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Vacuna an ti diftérica
SU ESTUDIO EXPERIMENTAL

Por A. SORDELLI, E. SAVINO y J. FERRARI

El Instituto Bacteriológico (D. N. de H.), se ha dedicado al estudio 
y adaptación de los mejores procedimientos técnicos de preparación 
de la vacuna antidiftérica, procurando satisfacer así las exigencias de 
la vacunación contra la difteria en la B. Argentina; práctica médica 
que, iniciada desde muchos años atrás (Elizalde, Bachmann, Des» 
tefano, etc.), ha cobrado impulsos de real significación higiénica entre 
nosotros, sólo en el último lustro, esto es con la campaña intensiva 
efectuada por la Asistencia Pública de la Capital Federal. 0

Los progresos alcanzados en la vacunación antidiftérica se deben 
exclusivamente al mejoramiento del agente en ella empleado y, por 
lo tanto, para realizar una campaña de vacunación es de importancia 
esencial la preparación de una buena vacuna.

En esta comunicación trataremos precisamente de este problema de 
orden técnico, que puede enunciarse del modo siguiente:

La vacuna antidiftérica debe: Io. poseer un gran poder inmunizante, 
por su especial aplicación a personas sensibles, sin antitoxina circulan
te, en las cuales la inmunidad se produce difícilmente: 2o. carecer de 
capacidad alergénica, pues el hombre está dotado de sensibilidad alér
gica para los productos del C. díphteríae: 3 o. ser innocua, esto es esté-

i1) La Dirección de la Asistencia Pública (Dr. Roberto Acosta) designó, em 1931, 
una comisión presidida por el Dr. Cibils Aguirre, con el objeto de implantar la 
vacunación antidiftérica en la ciudad de Buenos Aires. Dicha Comisión redactó 
un informe con las normas necesarias para cumplir ese propósito y dio principio 
a su ejecución.

Recibido para publicarse en agosio de 1935.
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ril y desprovista de toxicidad; fácilmente administrable; de buena 
conservación y bajo costo.

Solo con la visión conjunta de estos tres términos es posible inten
tar la solución del problema.

Ahora bien, el uso del toxoide (anatoxina) ha sido tan afortunado y 
sus éxitos tan evidentes que todos los investigadores han limitado sus 
actividades a la mejora de la calidad de este producto.

El problema planteado por la preparación de la vacuna antidifté
rica ha quedado pues, por esta circunstancia, reducido a la obtención 
de un toxoide (anatoxina) antigénicamente muy activo; con capacidad 
alergénica mínima; atóxico; estéril y de fácil aplicación, buena con
servación y bajo costo.

Los antecedentes registrados en la literatura científica son tan nu
merosos, variados y contradictorios, que su estudio y crítica nos ale
jarían mucho de la finalidad de esta comunicación. Por tanto citare
mos únicamente aquellos trabajos que. por la importancia de sus 
conclusiones, inciden de manera directa sobre el asunto que tratamos 
o constituyen antecedentes de prioridad. Aunque todos sabemos que 
es a Ramón, a quien se debe la difusión del excelente medicamento, 
no es superfino recordarlo; rindiendo así justo homenaje de gratitud 
al distinguido investigador francés.

I. ·— Obtención de la toxina

La fabricación de sueros antidiftéricos de alto valor, ha sido regida 
por la idea del empleo de toxinas muy activas y ésta primaria preocu
pación de todos los técnicos que trabajan en la producción de sueros, 
ha conducido de por sí, independientemente de la vacunación humana, 
a un considerable enriquecimiento de la toxina diftérica. En efecto, 
si en 1913, año en el que Behring preparó la vacuna antidiftérica, 
era raro obtener toxinas cuyo valor excediera de 5 L¿_ y, en 1921, no
sotros considerábamos como un hecho excepcional la elaboración de 
toxinas de 12 L+, ya Pope (1932) las prepara regularmente con 50 
L+ por cI. * 3.

Base principal de este gran adelanto ha sido la introducción de subs
tancias economizadoras del consumo protéico, glucosa (Theobald 
Smith, 1899) o acetato de sodio (Pope, 1932), en la composición de 
los medios nutritivos.

El empleo universal de un solo medio de cultivo está impedido por 
la diversidad de las condiciones locales y de la materia prima, factores 
de significado biológico preponderante, difícilmente determinables. 
Convencimiento éste que surge apenas se haya intentado preparar
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toxina diftérica por cualquiera de las muchísimas recetas conocidas y 
que justifica plenamente el uso en cada región o país de caldos pre
parados con fórmulas propias.

En general, nosotros no nos hemos apartado de los principios clási
cos y, desde muchos años, empleamos el mismo caldo que, modificado 
en algunos detalles, ahora usarnos para preparar la toxina diftérica. 
(Ver técnicas).

La siembra de una cepa apropiada (Park Williams n°. 8), de buen 
poder toxigénico, da un máximo de actividad tóxica en un tiempo y a 
una temperatura convenientes. (Ver técnicas). Paralelamente a esta 
toxicidad crece también la capacidad de combinación de la toxina y 
esta magnitud, que puede ser determinada en corto tiempo por el 
fenómeno de Ramón (floculación), es un índice de la actividad anti- 
génica de la toxina.

Los resultados son lo suficientemente constantes para que su téc
nica de obtención se haya incorporado a la rutina fabril, según lo 
prueban los protocolos de la Sección Toxinas (Dr. R. Qltiroga y M. 
Arzeno Carranza); de donde proceden los datos siguientes:

II. ·—■ TRANSFORMACION DE

1933 1934 1935

Lf N.° Litros Lf N.o Litros Lf N.o Litros

0.04 1 30 0.04 __, __ _ 0.04 _ _ _ _
0.05 8 250 0.05 13 400 0.05 27 800
0.06 21 700 0.06 17 600 0.06 15 450
0.07 1 15 0.07 7 200 0.07 2 45

+ de 0.07 1 48 + de 0.07 2 60 + de 0.07 — —

LA TOXINA EN TOXOIDE

Glenny y Südmersen (1921), Ramón (1923) y Glenny y Hop
kins (1923, demostraron que la toxina diftérica pierde su toxicidad 
por la acción del formol, pero conserva sus propiedades antigénicas 
y su capacidad de combinación con la antitoxina. El método de flo
culación de Ramón (1922) pone de manifiesto esta última propiedad 
en forma admirable y debe ser considerado como el guía de todas las 
operaciones de la preparación de la vacuna antidiftérica.

Los principios que rigen la transformación de la toxina en toxoide 
por la acción del formol, son muy simples. Por ejemplo, la velocidad 
de atenuación aumenta con la concentración del formol libre y con 
la temperatura; un exceso de formol o una muy alta temperatura, 
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disminuyen su poder antigénico; la desintoxicación completa exige un 
mínimo de formol y la reacción del medio tiene importancia decisiva, 
estando su óptimo cerca de pH 8.

Resulta fácil comprender así que para cada tipo de toxina corres
ponde una particular concentración óptima de formalina y, en ciertos 
casos, una conveniente corrección clel pH, efectuada después de la 
adición del formol.

En el caso de la toxina usada por nosotros, la adición de 0,6 % de 
formalina neutra y la incubación a 37° C. durante 15 días, son sufi
cientes para obtener la desintoxicación completa. El pH de estos 
toxoides está cerca de 7.5. (Ver técnicas).

Según nuestra experiencia, no es posible producir una desintoxica
ción completa sin que haya un exceso de formol, revelado por el reac
tivo de Schiff después de la incubación a 37° C. Por tanto, creemos 
que los toxoides sin formalina libre, deben haber sido obtenidos en 
condiciones diferentes de las que se acaban de describir.

En recientes investigaciones hemos entrevisto la posibilidad de me
jorar la actividad antigénica del toxoide bruto, si se ajustan las condi
ciones de atenuación.

III. — Medición de la actividad del toxoide

Para Ramón la actividad inmunizante de un toxoide puede ser apre
ciada por el número de unidades antigénicas contenido en 1 c3 y medi
do por floculation (Lf/c3). Esta magnitud constituye un guía muy 
útil, pero los resultados de nuestra experiencia, coincidentes con los 
de otros autores (Glenny y col.), niegan que pueda ser utilizada para 
medir el poder vacunante de un toxoide dado.

En apoyo de esta afirmación podemos mencionar: 1. La existencia 
de toxoides carentes de poder floculante que, sin embargo, son ópti
mos antígenos. 2. La posibilidad que de una misma toxina se puedan 
preparar toxoides de igual valor floculante (Lf) y diferente poder 
inmunizante. Aunque, cabe reconocerlo, estos hechos no llegan a 
invalidar totalmente la afirmación de Ramón, pues es cierto que entre 
el poder vacunante de un toxoide de poco valor (medido por flocula
tion) y otro de mucho valor, elaborado de idéntica manera, existen 
diferencias que seguramente favorecen al toxoide de más Lf por c3 
cuando se comparan volúmenes iguales.

Por tanto, la actividad vacunante de un toxoide debe medirse di
rectamente, para lo cual se lo iiryecta, en manera y dosis adecuadas, a 
animales capaces de producir antitoxina por la inoculación de toxoides 
y que normalmente carecen de inmunidad natural.
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El cobayo es el animal de elección y, desde el descubrimiento del 
toxoide diftérico, ha sido usado corrientemente para probar la activi
dad antigénica de éste. Empero, quedan aún por fijar la dosis y el 
método de medida de la inmunidad, así como también el momento 
en que debe practicarse la medición. Glenny, Allen y Hopkins 
(1923), introdujeron en la practica de la medición el denominado 
«índice de inmunidad», dado por el número de veces que una dosis 
de la toxina utilizada en la reacción de Schick, debe inyectarse para 
obtener un resultado negativo, cuando la primera inyección se hace 
a las tres semanas de la vacunación y el intervalo entre las siguientes 
inyecciones de prueba y a la vez vacunantes es de 7 días (patrón de 
inmunidad potencial). Una variante de este método es el «índice de 
inmunidad rápida», que consiste en inyectar la dosis Schick de toxina 
a los 10 días de la vacunación y repetir su inyección cada dos días.

El índice está dado por el número de días que transcurren entre 
la fecha de vacunación y la de la primera reacción negativa.

Schmidt y Kjaer (1930), prueban la actividad antigénica de la 
vacuna por inyección de 1 y 10 D. L. M. de toxina diftérica, a los 21 
días de haber vacunado con 10 Lf.

En los EE. UU. se exigía una actividad tal que los cobayos, inyec
tados con la primera dosis de vacuna, no debían sucumbir a la intoxi
cación con 5 D. L. M. de toxina diftérica, inyectadas 42 días después 
de la vacunación. Este patrón es considerado deficiente por Park 
(1932), puesto que en su experiencia la inmunidad con un buen to
xoide llega a ser suficiente para proteger a los cobayos contra 20 a 
30 D. L. M. de toxina.

Ramón (1928), comparando toxoides de 11 Lf, 7 Lf y 1 Lf por 
c3, administrados en dosis de 5 c3 a cobayos de 350 g., encuentra 
que los animales inyectados con 55 Lf. resisten hasta 400 D. L. M. 
de toxina, los de 35 Lf a 100 D. L. M. y los de 5 Lf a unas pocas 
dosis e irregularmente.

Belfanti, con 1 c3 de un toxoide que no flocula (destinado a riño- 
vacunación), inmuniza cobayos contra 100 D. L. M. de toxina.

Nuestros estudios al respecto los iniciamos en mayo 1932. Prose
guidos hasta la fecha, nos han permitido apreciar el valor decisivo del 
método experimental directo en la determinación del poder vacunan
te. P)

(0 El poder vacunante de un toxoide destinado a la vacunación humana con 
tres inyecciones, determinado mediante la inmunización de cobayos inyectados 
una sola vez, es pasible de crítica (como ya lo ha hecho Glenny); pero permite 
revelar diferencias que por la medición in vitro no son apreciables. Por otra parte 
esta técnica constituye el procedimiento de elección, cuando se mide la actividad 
antigénica de las vacunas de una sola dosis.
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En un primer momento empleamos el procedimiento siguiente: a 
cada animal de una serie de 12 cobayos de 250 g., inyectábamos 1/3 
de la dosis total de vacuna usada en el hombre y, transcurridos 30 
días, probábamos la inmunidad existente administrando 100 D, L. M. 
Otras veces usábamos 1 L+ o 2 L+ de toxina con un mínimo de 60 
D. L. M. por cada L+. Como por lo general la dosis vacunante total 
del método clásico está contenida en 3 c3, suministrada en 3 inyeccio 
nes, la cantidad que inyectábamos al cobayo era de 1 c3, o sea 10 a 
16 Lf.

Este procedimiento nos permitió distinguir toxoides con buen po
der vacunante de otros que eran poco activos. Con todo, después de 
haber determinado la actividad de 50 diversos toxoides de varias se
ries y proveniencias, no lo consideramos completamente satisfactorio.

Como resumen de nuestros experimentos podemos decir que 1 c3 
(10 a 16 Lf) de un buen toxoide de tres dosis, vacuna a los cobayos 
tan fuertemente que estos animales sobreviven a la inyección de 1 L + 
de toxina (60 D. L. M.), hecha a los 30 días de la vacunación.

Un segundo procedimiento fué estudiado después de conocer el mé
todo usado en el Nat. Inst, for Med. Res., gracias a la amabilidad del 
Dr. Percival Hartley. Consiste en determinar en cada animal usado 
el grado de inmunidad que se alcanza con la vacuna, mediante la 
inyección intradérmica de diversas dosis de toxina. Deben emplearse 
animales de piel blanca y toxina que responda a las características 
exigidas para la prueba de Schick.

Con el objeto de verificar si por este último procedimiento se pue
de conocer el contenido de antitoxina circulante a la vez que la can
tidad absoluta de antitoxina, inyectamos cobayos por vía peritoneal 
o venosa con un suero antidiftérico homólogo. La antitoxina circulan
te se medía en el suero obtenido por sangría practicada 48 horas des
pués de la inyección de la antitoxina y la sensibilidad cutánea, era 
determinada por inyección de 1, 3, 10, 30, 100, 300 y 1.000 dosis cu
táneas de una toxina apropiada para la reacción de Schick.

De los datos obtenidos, que publicamos en el cuadro respectivo, 
se deduce que entre antitoxina circulante y cantidad absoluta de 
la misma, existe una relación lineal y que entre estas cifras y la 
resistencia a la toxina inoculada por vía cutánea, también existe 
relación, aunque regida por una ley diferente. Así, conociendo el grado 
de sensibilidad cutánea a la toxina, se puede calcular el contenido de 
antitoxina circulante y, por consiguiente, la cantidad total de antito
xina existente en el animal del ensayo.

Es obvio decir que el valor antitóxico del suero también puede 
medirse directamente por el procedimiento de Romer o alguna de sus 
variantes.
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Relación entre la antitoxina inyectada, antitoxina circulante

Y SENSIBILIDAD CUTANEA A LA TOXINA DIFTERICA

Dosis de 
antitoxi
na inye

ctada, 
ü. A.

Peso del 
cobayo

Dosis de la toxina inyectada expresada en D. n. m.
Reacción producida por la inyección Valor antitóxico 

del suero en U.A.

1 3 10 30 100 300 1.000

0.5 270 + + + + 1/300
0.5 270 — — + + + + + 1 /200-1 /300
0.5 300 — — + + + + + 1/300

1 280 — — + + + + + 1 /100-1 /200
1 270 — — + + + + + 1/50 -1/100
1 290 — + + + + + 1/100-1/200
2 280 — — — + + + 1/50 -1/100
2 290 — — — + + + + 1/50 -1/100
2 300 — — — + + 3- 1/50 -/100
5 300 — — — — — + + 1/10 -1/25
5 270 — — + + 1/10 -1/25
5 280 — — — — — -H 1/10 -1/25
10 290 — — — — — + 1/10 -1/25
10 300 — — — — — — + 1/5 -1/10
10 300 — — — — — + 1/10 -1/25

La aplicación del último método descripto, al estudio del poder 
inmunizante de los toxoides, nos ha demostrado que hay una concor
dancia entre el valor antitóxico calculado en función de la sensibilidad 
cutánea y el valor antitóxico medio determinado directamente.

Para la apreciación del valor antigénico de toxoides corrientes, aún 
aquellos con un número alto de Lf por c3, el método es perfectamen
te utilizable y substituye con ventaja al que usamos en un primer 
momento (ver pág. 692) ; ya que permite conocer el grado de inmuni
dad de cada animal, calcular los valores correspondientes a la anti
toxina circulante y total y deducir, en consecuencia, el valor antitó
xico medio.

Además, ilustra de una manera clara acerca de una propiedad muy 
importante, cual es el diferentísimo comportamiento individual de cada 
cobayo inyectado, lo que hace pensar enseguida que la univacunación 
del hombre con este mismo toxoide carece de buen fundamento expe
rimental. Claro está que, el referido método, presenta el inconveniente 
de requerir animales de piel blanca, sin contar, por otra parte, el tra
bajo bastante gravoso que importa la administración de 6 inyecciones 
a cada animal del experimento.
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Ahora bien, cuando los cobayos alcanzan un alto grado de inmunidad 
(por obra de vacunas muy activas), para conocer el límite de reacción 
es necesario inyectarles toxina sin diluir, lo cual provoca una reacción 
necrótica primitiva y circunscrita (diferente de la reacción inflamato
ria específica de la toxina) que dificulta la lectura.

Esta dificultad y el uniforme comportamiento de los animales va
cunados con antígenos muy activos, nos decidieron a usar el método 
adoptado en EE. UU. y en Canadá por los laboratorios oficiales; 
dónde se procede a la determinación del valor antitóxico existente en 
el suero de un número adecuado de cobayos, sin considerar el valor 
individual y su variación. La medición se practica por el método de 
Romer o alguna de sus variantes. Cuando el valor antitóxico es ele
vado se usa la técnica de Ehrlich.

IV. '—■ Purificación del toxoide

En algunas personas, la inyección de toxoide diftérico produce reac
ciones locales o generales que, a veces, alcanzan intensidad considera
ble.

Esta particular sensibilidad, muy común en los adultos, puede ex
plicarse por la existencia de un estado alérgico para substancias con
tenidas en el caldo de cultivo, donde, además de la toxina transforma
da en toxoide, se encuentran también substancias engendradas por el 
metabolismo bacteriano y otras que provienen del cuerpo de los mi
crobios. A las cuales, naturalmente, hay que añadir las substancias 
extractivas del músculo, la peptona y el formol.

La ocasional sensibilidad a lo que no deriva del microbio (substan
cias extractivas del músculo, peptona o formol), no tiene importancia 
práctica, bien por su escasa frecuencia bien por las leves y efímeras 
manifestaciones mórbidas que la caracterizan. Entonces, las reacciones 
provocadas por la vacuna antidiftérica en el hombre, o se deben a la 
presencia de substancias alergénicas derivadas del Corynebacterium 
diphteriae, distintas de la toxina y por consiguiente del toxoide, o son 
expresión de una propiedad alergénica intrínseca del toxoide. En este 
último caso la vacunación diftérica es inseparable de la producción de 
fenómenos alérgicos, mientras que en el primero la alergia será ocasio
nada por substancias distintas del toxoide y, por tanto, podrá evitarse 
su aparición, siempre que se acierte con un método de purificación 
apropiado.

Glenny y Walpole (1915), describen por primera vez que la toxi
na diftérica dializada precipita por la acción del ácido acético. Watson 
y Wallace (1924), sin recurrir a la diálisis, consiguen precipitar con 
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grau purificación la toxina diftérica, cuando ésta es preparada en el 
medio de Douglas y Hartley; procedimiento que, en el mismo año, 
Glenny, Hopkins y Pope aplican a la precipitación y purificación 
del toxoide. (r) El precipitado que se obtiene esta dotado de un poder 
inmunizante comparable al toxoide bruto y su pureza es 40 veces 
mayor.

Una vez que así fueran dadas las normas para purificar el toxoide, 
otros investigadores prosiguieron en este camino y encontraron que 
las propiedades fundamentales del toxoide bruto permanecen inalte
radas en el toxoide purificado por precipitación acida; de modo que el 
fenómeno de Ramón y el inmunizante se conservan (Watson y Langs- 
taff, 1926).

En un trabajo aparecido en 1930, Schmidt y Kjaer, al comparar 
el toxoide bruto con el toxoide purificado por precipitación acida, co
munican que la propiedad antigénica de este último es mucho menor 
que la del primero, si se considera un igual número de Lf. inyectados. 
Por esta razón y por el poco rendimiento en toxoide purificado, los 
autores nombrados desechan el método de la precipitación isoeléc
trica.

Aldershoff (1926) y Glenny y Pope (1927), demostraron que el 
precipitado formado en el fenómeno de Ramón, por la interacción de 
toxoide y antitoxina, constituye un antígeno muy eficaz y de mucha 
pureza.

Wadsworth, Quigley y Sickles (1932), purifican el toxoide por 
precipitación con acetona, en frío. La purificación, sin embargo, es 
de poca monta, pues solo se reduce el N a una tercera parte de la 
cantidad inicial. No obstante, puede ser considerado como un buen 
método de eliminación del formol.

Los métodos de purificación fundados en la fijación del toxoide 
sobre precipitados minerales, tienen su origen en la hoy clásica «Con
tribution à Fétude de la diphtérie» de Roux y Yersin (1899), cuando 
dicen: «El veneno diftérico, como las diastasas, tiene la propiedad de 
fijarse a ciertos precipitados producidos en el seno del líquido donde 
está disuelto». Para fijar el veneno, ellos, usaron el cloruro de cal
cio que da un precipitado de fosfato de calcio o cloruro de aluminio, 
metal que precipita al estado de hidrato. En la literatura más re
ciente son Glenny y sus colaboradores Pope, Waddington y Walla
ce (1926) los que figuran como los primeros en intentar la purificación 
del toxoide diftérico con sales metálicas, las cuales, agregadas al medio 

i1 *) Se trata de las «toxinas modificadas» (Glenny), cuya toxicidad es tan pe
queña que 1 c3 no contiene 1 D. Μ. M.
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de cultivo, producen un precipitado sobre el que se fija el toxoide. La 
sal que emplearon los investigadores ingleses, fué el alumbre de po
tasio y el precipitado que se formaba contenía la totalidad del to
xoide. Este es el método que, estudiado mas tarde por Glenny y Barr 
(1931) y con gran precisión por M. Llewellyn Smith (1932), ha 
servido de base a Havens (1933) y a otros para la preparación de una 
vacuna que ha alcanzado rápida boga en la América del Norte.

La purificación de substancias biológicamente activas, tales como 
las enzimas, hizo progresos extraordiarios cuando se aplicaron los mé
todos introducidos por Willstâtter (1922-1928), los cuales están 
fundados en la preparación y en el conocimiento de las propiedades 
adsorbentes de diversos tipos de hidrato de aluminio. De este progre
so se beneficiaron luego los métodos de purificación de otros cuerpos 
también biológicamente activos, entre los cuales las toxinas.

El hidrato de aluminio fué usado por Sommer y Meyer (1926), 
para purificar toxina botulínica y por Linderstrom, Lang y Schmidt 
(1930), en la purificación de la toxina diftérica.

En este mismo año Schmidt y Hansen, describen un procedimiento 
para la purificación del toxoide diftérico. Consiste en la elución de} 
toxoide adsorbido sobre hidrato de aluminio (C de Willstâtter) y 
sucesiva decoloración con carbón. El toxoide obtenido es 100 veces 
más puro (relación de N por cada Lf.) y el rendimiento del método 
un 40 %. Análogos resultados han sido comunicados por M. Lleve- 
llyn-Smith (1932.) y por Schmidt y Hansen, en memorias publi
cadas en 1933.

La purificación de los autógenos usados para inmunización fué in
tentada por nosotros hace años (Sordelli γ Serpa, 1924), sin que 
de los resultados derivaran beneficios prácticos. El interés despertado 
por la vacunación antidiftérica en la R. Argentina y la publicación 
de los trabajos de Schmidt (1930) y de Jensen (1931), nos hizo re
tomar el estudio del tema.

Así, los ensayos de purificación del toxoide por adsorción sobre 
hidrato de aluminio, nos convencieron rápidamente de las dificultades 
que presentaba la aplicación de este método a la rutina de la elabora
ción de la vacuna en gran escala y, a pesar de las tentativas de sim
plificación, resolvimos abandonarlo dado su impracticabilidad en la 
sección fabril de nuestro Instituto.

En estos experimentos (1931), que nos permitieron comprobar par
cial o totalmente los hallazgos de Schmidt, está el punto de partida 
de nuestros trabajos posteriores. Y queremos significar aquí nuestro 
agradecimiento al investigador danés, quien nos hizo conocer, antes de 
publicarlas, sus memorias acerca de la purificación del toxoide por 
adsorción sobre alúmina.
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A pesar de los antecedentes desfavorables a la purificación del 
toxoide por precipitación acida; no obstante el hecho de que el mismo 
Glenny, descubridor del método en 1924, no lo utilizara para purifi
car la vacuna antidiftérica, nosotros, en 1932, decidimos iniciar sis
temáticamente su estudio.

Como los toxoides preparados por diversas técnicas, tienen diferen
tes propiedades biológicas y físico-químicas, juzgamos poco útil refe
rir las incidencias y fracasos de los experimentos que, en su conjunto, 
nos permitieron llegar a un procedimiento cuya aplicación práctica 
consideramos punto menos que perfecta.

Nuestro método es aplicable a toxoides de reciente o antigua data, 
provenientes de una sola elaboración o de mezclas de varias series.

Cuando se trata de la precipitación de una gran cantidad de toxoi
de, conviene hacer primero una mezcla homogénea y enseguida de
terminar en una muestra de ésta la cantidad óptima de ácido que, 
luego, en la proporción calculada, se agregará a la masa total del 
toxoide o a sus fracciones. (Ver técnica).

La purificación es enorme. En efecto, de un residuo orgánico no vo
látil de 2.000 γ para 1 Lf se llega a uno de 10 γ para 1 Lf del toxoide 
purificado. En casos menos favorables, hemos obtenido una purifica
ción expresada por el hecho de disminuir el residuo orgánico no volátil 
desde 3.000 γ por Lf en el toxoide bruto a 25 γ por cada Lf del toxoide 
purificado. La pérdida media es del 20 %, si se considera el valor flo
culante, e igual o menor de considerar su propiedad fundamental, 
esto es la capacidad vacunante. Demás está decir que la inocuidad 
del toxoide original no disminuye, antes bien es dado ver una reduc
ción de la toxicidad cuando los toxoides brutos son todavía tóxicos.

Resultados análogos a éstos, se obtienen siempre con todos los to
xoides que se purifican mediante la correcta aplicación del método 
que comunicamos. Tal lo confirma nuestra experiencia de 3 años.

Los toxoides purificados por precipitación acida, dan soluciones te
ñidas de rojo, a veces intensamente. Aunque esta coloración no puede 
ser un índice de escasa pureza, es fácil el inclinarse a buscar un proce
dimiento mediante el cual se consiga una mayor purificación o, por lo 
menos, la decoloración del toxoide precipitado por ácido.

Schmidt usa el carbón con muy buenos resultados. Nosotros hemos 
sido menos afortunados; seguramente por no emplear la clase de car
bón apropiada.

En cambio, hemos podido convencernos de la eficacia, como deco
lorante cuando menos, del hidrato de aluminio γ de la forma C, 
preparada según la técnica de Willstatter. El modus oper andi que 
aconsejamos es la determinación de la dosis óptima en un ensayo
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Comparación de la innocuidad y del valor antigenico de un

TOXOIDE BRUTO Y DEL MISMO TOXOIDE PURIFICADO POR ACIDO

Toxoide bruto 55 =- 10 Lf por ο3 .
Toxoide purificado 55 = 150 Lf por c3 .

Inocuidad

Toxoide bruto 55:
Peso de los cobayos en g.

29. VIII. 32 13. IX 24. IX 29. IX

10 c3 (100 Lf) 300 360 380 390
10 c3 idem. 290 390 430 440

5 c3 ( 50 Lf) 305 385 420 430
5 c3 ídem. 290 370 420 430

Toxoide purificado 55: 7. XII. 32 21. XII 28. XII 9. I. 33

10 c3 (1.500 Lf) 300 320 350 360
10 e3 ídem. 305 320 370 420

5 c3 ( 750 Lf) 285 310 330 360
5 c3 idem. 290 310 330 360

Poder inmunizante

Cobayos de 250-300 g. de peso. Unos inyectados con 10 Lf de toxoide bruto y 
otros con 10 Lf de toxoide purificado. Al cabo de 30 días, prueba de su resisten
cia por inyección de 1/2; 1 y 2 L+ de toxina con 60 D. L. Μ. X L + .

Indicaciones: p. ecl = poco edema; ed. = edema; h. = horas.

Toxina inyectada: Toxoide bruto: Toxoide purificado por ácido:

1/2 L+ p. ed. No muere. p. ed. No muere.
1/2 L+ p. ed. idem. p. ed. idem.
1/2 L+ p. ed. idem. p. ed. idem.

1 M p. ed. No muere. p. ed. No muere.
1 M p. ed. idem. p. ed. idem.
1 L+ ed. Muere a las 72 h. p. ed. ídem.

2 L+ p. ed. No muere. p. ed. No muere
2 L+ p. ed. idem. p. ed. idem.
2 L+ p. ed. ídem. ed. Muere a las 48 h.
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preliminar. Esta dosis esta limitada por la excesiva adsorción del 
toxoide y por la escasa purificación. Bastan, en general, 0.3 mg. de 
Al (OH)3 por c3 de un toxoide de 100 Lf, a un pH de 7.5. El tiempo 
de adsorción es de 30 minutos a la temperatura de laboratorio.

Tres ensayos protocolizados a continuación, ilustran acerca de la 
precipitación por el ácido. Además, dan noticia del comportamiento 
del toxoide precipitado frente al hidrato de aluminio; revelándose una 
purificación de escasa importancia práctica.

Técnica: 1.000 c3 se precipitan a pH 3.1 con ácido sulfúrico. El 
precipitado, separado por centrifugación, lavado con agua dest. (pH 
3.1), se suspende en agua y se disuelve adicionándole cuidadosamente 
Na OH n/1 (pH final = 7.5 y volumen final = 100 c3). A una parte 
de este líquido se añade una suspensión de alúmina (C γ), en la pro
porción de 0,3 mg. por cada c3, y se separa el precipitado. El conte
nido de toxoide de las distintas fracciones se determina por el fenóme
no de Ramón.

A pesar de que mediante la decoloración con alúmina no hemos con
seguido una verdadera purificación (aumento de la actividad por uni
dad de peso); en razón de que los líquidos presentaban mejor aspecto 
y quedaba siempre la probabilidad de que se adsorbieran productos 
bacterianos de naturaleza alérgénica, hemos continuado usando este 
procedimiento en todas las pruebas posteriores en la preparación de 
la vacuna.

La reducción de la actividad antigénica sería el único defecto posi
ble de esta técnica; pero tal no sucede, según lo han probado repetidos 
experimentos, efectuados en diferentes ocasiones (ver protocolos a 
continuación).

En resumen : la aplicación del método de precipitación ácida permite 
purificar considerablemente al toxoide diftérico. En el mejor de los 
casos la pureza del toxoide se hace 200 veces mayor y nunca es menor 
de 100. Este procedimiento es simple y fácil de aplicar; no reduce el 
valor antigénico bruto; no modifica desfavorablemente su inocuidad; 
resulta económico y da un rendimiento medio del 80 %.

La adsorción con una pequeña cantidad de hidrato de aluminio 
(C γ Willstàtter), permite prácticamente la decoloración completa 
del toxoide concentrado. Si bien este procedimiento no puede ser 
considerado como un método de purificación, con él se consigue deco
lorar el toxoide, no disminuir su actividad antigénica y aumentar las 
probabilidades de eliminación de las proteínas bacterianas, en general 
incriminadas de ser las causantes de las reacciones alérgicas producidas 
por la vacunación diftérica.
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Toxoide bruto Toxoide. precipitado Toxoide precipitado y purificado 
por Al (OH),,
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en fecha Lf/c3 Total de
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orgáni co 
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orgánico <1

>■por g
Lf d

(en Ύ) £

>>

448 20-X-33 12.5 12.500 25.600 2.000 100 10.000 20 % 1.020 10.2 71 7.100 42 % 600
i-3

507 ll-XI-34 12.5 12.500 28.700 2.300 100 10.000 20 % 1.100 11 71 7.100 42 % 650 9,0 g

551 14-VI-35 12.5 12.500 29.100 2.300 100 1 10.000 20 % 2.500 25 83 8.300 34 % 2.000 24

γ = 0.001 mg.

'Ί o
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Valor antigenico de un toxoide bruto, de un toxoide precipitado y de un

TOXOIDE PRECIPITADO Y PURIFICADO POR ADSORCION CON ALUMINA, COMPARADO 
MEDIANTE INYECCION DE 5 Lf

La determinación ha sido practicada por inoculación de 5 Lf a cobayos, cu
ya inmunidad se probó 30 días más tarde, mediante inyección intradérmica de 
diversas dosis de toxina o por medición del valor antitóxico del suero o por 
ambos a la vez.

Prueba de inmunidad por inoculación intradérmica de toxina a los 30 días.

Antígeno y n°. de ensayos.
D n.m. inyectadas y % de animales que reaccionaron a la inoculación:

3 D. n. m. 10 D.n.m. 30 D.n. m. 100 D.n.m. 300 D.n.m. 1.000 D.n. m.

Toxoide bruto 
(3 ensayos)

37 10 12 13 26 2

Toxoide pp. por ácido 
(3 ensayos)

27 6 11 11 35 10

Toxoide pp. por ácido y 
purifie, por alúmina 

(3 ensayos)
37 15 10 17 11 10

Prueba de inmunidad por elevación del título antitóxico del suero.

Antígeno : Valor antitóxico en unidades por c3.

Toxoide bruto ........................ 1/100 1/100 1/50 1/50

Toxoide precipitado ..........   . 1/50 1/100 1/25 1/25

Toxoide precipitado y purifi
cado por alúmina ............ 1/10 1/200 1/50 1/100

V. '—■ Reacciones alérgicas producidas por la vacuna

Con lo hasta ahora descripto en estas páginas apenas hemos alcan
zado el punto desde el cual puede tan solo considerrse la posibilidad 
de resolver el problema, esto es vislumbramos la esperanza de que la 
vacuna purificada, al no producir reacciones, permita, por aumento de 
la dosis, reducir el número de inyecciones vacunantes o que, en el caso 
de ser indispensables los tres estímulos clásicos, por ausencia de fe
nómenos reactivos desagradables, no haya ningún obstáculo a la di
fusión universal de su empleo.
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Aunque en esta comunicación no hemos tocado ex profeso el tema de 
la aplicación de la vacuna al hombre y solo nos hayamos limitado a su 
estudio experimental, ello no es óbice para que recordemos que Jensen 
(1931) usó una vacuna purificada por el método de Schmidt, admi
nistrándola en dosis de 150 y 300 Lf y obteniendo resultados que, 
si fueron favorables en lo referente a inmunización, se juzgaron del 
todo inconvenientes por las reacciones generales observadas. Esta 
no es, sin embargo, la opinión personal de este autor; más, alguna 
circunstancia ha debido mediar para que la univacunación con este 
toxoide purificado no se haya difundido. Un pequeño ensayo de va
cunación hecho por nosotros usando tres dosis de vacuna purificada 
por el método de Schmidt, así como la inyección en dosis mayores 
que las habituales (3 casos), nos dieron la convicción de que el pro
cedimiento no constituía un avance suficiente para justificar la subs
titución de la vacuna de Ramón, usada corrientemente en nuestro 
país.

El cambio del largo, difícil y costoso método de purificación, me
diante adsorción sobre alúmina y sucesiva elución, por aquel de la 
precipitación acida, rápido, simple y económico, que diera en nuestras 
manos un producto de mayor pureza, abrió ese ya señalado nuevo 
horizonte a las posibilidades de mejorar la vacuna antidiftérica, man
teniéndose siempre, claro está, dentro de las normas clásicas de la 
vacunación.

Las pruebas de las ventajas de este último procedimiento, es obvio 
decirlo, solo pueden ser suministradas por el resultado de la aplicación 
práctica del producto obtenido a la vacunación del hombre. De este 
modo un estudio experimental, como el presente, solo puede servir 
para aportar argumentos de probabilidad.

Sin embargo, podemos considerar como pruebas de certeza las ya 
realizadas con carácter experimental en el hombre. Una de ellas se 
produjo involuntariamente, cuando los ensayos de vacunar por inha
lación y, en ese entonces, nos demostró que la mayor parte de los adul
tos tienen sensibilidad al toxoide purificado por precipitación acida 
(«trancazo», reacción febril intensa, sensación de dificultad respira
toria, etc.). La otra se obtuvo por inyección intradérmica de 0,005 c3 
de toxoide bruto (prueba de Moloney, variante de la anatoxireacción 
de Zoeller) o de la cantidad correspondiente en Lf, cuando se apli
caban los toxoides purificados (este ensayo está protocolizado en la 
pág. 703).



Marzo, 1935 A. SORDELLI, E. S AVINO Y J. FERRARI 703

Reacciones producidas por inyecciones intradermicas de 0.005 c3 de 
TOXOIDE BRUTO DE 16.6 Lf POR C3, EN 0,1 C3 Y DE CANTIDADES EQUIVA

LENTES EN Lf DE TOXOIDE PRECIPITADO POR ACIDO Y DEL PRECIPITADO
POR ACIDO Y PURIFICADO POR HIDRATO DE ALUMINIO

Las cifras del cuadro expresan las dimensiones (en cm) de la reacción

PRODUCIDA

24 horas

Toxoide bruto. Toxoide 
precipitado

Toxoide ppdo. 
y purificado.

1 1.5 X 1.5 1 X 1 1 X 1
2 0 0 0
3 0.5 X 0.5 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
6 0 0 0
7 + 0 0
8 1 X 1 0 0
1 1 X 1 0 0

10 3 X 1 1 X 1 1 X 1
11 0 0 0
12 + 0 0
13 3 X 3 1 X 1 0.5 X 0.5
14 0.5 X 0.5 0 0
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 + 0 0
20 0 1 0 2 X 2

48 horas

Toxoide bruto. Toxoide 
precipitado.

Toxoide 
precipitado 

y purificado

4X5 3X3 3X3
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0

1 X 1 0 0
1 X 1 0,5 X 0.5 0
2X2 2X2 2X2

0 0 0
0 0 0

4X2 3X3 2X2
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0

2X2 2X2 2X2

En resumen, el toxoide purificado por precipitación acida y sucesi
va adsorción, conserva su capacidad de provocar reacciones de tipo 
alérgico en el hombre; pero siendo esta propiedad menos marcada 
que en el toxoide bruto, debe considerarse al toxoide purificado como 
antígeno de mejor calidad, de manera entonces que su empleo repre
senta un progreso real en la vacunación antidiftérica humana.

Sin embargo este progreso no constituye una solución satisfactoria 
y mucho menos definitiva del problema que nos ocupa. Solo signifi
ca la posibilidad de aumentar la concentración del valor antigénico 
del toxoide y reducir su capacidad alergénica, lo cual equivale, en 
cierto modo al adelanto que se ha logrado con la producción de mejores 
toxinas (Pope, 1932; Ramón, 1933).
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VI. — Activación del toxoide

Ramón (1926), demostró que la adición de tapioca al toxoide (ana- 
toxina) aumentaba de modo apreciable su valor antigénico y, en el 
mismo año, Glenny, Pope, Waddington y Wallace, probaron que 
el precipitado que se forma en la toxina por adición de alumbre tiene 
mayor valor antigénico que el toxoide bruto.

Fué muy grande el interés nuestro por estos procedimientos y los 
aplicamos a la inmunización de caballos que se lleva a cabo para la 
producción de sueros; empero, los resultados fueron poco satisfacto
rios. Debemos reconocer, sin embargo, que los problemas de la inmu
nización del hombre contra la difteria y los de la inmunización de 
caballos para que éstos den suero antidiftérico, son fundamentalmen
te diferentes. Los experimentos de Glenny y col. (1926), pero sobre 
todo los de Glenny y Waddington (1928) y Glenny y Barr (1931), 
en los cuales se prueba la mayor actividad antigénica de una sola in
yección de toxoide purificado por alumbre en comparación con la del 
toxoide bruto y especialmente aquellos de M. Llewellyn Smith 
(1932), sobre la activación mediante varios óxidos metálicos, entre 
los cuales el hidrato de aluminio, son ya base suficiente para consi
derar la aplicación de tales preparados más activos al hombre.

S. Schmidt (1933) en Copenhague y Wells Graham y Havens 
(1932) en Montgomery (Alabama, EE. UU.), resuelven, indepen
dientemente uno de otros, tomar el derrotero de la activación del 
toxoide por adición de substancias inertes, con el objeto de disminuir 
la dosis o reducir el número de inyecciones. Así, Wells Graham y 
Havens, (1932) y Havens y Wells (1933), aplican el método de 
Glenny y col., aquel de la precipitación del toxoide con alumbre, y 
en poco tiempo más en los EE. UU. la vacuna preparada de este modo 
logra una extraordinaria difusión; mientras que Schmidt y Hansen 
(1933) parten del toxoide purificado por adsorción con alúmina, elu
ción y decoloración con carbón, seguidas por activación mediante 
adsorción sobre alúmina (C γ).

Elección del activador.

Nos decidimos por la alúmina, tal como lo hiciera Schmidt, por ser 
esta substancia, según M. Llewellyn Smith, un mejor activador que 
el precipitado que da el alumbre y porque era muy simple obtener un 
toxoide purificado de fácil adsorción sobre hidrato de aluminio. De 
acuerdo a la experiencia de Schmidt, y porque así también se infiere 



Marzo, 1935 A. SORDELLI, E. SaVINO Y J. FERRARI 705

del conocimiento de las propiedades de las distintas formas del hidrato 
de aluminio, preparadas por Willstâtter, elegimos entonces la varie
dad γ de la forma C de la alúmina (ortohidróxido γ).

Schmidt activa el toxoide con una cantidad de Al (OH)3 próxima 
a los 5 mg. por cada 25 Lf. Nosotros procedimos en forma semejante; 
usando para ello el toxoide precipitado por acido; purificado con un 
mg. de Al (OH)3 para cada 150 Lf y fijado sobre 5 mg. de alúmina 
para cada 25 Lf La actividad del toxoide purificado se elevó consi
derablemente, como lo atestigua el protocolo que sigue:

Vacunación de cobayos con toxoide 55 purificado y con toxoide 55 purifi
cado Y ACTIVADO, MEDIANTE 5 MG. DE Al (oh)3 PARA CADA 25 Lf

Dosis de vacuna 
inyectada :

Toxoide purificado: Toxoide purificado + Al (OH),3

Prueba con: Resultado : Prueba con: Resultado:

2 Lf 1 L + + 1 L + 0
2 Lf 2 L + + 2~L + 0
2 Lf 2 L 4- ed. 6 L + p. ed.

5 Lf 1 L + + 1 L + 0
5 Lf 2 L + ed. 2¡L + 0
5 Lf 2 L ed. 6 L + 0

10 Lf 1 L + ed. 1 L + 0
10 Lf 2 L-f ed. 2L + 0
10 Lf 2 L + ed. 6 L+ ] 0

Indicaciones: ed. = edema.
p. ed. = poco edema.

+ = muerte.

Los mismos resultados obtenidos con el toxoide 55 activado, se
consiguieron también con el toxoide que nos enviara S. Schmidt. Que
daba así probada la posibilidad de aplicar a los toxoides precipitados 
por ácido el recurso de la activación por la alúmina. Por tanto, a todas 
las ventajas del procedimiento de purificación acida, sumábase tam
bién aquella representada por la considerable elevación de la activi
dad antigénica por acción del hidrato de aluminio.

La prosecución de los estudios hizo que observáramos en el sitio de 
la inyección, la aparición de un nodulo indurado de reabsorción di
fícil que, en la mayoría de los casos, terminaba por abrirse, dejando 
escapar un pus espeso y sin bacterias. El absceso, drenado, cicatriza 
con lentitud.
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Infortunadamente, la inyección de cantidades crecientes de alúmi
na hasta 5 mg., tanto esterilizada por el calor como obtenida estéril
mente, demostró que la evolución natural de las reacciones provoca
das en el tejido subcutáneo de los cobajms, era la formación del absceso.

Por tanto, también para esta vacuna podía decirse lo que, en un 
editorial de «The Lancet» (marzo 1934, pág. 581), se escribió del toxoi- 
de precipitado con alumbre, o sea: «La producción de abscesos esté
riles, aún ocasionalmente, debe ser considerada como una seria des
ventaja para productos destinados a ser inyectados al hombre». Trá
tase, en efecto, de una grave dificultad que solo puede eliminarse si 
se llega a demostrar la poca o nula importancia de tales accidentes; 
aunque mejor sería se la pudiera evitar con la obtención de una va
cuna que no determine la formación de abscesos.

El concepto corriente acerca del mecanismo de activación es muy 
elemental. Consiste en suponer que el toxoide difunde lentamente 
desde la zona de inyección, sitio donde queda depositado por influen
cia del cuerpo que lo retiene. Sobre esta base, bien podrían ensayarse 
todos los cuerpos que verosímilmente tengan esa misma propiedad 
siempre que no sean irritantes como lo es la alúmina.

En este sentido, nosotros ensayamos la caseína parcialmente pre
cipitada y las emulsiones de la resina de benjuí. Los resultados fueron 
desfavorables, hasta el punto que tales substancias pueden considerar
se como depresores de la actividad antigénica. Un hecho, comunicado 
por C. Pico, acerca de la activación del poder antigénico por acción 
de la lecitina, no pudo ser confirmado; por el contrario, la actividad 
del toxoide lecitina fué menor que la del toxoide sin adición alguna.

Nuestros experimentos para conseguir el aumento del valor antigé
nico de la anatoxina para fabricar suero antidiftérico, han demostra
do que el caolín (preparado según la técnica de Willstâtter), es un 
excelente activador, si es usado en la dosis de 2 mg. por c3 de toxoide. 
Agregando 2 mg. de caolín a 30 Lf de toxoide purificado, su valor 
antigénico se eleva 10 veces y con una dosis doble, es decir 4 mg., 
se produce un aumento de 20 veces (valores medios obtenidos con 10 
cobayos en cada serie). El caolín tiene, sin embargo, el mismo incon
veniente de la alúmina; esto es la producción constante de un absceso 
que se abre. Por lo tanto si su uso tiene algunas ventajas, éstas 
solo podrán ser demostradas por los resultados de su aplicación en 
la vacunación del hombre.

Activación por pequeñas dosis de alúmina. ·—■ Entre las soluciones 
posibles a fin de impedir la formación del absceso en el hombre, debe 
ser considerada la disminución de la dosis de alúmina; sabiendo que
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en el cobayo el absceso se produce cuando la dosis de alúmina llega 
a un cierto valor.

Fué así que intentamos disminuir la cantidad de alúmina, hasta 
llegar a un mínimo con el cual se conseguía todavía la adsorción com
pleta del toxoide. Esta dosis fué de 2 mg. para cada 25 Lf cuando 
el pH, antes de la adsorción, del toxoide es 5.4. El toxoide así prepa
rado tiene una actividad antigénica tan elevada como el preparado 
en un tiempo anterior con 5 mg. para cada 25 Lf. Ya en este rumbo, 
pudimos comprobar que si se añaden 0.5 mg. de Al (OH)3 a 30 Lf 
de toxoide purificado, llevado a pH 5 en presencia de 5 °/00 de NaCl, 
todo el toxoide es adsorbido. Con la cantidad de 0.3 mg. de alúmina 
en el líquido sobrenadante, aparece una pequeña cantidad de substan
cias précipitables a pH 3.1.

El poder antigénico del toxoide precipitado y aquel de este mismo 
toxoide activado por 0.5 mg. de Al (OH)3 (ortohidróxido γ esterili
zado), han revelado la misma diferencia considerable a favor del 
toxoide activado, que ya se ha señalado en páginas anteriores.

Actividad comparada de tres toxoides

1) Toxoide bruto de 20 Lf. por c.3 (Standard).
2) Toxoide 30 Lf. por c.3 precipitado por ácido y purificado por 

alúmina.
3) Toxoide precipitado por ácido y purificado por alúmina 30 Lf 

por c3. Activado por 1/2 miligramo de alúmina (ortohidróxido γ) por c3.
Se vacunan 50 cobayos con 5 Lf de cada uno de los tres antigenos 

por vía subcutánea. Al cabo de un mes se prueba la inmunidad por 
inyección de 3, 10, 30, 100, 300 y 1.000 D n m de una toxina para la 
reacción de Schick.

* Esta dosis no fué inyectada; pero, a los efectos de la comparación se admite 
que los cobayos que no reaccionan c 1.000 D.n. m., responden a 3.000 D.n.m.

Antígeno:

% de cobayos que reaccionan a la inyección intradérmica 
de toxina al mes de vacunados con 5 Lf

Dosis de toxina en D. n.m.

3 10 30 100 300 1.000 3.000 *

Toxoide bruto................ 40 14 7 21 18 0 0

Toxoide III precipitado 
y purificado................ 28 24 10 19 14 5 0

idem T alúmina .... 0 0 0 0 5 47 48
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Un nuevo experimento nos permitió demostrar que la dosis de alú
mina puede ser reducida a 0.3 mg. para cada 30 Lf, notándose una 
ligerísima diferencia a favor del toxoide activado por la dosis de 0.5 
mg.

Activación del toxoide purificado por diferentes cantidades de alumina

Antígeno

% de cobayos que reaccionan a la inyección intradér- 
mica de la toxina al mes de ser vacunados con 5 Lf.

Dosis de toxina en D. n. m.

1.000 3.000 10.000 *

Toxoide precipitado y purificado + 
0,3 mgs. de Al (OH)3 por 30 Lf. 20 40 40

Toxoide precipitado y purificado + 
0,5 mgs. de Al (OH)3 por 30 Lf. 0 40 60

En resumen: la activación antigénica del toxoide precipitado y 
purificado, se hace efectiva con dosis muy pequeñas de Al (OH)3 
(ortohidróxido γ) pues bastan 10 milésimas de miligramo para activar 
considerablemen te 1 Lf de toxoide. Pero como la dosis de 16 milé
simas de miligramo es algo más eficaz que la anterior, por eso se la 
escoge para los preparados destinados al uso humano.

Hasta este momento, hemos cotejado la capacidad antigénica de 
los diversos preparados, por determinación de la inmunidad produci
da con una sola inyección. Este procedimiento tiene absoluta validez 
para medir la actividad relativa de las vacunas usadas en una sola 
inyección o, también, para apreciar el valor antigénico intrínseco de 
un toxoide aplicado a animales carentes de inmunidad; pero, no per
mite deducir el valor relativo de una vacuna que se inyecta de una 
vez, con otra que se debe inyectar en dos o tres veces. Además, un 
toxoide, excelente como primer estímulo, puede no serlo cuando es 
empleado como segundo estímulo y a la inversa, un antigeno malo 
como primer estímulo puede ser bueno como segundo estímulo.

En los experimentos relatados a continuación hemos comparado 
el valor antigénico del toxoide purificado con el del toxoide purificado 
y activado, cuando se los inyecta dos veces con un intervalo de 30 
días.

* Esta dosis no fué inyectada; pero, a los efectos de la comparación, se admite 
que los cobayos que no reaccionan a 3.000 D.n. m., responden a 10.000 D.n. m.
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Entre Io y 2o estímulo transcurren 30 días

1er. estímulo

Valor 
antitó

xico pro
bable a
los 30 
días.

2°. estímulo.
Valor antitóxico a 

los 30 días del 
segundo estímulo.

Indice de 
actividad 
del 2o.

estímulo

5 Lf. toxoide purificado 0.02 5 Lf. toxoide purificado 0,04 Unidad an- 
tóxica (12 co
bayos)

2

5 Lf. toxoide purificado 0.02 5 Lf. toxoide purificado 
activado con 10 γ alú
mina por cada Lf

0.5 unidad an- 
tóxica (14 co
bayos)

25

5 Lf. toxoide purificado 
activado con 10 γ de 
alúmina por cada Lf

0.2 5 Lf. toxoide purificado 5 unidades an- 
tóxicas (12 co
bayos)

25

5 Lf. toxoide purificado 
activado con 10 γ de 
alúmina por cada Lf

0.2 5 Lf. toxoide purificado 
y activado con 10 γ de 
alúmina por cada Lf

5 unidades an
titóxicas (12 co 
bayos)

25

El primer experimento se hizo con dos inyecciones de toxoide puri
ficado; en un segundo ensayo, las dos inyecciones practicadas fueron 
de un toxoide purificado y activado, mientras en otro, tercero, se apli
có primeramente una inyección de toxoide purificado y luego una se
gunda de un toxoide purificado y activado, en tanto que el cuarto 
experimento, primero se inyectó toxoide purificado y activado y des
pués el toxoide purificado. La dosis siempre fué igual (5 Lf) y los 
días transcurridos entre las dos inyecciones fueron 30. La prueba de 
la inmunidad se realizó después de 30 días, desde la última inyección.

Cuando la inmunidad conferida por el primer estímulo es muy baja, 
el toxoide purificado no es buen antígeno si es usado como segundo 
estímulo. Por el contrario, en el caso de una inmunidad relativamente 
alta ese mismo toxoide purificado resulta un excelente antígeno.

Cuando se lo usa como segundo estímulo la excelencia del toxoide 
activado es independiente del grado de inmunidad conferido por la 
primera aplicación.

Estos resultados demuestran que el valor antigénico «práctico» de 
un toxoide está condicionado por dos elementos, uno de los cuales 
deriva de su naturaleza misma y el otro depende del estado de inmu
nidad previa del animal que se vacuna.
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Resumen

En esta comunicación se describe un procedimiento de preparación 
de una toxina diftérica muy activa. Sus resultados son muy regulares.

Con esta toxina se han preparado toxoides antigénicamente unifor
mes ? los cuales han sido usados para la vacunación del hombre en la 
República Argentina, desde el año 1932.

La conveniente acidificación de estos toxoides, produce el precipi
tado de una pequeña cantidad de substancias, en las cuales está con
tenida la mayor parte de la actividad antigénica. Con esta operación 
el toxoide se purifica entre 100 y 200 veces. El hidrato de aluminio 
(ortohidróxido γ deWiLLSTÂTTER), adsorbe fácilmente las substancias 
coloreadas de este toxoide y aumenta ligeramente su pureza.

Un toxoide purificado, obtenido por precipitación acida y decolora
ción por alúmina, flocula como el toxoide original y tiene la misma 
actividad antigénica por cada unidad floculante (Lf).

La adsorción del toxoide purificado sobre alúmina o caolín, produce 
una exaltación considerable de la actividad antigénica de aquél, de
mostrada por la inyección a animales sensibles que carecen de inmuni
dad natural o adquirida; advirtiéndose que la alúmina, por unidad 
de peso, es más activa que el caolín.

La propiedad activante de estos compuestos minerales está acom
pañada de un aumento de la reacción local. Otras substancias como el 
benjuí, la caseína y la lecitina, que dan complejos con el toxoide, no 
exaltan su propiedad antigénica ni dan reacción local comparable a 
la que producen la alúmina o el caolín.

Una muy pequeña cantidad de alúmina (10 milésimas de miligramo 
por cada Lf), es suficiente para elevar de manera extraordinaria el 
poder antigénico del toxoide purificado, si se cuida que el pH esté 
próximo a 5.5 y la concentración de NaCl sea del 5 °/00. Como 16 mi
lésimas de miligramo de alúmina aumentan un poco más el poder an
tigénico, hemos considerado a esta cantidad cual dosis útil. Un toxoide 
activado de esta manera no tiene ya substancias antigénicas disueltas 
es decir que todas ellas se han fijado sobre la alúmina. Esta particu
laridad puede ponerse en evidencia utilizando el método de Ramón 
o la acidificación a pH 3.1.

Con la pequeña cantidad de alúmina indicada, se reduce conside
rablemente la reacción local (induración, formación de absceso, eva
cuación del pus, cicatrización lenta), muy grande cuando las dosis de 
alúmina son mayores.

La comparación de los resultados de la vacunación de cobayos, 
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mediante toxoicle purificado y toxoide purificado y activado, en dos 
veces, con un intervalo de treinta días, ha revelado: Io. que el toxoide 
purificado, cuando usado como segundo estímulo, es antígeno mediocre 
en animales de escasa inmunidad; pero es excelente en animales con 
mediana o buena inmunidad. 2 o. Que el toxoide purificado y activado 
es tan buen segundo estímulo para animales de escasa corno para los 
de buena inmunidad.

La purificación del toxoide no hace desaparecer su capacidad aler- 
génica, pero esta es menor que aquella del toxoide bruto.

Entre los métodos de medida de la actividad de los toxoides, se des
taca siempre, como guía de elaboración, aquel de la floculation (fenó
meno de Ramón); pero, para conocer la propiedad vacunante es in
dispensable acudir al método directo (determinación del grado de 
inmunidad producido en cobayos). Con los toxoides comunes se puede 
usar el método de la medición del valor antitóxico del suero sanguíneo 
o la prueba de la sensibilidad cutánea a la toxina; mientras que con 
los toxoides activados la aplicación del último procedimiento está 
limitada por el muy alto grado de inmunidad que ellos determinan.

Conclusiones

1. El toxoide purificado y activado, cuya preparación y estudio 
experimental se comunica, reune las condiciones de una buena vacuna y, 
por tanto, está justificada su aplicación al hombre.

2. Dicho toxoide puede ser considerado como base de un método 
de univacunación por su elevado valor antigénico.

3. El toxoide purificado constituye un excelente 2o. estímulo en 
los animales dotados de mediana inmunidad, por lo cual debe ser 
tenido en cuenta para un método de vacunación de dos dosis.

Técnica de la elaboración de la vacuna antidiftérica

(toxoide activado)

Caldo de czdtivo. -— 5 Kg. de carne de ternera bien desengrasada, 
molidos en máquina de picar carne, se pasan por un molino desinte
grador (Kek). Inmediatamente, agregar 10 L. de agua destilada y 
poner a hervir la mezcla en una olla de 20 L. de capacidad, sobre una 
hornada de gas (la llama debe ser muy fuerte para alcanzar rápida
mente la temperatura de ebullición). Hacer hervir 30 minutos. La 
agitación es indispensable, sobre todo en los primeros momentos; así 
se evita que la coagulación se haga en masas irregulares. Apenas trans
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curridos los 30 minutos de ebullición, colar por un trapo de queso y 
filtrar por papel de filtro plegado. Añadir 2 % de peptona Parke Da» 
vis y 0.5 % de NaCL Alcalinizar hasta pH 8.3-8.4, a una temperatu
ra de + 60° C. Transvasar en frascos de 5 L. de capacidad y llevar 
a 115° C., durante 10 minutos. Filtrar en caliente y distribuir en re
cipientes apropiados. En éstos, la capa líquida del medio nutritivo 
debe tener una altura de 1.5 a 2 c. Se esteriliza a 110° C., por 15 mi
nutos.

Obtención de la toxina

El caldo puede sembrarse apenas enfriado. A cada frasco se agrega 
solución de glucosa (10 % o 50 en cantidad suficiente para que 
el medio contenga 1 °/00 de glucosa. Enseguida, sembrar con 5 °/00 de 
suspensión de un cultivo apropiado de O. diphteriae (cepa Park Wi
lliams h0. 8, L. P B.). Mantener la cepa en tubos del mismo caldo, 
a 37° C. y hacer transplantes cada 2 o 3 días. El cultivo («madre») 
se obtiene transplantando material de la última resiembra en el nú
mero necesario de tubos. Este cultivo puede usarse a las 24 o 48 horas. 
(El material para las siembras de conservación de la cepa o para la 
preparación de los cultivos «madre» 1 se toma de la película del desa
rrollo , mediante el asa de platino). El tiempo de incubación es más 
o menos 7 días y la temperatura 37° C.; pero es conveniente que la 
permanencia en la estufa sea lo más corta posible.

La filtración de la toxina se hace por papel de filtro plegado, pri
mero ? y por bujía Berkefeld después. Estas operaciones pueden ser 
efectuadas de muchas maneras diferentes. Sin embargo, es indispensable 
que todo el instrumental usado sea estéril.

Una vez filtrada, se determina el valor Lf de la toxina.

TRANSFORMACION DE LA TOXINA EN TOXOIDE

La dosis de formol es constante para una toxina determinada, pre
parada de idéntica manera y cuyo pH final es prácticamente igual.

A la toxina obtenida del modo descripto, agregar 6 °/00 de formali- 
na neutra al 40 %. Incubar la mezcla a 37°-38° C., durante 15 días. 
Al cabo de este tiempo la toxina ha perdido completamente su toxici
dad. Un pH 7.5-8 y la presencia de formalina neutra son los datos 
que permiten esperar que se trate de un toxoide totalmente atóxico.

Determinar, entonces, el valor Lf, éste, en general, es igual al ha
llado en la toxina antes de proceder a su atenuación. Practicar la 
prueba de inocuidad.
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Prueba de inocuidad del toxoide

Inyectar por vía subcutánea 4 cobayos de 300 g. ele peso, 2 de ellos 
con 10 c3 y los otros 2 con 5 c3 del toxoide en ensayo, o con una, can
tidad equivalente (caso de un toxoide purificado). Mantener a los 
animales en excelentes condiciones de alimentación, enjaulas con buena 
cama. Pesarlos cada 7 días.

En general cuando la reducción o la falta de aumento de peso se 
verifica dentro de los primeros 15 días, ello significa que se trata de 
un toxoide tóxico. Prolongar la prueba durante 30 días. Al cabo de 
este tiempo, el aumento de peso y la ausencia de signos de intoxica
ción diftérica aseguran de la inocuidad del toxoide.

Purificación del toxoide

a) Precipitación acida. ■— Mezclar uniformemente los toxoides y 
tomar una muestra de un litro. Agregar a esta muestra una solución 
de SO4 H2 al 20 % v/v hasta pH 3.1. (color verde con azul de bro- 
mofenol por el método de toque). El pH y la formación, al cabo de 
20z más o menos, de un precipitado coposo que tiende a sedimentar, 
son los signos que permiten reconocer el óptimo de precipitación. 
Para obtener este resultado se gastan 18 a 20 c3 de la solución de 
ácido sulfúrico.

Agregar a una proporción dada de la mezcla de los toxoides, la 
cantidad necesaria de la solución de ácido sulfúrico de acuerdo a la 
determinación hecha en el ensayo previo. Esperar 20z y centrifugar.

Precipitar otra parte de la mezcla de toxoides mientras se centrifiu 
ga el floculado de la primera fracción y continuar de igual manera 
hasta precipitar todo el toxoide.

El rendimiento de la centrífuga, la velocidad de la floculación par
ticular de cada mezcla y la destrucción del toxoide por la prolongada 
permanencia en medio muy ácido, son las variables que fijan el volu
men de la primera y las subsiguientes fracciones que se elaboran.

Suspender en agua el precipitado centrifugado y agregar lentamen
te una solución de Na OH n/1 cuidando que la alcalinidad no pase 
en ningún momento de la correspondiente a pH 7 5.

El precipitado se disuelve fácilmente dando un líquido claro de 
color rojizo. El volumen de esta solución es igual a una décima del 
volumen inicial de la mezcla de toxoides.

Todas las operaciones descriptas se hacen a temperatura ambiente.
Determinar el valor Lf por el método de Ramón.
El rendimiento medio es del 80 %.
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o) Decoloración por alúmina. ■—- Determinar en un ensayo previo 
con 5 o 10 c3 clel toxoide concentrado, a pH 7.5, la cantidad de alu
mina que quita el color y no reduce en mas de un 20 % la actividad. 
Agregar al volumen total clel toxoide la cantidad de alúmina calcula
da. Agitar varias veces en un tiempo de 30z. Separar el residuo por 
filtración o centrifugación.

Esterilización del toxoide por filtración

Filtrar el toxoide por papilla de papel; luego con precaución de 
asepsia calentar a 57° C. durante 30z y filtrar por bujía Berkefeld W. 
Las precauciones de asepsia y el calentamiento son necesarias pues 
por lo menos en nuestra experiencia existe una bacteria banal que 
atraviesa las bujías. Probar la esterilidad y medir el valor floculante.

Preparación de la vacuna activada

En un frasco de 10 litros de capacidad que contiene 30 grs. de CINa 
y 4200 c3 de agua destilada (esterilizada), añadir asépticamente 
2.000 c3 (200.000 Lf) de toxoide precipitado y¡ purificado, previa
mente filtrado y de cuya esterilidad se tiene certeza. Agregar una 
cantidad de HC1 calculada para llevar el pH a 5.5 y disuelta en 150 
c3 de agua destilada estéril. Por último añadir 335 c3 de una suspem 
sión estéril de ortohidróxido γ con 10 mgs. de alúmina Al (OH)3 por 
cada centímetro cúblico.

1 c3 de esta vacuna contiene 30 Lf y medio miligramo de hidrato 
de aluminio.

Como la parte activa sedimenta con gran rapidez, el envase de la 
vacuna debe hacerse de modo que las ampollas sean llenadas con el 
líquido uniformemente agitado. Para esto, nosotros hemos usado aire 
esterilizado por filtración a través de una capa de 50 cm. de algodón.

Preparación del ortohidroxido γ (método original Willstâtter)

En un litro de agua a 65° C. disolver 500 grs. de sulfato de alumi
nio con 18 moléculas de agua de cristalización; agregar 6.5 litros de 
una solución que contiene 300 grs. de sulfato de amonio y 430 c3 
de una solución de amoníaco al 20 % y que ha sido calentada a 60° C. 
Agitar durante 15' manteniendo la temperatura entre 58-60° C. Vol
car esta suspensión en un recipiente con agua destilada de manera 
que el volumen final sea de 40 litros, hacer sedimentar y decantar 
el líquido sobrenadante. Esta operación se repite tres veces y la cuar_ 
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to lavaje se hace agregando al agua 80 c3 de una solución de amonía
co al 20 %. Volver a repetir estos lavajes entre 10 y 20 veces hasta 
que el líquido sobrenadante quede libre de sulfates.

Preparación del ortohidroxido.. (En parte transcripta de la 
técnica aconsejada por S. Schmidt 1933).

Una solución caliente de 340 grs. de alumbre amoniacal (sulfato de 
aluminio y de amonio) en 500 c3 de agua, se vuelca de una sola vez 
en 3.250 c3 de una solución que contiene 100 grs. de sulfato de amonio 
y 215 c3 de agua amoniacal con 20 % de NH3. Agitar fuertemente 
durante la precipitación y durante 15 minutos después. Cuidar que 
la temperatura no baje de 60° C. El precipitado que era muy volumi
noso al principio se hace floconoso durante la agitación. Volcar la 
mezcla en un vaso de vidrio cilindrico, que contiene 16 litros de agua 
destilada. El líquido se clarifica rápidamente y en general la mezcla 
se puede decantar, a los 300 Añadir agua hasta completar el volumen 
de 20 litros, decantar nuevamente, repetir esta operación cada 307 
En 1 cuarto lavado agregar 40 c.c. de amoníaco al 20 % y dejar 
sedimentar durante 6 horas. Empezar de nuevo el lavado con agua y 
repetirlo otras cuatro veces. El último lavado de esta serie se hace 
con agua que contiene 15 c.c. de amoníaco al 20 % y dura 12 horas. 
Después de la decantación se reinician los lavados con agua pura que 
continúan hasta que el agua utilizada se enturbia, momento en que la 
mayor parte de los electrolitos se han eliminado. Se hacen dos lavados 
más y se deja el hidróxido de aluminio bajo una capa de agua. Se 
determina el residuo seco se calcula la proporción de Al (OH) 3 y se 
diluye la suspensión hasta que cada c3 contenga 10 mgs. de hidrato 
aluminio. Se distribuye en frascos apropiados y se esteriliza por 30z 
a 110° C.

Pruebas de actividad del toxoide

a) Determinación del valor Lf (Ramón) . -—· Mezclar una cantidad 
fija de antitoxina tipo (Sordelli, Ferrari 1934) con distintas cantida
des de toxoide. Poner los tubos a 55° y determinar la floculación óp
tima. Un simple cálculo permite conocer el valor de Lf. Este es el 
mejor procedimiento para conocer la actividad de la toxina, la trans
formación regular de ésta en toxoide y el grado de eficacia de los mé
todos de purificación. Los toxoides purificados floculan bien y rápido 
si se los ensaya en soluciones concentradas (50 a 150 Lf. por c3).
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Determinación directa de la actividad antigenica^

I. - Toxoide sin activar. ·—· Inyectar a 14 cobayos de 300 grs., de 
piel blanca, por vía subcutánea una cantidad de toxoide correspon
diente a 5 Lt A los 30 días extraer de cada cobayo mediante pun
ción cardíaca sobre citrato de sodio 1 c.c. de sangre. Centrifugar la 
mezcla de las muestras de sangre y medir su valor antitóxico por 
algunas de las variantes del método de Romer. Probar la sensibili
dad cutánea por inyección de 1, 3, 10, 30, 100, 300, etc. de una toxi
na, apropiada para la reacción de Schick.

Un buen toxoide inmuniza por lo menos un 50 % de los cobayos con 
intensidad suficiente para que los animales no reaccionen con 3 y 10 
D n rn de toxina y da además un mínimo valor medio de antitoxina 
circulante en el plasma igual a 1/50 de U. A. por c.3

II. - - Toxoide activado. -—■ Inyectar 14 cobayos de 300 grs. y de 
cualquier pelaje con 5 Lf de toxoide. Al cabo de 6 semanas sangrar 
del corazón y medir el valor antitóxico medio, que no debe ser inferior 
a 1 unidad por c3. Se puede usar el método de Ehrlich.
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