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TOXOIDE DIFTERICO

a) SU CONCENTRACION Y PURIFICACION (22 co-
municacion).

b) PREPARACION DE LA VACUNA Y SU PODER
VACUNANTE.

por Fernande Modern, Guillermo Ruff y Alejandro Gatti

a) Primera parte. — CONCENTRACION Y PURIFICA-
CION DE TOXOIDE DIFTERICO.

La produccién de una buena toxina diftérica, fué una preocupa-
cidén que se tuvo en el Instituto desde hace mucho tiempo. Muchos
trabajos se han publicado aqui y en el extranjero, tratando de obtener
una toxina con el mayor numero de unidades posibles (Li). Con
este objeto se cambiaron los constituyentes del caldo repetidas veces,
y nosotros, (i) publicamos un nuevo medio para la obtencidn del to-
xoide, que resultara practico y econémico y de facil realizacion en el
Tnstituto. Tuvimos en cuenta para la preparacion de este medio, las
investigaciones de Pappenheimer y las de Mueller, que trabajan con
substancias de composicién guimica bien definidas y simples, (loc.
cit.}. El medio de cultivo da en pocos dias de incubacion de 50 a 8o
1f. por centimetro ctibico. Este medio no se ha usado mayormente
en la rutina porque demanda un procedimiento muy. complicado para
¢liminar el hierro, sin lo cual no da el valor anteriormente mdicado.

Para que el costo de la toxina fuera bajo, preparamos la peptona
vy la maltosa que nos dieron excelentes resultados. Por otra parte el
toxoide era de facil purificacion y relativamente puro después de pre-
cipitarlo en el punto isceléctrico. Esta purificacién la estudiaron Sor-
delli, Savino y Ferrari, (2) llegando a la conclusion que este toxoide
purificado v activado retne las condiciones de una buena vacuna.

Como el problema de la obtencién de un toxoide de gran pureza
tiene mucha importancia de acuerdo con las observaciones de Pope y
Linggood, (3) ya que se usa en gran escala en la vacunacion antidif-
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térica, nos propusimos proseguir la posible purificacién v llegar 2
valores proximos a los obtenidos por Pappenheimer (0.00046 mg. de
nitrégeno por Lf) (4) (5). El método descripto por este autor para
llegar a esa purificacién en la toxina diftérica, demanda operauones
Fm-o-ac (precipitacion con sulfato de amonio, didlisis, etc.) que Io hacen
poco apto para concentrar grandes cantidades de toxoide.

También Eaton (6) consigue una toxina muy pura que tiene
0.0005 mg. de N por L{, precipitandola con sulfato de aluminio y amo-
nio, y luego por cloruro de cadmio. En el afio 1942, los Dres. I y R. R.
de Pirosky (7) estudian la purificacidn del toxoide diftérico obtenido
en media snnphflcado llegando a un valor de 0.56 v de nitrégeno
por Lf, con' un rendimiento del 50 % del valor prnmtlvo( Precipitan
el toxoide en el punto isoeléctrico y luego lo tratan con sulfato de
amonio al 1/3 de saturacion.

Nosotros en un trabajo recientemente presentado (9) describimo
ma nueva téenica que consiste en concentrar al vacio (10 veces) e
s de precipitarlo en el punto isoeléctrico, En esta forma

w

,
et

P .
toxoIde ar

e

sc reducia la pérdida notablemente, pero s6lo se conseguia una pureza
de 2.2 3+ de nitrégeLo por Li. Solamente por una segunda preci-
p1tac1on se llegaba a valores aceptables de pureza. También por didlisis

del concentrado y luego precipitacién, conseguiamos un toxoide que
contenia 0.75 v de nitrégeno por Li. En este trabajo, completamos
la téenica antes descripta, y por simple lavado del precipitado con mez-
clas buffer (pR' 4. 0) conseguimos un toxoide purisimo.

También estudiames la eliminacién del colorante que acompaiia
al toxoide concentrado, consiguiendo separarlo por lavado con aleohol.

Por estos procedimienios, como se puede ver, ¢l poder vacunante
del toxoide se mantiene integramente.

CONCENTRACION DE TOXOIDES POR PRECIPITACIGN.

Los toxoides se precipitan a pH 3.5 - 3.6, dejindolos en reposc
2 horas, luego se centrifugan. El precipitado se disuelve con Na OH
hasta alcanzar un pH de 7.2 a 7.4. El volumen se lleva a la décima
parte del volumen original. v

En la primera columna donde dice, “Toxoide Instituto”, queremos-
significar que el toxoide ha sido preparado con peptona elaborada por
nosotros, de acuerdo con la técnica descrita en otro trabajo. En otros
casos agregamos a este toxoide, el 20 % de otro toxoide preparado
con peptona Parke Davis (P. D.). Por dltimo, en otros ensayos para
ayudar la precipitacidn, se agregd el 10 % de Cl Na. Como se puede
ver analizando el cuadro I, las pérdidas son elevadas. Por el
agregado de toxoide preparado con peptona Parke Davis, se pudo en
muchos casos disminuir las pérdidas. En general, el agregado de Cl
Na. también las disminuye. Todos estos procedimientos dan una dis-
minucidén grande,
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El toxoide preparado con peptona del instituto, d4 una pérdida
promedial del 60 % ; agregando a este mismo toxoide el 20 % de un
toxoide preparado con Peptona Parke Davis, la pérdida se reduce a
la mitad. Por el agregado del 10 % del Cl Na, antes de precipitar
se Hega al 28 ¢ de disminucidn.

Como se puede ver mis adelante en este trabajo, hemos consegui-
do disminuir esta pérdida, y hacerla no mayor del 20 % si concentra-
mos al vacio, a baja temperatura el toxoide nativo, y luego lo pre-
cipitamos. El precipitado contiene muchas impurezas que se eliminan
por precipitaciones sucesivas como se vera mas adelante. Este pro-
cedimiento tiene tna ventaja grande sobre el anterior, desde el pun-
to de vista ccondmico.

Por precipitacion, los toxoides recién preparados (de menos de
un mes) dun menos pérdidas, que los que han permanecido 6 meses
a temperatura ambiente, como se puede ver en los cuadros I y II.
Con cualquier procedimiento que se emplee conviene elaborar los
toxoides inmediatamente, para reducir al minimo la pérdida en Lf por

atenuacion.

CUADRO I

TOXOIDES Lt / om?. %%%ggﬂﬁ;igm{o Pérdidas
1

Instituto + 209, P. D. .. .. 28 Lf 200 Lf 28.6 9,

1Lf =144y N [1Lf=142¢ N
Instituto N.° 1593 ......... 32 1If 100 Lf 68.8 %,
Instituto N.° 1613 ......... 20 L 50 Lf A
Instituto + 20 9, P. D. .. .. 30 Lf 164 Lf

1Lf=128+N | 1Lf=17yN | 453 %
Instituto N.° 1629 ... ... ... 21 Lf 77 Lf 63.3 %
Instituto + 20 % P. D. .... 23 L 150 Lf 348 9,
Tostituto + 10 9% CI Na ..., 20 Lf 100 Lf 50 9,
Iastituto N.© 1630 ......... 20 Lf 50 Lf 75 9
Instituto + 20 % P. D. .. .. 20 It 160 Lf 20 %
Instituto N.° 1630109, CINa 20 Li 160 Lf 20 %
Toxoide Instituto de 30 dias 28 Lf 180 Lf 35.7 9,
El anterior 4+ 20 9, P. D. .. 28 Lf 220 Lf 215 9
El anterior + 10 9, de Cl Na 28 Lf . 200 Lf 28.6 7,
Toxoide Instituto de 25 dias,

(1639) ... .. e . 28 Lf 180 Lf 35,7 %
El anterior + 20 9, P. D. .. 28 Lf 220 1f 21.5 %
El anterior + 10 9%, de ClNa 28 Lf 200 Lf 28.6 %
Toxoide Instituto 1648 ... .. 30 Lt 100 Lf 66 %
E! anterior 4+ 10 9, de Cl Na 30 Lf 263 1.f 124 9,
El anterior 4+ 209 P. D. .. 30 Lf 217 Lf 217 %
Toxoide Instituto 1649 ... .. 30 Lf 100 Lf 66 %
12l anterior + 10 9, Cl Na .. 30 Lf 217 Lt 277 9%
1il anterior + 20 9% P. D. .. 30 Lf 200 Lf 33.3 %
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PRECIPITACION DE TOXOIDES RECIEN PREPARADOS

La transformacién de toxina a toxoide, se practicd en la forma
habitual. Se comprobé al cabo de 30 dias de estufa, que los toxoides
eran sumamente alcalinos (pH 8.2 - 8.3). Una partc de estos toxoides
se dejo a ese pI, vy otra se llevo a pH 7.8 - 7.9 con 4cido clorhidrico,
y 10 dias después se precipitan en la forma anterior. Kl resultado de
las experiencias se dan a continuacion, en el cuadro N° II.

CUADRO II

TOXOIDE Li/cms3. Precipitac. | Conc. 10 Pérdidas
(pH) veces
i |

1652 pH 7.8 ... ... ... ....... 43.5 3.5 179 58.8 %,
El anterior +209% P. D. ... .. .. 41.6 3.6 280 327 %
El anterior + 109 CI Na ....... 43.5 3.4 400 8§ %
i652 pH 8.2 ...... ... N 43.5 3,5 192 55.8 %
El anterior 4- 209, P. D. ... ... . 41.6 3.6 280 327 9%
El anterior +109% Cl Na ....... 43.5 3.4 466 8 9%
1653 pH 7.8 ... ... ... ... .. .. 50 3.55 250 50 %
El anterior + 209 P. D......... 45 3.60 280 37.8 %
El anterior + 109, Cl Na ....... 50 3.40 400 20 9%
1653 pH 8.3 .................... 45.5 3.55 250 45 %
El anterior +209, P. D. ...... .. 41.6 3.60 300 28 9,
El anterior 4+ 10 9, Cl Na ... .. .. 50 3.40 400 20 %
1654 pH 7.9 ....7 ... ... ... .. 50 3.50 179 64
El anterior + 20 9, P. D. ... ... .. 38.5 3.65 230 40 9
El anterior + 109, Cl Na ..... . 50 3.55 385 7.5 %
1654 pH 8.2 ... ... ... ... ... 50 3.60 179 64 9,
El anterior + 209, P, D, .. ... 38¢8 3.60 230 40 9,
El anterior + 10 % Cl Na ..... . 50 3.55 385 7.5 %

Como se vé en el cuadro numero II, poco influye el hecho, de
que el toxoide se encuentra a pH 7.9 6 a pH 8.2 para su precipitacidn.

Se puede observar que precipitando el toxoide tal cual, la pérdida
se eleva al 55 - 60 % del valor original. Si la precipitacidén se hace
en presencia de peptona Parke Davis (20 %) la pérdida se reduce al
30 - 35 %. En presencia de Cl Na. al 10 %, la pérdida es aun menor.
Se nota especialmente una diferencia marcada entre los toxoides nue-
vos y los viejos, en la recuperacion con Cl Na. al 10 %. En los toxoides
recién preparados se pierde el 12 % del valor inicial, en cambio en
los toxoides viejos estas pérdidas llegan al 28 % en las mismas con-

diciones experimentales.

PURIFICACION DEL TOXOIDE POR CONCENTRACION PREVIA AL VACIO

Técnica seguida: 3 litros de toxoide (peptona Instituto)
gue contiene un 20 % de toxoide preparado con peptona Parke Davis,
se lleva a pH 7.2 v se concentra al vacio hasta alcanzar a reducir el
volumen a 300 cm?®.
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El toxoide original contenia 406 mgr. de N en 2o Lf (1 cmy).
Es decir que correspondia a 203 ¢ de N por I, 1.
El toxoide una vez concentrado 10 veces, daba zoo Lf/cm, y
. de N en igual volumen. Correspondia per io tanto,
AP

ligero Drecmuado esto e\r)hraua por un e
no contenia 10 veces mas de nitrogeno (prec1p1tac10n de substanc1as
mnactivas). De este concentrado, se precipitan 100 cm, a pH 3.5, a
las dos horas se centrifuga y el precipitado se disuelve a pH 7.2, en
100 cm® de agua. El toxoide asi purificado contiene por Lf. 4.8 v de
N y di6 una pérdida del 29 9% del valor original. Como esta purifica-
cién es pobre, se hace un nuevo ensayo, con otros 100 c¢m, del toxoide
concentrado al vacio. Se precipita en la forma anterior, pero el precipi-
tado se lava en el mismo tubo de centrifuga con 100 cm,; de mezcla
buffer a pH 4. Se lleva a igual volumen como en el caso anterior, di-
solviendo el precipitado en 100 cm, de agua a pH 7.2. La pérdida es
la misma (29 %)’ pero cada L{f contiene sélo 0.79 v de N. Como se
ve, lavando el precipitado se elimina una gran parte del nitrégeno

presente y se liega a la musma purificacién que la que se alcanza por
prec1p1ta(: del tox01de nativo, redisolucion del precipitado y una
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=
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e usa actualmente, el toxoide nativo se precipi-
litros de toxoide se utilizan 10 papeles méas o
menos, para separar el precipitado.

Ensayamos lavar con mezcla buffer un papel de filtro antes de
disolver el precipitado, y pudimos comprobar que un toxoide que
daba 1.50 v de N por Lf. por el simple lavado del papel con mezcla
buffer pasa a 0.96 v de N.

Si este toxoide se precipita a pH 3.8 - 4.0 d4 un valor de 0.69 ¥
de N, que es el valor normal, obtenido en estos ensayos, para un
toxoide bien purificado. Sélo se obtiene en esta segunda purificacidn
una pérdida de 5 % en los L.

Una tercera precipitacion no mejora la relacién entre los Lf. y
el nitrégeno presente, pues nos dié un valor de 0.70 v de N por L y
una pérdida del 10.3 % del valor anterior.

Se tratd de purificar el toxoide que actualmente se usa en la
preparacion de la vacuna antidiftérica.

Ensayamos el toxoide terminado, que contenia 295 I.f/cm3, y
con un contenido de 1.49 vy de N por Lf. Le hicimos una segunda
precipitacién a pH 4 y el precipitado fué redisuelto llevandolo a su
volumen original y a pH 7.2. En esta forma con solo una pérdida
del 10.5 % se obtuvo una gran purificacion, pues contenia por Lf.
0.66 v de N, es decir que pasamos de 1.48 v a 0.66 ¥ de N/Lf. Este
valor se habria alcanzado también si los papeles de filtro se hubieran
Javado con mezcla buffer (pH 4) antes de redisolver el precipitado.
Repetimos el ensayo anterior, pero lavando el precipitado con mezcla
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huffer, pero la purificacidén ne mejord, ya que nos dié 0,67 v de N
por Li. Por lo tanto en estas condiciones experimentales, no es ne-
cesario lavar el precipitade con mezcla buffer. En Qg’;nblg’ si parti-
mos de un toxoide concentrado al vacio, se hace necesaria este la-
vado. Por lo tanto la llamada purificacion consiste en la eliminacién
por lavado con mezcla buffer del nitrdgeno adsorbide por el papel
del filtro o por el precipitadoc mismo.

A continuacion en el cuadro IIT, damos los resultados obtenidos
en la concentracién al vacio de 4 toxoides d1ferentes y donde se pue-

de ver que los valores de purificacién son practicamente iguales.

mC)

U)

CUADRO 1II
|
Toxoides 10 veces concen- Primera rediso- Redisolucién despuds ds
trado L /em:. lucién lavado con mezcia buffer
1649 .. 300 Lf 250 Lf 217 Lf, 1Lf = 0.76 y de IV
1If=37vyde N
i654 .. .. 416 — 385 Lf, 1Lf = 0.75 vy de N
1653 .. .. 470 Lf — 416 Lf, 1Lf = 0.75 v de N
1652 ... 470 Lf — 416 If, 11f = 064 v de N

Por el iavado con mezcla buffer del precipitado, se consiguen
eliminar las sustancias nitrogenadas retenidas, llegdndose a una pu-
reza muy buena y a un valor muy constante. Como dato comparativo
debemos hacer notar que Pappenheimer, en una toxina cristalizada en-
cuentra 0.5 v de N por L{, y la considera pura y libre de sustancias
extrafias. Por lo tanto podemos decir que estos métodos nos aproxi-
man al toxoide muy purificado, ya que no hay razén para suponer que
existan diferencias entre toxinas y toxoides con respecto al nitrd-
geno y a los Lf presentes. Ejemplo: un toxoide cuyo valor original
era de zo Lf/cmg3, y que contenia 190 v de N por Lf, lo concentra-
mos al vacio 10 veces con solo una pérdida del 9 %. Luego se preci-
pitd y el precipitado se redisolvid, encontrandose como era de suponer,
un valor alto en el N (1 Lf = 6.6 v de N) y en este caso la pérdida
fué elevada llegando al 26 %.

Si lavamos el precipitado con mezcla buffer, antes de su redi-
solucién se llega a 0.88 ¥ de N por Li con la misma pérdida.

Por precipitacién, lavado con buffer y redisoluciones sucesivas
(hasta 3) va no se consigue purificar mas el toxoide, pues se llega
a un valor que no es menor de 0.76 v de N.

La seccién vacunas nos entregbé un papel de filtro con el preci-
pitado correspondiente, hecho segin la técnica que estd actualmente
en uso. Este papel se lavo dos veces con 200 cm.3 de buffer a pH 3.7
y el precipitado se disolvié en 400 cm.3 de agua a pH 7.2. Se consi-
guié un toxoide que contenia 0.78 v de N por L{f. Reprecipitando dos
veces mas, se llegd a 0,76 v de N por Lf. Por lo tanto, puede com-
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probarse que no se purifica mas después del primer lavado con mez-
cla buffer. Este toxoide dié concentrado por rutina 1.4 v de N por
ILf. Por precipitacién v redisolucion baja este valor a 0.67 v de N.
Lavando con mezcla buffer antes de redisolver el precipitado no
mejora el valor (0.7z v de N). Por lo tanto, se vé que solo es efec-
tivo el lavado con mezcla buffer cuando esta operacion se hace
después de precipitar el toxoide nativo, es decir, cuando el papel estd
impregnado del medio de cultivo primitivo, arrastrandolo la mezcla
buffer. También tiene accidn eficaz, cuando se trata del toxoide con-
centrado al vacio, por la misma razén anterior.

Eliminadas todas estas sustancias, ya no es posible una purifi-
cacion ulterior. La pureza obtenida en nuestros toxoides, por todos
estos procedimientos, es practicamente la misma, lo que es un indice
de su pureza.

Como se pudo comprobar, el toxoide purificado actualmente en
uso, conticnc cierta cantidad del caldo que se utilizé en su prepara-
cion. La precipitacidén del toxoide en su punto isoeléctrico, arrastra

algo del medio que después queda en las Lf 1ecupe1ada cosa que
o Aamntaagden  ma AM_..,J,A compar ntivrn Aol cesmtamida amlitenoamada
DC UCLHUCOLL A J:}Ul cCoLuuiu Lo P latiyvuy ulr vuillc 11\1U 11T \_}t> Taviv

Desde el momento que el medio de cultw primitivo, tiene pro-
piedades anafilactogénicas, como Io demostraron L. Pillmer y co-
laboradores (8) para la vacuna tetanica, convienc climinar totalmen-
te de la wacuna antidiftérica, el caldo proveniente de su preparacion.
Estos autores encuentran que los toxoides tetanicos por ellos puri-
ficados, no dan shock en cobayas sensibilizadas, con el medio de
cultivo empleado, por lo tanto estan relativamente libres de propie-
dades anafilacticas.

Actualmente nosotros estamos tratando de determinar la pre-
sencia de sustancias anafilactogénicas, provenientes del caldo para la
vacuna que es objeto de nuestro estudio.

CONCENTRACION AL VACIO DE DIFERENTES TOXOIDES

A continuacion damos los valores que encontramos en el estu-
dio sistematico de diferentes tipos de toxoides, las pérdidas v la pu-
rificacion.

En solo tres casos obtuvimos una pérdida apreciable que llegaba
a casi el 30 % del valor primitivo (cuadro IV). En los otros casos
la pérdida no fué mayor del 11.5 %, valor que es muy pequefio. Por
el procedimiento actual, la pérdida es en muchos casos mayor del
50 % del valor original.

La pérdida alta seguramente se debié a que el concentrado 10
veces antes de precipitar se mantuvo en la heladera varios dias, se-
pardndose un precipitado cristalino que se pegd a las paredes v que
no se pudo desprender ni disolver.

Tomo XIIT
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CUADRO IV
Coneentrado | Pérdida | primera re- Lavado con | Pérdida
Toxoides Nativo 10 veces |POr con- buffer ¥ re- |por pre-
(T.Fh cent, disolucidn disoeién cipitac.
al vacio -
Toxoide Inst. 20 260 0 142 Lt 142 Lt 29 %
+20 ¢ PD (1Lt =203 (1 LI =187 %) (1 Li = 183 v)|(LLf =079
Toxoide Inst. 20 192 4 142 Lt 142 Lt 26 %
+20 9% PD [(1 Lt = 190 1)[(1 Lt = 202 7) (1Lt =66 7)[(1 L= 080r~)
Toxoide Inst. 29.5 295 [0 280 Li 285 Lt 3.4 %
1648 ...... QA Lt =45 7)(LLL =114
Toxoide Iost. 30 300 0 250 1.t 217 Lt 28 %
1649 ... ... (L Lt = 3.75 v)|(L Lt = 0.76 v)
Toxoide Inst. 47 470 0 416 Lt 416 Lt 11.5 %
1653 Q14 =415 7v)|(L Lt = 0.75 7)
Toxide Jnst. 47 470 0 416 Lt 416 Lt 11.5 %
1652 ...... (QLt=47v) [(QA1t=0647)
Toxoide 1Inst. 41.¢ 416 0 385 Lt 385 Li 7.5 %
1654 G L= 87157

Como se vé en la pentltima colummna del cuadro, los valores de
purificacién son muy similares y oscilan entre 0.7 v y 0.8 v aproxi-
madamente.

En resumen podemos decir que por esta técnica ideada por nos-
otros, las pérdidas son menores del 20 %. En cambio, por el método
actualmente en uso dificilmente se consiguen pérdidas menores del
50 %. Esto tiene su interés, ya que han habido afios en que se pre-
pararon mas de 8.000 litros de caldo. Ademas, la concentracidn al
vacio del toxoide, permite trabajar con volumenes 10 veces menores.

El método simplificado podria realizarse en la siguiente forma:
400-500 litros de toxoide nativo, en vez de precipitarlo directamente,
se Heva al alambique vitrificado, concentrado 10 veces (40-50) a
menos de 30°C. de temperatura (pH 7.0). Recién entonces, se pre-
cipita en el punto isoeléctrico, se centrifuga o fiitra por papel, vy el
precipitado se lava con mezcla buffer (pH 4.0). Por redisolucion del
precipitado, se llega a un toxoide de una pureza de 0.6 y a 0.8 ¢ de
nitrogeno por L.

ATENUACION DEI, TOXOIDE, NATIVO

En el transcurso de este trabajo hemos observado muchas veces,
en toxoides que tenian 30-40 dias de preparados, una atenuacion que
llegaba hasta el 30 % de su valor inicial. ; Cual podria ser la causa
de esta atenuacién? Muchas toxinas que contenian como hidrato de
carbono, glucosa, llegaban a un pH 8.3 - 84, en cambio si contenian
maltosa el pH dificilmente llegaba a 7.8. Estas ultimas toxinas no
se atenuaban. T.a reaccidn demasiado alcalina o demasiado acida fa-
vorece la atenuacion. Rebajando la alcalinidad de la toxina a pH 7.6
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se consigue detener la atenuacion. La correccién del pH no influye
en la precipitacion dei toxoide como se pudo ver. En esta forma to-
xoides mantenldos mas de dos meses plfﬂd(}n menos del 10 % de

pérdida se hace atin mener, si se conservan los

HITMINACION DE LAS PORFIRINAS

El toxoide concentrado tiene generalmente un color rojo bas-
tante intenso que fué muy dificil eliminar.

Se usa generalmente el gel de aluminio para separar parcial-
mente este colorante, perc por este método también se pierde una
pequeﬁa parte de los Lf presentes y no se purifican. Nosotros he-
mo§ conseguido separar cuantitativamente este colorante en la formd
siguiente :

100 ¢m.3 de toxoide concentrado por cualquier de los métodos
descritos en este trabajo, se precipitan en la forma habitual con
H2SO. 5N. Se separa el precipitado por centnqu'amon y se lava
con 100 em.3 de alcohol a g6°. Se desmenuza bien el precipitado con
una variila de vidrio. Se separa por centrifugacion el alcohol que ha
tomado una coloracion rojo intenso. Se repite el lavado con alcohol,
acidulandolo ligeramente. Si nc se acidula el alcohol, queda opales-
cente. Finalmente se elimina el alcohol con mezcla buffer a pH 4.0.
Un toxoide ya preparado por rutina que contenia 530 Lf/cm.3 v
1.38 v de N por Lf se precipitdé. Llevando al volumen original nos
dié un toxoide con 500 Lf/em.3 y 0.70 v de N por Lf. El mismo
toxoide, pero lavado con alcohol en la forma antcs descrita nos did
500 Li/cm.3 v 0.66 v de N por Lif.

Estudiamos en cobayos, como se verd después, el poder vacu-
nante de todos estos toxoides en presencia de gel de aluminio.

2da.

m

PARTE, b) Preparacion de la vacuna.

Como gel adsorbente para la vacuna antidiftérica, se usa en el
Instituto el hidrato de aluminio Al (OH,;) (C. ¥). Seguimos la
misma técnica que emplea la seccidén vacuna y que consiste en diluir
el gel, de manera que contenga 10 mgr. de Al (OH,) por cm.j3

Tl

PREPARACION DEL HIDROXIDO DE ALUMINIO

Se hacen previamente las siguientes diluciones: 340 grs. de alum-
bre amoniacal, al que se le agregan 500 cm3 de agua destilada, apar-
te 160 gr. de sulfato de amonio con 3.250 cm3 de agua destilada. Y
por tltime 250 cm3. de agua amoniacal al 22 %.

Método: Disolver cada sal por separado. La soluciéon de alum-
bre amoniacal se lleva a ebullicién, dejindola luego enfriar a 62° -
65° C. La solucién de sulfato de amonio se lleva a un bafiomaria,
manteniendo la temperatura de 60° - 61° C. Dentro de la olla que

Tome XII
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contiene el sulfato de amonio se coloca un agitador y se agrega al
mismo tiempo, la solucién de alumbre amoniacal v la solucién de
amoniaco al 22 %. Estas soluciones asi mezcladas, se mantienen a
la temperatura de 60° - 61° C. agitando 5 minutos violentamente y 15
minutos mas lentamente. Liuego se hacen por decantacion varios la-
vajes con agua destilada y se ileva con agua a un volumen de 5.800
m.3. T cm.3 de esta solucidn debe contener 10 mgr. de Al (OH),.
Seis litros de toxoide a pH 5.5-5.6 y con 30 Lf/cm.3 deben con-
tener 300 cms.3 de este gel. Esta cantidad de gel es suficiente para
adsorber los Lf presentes. Con el objeto de comprobar esta afirmacion
hicimos el siguiente ensayo: Se prepararon 2.500 cm.3 de vacuna
{por supuesto con el gel correspondiente). A las 24 horas se filird
por papel doble. El filtrado se llevé a pH 7.0 con 5 cm.3 de una
mezcla buffer a este pH y se concentréd al vacio 25 veces. Se mi-
dieron hasta 10 L{ con resultado negativo. Con 20 % menos del gel
tampoco se encontraron unidades floculantes después de coricentra-

-an o 1§ en ol
C S

do 25 veces. Con 40 % menos de gel se encontraron 50 Lf
concentrado., esto qmere decir que la vacuna prilﬁ.itiva contenia 2

Se hicieron ensayos en blanco para comprobar la bondad de este
procedimiento y no se pudiese objetar que el poder floculante re-
sidual se destruyese durante este proceso. Se concentrd con este objeto
2,200 cm.3 de toxoide con 1 Lf/cm.3, 25 veces. Se encontré en. el
concentrado 17 Lif, en vez del valor tedrico que serian 22 Lf.

Como el toxoide purificado tiene menos nitrégeno que el toxoide
que se prepara en la rutina actualmente, hicimos ensayos de adsor-

. r
c10n. Se pudru\ t‘r\rnprr\}\nr q119 fnmblep con ]',) mlcl‘nﬂ r‘ﬂnt}dﬁr‘ era

adsorbido integramente. Con 20 % menos de gel no encontramos
I.f sin adsorber.

PoDER VACUNANTE EN COBAYOS

Hicimos un ensayo preliminar inyectando una dosis vacunante
(30 Li y gel) del toxoide comtn y del purificado. A los 28 dias se
inyectaron 10 d.m.m. de toxina a cada lote. El 30 % de cada lote
muri6 antes del 4to. dia, presentando edema. Practicamente no nota-
mos diferencia entre los dos lotes.

En cambio, sobreviven sin edema, si inyectamos 6o Lf con gel,
de la vacuna purificada (contiene igual nitrégeno, que 30 Lf de la
actual) después de inyectarle 10 d.m.m.

La experiencia se inicid con 15 cobayos en cada tanda, pero por
haberlos mantenido en jaulas, en malas condiciones, algunos murie-
ron antes de inyectarle la toxina.

En la farmacopea de los Estados Unidos, el método consiste en
inyectar a cobayos, una dosis vacunante y a las 6 semanas, se inyec-
tan 5 d.m.m. que deben proteger al 8o % de los cobayos.
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ENSAYO DE 1NOCUIDAD

Se inyectaron con 500 Lf cada cobayo, y se estudid ¢l peso du-
rante un mes. Se hicieron 2 lotes de 5 cobayos cada uno.

INOCUIDAD

Toxoide purificado N.o _P_es_o Peso a los | Peso a los | Peso a los
(500 Lf) inicial 10 dias 17 dfas 27 dias
361 272 290 251 2435
323 220 247 225 222
387 280 290 271 280
348 265 280 263 280
373 242 277 265 265
Toxoide rutina 393 224 230 222 215
1500 Lf) 330 267 297 272 295
307 250 247 265 256
312 219 260 260 267
347 235 210 216 210
i ! i

No dan sintomas de intoxicacién diftérica en ninguna de las dos
tandas, y =i bien no ha habido aumento de peso, se debe a las malas
condiciones en que se mantuvieron en las jaulas.

NUEVOS ENSAYOS

Se inyectaron 4 cobayos con 3 Lf de la vacuna de rutina y a
los 3.4 dias se encontraron mas de I u. a. y menos de 2 unidades.
Se mezcld la sangre de los 4 cobayos antes de hacer la medicion.

En laz mismas condiciones anteriores se obtuvieron 3 u. a. para
el lote myectado con 10 I.f del toxoide purificado.

Ensayo comparaivvo del poder wvacunanic. — De 30 LI - Al
(OH)?® de rutina y 60 LI 4+ Al (OH), purificado.

El conienido del nitrogeno de la vactna purificada correspondia
a la mitad del que tenia el toxoide de rutina. De manera que 30 Li
del toxoide de rutina contenia el mismo nitrégeno que 60 LI del
purificado.

Se inyectaron 2 lotes con 25 cobayos cada lote y sobrevivieron
todos pues fueron mantenidos en buenas condiciones (colocados en
box); a los 48 dias se les sacd sangre del corazén y se mezclaron las
sangres de cada lote.

Empleamos cobayos de 250 grs. cada uno.

Con go Lf (rutina) v 60 Lf purificado, di6 cada lote 3 u. a.
(método de Ehrlich). Seguramente para el cobayo de 250 grs. la
cantidad de Lf inyectada es muy grande y por eso no se notan di-
ferencias en el poder vacunante. Fsto no significa que Jas mismas
dosis inyectadas en niflos no den diferencias apreciables.
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Para poder apreciar las diferencias inyectamos 15 cobayos con
5 1Lf (rutma) y 15 cobayos con 10 Lf purificada (igual cantidad de
nitrégenc ). Sangramos a los 54 dias y pudimos observar: los coba-
vos inyvectados con 5 Lf (rutina) daban 1.25 u. a. y los invectados
con 10 L% purificado 2 u. a. En vista de este resultado categdrico,
vepetimos In experiencia con igual resultado. Fsto nos indica que
para ¢l cobayo, 5 Lf de vacuna (con gel) de rutma, tiene menos
poder vacunante gque 10 Lf de¢ la purificada por nosotros.

Para conocer las diferencias que pudieran existir inyectando me-
11os vacuna, hicimos 4 lotes de 10 cobayos cada uno. Inyectamos un

Iote con 3 L, otro con 2.5 Lf luego con 5 Lf purificada y 10 Lf

también purificada. A los 4o dias se sangraron los cobayos de cada
lote, mezclando la sangre correspondiente.

TOXOIDE j Lf inyectados u. a. encontradas
..................... i 2.5 Li 6.8 u. a.
JR 5 if 14 u a
Puarificada .............. I 5 Lf 1.5 u. a.
Purtitcada ... ..o ‘ 1o It i.8 u. a.

Practicomente encontramos igual poder vacunante cen 5 Lf sin
purificar y con 5 LI purificado. Es decir, en esta purificacion ulte-
rior no pierde su poder vacunante.

El purificado con 10 L, da un valor superior al que encontra-
mos con 5 Lf purificado. Es decir que inyectando estas cantidades
va se nota diferencia para el cobayo, cosa que no habiamos encon-
trado para Go y 30 Li.

Con 2.5 Lif el poder vacunante es inferior al obtenido con 5 Lf.
Demostraria este experimento la influencia de los 1,f en el poder
vacunante en las condiciones experimentales,

Intereszba por tltimo comprobar si a la vacuna que le habiamos
eliminado el colorante con el alcohol, habia perdido su poder vacu-
nante.

Inyectamos 3 lotes de cobayos (20 animales cada uno) con 5 Lf
de vacuna; una tanda con la vacuna en usc (rutina, nueva serie),
otra con la purificada por precipitacion y lavado con aleohol, v otra
tanda con la vacuna purificada por precipitacion y lavado con alcohol,
v otra tanda con la vacuna purificada por dos precipitaciones suce-
sivas.

Esta vicuna (rutina) nos dio 2 u. a. (a los 40 dias), la obte-
nida por dos precipitaciones 1.60 u. a. v la purificada por precipi-
tacién v alcohol 2 u. a. No pierde valor por la accion del alcohol.

Creemos poder afirmar que este ensayo preliminar sobre el po
der vactunante en cobayos, de estas vacunas muy purificadas, justi-
fican un censayo en gran escala en niflos, con Schik positiva. Se po-
dria comparar con la vacuna que se usa actualmente.
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Para terminar podemos adelantar, que estamos estuchando la
e atenuacidn de la vacuna preparada, en todas sus

7

Q
a temperatura ambiente, en frio, en funcién del tiempo.

RESUMEN GENERAL

Fn la primera parte de este trabajo, cstudiamos la concentra-
cién de los toxoides por precipitacién, haciendo notar que los toxoi-
des preparados con peptona del Institute dan una pérdida del 60 %
del valor inicial. Pero agregando al toxoide con peptona del Insti-
tuto, el 20 % de toxoide preparado con peptona Parke Davis, esta
pérdida se reduce a la mutad.

En presencia de Cl Na al 10 %, la pérdida es atn fnenor. Se
nota especialmente una diferencia marcada entre los toxoides nue-
vos y “viejos en la recuperarién con C1 Na.

En los toxoides recién preparados se pierde el 12 % del valor
s1micial anm o~anmahis an lac Fasems JRp N '.1- 1 11 o
nicial, cn cambioc en los toxoides Vlt_]()b estas perdi uegan al 28 %,
en las mismas condiciones cxperimentales

Tamblen CleSCI’Jb mos 12 fé(‘m(*g que usamos para concentrar el

toxoide al vacio. En la mayor parte de los casos ensayados, la pérdi-
da no fué mayor del 11.5 %. La pureza final obtenida es muy bue-
na, llegandose a valores comprendidos entre 0,6-0,8 7 de N por Li.
Se pudo observar también que el toxoide nativo se atenuaba a
los 30 - 40 dias de preparado, si el pH era de 8.3 a 8.4.
Reduciendo la alcalinidad a pH' 7.6, se conseguia detener la ate-
nuacién. En esta forma los toxoides mantenidos mas de dos meses

También descr1b1mos somelamente la técnica empleada para eh-
minar las porfirinas. Conseguimos preparar un toxoide concentrado
(500 Lf/em.3) incoloro, que solo contenia 0.66 v de N por Lf. Por
todos estos procesos no perdia el poder vacunante.

- Estudiamos la preparacién de la vacuna antidiftérica y la canti-
dad Optima de gel al (OH,) necesaria para una absorcién total.
Todos estos ensayos se hicieron, con la vacuna que se usa actualmente
y con la vacuna nueva purificada. Era necesario este estudio com-
parativo ya que el toxoide muy purificado tiene menos nitrégeno.
Con 20 % menos de gel no se encontraron L{ sin adsorber.

Estudiamos por ultimo, el poder vacunante de esta vacunas.
Inyectando una dosis (rutina y purificada) y a los 28 dias, 10 d.
m. m. de toxina, sobrevivieron de los dos lotes, el 70 % de los ani-
males. Con 60 Lf de la purificada, que contiene el mismo nitrégeno
que 30 Lf de la actual, sobrevivieron el 100 % de los animales des-
pués de inyectarle 10 d. m. m. de toxina.

Ensayamos actualmente con mayor nimero de animales la ex-
periencia anterior, agregando también la vacuna sin porfirinas.

Se estudid la inocuidad, inyectando 500 Lf por cobayo con buen
resultado, como se puede ver en el trabajo.

Torng XIF
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Inyectando 30 Lf (rutina) de toxoide, solo y 6o Lf de la purifi-

encontraron o |
CNCoNIraron a «

@]

e3

cada en dos lotes de 25 r‘nh;\vnc cada unoe, §

dias 3 u. a. en cada lote. bcgu amente para cobayos de 250 g
cantidad inyectada es muy grande, o se han medido muy tardian
las unidades antitéxicas, v asi se explicaria las d1fe1enc1as que exis-
ten al inyectar 10 d. m. Para poder apreciar Ias diferencias en
otros dos lotes de 15 cobayos cada uno, inyectamos 5 LI (rutina) y
1c Lf {purificada). Los cobayos con § Lf (54 dias) daban 1.25 u. 4.
v los inyectados con 10 Lf. 2 u. 4. Hstas diferencias las pudimos com-
probar en las repeticione% que hicimos, ya que eran de sumo interés.
Ll poder vacunante de 5 Lf (rutina) y 5 Lf (purificade) es el mis-
mo. Con 2,5 Lf el pOd€1 vacunante es inferior al obtenido con 5 Lf
en cobayos. El poder vacunante de la vacuna sin porfirinas es el mi

mo, que el sin purificar..
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