&t PURIPICACION ¥ CONCENTRACION DEL "TOXOIDE THTANICO

En un trabajo ya publicado ¥ estudiamos el poder antigénice de
la toxina tetanica, el punto isceléetrico, la dialisis, su mejor trans-
formacién en toxoide, 6ptimo de formol y tiempo de incubacidén.

Ademis ensayamos con buen resultado, la adsorcidén del toxoide
en hidrato de aluminio,

Se pudo compraobar entonces, ue usada como vacuna en el hom-
bre producia inmunidad y se estudié comparativamente el efecto de
una dosis de vacuna activada, con dos dosis de toxolde coman, obte-
niéndose mejor resultado con la primera

Por gu alto poder antigénico v su inocnidad, el toxoide purificade

vacuna

por é? ao K2 adsorhido e ”t:l de z;;LLouL‘rU era una exceiente
para usc humano. Sin embargo la téenica para la preparaciin de 1a
vacuna, era engorresa y diffcil y en muchos casos, si no se dializaba

2l toxoide previamente, antes de acidificar, las pérdidas Beoaﬂan al
70 % y atin més. E”ta? fueron las 1a sones por las cuales no se pre-
pard sistema ca para uso humano
Interesados e imieiamos la busqueda de
algtin método practi in mavor pérdida, obtener
un to‘;oﬂ ncias analilactogénicas,
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o el métodoe de Fillemer, ulossberg y Wlttxm 4 quienes purifican
el toxoide tetinico, empleando metanol en condiciones determinadas
de acidez y a baja temperatura. Lo obtienen al estado anhidro, por
liefilizacidn del toxoide congelado. Esta técnica da excelentes valo-
res como se verd més adelante, pero resulta complicada por los dis-
positivos necesarios que se emplean, y el alto precio del alcohol
metilico, en nuestro pais. En la actualidad, este método no lo podria-
mos usar en la rutina, pues los pedidos de vacuna son grandes, prin-
cipalmente por parte de la “‘Sanidad Militar’’.

Pillemer @ en otro trabajo, estudia el punto éptimo de precipita-
cion del toxoide, en presencia de mezclas de metanol y agua en
condiciones controladas de pH y temperatura. H. Mueller y P.
Miller ¥, describen una variante de la cepa del ClL tetani, que da

r‘“
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Presentado en la reunién de comunicaciones del 7 de septiembre de 1948.
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Fmplea un medio de cultive parecid
nstituto, con autolizado de estémago
avlor ®) ysando un medic parecido a
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wclar este trabajo, tratamos de coneentra

z

tetdnica, siguiendo el método que empleam

toxoide diftérico ¥, Se concentrd diez veces al vacio,
midid. Se pudo comprobar 1s 'u tetinica
del valor inicial. En cambio, el toxoide teténico, se puede cone
en esta forma manteniendo su valor primitive.
Pero este toxoide concentrado, tal cual o dializade, sblo precipita

la parte activa parcialmmente, usando como “)recmltantes 4cido sul-

farico o acido acético.
Tamhién ensayamos con malos rvesultados, la precipifacién con

AR AR A O PR T TR - MR 2% - ~ Co A 7
Tampoco con aleohol metilico v etilico (en fric) en los toxoides
concentrados 10 veces, precipita cuantitativamente la par‘te activa
J: ~
1ricar po

Il toxoide mativo, sin concentrar, tampoco se pudo put
i érdida es todavia mayor.

o
precipitaciéon acida, pues la pé
Lia téenica de Pillemer (con metanol) aplicada a nue
vl da mucha ;é:uda como 3¢ pueds
sl DA

PRE TACION DEL TOXOIDE 504, 10 VECES
CONCENTRADO AL VACIO
pH Nitrégeno D. T./ml Pérdida
en mg./ml.
49 0,101 165 67 9,
4,5 0,126 100 80 %
40 0,196 165 67 9%
3,7 ... 0,353 100 80 7,
3,4 ... 0,448 100 80 9%

Toxoide 504 concentrado. 30,9 500 I
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Solamente en el toxoide nativo (entre pH 4 y 5) precipitando

con alecohol metilico al 40 9. recuperamos el valor inicial.
(Cnadro 2)

=

~~~
<
D
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CUADROG 2
PRECIPITACION DEL TOXOIDE 504 CON ALCOHOL METILICO
. - ‘ Nitrdégeno ' Purificacion
pE }C‘n iy ;d’i D. T/mb 1 Pérdida |VdeN/D.TH " (oregy
]
!
L9 I 0,028 r 50 1] 0,56 123
455 .. ... ... 0063 1 50 0 1,26 55
40, | 0,087 | 50 0 1,75 39
ST (0,119 | 33 34 9 3,60 19
3 0,115 25 50 % 4,60 15
3100000 B A L ‘r 20 60 % 4,20 16
Toxoide 564 . ........... 345 50 — 69,0 —

Lia mejor purificaciéon se observa a pH 4.9, llegando a dar una
purificacién de 123 veces, como se puede observar en el cuadro ante-
rior, A medida que se acidifica disminuye el grado de purificacion.
En el medio de ewnltivo ensayado, si el toxoide original contiene

5D. T. (*) (dosis test) por miligramo de nitrégeno, el purificado
por el método de Pillemer, da 1.800 D.T. es decir corresponde a
una purificacién de 123 veces.

D“GGiyluaHdO el toxoide nativ

t o & temperatura awblente en al-
sohol metilico o etihcc v a pH 4.7

A~ <

5, 3¢ pl‘OCﬂlCe una peLale uluf
: ue

se precipita a O°C., anulandose, si se preelpl’ta a temperaturas
hajo cero.

v concentrado a dlstmtos pH, con acetona en frio, econ mediocres
resultados.

Como nos interesaba dilucidar a qué era debida esta falta de recu-
peracién en el toxoide concentrado, lo dializamos. Tampoco preei-
pité cuantitativamente, de manera que esta falta de pre01p1t301on
sc debia a sustancias de naturaleza coloidal Yy no a las sales que
habia sido eliminadas por la didlisis.

Si bien, los resultados obtenidos en la precipitacién del toxoide
nativo, con metanol (mét. Pillemer) eran buenos, ya que consegui-
mos una purificacién de 123 veces, con respecto al toxoide original,

(*) Una dosis test de toxoide, proviene de una dosis test de toxina que frente
2 0.1 unidad antitéxica (americana), mata al cobayo al cuarto dia (via intra-
musenlar) con tétann.

T. XIV, Wé 1
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por las razones que indicamos anteriormente, la haclan Inapropia-
das en nuestro medio. Por otra parte, con el medio de cultivo usado

spe

por nosot“os ne se consiguiie una p.u ficacién mayor, en el métode

ificacién con alcohol euhco y conseguimos con dos precipitacio-
nes sucesivas a purificacién de 200 veces con respecto al toxolde
1tenido nitrogenado por dosis test, inferior ai
obtenido por el método anterior.

A continuacién, deseribinos el método gque seguimos en el Instituto
v otros ensayos, que nos ha dado excelentes resuitados, tanto en su
purificacién final, como en su rendimiento, ya gue en la mayor
parte de los ensayos ¥ que corresponde al método que hoy usamos
en la rutina, no hemog tenido pérdidas. Hste metodo simple, se puede
realizar con s6lo disponer de alcohol etilico v de una adecnada vefri-

"d
,_.
_,__,

geracidn.
PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Se usa peptona Martin, que se prepara por digestién Acida de es-
témago de cerdo, signiendo la técnica, en lineas generales, que descri-
be el autor del método. D esta peptona se usa solamente el liquido
sobrenadante,.
arne. A un kilo de carne de ternera
‘ litros de agua destilada, se hierve
30 minutos y se hltla pape] Se mezelan partes iguales de agua
de carne y peptona Z\Idrtm, se lleva a pH 7.2 con hidrato de sodio

al 20 % y se hierve durante 3 minutos. A este caldo, se le agrega

1 % de glucosa, se filtra v se distribnye en frascos adecunados v se
esteriliza dos veces a 100°C. Preparado el caldo se siembra en la
seceién toxing el Cl tetani, en la forma habitual v se mide al final
el valor de la toxina teténica,

ATENUACION POR EL FORMOL

Se prepara el toxoide por agregado de formol. Hasta el afioc 1934,
se usaba 1.5 /4o de formalina y 20 dias de incubacién a 37°C. Pero
a raiz de los ensayos que realizé uno de nosotros (Sordelli, Modern y
Ferrari, loc. cit.) v publicado en la Rev. del Instituto en el afio 1936,
se usé desde entonces 6 %/yy de formol a pH 7, y s6lo 5 dias de incu-
baeibn, a 37°C. En esta forma se consegvnia la desintoxicacién total
de la toxina teténica y los sueros obtenidos en la inmunizacién de

los caballos daban un valor antitéxico mucho mas elevado.
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Prrorricicidox pen Toxome 1 sv (CONCENTRACION

3 en ba

g6 ha produeide nna

hitros de aleohol etilico (96°

ﬁnuamen‘ze Se deja en el hafe refrigerante ha dia signiente,
Hlirandolo Inego por papel I’GOado en camara fria. El precipitado

1
se disuelve enantitativamente, y se lleva a 2240 em®. y a pH 7.0-7.2,
con hidrato de sodio.
Luego se vuelve a precipitar con 40 ¢, de aleohol etilico v a
5-1 8, cuidando la temperatura como en la primel’a precipita—

camary F”% El p“eC‘]‘ taao, se disue
a
., come conservador. Una vez medido

¢ e
or filtro ?»ei*[z v se agrega el hidrato de aluminig,

{eserinimos a continuacion.

__«
..’) e

toxzoide, se fi
en la forma que ¢

= v

PREPARACION ¥ FILTRACION DE LA VAU

La vacuua contendra 60 D T. por cm® v el gel correspondiente.

TaIN0s oMo sustancia <ons°m adora el mel‘thioiat‘e en la concentra-

it / m P
13} b /G(\ J‘Jl{{)‘ 014Le

ge produce v cor

el gel en cuestidn. Se a

a este pH despy por filtro Seitz. Por ejemplo,

e & €818 Pa 5
15.8 litros de toxcide (60 DT/Llhs ) ¥ deberan contener 820 cm3 de
gel (16 mgr. de hidrato de aluminio por ¢ms.). Ese gel se preparard
signiendo la téenica descrita por nosotros (loc. cit.), en los tratajos
sobre toxoide diftérico. Envasada la vacuna, se harén los controles
de esterilidad, inoeuidad v poder vacunante, que describimos més

adelante.
Activipap peL ToxoDE

Para determinar la actividad del toxoide empleamos los siguientes
métodos: 12 Lia elevacién en el valor antitéxico del suero de cobayos
inyectados con el toxoide. 2% La neutralizacién de la antitoxina por

* Ensayos posteriores, indicarin la dosis conveniente, para la vacunaeién

humana.

T.
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antitéxica (americana).

11 sevundo método, que se usa corrientemente en el Instifuto, con-
siste en colocar dosis variables de toxoide, en presencia de O.1 u. a.
de suero antitetanico y levarlo a ignal volumen con selueion fisio-
logica. A la media hora, se agrega a cada tubo, 14 dosis test de to-
xina tetanica. Se deja otra media hora y luego se imyectan los cobavos
amusenlar. Se toma

rammn toma como valor,
Duarto dia con tétano. Aungue este método es de uso ecorriente.
damos un ejemplo de la foerma cdémo hemos calculade 1z dosis

test (D, T.) de nuestros toxecides en este trabajo, gnedando asi bien

aclaradas y fijadas las condiciones. Si ¢l cobayvo muere con 0.1 em?.
de un toxoide diluido al 1/10, el ntmero doble (34 dosis test) es
(.2 de la cilucion al 1/10. Es decir, que en .02 em3. del toxoide hay
nna dosis test, y corresponde por lo tanto a 50 dosis por em3.

Este método, da excelentes resultados y lo nisamos preferentemente,
hasta tanto podamos medir por floculacion, todos log toxoides, lo gue

vias de realizacion.

1 Vids catld

va esta e

,..

o

1 tercer método, sblo se usd, para conocer el poder vacunante de

va envasada. Usamos 10 cobavos de 500 or, a log que

asd Sal Cot Uiz (10

[

a vaeuy

Y -1-44\:\,

nyectamos, una dosis de vacuna. A las ( semanas, se le inyectan
D T. de toxina. Deben sobrevivir, a esta Gltim T

a inyeccidn el 100 %
0g animales. Hemos ]lpnqﬂn a 1nvmnrﬁ_. hagta 2 T T N aohreviven

20 bt

e
el 100 ¥ de los eobayos (via subcutanea). Lios controies sin vacnna
(con ¢.1 D.T.), deben morir antes de las 48 horas.

De acuerdo al ‘‘Dispensatory’’, s6lo es necesario inyectaries
10 d.m.am. de toxina, y se considera buena vacuna, si protege al 80 %
de los animales.

Como se puede ver, sélo usan 10 d. m. m. de toxina, pero nosotros
empleando 1 D.T. y 2D.T. obtenemos una protecciéon del 100 %.
Este gran poder vacunante lo atribuimos a la forma de desintoxicar
nuestra toxina.

Los ensayos de inocuidad, se hicieron con 5 cm? de toxoide para
cada cobayo. Se emplearon por lo menos 4 cobayos, en cada deter-
minacién y se controlé el peso de los animales, durante 4 semanas.
Estas determinaciones, se hicieron con el toxoide, antes de concentrar
v después de preparada la vacuna.
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Kjeldahi, pudiéndose asi calcular ol

Lias determinaciones de pH, se hicleron potenciométricamente cosn
electrodo de vidrio.

Pr T MA~vnrnree
PUrIr1icAcIiON i Los TOXNOIDES

e

Comenzamos ensayando el toxoide N© 512, siguiendo ls téenics
gue indicamos en otro lugar. Pero por inconvenientes en el refrige-
rador, la temperatura subié varios grados sobre cero durante la
noche. En esta forma si bien se precipita el toxoide, la purificacién es
menor. Después de precipitar por el alcohol, el toxoide contenla
0.72 mgr. de nitrégeno por cm® Y como el original contenia, 3.33 mgr.
de nitrégeno por em? se habia conseguido una purificacién de 46
veces. Por una segunda precipitacién por aleohol, atn haciéndolo
a baja temperatura, se 1 gaba a 0.39 mgr. de nitrdgenc por em’.
Lia purificacién total obtenida con este toxoide, eva de 86 veces,

En otra experiencia y traba]ando de nueve con 11.2 litros de
toxoide (N© 509) pero regulando hien la temperatura, en la primera
precipitacion alecohdlica, va se consignié una purificacién de SO veces

El toxoide nativo contenia 50 D.T. por em?.

Por una segunda precipitacién con alcohol etilico, se llega a una
purificacién de 269 veces, con sélo una pérdida del 10 %5 con res-
pecto al valor primitive. qte toxoide purificado, pero por una sola
precipitacién con alechol etilico, se lo someti6 a wna segunda precipi-
tacién con aleohol metilico 5 se ocbtuve asi un toxoide con 0.168 mgr.
de N por em3, es decir, nna purificaciéon de 209 veces. El empleo de
estos dos aleoholes combinados, no es mejor por lo tanto. En una
sola precipitaciéon con alecohiol metilico se purifica 66 veces el toxoide
primitivo. Nuestros toxoides por lo tante preparvades con un medic
de cultivo distinto, se purifican mejor con aleohol etilico, que con
alcohol metilico.

A continuacién,

en C
dos con dog concentraciones de aleohol e.,ﬂieo ¥ o

binados con acidos.

Si al toxoide pnrifieade nor aleohol etilice lo sometemos a una
segunda purificacién, levindolo a su punto isceléctrico con HoSO,,
conseguimos una puvificacién de 312 veces (ver Cuadro 3) con
una pérdida del 50 % de su valor. Esta es la mejor purificacién
obtenida, pero con una pérdida relativamente elevada.

Con 4cido acético, la purificacién no mejora. Se llega a 200 veces,
con una pérdida del 60 %, del valor inicial. Con estos 4cidos, no se
mejora la purificacién partiendo del toxoide purificado, por dos
concentraciones con aleohol etilico. Se obtienen valores muyv pareci-

r.XIV,
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dos, para el dcido sulfdrico, 222 veces, v para el dcido acético 250
veges {Cuadro 3).
Por dos precipitaciones con aleohol etilico, eonseguimos nn toxoide

une contiene 0.26 + de nitrégeno por D.T. Con écido sulfirico, una

"m o LA L I

rarificacién algo mejor (0.22 v por D.71.), perc con una pérdida
del 50 9. Partiendo de la segunda concentraciéon por alcohol, ya no
es posible mejorar la relacién de purificacién por deidos (N/I. T.).

CUADRO 3

REPRECIPITACION DEL TOXOIDE PURIFICADO
Y CONCENTRADO FOR ALCOHGL

PURIFICACION

mg/N/ml|D. T./mlL|{TN/D.T. Pé?}ii‘i“ Con rela-
° cién a la| Total
alcohdlica

Pewedile wiabive o2 rng
PORGIGC NAadvoe Lo L0 0,uus gu

J.=. Precipitacion con alco-
hol etilico .......... 0,435 500 0,87 0 — 80
1.2, Freciprtacion con alco-
hol etilico mds 1 preci-

pitacién con SO+ H? .| 0,056 250 0,224 50 3,8 312
1.4, Precipitacién alcohdli-

ca mids una preeipita-

cién con ac. acético. .| 0,070 200 0,35 60 2,5 200
2.:, Pre Cl}}lfqﬁ‘\)h alcohé-

lica ................ 0,119 450 0,264 10 3,3 269

“, l’rempitacién alcohdli-
cs mds 1 precipitacion
con 4cido sulfarico ..1 0,063 200 0,315 60 0,84 222

ca mds una precipita- :
cion con deido acético.! 0,056 200 | 0,28 60 0,94 250

En la actualidad, hacemos ensayos tendientes a veducir esta pér-
dida, que se produce en la preeipitacién cor é,ciaos.

A continnacidn, ensayaniog la purificacién en mayor escala, em-
pleando el método de la concentracion del toxoide por dos precipi-
taciones con alenhnl Trahajando en huenag r}()]ﬁdir}joneg) enidandan
bien la temperatura, este método permite una purificaciéon de mas de
200 veces y una pérdida que no es mayor del 10 %. Naturalmente
estos valores se obtienen si partimos de un buen toxoide, que tenga
por lo menos 50 D. T. por em?.

Este toxoide asi purificado, se emplea yva en la preparacién de la
vacuna antitetanica con éxito; y cada operacién se hace con 22.4 lts.
e toxoide nativo y da aproximadamente 15.000 dosis de vacuna ac-

rivada, con gel de aluminio (vacuna en ensayo).
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Tn el Cuadro 4,

MATTATYTIOY
CURBUING G

DOS PURIFICACIONES CON ALCOHOL ETILICG
- i
TOXOIDE rmg N/wl | D. T./ml. | ¥ §/D. T. P cacidn P‘f”;}i‘d“
]

315 (nativo) ............ 2,83 50 56,5 — —
1.» purificacién alcohol.. ..| 0,294 500 0,59 95 0
2.2 purificacién aleohol. . ..| 0,124 500 0,25 226 0
518 (native) ......... ..l 3,29 50 65,8 — —
1.2 purificaciéon alcohol....| 0,38 500 0,76 86 0
2.* pucificacion alcohol. ...} 0,164 500 0,328 200 0
Toxoide viejo (mds de un

afio) ... 3,36 21 160 — —
1= purifiudcién ah,ohol. ... 0,65 208 3,1 51 0
2.2 pu rificacién alcohol. . . . 0,19 208 0,9 i77 O
3.» purificacién alcohol. . 0,27 415 0,65 246 0
519 (native) ............ 3,31 50 67 — —
1. purificacién aleohol....| 0,325 500 0,65 103 \]
2.» purificacién alcohol. .. 0,168 600 * 0,28 239 ¢
520 {mativo) ......... ... 3,39 50 67,7 — —
1.® purificacién .......... 0,357 450 0,79 85 10
2.0 purificacién. ... . ... .. 0,164 450 0,36 18R i0

# Se concentré doce veces.

Jomo se puede ver en este cuadro, la pu
de la geounda precipitacién aleohdliea lle ga Qaqi siemp
S6lo un toxoide ya envejecido y que seguramente habia perdido
parte de su valor inilcial, di6 una guuflcaci(')n de 177 veces v con

un contenido nitrogenado de 0.90 y por dosis test. Los bueno' to-

pre a 200 veces,

, .
watdeg  daennda r]n la myrimer AN
KOIMGES, QE5PUes @ primera précipi

.60+ a 0.70  de nitrégeno por dosis test.
Deepude de la gegunda precipitacidn con alechol etilico, pasan 2
un valor que oscila entre 0.25 y y 0.37 y de nitrégeno por dosis test.
Los toxoides tetdnicos nativos, contienen alrededor de 65 vy de nitré-
geno por dogis test. En la mayor parte de los casos la purificacion
sobrepasa las 200 veces.
En todas estas concentraciones que se hicieron sistematicamente,
no se obgervan pérdidas. '
1 toxoide de poco valor inicial, que contenia 160 ¢ de nitrdgeno
por dosis test, después de la segunda precipitacién aleohélica, daha
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.90 v de nitrégeno. Sometido a una tercera precipitacién daba 0.65 v
de nitréogeno por dosis de test. Contenia 415 dosis test por em?®., v

T.
17
S

¥
Lros

medido por floewnilacidn daba 41,7 Lf por em®. En este casc dos 1‘
correspendientes a la segnnda rzempltaaén se levaron después de
la tercera solo a un jitro. Ksto nos indica que es preciso partir siem-

pre de buenos Loxmdes para lograr finalmente un toxoide concen-
trado que contenga alrededor de 0.3 y por dosis test. AdGn con
una tercera precipitaciéon aleohélica, de un toxoide de bajo valor
inicial, los resultados no mejoran a los obtenidos eon dos precipita-
ciones alcohélicas de un toxoide que contenga 50 dosis test por cen-
timetro eibhico.

Si bien en este caso se alcanzé una purificacién de 246 veces, el
contenido nitrogenado era de 0.65 v por dosis test. Con los buenos

+r\xn1 es, alcanzando uns p“rifieacién de 2uu veces, €l contenido

185, Caiid

22}

La vacuna prepalada, con estO;

de aluminio, da excelentes resultados en lo

0D
encontramos en los sueros de los cobayos a las 6 semanas, 0.5 u.
Con 60 D.T. y 120 D. T. el valor estd comprendido entre 0.5 y 1
Lios cobayos vaeunados con 30-60 y 120 D. T. v gel, tienen oran VQL:
antigénico, pues resisten la inyeccién de 2 D.T. de toxina, sin pre-
sentar sintomas de tétano. Los controles sin vacuna, mueren antes
de las 48 horas por la inyeceién de 0.1 D.T. de toxina (via sub-
vuténea).

RESUMEN

Se estudia la concentracion al vaeio del toxoide tetinico, compro-

bandose e conserva el valor primitive. Pero este toxoide asi concen-
¥y d '?*”’ zadgs, por las sustancias de naturaleza coloidal que coi-

. 3
tiene, no precipita hien ni por los dcidos ni por los alcoholes estu-
diados.

Bl toxoide uativo, sin concentrar tampoco se puede purificar por

dcida, pues la pérdida llega a dar més del 70 ¢ del

valor primitive. 86lo dializando el toxoide nativo previamente, esta
sérdida se reduce al 50 7() del valor puuuu\u

Lia téenica de Pillemer (con metanol), aplicada a nnestro toxoide
concentrado al vaclo, da muecha pérdida (de 60 a 80 9% ).

Con toxoide nativo, esta téenica da buenos resultados, llegandose
a obtener una purificacion de 123 veces. Sin embargo, este método
1o es apropiado al medio de enltivo usado por nosotros, ya anc
uzando otra téenica, pudimnos lecar a una purificacién mayor.

Hemos obtenido buenos resultados con dos precipitaciones sucesi-
vas con alechol efilico, a Taja temperatura. o también combinando
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de cultivo usado la atenuaelon por el formol la purificacién del
toxoide ¥ la pleparacmn de la T'acuna Ademaq se dan los métodos

Si al toxoide purnuado por prempnacmn con aleohoi etilico, lo
sometemos a una segunda purificacién, llevandolo a su punto iso-
eléetrico con HyS0y4, conseguimos una purificacién de 312 veces
(Cuadro 3) con una pérdida del 50 % de su valor inicial. No se
disminuye esta pérdida, nsando un icido organico como precipitante.

Terminamos este trabaje, dando los resultados obtenidos en la
concentraecién v purificacién del toxeide por dos precipitaciones
sucesivas con aleohol etilico, a baja temperatura.

. Bn esta forma, concentramos los toxoides, sin pérdidas en su valor
v eon una purificacién que en la mayor parte de los casos, sobrepasa
las 200 veces. Este es un buen toxoide para la preparacién de la

vacunsa.
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