Deteccion inmunoenzimatica de la toxina de la bacteria
Clostridium tetani: una alternativa a las pruebas biolégicas con ratones
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Abstract. Immunoenzimatic detection of the Clostridium tetani bacterial toxin: an alternative to mice
bioassays. Cell-free extracts from 20 strains of Clostridium tetani isolated from soil samples, were tested for
tetanus toxin production using an enzyme immunoassay. All the extracts were classified as positive for the toxin
presence, and eight of them showed absorbance values corresponding to tetanus toxin concentrations between
3.2 and 88 ng/ml; thus, they fell within the linear absorbance range (0.135-0.317). All dilutions of toxin used
to obtain the calibration curve (0.0071 to 1.1 ng) were lethal for mice. Rev. Biol. Trop. 54(2): 253-256. Epub

2006 Jun 01.
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El género Clostridium esta representado
por bacilos anaerobios productores de esporas,
habitantes normales del suelo e incluye los dos
agentes productores de las neurotoxinas natu-
rales mas poderosas: C. tetani y C. botulinum,
responsables del tétanos y el botulismo, respec-
tivamente (Hatheway 1990). En el tétanos la
puerta de entrada mas frecuente al organismo
son traumatismos, usualmente asociados con
tejidos macerados, en los cuales las esporas de
C. tetani provenientes del suelo, germinan y pro-
ducen la toxina. En el caso del tétanos neonato-
rum, la puerta de entrada es la herida umbilical
contaminada durante un parto debido a técnicas
asépticas deficientes y cuando la madre no tiene
un buen esquema de vacunacion (Dowell 1984,
Hernandez-Chavarria et al. 2000).

El tétanos se puede prevenir con la vacu-
nacion con el toxoide tetanico, lo que ha
modificado los patrones epidemiologicos de la
enfermedad; en paises desarrollados se reduce
a casos esporadicos en ancianos (Andénimo

Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 54 (2): 253-256, June 2006

1998), mientras que en paises en desarrollo
sigue siendo un problema importante a cual-
quier edad, cuya prevalencia muestra una curva
bimodal, debido al tétanos neonatorum y al de
ancianos (Whitman et al. 1992). Por esa razon
la prevalencia de la enfermedad es mayor en
la banda tropical y subtropical del planeta, que
aloja a la mayoria de los paises en desarrollo
(Boerma y Stroh 1993, Bonanni 1999).

Debe aclararse que un buen esquema de
vacunacion protege a la poblacion, pero no
afecta la circulacion de la bacteria en la natu-
raleza, pues es un habitante normal del suelo
(Veronesi et al. 1975). Su frecuencia en suelos
de diferentes latitudes generalmente es superior
al 30% de las muestras examinadas (Hatheway
1990), lo que en Costa Rica se ha corroborado
(Hernandez et al. 1997, Hernandez y Rodriguez
1993, Hernandez-Chavarria et al. 2000, 2001).

Para la identificacion de las cepas toxi-
génicas de C. ftetani se inocula por triplicado
0.1 ml de un sobrenadante libre de células del
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cultivo sospechoso en ratones jovenes (con un
peso corporal menor de 20 g). Los animales se
dejan en observacion por 24 horas; en el caso
de cepas toxigénicas, éstos moriran con un
cuadro de tétanos, lo que incluye contracciones
tetanicas y en ultima instancia un fallo respira-
torio. Entonces se debe proceder a una prueba
confirmatoria, mediante neutralizacion de la
toxina con un suero antitoxina. Los sobrena-
dantes que indujeron la muerte de los animales,
se mezclan con un suero anti tetanico y nueva-
mente se inoculan en ratones, si éstos sobrevi-
ven se confirma la identificacion de la toxina
(Beland y Rossier 1973). Por lo tanto, en la
investigacion de las posibles cepas toxigénicas
de C. tetani se requiere una cantidad importan-
te de ratones, que podria disminuirse si en los
esquemas de identificacion se incluyera una
prueba serologica, ya fuese como diagnostico
definitivo o incluso de tamizaje.

La literatura médica es rica en descripciones
de técnicas inmunoenzimaticas disefladas para
detectar anticuerpos anti-tétanos (Alagappan et
al. 1996, Shohat et al. 2000). Hasta donde sabe-
mos, esas pruebas no se han utilizado sistemati-
camente en la deteccion de la toxina (antigeno),
como método de identificacion de C. tetani, lo
cual es el objetivo de este trabajo.

Se adaptd una prueba inmunoenzimatica
para la deteccion de toxina tetanica (antigeno),
siguiendo los lineamientos establecidos para
tal metodologia (Simhon et al. 1979, Tijseen
1985, Lomonte y Rojas 1996). Brevemente,
la prueba consistié en sensibilizar placas de
microtitulo de 96 hoyos (Immulon 2, Dynatech
Laboratories, EUA) con 100 ul de un suero
comercial anti tetanospasmina, diluido 1/1000
en solucion salina y se incubo por 24 horas/
4°C. Las reacciones inespecificas se bloquea-
ron con una solucion de albumina bovina al
2%, previamente antes de colocar los sobrena-
dantes de las cepas a evaluar. Estos se inocu-
laron (100 ul/hoyo) e incubaron a temperatura
ambiente por una hora. La reaccion se detectd
adicionando a cada hoyo una alicuota (100 ul)
de un suero de conejo anti fragmento C de la
tetanospasmina diluido 1/1000 en solucion sali-
na-albumina bovina y se incubd por una hora
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a temperatura ambiente. La reaccion inmune
se evidencid mediante un conjugado de inmu-
noglobulina de cabra anti inmunoglobulina
de conejo marcado con fosfatasa alcalina y se
reveld con el sustrato de fosfatasa alcalina.

La prueba se estandarizd evaluando por
triplicado una serie de diluciones (1:3) de
un patrén de toxina concentrada (143 ug/ml)
cuyos valores de absorbancia se graficaron
para calcular el coeficiente de correlacion (r)
e intrapolar los valores de absorbancia que
se interpretarian como positivos en el estudio
de los sobrenadantes bacterianos. Ademas, se
correlaciond la prueba serologica con la bio-
logica, a partir de una serie de diluciones de
tetanospasmina de 7.15 ug/ml, hasta 1.1ng,
lo que correspondié a una serie de diluciones
desde 1:3 hasta 1: 131220.

Empleando la técnica descrita se evalud un
grupo de 20 cepas de Clostridium tetani aisladas
de suelo (Hernandez et al. 1997, Hernandez-
Chavarria et al. 2000). Cada cepa fue inoculada
en un tubo de carne glucosa tipo PRAS e incubd
por 24 horas a 35°C; al cabo de ese tiempo, los
cultivos se congelaron y descongelaron 5 veces
para romper las bacterias y liberar la posible
toxina. Cada cultivo se centrifugo (2000 g/20
mint) para obtener un sobrenadante libre de
células para la prueba IE. Ademas, se incluyd
como control positivo una cepa de C. tetani toxi-
génica (ATCC 19405), cuyos valores de absor-
bancia se mantuvieron similares en los diversos
dias en que se analizaron las muestras.

La prueba IE fue positiva en todas las
diluciones del patron de toxina empleadas
para evaluar la prueba y correlacionarla con la
prueba biologica. Los valores de absorbancia
obtenidos oscilaron entre 0.502 = 0.05 y 0.134
= 0.002. Para efectos practicos se trazo la curva
de mejor tendencia, eliminando las diluciones
extremas, lo que mostré6 una curva con un
coeficiente de correlacion de r = 0.9979. Los
ratones inoculados con cada una de esas dilu-
ciones murieron; en tanto, los ratones control,
inoculados con solo el amortiguador empleado
como diluente sobrevivieron. Obviamente entre
mayor es la concentracion de toxina, mayor es
el valor de absorbancia detectado.
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Las 20 cepas de C. fetani analizadas mos-
traron valores de absorbancia en el &mbito con-
siderado como positivo, cuyo valor mas alto
correspondio a 0.259 = 0.002. Sin embargo,
solo 8 de esas estan en el ambito de linealidad
de la curva (absorbancia 0.135-0.317), que
correspondid a una concentraciéon de toxina
entre 3.2 a 88 ng/ml; ademas, todas produjeron
toxicidad en los ratones.

El tétanos es una enfermedad cuyos sin-
tomas son tan caracteristicos que permiten su
diagnostico sin necesidad de aislar la bacteria
(Hatheway 1990), el sintoma preponderante
son las contracciones musculares muy dolo-
rosas, con dificultad respiratoria, debido a las
contracciones de los musculos involucrados
con la respiracion, que en Ultima instancia lle-
van a la muerte por fallo respiratorio; ademas,
los espasmos en los musculos faciales produ-
cen la mueca conocida como risa sardénica y
los espasmos en los musculos de la espalda
son de tal magnitud que el paciente se arquea
entre los talones y la cabeza, y en todo caso, el
dolor extremo es la caracteristica preponderan-
te (LaForce 1969, Schofield 1986, Ernst et al.
1997). Los animales inoculados experimental-
mente con la toxina, o sea cuando se confirma
que la cepa en cuestion se trata de C. tetani,
desarrollan un cuadro de tétanos mortal; esto
significa, que la prueba bioldgica conduce al
sacrificio de un numero importante de animales
que mueren sometidos a un estrés intenso, y si
el modelo animal se comporta como en huma-
nos, esos animales estarian sufriendo durante
su agonia de un dolor extremo.

Por otra parte, desde finales de la década de
1950 se ha promovido la busqueda de alterna-
tivas al empleo masivo de animales en el labo-
ratorio, lo que se resumid en un anagrama de
tres R: Reemplazar los animales por pruebas in
vitro/ Reducir su nimero mediante pruebas esta-
disticas/ Refinar los experimentos para causar el
menor sufrimiento posible (Mukerjee 1972). En
ese sentido, el empleo de una prueba seroldgica,
como la planteada en este trabajo, permitiria
reducir sustancialmente el numero de animales
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empleados en estudios sobre toxigenicidad de
clostridios; pues, aceptando esta prueba como
un método de tamizaje, permitiria identificar las
cepas positivas, lo que obviaria su inoculacion
en ratones. La prueba biologica entonces se
dejaria solo para probar aquellas cepas en las
cuales la IE hubiese dado un resultado negativo,
ya fuese para confirmar esa negatividad, con
lo cual los animales sobrevivirian o bien para
captar posibles falsos negativos. De cualquier
manera, se reduciria sustancialmente el nimero
de animales inoculados y el sufrimiento de éstos.
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