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RESUMEN

Antecedentes: el tétanos estd provocado por la accién de una potente neurotoxina producida por Clostridium tetani y mediada por
un plasmido. La pérdida de toxicidad bacteriana en condiciones de laboratorio, y concretamente en los clostridios, no es un hecho
infrecuente y tiene una decisiva repercusion en la preparacién de vacunas. Tras la utilizacién durante afios de una cepa de C. tetani
de un alto poder toxigénico, nos encontramos con una sibita y total atenuacién de la misma lo cual nos llevé, después de diversos
ensayos no satisfactorios con cultivos de diferente origen, a aislar el germen del suelo.

Objetivos: evaluar la posibilidad de revitalizar una cepa que ha perdido su toxicidad y, si ello no fuera posible, determinar el
mejor procedimiento de aislamiento de una nueva cepa toxigénica —a partir del suelo—, sus caracteristicas de crecimiento, el
método para aumentar la produccién de toxina y su valoracién.

Lugar de realizacién: Servicio de Microbiologia del Centro Militar de Veterinaria, donde se prepara la vacuna antiteténica para
la inmunizacién del ganado equino dependiente del Ministerio de Defensa.

Disefio: aislamiento de C. tetani a partir de muestras de tierra, produccién y valoracién de la exotoxina en ensayo biolgico en
animal receptivo.

Material y métodos: método termo-quimico para aislamiento de anaerobios en medios liquidos reducidos y glucosados a pH
4cido y en medios sélidos enriquecidos en anaerobiosis estricta a una sobrepresién de 0,2 bar. Inoculacién en cobayas.
Resultados: la nueva cepa de C. fetani presentd una alta produccién de toxina, con una dosis letal intramuscular para el cobaya de
350 grs. de peso de un mililitro de dilucién 1:100.000 de toxina bruta.

Conclusiones: 1) en la experiencia de los autores, las cepas que han perdido su toxicidad, no son recuperables; 2) la prueba de
toxicidad en animal receptivo es condicién imprescindible cuando se quiere utilizar dicha cepa con fines de inmunizacién activa;
3) la incubacion prolongada en medios proteicos, peptonados y glucosados incrementa al menos diez veces la produccién de toxi-
na; 4) la permanencia en medios artificiales leva aparejada la no formacién de esporos; 5) los medios liquidos reducidos a pH
dcido son muy adecuados para el crecimiento inicial y mantenimiento del bacilo tetanico y 6) la nueva cepa de Clostridium tetani |
aislada (G-94) se encuentra disponible en el Centro Militar de Veterinaria y ha quedado depositada en la Coleccién Espafiola de
Cultivos Tipo con el niimero 4629, ‘
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son muy diversas. Normalmente suelen ser heridas contamina-
das con tierra, lodo, aguas estancadas y heces, sobre todo en las
zonas rurales. Sin embargo, en ocasiones, la via de entrada es
minima y puede pasar desapercibida. Se ha podido constatar que
los esporos que contaminan los proyectiles de armas de fuego
permanecen acantonados largo tiempo en la herida, pudiendo
desarrollarse la infeccién por la accién de agentes externos.

INTRODUCCION

El tétanos pertenece al grupo de enfermedades transmitidas
por contacto directo, en las que existe una solucién de continui-
dad de la piel o mucosas (1). Las puertas de entrada del esporo
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don umbilical en el neonato, castraciones y heridas del casco
del caballo, etc. son las vias de entrada mds frecuentes del
bacilo tetdnico (1,2).

El periodo de incubacién es variable, aunque en la gran
mayoria de los casos suele ser inferior a 14 dias, dependiendo
de los caracteres de la herida, el grado de inmunizacién y de
las propias caracteristicas del germen. Los periodos de incuba-
cién cortos suelen ir unidos a una mayor gravedad del cuadro
clinico y un peor pronéstico (3,4).
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Figura 1. Clostridium tetani mostrando su tipico esporo ter-
minal (x1.000).

La toxina tetdnica es un veneno muy activo, un mililitro de
filtrado de un cultivo basta para matar un caballo (5). La canti-
dad de toxina necesaria por gramo de peso corporal para matar
una gallina es 350.000 veces mayor que en el caso del caballo.
En el perro es aproximadamente 600 veces mayor (6). En el
hombre, 0,00025 g de toxina tetdnica son suficientes para pro-
vocar la muerte, mientras se requiere 20 veces mas de veneno
de cobra y unas 150 veces mas de estricnina (7). La toxicidad
varia mucho segiin las cepas de bacilos: algunas de las cuales
pierden, con el tiempo, el poder que antes tenian de formar
toxinas muy enérgicas (5).

La toxina contiene diversas proteinas y una proteasa y se
libera por difusion (8,9). Mediante electroforesis se ha com-
probado que la mayor proporcién de los 13 aminoacidos que
contiene corresponden al dcido aspdrtico, dcido glutidmico, iso-
leucina y leucina; el peso molecular se estima en 67.286 dal-
tons (4). La toxina posee diversos y diferentes lugares antigé-
nicos, pero sélo uno influye en la produccién de anticuerpos
neutralizantes (4).

Los clostridios y otras bacterias productoras de toxinas con
relativa frecuencia pierden su toxicidad cuando son mantenidas
en el laboratorio durante largos periodos de tiempo. Esto puede
considerarse un signo de debilitamiento dado que, en muchas
ocasiones, se acompana de una disminucion de la vitalidad del
germen, llegando incluso a perecer.

Este fenémeno es de suma importancia para la elaboracion de
anatoxinas como la diftérica, tetdnica, estafilocdcica, etc. debido
a que la respuesta inmune se basa precisamente en la inactivacion

'de la toxina con formaldehido. Hay que senalar que la toxina
tetdnica intacta no produce, sin embargo, inmunidad, motive por
el cual la enfermedad puede padecerse repetidamente.

La cepa de C. retani, empleada por nosotros durante afos
con un alto poder toxigénico perdid, sin embargo, sibitamente
su capacidad para producirla, debilitindose a continuacién su
crecimiento en los medios de cultivo. En un primer momento
se intento sustituirla por otras cepas suministradas por diferen-
tes laboratorios piiblicos y privados sin obtener resultados, ya
que demostraron ser atoxicas en las correspondientes pruebas
bioldgicas efectuadas. Debemos sefialar que en nuestro labora-
torio antes de preparar cada lote de anatoxina, efectuamos los
siguientes controles: a) prueba de toxicidad, b) prueba de pro-
teccion del toxoide y ¢) prueba de inocuidad y esterilidad del
producto preparado.

Figura 2. Crecimiento del bacilo tetinico en medio de Tarozzi.
Abundante formacion de burbujas de gas.

Lo anteriormente sefialado nos llevé a plantearnos el aisla-
miento del bacilo tetdnico a partir del suelo. La difusion del
Clostridium tetani en el medio ambiente es muy grande, aun-
que desigual. Es raro en el suelo de los bosques y lugares libres
de excrementos de animales. Los aislamientos positivos, segin
los diversos autores y origen de las muestras, oscilan entre el 8
y 66% (4,6). En nuestro caso, de trece muestras estudiadas
obtuvimos resultado positivo en dos (15,3%). A partir de esta
nueva cepa se prepara actualmente la anatoxina tetdnica en
nuestro Centro (figura 1).

En el presente trabajo tratamos de analizar las condiciones
de aislamiento del germen del suelo, sus peculiaridades de cre-
cimiento y la valoracién de la potencia de la toxina tetdnica,
También se contemplan los posibles mecanismos responsables
de la atenuacion de los clostridios.

MATERIAL Y METODO

Existen varias técnicas para el cultivo de anaerobios, nosotros
hemos empleado la técnica italiana que utiliza medios reducidos
del tipo Tarozzi (10). El mantenimiento de una acidez en los culti-
vos (pH 5,8) permite obtener una abundante produccién de toxina;
para ello se emplea una proporcion elevada de glucosa (5/1.000)
que el bacilo tetdnico transforma en dcido, y fosfato monopotisico
como tampon acido (medio de G. Ramdn y R. Legroux,
1930)(11). Se intenté revitalizar la cepa atoxigénica mediante el
empleo de diferentes medios y condiciones de crecimiento.

Las condiciones anaerobias no son suficientes para el aisla-
miento de C. tetani, dado que un gran ndmero de bacterias son
anaerobias facultativas. Por otro lado, cuando se realiza el
calentamiento de las muestras o cultivos iniciales, quedan pre-
sentes otros clostridios muy difundidos en la naturaleza y
cuyas esporas son también resistentes al calor, como por ejem-
plo: C. tertium (esporo fusiforme terminal), C. sporogenes
(esporo subterminal), C. innocuum (esporo terminal), C. lento-
putrescens (esporo-terminal), etc.(3).

Se tomaron muestras de tierra presumiblemente tetanigena
(terrenos de granja al abrigo de la radiacién solar, donde se
cria ganado ovino y caprino, material herrumbroso, etc). A las
muestras se anadid suero fisiolégico en proporcién 1:5. Poste-
riormente fueron calentadas a 80°C durante 25 min. y sembra-
das en medios de Tarozzi a pH 5,8 (figura 2).
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También se sembraron placas de agar-sangre de caballo al
5%, agar-suero al 8%, agar glucosado al 6% y agar de Schaedler
(bioMérieux) con glucosa, cisteina y hemina, que fueron incuba-
das en jarra para anaerobios con sobres conteniendo borohidruro
de sodio, acido tartdrico y bicarbonato sédico (Anaerobic system
BR38 Oxoid) y saco de catalizador activo de paladio BR42
(Oxoid) que proporciona 1.800 ml de H, y 350 ml de CO, con
una presién de 0.2 bar (15 cm de Hg). Se utilizaron fajas de
material inerte saturado de una solucién acuosa tamponada de
resarzurina como indicador de anaerobiosis.

De los cultivos y muestras originales se realizaron dilucio-
nes en caldo nutritivo desde 1:10 a 1:200.000 y posterior ino-
culacién i.m. a un cobaya de un mililitro de la dilucién
1:10.000, produciéndole los sintomas tipicos de la enfermedad
y la muerte a las 48 horas. Se realizaron siembras a partir de
liquido tisular y tejido muscular del punto de inoculacidn.

Tras observar cierta contaminacién en algunos tubos de
Tarozzi, se realizaron diluciones a partir del caldo de este
medio con dcido fénico al 5%, en proporcién 1:20, durante
unas horas, efectudndose resiembras en nuevos tubos. Con este
procedimiento se obtuvo un buen crecimiento del bacilo tetdni-
co, con formacién de grandes burbujas de gas que ascienden
desde el fondo del tubo.

Para aumentar la produccién de toxina se sembraron los
cultivos obtenidos en medios de Tarozzi en matraces con el
medio de Ramén y Legroux a 37°C durante 9-12 dias. Tras fil-
tracién se formolizé al 0,5% y se llevé a la estufa a 37°C
durante un mes. Una vez desactivada la toxina se realizé un
prefiltrado por membrana AP 25 y por SCWPO 90 de 8 micras
y una concentracion mediante ultrafiltracién con Pellicon de
30.000 daltons, quedandonos con lo retenido por el filtro hasta
alcanzar una proporcidn 1:10 del volumen inicial.

Antes del envasado se afiadié hidréxido de aluminio al
10% (66 ml por 1.000 ml de anatoxina) como adyuvante, dcido
fénico al 0,55% como conservante y un vial de 10° ui de peni-
cilina y 1 gramo de estreptomicina para prevenir el crecimiento
bacteriano. El toxoide se debe conservar entre 2 y 10°C, siendo
su validez en estas condiciones de unos 2 afios.

Se realizé un test de sensibilidad in vitre a los antimicro-
bianos de la nueva cepa, mediante valoracién de los halos de
inhibicién de discos (Difco), en placas de Mueller-Hinton-
suero en anaerobiosis.

RESULTADOS

Con el material inicial se provocaron sintomas de tétanos a
las 48 horas de la inoculacién intramuscular en un cobaya de
350 gramos de peso de 1 ml de la dilucion 1:150.000. Los
bacilos inoculados en las placas de agar-sangre produjeron
esporos al cabo de 24-48 horas de estar en presencia de oxige-
no y a temperatura ambiente. Las siembras realizadas a partir
del punto de inoculacién originaron crecimientos desiguales y
una gran contaminacién, siendo muchas veces negativas.

No se pudo recuperar la cepa atdéxica, a pesar de los repeti-
dos intentos realizados. En los cultivos, la atenuacién se mani-
festé, en primer lugar, por la pérdida pricticamente total de
toxicidad, siendo ademids su crecimiento dificultoso y desigual,
produciendo pequeiias y abundantes burbujas en todo el medio
y acumuldndose en la superficie del mismo.
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Figura 4. Formacion inicial de esporos tetdnicos en medio
solido.
Concentracion cromdtica en los extremos de la bacteria (flecha
gruesa). Diferentes estadios formativos (flechas finas) (x 1.000).

La nueva cepa presentd un crecimiento abundante en caldo
con turbidez y ennegrecimiento inicial del medio, observindo-
se posteriormente un aclaramiento con formacién de grandes
burbujas de gas que ascienden desde la profundidad del
mismo. |

En medios s6lidos con sangre se observé crecimiento al|
cabo de 48 horas con formacion de colonias desiguales, de bor-
des irregulares, blanquecinas y con produccién de hemélisis B. |
El crecimiento en agar de Schaedler fue bueno (figura 3), pre-
sentando las colonias un color blanquecino con aspecto de
copos de algodon. La sobrepresién de 15 cm de Hg demostrd
ser la mas idonea para el crecimiento de C.retani. El bacilo
presentd ligera accién sobre la leche tornasolada y discreta
cantidad de sulfidrico.

Se pudo observar que el proceso de produccién del esporo
comienza con la formacién de un abultamiento en uno de los
extremos de la bacteria en el que se observa una intensa con-
centracién cromadtica hasta el punto de simular la presencia de
un coco gram positivo (figura 4). Seguidamente se produjo un
hinchamiento del sector protoplasmético circundante acompa-
fiado de una pérdida dg coloracion que es caracteristica del
esporo; en ocasiones quedan restos de material cromatico en la
periferia del mismo.

El poder téxico se incrementé al menos diez veces tras el
cultivo en el medio de Ramén y Legroux. Es éste un medio
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Figura 5. Cobaya muerto tras inoculacion intramuscular de
toxina tetdnica diluida (1: 100.000).

Rigidez muscular generalizada,

simple, prictico y econémico que favorece a las formas vege-
tativas y cuyo valor antigénico intrinseco viene determinado
por el grado de floculacion, de modo que, la inoculacién im. de
0,0000066 ml de toxina bruta provoca la muerte en cobaya de
350 gramos en las primeras 96 horas (aproximadamente 30
unidades antigénicas) y sintomas tetdnicos a diluciones supe-
riores a 1/200.000 (figura 5).

El formol transforma ficilmente el cultivo en anatoxina tras
la incubacién a 37-39°C durante un mes, observindose una
pérdida minima del poder antigénico, estimado en un 5-10%.

La cepa de C. tetani, aislada por nosotros, era sensible al
cloranfenicol, eritromicina, lincomicina, tetraciclina, cefotaxi-
ma, ceftriaxona, dcido fusidico, amoxicilina-dcido clavuldnico,
norfloxacino, acido nalidixico y nitrofurantoina. Presentaba
sensibilidad intermedia para ampicilina, neomicina, sisomicina
y dcido pipemidico.

La especie era resistente a nistatina, penicilina, gentamici-
na, estreptomicina, trimetoprim-sulfametoxazol, sulfadiazina,
meticilina, tobramicina, cefixima y polimixina B.

DISCUSION

Con la sola excepcion del bacilo diftérico, los organismos
que forman exotoxinas poderosas pertenecen casi todos al
grupo de los bacilos anaerobios espordgenos. Dos de ellos —
C. botulinum y C. tetani— producen las sustancias mas vene-

nosas de cuantas se conocen.

Muchas especies de clostridios son anaerobios obligados,
sin embargo, la tolerancia al oxigeno varia ampliamente: algu-
nas pueden crecer, pero no esporular, en presencia de aire a
presion atmosférica, a condicién de que en el medio se esta-
blezca un bajo potencial de 6xido-reduccion. En este sentido,
las muestras procedentes de heridas profundas deben cultivarse
rutinariamente en anaerobiosis (12).

Segiin nuestros resultados, las cepas que han perdido su
toxicidad no son recuperables, a pesar de lo publicado en este
sentido (4,9), al menos por los procedimientos tradicionales:
empleo de sangre y suero de caballo y conejo, estrictas condi-
ciones de anaerobiosis, presencia de glucosa, acidez del medio
o resiembras del bacilo en filtrados de caldo de cultivos puros.
La propia toxina se atenda por la accién del calor y del oxigeno.

No se conoce realmente el mecanismo de atenuacién siibita
de C. terani. La presencia de productos toxicos de oxidacion
cuando se les expone al aire, como la formacién de peréxido
de hidrégeno y otras sustancias (por la ausencia de catalasas y
peroxidasas en estas bacterias), pueden provocar que los baci-
los aspordgenos (relativamente aerotolerantes), que no produ-
cen la forma de resistencia en condiciones de laboratorio (13)
durante largos periodos de tiempo, pierdan la suficiente vitali-
dad para volverse atdxicos e incluso llegar a perecer. El hecho
de que algunas especies de clostridios puedan crecer pero no
esporular en presencia de aire a presion atmosférica seria signi-
ficativo en este sentido (14). ‘

Es posible que puedan verse afectadas enzimas de transfe-
rencia, sobre todo transaminasas, que proporcionan a la célula
bacteriana la capacidad de sintetizar los aminodcidos necesa-
rios para la formacién de proteinas (15). Estas enzimas, como
las demds, son termoldbiles y su actividad se ve modificada
por el pH, la temperatura, etc. También influiria en este proce-
so la carencia de piridoxina (piridoxal fosfato).

Todas las especies producen fenol (14). Este y otros pro-
ductos metabdlicos podrian actuar nocivamente sobre las for-
mas vegetativas del clostridio, como ocurre en otras bacterias
con los metabolitos producidos durante su crecimiento.

En nuestra opinién, especimenes mantenidos en coleccio-
nes tipo y en laboratorios productores de vacuna antitetanica
pueden haber perdido, en gran parte, su poder toxigénico y
dado que la produccién de toxina es imprescindible para la
obtencién de toxoide inmunizante, es necesaria siempre su
valoraciéon en un animal receptivo.

Cuanto mas prolongado es el periodo de incubacién, tanto
mejor es el prongstico y a la inversa. En nuestra experiencia,
la forma crénica de tétanos se produce cuoando el periodo de
incubacidn excede de 4-5 dias en el cobaya y de 8 en el cone-
jo. Los sintomas suelen durar 7 u 8 semanas y el animal
acaba por curarse completamente. Esta forma se produce
generalmente cuando existe un cierto grado de inmunidad o,
sobre todo, si la cantidad de cultivo inoculado es pequefia
(altas diluciones), quedando limitados los sintomas al miem-
bro inoculado.

Sin embargo, como hemos podido comprobar repetidamen-
te, el padecimiento del tétanos no confiere inmunidad. La
enfermedad puede contraerse de nuevo e incluso llegar a pro-
vocar la muerte (1).

La sensibilidad a los antimicrobianos que ha presentado
nuestra cepa es similar a la referida en la bibliografia (4,6,14),
sin embargo, debemos destacar la resistencia que ha mostrado
frente a la penicilina (la cual puede inhibir in vitro la forma-
cion de los esporos), como ya ha sido comunicado por algunos
autores (4).

La anatoxina letdnica tiene un valor intrinseco, como revela
la reaccion de floculacién, es decir, que ademds de su atoxici-
dad conserva plenamente su capacidad o poder antigénico.
Esta capacidad ya fue demostrada por dos vias: 1. La anatoxina
flocula en presencia de la antitoxina (igual que la toxina) pero
de manera mds fina y exacta, pudiéndose utilizar ventajosa-
mente para la titulacion de los sueros. Ademas la anatoxina es
mads estable. 2. La fuerte inmunidad experimental que provoca
en el conejo y cobaya.

El poder inmunizante del toxoide, cuando se utiliza una
cepa idonea, es muy alto, sélido, inocuo y duradero (2); coba-
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yas inmunizados en nuestro laboratorio pueden resistir, sin nin-
guna sintomatologia, inoculaciones intramusculares de 0.1 ml
de toxina bruta 21 dias después.

Desde los comienzos de su aplicacién en 1928, la eficacia
de la vacunacion antitetinica ha sido demostrada en diversos
estudios experimentales en el caballo (16). En nuestra expe-
riencia, tras la administracién de mds de 25.000 dosis en los
ultimos 8 anos, no se ha producido ningtin caso de tétanos en
los équidos inmunizados.

La nueva cepa de Clostridium tetani (cepa G-94) aislada
del suelo, se encuentra disponible en el Centro Militar de Vete-
rinaria (figura 6) para fines de estudio e inmunizacién y ha
quedado depositada en la Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo
(CECT) con el nimero 4629. donde anteriormente no habia
representacion de cepas tetanicas aisladas en nuestro pais.
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INSTITUTO DE ESPANA Y REAL ACADEMIA DE MEDICINA Y CIRUGIA DE GALICIA
CONVOCATORIA DE PREMIOS PARA EL CURSO 1996

Premio “Barrié de la Maza, Conde de Fenosa”.- Dotado con 500.000 pesetas y titulo de académico correspondiente sobre tema libre.
Premios de la Fundacién *“Caixa Galicia-Claudio San Martin .- Un premio de 250.000 pesetas v titulo de académico corresponsal,
a un trabajo sobre estudios médico-geogrificos de un drea de Galicia que trate de aspectos socio-sanitarios de un territorio comar-

Dos premios de 125.000 pesetas cada uno y titulo de académico corresponsal para los dos mejores expedientes presentados de
Licenciatura de Medicina, Farmacia o Biol6gicas de alumnos que hayan terminado sus estudi®s en la convocatoria de 1996 en las

Los interesados podrin solicitar informacién sobre las bases y condiciones a la Secretaria de la Real Academia, C/ Durdn Loriga,
10-2%, 15003 La Corufia. Teléfono (981) 22 49 40; Fax (981) 22 54 52.
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