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RESUMEN

Objetivo: establecer las condiciones de produccion a nivel de laboratorio de la alfa
toxina de Clostridium septicum IRP15 para la formulacion de una vacuna veterinaria
y la optimizacion del proceso de produccion.

Métodos: se caracterizé y estandarizo la edad apropiada del in6culo para los
cultivos en un fermentador New Brunswick Scientific 7 L. Las condiciones de cultivo
fueron: cepa C. septicum IRP15, medio de cultivo VBH, 5 L/vaso de 7 L, in6culo de
250 mL (5 %), 37 ©C, 24 h, bajo agitaciones prueba de 0, 25 y 50 r.p.m. Se
establecio el perfil cinético morfoldgico, de biomasa, consumo de sustrato y
produccién de toxina.

Resultados: para las fermentaciones de 0 y 25 r.p.m. no se present6 fase de
adaptacion; el microorganismo crecié de manera exponencial hasta las 4 y 6 h de
fermentacion, consumiendo simultaneamente la mayor cantidad de glucosa
presente en el medio. A partir de estas horas y hasta las 24, se realiz6 la prueba de
DLso en ratones y se destaca que a 25 r.p.m. se obtuvo el mayor titulo de toxina
(1/23). En las fermentaciones a 50 r.p.m. se observo que el microorganismo
experimenta una fase de adaptacion de 4 h aproximadamente; con un retardo en
produccion de biomasa, consumo de glucosa y produccion de toxina, condicion que
no resulta 6ptima para la produccion del antigeno.

Conclusiones: la produccion de toxina se presenta en la fase logaritmica y durante
la fase estacionaria, asociandose asi al crecimiento y al fend6meno de esporulacion.

Palabras clave: fermentacioén, agitacion, biorreactor, indculo, cinética.
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ABSTRACT

Objective: to set the laboratory production conditions of Clostridium septicum
IRP15 alpha toxin for the formulation of a veterinary vaccine and the optimization
of the productive process.

Methods: the appropriate inoculum age for the cultures was characterized and
standardized in a 7L New Brunswick Scientific biorreactor. The conditions of
culturing were C. septicum IRP15 strain, VBH medium at 5 L/7 L glass, 250 mL (&
%) inoculum, 37 ©C, and 24 h under shaking conditions of O, 25 y 50 r.p.m. The
following kinetic parameters were monitored: morphological changes, biomass
production, glucose consumption and toxin production.

Results: for the shaking conditions at O and 25 r.p.m., C. septicum did not show
an adaptation phase growth. The bacteria kept growing at the log phase up to 4-6
hours of fermentation respectively, thus consuming the highest amount of glucose
from the medium. As from the growth phase hours till the 24 h of cultivation, the
50 % lethal dose (LDso) in mice assay was conducted and at 25 r.p.m. condition,
the best titre of toxin was reached (1/23). The cultures at 50 r.p.m. condition
showed that the bacteria experienced adaptation phase for almost four hours,
resulting in delayed biomass production, glucose consumption and toxin production.
These results suggested that 50 r.p.m. is not useful for the antigen production.
Conclusions : the toxin production occurred at the log phase and during the
stationary phase, thus it is associated to growth and to sporulation.

Key words: fermentation, shaking, bioreactor, inoculum, kinetics.

INTRODUCCION

La presencia de casos de mortalidad en el ganado es un problema econémico
importante para los sistemas de produccion ganadera en Colombia; generalmente
indicio de diversos agentes bacterianos, virales, parasitarios o toxicos, se han
asociado como causa de estas muertes.! Clostridium septicum es el agente causal
de enfermedades como la gangrena gaseosa en vacunos y abomastitis en ovinos.*!
Esta especie se caracteriza por producir exotoxinas que funcionan como entidades
separadas, de acuerdo con estudios seroldgicos y de actividad enzimatica.? Estas
incluyen la toxina o, una toxina caracterizada por ser necrotizante y letal, la DNasa
o toxina B, la hialuronidasa o toxina vy, la septicolisina o toxina 6. La severidad de las
enfermedades depende directamente de la produccién de estas.

La utilizacion de vacunas especificas, ha conducido a adecuados niveles de control,
por tanto, el objetivo del estudio fue establecer las condiciones de produccién a
nivel de laboratorio de la alfa toxina de C. septicum IRP15 para la formulacién de
una vacuna veterinaria optimizaciéon del proceso de produccion.

METODOS

La primera etapa consistid en estandarizar las técnicas de peso seco para la
determinacion de biomasa y antrona para la determinacién de azucares totales,
expresados como glucosa. Luego se determiné el perfil cinético de biomasa,
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consumo de sustrato, produccion de toxina y variacion del pH de C. septicum
cultivado en un biorreactor New Brunswick de 7 L. Finalmente se compararon los
resultados del proceso de produccion de alfa toxina a diferentes condiciones de
agitacion (0, 25y 50 r.p.m.).

CEPA

C. septicum IRP15 del cepario de microorganismos del laboratorio de investigacion
de la Empresa Farmacéutica, previamente aislada e identificada. Se conservo en
criopreservacion, 50 % v/v glicerol, a -70 °C y a temperatura ambiente mediante la
técnica de semillero en tubo plantula con tapén de vaselina.

INOCULO

Por fermentaciones de 12 y 24 h en 500 mL medio VBH en fermentador adaptado
en frascos SCHOTT de 500 mL bajo condiciones de anaerobiosis, a 37 °C, sin
agitacion y un 5 % de in6culo proveniente del semillero en tubo plantula, se realizo
seguimiento del crecimiento, logrando establecer las 12 h de fermentaciéon como la
edad apropiada del in6culo para los cultivos de C. septicum en el fermentador New
Brunswick Scientific. Co. Celligen Plus de 7 L.

CONDICIONES DE CULTIVO

Se realizaron fermentaciones discontinuas con diferentes velocidades de agitacion:
0, 25 y 50 r.p.m. y se mantuvieron constantes las siguientes condiciones: 4 750 mL
medio de cultivo VBH/vaso del fermentador con capacidad para 7 L, el porcentaje
de in6culo fue de 5 % (250 mL) del volumen efectivo de trabajo (5 L), temperatura
de incubaciéon 37 ©C, tiempo de incubaciéon 24 h.

TOMA DE MUESTRAS Y ANALISIS

Se tomaron muestras asépticamente, a intervalos de 2 h. Se realiz6 tincion de
Gram para observar la morfologia de C. septicum y la pureza del cultivo. Se midio
pH, se determind biomasa, concentracion de glucosa y titulo de toxina. Las
muestras se dispensaron en tubos tapa rosca, tomando una alicuota para la lectura
de biomasa por densidad Optica a 540 nm, se centrifugo la fraccion restante a

4 000 r.p.m. durante 30 min a 4 °C , se congel6 el sobrenadante a -70 °C hasta

el momento de uso.

CURVA DE PESO SECO
La concentracion de biomasa en gramo por litro (g/L) de peso seco se calculé
mediante la ecuacion de calibracién obtenida correlacionando valores

experimentales de suspensiones celulares a diferentes concentraciones:

Biomasa (g/L)= 0,2377(Abs) - 0,049
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PRODUCCION DE TOXINA

Se cuantificé la toxina realizando prueba de dosis letal 50 (DLso) en ratones,® en el
sobrenadante (fraccién en la que se encuentra la toxina), a partir de las horas en
las que se observo un incremento representativo de células durante la fase
exponencial, a fin de determinar si la toxina se comporta o no, como un metabolito
asociado al crecimiento. La cantidad de toxina se expresa en titulos que
representan la mayor dilucion en la cual muere el 50 % de la poblacion de estudio,
calculada por el método de Reed-Muench

CONSUMO DE SUSTRATO

La glucosa residual se determiné siguiendo la técnica colorimétrica para azUlcares
reductores antrona. La densidad Optica de las muestras procesadas se ley6 a 622
nm y la glucosa en gramo por litro (g/L) se determina segun la ecuacion:

Glucosa g/L=Am x Cp / Ap x Fd
donde:

Am: absorbancia de la muestra

Cp: concentracion del patréon

Ap: absorbancia del patrén

Fd: factor de dilucién expresado como (1/n).

En el procesamiento estadistico se aplic6 un andlisis de varianza (ANOVA) para
probar si existen diferencias en la produccién de biomasa, de toxina y en el
consumo de glucosa cuando se tienen diferentes condiciones de agitacion.

RESULTADOS

CINETICAS DE CRECIMIENTO

Fue posible verificar el curso del crecimiento de C. septicum en fermentacién por 24
h, e identificar las etapas de adaptacion, exponencial y estacionaria. La fase de
adaptacion se present6 durante las cuatro primeras horas de fermentacién con
valores de biomasa (g/L) comprendidos entre 0,5048 y 0,6058 (tabla 1).
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Tabla 1. Cinéticas de crecimiento de C. septicum en fermentacidn
a diferentes condiciones de agitacion (r.p.m.}

Fase | r.p.m. | Hora E-I?;‘?f}ﬂa L?;jﬁu Hx (h-1) tD (h)
] 0,8708 ] 01,6159 1,12
I 0 2 3,5212 1,397105 - -
4 10,2313 2,46375 - -
a 01,8245 a 0,6088 1,13
II a 2 3,1384 1,336611 - -
4 29,4058 2,434329 - -
0 0,9633 0 0,3918 1,77
11 oE 2 3,4833 1,285291 - -
4 88,2625 2,149016 - -
=] 9,8443 2,324184 - -
a Q,732 a 0,435 1,59
2 2,541 1,2445149 - -
IV 25
4 7,1098 2,273429 - -
=] 92,4404 2,556946 - -
4 0,9a67a a 0,6282 1,1
W =10 =] 3,5717 1,30598 - -
8 11,8468 2,504993 - -
4 0,9633 0 0,6194 1,11
W1 =11 & 3,8704 1,390652 - -
8 11,4766 2477502 - -

F: fermentacion.

En las figuras 1, 2 y 3 se puede apreciar la evolucion de la biomasa, de la glucosa y

el curso del pH durante las fermentaciones de O r.p.m., 25 r.p.m. y 50 r.p.m.
realizadas en el fermentador New Brunswick de 7 L.
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Fig. 1. Perfil cinético de produccidn de hiomasa v consumo de
sustrato de €. sepficem en fermentacion (0 rp.m.).
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Fig. 2. Perfil cingtico de produccidn de biomasa y consumo de sustrato
de C. septicum en fermentacion (25 rp.m.).
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Fig. 3. Perfil cinético de produccidn de biomasa v consumo de sustrato
de C. sepficum en fermentacion (S0 rp.m).

Durante el cultivo de la cepa se realizé seguimiento de la glucosa, la produccion de

biomasa, el pH, desde la hora O hasta las 24 h de cultivo a tres diferentes
revoluciones de agitacion, la tabla 2 muestra los resultados.

Tabla 2. Resultados promedio de los parametros monitoreados de fermentacién para
C. septicum a 0, 25y 50 r.p.m.

AOQ r.p.m. A25r.p.m. A S0r.p.m.
Hora E.ior'rlwasa G|LICIC|SEI pH Biomasa G|LICIOSEI pH Bior‘rjasa G|LICIOSEI pH
g/L g/L g/l g/L a/L a/L
a 0,8477 32,3652 g 0,8477 32,0971 7,7 0,64 78 32,3058 7,86
z 3,3298 2,5009 7.3 3,012z 2,3538 7,2 0,6731 3,2967 7,79
4 9,819 0,7098 5,7 7,6861 0,8358 5 0,96 55 32,1641 7,74
& g,6495 0,3457 ! 92,6424 0,4459 5,4 3,721 2,3598 7,13
g 7,3369 0,3163 5,5 8,2541 0,2642 5,4 11,6617 0,6505 5,58
10 65,6049 0,3053 5,5 7.4211 0,251 5,4 9,3984 0,3429 5,58
12 £,9697 0,2979 5,5 65,5713 0,2444 5,5 28,1026 0,3323 5,65
14 5,8477 0,2905 5,5 5,1169 0,2444 5,4 7,0466 0,3323 5,67
16 5,6752 0,2795 5,6 5,0244 0,2444 5,5 6,1926 0,3253 5,7
18 5,549 0,2648 5,6 5,839z 0,2411 5,5 5,9318 0,3217 5,73
20 5,4774 0,2059 5,6 4,9768 0,2378 5,5 5,6836 0,3217 5,79
22 5,448 0,1875 5,6 4,838 0,2378 5,5 5,6205 0,3146 5,77
24 E£,3807 0,1765 5,6 5,7635 0,2378 5,5 54774 0,3111 5,77
PRODUCCION DE LA ALFA TOXINA EN FERMENTACION A 0, 25 Y 50 r.p.m.
En la figura 4 se muestran los valores de las DLso obtenidas para las diferentes
horas de fermentacién evaluadas.
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Fig. 4. Promedio de |las DLg, de la toxina de C. sepficum obtenidas durante las fermenta-
ciones a diferentes rp.m.

DISCUSION

Al revisar las figuras 1 y 2, se evidencia que no hubo una fase de adaptacion del
inoculo, sino que el microorganismo continud su crecimiento de manera
exponencial hasta la hora 4 y 6 de fermentacion respectivamente. Posteriormente
se presentd una disminucion del crecimiento hasta alcanzar una fase estacionaria
que se prolong6 hasta la hora 24 en ambos casos, aunque para la curva de

25 r.p.m se observé un minimo ascenso en el valor de biomasa a la hora 24, el cual
puede obedecer probablemente al crecimiento de algunas células a expensas de los
restos celulares dejados por la lisis de otras células.

Por otra parte, la glucosa, fuente energética contenida en el medio VBH, fue
degradada rapidamente por el microorganismo de manera similar en las
fermentaciones de O r.p.m. y 25 r.p.m., soportando principalmente el periodo de
crecimiento (Fig. 2 y 3), ya que posteriormente se hallaron valores minimos de
glucosa presente en el medio (tabla 2).

De igual manera, en esta etapa del crecimiento posiblemente se consume la mayor
parte de las fuentes proteicas presentes en el sustrato (extracto de cerebro,
corazoén, peptonas y aminoacidos) y como producto del metabolismo de los
azucares y las fuentes proteicas se producen gases como COzy acidos débiles como
el acido acético y el acido butirico.*
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El comportamiento del pH presenta una disminucién gradual que esta posiblemente
relacionada con el aumento de la biomasa y la produccién de &cidos en el cultivo
durante la fase de crecimiento. Luego se presenta un aumento que aunque es
minimo, se hace progresivo ya que hay liberacion de material proteico y
metabolitos nitrogenados, producto de la lisis de algunas células lo cual alcaliniza el
medio.

A diferencia de lo ocurrido en las fermentaciones de O y 25 r.p.m., en las
fermentaciones de 50 r.p.m. se evidencioé que el microorganismo si experimento la
fase de adaptacion por aproximadamente 4 h, como se puede observar en la
figura 4. Dado este hecho, se presume que la agitacion podria llegar a retardar el
crecimiento del microorganismo. Hacia la 6 y 8 h, el microorganismo inicia su fase
exponencial experimentando un crecimiento acelerado, para luego sufrir un
descenso y entrar en la fase estacionaria.

En cuanto al comportamiento de la glucosa, se evidencié la influencia de la fase de
adaptacion en el consumo lento del azucar durante las cuatro primeras horas de
fermentacion y posteriormente en la fase de crecimiento se presenté el consumo de
la mayor parte de la glucosa del medio (tabla 1). El comportamiento del pH sufre
un cambio significativo hacia la hora 6 y 8 (tabla 2) que, sumado al
comportamiento de la glucosa refleja los cambios metabdlicos descritos en las
fermentaciones.

Basandose en las correlaciones del andlisis de varianza con un valor p> 0,05
(0,899) se encontrd que no existe diferencia significativa en la produccion de
biomasa ni en el consumo de glucosa, por parte del microorganismo cuando se
tienen condiciones de agitacion de 0, 25 y 50 r.p.m. La evolucién de la
concentracién celular en las horas correspondientes a la fase exponencial*® de los
cultivos a 50 r.p.m. resulta bastante rapida, presentando valores maximos de
biomasa de 11,8468 g/L y 11,4766 g/L, dados bajo una velocidad especifica de
crecimiento (Jux) de 0,6262 h' y 0,6194 h! y de tiempos de duplicacién (to) de
1,10 hy 1,11 h respectivamente, haciendo de esta la fermentacién con mayor ux y
menor tp a pesar de haber presentado un retardo en el inicio de la fase exponencial
(tabla 2).

En los cultivos a O r.p.m. se obtuvieron valores maximos de biomasa de 10,2313
g/L 'y 9,8443 g/L a la altura de las 4 h, los cuales fueron alcanzados con tiempos de
duplicacion de 1,12 hy 1,13 h y velocidades especificas de crecimiento de 0,6159
hly 0,6086 h'*que, al ser comparados con los de los cultivos a 50 r.p.m. expresan
una menor velocidad de crecimiento y por tanto un mayor tiempo para la
duplicaciéon de la poblacion.

Finalmente siendo los valores calculados de px de 0,3918 y 0,435y de tode 1,77 y
1,59 respectivamente, para los cultivos a 25 r.p.m. los que representan una
velocidad de crecimiento menor y, por tanto tiempos de duplicacion mayores, se
puede decir que en estas fermentaciones el crecimiento del microorganismo fue
mas lento con respecto a las realizadas a 0 y 50 r.p.m.

Con relacion a las DLso obtenidas permiten determinar la presencia de la alfa toxina
en todas las horas evaluadas entre las que se incluyen puntos dentro de la fase
exponencial, se pudo establecer que la toxina es un metabolito ligado al
crecimiento. Se encontré que existe similitud en el comportamiento de la
produccion de la toxina en las fermentaciones de O y 25 r.p.m., a pesar de que en
algunas horas de la fase estacionaria se presentan unos valores mas altos que otros
permitiendo sefialar que dicha produccion no se va incrementando conforme avanza
el tiempo de cultivo. El analisis estadistico permitié establecer que no existe
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diferencia estadisticamente significativa en la produccion de la toxina bajo las
condiciones de 0 y 25 r.p.m., contrario a lo que ocurridé con la produccion de toxina
en fermentacion a 50 r.p.m., en que los titulos obtenidos son inferiores.

Las deducciones a partir de los resultados de la producciéon de la toxina de

C. septicum resultan coherentes con lo sugerido por diversos autores entre los que
se encuentran,® quien establecié que la producciéon de toxina en cultivos de

C. septicum se incrementa a medida que aumenta la poblacion bacteriana,
alcanzando su méximo valor cuando la concentracion celular llega a su punto
maximo, o inmediatamente después en el inicio de la fase estacionaria; la
produccion de la alfa toxina por parte de este microorganismo corresponde con la
fase logaritmica, en el proceso de transicidn entre dicha fase y la fase estacionaria.®

Es importante sefialar que debido a que las fermentaciones realizadas a

0 y 25 r.p.m. mostraron resultados representativos, se podria optar por realizar la
produccion del antigeno en un sistema sin agitacion. Sin embargo, es importante
destacar que a 25 r.p.m. se obtuvo el mayor titulo (1/23) de todas las
fermentaciones y ademas, al plantear la produccion en cultivos a gran escala no se
debe dejar de lado que los volimenes y escalas en laboratorio son diferentes a los
de produccion. Tampoco descartar el efecto positivo que puede generar la agitacion
en cuanto a que se puede obtener un fluido mas uniforme eliminando gradientes de
concentracion y temperatura, asi como favorecer la salida de los gases del cultivo
de manera eficiente, la combinacién de los componentes solubles del medio como
los azlicares y el mantenimiento de la suspension de las células evitando la
formacion de zonas sin nutrientes en aquellos puntos de mayor consumo por parte
de las células.”

Se puede concluir que parametros cinéticos como la velocidad especifica de
crecimiento y el tiempo de duplicacion, permitieron tener un mayor conocimiento
del comportamiento de microorganismo durante el desarrollo de los cultivos a
través de la fermentacion y correlacionar este comportamiento con el consumo de
glucosa.

El perfil cinético observado a 50 r.p.m. evidencié que bajo estas condiciones se
retarda la produccion de biomasa, razén por la cual no se considera una condiciéon
Optima para este proceso.

Las técnicas de peso seco y antrona, resultan apropiadas para conocer el desarrollo
de la biomasa y el consumo de azucares, ademas de determinar el efecto que
tienen las condiciones de operacién o cambios que se puedan generar durante el
proceso de cultivo del C. septicum.
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