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Glosario

Agua para fabricacion de inyectables (AFIl):  Agua producida a partir de agua potable
que se purifica en su etapa final por destilacion u otra tecnologia equivalente o superior,
que muestre la eliminacion de sustancias quimicas, microorganismos, endotoxinas y que
no contienen sustancias adicionadas.

Almacenamiento: Conservacién de materias primas, materiales de envase primario,
material de acondicionamiento, productos intermedios y farmacos en &reas con
condiciones controladas de orden y limpieza.

Antitoxina: Es un anticuerpo formado en un organismo como respuesta especifica a la
presencia de una toxina o toxoide en su interior, a la cual puede neutralizar.

Area Clase A: Area limpia cuyas caracteristicas ambientales se adecua a la NOM-059-
SSA-2006, presenta un limite de particulas no viables las cuales deben ser de tamafio
menor o igual a 0.5 micras y cuyo numero por unidad de volumen no sea mayor de 3,520
particulas/m® y no mas de 29 particulas por metro cibico mayor o igual a 5 micras bajo
flujo unidireccional y las particulas viables no deben ser mas de 1 UFC/m® (unidades
formadoras de colonias por m®).

Area aséptica: Area disefiada, construida y mantenida con el objeto de tener dentro de
los limites preestablecidos el nimero de particulas viables y no viables en superficies y
medio ambiente.

Asada: Muestra que se toma de un cultivo de microorganismos con un asa bacteriolégica,
para sembrar un medio de cultivo estéril, o para hacer una preparacion para la
observacion de microorganismos al microscopio previamente tefiidos.

Biomasa: Contenido celular de un cultivo que puede ser concentrado por un método
fisico o quimico.

Buenas Préacticas de Fabricacion: Al conjunto de lineamientos y actividades
relacionadas entre si, destinadas a garantizar que los productos farmacéuticos elaborados
tengan y mantengan la identidad, pureza, concentracion, potencia e inocuidad, requeridas
para su uso.

Camara fria: Area o espacio disefiado y construido bajo ciertas especificaciones de
aislamiento térmico y acabados, que mediante un sistema de enfriamiento se mantiene a
una temperatura de 2 a 8 C.

Campana de Seguridad Biolégica (CSB):  Equipo disefiado para reducir los peligros
inherentes al manejo de materiales bioldgicos de riesgo bajo a riesgo alto, protegiendo al
operador, al ambiente y al material de trabajo, suministra un area de trabajo clase “A”.

Centrifuga de flujo continuo:  Equipo que sirve para separar componentes de diferentes
masas por medio de un motor de eje vertical que hace girar a gran velocidad a un
recipiente cuyo contenido se haya sometido a una fuerza centrifuga.

Cepa microbiana: Conjunto de microorganismos de la misma especie, los cuales pueden
no ser de la misma cepa.
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Congelador: Es una unidad de congelacion que puede alcanzar, mantener y conservar
productos a temperaturas bajas y que va del intervalo de - 4 C hasta -30 C, por medio
de un sistema de congelacién en cascada.

Contaminacion: A la presencia de entidades fisicas, quimicas o biolégicas indeseables.
Cosecha: Obtencion del producto al final de un proceso fisico, quimico o biologico.

Cuarto estufa: Area o espacio disefiado y construido bajo ciertas especificaciones de
acabados y aislamiento térmico, que mediante un sistema de calefacciébn se mantiene a
una temperatura constante dentro de un intervalo preestablecido.

Semilla de Trabajo (Cultivo de Trabajo):  Cultivo proveniente de la semilla maestra o
cultivo maestro, que se conserva liofilizado o congelado y se emplea para realizar un lote
de produccion de acuerdo al sistema lote semilla.

Semilla Maestro (Cultivo Maestro):  Cultivo proveniente de una Gran Semilla Maestra,
que se conserva liofilizado o congelado, es un lote Gnico, de composicién uniforme y se
mantiene en los centros de produccion.

Cultivo joven de C. diphtheriae: Cultivo que se encuentra en fase logaritmica (Log) de
crecimiento se caracteriza por la presencia de bacilos cortos o cocobacilos aislados Gram
positivos.

Cultivo de C. diphtheriae en fase de adaptacion: Cultivo que se encuentra en fase Lag,
se caracteriza por la presencia de bacilos largos en forma irregular Gram positivos y
presentan un alto porcentaje de formas filamentosas, tienen estructuras curveadas o
arreglos en forma de “V”.

Curva de precipitacion al toxoide diftérico: Es una secuencia de precipitaciones con
diferentes concentraciones de sulfato de amonio expresadas en porciento que se
adicionan a una solucién con proteinas solubles. Sirve para definir la cantidad de sulfato
de amonio a adicionar a la solucién proteica para obtener una precipitacion mas selectiva
de proteinas.

Desferratacion: Proceso mediante el cual se elimina de una solucién o medio de cultivo
el contenido del ion hierro con ayuda de un agente quelante.

Destoxificacién: Accion de transformar la actividad biolégica de la toxina diftérica para
eliminar su capacidad toxigénica convirtiéndola en toxoide y hacerla inocua para su uso
en el ser humano.

Equipo de flujo laminar (Campanas y Mdédulos): Equipo disefiado para crear un area
de trabajo clase “A” en el cual sean protegidos todos los productos, soluciones,
suspensiones, medios de cultivo y materiales susceptibles de ser contaminados por el
medio ambiente, asegurando un flujo de aire limpio y sin turbulencias a nivel del area de
trabajo.
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Especificacion: A la descripcién de un material, sustancia o producto, que incluye los

pardmetros de calidad, sus limites de aceptacion y la referencia de los métodos a utilizar
para su determinacion.

Estabilizador: Sustancia que tiene la propiedad de mantener estable la estructura y
funcion de la molécula de toxoide diftérico.

Esterilizacion por filtracion: Proceso de esterilizacion mediante el cual se retienen
particulas viables y no viables haciéndolo pasar a través de un filtro absoluto con poro de
0.22 micras de didmetro en condiciones asépticas.

Esterilizacion: Procedimiento fisico o quimico mediante el cual se elimina por retencion 6
inactivacion cualquier forma de vida en un objeto, medio de cultivo o solucion.

Glicina: Es un aminoacido que forma parte de las proteinas de los seres vivos, es el
aminoacido mas pequefio y el Unico no quiral, su férmula quimica es NH.CH>COOH, con
peso molecular de 75.07 y se emplea como estabilizador del Toxoide Diftérico para evitar
la reversion de la molécula.

Gran Semilla Maestra: Es un cultivo Unico y de composicion uniforme que se establece
con posterioridad al aislamiento (este cultivo puede ser aislado de casos clinicos), o
después de establecer que una cepa tiene ciertas caracteristicas microbiolégicas,
bioquimicas e inmunoldgicas de interés, este cultivo se propaga a fin de disponer de
suficientes células para preparar varios contenedores de cultivo conservados en
congelacion, ya sea en un ultracongelador o en un tanque con nitrégeno liquido.

Inactivacién: A la accién de transformar la actividad quimica/biolégica de los residuos
medicamentosos inutilizandolos para su uso farmacéutico.

Incubacion: Proceso mediante el cual, un material biolégico se mantiene un tiempo
determinado, a una temperatura establecida en un equipo que mantenga dichos
pardmetros dentro de los limites establecidos, con el fin de observar o verificar un cambio
en las condiciones originales del material biolégico, muestra o producto a incubar.

Incubadora: Equipo o camara construida para mantener la temperatura de incubacion en
limites predeterminados e incubar diferentes materiales biol6gicos y permitir un ambiente
favorable para su crecimiento. Las incubadoras mantienen una temperatura constante
mediante un termostato.

Incubadora con agitacién orbital: Equipo o cadmara construida para mantener la
temperatura de incubacion en limites predeterminados, cuenta con un sistema de
agitacién por rotacién orbital para incubar diferentes cultivos bacterianos en agitacion.

Insumos: A todas aquellas materias primas, material de envase primario, material de
acondicionamiento y producto que se reciben en una planta.

Instrumento: Dispositivo destinado a ser utilizado para hacer mediciones, sélo o asociado
a uno o varios dispositivos anexos.

Limite de floculacion (Lf): Cantidad de Toxina o Toxoide que cuando se mezcla con
una unidad de antitoxina de referencia, se forma un complejo que precipita o flocula.
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Lote: Cantidad de un farmaco o medicamento, que se produce en un ciclo de fabricacion
y cuya caracteristica esencial es su homogeneidad.

Materia prima: Sustancia de cualquier origen que se usa para la fabricacion de farmacos
0 medicamentos.

Medio de cultivo: Medio liquido, sélido o semisélido que contiene la cantidad de
nutrimentos necesaria para el crecimiento y desarrollo de un microorganismo.

Medio de cultivo Michigan: Medio de cultivo utilizado para la propagacion de C.
diphtheriae cepa PW8 a nivel de tubo (cultivo estacionario).

Medio de cultivo Muller y Miller (M & M):  Medio de cultivo utilizado para el desarrollo de
Corynebacterium diphtheriae cepa PW8 a nivel de matraz, garrafon y fermentador (cultivo
sumergido).

Microscopio: Es un instrumento de alta resolucién conformado por subsistemas opticos;
mecanicos y eléctricos que interactdan entre si para amplificar las imagenes de objetos
de tamafo reducido, cuyas caracteristicas no alcanzan a ser detectadas por el 0jo
humano.

Muestra: A la parte o porcion extraida de un conjunto (objeto, sustancia, etc.) por
métodos que permiten considerarla como representativa del mismo.

Pase: A la transferencia del organismo de un cultivo a un medio de cultivo fresco, cada
ciclo de congelacién, descongelacion y reactivacibn en un medio fresco se considera
como una transferencia.

pH: Se le denomina potencial de hidrégeno y se define como el logaritmo negativo de la
actividad del ion hidrégeno [H+] presente en una solucién; la escala de pH es una serie de
nameros que expresan el grado de acidez o alcalinidad de una solucion basada en la
determinacion de la actividad de los iones hidrégeno.

Potencia: A la actividad terapéutica del producto farmacéutico tal como es indicada por
pruebas apropiadas de laboratorio o por datos clinicos controlados y desarrollados en
forma adecuada.

Potenciometro: Instrumento que se utiliza para determinar la concentracion en una
solucion de iones hidrogeno [H+], mediante un método electroquimico, utilizando un
electrodo de vidrio sensible a los iones.

Precipitacion: Es la separacion de un solido que se encuentra en suspension y que se
deposita en el fondo del recipiente en el que esta contenido.

Procedimiento Normalizado de Operacion: Al documento que contiene las
instrucciones necesarias para llevar a cabo de manera reproducible una operacion.

Procedimiento de Produccién: A la orden o férmula maestra de produccién a la cual se
le asigna un numero de lote y se utiliza para el surtido y registro de los componentes para
la produccion de un lote de medicamento.
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Produccion: A las operaciones involucradas en el procesamiento de insumos para
transformarlos en un producto a granel.

Producto Intermedio: Material parcialmente procesado que serd sometido a etapas
posteriores de produccién antes de convertirse en producto a granel final.

Prueba de esterilidad: Metodologia que tiene como finalidad demostrar la ausencia de
microorganismos viables en una muestra de producto o materiales previamente
esterilizados, usando medios de cultivo adecuados.

Prueba de pureza: Procedimiento que se realiza al desarrollo microbiano para verificar si
el cultivo presenta solo las caracteristicas de desarrollo establecidas mediante morfologia
colonial, sembrando ésta en diferentes medios de cultivo, o por morfologia microscopica,
observando un frotis de la muestra en el microscopio.

Pureza proteica: Es la relacion que existe entre el Limite de floculacion (Lf) con los
miligramos de nitrégeno proteico.

Residuo Peligroso Biolégico Infeccioso (RPBI): Son aquellos materiales generados
durante los servicios de atencion médica que contengan agentes biologico-infecciosos
segun son definidos en la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002, y pueden causar efectos
nocivos a la salud y al ambiente.

Sanitizacion: A la accion de eliminar o reducir los niveles de particulas viables por medio
de agentes fisicos 0 quimicos posterior a la actividad de limpieza.

Sanitizante: Agente quimico o fisico que tiene la capacidad de destruir o inhibir el
crecimiento de los microorganismos.

Sanitizar: Limpieza en superficies realizada con una solucion que tiene accién
antimicrobiana.

Semilla: Cultivo de microorganismos en un fermentador de pequefia escala (50 a 200L) y
gue sirve de indculo para un fermentador de gran escala en donde se fabrica el lote de
produccién.

Sephadex G-50: Es una resina en forma de esfera preparada por uniones cruzadas de
dextrdn con epiclorhidrina y que se utiliza como fase estacionaria para procesos de
cromatografia por filtracién en gel.

Siembra: Transferencia de una determinada cantidad de microorganismos de un cultivo
desarrollado como cultivo semilla a otro recipiente de mayor capacidad conteniendo
medio de cultivo esteéril.

Sobrenadante: Fase soluble que resulta de la separacion por gravedad, centrifugacion o
precipitacion, entre otros, de la fase insoluble de una mezcla de componentes que poseen
diferentes caracteristicas de solubilidad, densidad, forma y peso.

Sulfato de amonio: Sal que se utiliza como floculante y/o reactivo para precipitar

proteinas solubles. Es un excelente compuesto para la precipitacion fraccionada de
proteinas, haciendo que la proteina precipite.

10
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Temperatura: Magnitud fisica que expresa el grado o nivel de calor de los cuerpos o del
ambiente

Tincidon de Gram: Tincién diferencial que se emplea para demostrar las propiedades de
tincién de bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Tiomersal: Compuesto quimico que contiene mercurio y a bajas concentraciones sirve
como preservativo, también se usa para inactivar ciertos microorganismos y toxinas.

Toxina diftérica: Sustancia microbiana de naturaleza proteica producida y liberada al
medio de cultivo por la bacteria C. diphtheriae cepa PW8 de peso molecular de 62000
dalton patogénica para el hombre.

Toxoide diftérico: Producto derivado de la toxina diftérica obtenida de Corynebacterium
diphtheriae, propagado en cultivo sumergido en el medio de cultivo Miller y Miller, la cual
es destoxificada por la adicion de formaldehido y temperatura, perdiendo la toxicidad y
conservando su capacidad antigénica e inmunogénica.

Ultracongelador: Es una unidad de refrigeracion que puede alcanzar y mantener a
temperaturas extremadamente bajas y que va del intervalo de -35 C hasta -150 C, por
medio de un sistema de congelacion en cascada.

Ultrafiltracion:  Método de filtracion tangencial por el cual se filtra una solucion
conteniendo solutos de diferente peso molecular, utilizando un ultrafiltro capaz de retener
moléculas de soluto de un peso molecular mayor al del poro del filtro o cassette y
dejando pasar otros solutos de peso molecular menor al de las moléculas retenidas.
Verificacion de esterilidad de los medios de cultiv 0. Metodologia que tiene como
finalidad realizar una inspeccion visual para descartar la presencia de microorganismos a
las 18-24 horas de incubacion de un medio de cultivo, previamente sometido a un proceso
de esterilizacion.

Abreviaturas

ADP. Adenocin difosfato

BCA. Acido Bicinconinico

BIRMEX. Laboratorio de Biolégicos y Reactivos de México S.A. de C.V.

C. diphtheriae PW8. Corynebacterium diphtheriae Cepa Park Williams 8

CRETI. Corrosivo, Reactivo, Explosivo, Téxico e Inflamable

DPT. Vacuna Antitosferina Tétanos y Difteria

DTaP. Vacuna de Toxoide Diftérico y Tetanico en combinacion con anti Pertussis acelular

DTwP. Vacuna de Toxoide Diftérico y Tetdnico en combinacién con anti Pertussis de
células completas

11
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FEUM. Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
FE2. Factor de Alargamiento tipo 2

Hib. Haemophilus influenza tipo b

INH. Instituto Nacional de Higiene

KDa. Kilodaltones

Kf's. Tiempo que tarda hacer reaccion la antitoxina diftérica con la toxina o toxoide
diftérico.

Lf. Limite de floculacion

M&M. Medio de Cultivo Muller & Miller

OMS. Organizacién Mundial de la Salud

Td. Vacuna de toxoides diftérico y tetanico Adulto
TD. Vacuna de toxoides diftérico y tetanico Infantil
Ul. Unidades Internacionales

Ul/mL. Unidades Internacionales por mililitro
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El Instituto Nacional de Higiene (INH), perteneciente a BIRMEX prepar6 el primer lote de
toxoide diftérico en condiciones estaticas a nivel de garrafén utilizando la cepa de C.
diphtheriae PW8 en 1926; en el afio de 1991 se lleva a cabo en cultivo agitado a nivel de
fermentador (Azteca-1000) y posteriormente se optimiza la produccion de toxina diftérica
mediante el empleo de sistemas computarizados en un fermentador de 1500 litros marca
Bioengineering incrementando la produccién de toxina diftérica. Actualmente el laboratorio
de Produccion de Biomasa produce toxina diftérica a partir del cultivo en lote-semilla de C.
diphtheriae PW8 obtenido de dichos fermentadores. El laboratorio de Produccion de
Toxoide Diftérico purifica el toxoide diftérico a granel a partir de la toxina obtenida por el
laboratorio de Produccion de Biomasa. Debido a que el Toxoide Diftérico es un producto
de origen biolégico, es susceptible a la variabilidad en los rendimientos de lote a lote, por
lo que es necesario estandarizar y optimizar el proceso de produccién de la toxina
diftérica a granel para cumplir con las especificaciones establecidas por los organismos
regulatorios nacionales e internacionales en materia de salud. La optimizacion del proceso
de produccidn tiene un impacto a nivel nacional debido a que se tendria disponibilidad de
este componente para producir en México las vacunas en las cuales se incluye el toxoide
diftérico y con lo cual se apoyan los programas nacionales de vacunacion. El objetivo de
este trabajo fue optimizar el proceso de produccion de Toxoide Diftérico a Granel
mediante la adecuacion de sus procesos y la modificaciébn de la destoxificacion de la
toxina, para disminuir la cantidad de lotes rechazados y mejorar en la calidad de este. En
este trabajo se realiz6 un estudio a nivel experimental de produccion de toxoide. Se
desarrollaron una serie de ensayos de laboratorio empleando cultivos bacterianos de C.
diphteriae PW8, se estandariz6 la propagacion del cultivo semilla, determiné la
concentracion de Fe*™ en el medio de cultivo M&M, se obtuvo Toxina Diftérica y se
prepurificd. Se realizaron pruebas de actividad biolégica con un modelo animal descrito en
la FEUM vy las recomendaciones de la OMS, finalmente se destoxificd y se realizé la
prueba de toxicidad residual. Con ello, se obtuvieron 20 viales con cultivo bacteriano puro
de C. diphtheriae Cepa PW-8. En los lotes experimentales con medio Michigan se
observé produccion de toxina. Se determind que la concentracion de Fe** existente en el
medio Muller & Miller oscila entre 0.5 — 1.0 mg/L, en la cinética de crecimiento se observo
gue la mayor cantidad de toxina se produce a partir de las 27 horas de incubacion con
mayor concentracion celular y menor tiempo de floculacion. La determinacion de proteinas
por el método de BCA mostré que la mayor concentracion de proteinas esta dada por el
medio de cultivo M&M y al prepurificar la Toxina disminuye considerablemente la
concentracion de estas. Los rendimientos de los lotes experimentales obtenidos con el
método propuesto en este trabajo fluctuaron entre 83 y 91.5 % sin embargo no se
destoxificaron todos los lotes experimentales producidos. Debido a lo anterior se concluye
que es necesario asegurar que la cepa este activa y efectuar las transferencias del cultivo
bacteriano a matraz con medio de cultivo M&M entre los pases 3 a 6. La concentracion de
Fe™ en el medio M&M debe oscilar entre 0.5-0.7 mg/L; se deben realizar las
transferencias del cultivo celular a nivel fermentador de 75 L entre las 18 y 24 horas de
incubacion. Se debe reanalizar la prepurificacion de la toxina diftérica antes de la
destoxificacion debido a que puede no favorecer a la destoxificacion. ElI Cloruro de
Magnesio (ll) tetrahidratado marca Sigma puede ser una alternativa para la produccion de
la toxina diftérica, ya que mantiene las mismas caracteristicas y no interfiere con la
produccion de toxina diftérica.

Resumen
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1. Antecedentes de la Difteria

1.1 Aspectos Histdricos de  Corynebacterium diphtheriae

La difteria es una enfermedad potencialmente grave ocasionada por Corynebacterium
diphtheriae, bacteria productora de exotoxinas. La toxina diftérica es responsable de la
morbilidad y mortalidad por difteria puede generar pseudomembranas obstructivas en las
vias respiratorias altas (laringitis diftérica) o provocar dafios en el miocardio y en otros
tejidos. ®

Tras el descubrimiento de C. diphtheriae como el organismo causante de la difteria en
1884, la demostracion de que la bacteria secreta una toxina responsable de la mayoria de
las lesiones que se observan en la enfermedad y la prueba de que los anticuerpos
(antitoxina) dirigidos especificamente contra la toxina protegen contra la enfermedad, el
mecanismo de su patogénesis parecia claro por ello la difteria se convirtié en un modelo
de comparacion con otras enfermedades bacterianas infecciosas, que implican una
toxina. V)

La fabricacion de vacunas contra toxina diftérica tuvo lugar a inicios en el siglo XIX. Las
investigaciones de Paul Ehrlich y de Adolf von Behring culminaron con la obtencién de un
preparado toxina-antitoxina que se utilizé por primera vez como agente inmunizante en
1914, y en 1924 Gaston Ledn Ramdn consiguid la destoxificacion efectiva de la toxina.

Se descubrioé que bajas concentraciones de formaldehido pueden inactivar la toxina y al
mismo tiempo mejorara su capacidad para inducir formacién de anticuerpos especificos
en el hombre. Este hecho abrié el camino para desarrollar una vacuna de inmunizacion
masiva y la eliminacion virtual de una enfermedad que no mucho antes habia sido la
principal causa de muerte en la poblacion infantil. ¢°

La prevenciéon de la enfermedad causada por C. diphtheriae se consigue mediante la
inmunizacién con Toxoide Diftérico que se suministra en vacunas combinadas con el
Toxoide Tetanico (T) Td o TD, o en vacunas DPT, en combinacién con componentes
Antitetanico y Antitosferinico. El Toxoide Diftérico puede también combinarse con otros
antigenos vacunales, como los de la Hepatitis B y Haemophilus influenzae tipo b. 42

Para la produccién de la vacuna antidiftérica convencional se utiliza la cepa de C.
diphtheriae cepa PWS8, la exotoxina producida en cultivos estacionarios o sumergidos se

cosecha y es destoxificada con formaldehido, purificada y adsorbida en sales de aluminio.
(20)

1.2 Aspectos clinicos

1.2.1 Etiopatogenia de la difteria ( Corynebacterium diphtheriae)

Corynebacterium diphtheriae es un bacilo Gram positivo, inmévil, no esporulado ni
capsulado, pleomorfico y patégeno exclusivo del ser humano que puede ser o no
toxigénico. La capacidad para producir la exotoxina, la que le confiere su poder patégeno,
estd mediada por la infeccion de la bacteria por un bacteriéfago. La exotoxina se libera
por la bacteria generalmente en la mucosa faringea, y provoca necrosis celular local;
después, se disemina por via hematdgena y tiene un tropismo especial por el sistema
nervioso periférico y el miocardio. ¢ 38
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A lo largo de la historia, se han descrito epidemias de difteria devastadoras que han
afectado principalmente a los nifios en muchos paises. En paises desarrollados, la difteria
se manifiesta, en la mayoria de las ocasiones, como casos esporadicos o0 en pequefios
brotes epidémicos. La mayoria de las infecciones por C. diphtheriae son asintomaticas o
su evolucién clinica es relativamente leve. @729

En paises donde la difteria aun es endémica, afecta principalmente a los nifios en edad
preescolar y escolar; en la mayoria de los paises industrializados, la difteria ha dejado de
ser endémica y se producen casos muy esporadicos o bien casi ha desaparecido como el
caso de México en donde se han presentado tres casos en la Ultima década. ®

La difteria se transmite por contacto intimo con enfermos o con portadores, a través de las
secreciones, especialmente las respiratorias. @ ® El periodo de incubacién es de 2 a 7
dias, aunque puede ser mas prolongado. Las manifestaciones clinicas varian segun la
localizacién anatémica de la enfermedad: nasal, faringoamigdalar, laringotraqueal (crup
diftérico), cutanea, conjuntival, ética y vaginal. La forma de presentacion mas frecuente es
la faringoamigdalar, que se inicia con fiebre poco elevada, taquicardia, disfagia, voz
gangosa y reaccion adenopética submaxilar uni o bilateral; rapidamente se forman las
tipicas membranas, inicialmente blanco-nacaradas, que se extienden fuera de las
amigdalas y que sangran con facilidad al intentar desprenderlas”. La difteria laringea
puede ser la Unica localizacién del proceso o producirse como consecuencia de la
propagacion de una difteria faringea o nasal ®. Esta dltima forma se caracteriza por
rinorrea sanguinolenta y por la presencia de membranas en el tabique nasal. Las
principales complicaciones de la difteria son polineuritis, en forma de paralisis del velo del
paladar, de la acomodacion, diafragmatica o de las extremidades inferiores, miocarditis y
alteraciones renales. ¢ 27

1.2.2 Factores de virulencia

La produccion de la Toxina Diftérica se debe a la insercién del fago 8 en forma lisogénica
en el cromosoma de la bacteria. Este fago porta el gen tox que codifica para la Toxina
Diftérica. ® %12 La Toxina Diftérica provoca la muerte de las células eucariotas al inactivar
el factor de alargamiento 2 (FE-2) durante la sintesis de las proteinas. “®

La virulencia de C. diphtheriae esta ligada a su capacidad invasiva y produccién de
exotoxinas; en la patogenia de la enfermedad ademéas de la exotoxina bacteriana, son
importantes los componentes de la pared celular como los antigenos O y K. El antigeno
O, termoestable, es comun a todas las corinebacterias, mientras que el antigeno K,
termolabil, es variable y permite diferenciar entre cepas particulares. “ 613

La toxina diftérica es un polipéptido termolabil (62 KDa), que puede ser mortal en dosis de
0.1pg/kg y se produce a niveles maximos cuando declina el crecimiento bacteriano o
cuando las concentraciones de hierro en el medio disminuyen. Esto parece estar regulado
de forma que cuando hay hierro en el medio se forma un complejo represor-hierro que se
une especificamente al gen operador tox del fago B. @629

En condiciones de baja concentracion de hierro en el medio, el complejo se disocia y el
gen tox, se desreprime y se sintetiza la toxina. La toxina se sintetiza a nivel de los
polisomas de la membrana de C. diphtheriae y es secretada co-traduccionalmente como
una cadena polipeptidica no téxica. La molécula adquiere su toxicidad al actuar la tripsina
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que rompe la molécula y pone al descubierto los sitios enzimaticos activos. Es un modelo
A-B de toxina, en el cual el fragmento A tiene un peso molecular de 24 KDa y el fragmento
B de 38 KDa, el fragmento B (sitio de unién a la célula eucariota) se encuentra unido al
fragmento A (sitio enzimético activo) por un puente disulfuro. ® ¥ EI modo de accién
involucra el ingreso de la toxina a la célula y al llegar al citoplasma altera la sintesis
proteica. La subunidad A produce una ADP-ribosilacion del factor de alargamiento EF-2,
lo que produce su inhibicién. Los ribosomas al poseer un solo EF-2, quedan inhibidos por
una sola subunidad A. De esta forma se produce la inhibicidn de la sintesis proteica lo que
lleva rdpidamente a la lisis celular, produciendo necrosis e inflamacion local de la mucosa.
Ademas, esta toxina es la responsable de los efectos sistémicos de la enfermedad ya que
produce toxicidad cardiaca afectando ademas el sistema nervioso central, periférico y
dafio renal. (0-25 39

1.2.3 Métodos de diagndstico, tratamiento y prevenc  ion

El diagnostico de confirmacion se realiza mediante la identificacion de C. diphtheriae en
las membranas faringoamigdalares por examen directo, cultivo y demostraciéon de la
capacidad toxigénica de la cepa @9, La técnica de deteccion del gen de la toxina mediante
la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) es més util para un diagnéstico rapido, por
lo que es el método de eleccién. 19

La prevencion de la enfermedad causada por C. diphtheriae se consigue mediante la
inmunizacién con Toxoide Diftérico que se suministra en combinacion con el Toxoide
Tetanico (T), o incluida en vacunas DTP (en combinacién con los componentes toxoide
tetanico y el mosaico antigénico antitosferinico) ©° 3¢, E|l Toxoide Diftérico puede también
combinarse con otros antigenos vacunales, como los de la Hepatitis B y Haemophilus
influenzae tipo b. (26:29.36)

Existen dos tipos de formulaciones de toxoide diftérico: la formulacion tipo infantil (D) que
contiene entre 10 y 25 Lf, o no menos de 30 Ul, indicado para nifios menores de 7 afos, y
el toxoide en formulacion tipo adulto (d) con un contenido inferior a 2 Lf 0 no menos de 4
Ul, indicado en niflos mayores de 7 afios, adolescentes y adultos. ¢ ®

Los Toxoides Diftérico y Tetanico inducen respuestas inmunitarias por lo general
satisfactorias en lactantes menores de 6 semanas; sin embargo, las vacunas DTP
(toxoides diftérico y tetdnico combinados con vacuna antipertussis de células completas) o
DTPa (toxoides diftérico y tetanico combinados con vacuna antipertussis acelular) se
recomiendan sélo para lactantes de 6 semanas o mas, para mejorar la respuesta
inmunitaria al componente antitosferinico. Practicamente todos los lactantes cuentan con
concentraciones protectoras de antitoxina después de la serie primaria de tres dosis de
Toxoide Diftérico, asi mismo, se logran respuestas seroldgicas similares o mejores tras la
vacunacion primaria de adultos. ¢* 23 26.27)

En nuestro pais, la antitoxina diftérica de origen equino no se recomienda para la
prevencion de la enfermedad en los contactos que han recibido una adecuada
quimioprofilaxis, debido a la falta de evidencia de su eficacia y por el elevado riesgo (5-
20%) de reacciones anafilacticas producidas por el suero de caballo. ¢ 17

En paises de Centro y Sudamérica la antitoxina diftérica es una alternativa de tratamiento
para la enfermedad causada por difteria ?4. Se suministra en casos positivos y se prepara
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a partir del plasma o suero de caballos sanos inmunizados contra la toxina o el toxoide
diftérico @, se utiliza para la inmunizacion pasiva en casos sospechosos de difteria sin
esperar la confirmacion bacteriol6gica de la infeccién e inicialmente, se administra una
dosis de prueba para descartar hipersensibilidad. La antitoxina diftérica no se utiliza en la
profilaxis de la difteria a causa del riesgo de hipersensibilidad a los componentes. ©0

La antitoxina diftérica no actlia sobre la toxina que se ha fijado en los tejidos. La posologia
es entre 20.000 y 120.000 U @¥, segln la gravedad y la localizacion de la enfermedad, la
administracion es por via intramuscular, aunque en casos muy graves puede usarse por
via intravenosa, pero se deben adoptar las medidas necesarias para evitar un shock
anafilactico, con perfusion lenta y diluida en suero fisiolégico al 1/20@ 1®); |a cantidad total
se administra en una sola dosis, pero en las formas toxicas de la enfermedad se pueden
afadir pequefias dosis en dias sucesivos para neutralizar la toxina circulante que pueda
liberarse. 9

Como medidas de control, a los portadores de la enfermedad se les proporciona
tratamiento con penicilina benzatinica de 600,000 Ul, intramuscular, dosis Unica, o con
eritromicina 30-40 mg/kg/dia por via oral durante 7 dias. ¢ 3137

El tratamiento de eleccidon es el estolato de eritromicina, la dosis en los menores de 12
afos es de 35-50 mg/kg/dia (sin pasar de un gramo por dia), dividida en cuatro tomas
durante 14 dias, en las personas de 12 afios en adelante, la dosis es de 1 a 2 g por dia,
dividida en 3 a 4 tomas durante el mismo periodo. @

1.2.4 Epidemiologia

La epidemiologia de la Difteria se modificé de forma espectacular con el descubrimiento
del Toxoide Diftérico por Gastén Ledn Ramon, hasta entonces, era una enfermedad de
distribucion mundial, de presentacion epidémica, con ciclos de aproximadamente 10 afios
y de predominio en los meses frios. ® 7 39, En México aparece en 1939¢% el primer
reporte donde se informaba que el pais producia los suficientes biolégicos para la
demanda nacional, para el afio de 1948 se dispone de vacuna combinada contra la
tosferina-difteria y en 1954 se empez6 a producir el toxoide tetanico, por lo que al afio
siguiente ya se preparaba la vacuna DPT. (739

La evolucion epidemioldgica ha sido similar en la mayor parte de los paises europeos, con
la casi total eliminacion de la enfermedad a partir de 1970. Sin embargo, la aparicion
posterior de dos brotes epidémicos hizo resurgir el interés por esta enfermedad: el
primero, ocurrido entre 1982 y 1985, afectdé a varios paises y alcanzd su incidencia
maxima en 1983 (1.917 casos declarados); el segundo brote, se inici6 en 1990 en Rusia y
ha sido el mas importante de los ultimos afios. El nimero de casos declarados fue: 1.214
en 1990, 3.126 en 1991, 5.744 en 1992, 19.461 en 1993, 47.808 en 1994 y 50.412 en
1995 @2 34.41) | 3 epidemia se extendié a 14 estados independientes de la antigua Union
Soviética (Armenia, Bielorrusia, Estonia, Georgia, Kazajstan, Kirguizistan, Letonia,
Lituania, Moldavia, Tayikistan, Turkmenistan, Ucrania, Uzbekistan), y se alcanzaron tasas
de incidencia de hasta 31 casos por 100.000 habitantes, en Tayikistan en 1994 “V. La
letalidad oscilé entre el 3% y el 4%. Las campafias masivas de vacunacion, llevadas a
cabo en 1995 y 1996, dieron lugar a una progresiva disminucion de la incidencia de la
enfermedad. @
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México es uno de los paises con amplia cobertura de vacunacion a nivel nacional; la
eficacia de las medidas preventivas ha conseguido la practica eliminacién de la Difteria en
los paises industrializados, pero es todavia un problema sanitario importante en los
paises en desarrollo y subdesarrollo, con una letalidad mundial estimada de 5.000
personas/afio 2001. @

1.2.5 Grupos de riesgo

Los principales grupos de riesgo en México son los nifios menores de 5 afios, adultos
mayores y la poblacion que habita en zonas marginadas y con bajo poder adquisitivo. La
difteria es una enfermedad que se presenta en los meses mas frios y afecta
principalmente a nifios no inmunizados menores de 5 afios, el Unico reservorio que
presenta C. diphtheriae es el hombre y su modo de transmision es por contacto directo
con las secreciones de un paciente o portador. Cuando sucede el contagio la bacteria se
incuba por lo general de 2 a 5 dias y su periodo de transmisibilidad es variable y dura
hasta que los bacilos virulentos han desaparecido de las secreciones y lesiones, por lo
general dos semanas y rara vez excede de 4 semanas. Los portadores pueden expulsar
microorganismos durante 6 meses o mas. (715 36)

1.2.6 Incidencia y prevalencia en México

La incidencia de esta enfermedad ha disminuido considerablemente en muchos paises,
debido al mejoramiento de la inmunizacion activa, la presentacion continua de casos y de
brotes epidémicos en algunas partes sefalan su importancia como problema de salud
publica @ 1140 | a difteria fue registrada por primera vez en México en 1863. En el periodo
de 39 afos de 1896 a 1934 el total de las defunciones registradas por difteria en la ciudad
de México, ascendié a 2025 y la tasa de mortalidad fluctto alrededor de 7.4 a 15.3/100 mil
habitantes. Entre los afios de 1941 a 1979, se modificaron a 17 754 casos y la tasa de
frecuencia anual disminuyé de 13.6 en 1941 a 0.01/100 mil en 1979. La tasa de
mortalidad era de casi 5.9 en 1943, a partir de este afio la incidencia de casos decrecio,
en 1979 se registraron solo nueve casos y 5 defunciones, en 1985 ocurrieron cuatro
casos en la ciudad de Ticul, Yucatan, con una defuncion.

A través de la historia de nuestro pais la difteria practicamente ha desaparecido ya que el
ultimo reporte de un caso de difteria fue en el afio de 1991, en la actualidad no se
reportan casos de difteria en México, sin embargo, se continua con la inmunizacién
debido a que no es una enfermedad que se haya erradicado a nivel mundial. © 39

1.2.7 Modo de transmisién y reservorios

El ser humano es el Unico hospedador natural de C. diphtheriae, la transmisién se
produce Unicamente por contacto fisico cercano y secreciones nasofaringeas, oculares o
cutdneas; la difteria cutanea es muy contagiosa y comdn en algunas zonas de los
tropicos, en climas templados, la mayoria de los casos se producen durante la estacion

fria, mientras que en los climas calidos la transmision tiene lugar durante todo el afio. @7
28)

Actualmente C. diphtheriae ha sido aislado en el sistema auditivo de los gatos domésticos
que presentan otitis severa bilateral, en un estudio realizado en el Hospital Veterinario de
la Universidad de Virginia y aunque describen que es no toxigénica en la mayoria de los
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casos y no hay evidencia de transmision zoonotica, si representa un riesgo de salud
publica. @719

1.3 Caracteristicas de la vacuna

En este caso una vacuna efectiva se considera que protege cuando tiene la capacidad
para inducir una respuesta de anticuerpos de antitoxina diftérica igual o superior a 0,01
Ul/mL, aunque para garantizar una proteccién absoluta se requieren titulos superiores a
0,1 Ul/mL. Entre el 95 y el 100% de los nifios vacunados con 4 dosis de DTP alcanzan
concentraciones séricas de anticuerpos superiores a 0,01 Ul/mL, con cifras medias entre
0,1 y 1 Ul/mL. Esta inmunidad adquirida persiste elevada durante 5 afios y disminuye de
forma progresiva hasta los 10 afios. @& 37

Aunque no se han realizado ensayos clinicos de eficacia de la vacuna antidiftérica,
estudios de casos y controles muestran cifras de efectividad superiores al 85%. La casi
completa desaparicion de la enfermedad en los paises con elevada cobertura de
vacunacion y la experiencia adquirida en el control de brotes mediante campafas de
vacunacion son pruebas evidentes de su efectividad. ¢ 3 1940

La eficacia de la vacuna puede afectarse si la persona se encuentra bajo tratamiento con
inmunosupresores, la vacuna no debe mezclarse con otras vacunas inyectables excepto
el liofilizado de Hib, la administracion intravenosa puede producir choque anafilactico y la
administracion intradérmica o subcutanea reduce la respuesta inmune. @ 39

La vacuna no se debe suministrar a personas con hipersensibilidad a alguno de los
componentes de la formula: personas con inmunodeficiencias (excepto infeccion por VIH
en estado asintomético), nifios con historia personal de convulsiones u otros eventos
graves (encefalopatia) temporalmente asociados a dosis previa de la vacuna. Nifios
transfundidos o que han recibido inmunoglobulina deberdn esperar 3 meses para ser
vacunados. @ 30

Para los eventos temporalmente asociados a la aplicacion de la vacuna pentavalente, se
ha observado que del 5 a 10% de los vacunados presentan eventos locales en el
transcurso de las 24 a 48 horas posteriores a la vacunacion: dolor, induracion,
enrojecimiento y calor en el sitio de la aplicacion. Para eventos sistémicos dentro de las
48 horas, después de la vacunaciéon se ha notificado fiebre en el 40% de los vacunados;
llanto persistente por mas de tres horas, somnolencia, irritabilidad y malestar general en el
5 %; cefalea, convulsiones, escalofrio, mialgias y artralgias en menos del 3%. @

1.3.1 Costo-beneficio de la produccién de la vacuna

La produccion de la vacuna contra la difteria ayuda a la prevencion de la enfermedad por
lo que directamente recae en el ahorro de recursos como lo son los gastos de
hospitalizacion, tiempo de inactividad del paciente y la familia asi como los recursos
asociados a las actividades economicas de los sujetos en edad productiva, de este modo
se puede mejorar la inversién en el desarrollo de los sistemas de salud y prevencion de
otras enfermedades para la ciudadania. @
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1.4 Metodologia utilizada, medios de cultivo param  antenimiento y produccion

Las investigaciones de Freeman (1951) demostraron la posibilidad de transformar cepas
atoxicas de C. diphtheriae en cepas toxigénicas a través de la infeccion fagica y la
induccién de este fago para que se establezca el estado de lisogenia (integracion del
acido nucleico del fago al cromosoma bacteriano) de las bacterias. 2

La tecnologia para la produccién de Toxina Diftérica es dependiente de las condiciones
ambientales bajo las que se cultiva la cepa productora. En particular, se ha observado que
tanto el contenido de hierro en el medio de cultivo como la fuente de carbono, son
esenciales para el crecimiento bacteriano y que tienen un efecto directo sobre la
produccién de toxina. %2 33.38)

Se conoce que el hierro en altas concentraciones tiene un efecto inhibidor sobre la
produccion de la toxina, en otras palabras, que la produccion de toxina esta regulada
negativamente por el hierro. Asi que para la preparacion de toxina, se utiliza un medio de
cultivo con baja concentracion de hierro con un intervalo de 50-150 pg/L. ¢

El Instituto Nacional de Higiene (INH), perteneciente a BIRMEX, en 1926 preparo el
primer lote de Toxoide Diftérico en condiciones estaticas a nivel de garrafon utilizando la
cepa de C. diphtheriae PW8 (cepa Park Williams No0.8) y se mantuvo la produccién asi
hasta el afio de 1991 en donde, después de un proceso experimental, se lograron
establecer las condiciones para la produccion de la Toxina Diftérica en medio de cultivo
Miiller & Miller agitado a nivel del fermentador ( IF-70 y Azteca-1000) y a partir de 1992 se
produjo de forma rutinaria la Toxina Diftérica en fermentador (IF-70 y Azteca-1000) a partir
del cultivo de C. diphtheriae cepa PW8 utilizando el medio de cultivo Muller & Miller y
manteniendo la cepa en conservacion bajo el sistema de elaboracion de cultivos maestros
liofilizados y cultivos de trabajo congelados, ambos almacenados en congelacion a -70TC.

En el afio de 1996 se adquiri6 un fermentador de 1500 litros marca Bioengineering con
sistema computarizado para el control de los pardmetros de fermentacion, con lo cual a
partir del afio 1998 se increment6 considerablemente la produccion de Toxina Diftérica y
posteriormente Toxoide Diftérico.

Entre los afios 2003 y 2004 se adquirieron cuatro fermentadores de diferente capacidad
con el objetivo de optimizar el escalamiento de la produccion de Toxina Diftérica con
parametros controlados por sistema computarizado (Modelos: BE-250, BE-75-R1 y R2,
BE-NFL-16).

Actualmente el laboratorio de Produccibn de Biomasa del Departamento de
Fermentaciones produce Toxina Diftérica en forma industrial a partir del cultivo en lote-
semilla de C. diphtheriae PW8 obtenido de dichos fermentadores.

En los Laboratorios de Biologicos y Reactivos de México, S.A. de C.V. (BIRMEX), se
produce el Toxoide Diftérico a Granel y al paso del tiempo se ha modificado el proceso de
produccion para desarrollar un producto de mejor calidad para la elaboracién de las
vacunas Td y DPT. La obtencidon de este producto se realiza en el Departamento de
Fermentaciones con la siguiente metodologia:
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Obtencion de sobrenadante con Toxina Diftérica

El sobrenadante conteniendo la Toxina Diftérica y otras proteinas producidas por C.
diphtheriae es resultante del cultivo bacteriano desarrollado en el Fermentador BE-1500, y
se obtiene mediante la separacion de la biomasa por centrifugacion, con ayuda de una
centrifuga de flujo continuo (marca West-Falia). El sobrenadante conteniendo la toxina y
otras proteinas, es posteriormente clarificado por filtracion y se ajusta a pH 7.0 (neutro).

Destoxificacion

El sobrenadante conteniendo la toxina clarificada y a pH neutro es tratado con
formaldehido a una concentracion final 0.7%, ajustando su pH a 7.0 durante varios dias
hasta que este se mantenga estable. Posteriormente se esteriliza por filtracion y se incuba
durante seis semanas a 36+1TC para su completa destoxificacion. Al final de la
destoxificacion se toman muestras del producto y se realiza la prueba de toxicidad
residual en cobayos para determinar si la toxina esta biol6gicamente inactiva (pérdida de
la capacidad toxigénica), si el resultado es negativo a partir de este momento se le
considera como Toxoide Diftérico, el cual carece de toxicidad pero debe mantener sus
propiedades antigénicas que le permiten estimular al sistema inmune de los individuos y
protegerlos contra la enfermedad la cual se demostrard mediante las pruebas
fisicoquimicas de Control de Calidad.

Purificacion de Toxoide Diftérico por precipitacion con sulfato de amonio y
filtracion en gel por cromatografia en columna util izando Sephadex G-50

La purificacion del Toxoide Diftérico se realiza mediante una concentracion por filtracion
tangencial y una doble precipitacion con sulfato de amonio. Antes de realizar la
precipitacién se lleva a cabo una curva de precipitacion con una muestra del Toxoide
concentrado de aproximadamente 100 mL, la cual tiene como objetivo principal
determinar la concentracion de sulfato de amonio necesaria para precipitar las proteinas
no especificas presentes en el sobrenadante y que no corresponden al toxoide diftérico
para mantener en solucion las proteinas correspondientes al Toxoide. Posteriormente se
realiza una segunda precipitacién adicionando una concentracion adicional de sulfato de
amonio al sobrenadante para precipitar el toxoide diftérico. El toxoide diftérico precipitado
es separado por centrifugacion y se redisuelve adicionando agua para fabricacion de
inyectables, se diafiltra utilizando un sistema de filtracion tangencial con membranas de
un corte de peso molecular de 10 KDa para eliminar el sulfato de amonio presente en la
solucién, asi como para concentrar el toxoide diftérico; el Toxoide Diftérico concentrado se
termina de purificar mediante una filtracién en gel utilizando Sephadex G-50, concluido el
proceso se concentra de nuevo el Toxoide Diftérico purificado a 2500 Lf/mL.

1.5 Descripcion de Corynebacterium diphtheriae Cepa Park Williams 8

En 1896 Parker y Williams aislaron una cepa de Corynebacterium diphtheriae que tenia la
capacidad de producir grandes cantidades de Toxina Diftérica. Este bacilo, cepa PW8, es
de particular importancia debido a que ha servido por 73 afios como la fuente universal
para producir la toxina que se utiliza para la preparacion de Toxoide Diftérico, inmundgeno
empleado para la inmunizacion de las personas contra la difteria. En 1954, se observé
gue la cepa PW8 tiene integrado a su cromosoma un bacteriéfago (B) el cual lleva el gen
que codifica para la toxina diftérica y que se ha designado como P, La cepa PW8 se
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considera como avirulenta, dado el hecho de que esta cepa bacteriana ha sido

manipulada para producir lotes de cultivos por numerosos laboratorios en los ultimos seis
decenios sin signos de infecciones. @9

La cepa PWS8 fue aislada originalmente de un paciente y pertenece al grupo serolégico K
(D-5) de Huang @Y. La cepa PW8 de Corynebacterium diphtheriae produce la toxina
diftérica igual que las toxinas diftéricas producidas por las cepas de C. diphtheriae
conocidas. La produccién de toxina es inhibida especificamente por la un exceso de hierro
en el medio de cultivo, por lo que se recomienda para la produccion de la toxina el uso de
un medio de cultivo fabricado con materia prima previamente desferratada y que al final
de la fermentacion se suplemente con una concentracion de hierro 6ptima. ¢%

La Gerencia de Produccién de Vacunas Bacterianas cuenta, en sus archivos provenientes
del Departamento de Fermentaciones, con el Historial de los abastos elaborados de
Corynebacterium diphtheriae cepa PW8. En este historial se establece que a principios de
1986, el Laboratorio de Produccién de Toxoide Diftérico, contaba con ampolletas
liofilizadas etiquetadas como C. diphtheriae CDE 21-20-11-1986. Debido a que esta cepa
es de interés en la produccion de la Toxina Diftérica, a estas ampolletas se les designé
como Semilla Maestra identificAndose con la siguiente clave: CMH-CD2-L1; para generar
semillas de trabajo, el 21 de Junio de 2004 se realiz6 la apertura de vial de
Corynebacterium diphtheriae cepa PW8 lote CMH-CD2-L1. A esta cepa se le hicieron dos
pases, uno en medio de cultivo Michigan y el segundo en medio de cultivo Miller & Miller
modificado, con lo cual se obtuvieron 50 viales y 57 ampolletas y se les designé como
semilla de trabajo CTH-CD8-L1.

1.6 Problemética en la produccion de la vacunay pr  opuestas de solucion

Actualmente algunos lotes de Toxoide Diftérico a granel han sido rechazados por
problemas de toxicidad residual asi como por el no cumplimiento de la especificacién de
pureza antigénica del Toxoide Diftérico a granel (1500 Lf/mg N» protéico), lo cual ha
provocado la realizacién de reprocesos y retrabajos de estos lotes y por ende una
disminuciéon en sus rendimientos y aumento de costos. Por otra parte, no se tiene
estandarizada la propagacion de la semilla para la producciéon de toxina, que dio como
resultado que los lotes tengan una variacion en la concentracion de la toxina.

Por lo antes expuesto, es necesario optimizar el proceso de produccion de Toxoide
Diftérico a granel en sus etapas de propagacion de la semilla de C. diphtheriae Cepa
PWS8, prepurificacion con sulfato de amonio y destoxificacion con formaldehido, para
obtener un Toxoide Diftérico a granel que cumpla con las especificaciones de control de
calidad establecidos por Birmex y de las especificaciones de los organismos nacionales e
internacionales. Esto generara una economia en: insumos de produccion, horas hombre,
costos de analisis, asi como una mejora de los rendimientos de fabricacion y lograr una
produccion consistente y controlada.

2. Justificacion

Debido a que el Toxoide Diftérico es un producto de origen biolégico, es susceptible a la
variabilidad, por lo que es necesario estandarizar y optimizar puntos criticos del proceso
de produccién de Toxoide Diftérico a granel con el principal propoésito de cumplir las
especificaciones establecidas por los organismos regulatorios nacionales e
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internacionales en materia de salud, asi como mejorar los rendimientos de los procesos
de fabricacion.

Por lo anterior, existe la necesidad de optimizar el proceso de produccion debido a que los
reprocesos y/o retrabajos provocan una demora y un incremento en los costos de
produccion, esto genera una problematica para la fabricacién de las vacunas combinadas
ya que este producto se requiere para formular las vacunas Td y DPT, por otro lado, el
Toxoide Diftérico a Granel tiene un alto costo en el mercado internacional y pocos
laboratorios lo distribuyen como materia prima para la elaboracién de éstas.

El Instituto Nacional de Higiene cuenta con la tecnologia necesaria para producir el
Toxoide Diftérico a granel, optimizando el proceso de producciéon se evitaria la
dependencia de otros laboratorios para la adquisicion de este insumo necesario para la
produccion de vacunas en México y posiblemente una reducciébn en los costos de
produccion.

Esta investigacion tendrda un impacto a nivel nacional debido a que se tendria
disponibilidad en México de las vacunas en las cuales se incluye este toxoide y con lo
cual se apoyarian los programas nacionales de vacunacion.

3. Objetivos
3.1 General

Optimizar el proceso de produccion de Toxoide Diftérico a Granel mediante la adecuacién
de sus procesos y la modificacion de la Destoxificacion de la Toxina, para evitar el
rechazo de los lotes y mejorar su calidad.

3.2 Particulares

Estandarizar el proceso de propagacion de la semilla de C. diphtheriae Cepa PW8
empleando un andlisis de cinéticas de crecimiento y propagacion de semilla para mejorar
el rendimiento y produccion de la Toxina Diftérica.

Realizar un proceso de prepurificacion de la Toxina Diftérica antes del proceso de
destoxificacion y purificacion final y obtener un Toxoide Diftérico a Granel que cumpla con
el requisito de pureza antigénica establecido.

4. Caracteristicas del estudio

En el presente trabajo se realiz6 un estudio a nivel experimental, el cual se desarrollo
mediante una serie de ensayos de laboratorio, empleando cultivos bacterianos de
Corynebacterium diphtheriae cepa PW8 de los cuales se realizaron ensayos de
prepurificacion de la toxina diftérica. Para los ensayos de actividad biologica de la toxina
se utilizé un modelo animal de acuerdo a las pruebas establecidas por la FEUM para este
biolégico, con ello se determiné la influencia que tiene la implementacion de una etapa
previa de prepurificacion de la toxina antes de destoxificarse por métodos quimicos.

Cabe resaltar que el presente estudio experimental se desarrolld bajo los lineamientos de
seguridad en las areas de investigacion y produccién del Instituto Nacional de Higiene que
cuentan con los equipos necesarios y la tecnologia con el proposito de mejorar los
procesos de produccién, por lo que los resultados obtenidos en este trabajo son de gran
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utilidad para la produccion futura del proceso de produccion de Toxoide Diftérico a nivel
industrial.

5. Materiales y métodos

5.1 Material biolégico
» Corynebacterium diphtheriae cepa PWS8, cultivo de trabajo con lote CTH.CD8.L1
conservada en congelacion a -70C.

» Estandar secundario de Antitoxina Diftérica con una concentracion de 888 Lf/mL
conservada de 2-8 T suministrada por el Departamen to de Control de Calidad de
Birmex (Producida de acuerdo a las Preparaciones Regionales de Referencia)

* Cobayos hembras o machos de 250-350 g de peso para las pruebas de Toxicidad
Residual (FEUM, 2008)

5.2 Reactivos
* Medio de cultivo Michigan

* Medio de cultivo Miller & Miller

e Cloruro de calcio dihidratado marca Merck
e Sulfato de amonio marca Merck

* Cloruro de Sodio marca Merck

» Tiomersal marca Spectrum

5.3 Equipo
e Campana de Seguridad Bioldgica Clase A marca VECO

» Espectrofotometro U.V. marca EVOLUTION

» Equipo de filtracion Tangencial marca MILLIPORE
* Incubadora de agitacién orbital

* Céamara fria

¢ Cuarto estufa
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5.4 Metodologia (diagrama 5.5)

5.4.1 Preparacion de abasto de la cepa Corynebacterium diphtheriae PW-8 a partir
de la semilla de trabajo para produccién experiment  al de Toxina Diftérica

Se realizo la apertura de vial del cultivo liofilizado de Corynebacterium diphtheriae Cepa
PW-8 denominado CMH-CD2-LI en cuatro tubos conteniendo medio de cultivo Michigan,
los cuales se incubaron a 35 € por 72 h, se realizaron pruebas de pureza (cultivo y
morfologia microscopica), posteriormente, se realizaron tres pases adicionales en tubos
con medio de cultivo Michigan (48 h por pase) incubandose bajo las mismas condiciones
de trabajo; al finalizar el tiempo de incubacion del Ultimo pase se sembraron tres matraces
conteniendo 100 mL de medio de cultivo Miiller & Miller y se incubaron a 35 C durante 48
h determindndose If’s y absorbancias de cada pase.

Al concluir el tiempo de incubacion se procedié a sembrar dos garrafones conteniendo
1.5 L de medio de cultivo Muller & Miller con el volumen total de los matraces, uno por
cada garrafon, se incubaron a 35 €T durante 48 h en agitacién a 250 rpm, durante esta
etapa del proceso se realizaron las pruebas de: limite de floculacion, morfologia
microscopica y pureza.

A las 48 h se realiz6 la cosecha del cultivo bacteriano y se obtuvo el sobrenadante por
decantacién, al sobrenadante se le realizé la prueba de limite de floculacién y se
determind la pureza mediante la observacion de la morfologia microscépica del paquete
celular.

El paquete celular obtenido de la cosecha se resuspendio con leche descremada estéril
en relacion 1:1 (v/v), se homogeneizé y se dosific en viales estériles, se codifico con la
denominacién CTH-CD7-LE y se conservo en un intervalo de temperatura -20 a -35<T.

5.4.2 Propagacion de la cepa Corynebacterium diphtheriae PW-8

La cepa Corynebacterium diphtheriae Cepa PW-8 se descongel6 directamente en el vial
donde se encontraba congelada a temperatura ambiente, el volumen total se transfirié a
un tubo conteniendo medio de cultivo Michigan, cuidando que el in6culo quedara en la
superficie del medio, se incubd en condiciones estacionarias a 35T durante 72 h, a partir
de este cultivo se realiz6 un cultivo secundario empleando 3 tubos con el medio de cultivo
y las condiciones descritas anteriormente pero con un tiempo de incubacion de 48 horas,
una vez transcurrido el tiempo de incubacion se determiné el Limite de Floculacién a cada
tubo por el método de Dean Webb (Lf/mL), la cual es una prueba de reaccion antigeno-
anticuerpo empleada para conocer la cantidad de toxina producida por C. diphtheriae.
Ademas se realiz6 la determinacién de la morfologia microscopica (técnica de Gram) con
la finalidad verificar la pureza del cultivo y la densidad O6ptica para determinar la
concentracion celular. De la misma forma se realizaron seis transferencias consecutivas
de cultivo de tubo a tubo realizando las determinaciones mencionadas para estandarizar
los pases que se emplearan en la transferencia a nivel de matraz.

Es importante puntualizar que por razones de bioseguridad este procedimiento se llevo a
cabo en Area Aséptica en una Campana de Seguridad Bioldgica Clase A.
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5.4.3 Determinacion de la concentracion de Hierro ( Fe*™) Optima para la produccion
de la toxina diftérica

Debido a que la produccién de la Toxina Diftérica es dependiente de las concentraciones
de hierro (Fe™) en el medio de cultivo, se realiz6 una prueba de produccion de Toxina
Diftérica a nivel matraz con medio de Miller & Miller. Se determiné la concentracion
Optima de este elemento existente en el medio de cultivo que se produce en Birmex
mediante la produccidén de toxina diftérica en los matraces con cultivo bacteriano. Lo
anterior se realiz6 determinando la concentracion de Fe en el medio de cultivo empleando
un Kit comercial (Kit Hach 2007, Kit para determinacion de Fe**).

5.4.4 Valoracion de la concentracion de Hierro (Fe  **) Optima para la produccion de la
toxina diftérica

Una vez determinadas las concentraciones de hierro se procedi6 a realizar las pruebas de
produccion de Toxina a nivel matraz, para lo cual se utilizo el crecimiento bacteriano en
tubo en medio Michigan del paso anterior y con los cuales se inocularon matraces
conteniendo 100 mL de medio de cultivo Miiller & Miller conteniendo 0.5, 0.75 y 1.0 mg/L
de Hierro, se incubdé a 35C/250rpm/48h, al final se realizaron las siguientes
determinaciones: concentracion de Toxina (Lf/mL), concentracion de proteinas totales
(D.O. a 280 nm) y determinacion de la morfologia microscoépica (técnica de Gram), esto
con la finalidad de estandarizar la propagacion a nivel de matraz.

5.4.5 Escalamiento a nivel garrafon

Establecida la concentracion 6ptima de Fe** para la produccion de la toxina en el medio
de cultivo Miller & Miller, se realizaron subcultivos a nivel matraz a partir de los tubos de
propagacion del crecimiento en medio Michigan, seleccionando el nimero de pase 6ptimo
(con mejor produccion de toxina y mayor densidad Optica) y utilizando las mismas
condiciones descritas anteriormente.

De los cultivos obtenidos a nivel de matraz se tomaron 300 mL y con ellos se inocularon,
cinco garrafones conteniendo 1.5 L de medio de cultivo cada uno, manteniendo una
relacion inoculo-volumen de medio del 5% (v/v).

Se incubaron los cultivos bacterianos en garrafébn bajo condiciones de fermentacion a
35C/ 250rpm/ 48h, tiempo durante el cual se realiz6 la cinética de crecimiento del
microorganismo con el proposito de determinar el tiempo de produccion de la toxina
diftérica, para ello se tomaron muestras del garrafon cada 3 h a cada muestra se le
determind: pH, D.O. a 280 nm, Limite de floculacion (Lf/mL) y morfologia microscopica. Se
corrieron tres lotes experimentales en esta etapa.

5.4.6 Obtencioén de la toxina diftérica

Establecidas las condiciones 6ptimas de produccién de Toxina Diftérica a nivel garrafon
de 4 L, se procedid a centrifugar el cultivo para separar el paquete celular. Esto se realizé
bajo las siguientes condiciones: 250 rpm, 6C, 15 min, se separé el paquete celular
residual y al sobrenadante resultante se le determind el Titulo de la Toxina Diftérica
(Lf/mL) y determinacién de proteinas.

5.4.7 Prepurificacidén y destoxificacién de toxina d iftérica

Para la destoxificacion de la Toxina Diftérica en primera instancia se precipité el
sobrenadante con sulfato de amonio al 27 % y se centrifugd a 3000 rpm por 20 min, se
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eliminé el sedimento, posteriormente el sobrenadante recuperado del proceso anterior se
diafiltr6 con solucién salina 0.85% y concentré hasta un volumen de 2 L, utilizando un
sistema de filtracion por flujo tangencial con un cassette de 10KDa de corte molecular. A
la Toxina Diftérica prepurificada y concentrada se le realizd determinacion de Limite de
Floculacion (Lf/mL) y determinacion de proteinas por el método de BCA y se ajusto el

volumen de la Toxina diftérica para tener una concentraciéon de 80 +10 Lf's/mL con
solucion salina 0.85%.

A la Toxina Diftérica prepurificada se le adiciond formaldehido concentrado para obtener

una concentracion final del 0.7 % de acuerdo a las recomendaciones de la OMS (2005).
“2)

La Toxina Diftérica se incubd de acuerdo, al método de produccion actual 36 £ 1 T por
42 dias (6 semanas) con una agitacion manual diaria homogenizando el producto; durante
este tiempo se tomaron muestras del garrafon cada semana y se evalu6 para determinar
si se habia logrado la destoxificacion del producto mediante la prueba de Toxicidad
Residual en cobayo, descrita en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM
2011).

5.5 Diagrama general de trabajo
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6. Resultados

6.1 Abasto de la cepa Corynebacterium diphtheriae PW-8 del semilla maestra
CMH-CD2-LI para produccion experimental de toxinad iftérica.

Como resultado del abasto (semilla de trabajo) realizado para el desarrollo experimental,
se obtuvieron 20 viales con cultivo bacteriano puro de C. diphtheriae Cepa PW-8
identificados con el lote CTH-CD7-LE y se almacenaron en un ultracongelador a una
temperatura de —70C, hasta su uso.

6.2 Propagacion de la cepa Corynebacterium diphtheriae PW-8 en tubo

Se desarrollaron 3 lotes experimentales para la propagacion de C. diphtheriae Cepa PW-8
en tubo con medio de cultivo Michigan a partir del cultivo de trabajo CTH-CD7-LE, los
resultados obtenidos de las pruebas realizadas en esta etapa se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Propagacion de C. diphtheriae Cepa PW-8 semilla de trabajo CTH-CD7-LE en tubo con medio

Michigan
LEXPO1 LEXPO2
Pase | Lf's/mL (ﬁ:i:) Ab(z%rob?]rrﬁ)'as Pase | Lf's/mL (Irﬁir?) Ab(ssc;r(t))?]r:;;as
1 0 160 0.08 1 12.5 15 0.35
2 12.5 100 0.67 2 8.3 22 0.4
3 12.5 100 0.55 3 12.5 20 0.55
4 25 60 0.817 4 16.6 15 0.4
5 25 30 0.47 5 25 15 0.37
6 25 160 0.5 6 25 15 0.5
7 8.3 160 0.37 7 8.3 30 0.4
8 0 120 0.35 8 0 120 0.3
9 0 120 0.3 9 0 120 0.35
10 0 120 0.3 10 0 120 0.3
LEXPO3 Promedios
Pase | Lf's/mL (}rﬁir?) Ab(z%rcl))?]r;?)las Pase | Lf's/mL (ﬁfi r?) Abé%??}?ﬁ)'as
1 0 120 0.05 1 4.2 98.3 0.160
2 0 120 0.45 2 6.9 80.7 0.507
3 8.3 60 0.48 3 11.1 60.0 0.527
4 125 60 0.8 4 18.0 45.0 0.672
5 | 31.25 60 0.75 5 271 | 350 0.530
6 25 15 05 6 16.7 63.3 0.500
7 83 o5 04 7 5.5 71.7 0.390
8 o 120 0.33 8 28 | 1200 0.327
9 0 120 0.22 9 0.0 120.0 0.290
10 0 120 0.2 10 0.0 120.0 0.267

*Promedio de los 3 Lotes Experimentales
** Cultivo en tubo de 48h por pase

La Tabla 1 muestra que durante la propagacion de la cepa a nivel de tubo, el desarrollo

bacteriano 6ptimo para el escalamiento a nivel de matraz se puede realizar entre los
pases 4y 6 ya que en estos pases se encuentra el titulo de Toxina Diftérica (Lf's/mL) mas
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alto asi como la concentracion celular, o que nos indica una mayor actividad de C.
diphtheriae en el medio de cultivo Michigan.

En la Gréfica 1 se comparan los datos de Lf's Vs Kf's y se puede observar el
comportamiento del cultivo bacteriano en relacion a estos parametros de manera que se
identifica que conforme el aumento de la concentracion de Toxina Diftérica (Lf's) se
reduce el tiempo de la reaccion de floculacion (Kf's), por lo que se determina que los
subcultivos éptimos para la transferencia del cultivo y la produccién de lotes se debe llevar
a cabo utilizando tubos con cultivo que se encuentren entre el 4°y 6°pase.

LEXPO1 LEXPO2
Propagacion en Medio Michigan Propagacion Medio Michigan
180 Kf's Vs Lf’s 30 Kf's Vs Lf's - 30
160 Kf's (minj) 160
140 ® 140 Kf's (min) ==Lf's/mL
120 20 120
BT ' £ 10
£ 15 % % 80
g % 5 4 o
60 10
40 40
" Lf's/mL 5 20
o 0
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Propagacion Medio Michigan
KF Ve If'c -5 1600 Kf's Vs Lf's 300
Kf's (min) =@=Lf's/mL

120 /
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= 80 ) \ L ac
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Grafica 1. Comparacion entre los promedios de Lf's Vs Kf's

Del mismo modo, al analizar la Grafica 2 se determina que con el aumento de la
concentracion celular (absorbancia) aumenta la concentracion de Toxina Diftérica (Lf's)
por lo que se considera que la produccion de toxina es directamente proporcional a la
concentracion celular, ya que al descender el nimero de células de acuerdo a las

absorbancias determinadas, se observa que también disminuye la concentracion de
Toxina Diftérica (Lf's).
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Grafica 2. Crecimiento de C. diphtheriae en tubo con medio Michigan para la produccion de toxina
diftérica

6.3 Determinacion de la concentracion de Hierro (Fe  **) Optima para la produccion de
la toxina diftérica

Se realizaron seis determinaciones de concentracion de Fe** existente en el medio de
cultivo Muller & Miller (Tabla 2), durante este ensayo se demuestra, mediante el Kit
comercial (Kit Hach 2007), que la cantidad de Fe** existente en medio oscila entre 0.5 —
1.0 mg/L por lo que no se realiz6 ningun ajuste de Fe**.

Tabla 2. Influencia de la concentracién de Fe** en el medio Miiller & Miller en la produccién toxina
diftérica (Lf’s) a nivel matraz

Lote Prueba Lf's/mL Ab(;(;ré)ir;f)ias [Fe™ mg/L]
1 62.5 2.840 0.5
2 50.0 2.117 1.0
3 62.5 2.780 0.5
4 48.0 1.950 1.0
5 52.0 2.543 0.5
6 65.0 2.656 0.7
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6.4 Valoracion de la concentracion de Hierro (Fe  **) Optima para la produccion de la
toxina diftérica

En la Gréfica 3 se observa a nivel de matraz que con el aumento de la concentracién de
Fe*™ por arriba de 0.7 mg/L se inhibié la produccién de Toxina (Lf's), asi mismo una
concentracion de 0.5-0.7 mg/L favorecio la produccion de Toxina Diftérica. Se observa de
la misma manera que la concentracion de Fe** afecta directamente en el crecimiento del
cultivo bacteriano, dada esta aseveracidén se demuestra que si existe una menor concentracion de
Fe** aumenta el crecimiento bacteriano y del mismo modo la producciéon de toxina.

Valoracion de la concentracion de Hierro optima para la

70.0 produccion de toxina diftérica 30

65.0 —» - 28

60.0 - 26
55.0 24
50.0 ~~ I % =
o 45.0 | f's/mL L 18§E
2 400 ek
~ 350 685
» ——[Fe mg/L] - 145 8
5 300 - 1238 £
25.0 L 10% 8
200 S
-08 8
15.0 06

10.0 L 0.4

5.0 - 02

0.0 T T T T T T 0.0

0 1 2 3 4 5 6 7
Titulo del eje

Grafica 3. Influencia de la concentracion de Fe** en la produccion de toxina diftérica

6.5 Escalamiento a nivel garrafén

Se produjeron tres lotes experimentales denominados TD11EXPO1l, TD11EXPO2 y
TD11EXPO3, los cuales se desarrollaron en medio de Cultivo Miller & Miller con una
concentracion de Fe* de 0.50 mg/L y se emplearon los subcultivos de los pases nimero
cuatro de la propagacién celular en medio Michigan asi como matraces con 48 horas de
incubacion presentando una absorbancia mayor de 2.500 para la produccion de los lotes
experimentales.

Los resultados obtenidos se muestran por lote en las graficas No. 4, 5, 6 y 7 asi como en
la tabla 3. La tabla 3 corresponde a los resultados obtenidos de las cinéticas de
crecimiento de los tres lotes de produccidn experimentales a nivel de garrafén con 1.2 L
de medio de cultivo Muller &Miller bajo las siguientes condiciones: tiempo de incubacion
48 h, temperatura de 35C y velocidad de agitacion de 250 rpm. Durante las cinéticas de
crecimiento de los lotes producidos experimentalmente, se realizé para cada una de las
muestras obtenidas las siguientes determinaciones: titulo de la toxina diftérica (Lf's) y
concentracion bacteriana (abs), pH, tiempo de floculacion (Kf's). En la Tabla tres se
observa que la produccién de toxina comienza a partir de las 27 horas de incubacién
alcanzando su maximo nivel a las 48 horas, asi mismo presenta mayor concentracion
celular y menor tiempo de floculacion.
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Tabla 3. Cinética de crecimiento de C. diphtheriae cepa PW-8 a nivel de garrafén

TD11EXPO1 TD11EXP0O2
o Tursme | e [Pmmmoss [ o || [Toe [urome | o | e | o
3 8.3 30 0.35 6.9 3 8.3 90 0.8 6.96
6 12.5 8 0.8 6.8 6 8.3 30 0.906 6.77
9 125 8 1 6.83 9 8.3 27 1.141 6.74
12 125 5 1.1 6.86 12 8.3 20 1.285 6.79
15 125 18 1.3 6.96 15 13.88 3 1.804 6.96
18 125 10 1.2 7 18 13.88 5 1.925 7.02
21 125 8 1.3 7.1 21 16.6 4 1.816 7
24 16.6 5 1.3 7.2 24 16.6 4 1.89 7.2
27 25 8 1.2 7.23 27 25 3 1.99 7.2
30 25 4 1.3 7.2 30 25 3 1.998 7.12
33 25 4 14 7.28 33 25 3 2.143 7.22
36 25 4 1.3 7.3 36 27.7 3 221 7.25
39 271.7 3 1.4 7.25 39 31.25 2 2.211 7.16
42 27.7 3 1.3 7.1 42 31.25 2 2.3 7.15
45 271.7 3 1.35 7.15 45 31.25 6 2.35 7.2
48 271.7 3 14 7.1 48 32.89 3 2.36 7.1
TD11EXPO3 Promedios
e e e e "o [ | imy | " sommy | P
3 8.3 90 0.8 7 3 8.3 70.0 0.650 6.95
6 8.3 5 1.322 7.04 6 9.7 14.3 1.009 6.87
9 8.3 4 1.559 7.09 9 9.7 13.0 1.233 6.89
12 12.5 5 1.707 7.17 12 11.1 10.0 1.364 6.94
15 12.5 5 1.86 7.18 15 13.0 8.7 1.655 7.03
18 12.5 3 1.966 7.26 18 13.0 6.0 1.697 7.09
21 25 5 2.044 7.35 21 18.0 5.7 1.720 7.15
24 25 5 2145 736 24 19.4 4.7 1.778 7.25
27 7.7 4 215 733 27 25.9 5.0 1.780 7.25
30 7.7 > > 177 717 30 25.9 3.0 1.825 7.16
33 577 > > 256 730 33 25.9 3.0 1.933 7.27
36 577 > > 304 7 39 36 26.8 3.0 1.945 7.31
39 3125 3 2377 72 39 30.1 2.7 1.996 7.27
= 3125 3 2.408 =45 42 30.1 2.7 2.003 7.23
iE ot B e = 45 31.6 3.7 2.052 7.28
48 32.1 2.7 2.079 7.24
48 35.71 2 2.477 7.53

*Llotes experimentales producidos en condiciones:
35°C/ 250 rpm / 0.50 mg/L de hierro /48 h de incubacion

En las Gréficas 4, 5y 6 se muestra el comportamiento de los tres lotes experimentales,
estos lotes conservan una tendencia similar entre las variables medibles durante la
cinética por lo que al obtener los promedios (Grafica 7) se obtiene el comportamiento del
proceso a través del tiempo de produccion y la relacion entre las variables, observandose
el aumento de la produccion de la Toxina Diftérica (Lf's/mL), el decremento del tiempo de
floculacién (Kf's) asi como un aumento de la concentracidén bacteriana (abs). Durante todo
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el proceso el pH oscilé entre 6.8 - 7.4, por lo que al analizar los gréaficos de las cinéticas
de crecimiento se observa reproducibilidad en el proceso.
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Grafica 4. Relacidon de los parametros de produccion de toxina diftérica (Lote TD11EXPO1). Lote obtenido
de subcultivo en matraz con 50 Lf's y 2.536 de absorbancia
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Grafica 5. Relacion de los parametros de produccion de toxina diftérica (Lote TD11EXP02). Lote obtenido
de subcultivo en matraz con 62.5 Lf's y 2.757 de absorbancia
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Grafica 6. Relacion de los parametros de produccion de toxina diftérica (Lote TD11EXP03). Lote obtenido

de subcultivo en matraz con 62.5 Lf's y 2.832 de absorbancia
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Grafica 7. Promedio de los parametros de produccion de toxina diftérica

6.6 Obtencion de la toxina diftérica

De los lotes experimentales producidos en garrafén se obtuvo el sobrenadante por medio
de centrifugacion, desechando el paquete celular, el sobrenadante conteniendo la toxina
diftérica fue clarificado por filtracion para eliminar las células residuales. En la Tabla 4 se
muestran los volumenes obtenidos de Toxina Diftérica, la concentracion de proteinas y los
Titulos (Lf's) por cada lote experimental:
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Tabla 4. Volumen de toxina diftérica obtenido por cultivo agitado en garrafén.

Birmex’

Lote Volumen Titulo de la Tiempo de Cogrf;g;frrg:s'%lde
(mL) Toxina (Lf's) Floculacion (Kf's) Toxina Diftérica
TD11EXPO1 8500 30.48 3 0.01082 g/L
TD11EXPO2 8650 32.89 3 0.01505 g/L
TD11EXPO3 8700 35.71 2 0.01501 g/L

6.7 Prepurificacidn y destoxificacién de toxina dif térica

Los tres lotes de Toxina Diftérica fueron prepurificados por precipitacién con sulfato de
amonio a una concentracion del 27 %, este porcentaje se determiné con base a una
curva de precipitacion realizada con muestras de los tres lotes experimentales; se elimind
el precipitado por centrifugacion y el sobrenadante se concentrd por filtracion tangencial

(ultrafiltracion).

Al sobrenadante concentrado obtenido se le determiné el titulo de la toxina (Lf's),
posteriormente dependiendo del titulo de toxina obtenido, se concentré o diluyé la toxina
para ajustar la concentracion a 80 £ 5 Lf's/mL y un volumen aproximado de 3000 mL y se
volvié a determinar el Titulo de la Toxina (Lf's); para la destoxificacion se adicioné
formaldehido a una concentracion final del 0.7% en solucion de acuerdo a las
recomendaciones de la OMS (2005)“Y, se ajusté el pH a 7.0 y se esterilizd la toxina
diftérica por filtracion. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Cantidad adicionada de formaldehido de acuerdo al volumen final de los lotes experimentales

. : Vol. De Toxina Diftérica
Volumen Titulo de la Tiempo de . oo
Lote . , e , Formaldehido Prepurificada
(mL) Toxina (Lf's) Floculacion (Kf's) 0.7 % (mL) conc. de prot.
TD11EXPO1 3000 78.12 2 21.00 0.00155 g/L
TD11EXPO2 3125 83.3 2 21.87 0.00201 g/L
TD11EXPO3 3125 83.3 3 21.87 0.00150 g/L

Al realizar la determinacion de proteinas por el método de BCA se observa que la mayor
concentracion de proteinas estd dada por el medio de cultivo Miller & Miller y al
prepurificar la Toxina disminuye considerablemente la concentracién de proteinas, en la
Tabla 6 se muestra la concentracion de proteinas existentes en las diferentes etapas del
proceso.

Tabla 6. Concentracidn de proteinas y concentracion de toxina diftérica en el sobrenadante obtenido del
cultivo de C. diphtheriae cepa PW8

Lote Meglio de Cl_JItivo Medio I\_/I&'I\/_I+Toxina Toxina piftérica
Muller & Miller Diftérica Prepurificada
TD11EXPO1 0.01207 g/L 0.01082 g/L 0.00155 g/L
TD11EXP02 0.01705 g/L 0.01505 g/L 0.00201 g/L
TD11EXPO03 0.01669 g/L 0.01501 g/L 0.00150 g/L

(Determinacion por el método de BCA)
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Posteriormente los lotes de toxina diftérica se introdujeron a un cuarto estufa a una
temperatura de 36 £1 C por 42 dias (6 semanas) con agitacion diaria en forma manual,
durante este tiempo de destoxificacion se tomaron muestras cada semana a las cuales se
les realiz6 la prueba de toxicidad residual en cobayo, descrita en la Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos (FEUM 2011). En la Tabla 7, se muestran los resultados del
proceso de destoxificacion de los tres lotes experimentales a nivel garrafon y se
compararon con tres lotes experimentales fabricados de acuerdo al proceso actual de
produccion, se puede observar que dos lotes (TD11EXP01 y TD11EXP02) no cumplen
con la prueba de toxicidad residual asi como un lote con el proceso de produccion actual
(TD11TMO03).

2
G

Tabla 7. Destoxificacion de la toxina diftérica en cuarto estufa de condiciones estacionarias a 37+1°C

Lote Semana
1 2 3 4 5 6
TD11EXPO1 Tox | Tox | Tox | Tox | Tox | Tox
TD11EXPO2 Tox | Tox | Tox | Tox | Tox | Tox
TD11EXPO3 Tox | Tox | Tox | Tox | Tox | Des
TD11TMO1 Tox | Tox | Tox | Tox | Tox | Des
TD11TMO2 Tox | Tox | Tox | Tox | Tox | Des
TD11TMO3 Tox | Tox | Tox | Tox | Tox | Tox

(Tox=téxica, Des=destoxificada)
Calculo de rendimiento:
Se calcularon los rendimientos de los tres lotes experimentales mediante los datos

obtenidos de los Lf’s totales de los titulos de la toxina antes y después de su proceso de
prepurificacion y destoxificacion, los valores se sustituyen en la siguiente formula:

Rendimiento (%) = (Lf sy finales/ Lf st iniciales) * 100.....;

en los cuales se obtienen rendimientos del 83% al 91.5%. En la Tabla 8 se presentan los
resultados obtenidos.

Tabla 8. Rendimientos obtenidos de la prepurificaciéon de toxoide diftérico con sulfato de amonio en tres
lotes experimentales.

Volumen | Titulo de la Titulo de la o
Lote Inicial Toxina F\i/noallllm(]rirli) Toxina Rend('or/:)'ento
(mL) (Lf's/mL) (Lf's/mL)
TD11EXPO1 8500 30.48 3000 78.12 90.45
TD11EXPO2 8650 32.89 3125 83.3 91.49
TD11EXPO03 8700 35.71 3125 83.3 83.78

Los rendimientos obtenidos bajo el pretratamiento de la Toxina son superiores al 80%, los
rendimientos de los lotes de produccién historicos del laboratorio muestran rendimiento,
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después de la purificacion con sulfato de amonio, de 80-85%, esto muestra que se puede
aplicar el pretratamiento con sulfato de amonio y obtener rendimientos de produccién
similares a los historicos, sin embargo la presencia de la toxicidad en dos de los lotes no
permite modificar el proceso.

6.8 Prueba de funcionalidad del Cloruro de Manganes
Sigma

o (Il) tetrahidratado marca

Se produjeron 6 lotes experimentales a nivel matraz para evaluar la funcionalidad del
reactivo marca Sigma los resultados se presentan en la Tabla 9, en esta se muestran los
titulos de Toxina obtenidos a nivel matraz con medio de Muller & Miller; los titulos de la
toxina oscilan entre 50-62.5 Lf's/mL, en la misma tabla se presentan los titulos de
produccion de toxina a nivel matraz con el reactivo Cloruro de Manganeso (ll)
tetrahidratado marca Merck que se emplea en la formulacion del medio de cultivo actual.

Tabla 9. Titulo de Toxina Diftérica a nivel matraz con Medio de Miiller & Miller formulado con Cloruro de
Manganeso (ll) tetrahidratado marca Sigma comparado con lotes de produccidn histéricos

Birmex’

Lote T!'tulo Qerla_l Lote d_e’ T!'tulo Qerla_l
Experimental Toxma} Diftérica prqdu,c_(:lon Toxma} Diftérica
(Lf's/mL) (histérico) (Lf's/mL)
MATRAZEXPO1 50.0 L-TD-01 41.6
MATRAZEXP02 62.5 L-TD-02 50
MATRAZEXPO03 62.5 L-TD-03 60
MATRAZEXP04 52.0 L-TD-04 52.5
MATRAZEXPO05 48.0 L-TD-05 48
MATRAZEXPO06 65.0 L-TD-06 65

7. Discusion

7.1 Abasto de la cepa Corynebacterium diphtheriae PW-8 del cultivo maestro
CMH-CD2-LI para produccion experimental de toxinad  iftérica.

La produccion del abasto se llevo a cabo con base al sistema de lote semilla utilizado en
Birmex, los cultivos de lote semilla de trabajo o experimentales mantienen las
caracteristicas que los cultivos de la cepa de la cual fue derivado el lote semilla original,
con un numero de pases estandarizado y pruebas de pureza que se le realizan a los
abastos para cualquier lote que se produzca, lo cual permite obtener reproducibilidad en
el proceso.

7.2 Propagacion de la cepa Corynebacterium diphtheriae PW-8

Actualmente los métodos de produccion de Toxina Diftérica en Birmex no incluyen la
determinacion de la presencia de Toxina en la propagacion de la cepa a nivel de tubo con
medio de cultivo Michigan, lo cual se consideré relevante, ya que se debe asegurar que la
cepa este activa para la produccion de toxina diftérica; al iniciar con una cepa activa
puede generar mejores rendimientos durante todo el proceso, esta activacién se puede
visualizar por medio de la determinacion del titulo de la toxina diftérica. Por ello se
desarrollé en esta investigacion la determinacién de Lf's/mL.
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Los resultados resumidos en la tabla 1 y las graficas 1 y 2, muestran que a nivel de cultivo
en tubo con medio de Michigan la cepa de C. diphtheriae se encuentra activa para la
produccion de toxina diftérica y que los numeros de pases Optimos para el inicio de la
produccion de un lote de toxina diftérica se encuentran entre los pase 4, 5y 6, debido a

que es en donde se tiene una mayor produccion de toxina y una mayor concentracion
celular.

7.3 Determinacion y valoracién de la concentracion de Hierro (Fe **) 6ptima para la
produccion de la toxina diftérica

Righelato R.®® realizé estudios sobre las concentraciones de Fe* en el medio de cultivo a
nivel de matraz para favorecer la produccion de toxina diftérica. Establecié que la
concentracion 6ptima de este oligoelemento es de 50-150 ug/L, produciendo un titulo de
Toxina de 50-60 Lf's /mL en 1.2 L de medio de cultivo. Los medios de cultivo fabricados
en Birmex tienen una concentracion de Fe** que oscila entre 500 - 1000 pg/L, estas
concentraciones de Fe** favorecen la produccion de Toxina en Birmex ya que la
produccion en 500 mL de medio Miller & Miller produjo entre 48-65 Lf's/mL de toxina
diftérica. Sin embargo, las concentraciones Optimas de Fe** para una mayor produccién
de toxina diftérica encontradas experimentalmente en este trabajo fueron de 500-700

Mo/L.

De acuerdo a lo anteriormente descrito se espera que al escalar la produccion
experimental a nivel fermentador de 50 L se observe el mismo comportamiento con
respecto a la produccién de toxina y asi a su vez hasta llegar a un fermentador de 1500 L.

Las concentraciones de Fe** encontradas en el medio de cultivo pudiesen variar de
acuerdo a la sensibilidad de la prueba ya que las determinaciones realizadas en este
trabajo se llevaron a cabo con un Kit (Kit Hach 2007) que es un método de comparacion
visual con un patron de color, debido a ello, es de considerar realizar otras pruebas con
mayor sensibilidad para la determinacion de Fe** en el medio de cultivo Miller & Miller.

De acuerdo con Algecira ® otro factor por el cual se pudiesen obtener altos titulos es la
presencia de Oxigeno Disuelto (OD) en el medio de Cultivo a nivel matraz. La agitacion de
las incubadoras estimula la oxigenacion pero debido a que no es un cultivo totalmente
controlado a este nivel, no se realizaron mediciones de OD. Se propone emplear el
sistema computarizado del fermentador BE-NLFL-16 con capacidad de producir 16 litros
de cultivo en ambiente controlado (Agitacién, OD, pH, presion, temperatura).

7.4 Escalamiento a nivel Garrafén

Los datos resaltados en color amarillo pertenecientes a la Tabla 3 (18-24 horas de
incubacion) refieren a los puntos que se emplearian en el escalamiento a nivel
Fermentador. Se debe a que, de acuerdo a la biologia del microorganismo, a partir de las
18 h el cultivo comienza la produccién de toxina en funcion del comportamiento mostrado
por las variables monitoreadas ademas de estar con crecimiento en fase logaritmica.
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El sistema de agitacion de las incubadoras, a nivel garrafén, afecta la presencia de
Oxigeno Disuelto por lo que se promueve (con agitacién) o inhibe (sin agitacion o
variaciones en ella) el crecimiento del cultivo bacteriano.

La implementacion de la cinética de crecimiento de C. diphtheriae Cepa PW-8
monitoreando los pardmetros de pH, D.O. y Limite de Floculacion permite determinar el
tiempo 6ptimo de propagacién del cultivo celular, tomando en cuenta que el organismo se
encuentra en la fase logaritmica de crecimiento. Esta fase es en donde se produce la
mayor cantidad de biomasa y el microorganismo puede ser empleado para realizar la
transferencia a fermentador de 75 L, este punto se encuentra entre las 18-24 horas de
incubacion.

A partir de las 27 horas de incubacion y hasta las 39 horas se produce la mayor cantidad
de toxina diftérica ya que la toxina, por ser un metabolito secundario, se produce en
mayores cantidades en la fase estacionaria.

En las cinéticas de crecimiento ilustradas en las Gréficas 4, 5 y 6 se puede observar que
hay mayor produccion de toxina en aquellos lotes en donde se les agrego6 el subcultivo de
nivel matraz con mayores valores de Lf’'s y absorbancia generando asi la recomendacion
de ocupar aquellos subcultivos con valores por arriba de los 50 Lf's y 2.5 de absorbancia.

7.5 Prepurificacion de la Toxina Diftérica

Al realizar la prueba de Toxicidad Residual los resultados obtenidos muestran que
después del proceso de destoxificacidbn se mantienen tres lotes toxicos y tres cumplen con
la prueba (Tabla 7), dos de ellos realizados con el proceso de prepurificacién de la toxina
y uno de ellos con el proceso de produccién actual. De acuerdo con la FEUM la prueba de
Toxicidad Residual se realiza después de la destoxificacion de la Toxina-Toxoide, esta
prueba se realiza en una etapa del proceso donde el producto no se encuentra purificado
por lo que seria viable analizar el proceso de destoxificacién y buscar la validacion del
proceso.

Para Birmex, la Organizacion Mundial de la Salud y los productores de este bioldgico en
el mundo, la destoxificacion es un proceso muy importante que debe ser rigurosamente
controlado. Por sus caracteristicas puede presentar toxicidad y/o ocurrir reversién del
toxoide hacia toxina, por ello establece en sus requisitos la prueba de Toxicidad
Especifica para verificar la eficiencia de la destoxificacion (no presencia de toxina).

La prepurificacion de la Toxina Diftérica muestra que el rendimiento es equivalente al
obtenido con el proceso de purificacion con sulfato de amonio del Toxoide Diftérico; los
lotes de Toxoide Diftérico producido en Birmex muestran rendimientos después de la
purificacion con este reactivo de 80-85%. De acuerdo con Uchida J ©9, al realizar la
prepurificacion se eliminan proteinas no especificas suspendidas en el producto lo cual
permite obtener una toxina con mayor grado de pureza y rendimientos del 83 al 91.5%
para su posterior destoxificacion, sin embargo se tiene que analizar con mayor
profundidad la prepurificacion realizada debido a los resultados obtenidos después de la
destoxificacion y seria conveniente realizar otras pruebas en las cuales se pueda incluir la
adicion de glicina como estabilizador de la molécula o disminuir el porcentaje de
tratamiento con sulfato de amonio para la prepurificacion.
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7.6 Prueba de funcionalidad del Cloruro de Manganes o (ll) tetrahidratado marca
Sigma

La produccion de la Toxina Diftérica se lleva a cabo con Cloruro de Manganeso (Il)
tetrahidratado marca Merck, sin embargo se decidié probar otra marca de reactivo pero
con las mismas caracteristicas (marca Sigma); el reactivo marca Sigma no interfirié con la
produccion de Toxina Diftérica en el Medio Muller & Miller, la produccién de Toxina
mantiene titulos similares a nivel de matraz, por lo que se empled este reactivo para la
produccion de los lotes experimentales. Estos resultados nos permiten tener la marca
Sigma como una marca alternativa para su uso en la produccion de lotes de toxina
diftérica ya que se demuestra en este trabajo el que Cloruro de Manganeso (Il)
tetrahidratado no es un reactivo esencial para la produccion y puede emplearse esta
marca como alternativa, de este modo se garantizaria la disponibilidad del reactivo sin
alterar la formulacion original de los medios de cultivo y a su vez de la produccién a granel
de la toxina.
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8. Conclusiones

Demostrada la presencia de Toxina Diftérica en el proceso de propagacion de la cepa C.
diphtheriae en medio de cultivo Michigan es necesario que durante la fabricacion de lotes
de produccién se determine la presencia de toxina diftérica con la finalidad de asegurar
gue la cepa este activa, ademas, iniciar estudios para la estandarizacién del in6culo ya
gue se aseguraria que los subcultivos mantengan las mismas caracteristicas.

Se debe efectuar las transferencias de C. diphtheriae contenido en medio de cultivo
Michigan entre los pases 4 a 6 a matraz con medio de cultivo Muller & Miller, manteniendo
el mismo numero de pase, ya que se obtiene mayor produccion de toxina diftérica y se
encuentra en el medio una mayor concentracion celular.

La concentracion de Fe++ que debe contener el medio Miller & Miller para la 6ptima
produccion de toxina debe oscilar entre 500-700 pg/L.

Realizar la transferencia del cultivo celular a nivel fermentador de 75 L entre las 18 y 24
horas de incubacién ya que el microorganismo se encuentra en fase logaritmica de
desarrollo y realizar cinéticas de crecimiento a nivel fermentador de 75 L para determinar
el tiempo 6ptimo de transferencia a fermentador de 1500 L.

Replantear la prepurificacion de la toxina diftérica antes de la destoxificacion ya que
aunque se demostré que los rendimientos obtenidos en la fase experimental son
equivalentes a los obtenidos en la purificacion con sulfato de amonio al toxoide diftérico el
producto se mantiene téxico y el objetivo de la prepurificacion es mejorar la calidad del
producto que no se logré conseguir en este trabajo.

Validar el proceso de destoxificacion de la toxina diftérica para disminuir los riesgos de
rechazo de los lotes a granel.

En el desarrollo de este trabajo se probd la funcionalidad del Cloruro de Magnesio (ll)
tetrahidratado marca Sigma lo cual se concluye que al no ser un componente esencial
puede ser una marca de reactivo alternativa para la produccion de la toxina diftérica ya
gue mantiene las mismas caracteristicas y no interfiere con la produccién de toxina
diftérica.

9. Perspectivas

Debido a la busqueda continua de mejora en procesos de produccién y calidad en Birmex,
se recomienda:

Analizar el procedimiento de destoxificacion, ya que se obtuvieron tres lotes toxicos y tres
atoxicos, uno de ellos con el proceso actual de produccion y el restante con el tratamiento
experimental, la OMS establece evaluar la destoxificacion con la Prueba de Toxicidad
Especifica, debido a ello es necesario someter los lotes a una prueba de toxicidad
especifica, asi se conseguira obtener un enfoque distinto y se podra valorar la eficiencia
de la destoxificacion.
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Escalar la produccion experimental a nivel fermentador y realizar los andlisis propuestos
en este trabajo para seguir evaluando la produccion de toxina en sistemas
computarizados con variables controladas a diferentes escalas.

42



5 S
g'%'} opnia 202 Birmex'

10. Implicaciones Bioéticas

El material biol6gico es de uso exclusivo para las pruebas de control sefialadas por la
Organizacién Mundial de La Salud (OMS) “?, y en la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos (FEUM). 43

11. Implicaciones de Bioseguridad

El manejo del material biolégico y el desarrollo experimental se llevdé a cabo bajo las
Normas de Bioseguridad especificadas para un Laboratorio de Nivel 2 de Bioseguridad,
los desechos biologicos y quimicos generados del proceso experimental fueron tratados
como Residuos Peligrosos Bioldgico Infecciosos (RPBI) y Corrosivo Reactivo Explosivo
Toxico e Inflamable (CRETI) de acuerdo a las siguientes regulaciones:

> Ley General para el Equilibrio Ecol6gico y la Proteccion al Ambiente (LGEEPA)“®
> Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos (LGPGIR)“®

» Reglamento de Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos
(RLGPGR)“¥

» NOM-087-SEMARNAT-SSA/20002

» NOM-052-SEMARNAT/2005

12. Impactos y perspectivas

El desarrollo de este trabajo de investigacion repercute en el ahorro de recursos
financieros y humanos, asi como la mejora de la calidad del producto, obteniéndose de
esta forma un Toxoide Diftérico que cumple con las especificaciones de calidad de
acuerdo a los estandares establecidos por organismos nacionales e internacionales, para
su inclusion en la formulacion de vacunas de Td y DPT utilizadas en el esquema nacional
de vacunacion. Disminuye rechazos y retrabajos del producto lo que se traduce en menor
costo, mejor calidad y disponibilidad del producto
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