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RESUMEN

La alta especificidad de la toxina tetédnica por el sistema
nervioso central, permite considerar que las reacciones secundarias --
{generales y locales) observadas durante la aplicacidn del toxoide en hu
manos se deben a la presencia de contaminantes presentes en el mediode
cultive durante la destoxificacién, los cuales se demuestran cuando se a
naliza el toxoide en un sistema de Inmunoelectroforesis utilizando suero de
animales inmunizados con toxoide tetdnico crudo, y donde se encuentran
mis de 10 contaminantes.

gon la finalidad .de estudiar ia influencia de los contami--
nantes del toxoide en la respuesta inmune, se obtuvieron a partir de dos
medios de cultivo diferentes (Mieller y Miller y Latham), 3 preparaciones
de toxoide tetdnico de cada uno, utilizando técnicas bioquimicas de purifi
cacién, como son precipitaciones con sales, precipitacion alcohélica y cromato
grafla en gel.

Se estudid la respuesta inmune utilizando el mismo esque-
ma de inmunizacién en 6 grupos de conejos; inmunizados con las prepara
ciones de toxoide crudo concentrado, toxoide precipitadd con sulfato de
‘amonio y toxoide purificado con Sepharosa 48-200; todos los toxondes es-
-tandarizados con 200 Lf/ml.

La. concentracién de antlcuerpos neutrallzantes se m|d|6 de
acuerdo a la técmca de -iPSEN y utilizando el sistema de Read-Muench, se
obtuvieron los datos finales, cualitativamente fa respuesta de anticuerpos
“se evalué por inmunoelectroforesis.

La pureza de las diferentes preparaciones se estudié me--
diante las técnicas de Inmunoelectroforesis y Electroforesis en geles de -
acrilamida - SDS.

El andlisis del grado de. pureza realizado con Electrofore -
sis en geles de acrilamida-SDS mostré que los toxoides preparados, a par
tir de toxina tetdnica cruda, representan una mezcla heterogénea de poll
meros moleculares, unidos por puentes metilénicos ciue impiden su separa
cién. (U5,46). '



La inmunoelectroforesis mostré que con las técnicas utiliza
das, no se logra purificar el toxoide dado que se observan de 5 a 7 ban
das de precipitaciébn en cada preparado. Sin embargo el andlisis de los
toxoides muestra que mediante la cromatografla en Sepharosa 4B-200 se lo
gra incrementar la actividad especifica de los mismos de 1-2 veces.

Los resultados de los grupos inmunizados con toxoide cru
dos y los inmunizados con los toxoides purificados, muestran que la con-
centracién de Unidades Antitéxicas en el suero de los segundos se incre—
menta 2-3 veces.. Aunque existen antecedentes de que los contaminantes
presentes en las preparaciones crudas de toxoide tienen efecto de adyu--
vante, en este trabajo se encontré que la mayor capacidad inmunogénica -
corresponden a los toxoides con menor numero de contaminantes.




INTRODUCCION.

El tétanos (del griego tetanus=contraccién} es una enferme
dad causada por una toxina bacteriana que afecta al hombre y varias es--
pecies de animales. Es conocida desde el inicio de la medicina, se encuen
tran descripciones en los escritos de Hipb6crates hace 24 siglos y a través
de mualtiples escritos de los médicos antiguos, los cuales la describieron -
junto con enfermedades cque causan epidemias tales como la peste, viruela

y otras, considerindose siempre como una de las primeras causas de muey
te.

Actualmente a nivel mundial, esta enfermedad constituye -
un problema importante de salud pGblica; se calcula que anualmente mue-
ren alrededor de un milkin de personas (Bytchenko, 1975. (1)). En México, se regis
tran como promedio 2,000 muertes de personas al aflo, de las cuales el —
69% corresponde a recién nacidos, como se muestra en la Tabla 1. Esta -
frecuencia origina problemas econdémicos serios debido a que los enfermos
deben permanecer hospitalizados durante dfas o semanas aplicindoles un
tratamiento constituido principalmente por antisueros especificos. (5).

La dnstrlbucuén geogréfica de esta enfermedad se relaciona
directamente con factores ecolégicos y sacioeconémicos, 1o cual explica -
‘por qué en Africa, Asia Y Latmoamérlca sea mas frecuente, que en Europa

"y Norteamérica seg(n Bytchenko, et. al. 1982. (1).

Agente Causal;

Clostridium tetani

En 1884, Nicoldire describlé por primera vez el bacilo del
tétanos, en el pus tomado de ratones y otros animales que habfan muerto,
después de inocularlos por via subcutdnea con pequefias cantidades de -
tierra. Posteriormente. Kitasato aislé el microorganismo en 1889, y demos
tré su papel causal, asf como la incapacidad del bacilo del tétanos para

invadir el {orrente sanguineo, comprobando con esto que la enfermedad -
~es una I ntoxicacién.



Morfologia.

Los bacilos del tétanos son bastones delgados, mbéviles (20
a 30 flagelos peritricos), grampositivos, esporulante, con extremos redon
deados. Por lo comin miden de 0.3 a 0.5 um de largo, aunque se han ob
servado filamentos vegetativos de mucha mayor longitud. La espora es -
esférica y terminal de mayor didmetro que el bacilo; las formas que contie-
nen esporas tienen un aspecto caracteristico en palillo de tambor.

Las colonias aisladas en agar glucosado por puncién pro——
funda, tienen aspecto lanoso y pueden ser floculentas o presentar un cen
tro opaco; las que crecen, en la superficie del medio son planas, risoides
e incluso. plumosas, y con frecuencia pasan de 1 mm de didmetro, en agar
sangre producen hemédlisis.

Fisiologfa.

Ciostridium tetani es anaerobio estricto y requiere para -

su desarrollo de un potencial de 6xido reduccién bajo, al igual que otros

anaerobios. El bacilo del tétanos crece en medios sintéticos, pero sus ne-
cesidades . de crecimiento son relativarhente complejos ; incluyendo 1os ami—
B noécndos arginina, hlsndma, tirosina, vallna, leucina y triptofano; las vi

tamlnas riboflavina, écndo pantoténico, tiamina, &Acido f6lico,. biotina, pir|—~
-doxina y &cido nicotinico; adenina, uracilo y 4cido oleico.

El hierro se utiliza en muy pequefias cantidades, un medio
de caldo de carne conteniendo estémago de cerdo autolizado, infusién de
corazén de buey o digerido triptico de caseina, junto con glucosa, carbo
nato de potasio, magnesio y fosfato, permite que se produzca toxina en
titulo alto. (3).

En cultivo puro, al igual que en otros anaerobios la gluco
sa estimula el crecimiento, aunque Cl. tetani no fermenta a éste ni otros
hidratos de carbono.



El crecimiento de! bacilo sembrado por puncién en gelatina
es lento a 22°C, los medios sélidos que contienen cerebro y carne pueden
suavizarse ligeramente pero nunca se digieren por completo, el bacilo por
jo tanto es Iigeraménte proteolitico. Los aminodcidos se utilizan répidamen
te, por ejemplo, el écido glutdmico, el aspdrtico y la serina son atacados -
directamente con formacién de COZ’ NH3, dcido acético y butirico. Tanto -
los aminodcidos como los compuestos de carbono son deshidrogenados fécii-
mente. En leche con tornasol se reduce el indicador y 2 veces hay una -
ligera precipitacién de la caseina, los nitratos no se reducen a nitritos, —
pero se produce sulfuro de hidrégeno e indol.

La formacién de esporas, es un factor importante en esta
enfermedad ya que Cl. tetani, generalmente llega al organismo en su for-
ma esporulada. La produccién de esporas comienza en uno o dos dias a -
temperatura ambiente; la esporulacién se inhibe ficilmente por la acidifica-
ci6n del medio, sin embargo se estimula en cultivo por la presencia de io—
nes como K+, Mn2+ y CI'.

Las esporas son muy resistentes y permanecen viables por
afios cuando se protegen de.la luz y el calor. Theobald Smith dcmostré -
QUe esporas de algunas cepas resisten vapor de agua durante 60 minutros,
el fenol al 5 % destruye las esporas del Ci. tetani en 12 horas y con adi—
cién de &dcido clorhidrico al 0.5% se logra en dos horas. (q)_‘

Estructura antigénica.

E! bacilo del tétanos: antigénicamente es heterogéneo, se -
han descrito varios tipos los cuales se han designado con nimeros romanos,
en la actualidad se conocen 10 en total {1 al X}, incluyéndose antigenos --
somdticos y flagelares. Los tipos 11, IV, V y IX tienen un antigeno comin
denominado O, que da por resultado reacciones cruzadas. A pesar de que
existe gran variacién antigénica en el bacilo, la toxina formada por todos
estos tipos es inmunolégicamente idéntica. (1).



Toxina tetanica.

En 1890, Knud y Faber demostraroh la existencié de una to
xina, al provocar experimentalmente tétanos. en animales inyectados con --
filtrados crudos de CI. tetani, la toxina fue aislada por primera vez por —
Pillemer et.al. en 1948, y a partir de esta fecha se han realizado numerosas
investigaciones sobre la toxina como los estudios de Dawson-Mauritzen 1967,
Murphy 1967, Bizzini, et. al. 1969, Homes y Ryan 1971, Matsuda y Yoneda
1974, Count, et.al. 1982. (1)

La toxina es una molécula proteica con un peso molecuiar en
© tre 140,000 y 160,000 daitones. EI modelo estructural propuesto por Bizzini,
. et. a_l. 1969, cor:lsidera a la molécula compuesta por dos subunidades entre

las que existen uniones no covalentes. Cada subunidad o monémero estd -
formado por dos cadenas polipeptidicas, una mayor con peso molecular de -
52,000 y una menor o ligera con peso de 21,000 daltones; unidas por puen
tes disulfuro. Fig. t1a (6).

Otro modelo, propuesto por Matsuda y Yoneda, seflala que -
-ja toxina estd constituida por dos cadenas polipeptidicas con peso de 107 y
53,000 daltones respectivamente, unidas por enlaces disulfuro. Estos auto-
res .indican que la toxicidad de fa molécula se encuentra en la cadena pésa-
da. Fig. 1b (7). ' o

Estos autores en 1975 extendieron estos hallazgos, encontran
do que la toxina tetdnica es elaborada intracelularmente por la bacteria co
mo una sola cadena polipeptfdica, que es secretada al medio de cultivo, y
por medio de una enzima pasa a la forma extracelular de doble cadena.

Analizando la composicién polipeptidica de la téxina intrace
lular se encontré que el grupo aminoterminal de la cadena pertenece a pro
lina mientras que, en la toxina extracelular el grupo amino terminal de la
cadena ligera es prolina y en la pesada dicho grupo procede de leucina. -
Por lo que se propone que una enzima proteolitica de Clostridium tetani -

estd involucrada en esta alteracion de la estructura de la molécula.

Torsten, et. al. 1979, propone que existe una asociacién



cerrada entre la formacién de esta enzima y la toxina teténica producidas -
en los cultivos por Cl. tetani ; de este modo estos autores han sugerido -
que la toxina es secretada en el medio de cultivo como una sola cadena po4
lipeptidica que se hidroliza posteriormente por proteasas extracelulares dan

do como resultado la estructura de doble cadena. Fig. 2 (8).

Recientemente se sugiere que la produccion de la toxina por
el bacilo, estd bajo el control de un plismido, ya que su pérdida provoca -
eliminacién de la toxigenicidad. Laired, et.al. 1980 (1).

La toxina puede extraerse de la bacteria, con una soluci6n
hiperténica neutra (Raynaud 1974) sin embargo, generalmente el cultivo se
mantiene el tiemp'o suficiente para que se lleve a cabo la autélisis celular y
con esto se libere expontineamente en el medio de cultive, y se pueda sepa
rar de los detritus celulares por filtraciébn o centrifugacién. En solucién a-
cuosa la toxina es muy inestable al calor y la luz, por lo que debe guardar
se en lugar frio y obscuro. Puede precipitarse con sulfato de amonio y lio

filizada conserva su potencia por mucho tiempo. {1)

La toxina tetdnica es uno de los venenos més poientes que
se conocen; su toxicidad excede con mucho la de los alcaloides y otras —
s‘ub’stancias que suelen considerarse altamente venenosas. Las preparacio-
nes cristalinas contienen de 5 a 7.5 X 10 dosis letales (DL) para el ratén
por mg de nitrégenc; por lo general se presenta un periodo de incubacién
entre la inoculacién y la aparicién de sintomas, siendo como minimo ocho -
horas, mas alld de ese punto, el perfodo de incubacién es inversamente —
proporcional a la cantidad de toxina inyectada (2).

- Patogenia.

El mecanismo de patogénesis del bacilo, estd dado por la -
produccién de la toxina en el sitio de la infeccién y su posterior disemina
cién en el organismo, dando lugar al complejo sintomitico caracteristico de

la- enfermedad. =

La toxina se fija en el sistema nervioso en los gangliécidos



qdé son lipidos formados por: ceramidas, hexosaé, N-acetil-galactosamina
y &cido sidlico (&ste dGltimo componente los distingue de los cerebrésidos).

ta fijaciébn de la toxina depende del numero y posicién de los residuos de
4cido sidlico. {10).

La toxina tetdnica tiene un efecto periférico sobre los mis
culos con inervacién parasimpética colinérgica y sobre los misculos esque
léticos, bloquea la transmisién neuromuscular e interfiere con el mecanismo
de relajacién muscular. A nivel clinico puede explicar parte de las obser
vaciones de Kerr en el sentido de una hiperactividad del sistema simpéti
co. (11).

La toxina se absorbe al nivel de la unidén neuromuscular y
es transportada centripetamente en los axones, el mecanismo de .accién es
triba en la desaparicién del efecto inhibitorio-que se ejerce posindptica —-
mente, al efectuarse el proceso inhibitorio de las neuronas motoras y de -
las intermedias, se tiene una exaltaciébn de los reflejos polisindpticos al —-
tiempo cjue los reflejos monosinapticos no se alteran. lLas neuronas inter-
medias desinhibidas envian impulsos a todos l0s sectores de la médula espi
-nal y aln .a estructuras nerviosas supraespinales, con lo que se tiene el
estado de "estacién con despacho universal", que conduce a 1a aparicién
de las convulsiones generalizadas.

No estd definida la causa de {a muerte en el tétanos, puede
"ser el resultado de alteraciones metabblicas que se reflejan parcialn‘iente en
las elevaciones séricas de las enzimas musculares tales como la Creatinfos—
focinasa, la Deshidrogenasa lactica y la Deshidrogenasa alfa-hidroxi-butiri
ca;: algunos de esos cambios pueden ser consecuencia de la hiperactividad

" muscular durante el tétanos asf como de la acidosis terminal,

Las dos manifestaciones clinicas del tétanos son la rigidez
y los espasmos musculares. La rigidez se presenta primero en los masete
‘ros (trismus}, siguen los mlsculos abdominales y en los de los canales --
vartebrales, particularmente en los extensores {opistotonos). Los espas-—
mos musculares muestran fluctuaciones y varfan seg(n ia severidad del -- -
cuadro cllnico, afectan principalmente los masculos faciales y producen la
risa sardénica, en caso de generalizarse llevan al desarrollo de convulisio-




nes. En los recién nacidos son frecuentes los espasmos de los mGsculos

respiratorios que producen paros. (9%).

Toxoide tetdnico.

La produccidn antitoxina tetdnica se realiza desde que Von
Behring y Kitasato demostraron que el suero de animales inmunizados con
toxina tetdnica modificada con tricloruro de iodo, neutralizaba la toxina, -
protegiendo asi a animales inoculados con toxina o con el bacilo mismo. --
Behring en 1898 obtuvo grandes cantidades de antitoxina al inmunizar bo-
rregos y caballos y no fue sino hasta 1914 en que se inicié la adminstra--
cién de antisueros en humanos, logrando disminuir la mortalidad; posterior
mente Vallé y Bazy (1917}, llevaron a cabo la vacunacién de los heridos —
durante la primera guerra mundial con toxina destoxificada con tricloruro
de jodo, posteriormente en el afio de 1921 Buxtén y Glenny inciaron la pro’

duccién sistematica de antitoxina a gran escala. (2).

Los productos utilizados para la inmunizacién activa fueron
desplazados en 1923 cuando Ramén descubre que la toxina expuesta a cié£
ta concentracién de formaldehido pierde su capacidad téxica conservando -
su >poder inmunogénico, este producto llamado toxoide comienza a utilizarse

comc vacuna en humanos en 1930 (i).

En nuestro pais, se inicia la vacunacién con ampha cobei-tt_l
-ra_hasta 19853, vacundndose en un perfodo ‘de 20 afios més de 62 millones
de personas, Tabla 11, sin contemplar las primeras dosis aplicadas a perso

nas con esquemas de inmunizacién incompletos. (5).

A partir de los afios 5Q's los toxoides fueron producidos
por destoxificacibn con formaldehido de los filtrados. crudos del cuitivo.
En la actualidad el toxcide crudo no se usa para la vacunacién en huma-
nos, algunas veces se utiliza en la inmunizacién animal, particularmente
en la primera inmunizacién, en la produccién de sueros heterbtlogos anti-

tetdnicos. (2).
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VACUNA ANTITETANICA

La produccién de la vacuna se realiza actualmente siguien
do el manual de procedimientos editado por la Organizacién Mundial de
Salud (1977).

Utilizdndose una cepa de Clostridium tetani toxigénica que

se coloca en un fermentador durante una semana aproximadamente, el cul
tivo se filtra obteniéndose del mismo la toxina; se destoxifica mediante la
adicién de formaldehido al 40% para tener una concentracién final de 0.5%,
se incuba a 37°C por cuatro semanas, obteniéndose de esta manera el to-
xoide crudo, el cual se concentra por ultrafiltracién.

Este concentrado de toxoide crudo, es semipurificado por
‘fraccionamiento con sulfato de amonio, recuperdndose del 60 al 70%.

Las preparaciones del toxoide estdn sujetas a las siguien-

tes normas:

Se empleard como denominacién com(Gn la equivalente de la

internacional Vaccinum tetani, en el idioma del pafs de origen.

Definicién descriptiva. Se entiende por  Vaccinum tetani
una preparacién de toxoide tetdnico obtenido de la toxina tratada con. for
maldehido.

Actualmiente se acepta que la actividad del toxoide tetdnico
se puede evaluar, mediante una prueba activa de provocacién en cobayos
o ratones, en los que se inocula el toxoide tetdnico junto con una dosis -
de provocacién letal o dosis paralizante, los resultados de la vacuna en —
ensayo se comparan con la de una preparacién de referencia.

Anteriormente el nivel de potencia de la vacuna antitet&ni—
ca se expresaba en unidades de floculacién Lf. Sin embargo desde el -—
establecimiento de las Gltimas normas en 1914 debe especificarse el grado
minimo aceptable de actividad, expreséndolo en Unidades Internacionales

(Ul). Ademés se ha comprobado que este segundo patrén internacional
(12)
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tiene una relacién in vivo in vitro de 1.4/1.0 utilizdndose para la prueba
de floculacién, partiendo de que cada vial contiene 1000 equivalentes Lf,

La antitoxina tetdnica se conserva en ampollas que contie-

nen suero equino-hiperinmune. desecado, a razén de 1400 Uil por vial,

Por otra parte en 1965, resulté necesario el Patrén Interna
- cional para el toxocide tetdnico {Adsorbido), debido a que la relacién dosis-
respuesta de los productos adsorbidos no es equivalente a la de los produc
tos solubles (no adsorbidos). La preparacién de una anatoxina tetdnica ad
sorbida en hidréxidoe de aluminio y que contiene como minimo 250 Ul por -
vial, debe contener de 5 a 30 Lfs o 75 Ul por dosis humana.

En estas normas se ha incluido una prueba de estabilidad,
en vista de la necesidad de garantizar que las vacunas sometidas a una -
temperatura ambiente elevada, siguen conservando su actividad. Aunque
hay muy pocos datos para establecer una correlacién entre el grado de -~-
actividad en una valoracién biolégica y la prétéccién conferida af hombre,
Yy todavia menos para correlacionar el grado de actividad con la duracién

de la inmunidad.

PRUEBAS REQUERIDAS PARA LA ELABORACION-
DE LA VACUNA ANTITETANICA '

Las pruebas disponibles que bastan para fijar un minimo

de actividad son las siguientes:

Prueba de esterilidad. Cada lote de toxoide a Qranel se -

,s'ofneterfé a pruebas de esterilidad bacteriana.

Prueba de toxicidad especifica. Se verificard la ausencia
de toxina tetdnica por inyeccién a 5 cobayos por lo menos, cada uno de
los cuales deberd pesar de 250 a 350 g., cada cobayo recibird por via -
subcutdnea una cantidad equivalente a 5 dosis individuales humanas como
minimo, los animales que mueran seran sometidos a un examen necrépsico.
Se considerard que el producto acabado a granel es satisfactorio si- nin-

gun cobayo presen{a sintomas de parédlisis u otros signos de tétanos en(
12)
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los 21 dias siguientes a ja inyeccién y si al menos el 80% de los animales

sobreviven al cabo del perfodo de prueba.

Prueba de pureza antigénica. Se comprobari determinando
el valor Lf y la concentracién de nitrégeno proteico {no dializable}. La de
terminacién del valor Lf se hard de acuerdo con la técnica de Ramén, con
trastando con el segundo patrén internacional de la antitoxina tetdnica o -
una preparaciéon de referencia equivalente, que haya sido aprobada por et
servicio nacional de inspeccién. Se considera que el toxoide tetdnico es sa

tisfactorio si contiene por lo menos 1000 Lf por mg de nitrégeno proteinico

no dializable.

Agentes conservadores. Al producto acabado se le anadira
un agente conservador adecuado el que previamente se habri comprobado
de no ejercer. ningin efecto perjudicial sobre el toxoide tetdnico ni sobre
otros componentes vacunales, con los que ésta puede estar combinada y
sobre todo que no provogue reacciones nocivas en el hombre.

Coadyuvarites. El coadyuvanté utifizado, deberd estar -—
aprobado por el servicio nacional de inspeccién (pureza y concentracién).

Como sustratos minerales deben emplearse compuestos de
aluminio o de calcio. -La concentracién de aluminio no deberd exceder de
1.25 mg y la de calcio de 1.3 mg por dosis individual humana. En algu-
nos paises se precipita el adsorbente en presencia del toxoide para mejo- -

" rar la adsorcién y aumentar la estabilidad.

Prueba de actividad. La actividad inmunizante de cada lo
te de producto acabado a granel, se comprobard por comparacién con ma-
terial nacional de referencia, contrastando con el patrén internaclonal --
apropiado. La prueba consistird en inocular grupos de cobayos (250-350
g) o de ratones de (14-20 g, siempre que en una misma prueba los pe--
sos de los ratones no varien en mis de 3 g), utilizando tres diluciones -
del producto acabado a granel y del material de referencia. Después de
fa inmunizacién, los animales seran sometidos a una prueba de provocacién
con una dosis letal o paralizante de toxina administrada por via subcuténea.
Para calcular la actividad del producto acabado a granel se utilizaran méto

dos estadisticos estandarizados. El método adoptado y su interpretacién -~
(12)
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tendrén que estar aprobados por el servicio nacional de inspeccitn.

La actividad de la vacuna antitetinica que contenga un

coadyuvante no podri ser inferior a 40 U.l. por dasis individual humana.
El material de referencia que se utilice a esos efectos tendrd que estar --
contrastandc con el patrén internacional del toxocide teténico adsorbido.

Prueba de residuo de formaldehido libre. La presencia de
formaldehido libre, no deberd pasar de 0.2 g/l.

Prueba de estabilidad. La estabilidad durante el almacena
miento se verificard por lo menos en tres tandas consecutivas del produc-
to acabado a granel. Siempre que se introduzca algin cambio en el proce-
dimiento de produccién, habré que demostrar que la vacuna preparada por

el método modificado es estable.

La vacuna debera satisfacer las normas de actividad en la
fecha de caducidad establecida, siempre que. haya estado almacenads a la

temperatura recomendada.

pH. Deberd registrarse en el producto acabado a granel

‘slendo ‘éste entre 6.0 y 6.7.

Prueba de inocuidad. En el lote final se comprobard la -

toxicidad inyectando por via intrapentonlal una dosis humana, pero no -

més de 1 ml, a cada miembro de un grupo de cinco ratones (17-22 g} y
-por lo menos una dosis humana { no mis de 5 ml), a cada miembro de una
Las pruebas deberin estar aprobadas por
E! producte final se considerard inocuwo

pareja'de cobayos (250-350g).
el servicio nacional de inspeccién.
si los animales sobreviven por lo menos siete dias sin presentar sintomas

significativos de toxicidad.

Inspeccidn de los envases definitivos. Todos los envases
de cada iote final ser&n objeto de una inspeccién visual, y los que presen
tan anomalias, como conglomerados o particulas serdn desechados. (12).

Aunque el toxoide que se fabrica actualmente en México --

presenta adecuada capacidad inmunogénica (13, 14, 15), provoca en algu-

nos individuos, reacciones secundarias en el sitio de su inyeccién como son
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" dolor local y edema, y pueden imposibilitar el trabajo durante dias. (9).

Asi también puede provocar reacciones de tipo general con-
sistentes en fiebre, vomitos, postracién, etc., las cuales se deben en par-
te a las impurezas presentes en el toxoide. (16).

Es por lo tanto, de gran importancia el disminuir al miximo
las impurezas presentes en el toxoide, para eliminar las reacciones secunda
rias y favorecer un aumento en su capacidad inmunogénica, al disminuirse
la competencia entre los antigenos de la mezcla.

COMPETENCIA ANTIGENICA

Es el nombre que se da al fen6meno en el que la inyeccién
de un antigeno puede inhibir la respuesta inmunolégica simultidnea a otro -
" antigeno, con el que no tiene mnguna relacién inmunolégica; este fenémeno

.. es mediado’ de alguna manera por los linfocitos T. EI mecamsmo no esté -

claro, pero la competencia es de la mayor -importancia en los programas de
vacunacién, en los que se suministra mis de un antigeno al mismo tiempo.

En general se presentan tres tipos de competencna' Intra-
molecular, Intermolecular cuando se usa una mezcla de antigenos, e Inter-
molecular con antigenos administrados secuencialmente.

Competencia Intramolecular

Se lleva a cabo este tipo de competencia, si los antigenos
involucrados presentan epitopes diferentes; durante la induccién de la res
puesta inmune las células son seleccionadas por el antigeno el cual es reco
nocldo por los receptores encontrados en la célula B, los que son idénticos
al anticuerpo secretado por la misma y/o por los receptores en la célula T,
especificos para el epitope y un Ag de histocompatibilidad clase 1l. Por lo
tanto debe existir un orden en el cual las células sean capaces de unirse
a un antigeno en particular y cuando el antigeno es procesado, se presen-
ta un fenémeno de presién selectiva, la cual es mucho més grande cuanto
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més bajp esla concentracién del mismo. Como resultado, para cada determinan -
te antigénico se presentard una competencia entre células sensibles en el -

cual los receptores tienen un acceso mayor, scbre todo cuando el suministro
antigénico es limitado.

La teoria de la seleccién clonal por ei antigeno explica la ma
duracién de la respuesta inmune (incremento de la afinidad del anticuerpo -
con el tiempo), los efectos de dosis del antigeno sobre la cantidad y afinidad
del anticuerpo producido, la baja afinidad del anticuerpo cuando se produce
un estado de tolerancia parcial, y la supresién de la produccién de anticuer
pos o la seleccién de anticuerpos de alta afinidad con la administracién pasi-
va de .estos.

Si se tiene en mente que un antigeno posee epitopes diferen
tes los cuales serdn reconocidos por un nimero equivalente de poblaciones -
celulares sensibles al antigeno y si alguna de estas poblaciones se encuentra
en mayor nimmero, o si tienen mayor afinidad para el antfgeno, éstas se unirin
a ellos preferencialmente. Como resultado la produccién de anticuerpos con-
tra clertos determinantes en un complejo antigénico, predominaré'a‘expensas
de la produccién de anticuerpos contra otros.

La dominancia de ciertos determinantes en una. competencia
-intramolecular es por lo tanto el resultado de un nGmero méyqr‘de células
: quecofnpa_rten receptores para aquellos, o su'mayor afinidad co‘mpa‘rada oon
el nimero y afinidad de las células que tienen receptores para otros deter—
minantes antigénicos de la misma molécula. v A

Deben existir razones diferentes de la presencia de precur
sores disponibles, para algunas reglones de una molécula que para otras,—
por ejemplo: algunas areas inmunopotentes pueden ser antigénicamente méas
complejas que otras, el control genético de la capacidad para responder ——
limitard especificamente el nimero de precursores disponibles para ciertos
determinantes. De este modo no hay contradiccién para la teorfa de la Se
leccién clonal, que postula una distribucién aleatoria de células sensibles
a los antigenos, originadas por procesos de mutacién soméatica. (18).

Las predicciones de esta hipftesis intluyen:
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a) La competencia intramolecular ésté en funcién de la —-
dosis- del antigeno siendo mds evidente a bajas concentracicnes. La compe
tencia depende de la proporciéon de células sensibles al antigeno.

b) Cuando se lleva a cabo esta competencia es posible de-
mostrar diferencias en el nimero de células disponibles para los distintos
determinantes antigénicos, ya sea por medio de las técnicas de dilucién i

- mitante o de acuerdo a la afinidad del anticuerpo sintetizado para cada de
terminante por separado.

c} Si las poblaciones celulares que reconocen ciertos deter
minantes se han amplificado en una primera inmunizacidn, la respuesta se-
cundaria serd en muchos casos dominante, y se suprimird la respuesta a -
otros epitopes en la misma molécula. Una respuesta secundaria por lo tan
to, serd mds efectiva en la competencia que una primaria.

d} En ta medida en que la tolerancia y la administracién -
pasiva de znticuerpos dificulte el reconocimiento a determinantes especifi-

cos, se provocard también la prevencién del efecto competitivo de determi
nantes dominantes. ' ‘

Se esperaria entonces que la administracién pasiva de anti_
cuerpos ocasione tanto un efecto supresor como un efecto favorecedor pa-
ra la produccién de anticuerpos. '

Es posible predecir el papel de diferentes tipos celulares -
en la competencia intramolecular de acuerdo a consideraciones tedricas. Pa-
ra los antigenos tlmo~dependlemes. se asume por razdén de simplicidad que
todos los determinantes son igualmente capaces de cooperar con otros en -
la misma molécula, y que el procesamiento del antigeno permitird la presen
taci6n de todos los determinantes a las células T. Si esto es correcto cuan
do ocurre la competencia entre células T, puede no provocar una estimula—
cién preferencial de células para algin epitope en particular. ({18).

Los tipos de células involucradas en la competencla intramg
lecular, deben ser por lo tanto células precursoras de células formadoras -
de anticuerpos o células B. Una posibilidad es que ia competencia entre —-
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fas poblaciones de la céluia B, se lleva a cabo después de que el antigeno
se ha jocalizado en fa superficie de la célula T, células dendriticas o macrg

fagos (Mitchison et. al. 1970; Nossal y Ada 1971 en Antigenic competition).

? El requerimiento para la localizacién del antigeno y su pre-
sentacién puede en esta forma contribuir a la limitacién de la fuente de an-

tigeno.

Competencia Intermolecular.

Se presenta entre los epitotes de moléculas diferentes cuan

do se administra simultdneamente una mezcla de antigenos.

Para la competencia intermolecular, se necesitan diferentes
moléculas o partlculas presentando muchas variaciones y a veces interviene
la casualidad. En esta competencia pueden presentarse varios factores su-
primiendo fa respuesta como son la tolerancia a los antigenos dominantes, o
la liberacién de agentes inhibidores na especificos los cuales pueden supri-

mir la respuesta a otros antfgenos.

Se sugieren dos modelos:

En el primero se propone un mecanismo de presentacién co-
min principalmente a trayv,és de _lé superficie de células dendriticas reticulares
de los follculos de ganglios linfiticos y bazo, Fue descrito por Téussing y
Lachman. (1872}, y en ¢l se asum‘e,t:jue el ahtfgen‘o se localiza en un sitio X
. por medio dehun‘ anticuerpo coopefador (también llamado lgX) dirigido con~

tra determinantes especificos.

Este modelo propone el reconocimiento inicial del antigeno --
por la céjula T, resuitando en la liberacién de igX el cual estd unido a ia -

membrana de la célula dendritica y de esta manera se presenta el antigeno a

la célula B especifica. Si el nimero de sitios de unién de la molécula de —-
fgX es limitado, una competencia por estos sitlos ocurrird entre los anticuer

pos cooperadores dirigidos hacia diferentes antigenos. (18).

Una variacién de este modelo puede por lo tanto ser suge-
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rida, la cual retiene las propiedades semiespecificas de la molécula del IgX
como un inhibidor. Se propone que después de la liberacién por 1a célula
T, la molécula tgX se unird no a la célula dendritica sino directamente a -
la célula B, a través de receptores para la porcién Fc.

Cada uno de estos modelos sugiere una competencia por an
ticuerpos ccoperadores de naturaleza, aunque especulativo explica adecua—
damente dos de las claves caracteristicas de este tipo de competencia:

i) una dependencia en las cantidades relativas del antigeno
involucrado e ii) independencia en la producci6én de anticuerpos a un anti
geno dominante. '

Ambos modelos hacen la prediccién de que la competencia —
intermolecular no afectari la respuesta de los antigenos T-independientes —
de tal manera que los antigenos pueden ser capaces de estimular las células
T y esto viene a ser dominante por si mismo en situaciones competitivas. Se
hace notar que ambos modelos acomodan ficilmente la competencia intramolecular
en células B en la seccidén anteriormente citada. (74).

Competericia Intermolecular con antigenos administrados secuenclalmente,

' Se presenta cuando se: proporciona antfgeno a un cierto ——
tiempo ' posterior a otro estimulo antigénico diferente. Cuando dos antigencs
son myectados en secuencia, -se ha encontrado que la respuesta dada al se
gundo antigeno puede ser suprimida. '

E! tiempo que transcurre entre la administracién secuencial
de los antrgenos; es importante para. encontrar la méxima competencia depen—
diente del grado de supresién producida.

También se deben tomar en cuenta ]a inmunogenicidad y la
dosis del antlgeno involucrado. En general el antigeno més inmunogénico -
es administrado primero y en alta dosis para producir un efecto profundo
de supresi6n por competencia, la cual va a ocurrir mds répidamente.

-

La respuesta a un inmundgeno pobre; o a pequefias dosis
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es mas-facilmente suprimida, por una competencia secuencial que por un --
buen inmunégeno o una aita dosis. i

Muchos de los efectos encontrados cuando los antigenos son
administrados en secuencia pueden ser explicados por la hipé6tesis que pos
tula una produccién de inhibidores, no especificos de la respuesta inmune.
Por lo tanto se asume lo siguiente: .

i) el primer antigeno administrado en una secuencia general
mente se comporta como el antigeno dominante, y suprime la respuesta para
otros antlgenos que son administrados en los siguientes diez dias.

ii} el tiempo durante el cual la competencia se lleva a cabo no
siempre se relaciona con el maximo de la respuesta inmune para el primer an
tigeno.

iii) un estimulo secundario generalmente tiene un efecto mis -
marcado que la dosis primaria. -

iv) en general no es necesario inyectar los antfgenos en el -
mismo sitio. i )

v) se ha demostrado la participaci'én de ta célula T en una
competencia secuencial (Ghershon y Kondo, 1971).

) ) vi) la competencia secuencial puede abolerse por los anticuer
pos contra el antigeno dominante, siendo la cantidad de anticuerpos requeri
dos para inhibir ta competencia mayor que la necesaria para la supresion de
la produccién de anticuerpos especificos. La hipbétesis que se sugiere para
explicar la competencia secuencial es que las células que son estimuladas li-
bera‘h' factores que son inhibitorios para la estimulacion y division de las cé
lulas T, Por lo que se sugiere que estos inhibidores funcionen como reguia
dores en la proliferacién celular de la respuesta inmune. -

Estos incrementan el control por -retroalimentacién que ejer-—

“cen los anticuerpos, a pesar de la secrecién especifica de las células T de

inhibidores o supresores que  actuarfan tanto en las células T como
(18)
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en las B; cuando un segundo antigeno es inyectado un cierto tiempo después
del primer antfgeno este llega a un medio ambiente inhlbltono por lo que -
el resultado es una supresién de la respuesta inmune.

Esta hipbtesis presenta un fenémeno especulativo para gene-
ralizar e invoiucra muchos antigenos no relacionados. Los antigenos que son
invelucrados en una competencia secuencial no necesariamente compiten cuan
do se administran juntos, sin embargo se puede esperar una inhibicibn mutua
en algunos casos. E£En una respuesta secundaria se puede presentar una com
petencia mas efectiva. Los inhibidores responsables en una competencia se--
cuencial son totaimente inespecificos, en estos términos la respuesta para un
mismo antigeno administrado en un segundo tiempo muy corto teéricamente —
deberfa ser inhibido.

Aspectos précticos de la competencia.

Las mvestlgacnones de Barr Y Llewellyn-Jones 1953 1955; -
muestran los factores que deben ser considerados cuando se admlmstran va--
cunas y toxoides en secuencia o en mezclas:

i i) cuando se realizan inoculaciones’ de diferentes vacunas o
toxoides, siendo administrados en una serie, es lmportante dejar un “interva

lo entre las inoculaciones de 30 dias para eliminar toda posibilidad de una
competencia secuencial.

) ii} con el propésito de disminuir el nGmero de inyecciones en
un programa de vacunacién; es usual administrar mezclas conocidas en combi
nacién profilactica. Probablemente la més conocida es la vacuna triple (difte
ria, tosferina y tétanos).

En estas mezclas es necesario balancear adecuadamente todos
los componentes para obtener un éptimo de inmunizacién contra todos los an-
tigenos y de esta manera podef eliminar la supresién de la respuesta para --
alQ_Cm componente por competencia intermolecular. (18).

En el caso de que exista una pre-inmunidad se puede espe-
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rar este tipo de competencia igual para todos los componentes de la mezcla
y también que la respuesta secundaria para algunos componentes puede in-
‘hibir la respuesta primaria para otros, de esta manera se hace notar que -
en el curso de una infeccién se 'puede observar los mismos fenémenos de es
timulacién o supresién para ciertos epitopes. (18).

Raynaud. M. Bizzini, et.al., Turpin A. 1971, llevaron a -
cabo un trabajo sobre ia heterogeneidad del toxoide tetdnico, obtuvieron --
tres diferentes preparaciones de toxoide a partir de una toxina pura, una
parcialmente purificada y una toxina cruda (toxina del filtrado). La des--

toxificacién la realizaron adicionando formaldehido incubando a 37 °C por -
15 dias.

En cada caso se obtuvo una poblacién molecular heterogé--
nea dentro de la cual se encuentra el toxoide que se presenta en varios es
tados de agregacién.

Utilizando el proceso de filtracién en gel con Sepharosa 48
obtuvieron tres fracciones.

) 1.- Formas muy “fuertemente" agregadas (toxoide poliméri_
co pesado) . ) ‘ : .

R 2.- Formas intermedias (toxoide cligomérico)

3.~ Formas monoméricas (toxoide 7S5)

En la destoxificacién de las tres toxinas; puras, crudas Y
semipuras se observ6é una pequeiia cantidad de formas pesadas, las formas.
oligoméricas se obtienen en. diferentes proporciones. La forma monomérica
toxoide 7S se obtuveo en gran cantidad de los toxoides obtenidos de la toxj

'na pura y cruda. Este toxoide 7S presenta una aita actividad especlfica -
muy parecida a las caracterfsticas moleculares de la toxina pura. (19).

Estos mismos autores en 1971, probaron la inmunogenicidad
de estos tres toxoides con diferentes grados de polimerizacién, utilizando -
los antigenos solubles y adsorbidos en CaC|2, encontrando que gl ‘toxoide .-
en la forma monomérica 75 aislado de una toxina pura, presentd la méas aila
actividad inmunogénica, concluyendo que la inmunogénicidad del toxoide se
incrementa paralelamente con el grade de pureza de estos. (20},
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“Fig. 1. Modelds estructurales de toxina teténica propuestos
por Bizzini et. al. (1a) y Matsuda y Yoneda. (1b).
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TABLA 1

MORTALIDAD POR TETANOS * ESTADOS UNIDOS MEXICANOS *

(Grupos de Edad por Anos)

AROS <1 1-4 5-14 15-24  25-34  35-44  45-54  55-65  65-74 > 75 Sa303,
1961 100.4 2.2 2.3 2.0 2.6 . 3.2 4.1 6.1 6.2 7.4 2,635
1962 90.3 1.5 2.8 2.2 2.7 3.6 3.6 7.0 6.1 6.1 2,477
1863 . 79.5 . 2.3 2.1 1.7 2.3 3.4 3.4 8.7 6.3 8.3 2,340
1964 76.8 1.9 1.9 1.5 2.8 3.1 2.9 6.1. 5.8 6.9 2,361
1965 68.1 1.5 1.4 1.2 1.7 3.2 3.7 4.4 4.8 9.5 2,121
1966 69.7 1.5 1.3 1.3 1.8 2.7 3.2 5.7 6.7 8.0 2,213
197 62,5 1.7 . 1.3 1.1 1.9 2.8 3.1 i1 4.6 - 6.7 2,073
1968 59.8° 1.6 1.0, 1.1 1.8 2.0 2.2 4.4 4.3 7.4 2,031
1969 . 54.2 . 1.5 1.1 0.9 1.9 2.2 2.9 4.3 5.4 5.8 1,913

1970 49.6 1.6 0.8 1.0 1.7 2.4 2.6 4.3 4.5 6.0 1,816

* TASA POR 100,000 HABITANTES.
.+ SALUD PUBLICA DE MEXICO. 31 335-353, 1977,
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TABLA 11

INMUNIZACIONES EN LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANOS *

AROS DEPT REACTIVACIONES . TOXOIDE REACTIVACIONES
3as.dosis - TETANRICO -
2da. dosis
1955 200,899
1956 222,128
1957 - 188,241
1959 284,960 176. 800"
1960 272,824 176, 800"
1961 346,660 176,800"
1962 374,680 176, 800"
1963 629,880 176, 800"
1964 409,147 422,135
1965 642,295 117,600
‘1966 803,175 335,199 419,687 342,692
1967 1115, 055 219,782 233,577 79,592
1968 738,688 208,198 382,394 104,132
1969 1'6@9,632 . 186;278 154,127 61,Q05
1970 11106, 348 85,479 - 60,710 33,400 -
1971 603,305 110,400 358,897 6,015
1972 639,932 428,604 354,891 - 74,515
1973 363, 431 326,052 800,538 75,115
T 1974 3'965,932 1'090, 609 753,496 150,200
SUMAS  16'374,003 2'990, 521 4943, 052 925, 667
X 3 X 2
46'122.279 9'884, 104
TOTAL: 62'922,571
* SALUD PUBLICA MEX. 17 2: 266, 1976.
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OBJETIVOS:
GENERALES

De acuerdo con la hipétesis de que un solo antigeno pro-
vocard una respuesta inmune mayor, que cuando se administra junto con
una mezcla de proteinas se pretende; eliminar la competencia inmunogénj_

ca originada por la presencia de los contaminantes del medio de cultivo,
donde se desarrollé Ci. tetani .

PARTICULARES

i} purificacién del toxoide teténico a partir del cultivo
de Cl. tetani en dos medios de cultivo distintos.

Medio Mieller y Miller
Medio Latham

ii) imunizacién de 6 grupos de conejos con el antigeno
“crudo, semipuro Y puro de ambos medios de cultivo.

iii) Valoracién de la respuesta inmune de acuerdo al método
de IPSEN de los conejos inmunizados.

iv) estudio f‘sncoqufmlco de los toxoides utilizados emplean
do técmcas como mmunoelectroforesis, Y. "electroforesis en gel de acrilami-
da para determinar pureza y pesos moleculares.

v} andlisis de los resultados.
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MATERIAL Y METODOS

Produccién de toxina y toxoide teténico.
Cepa de Cuiltivo.

Lz toxina tetdnica se obtuvo del cultivo de Clostridium
tetani cepa HARVARD, obtenida de la Organizacién Mundial de la Salud
y proporcionada por el Instituto Nacional de Higiene de la S.S.A.

La cepa se conserva en estado liofilizado, dos dias antes
de la preparacién de la toxina se abre una ampolleta con el liofilizado y
se pasa a tubos conteniendo medio de caldo tioglicolato, se incuban en
condiciones de anaerobiosis a 37°C por 48 horas.

De este cultivo. se realiza otro pase a caldo tioglicolato
{puede conservarse a -10°C a -20°C durante varias semanas]}.

No se deben realizar més de 5 ﬁases de la semilla, ya
fque puede ocasionar pérdida de la toxicidad.

Para comprobar la pureza de la cepa, se siembran placas
de gelaosa-sangre y tubos de caldo soya ‘tripticasa, se incuban a 37°C -
de 48 a 72 horas. En estos medios no debe haber crecimiento bacteria-
no de ningin tipo. ’ ' ’

Para la observacién microscépica del cuitivo de Cl. tetani,
se obtienen frotes teflidos por Gram, en los cuales deben observarse --
exclusivametne bacilos Gram positives con espora terminal (palillo de —-

tambor}.
Toxina teténica.

Para su obtencién se utilizaron 2 medios de produccién ——
distintos: Muieller & Miller y Latham. :
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MEDIO MUELLER Y MILLER

Férmula para 1 lJitro.

NZ Case

infusién de Corazén de res
Glucosa

"NaCi

NazHFO2 anhidro
KHZPOI‘ anhidro
Mgso, 7 HZO

Cistina

Tirosina

Pantotenato de Calcio
Uracilo '

- Tiamina

Riboflavina |
Piridoxina

.. Biotina

Hierro reducido
Agua destilada

21.5
50
11
2.5
‘2.0
0.15
0.15
0.25
6.5

2.5
0.25
0.25
0.25

2.5

- 0.5

1000

KL wVwwVwvEeaya 3.

w3
103888°3



Férmula para 1 litro.

NZ Case
Glucosa

NaCl

MgSOu 7 HZO
Biotina

Vitamina B] 2
Tiamina
Riboflavina
Piridoxina
Pantotenato de Calcio
" Acido Nicotinico
Uracilo .

Cistina

_Cloruro Férrlco
. '/Agua destilada
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MEDIO LATHAM

30

2.5
100

- 0.05

. 250
250
250

250
1.25
1.25

32 -
1000

w

mg
Mg
Mg
Mg
Mg
ug
mg
Hg
mg

‘mg

mg
mi

Se prepararon 60 litros del medio de produccién
Mueller Yy Miller {MgM) en garrafones de vidrio con capacidad de

20 1 conteniendo 15 1 cada uno.

El medio esterilizado se enfrié rédpidamente en un bario

de agua y se inoculd con aproximadamente 150 ml por garrafén de la

semilla de Ci. tetani.

Esta semilla se preparé sembrando en matraces Erlenmeyer

de 250 ml con el mismo medio de produccién, un tubs de Cl. tetani

previamente se descongel6.
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) Los garrafones se incubaron durante 8 dias a 35-36°C, --
manteniéndose en reposo.

Después de este tiempo se pasd el medio de cultive con Ia
bacteria, a una temperatura de #°C durante 3 dias para aumentar fa libe~
racién de la toxina provocado por lisis bacteriana. Al final de la incuba~
cién, el cuitivo se sometié a las siguientes pruebas:

Prueba de Floculacion o determinacién de Lfs,

de acuerdo
con la técnica de Ramdn. {21) ver apéndice.

Prueba de Esterilidad. Para esta prueba se tomaron apro
ximadamente 100 m! de cultivo de cada garrafén, sembréndose en los me—

dios de gelosa-sangre y caldo tripticasa soya, los cuales se leyeron a las
24 horas.

Prueba de Dosis Mortal Minima.  para {a determinacién de
ésta, se. tomaron muestras de los cultivos de cada garrafén, centrifugén-

dose a 7,000/g durante 20 minutos, posteriormente se separaron por de--
~cantacién. ' '

Con el sobrenadante de cada garrafén se prepararon las
siguientes’ diluciones, usando como diluyente una solucién de peptana al
1% preparada con NaCi al 0.5 %: 1072, \10'“, 107° y 1078,

Con cada dilucidén se inocularon dos ratones (18-20 g) -

por via intramuscular con 0.5 ml de cada dilucién manteniéndose en .ob-
‘servacién durante 5 dias.

La dosis minima mortal para el ratén, se expresa como el
doble de ga inversa de la diluciétn mdxima que contiene la cantidad sufi--
ciente de toxina, para matar a los ratones en los primeros 4§ dias muiti--

plicado por el factor del tiempo en que se registra la muerte y se expre
sa como DMM/mt. (37).
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Destoxificacién de fa toxina tetanica.

Para destoxificar la toxina se utilizé-formol Baker a! 38%,

agregéndose 8 m! por litro de toxina, obteniéndose una concentracion fi-
nal de 3.8 %. '

Se agitaron los garrafones y se incubaron a 37°C durante
21 dfas.

Al cabo de este tiempo se realiz6 una prueba de seguridad
o atoxicidad para comprobar la destoxXificacidn, utilizando 2 cobayos de 250
a 300 g de peso por garrafén, a los cuales se les inyecté intraperitoneal--'

mente 5 ml del toxoide sin diluir previamente centrifugado a 7000/g duran-
te 20 minutos.

Se registré el peso inicial y final de cada cobayo observén
dose durante el perfodo de prueba (21 dfas) para detectar cualquier sinto-
ma de tétanos.

Filtracién del toxoide teténico.
= 3
Una vez comprobada la falta de toxicidad se mezclaron los

[ garrafones Y ‘se filtraron mediante preﬁltros Mllhpore AP20 para 1a_eli-
) minaclén del paquete bacteriano, . k

Clarificaci6n del toxoide tetanico.

El toxoide se clarific6 con prefiltros AP20 y membranas -—

0.8, 0.45 Y 0.22 p de porosidad Millipore, en condicxones no estériles a -
temperatura ambiente.

Concentracién del toxoide teténico.

Se concentrd a 7.4 litros por ultrafiltracién durante 6 ho
ras a temperatura ambiente utilizando un cartucho Millipore y se pasd a

través de membrana 0.22 u Mllhpore, para asegurar la ausencia de part;
culas en el toxoide.
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El toxoide del medio Latham fué proporcionado por el labo
ratorio de Anaerobios del Instituto Nacional de Higiene, S.S.A.

Los toxoides Mueller y Miller y Latham se purificaron de

acuerdo al siguiente esquema:

PRECIPITACION DE PROTEINAS‘CON SOL. SAT. DE (th)ZSOu

PRECIPITACION DE ACIDOS NUCLEICOS CON UNA MEZICLA DE
METANOL 7.5% - ACE'{ATO DE SODIO 0.1 M

2a. PRECIPITACION DE PROTEINAS CON SOL. SAT. DE (NHu]zsou
t
CROMATOGRAFIA DEL TOXOIDE TETANICO

DEAE cMC SG-100 SEP-4B
AN:\}ISIS DE PUREZA INMUNIZACION DE CONEJOS CON
‘ 3 PREPARACIONES DE TOXOIDE
ELECTROFORESIS INMUNOELECTROFORESIS DE AMBOS MEDIOS DE CULTIVO.

N\

CRUDO  PRECIPITADO OBTENIDO
CON. SEP-4B

. OBTENCION DE SUERO ANTITETANICO

DETERMINACION DE: UNlDADES ANTITOXICAS

Precipitacién de proteinas por medio de sulfato de amonio.

La precipitacién se realizé afladiendo una solucién saturada
de sulfato de amonio pH 8, volumen a volumen con el toxoide, a 4°C con
agitacién constante (12 horas) y goteo lento del sulfato. Las proteinas ——
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precipitadas que incluyen al toxoide, se separaron del sobrenadante por
centrifugacién a 12,000 x g durante 30 minutos a 4°C.

E! precipitado se resuspendié en una solucién amortiguado—
ra de fosfatos 0.01 Molar pH 7.4 y se colocaron en una bolsa de diélisis, -
sumergiéndose en la misma solucién amortiguadora, hasta la eliminaciéon del
sulfato de amonio.

Precipitacién _de Acidos Nucleicos .

A el dializado de cada toxoide se le agrega una solucién de
metanol al 7.5% y acetato de sodio 0.1 M, dejadndose reposar durante 48 ho-
ras a -15°C; tiempo en el que se forma un precipitado conteniendo los 4ci-
dos nucleicos que se eliminan por centrifugacién a 12,000 x g durante 30 -
minutos a 4°C y posteriormente se realizé la determinacién de &cido dexosi-
rribonucleico (22,23), para comprobar su ausencia. ver apéndice.

Segunda precipitacién de proteinas por medio de sulfato de amonio.

El sobrenadante obtenido después de la precipitacién de --
los scidos nucleicos, se precipité con sulfato de amonio solucién saturada -
pH 7.8 volumen - volumen, con agitacién constante a 4°C durante 12 horas,
se centrifugaron los toxoides a 12,000 x g durante 20 minutos a 4 °C. EI
sobrenadante se deseché y las proteinas que incluyen al toxoide, se resus-
.pendieron en una solucién amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH 7.8, y se -
vcolocaron en una bolsa de dialisis, (en la misma solucién amortiguadora) oon
cambios sucesivos hasta eliminar el sulfato de amonio, después se realizaron
tres cambios de la solucién de didlisis con EDTA 0.01 M pH 7.6.

Cromatografia_del toxoide tetdnico.

Cromatograffa de intercambio i6nico en columna, del toxoi
de MeM (230 mg) se pasaron a través de una columna de 90 cm de altura
Y 2 cm de didmetro de DEAE-celulosa (Wathman)} equilibrada con una solu-
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cibn de EDTA 0.01 M pH 7.6, colectdndose fracciones de 10 ml, se realizé
un gradiente discontinuo con NaCl 0.3, 0.5 y 1.0 M; la velocidad de flu-
jo fue de 60 ml/h. Las fracciones obtenidas se leyeron a 280 nm.

230 mg/5ml del toxoide MEM se pasaron a través de una --
columna de Carboximetil-celulosa (Wathman), la cual se equilibré con una -
solucion amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH 7.6, la columna de 90 cm de
altura y 2 cm de didgmetro, con una velocidad de flujo de 30 ml/h. Se —-
colectaron fracciones de 5 mil leyéndose a 280 nm.

Se utilizé6 una columna de Sephadex G-100-120 (Sigma), de
50 cm de altura y 1.5 cm de didmetro equilibrada con solucién amortiguado
ra de fosfatos 0.01 M pH 7.6, con una velocidad de flujo de 10 ml/h; para
filtrar 93 mg en 2 ml del toxoide MEM, colecténdose fracciones de 1 mi, --
estas se leyeron a 280 nm.

Se combinaren los dos tipos de cromatograffa intercambio —
iénico y filtracién por pesos moleculares, usando primero Carboximetil-celu
-losa, concentrando la fraccién obtenida y pasando esta por Sephadex G-100
120, se utilizaron 5 ml del toxoide MgM usando amor{iguador de fosfatos 0.01
M. pH 7.6 como solucién de corrida, la lectura de las fracciones se realizé
a 280 nm. ‘ ’ ‘

Finalmente se utilizé Sepharosa 4B-200 (Sigma] que presen-
ta un rango de cromatografia en peso molecdlar para protelnas de 6 x: 101‘t -
20 % 106, equilibrada con soluci6n de EDTA 0.01 M pH 7.6. Las dimensio—
nes de fa columna fueron de 100 cm de altura y 2.5 de didmetro con una —
velocidad de flujo de 30 mli/h. Se pasé a lacolumna 230 -mg en 5 ml del to-
xoide tetdnico de M&M, se colectaron fracciones de 5 ml, leyéndose las frac
ciones a 280 nm.

Estos ensayos de purificacién del toxoide se realizaron prin
cipalmente con el toxoide M&M debido a que se contaba con méas volumen de
este que del toxoide Latham.
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Ensayo de la Pureza

En todas las columnas utilizadas se evalué6 la pureza de las
fracciones obtenidas, realizando fas pruebas de inmunocelectroforesis utilizan
do como antisuero gamas de cerdo antitetdnicas obtenidas de! suero de cer-
dos inmunizados con toxeide tetdnico crudo.

(26, 27, 28), y electroforesis
en geles de acrilamida-SDS (30).

ver apéndice.

Técnica _de Inmunizacién y Sangrado.

ANIMALES

Se emplearon conejos de la cepa Nueva Zelanda, 6 hembras
y 24 machos, con edad de 18~24 meses, y con peso de 3-4 kg, los cuales

se separaron en § grupos de 5 conejos, todos sin experiencia inmunoldgica
previa con el toxoide tetanico.

ANTIGENO Y ADYUVANTE

Como antigenos se utilizaron las siguientes preparaciones
de los toxoides:

GRUPO 1. Toxoide tetdnico crudo M&M
GRUPQO 2  Toxoide tetanico crudo Latham
 GRUPO 3 Toxoide teténico
v GRUPO- 4§ Toxoide tetén";co
GRUPO. 5 ~Toxoide tetsnico
o 4B-200 MM
GRUPO 6 Toxoide teténico
‘ 5B-200" Latham

precipitado con sulfato de amonio MEM
precipitado con sulfato de amonio ‘Latham
{fraccién 2} de cromatografia en Sepharosa

(fraccién_2) de cromatografla en Sepharosa

Todos los tdxoides‘ se estandarizaron a 200 Lf/mi.

Se empleé el Adyuvante completo de Freud {(ACF) conteniendo
85 partes de aceite mineral. (nujol) con 15 partes de lanolina .y 1 mg/m! ~
de Mycobacterium tuberculosis H 37 Rv esterilizado vy liofilizado (31,32).
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Ensayo de la Pureza

En todas las columnas utilizadas se evalubé la pureza de las
fracciones obtenidas, realizando las pruebas de inmunoelectroforesis utilizan
do como antisuero gamas de cerdo antitetdnicas obtenidas del suero de cer-
dos inmunizados con toxoide teténico crude. (26, 27, 28), y electr;qforesis
en geles de acrilamida-SDS (30). ver apéndice. ) !

Técnica de Inmunizacién y Sangrado.

ANIMALES

Se emplearon conejos de la cepa Nueva Zelanda, 6 hembras
Y 24 machos, con edad de 18-24 meses, y con peso de 3-4 kg, los cuales
se separaron en 6 grupos de 5 conejos, todos sin experiencia inmunolégica
previa con el toxoide teténico.

ANTIGENO Y ADYUVANTE

Como antigenos se utilizaron las siguientes preparaciones
de los toxoides: R

GRUPO 1 Toxoide letanico crudo MM

GRUPO 2 Toxoide tetdnico crudo lLatham

GRUPO 3 Toxoide tetanico precipitado con sulfato’de amonio MEM

GRUPO 4 Toxoide teténico’ preci;ﬁitadq con sulfato de amonio Latham

‘GRUPO 5 ";I'o'xoide tetdnico (fraccién 2) de '_cr'om’atc.ografi'a en ‘Sephéfosa S
: 4B-200° MEM BRI R '

GRUPO 6 Toxoide tetdnico (fraccién 2) ;:Ie cromatografia en Sepharosa

4B-200 Latham

Todos los toxoides se- estandarizaron a 200 Lf/mi.

Se empled el Adyuvante completo de Freud (ACF) conteniendo
85 partes de aceite mineral (nujol) con 15 partes de lanotina y 1 mg/ml -
de Mycobacterium tuberculosis H 37 Rv esterilizado y liofilizado (31,32).
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Inmediatamente antes de la inoculacién se realizaron mezclas vo-
lumen a volumen del ACF y los toxoides.

INMUNIZACION

Se realizaron 6 inmunizaciones con intervalos de 15 dias. En ks
inmunizaciones primaria y secundaria cada conejo recibié una dosis subcuta
nea (lomo) de 200 Lf de toxoide mezclado con un volumen igual de adyuvan
te; en las inmunizaciones siguientes, los conejos recibieron el toxoide teténi_
co sh"! adyuvante, inyectandose intramuscularmente en la pata trasera, cada
grl.ipo se inmunizé con un preparado diferente. Fig. 3.

SANGRADO

Los conejos se sangraron 8 dfas después de la 4a, 5a y 6a inmu
nizacién por la vena marginal de la oreja, en cantidades aproximadas de 5—
10 ml/conejo /sangrado.

- La sangre se dejé coagular a temperatura ambiente, se despren
.dié el codgulo y se mantuvo 12 horas a 4°C, posteriormente se elimin6 el
‘coédgulo, centrifugando a 1000 x g durante 15 minutos a 4°C.

Los sueros se conservaron a' -20°C hasta la determinaci6n del -
- contenido de antitoxina. ‘ '

Para estudiar la cinética de la  respuesta inmune de los conejos,

se realizaron inmunoelectroforesis con los sangrados de los grupos 1 al 6
utilizando como antfgenos los toxoides tetdnicos crudos M&M y Latham.

Determinacién de Unidades Antitéxicas .

Los ensayos'se realizaron de acuerdo al método de IPSEN
(35,36), en ratones de una colonia cerrada de la cepa NIH, con peso de
18 - 20 g sin importar sexo, observandose durante 5 dias. ver apéndice.
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De acuerdo a la técnica de IPSEN, una unidad antitéxica (UA)
es la inversa de la dilucion mas alta del suero que inhibe completamente
1 L+ de toxina tetanica.
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ESQUEMA DE INMUNIZACION DE CONEJOS PARA
LA PRODUCCION DE ANTITOXINA TETANICA

GRUPO TOXOIDE DIA DOSIS VA
1 CRUDO M:&M 1 200 Lf/ml+ ACF" s.C.
2 CRUDO LATHAM 18 200 Lf/ml+ ACF s.C.
3 PRECIPITADO MsM 34 200 Lf/ml .M.
4 PRECIPITADO LAT 49 200 Lf/ml 1.M.
5 S4B-200 MEM 54 200 Lf/mi .M.
6 S4B-200 LATHAM 69 200 Lf/mi .M.

* ACF = ADYUVANTE COMPLETO DE FREUD.
. .SC = SUBCUTANEA,
IM. = INTRAMUSCULAR.
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RESULTADOS.

La determinacién de unidades de floculacién Lf/ml de la -
toxina tetdnica en el medio de Mieller y Miller dié un promedio de s5¥5.8 -
Lf/ml lo cual al igual que los tiempos registrados se anotan en la Tabla (Il
En ninguno de los 4 garrafones se registr6 crecimiento bacteriano al sem--
brar “una muestra en gelosa-sangre, caldo tripticasa y soya agar, cultivan-
do en condiciones de aerobiosis, por lo que se demuestra que el medio de-
cultive vy la semilia de Cl. tetani estaban sin contaminacién. Tabla V.

La determinacién de la Dosis Mortal Minima (DMM/ml) de la
toxina tetdnica, Tabla V, se realiz6 para los 4 garrafones de la toxina, ob-
‘teniendo un valor entre 8.3 x 10% y 17,5 x 105,

Al término de estas pruebas de control para la toxina, se
pasd. a de_stoxificar con el formol (21 dias), después de este tiempo se rea
liz6 1a prueba de Atoxicidad o Seguridad, Tabla Vi, en esta determinacién
los cdbayos’se observaron diariamente, notidndose que no se prese’nt(w nin-
gGn sintoma de tétanos, como son: dificultad de girar para ponerse de -
pie, ba’rélisis de las patas traseras o encorvamiento de la cclumna verte—
bra"l, el registro del incremento de peso se conservé dentro de los limites -
normales de crecimiento en esta cepa de éobayos, comparativamente a los -~
animales testigos, de acuerdo a las diferencias de medias.‘

Los métodos utilizados para la purificacién del toxoide -
arrojan resultados diversos-:

a) la cromatograflfa de intercambio iSnico en DEAE-celulosa,
proporcioné dos fracciones con densidad éptica muy baja por lo que se utl
lizé un gradiente salino discontinuo de 0.3, 0.5 v 1. M para poder eluir
el material qué seguramente estaba fijo a la cue wwsa, de esta manera se ob
tuvieron otras dos fracciones con actividad floculante de. 600 Lf/ml cada --
una, Fig. 4, a estas dos fracciones se les llam6 A 'y B.
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b) ante los resultados de la cromatografia en DEAE-celuio-
sa,‘ se utilizé Carboximetil celulosa, la cual result6 en la no necesidad de
utilizar un gradiente salino, sin embargo solo se obtiene una fraccién con
actividad floculante de 600 Lf/mi, Fig. 5, a esta fracci6n se le llamé6 C.

c) la utilizacién en Sephadex G-100-120 dié como resultado
lo que se muestra en la figura 6, donde se observa nuevamente que no --
existe séparacién de la mezcla, se obtuvo una fraccién a la que se le liamé
D, la cual fue obtenida en el volumen de exclusién, lo que sugiere que el
pesc molecular de estos componentes es alto. Al utifizar el toxoide previa
mente sometido a intercambio catibnico y posteriormente a Sephadex G-100
120, origina el mismo resultado. Fig. 7. Al utilizar Sepharosa 4B8-200, el
resuitado fue la obtencidn de dos fracciones de alto peso molecular, de los
cuales, la primera constituye una fraccién no colorida sin actividad floculan
te y una segunda fraccién colorida con actividad floculante de 800 Lf/ml a
la cual se le llamé E. Fig. B.

La comparacién de las diferentes fracciones obtenidas, --
muestra que el producto E, es el que observa mayor actividad especifica -
(Lfs/ml), por lo que se procedié a realizar' la prueba-de pureza a través de
_inmunoelectroforesis. Fig. 9, donde se observa que todas las preparaciones
muestran varias bandas de precipitacién y como dato sobresaliente es el que
las primeras fracciones obtenidas en DEAE4célulosa a pesar de no flocular,
dan bandas de precipitacién, asf como la fraccién 1 obtenida de la Sepharo
sa 4B-200. ' ' '

El andlisis de las diferentes muestras sometidas a cromato-
grafia, permite cuantificar la actividad especifica a cada muestra, Tabla VII,
en la cual se observa que la actividad mayor, la posee la fraccién Il de el
toxoide obtenido por Sepharosa 4B-200.

Las Tablas VIIl y IX muestran los datos de actividad espe-
cifica, de floculacién, y cuantiﬁcacién de protelnas, durante el proceso de -
purificacién de ambos medios de cultivo, se puede observar que realmente
basados en la cantidad de Lf en el medio, podemos considerar que se pier
de casi el 50% de la proteina en la segunda precipitacién con sulfato de --
amonio Y el 97% en el fraccionamiento en la columna de Sepharosa 4B-200.
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. En la figura 10 se muestran las inmunoelectroforesis de —
los diferentes productos obtenidos durante el proceso de purificacién utili
zando Sepharosa 4B-200. Cbserve que de la toxina original que muestra 8
arcos de precipitacién contra el suero de cerdo inmunizado con toxoide cru
do, al final del proceso el toxoide muestra 6 arcos de precipitacion,

El andlisis de pureza de los diferentes productos obtenidos
con las diferentes técnicas empleadas, utilizando un gel de acrilamida al 10%
con SDS, muestra que gran parte de los toxoides no penetran en el gel y
se observan en todos la presencia de 4 bandas mal definidas con pesos mo
leculares arriba de 40,000 daltones. Fig. 11.

Para realizar el estudio de la respuesta inmune al toxoide
teténico, se decidi6 probar el toxoide teténico crudo, el cual es utilizado
en inmunizacién de animales para la obtencién de suero antitetdnico, el to
xoide tetdnico precipitado con sulfato de amonio que es el que se utiliza ~
para la vacunacién en humanes, al menos en nuestro pais, producido por
la S.S.A.,y el obtenido con la Sepharosa 4B-200 que al no contar con ge
les que nos den un andlisis real de la pureza, y tener en el sistema de

_ Inmunoelectroforesis varias bandas de precipitacién se decidi6 llamarlo --
semipuro. ' ' ’ )

. En 1a figura 12 se observan las inmunoelectroforesis de ~
los toxoides utilizados para la inmunizacién de los conejos, se muestran
los 6. toxoides, crudo, precipitado y semipuro, tanto el obtenido de! me--
~ dio Mieller y Miller como del Latham, revelados con el suero de cerdos -

inmunizados con toxoide crudo.

En la Tabla X, se anotan los datos de concentracién de -
proteina medidas como nitrégenc (Kjeldhal) para relacionarlo con la activi
dad floculante y la respuesta de los conejos inmunizados con los 3 toxoi--
des diferentes, como se puede observar las Unidades de Floculacién eran
distintas en el toxoide concentrado, mientras que las preparaciones de to
xoide precipitado y el semipurc, llegan a tener una concentraci6n similar
de Lf/mgN, Asi mismo, la respuesta inmune de los conejos tiende a in-
crementarse de acuerdo al mayor grado de pureza alcanzado en los toxoi
des semipuros determinado por las Unidades Antitéxicas por mli.
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La figura 13 muestra los resultados obtenidos cuando se
realiza la Inmunoelectroforesis utilizando como antigenos los toxoides cru-
dos M&M y Latham, y los sueros de los conejos inmunizados con los toxol
des crudos, precipitados vy semipuros. Se observa que los 6 grupos de
animales responden a la estimulacién antigénica, sin embargo no hay una
diferencia cualitativa, es decir aparentemente en todos los toxoides exis-
ten contaminantes que provocan una respuesta copiosa en todos los anima

les.
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TABLA 11

PRUEBA DE FLOCULACION DE RAMON PARA LA

TOXINA TETANICA OBTENIDA DEL CULTIVO MgM

No. garrafén Unidades
con 15 1 de Floculacién
toxina - c/u Lf/ml

1 ‘50

2 60

3 60

4 50

b4 ‘55

Tiempo de
Floculacién
Kf/min

1
10

5.8
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TABLA 1V

PRUEBA DE ESTERILIDAD PARA LA
TOXINA TETANICA OBTENIDA DEL CULTIVO MsM

No. garrafén con Medios de Cultivo no Especificos para Cl.tetani.
15 I. de toxina c/u Gelosa-sangre Caldo tripticasa
oya-agar

sin crecimiento bacteriano
- S N

sin crecimiento bacteriano
sin crecimiento bacteriano

=W N =

sin crecimiento bacteriano
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TABLA v

PRUEBA DOSIS MORTAL MINIMA PARA LA

TOXINA TETANICA OBTENIDA PEL CULTIVO MsM

GARRAFON  DILUCIONES 2 RATONES/ PERIODO DE OBSERVACION (horas)
DE_TOXINA DILOCION 24 48 72 96 120 144

1: 1,000 1 M
2 M
1: 10,000 3 M
4 T M
1 1: 100,000 5 T M
3 T M
1: 1000,000 7 T M s
8 T T M DAVM=17 . 410
1: 1,000 1 M
2 T M
1: 10,000 3 T M
: n T M
2 1: 100,000 5 N T T T T M
6 N T 7T T T M
1: 1000,000 7 N N N N N N
.8 N N N N N N . M
DMM=8.3x10
1: 1,000 1 2 M
2 T M
1: 10,000 3 N M
. [ SNM
3 1:- 100, 000 5 N T 7T M
S 6 N. T T T T T
1:.1000, 000 ‘7 N N N N N N
8 N N N, N N N M
DMWM=12. 1x10
1: 1,000 1 M
2 T M
1: 10,000 3 T M
[ T M
[ 1: 100,000 5 N T M
6 N T M
1: 1000,000 1 N T T T T T
8 N T T T T T

DMM=17.8%10"

~5.3x10% ¥s.05x10°

M=MUERTO
T=TETANIZADO
N=NORMAL.
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TABLA VI

PRUEBA DE ATOXICIDAD O SEGURIDAD PARA EL

TOXOIDE TETANICO MyM

GARRAFON NUMERO PERIODO DE PRUEBA OBSERVACION 21 INCREMENTO

DE TOXOIDE BDE Y PESO INICIAL BIAS Y PESO DE
——— — TOBAYO (gr) ler. DIA FINAL _ {gr) PESO
1 262 420 158
1
2 267 409.2 142.2
1 257 386 ' 129
2 .
2 254 17 163
: 1 275 547 172
.3 .
2 ‘ 254.5 403 . 188.5
1 : 278.5 466 © o 187.5
4 : : g ‘
2 297.3 ‘ 582 . 184.7
1 2 " us3 ' 182
TESTIGO ‘
2 258 421 : 163
D,
EXPERIMENTALES : (1-4) D, = 43.3 D, = 96 —=— = 2.5
. D,
, b,
TESTIGO: D1 = 13 Dz = 32 — 0 = 2,2
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Fig. u, ‘Cromatograffa en DEAE-celulosa del Toxoide Teténico., ~
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Fig. 6. Cromatrografia en Sephadex G-100-120 del Toxoide Teténico;
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Fig. 7. Cromatograffa en CM- celulosa y Sephadex G-100-120 del-
Toxoide Tetdnico.



51

CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSA 4B8-200 DE TOXOIDE TETANICO
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'Fig. . 8. Cromaiograffa en. Sepharosa 4B-200.del Toxoide Tet&nico.
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INMUNOELECTROFORESIS DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS
EN LOS ENSAYOQOS DE PURIFICACION DEL TOXOIDE TETANICO MgM
: Vs
Igs DE CERDO ANTITETANICAS

Fig. 9.

a) Fraccién 1 obtenida con DEAE-celulosa 2 bandas
" b) Fraccién 2 obtenida con DEAE-celulosa 0 bandas-’
¢) Fracci6n 3 obtenida con DEAE-celulosa 5 bandas
d} Fraccién 4 obtenida con DEAE-celulosa’ 5 bandas
e) Fraccién obtenida con CM-celulosa 5 bandas
f) Fraccién obtenida con CM-celulosa y 5-G-100-120 6 bandas
g) Fraccidn 1 obtenida con Sepharosa 4B-200 5 bandas

" h) Fraccién 2 obtenida con Sepharosa 4B-200 6 bandas
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TABLA VIl

RESULTADOS DE LOS ENSAYOS PARA LA PURIFICACION DEL TOXOIDE TETANICO MgM

FRACCIONES . . CONC. UNIDADES FLOCULACION *
- PROTEINA Lf/ml Lf/mg de
maq/mi proteina
TOXOIDE TETANICO PASADO POR DEAE-CELULOSA Fr. 1 0.7 NF
- ’ Fr. 2 0.25 NF
Fr. 3 53.00 . 600 11.32
‘ ‘ . Frou 70.00 600 8.57
TOXOIDE TETANICO PASADO POR CMC-CELULOSA 70.00 600 8.57
TOXOIDE TETANICO PASADO: POR CMC- CELULOSA
Y SEPHADEX G 100-120 34.00 600 17.64
‘ TOXOIDE TETANICO PASADO POR S4B-200 Fr. 1 - ] NF
. Fr. 2 34.00 . 800 23.58

"NF - NO SE OBSERVO FLOCULACION.
* VER APENDICE.
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TABLA VI

RESULTADOS OBTENIDOS DEL _TOXOIDE TETANICO

MUELLER Y MILLER EN EL PROCESO DE PURIFICACION

CONC. . PROT. UNIDADES DE FLOCULACION
v PROTEINA VoL TOTAL A

F_RiC_C.!ﬂl_E_i mg/ml . i. mg Lf/ml Lf/mg Prot. Lf/vol. total
TOXINA TETANICA 7.2 60 432,000 55 7.63 3.3 x 10°
TOXOIDE TETANICO SIN CONC. 6.5 60.5 "393,250° - 50 7.69. 3.02 X 108
TOXOIDE TETANICO CONCENTRADO 50 - 7.5 375,000 500 10.00 3.75X% 10°
TOXOIDE TETANICO PRECIPITADO . .
CON (NH,),S0, 50 6 300,000 700 14.00 4.2 X 10
TOXOIDE TETANICO DESP. DE ELI- .
MINACION DE ACIDOS NUCLEICOS 46 5.9 271, 400 700 15.21 5.13X 10
TOXOIDE TETANICO 2a. PRECIPI- s
TACION CON (NH,),SO, 46 .200 9,200 700 15.21 1.4 X 10

TOXOIDE TETANICO FRACCIONADO ’ "
CON SEPHAROSA 4B-200 34 .100 3,400 800 23.52 8 X 10




.55

X

TABLA

RESULTADOS OBTENIDOS DEL TOXOIDE TETANICO LATHAM EN EL PROCESO DE PURIFICACION

CON SEPHAROSA 4B-200

) CONC. PROTEINA
FRACCIONES PROTEINA VOL. TOTAL UNIDADES DE FLOCULACION
mg7ml L mg Lf/ml Lf/mg_Prot Lf/vol. total
TOXINA TETANICA ND ND ND 50 . ND ND
TOXOIDE TETANICO )
SIN CONCENTRACION ND ND ND 50 ND ND
“TOXOIDE TETANICO . . .
CONCENTRADO 30 4 200,000 500 10 2 X 10
TOXOIDE TETANICO PREC| 6
PITADO (NH,},SO,- i 35 3.5 122,500 500 14.28 1.75 X 10
TOXOIDE TETANICO DESPUES ‘ 6
DE ELIMINAR ACIDOS NUCLEICOS 36.5 3 109,500 600 16.43 1.8 X 10
TOXOIDE TETANICO SEc_:UND'A 6
PRECIPITACION CON (NH,);SO, 24 2 48,000 600 25 1.2 X 10
TOXOIDE TETANICO FRACCIONADO M
34 .50 1,700 800 23.52 4 X 10

ND=NO SE DETERMINO;
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INMUNOELECTROFQRESIS DE LOS TOXOIDES TETANICOS
DE LAS DIFERENTES PREPARACIONES EN EL. PROCESO DE PURIFICACION

Vs

lgs. DE CERDO ANTITETANICAS.

Fig. 10.
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Fig. 10. Immunocelectroforesis de la Toxina Tetédnica cruda y de los
Toxoides Tetldnicos en las diferentes preparaciones, en el
proceso de purificacién.

a) Toxina Teténica cruda MsM 8 bandas.
b} Toxoide crudo concentrado M&M 6 bandas
c} Toxoide crudo Latham 6 bandas
d) Toxoide precipitado con (NH,),S0O Lat. 6 bandas
e) Toxoide precipitado con- (NHu]2 MeM 6 bandas
f) Toxoide después de eliminar Ac. nucle|cos MM 5 bandas
-g) Toxoide después. de eliminar Ac. nucleicos Lat. 5 bandas
h) Toxoide después de 2da. precipitacién con )
(NHq) S0, MeM ) - . 5 bandas
i) Toxoide después de 2da. prectpltamén con .
(NHu) S0, Lat. o 5‘_bandavs
" j) Toxoide cromatograflado con S4B-200 fraccién 1 - . 5 bandas:

k) Toxoide cromatografiado con S4B-200 fraccién 2 . . 6 bandas
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ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA AL 10%

1.2 3 4 5 6 1 8 9 10

© — p— m [—
e ——

—_ ' 92 500
66200
- 45000
PR 31000
bcer= ¥ '

14 000

. iz T v

Fig. 11.
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Fig. 1t. Electroforesis en Gel de acrilamida al 10% con SDS.

-,

Carril 1 Toxina tetdnica M&M con aproximadamente 10 bandas

Toxoide
Toxoide
Toxoide
Toxoide
Toxoide
Toxoide
Toxoide
Toxcide

-
o Vv o N O ! EWwN

tetdnico
teténico
tetdnico
teténico
tetdnico
tetdnico
tetanico
tetdnico

crudo MeM

crudo Latham

precipitado MgM

precipitado Latham

MEM pasado por CM-celulosa

MEM pasado por Sephadex G-100-120.
MEM pasado por Sepharosa 4B-2¢0
Latham pasado por Sepharosa 4B-200-

Estdndar de pesos moleculares bajos.

Todos 'los toxoides a la concentracién de 100 pg/mi.



60

INMUNCELECTROFORESIS DE LOS TOXOIDES TETANICOS

DE AMBOS MEDIOS UTILIZADOS COMO ANTIGENOS

Vs

lgs DE CERDO ANTITETANICAS

Fig.(12.

a)
b)
c)
d)
e)
f)

g)
h)

Toxoide crude concentrado MEM ‘
Toxoide precipitado (NH,),SO, MeM
Toxoide semipuro MgM, fraccién- 1

Toxoide semipuro MgM, fraccién 2

Toxoide crudo concentrado Latham
Toxoide precipitado con (NH,),50, L.athamv
Toxoide semipuro Latham, fraccién t
Toxoide semipurc Latham, fracci6n 2

O U NN G W e A

ba\n}das
bandas

. bandas

bandas
bandas -
bandas
bandas
bandas
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TABLA X

ACTIVIDAD FLOCULANTE DE LOS TOXOIDES Y CONCENTRACION

DE UNIDADES ANTITOXICAS EN EL SUERO DE CONEJOS

CONC, UNIDADES UNIDADES

b - PROTEINA FLOCULACION ANTITOXICAS

INMUNOGENOS mgN /m} Lf/mgN UA/mi

' MyM LAT MyM CLAT MyM . - LAT °
TOXOIDE CRUDO SIN .
TRATAMIENTO 1.6 0.7 312.5 71822 246 400
TOXOIDE PRECIPITADO ‘
CON (NHH)ZSOH 0.875 0.63 800 794 340 419
TOXOIDE SEMIPURO 0.733  0.73 1091.4 1095.8

570 . 423
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INMUNOELECTROFORESIS DE
SUERQOS DE CONEJOS (6} GRUPOS

Vs
TOXOIDES CRUDO MegM Y LATHAM

Fig. 13.

GRUPO -~ - ANTISUEROS CONTRA LOS SIGUIENTES TOXOIDES
1 Toxoide crudo concen_tradd MeM 6 bandas
2 Toxoide precipitado MsM 6 bandas
3 Toxoide semipuro, fraccién 2 M&M 6 ‘bandas
4 Toxoide crudo concentrado Latham 5 bandas
5 Toxoide precipitado Latham _ 7 bandas
6 Toxoide semipuro, fraccién 2 Latham 6 bandas
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DISCUSION.

E! descubrimiento por Behring y Kitasato en 1880 (2) de
que el tétanos era una intoxicacién o envenenamiento por una substancia
presente en el medio de cultivo de Cl. tetaﬁi, abrié las puertas a una —-—
nueva area de investigacién biolégica. Ellos demostraron a la vez que la
toxina tratada con tricloruro de iodo era capaz de provocar una respues-
ta en animales sometidos a inyecciones de dicho producto; y que el suero ’
de los animales tratados de esta manera, era capaz de neutralizar la toxi-
na y evitar asi el envenenamiento de animales que eran inyectados con la

mezcla suero-toxina.

Posteriormente el descubrimiento hecho por Ramén en 1923
(1) de que el tratar la toxina con formo! provocaba la formacién de una
anatoxina como la llamaron los franceses, da la oportunidad de iniciar el
tratamiento preventivo en humanos, el cual realmente a resultado eficaz,
es decir el toxoide tetdnico es un buen inmunégeno que se ha comproba-
do durante el tiempo.

La O.M.S. ha reglamentado el uso de vacunas en humanos,
y el toxoide destinado al hum-ano debe tener algunas caracteristicas ya'eg
) tablecidas como son: concentracién de:proteina, determinacién de unidé—-
des de floculacién (Lf/ml), potencia e inocuidad.

La implementacién de estas medidas ha resultado en la ho-
mogeneidad de los productos puestos al mercado, sin embargo, estos valo
res estdn dados con el uso del toxoide crudo, es decir es el medio de --
Latham donde ha crecido el Cl. tetani, concentrado y detoxificado, ‘el que
sirve como antigeno: Se utiliza el medio de Latham para evitar la presen
cia de péptidos o protelnas de la infusién de corazén de buey que contie
ne. el medio Mieller y Miller. .
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Sin embargo el crecimiento y lisis de la baz:uu-ia ar. ¢l .ne-
dio de Latham da como resultado la presencia de miltiples protelnas en -
el producto utilizado como vacuna en el humano.

Por otra parte, este toxocide es utilizado también para la in
munizacién de animales (caballos) donadores de suero antitetanico para uso
de humanos. De esta inmunizacién resulta la obtencién de un suero con -
buena capacidad de neutralizar la toxina, sin embargo, como las Igs de es
tos caballos no se purifican por cromatografia de afinidad, esto resulta en
la obtencién finalmente de un suero que tiene anticuerpos contra todos los
antigenos a que el animal estaba expuesto, aunado a los anticuerpos con--
tra todos {os contaminantes del toxoide, de tal manera que la cantidad de
proteina heterdloga inyectada a un paciente de tétanos es proporcional a
la respuesta del animal, es decir, que mientras mayor sea la respuesta -~
del animal la concentracién real de antitoxina estari representada en una
menoyr cantidad de proteinas.

Por otra parte, dentro de los establecimientos productores
de antitoxina tetdnica en caballos, es comGn el escuchar que la toxina del
medio de MeM es mejor inmunégeno que la del Latham, aunque los esquemzs
de inmunizacién habituaimente se manejan como volumen y no se compara -
realmente la respuesta a concentraciones similares de toxina o toxoide. EIl
pensar que [a toxina es lgual tanto si se produce en MM o Latham, per-
mite considerar que la capacidad mmunogémca debe ser la misma.

Asi mismo, puesto que la toxina es una proteina con activi
dad especifica en neuronas con mecanismo de accién inhibitorio, es posibk
pensar que los efectos secundarios de la vacunacién en humanos se deben
a los contaminantes presentes en el toxoide.

Bajo este dnimo, se puede considerar qué la purificacibn --
del toxoide teténico, darad como consecuencia:

1. Eliminacién de los efectos secundarios a su uso en
humanos.
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2. La respuesta inmune serd mayor al eliminar la
competencia antigénica.

3. La cantidad de proteina necesaria para inmunizar
serd menor.

4, Al obtener un incrementc en la respuesta inmune
de los caballos utilizados como donadores de antitoxina,
la cantidad de proteina heteréloga utilizada en el trata-
miento de un caso de tétanos serd menor, disminuyendo

la posibilidad o severidad de cuadros de -hipersensibili-
dad.

El tratar de purificar el toxoide tetdnico a partir de un --
toxoide que cumpliese con los requerimientos de O.M.S., Tablas [I1, IV, —
V y VI, se realiz6 inicialmente siguiendo la técnica descrita por Barbosa, -
H. (33), de acuerdo con el antecedente (38, 39) de que la toxina tetdni-
ca es eficazmente purificada por DEAE-celulosa (intercambio i6nico), se --
utilizé en un principio con el toxoide tetdnice, sin embargo, el toxoide es
retenido por la DEAE-ceiulosa, logréndose separar de ésta con el gradien
te de NaCl. Por esta razén se decidié probar CM-celulosa encontrando --
nuevamente gue el toxoide no se separa de los contaminantes. con el uso -
de cromatografia de intercambio i6nico. Se decidié probar ia fiitracién en -
gel con Sephadex C-100-120, debido a que la toxina teténica tiene un peso
‘molecular entre 140,000 y 160,000 daltones, por lo que se pensé que el to
xoide tetanico saldria en el volumen de exclusién y los contaminantes de -
menor peso se filtrarian en la columna, siendo el resultado 'négat.ivo, ya ‘
que todo el toxoide junt5 con los contaminantes salié en el volumen de ex
clusién, razén por la cual probamos la filtracién con Sepharosa 4B-200 --
que presenta un rango cromatogrifico de 6 X 101‘- 20 x 106 peso molecular
para proteinas; con esta resina se obtuvieron dos fracciones: la primera -

sin color y sin actividad floculante, y una segunda conteniendo el toxoide.

El realizar estos ensayos con las diferentes resinas fué con
el objeto de encontrar un sistema de purificacién de toxoide tetanico que
resulte "ideal", esto es un sistema que separa el to[nponente especifico —
de las otras proteinas bacterianas y constituyentes del medio de cultivo,
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k) zve ro sfect? sfanifinntivemen®e j2 crecdunciér ¢ activided hiclbgica da
la proteina especifica, c) que sea un procedimiento reproducible que se
preste para producciéon en gran escala y d) qde excluya la posibilidad de
que se incorpore al producto final sustancias que tiendan a causar reaccio

nes adversas en el hombre.

Se han reportado varios estudios de la preparacién de to-
xoide tetédnico purificado, (40, 41, 42, 43). Sin embargo, sélo el fraccio
namiento con sulfato de amonio (#4) o la precipitacién con alcohol (40} se
usan generaimente para la purificacién de toxoide tetdnico crudo en gran
escala. )

Empieando e! fraccionamiento con alcohol, Pillemer et. al.
afirmaron en 1946 (40) que este método no produjo el méas alto grado de
purificacién y que el toxoide purificado atin contenla otras protelnas bac
terianas. Con estos criterios la filtracién en gel parece representar un
mayor refinamiento de los métodos actuales de purificacién de toxoide te
tanico.

Al seleccionar el tipo de cromatograffa a utilizar para la

_ purificacién del toxoide teténico, en la Tabla Vill y IX, se presentan —

los resultados del proceso de purificacién desde e! toxoide crudo concen
trado, ‘hasta el obtenido con la Sepharosa 4B-200, haciendo notar que --
los. pasos principales en este proceso de purificacibn se combinaron; tan
to los métocdos "tradicionales” en la industria (precnp:tacnén con sulfato -
de amonio) y la filtracién en gel.

El resultado del empleo de todas las técnicas para la pu-
rificacién de toxoide tetdnico, analizados por las técnicas Inmunoelectro-
foresis, Electroforesis en gel de a’c_ril‘amina’ y actividad especifica, como
se observa en las figuras 9, 10, 11 y 12 correspondientes a los produc-
tos obtenidos en el proceso de purificacién, y los toxoides utilizados co
mo inmunégenos, revelados con un suero dirigido contra el toxoide cru-~
do, asi como la utilizacién de los sueros de los conejos inmunizados con
los diferentes toxoides, muestran Gque realmente aunque cambian los pa-
trones de precipitacién, el nimeroc de complejos Antigeno - Anticuerpo,
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es mas o menos similar y sokre todo el analizar '2 respuests inmun2 de --

los conejos nos proporciona una seguridad mayor, ya que este es un méto

do altamente confiable pues el aparato inmune puede reaccionar contra mi-

nimas concentraciones de contaminantes y producir abundantes anticuerpos,
la presencia de estos anticuerpos se revelaria al hacerlos reaccionar contra
una mezcla de antigenos como el toxoide completo.” En este caso en los —-

grupos de estudio las Inmunocelectroforesis se realizaron con el toxocide cru
do, por lo que se presenté la reaccién en contra de los varios epitopes --

que se presentan en {a molécula del toxoide y con los contaminantes presen
tes en el mismo.

Esta técnica combina la electroforesis con las reacciones de
precipitacién inmunol6gica, y se espera obtener en cada antisuero probado,
una sola banda de precipitacién especifica contra el antigeno correspondien
te, excepto en el caso en que el antigeno fuera toxoide total (crudo). En
todos los grupos. los antisueros se probaron contra toxoide crudo de am--
bos medios de cultivo, de tal forma que si se obtenfa una sola banda, se
podia confiar en la pureza de los antigenos empleados para la inmunizacién
animal (44).

Respecto a los geles de poliacrilamida al 10% con SDS ﬁgurd
11, no se logré determinar e! grado de pdreza de los toxoides debido a la
presencia. del i'bar_'rido" y la no definicién de bandas, adem&s que a(n con
geles al 4%, se observé que parte del toxoide no entra al gel una parte se 7
queda en la entrada al gel: concentrador y otra en el inicio del gel separé-
" dor, este hecho lo atribuimos a la reaccién del formaldehido con la toxina,
ya que el formaldehido forma puentes metilénicos en los grupos amida, gua
nidil e indoles de las proteinas de la toxina y medio de cultivo.

En la preparacién de toxocides y vacunas se presentan unio-
nes cruzadas entre grupos aminometilol y grupos fenol, imidasol o indol.
La fijaciébn deil formeol en estas condiciones de pH 7, durante un mes a 40°C
es irreversible (45, 46).

Es posible que el -!barrido" que se presenté en los geles -
sean productos de degradacién ya que como se menciond anteriormente (8)
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existen en el medio de cultivo enzimas proteoliticas producidas por la bac-
teria; o bien la presencia de formol libre, aunque para evitar esto Gltimo
las muestras se dializaron previamente a la electroforesis.

La estimacién de la actividad especifica, relacionando la ac-
tividad floculante y la cantidad de proteina en mg de nitrégeno proteico -
"o dializable (20}, indican que aungue cualitativamente (1EF y PAGE) no-
demuestran la eliminacién de contaminantes si se observa un incremento -~
de dos veces fa capacidad floculante de los preparados en relaciébn a la —
concentracién de nitrégeno proteico.

Este aumento de la actividad floculante en el toxoide Mieller
y Miller del crudo al semipuro es notable; en comparacién del Latham que
la diferencia no es tan marcada, esto puede deberse principalmente al me-
dio de cultivo ya que el toxoide Maeller y Miller ademéas de tener los mis-—
mos componentes gque el medio Latham, contiene infusién de corazén de res
como fuente adicional de nitrégeno, y al comparar los datos de la concentra
cion de proteina por mg de nitrégeno proteico no dializable entre los dos
toxoides, vemus que en el Mieller y Miller crudo contiene tres veces més
proteina que el Latham, en general en las tres preparaciones-el toxoide -
Mueller y Miller presenté més cantidad de proteina que el toxoide Latham,

‘aunque en los datos obtenidos de los toxoides semipuros las diferencias -
son minimas.

A pesar de es'tqs resuitados la valoracién de la respuesta:
_inmune. se realizé cualitativamente con inmunoelectroforesis y cuantitativa-
mente. con el método de IPSEN.

La vaforacién cuantitativa de la respuesta inmune realizada

de acuerdo con el método de IPSEN (35) .y.ia obtencién. de los valores -
" finales, seg(n el sistema de Reed—Muench (3), nos muestran que las can
tidades de antitoxina obtenidas de los diferentes grupos de conejos, inm_t._i
nizados con las 3 preparaciones de toxoide de ambos medios de cultivo, -
son inversamente proporcionales a la concentracién de proteina, esto es -
evidente al observarse los datos obtenidos con el toxoide tetdnico MEM --
Tabla X. Relacionando la concentracién de proteina mg N/mt y las uni-
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dades Antitéxicas por ml tenemos que del toxoide teténico crudo sin tra
tamiento al toxoide tetédnico semipuro, la concentracién de las unidades
antitéxicas se incrementa casi 3 veces; con el toxoide tetdnico Latham -
Tabla X las diferencias en la concentracién de proteina son minimas, pe
ro atn asi del toxoide teténico crudo, al semipuro se obtiene un incre-
mento en el valor de las unidades antitéxicas por mi.

Al tener una mayor concentracién de proteina en los to-
xoides crudos y de acuerdo con los anélisis de pureza efectuados es —-
evidente que se tiene una mezcla de antigenos que pueden estar compi-
tiendo intermolecularmente para desencadenar la respuesta inmune, esto
es, se van a pr'esentar varios epitopes a la vez que van a estimular ya
sea la produccién de células T ayudadoras o la produccién de células T
suprescras (18). Este hecho se puede valorar de acuerdo con la res—-
puesta de anticuerpos, por lo que en los toxoides semipuros, al haber
eliminado contaminantes, el fenémeno de competencia pudo haberse elimi
nado o bien disminuido notablemente, siendo la respuesta inmunolégica
mucho mas especifica, ya que el efecto promotor de la respuesta inmune
va a depender del nimero de estimulaciones, y de la proliferacién clonai
inducida por el estimulo previo (47). De tal.manera que es posible que
al disminuir la. concentracién de los contaminantes, las poblaciones celu-
lares, sean especificas para la molécula del toxoide.

La eliminacién de contaminantes puede evitar los efectos
secundarios que se observan con los toxoides actualmente utilizados y -
la seﬁsibilizacién'de las personas a sustancias que se emplean en el me-
dio del Clostridium_tetani: y aunque existen antecedentes (19, 20) de —

que los contammantes presentes en las preparaciones crudas de toxoide
tienen efecto de adyuvante, en este trabajo se encontré que la mayor -
capacidad Inmunogénica corresponden a los toxoides con menor namero
de contaminantes.

Por los datos obtenidos en el presente trabajo, podemos
decir que los toxoides preparados a partir de toxina teténica cruda, --
representan polimeros heterogéneos de protefnas diversas, que sin em-
bargo adquieren clertas caracteristicas fisicoquimicas que impiden su ~
separaciéh por técnicas de intercambio i6nico y filtracién en gel.
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Esta polimerizacién queda demostrada por cromatografia
en gel, Inmunoelectroforesis y Electroforesis en gel de acrilamida ~ SDS.
Por estos motivos se puede concluir que para la produccién de un toxoi~
de puro, deberd entonces iniciarse con la purificacién de la toxina para
su destoxificacién posterior.

Asl mismo, se puede concluir que la inmunogenicidad del
toxoide tetdnico no depende de la fuente o medio de cultivo que se utili-
ce, ya que a concentraciones similares de Unidades de Floculacién (Lf/
mi}, y protelna, fa respuesta de los animales inmunizados es muy similar
independientemente si el medio de cuitivo fue iLatham o Mueller y Milier.
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SOLUCIONES

‘Soluci6én amortiguadora de fosfatas salina (PB5) 0.1M pH 7.4
Solucién’ A.NazHPOL‘. 7H20 fosfato de sodio dibasico 0.2M 53.61 g/l
Solucién B.NaHzPOH. H20 fosfato de sodioc monobéasico 0.2M 27.59 g/l
Solucién C. Se mezclan las soluciones A y B, ajustdndose el pH a 7.4

Se toman 50 m! de la solucién C més 7.4 g. de NaCl, se afora a un
litro con agua desionizada para tener la concentracién de 0.1M pH
7.4,

Cloruro de Bario Acidificado.
Para 100 ml de solucién se pesan 7.5 g de cloruro de bario y 3.5
ml. de &cido clorhidrico concentrado, se afora a 100 m! con agua
desionizada. .

Metanol 7.5% - acetato de sodio 0.1M pH 4.5
Las cantidades de esta solucién se calculan de acuerdo al volumen
del toxoide, se agregan-a éste, cuidando de que el metanol esté
a -4°C, se mezclan los dos reactivqs con el to'xoider, Yy se ajhsta
el pH'a 4.5 con acido acético (gotas); :

‘Solucién de Etilendinitrilotetracético (EDTA). sal disédica 0.01M pH 7.6
Se pesan 3.36 g de EDTA, se disuelven en agua desionizada, se -
ajusta‘el pH a 7.6 con NaOH 5N, y se afora a 1 litro. -

Técnica de Lowry para determinacién de protei’h‘as.
Se preparan las siguientes soluciones:
a) CuSOu .5 HZO al 1% ({sulfato de cobre pentahidratado)
b} KNaCaHQOG.HZO al 2% (tartrato de sodio potasio)
¢} Na,CO, al 2% en una solucién de NaOH 0.1N
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d) Reactivo de Folin dilucién 1:2 con agua destilada (se prepara

antes de usar)
e) Se mezclan 1 ml de la solucién a mas un ml. de la solucién b

méds 98 m! de la solucién c (se prepara antes de usar).

Proteina de referencia albimina sérica bovina (ASB) 1 mg/mi para la

realizacién de la curva patrén,

Curva Patrén.
Preparar los tubos de ensayo por duplicado de la siguiente manera:

No. tubo. Concentracién de
proteina
1 100 ug/mi a) .2 ml de ASB + 1.8 mi de PBS
2 50 bl T ml de a + 1 ml de PBS
3 25 c) 1T mlde b + 1 ml de PBS
4 12.5 d} 1 ml de ¢ + 1 ml de PBS
5 -0 -~ 1 ml de PBS (blanco)

Muestra problema.

De la muestra problema se realizan diluciones 1:10, 1:100, 1:1000,

1:10,000, llevando todas las diluciones a 1 ml con PBS.

A todas las diluciones de la curva patrén 'y muestra pro,blema" se-
-les agrega 4 ml de la solucién e, se agitan inmediatamente y se dejan re
posar .10 minﬁtos, al término de este tiempo, se le agrega 0.4 ml de Ia
solucién d, agitdndose rapldamente dejdndose reposar 30 minutos é tempe

ratura ambiente.
‘Medir espectrofotométricamente la absorbancia a 600 nm empleando

e! tubo 5 como blanco.

~ ~ Construir la.curva patrén con los valores de absorbancia a 600 nm
vs pg de proteina. Los valores de absorbancia de la muestra problema se
extrapolan en la curva patrén obteniéndose la concentracién en Mg de -
protefna / ml con base en la cantidad de muestra que se pusb inicialmen

te en el tubo (dilucién).
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beterminacién de Nitrégeno protefco por el método de KJELDHAL.
Reactivo de Nessler: (por litro)
4 g de-Kl-
4 g de H912 (reacciona con el papel aluminio)
1.75 g Coma Ghatti.

Modo de prepararse.

Disolver el K| y el Hgl2 en 25 ml de HZO desionizada; agregar la
goma ghatti a 750 ml de agua desionizada hirviendo, continuar hirviéndo-
la hasta que se disuelvan los trozos grandes (aprox. 1 hora).

Agregar la solucién de Ki y Ho_:;l2 a la solucién de goma ghatti, afo
rar a 1 litro y filtrar en un matraz.

La muestra estindar es sulfato de amonio con una concentracién de
N2 de 1 mg / ml.

~ Muestra, agua desionizada.

- Muestra problema.

1.- Se coloca en los tubos para digestién 1 il de muestra que contenga
aproximadamente de 20-100 ug de proteina con 0.5 ml de stoq con
centrado y se deja digerir aproximadamente 3 horas.

2.- Se apaga y se deja enfriar para agregar 3 gotas de peréxido de hidré
geno y se pone a digerir otros 15 minutos.

3.- Se apaga y se numeran 8 tubos grandes en los cuales se colocan 1 mt
de agua desionizada que servird para hacer la curva patrén.

4.- Se numeran tantas probetas de 10 ml como muestras se tengan, se ~
sacan del tubo digestor- las muestras (esténdar, agua y problema)‘ con
uha_,pipeta y se colocan en la probeta, teniendo cuidado de qué no --

) quede nada embarrado, posteriormente se afora a 10 m! con agua des-
‘jonizada. . ‘

5.~ Con el estédndar (sulfato de amonic;) se hacen 8 diluciones: 1:2,
1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256.

6.~ De las muestras problema, se realizan diluciones 1:10, 1:100, 1:1000
1:10,000, Ilevdndolas'a 1 m! con agua desionizada. '

7.- Se agregan a todas las diluciones 2 m! del reactivo de NESSLER y se
agitan.

8.- Se agregan 3 ml de NaOH 2N (hecha con ag{;a desionizada), se agitan-
los tubos y se deja incubar 15 minutos.
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9.- Se leen los tubos en el espectrofotémetro a 440 nm.

10.- Para la determinacién del nitrégenc proteico de las muestras problema
se realiza la curva patrén con el estdndar de sulfato de amonio grafi-
cando concentracién de nitrégenc en pg/mi vs densidad Sptica, las —
densidades épticas de las muestras problema se extrapolan en la curva
obteniéndose de esta manera la concentracién en ug/mi de el nitrégeno

proteico no dializable de la protefna.

Determinacion de Unidades de Floculacién (Lf) técnica de Ramén 1923.

JLa prueba de floculaci6bn de Ramén en tubo se lleva a cabo usando
una antitoxina tet-énica purificada, modificada por pepsina y estandarizada.
1.- Dijluir la antitoxina patrén de Lf conocido hasta lograr 100 Lf / mi,

usar como diluyente soluci6én reguladora de fosfatos.
2.- En tubos de ensayo colocar las siguientes cantidades de antitoxina,
regulador de fosfatos y toxina o toxoide (seglin sea el caso a medir).

Tubo 1 2 3 L) 5 6 7 - 8 9

Antitoxina 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.9 1 ml
Regulador 0.80 0.70 0.60 0.50 O©.40 0.30 0.20 0.10 - O -
Toxina o Toxoide 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ml

3.- Agitar e incubar en un baio maria a 50 °C.
4.~ Revisar constantemente los tubos y anotar e} Srden de floculacién y el
tiempo del mismo. v .
5.—_'Calcu|arﬁ|as‘: Lfs de acuerdo a la siguiente férmula: . )
Lf = Vo!l. de antitoxina “esténdar {primer tubo en flocular) X Lf antitoxina
Volumen de la toxina o toxoide '

Determinacién de unidades antitéxicas, método de IPSEN.

Toxina Tet&nica con 290 L+/10

Antitoxina tetdnica estindar con 5 UIA/ml se realiza una diluclén 1:5 para
-‘tener 1. UA/mIl k



76

Sueros problema.

Dg la toxina tetdnica estandar con 290 L+/10 se hace una dilucién
1:29 para tener 10 L+.

Las diluciones se hacen con solucién salina peptona al 1%.

De los sueros problema se realizan diluciones; 1:10, 1:20, 1:30,
1:40, 1:50, 1:60, 1:70, 1:80, 1:90, 1:100.,

Se colocan dos m! de cada dilucién de los sueros + 2 ml de la toxina
con 10 L+, se dejan incubar a temperatura ambiente 1 hora, de esta mezcla
se inyectan 0.5 ml por ratén subcutdneamente, utilizdndose 6 ratones por
dilucién de suero.

Se registra el nGmero de ratones muertos por grupo, en un lapso
de 5 dias, calculdndose la dilucién del suero que mata al! 50% de los anima
les de acuerdo con el método de Reed-Muench.

Para calcular las unidades antitéxicas, se realiza de la siguiente
manera:

Cantidad de suero utilizada —--—-—-—- 1 ml de toxina 10 L+
tvbA 0 e X
X = {por el factor de dilucién del suero) = resuitado por

la dilucién obtenida de acuerdo al método de Reed-Muench.
. El valor obtenido indica las unidades antitéxicas por ml del suero
problema. ‘

Electroforesis en gel! de Poliacrilamida.
" Amortiguadores para electroforesis. - R ERE
STOCKS: L e e Er e

SDS al 10% en agua. ‘

Acrilamida - Bisacrilamida 30% de acnlamlda + 0 8. % de b:sacrilamida.-
Amortlguador de corrida. ’

Glicina 288 g
Tris-base 60 g
SDS 20 g
"H0 2000 mi

Solucién de trabajo: Tomar 125 m! y levar a 2,500 m! con H20 desionizada.

Tris-base 1.5M pH 8.8 181.710 g/1000 mi
Tris—HCI 0.5M pH 6.8 79.9 qg/1000 mi
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Buffer para la muestra:

0.5 M de tris-HCt, pH 6.8 10.0 mi

Glicerol 1.0 mi

EDTA 0.0074 g

sDsS 0.1 g

Azul de bromofenol 0.1 %

Mercaptoetanol 100.0 pl

6
DTT ) 5.0 ul para 50 pt de muestra

Agregar a la muestra volumen a volumen.

Someter a ebullicién en bafo maria durante 5 minutos.

Calcular a razén de 50 a 100 ugr de proteina por carril.

el volumen de la muestra no debe exceder de 150 ul por carril en
geles con 0.75 mm de grosor.

La muestra no deberd contener méas de 0.01 M de sales para que el corri-
miento sea adecuado.

PROCEDIMIENTO

El gel se prepara siguiendo el orden establecido en la siguien
te lista.

- Se monta la cdmara de electroforesis en placa fina.
- Colocar (para geles de .75 mm de groso;') 17.5 ml del gel de separacién.
- Anadir 2 ml de agua para facilitar la uniformidad del gel
 -'- Esperar a. que pohmerlce {aprox:médamente 15 a 20 minutos).
- Voltear la cdmara para desechar el agua que se anadié.
~ Preparar el gel de entrada o concentracién y colocar la .cantidad reque—
rida para cubrir adecuadamente los peines (al hacer este gel tener cui-
dado .de que no se formen burbujas, ya que si esto sucede se puede ——
presentar interferencia en el corrimiento).
- Dejar polimerizar este gel aproximidamente 30 minutos.
- Retirar-los peines y secar cada carril con una tira de papel filtro.
- Agregar la muestra con mucho cuidado.
- Llenar con buffer de corrida cada uno de los carrlles sin que la muestra
se mezcle con el buffer.



78

Colocar la cdmara en el recipiente de electroforesis.

Agregar el buffer de corrida cuidando de que este tape bien el electrodo
Conectar la camara en la fuente de poder y correr el gel a 40 mA por
lado.

Dejar correr hasta que liegue aproximddamente 5 cm antes del final

del gel.

- Desconectar la cédmara de la fuente de poder.

- Quitar el sistema de enfriamiento.

- Separar el gel con mucho cuidado para ponerlo a tedir.

Solucién para teiir el gel. )

0.25 % de azul de Coomasie en metanol-acido acético y agua destilada a una

relacion de 5:1%.

- Se cubre el gel con esta solucién y se deja durante 7 a 12 horas a tempe
ratura ambiente 6 30 minutos a 45 °C sin dejar que la solucién llegue a
ebutlicidn. ‘

- Quitar posteriormente la solucién (se puede desechar o bien utilizar nue-

vamente por varias veces después de que se filtre en un papel Wathman
del nimero 1).

Solucién para desteftir gel.
- Acido acético 7%

"~ Metanol 5%

- Agua destilada.

i vCoIocar el gel teflido en esta solucién, calentar durante 1 hora sin llegar a

' ebulhcusn Y hacer varios camblos de la so!ucién hasta tener una buena re
- solucién de las -bandas resultantes.

lnmunoelectroforesns.

Reactivos.

- Agar al 1%

- Solucién amortiguadora de barbital 0.05 M pH 8.6
- Azida de Sodio al 0.02 %. )

Preparacion: -

Se pesa el agar y la azida de sodio, se agregan a la solucién amor
tiguadora de barbital, se coloca la mezcla en bafio marfa hasta que se di-
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suelvan los cristales del agar, se utiliza inmediatamente. Se colocan aproxi-
madamente 25 mi de la solucién del agar, sobre un inmunomarco que contie-

ne 6 portaobjetos, se deja solidificar el agar a temperatura ambiente en -~
una cémara himeda.

Se perfora el agar en los inmunomarcos en cada portaobjetos marcan
do un canal y dos pozos, uno a cada lado del canal. El agar se extrae de
cada pozo, y se coloca en éstos el antigeno.

Se colocan el o los inmunomarcos en una cidmara de electroforesis
con fa misma solucién amortiguadora de barbital; se forma un puente de co-

rriente con tiras de pape! filtro entre los inmunomarcos y la solucién de co-
rrida.

Se aplica una corriente de dos mA por cada portaobjetos, a tempe-
ratura ambiente, la duracién de la electroforesis se mide por el desplazamien
to de la albGmina teifida con azul de bromofenol colocada previamente en --
uno de los pozos hacia el citodo, aproximédamente 4.5 cm desde el pozo en
el que se puso la muestra. Al conciuir, se extrae el agar del canal previa
‘mente marcado, se colocan los inmunomarcos en una cémara hGmeda, y se

anade en cada canal el antisuero, este se deja difundir 24 horas a tempera
-~ tura ambiente.

Cuando los anticuerpos se encuentran con su anti’geno, forman com
B ple]os antigeno-anticuerpo insolubles y por ello aparecen en el agar las ban
"~ das de precxpltacién que revelan su presenCIa.

Se lavan los inmunomarco's‘(:otocando estos en solucién salina 0.15 M
a 4 °C , cambidndose esta solucién 2 veces al dfa durante 3 dias.

Se colocan los inmunomarcos en agua destilada 2 horas, se sacan
y se les coloca tiras de papel filtro, dejandose secar al aire.

Ya secas, se les retira el papel, se tifien con amido negro al 0.1%
en bafio total durante 10 minutos.

Se ponen a destedir en una solucién de acido acético al 10% en
bafio total durante 2 horas a temperatura ambiente.
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. Determinacién de &cidos nucleicos.

Soluciones:

- Solucién de ADN purificada 100 ug/ml

- Solucién de ADN purificada por el alumno, o muestra problerha.
~ Solucién de ADN problema.

- Solucién acuosa de acetaldehido 16 mg/ml

Reactivos:
- Acido acético glacial.
~ Acido sulfdrico concentrado.

-~ Difenilamina.

Desarrollo:
Preparacién del reactivo de Diesche.

Pesar 1.5 g de difenilamina y anadirlos a una mezcla de 100 ml
de dcido acético glacial y 1.5 ml de &cido sulfirico concentrado (disolver

perfectamente) .

Agregar 0.5 ml de una solucién acuosa de acetaldehido 1:50 (se

debe utilizar fresca y mezclar).

Se preparan por duplicado tubos con concentraciones de ADN de
o, 5, 10, 20, 25 y 50 pug/ml, por dilucién con una solucién de TCA
“al 5% (de la solucién. de ADN purificado por el aluﬁmo y de la solucién
problema se toman alicuotas de 1 ml y se sigue el mismo procedimiento).

Se calientan los tubos en barfio maria a 90 °C durante 15 minutos

"~y los problemas se centrifugan a 2500 rpm durante 10 minutos.

Se colecta el sobrenadante, que contiene los dcidos nucleicos, y
se le aflade 2 ml del reactivo de Diesche. Se incuban los tubos en bario
marfa a 50 °C por 1 hora. Se enfrian y se leen en el espectrofotémetro
a una longiiud de onda de 600 nm,

Al precipitado centrifugado se le afiaden unas gotas de reactivo

de Biuret.
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