los re-
hasta la hora 32 que muestra un descensBortados con el medio tradicional (50Lf)

en la concentracion de glucosa y una seltilizando la cepa Harvard, aunque en el
gunda fase desde la hora 36 hasta la horgedio GIA 01 la lisis no se realiza de una

76 donde practicamente se estabiliza efnanera total; tal vez se alcanzarian niveles
consumo de la glucosa. mayores si esta se realizara completamente.
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La presencia de toxina en el medio evalua-Bizzini, B.; TurpIN, A. et Raynaub, M. 1969.
do coincide con la fase estacionaria de cre-  Production et Purification de la Toxine
cimiento lo que es indicativo de un Tetanique. En: Annales de I'Institut
producto no asociado al crecimiento. Un Pasteur, Vol. 116, No. 5; p. 686-712.
factor importante en la produccién de toxi- ) ) )

na es la concentracién de hierro presenté3|ZZ|N|, B TeTanus ToxiN. Microbiological
en el medio, por lo cual este se reconoce ~ ReViews1979.Vol. 43, No. 2; p. 224-
como factor limitante y se requiere en con- 240.

centraciones adecuadas ya que si pPOseg,orsya H. J. A 1939. Propos de la
demasiado no hay presencia de toxina. Fern%entation du Glucose par

Plectridium tetani.Comptes rendus de
Los niveles de rendimiento del medio al- la Societe de Biologievol. 13.1 p. 74-
ternativo son relativamente altos frente al 76.
medio Latham-Mueller sin embargo exis-
ten diferencias en cuanto a los costos ddBUckeL, W. and Brker, H. A. 1974. Two

produccion debido a que este Gltimo es mas ~ Pathways of Glutamate Fermentation
econémico. by anaerobic Bacteria. En: Journal of

Bacteriology. Vol. 117; p. 1248.
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Tabla 1. Variables de los ensayos de la primera fase

Niveles Glucosa (g/l) Extracto de soya (g/l) Sulfato Ferroso (mg/l)
Alto 12 40 450
Intermedio 9 35 300
Bajo 6 30 150

Tabla 2 . Disefio Experimental

Run N° Glucosa(g/L) Extracto de soya(g/L) Sulfato Ferroso(mg/L)
1 6 30 150
2 12 30 150
3 6 40 150
4 12 40 150
5 6 30 450
6 12 30 450
7 6 40 450
8 12 40 450
9 9 35 300
10 9 35 300
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Tabla 3. Composiciéon del medio GIAO1

Compuesto Concentracion (g/L)
Digerido enzimatico de caseina 23
Extracto de levadura 23
Extracto de soya 35
Glucosa 12.5
NaCl (p.a) 3.0
Na2HPO4 (p.a) 1.1
KH2PO4 (p.a) 0.15
MgS0O4 . 7TH20 (p.a) 0.15
FeSO4 . 7H20 (p.a) 0.045
Cistina 0.3
Tirosina 0.5
Uracilo 3.0
Ca-pantotenato 1.0
Tiamina 0.25
Riboflavina 0.30
Piridoxina 0.30
Biotina 3.0

Tabla 4. Promedios resultados obtenidos en la primera fase

ENSAYO Biomasa Tiempo Inicio de Txina Tiempo de
max. Biomasa max.(h) Toxina (h) max. Taxina max.
1 1.5247 144 0 0 0
2 1.8056 96 0 0 0
3 1.5145 108 0 0 0
4 1.3772 96 0 0 0
5 0.8038 24 72 60 120
6 0.9147 24 96 70 168
7 0.9806 24 96 60 120
8 0.3446 144 96 55 156
9 0.4069 168 96 55 144
10 0.3505 108 96 50 132
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Tabla 5. Resultados promedio de las fermentaciones del
Clostridium tetanien medio GIA 01.

Parametro Fermentacién 5 Fermentacion 6 Fermentacion 7
Biomasa maxima (g/L) 1.023 0.850 0.956
Tiempo de Biomasa

Méaxima (h) 24 20 24
Porcentaje de consumo

de Glucosa (%) 55.55 60.8 52.1
Velocidad de consumo

de Glucosa

(g glucosa/ L*h) 0.89 0.18 0.17

Rendimiento observado
Biomasa-Sustrato

(g biomasa/g glucosa) 0.1653 0.296 0.116
Inicio de deteccién

de toxina (h) 40 40 44
Toxina Maxima

(Lf/mL) 70 70 70
Tiempo toxina

Méxima (h) 68 68 64
Velocidad de

formacién de toxina

(Lf/L*h) 1.8958 1.620 1.791
Productividad 1029.4 1029.4 1093.7
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Ficura 1. Cinética de Crecimiento. Produccién de Biomasa, Consumo de Glucosa,
Produccion de Toxina vs tiempo
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