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Por FERNANDO MODERN, GUILLERMO RBUFF v
ALEJANDRO GATTI

Ya en el afio 1926 Ramdn y Descombey (1) describen

1be
por primera vez el fenémeno de floculacién entre la toxina

4

tetdnica y el suere antitéxico, pero encuentran también
floculaciones anormales que no corresponden al punto de
neutralizacién elhe Ia {oxina-antitoxina. Todo ello poste-
riormente es nprobado por Abt v Erber {1928) (2),

por Kalic (19 ) (8), por Schmidt (1927-1928) (4) v por

Darzine (1925} (5). Hsie dltimo autor encuentra s6lo una
concordancia del 47 % entre log métedos “in vive” 2 “in
vitro”,

En el afic 1937 Ramén {6} anuncia que, por un méio-
do especial de hiperinmunizacién, consigue sueros de ca-
ballos con una zona especifica simple de floculacién pars
la toxina. Este método congistia en usar toxinas prove-
nientes de cultivos jévenes de bacilos tetanicos contenien-
do minimas cantidades de proteinas no especificas. Los
caballog previamente vacu 0§ sufrian una rapida hiper-
inmunizacién con toxoide, al que agregaba tapioca o la-
nolina.

Esta antitoxina “standard” la usaba Ramén para va-
lorar “in vitro” el toxoide tetanico,

Estudiando las falsas zonas de floculacién, Prevost (7)
propone un método grafico para delimitar la zona verda-
dera de la falsa.

Prevot sostiene que la floculacién verdadera entre la

toxina y antitoxina tetanica se representa graficamente
por una curva muy regular del tipo de una hipérbole equi-
latera. Es Ja misma curva que representa la floculacién de

mezclas de foxina y antitoxina diftérica, por lo que sostie-
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ne que se trata de un fenGmeno general, La floculacién
anormal {paradojal) se inscribe sobre el mismo grafice,
por una curva netamente diferente de la primera, y los
dos fenémenos se diferencian analizando la eurva.

Abt y Erber (loc. cit.) encuentran substancias de na-
turaleza coloidal, que inhiben la floculacién o la retardan,
v sueros que llaman recalcitrantes, que no consiguen hacer
flocular.

Otros autores, Kalic y Abt y Erber (loc. cit.), en-
cuentran que este método de floculacién es bueno para al-
gunos sueros, pero para otros no. En 53 sueros analiza dos
zonas de floculacién.

Recién en el afio 1937 Ramén y Deécombey (loe. cit.)
dan Ia técnica para medir por floculacién el valor antigé-
nico de la toxina y antitoxina tetanica. Fijan el método de
valoracién e indican eémo se puede calcular el valor anti-
génico de una toxina y de una anatoxina tetanica en uni-
dades antigénicas o anatdxicas.

Recientemente Miieller y Miller (8) describen una
variante de la cepa Cl. tetani, que produce un alto valor
de toxina usando un medio de cultivo especial, y esta toxi-
na flocula con la antitoxina en su punto neutro. Mas ade-
lante, estos mismos autores establecen la relacién entre los
Lf, Lo y Kf, en toxinas tetanicas viejag y nuevas. No en-
cuentran relacién entre Lf y Kf, y concluyen esta parte del
trabajo diciendo: “En ciertas mezclas de toxina y antito-
xina se produce la floculacibn como la refiere Ramoén.”
“Hsta floculacién no aparece regularmente y no es siem-
pre una indicacién del punto neutro de la mezcla de toxina
y antitoxina, como en el caso de la difteria.” Aconsejan
acompafar los ensayos de floculacién con la inyeccién en
animales de la mezcla floculante. Agregan que ciertos sue-
ros y toxinas presentan varias zonas de floculacién y que
salo en algunos casos se puede aplicar este procedimiento.

Miieller y Miller (loc. cit.), estudiando las dificulta-
des que observan en las mediciones por floculacién, consi-
guen demostrar que las toxinas de poco valor dan dos zonas
de floculacién no especificas. En cambio, las toxinas de
60 Lf (600 D.T.) floculan ridpidamente en menos de 20
minutos. Consiguen también medir en esta forma los to-
xoides que se encuentran en el comercio y con menor valor,
pero muy purificados, y que contienen entre 3,5 y 15 Lf,
v que representan una toxina inicial de 35 a 150 D. T.
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Goldie, Parsons y Bower (9) para conseguir una to-
xina ‘“‘standard” usan un suero purificado por el método
de Parfentjev, que da un punto especifico de floculacion.
La antitoxina de este suero corresponde a una glebulina
que ha side medificada por una digestién pépsica. Estos

.

autores consideran que log Lf de las toxi‘ﬂas SOn una ex-
presion de su antigenicidad. La conversién de la toxina
en toxoide por el formol estd asociada a una disminucién

del 10 % de los Lf prnnltlvos

Como estibamos interesados en medir por floculacitn
nuestros toxoides v las sangrias exploradoras de los caba-

MmNl T +Atann AT TATNI A AT MTaTiaa T
HOS 11"1 uni ?udOS Con Tetano, omenzamos pPor preparar

1

nuestro suero “standard” partiendo de un suero purifi-
cado por digestién pépsica. Este suero fué medido en ani-
males v se llevé a la concentracion de 100 u. americanas
por ml. Sin embargo, con este suero no era posible hacer
flocular nuestros toxoides natives. Hra necesario purifi-
carlos y concentrarlos, vy s6lo asi conseguiamos en todos
los cagos toxoides medibles por floculacién y que no daban
zonas que no correspondiesen al punto de neutralizacién

del toxoide-antitoxina.
Método de obtencion de los toxoides purificados

En un trabajo ya publicado (10) uno de nosotros, e
colaboracién con Sordelli y Ferrari, concentrd el toxoide
tetanico. Era necesario, sin embargo, dializar el toxoide
antes de acidificado para evitar una pérdida que en mu-

hos casos legaba al 70 % del valor inicial. A continua-
'6n damos el método que usamos ahora para concentrar
v purificar el toxoide, sin pérdidas en sus Lf y sin utilizar
la dialisis, que resulta engorrosa para grandes cantidades
de toxoides.

Sobre una parte alicuota del toxoide a precipitar se
determina exactamente la cantidad de Ho,SO4 5N para lle-
varlo a pH 4. 9.

Al toxoide enfriado a 0°C se le agrega la mitad del
alcohol correspondiente (20 % en volumen), que fué pre-
viamente eniriado a -10°C. Se mezcla bien y se deja en
camara fria durante la noche a -10-12°C. Trabajando en
estas conciciones el toxoide-alcohol se enfria a -10°C sin
congelacién. Se le agrega la cantidad de acido previamen-
te calculado mas un 5 9 e inmediatamente la otra mitad
del alcohol (-10°C), dejando esta mezcla otras 24 horas
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en camara iria. En esta forma la temperatura final no es
mayor‘ de -7°C v no se obtienen pérdidas en las Lf presen-
tes; log floculos son gruesos y la Tiltracidn es relativa-
mente rapida. Le filtracidn se realiza en cédmara fria.
Debera eliminarse lo mejor posgible el aleohol, dejando es-
currir bien los papeles. El precipitado g2 disuelve en agus
a pH 7.2, llevandolo a la décima parte del volumen ori-
ginal. Una segunda precipitacién se hace exactamente en
la forma descripta anteriormente, pero su volumen final
es 2E veces inferior al volumen iniecial.

Si bien la purificacién obtenida no es tan grande como
la descripta en nuestro primer trabajo (11), los toxoides

son de rapida floculacién.

'\_1

HEmpleando este método de precipitacién por alcohol
etilico no se observan pérdidas. Para demostrarlo, ya que
no se puede medir directamente el toxoide native por ia
presencia de substancias inhibidoras v su bajo valor, hici-
mos el siguiente ensayo: 3 litros de toxoide original se
dializa durante 72 horas en camara fria. Las tultimas 24
horas, en presencia de agua destilada. Se lleva 5 pH 8.5,
se agrega una gota de aceite de castor para evitar la espu-
ma v se concentra al vacio, a 45°C, hasta 325 ml. Corres-
ponde a una concentracién final de 9,25 veces v flocula
rapidamente, dando 222 D.T. Este valor corresponde a
24 D. T. para el toxoide original. Como encontramos alre-
dedor de 250 D. T. en el toxoide concentrado 10 veces, y

considerando el crror del método, podemos afirmar que,
por la concentracidn con alcochol etilico, no se produjeron
pérdidas aparentes, A continuacién damos log valores que
hemos obtenido en uno de los ensayos. Xl toxoide original
contiene alredor de 3,58 mg de N por ml. Como cada ml
contiene de 24 a 25 D. T., podemos decir que el valor ori-
ginal es de 0,14 mg de N por D. T. Después de la primera
precipitacién encontramos alrededor de 3,50y de N por
dosis test, y corresponde a una purificacién de 40 veces
con respecto al toxoide nativo (0,14/0,0035). Después de
la segunda precipitacién el valor obtenido es de 1,0 y de N
por D. T. y da una purificacién de 140 veces (0,14/0,001)
con respecto al valor inicial. Estos foxoides contienen 100
Lf por mg de N.

Como s6lo la purificacién no permitia obtener la flocu-
lacién rapidamente, concentramos nuestros toxoides de 25
a 50 veces. Preparamos asi toxoides que floculaban rapi-
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damente en poco tiempo. Por ejemplo: un toxoide que pu-
rificado y concentrado contenia 625 D. T., daba un tiempo
de floculacién de 25 minutos.

Otro toxoide de 715 D. T. daba un tiempo de flocula-

" TdA nananda Ao TN oa o T
citn de 20 minytos, Un fexoldc concentrado 10 vece

UCu1dbcL en 40 mlnm‘:os v contenia 715D /ml His dec
que aumentando la purificacién hasta CIerto limite y la
concentracidn conseguimos toxoides de rapida floculacidn.

Con toxoides de este tipo es posible hacer la flocula-

cién de los sueros de caballos inmunizados con tétano. Usa-

mos por tubo 100 LT de toxoide purificado. Muchos sueros
floculaban ya a los 30 minutos. Mas del 80 % floculaban
antes de las 3 horas.

Calentabamos los tubos en bafio Maria a 48°C y en
todos los cagos se tomé el tiempo de floculacién (Kf).

Como eran ensayos para separar los caballos que die-
ran buen valor, se midié en cada casoc 1.000, 1.500, 2.00¢
v 3.000 u. americanas.

Todos los sueros, ademas, se midieron “in vivo” en
cobayos aplicando el método clasico de Ehrlich. El toxoide
contenia 1/5.000 de mertiolato a pH 7.2 y fué medido con
un suero “‘standard”. Sélo observamos siempre una zona
de floculacidn; en ningdn caso encontramos dos zonas.

Preparacion del suero “‘standord”’

Se usé un suero antitetdnico purificado por proteo-
lisis pépsica, que contenia 2.200 u. americanas por ml;
45,5 cm? de este suero (100.000 u. americanas) se llevaron
con solucién fisioldgica a 1.000 cm3, Esta solucién contenia
5 % de mertiolate. En esta forma se preparé un suerc
patrén que contenia 100 u. americanas o 100 Lf (1.000
D.T.) por ml. Luego se volvié a medir el suero usando
toxina patrén y 3 animales por medicién.

En el cuadro que va a continuacién damos los valores
obtenidos “in vivo” e “in vitro” correspondientes a 54 ca-
ballos de sangrias exploradoras al término de la inmuni-
zacion.

Caballo N® Valor Vivo Valor Vitro Kt
121 1400 1400 180
123 1300 1400 180
124 14z0 1400 180

128 1300 1400 190

7. XV,N¢ 1
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Caballo N® Valor Vivo Valor Vitro Kf
136 2100 2000 a0
139 1300 1400 45
154 1400 14006 105
155 1500 1400 55
157 1200 1000 150
346 2000 1400 i50
327 2000 1000 249
323 1200 1000 240
226 1000 1000 360
190 1100 1000 180
189 1600 1400 360
187 2000 2500 150
184 2000 2600 49
182 2000 2000 190
321 2700 2700 40
322 1600 1500 230
324 2600 2500 30
329 2500 2000 30
392 1600 1500 115
574 1400 1500 50
201 3000 250 90
134 2500 2500 130
320 1300 1500 240
319 1400 1300 120
314 2000 2000 80
307 1000 1000 150
302 1500 2000 255
219 1200 1000 4
596 1400 1500 115
608 2500 2500 120
202 2100 2000 80
214 1400 1500 80
694 3000 3000 20
693 2000 1500 65
680 1000 1006 235
678 3000 2500 225
589 1400 1500 120
573 2500 2000 120
360 2500 2500 65
345 1400 1500 235
696 800 1000 no
697 700 800 180
699 1500 1500 90
707 1600 1500 180
712 1000 1000 150
713 2000 2000 110
718 2900 3000 235
778 2200 2000 55

677 1500 1500 230
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Cotejando los valores “vive” y “vitro” se observa que
pocos son los sueros cuyos valores discrepan.

Sobre 54 sueros sélo dos caballos, el 346 y 573, son
verdaderamente anémalos. Lag diferencias encontradas en
otros no cambian el resultado final del ensayo v permiten
separar correctamente las sangrias exploradoras.

Por los tiempos de floculacién (Kf) puede verse que
practicamente la medicién se ha terminado a las 4 horas.
Este método permite ahorrar tiempo y animales y cree-
mos, por lo tanto, que puede ser usado con ventaja.

También hicimos mezclas perciales de estos sueros y
fueron medidos en la misma forma. Los valores “vive” y
“vitro’’ corresponden.

CONCLUSIONES., — 19 Se describe un método que per-
mite medir por floculacién las sangrias exploradoras de
tétano con buen resultado.

29 Con este objeto se prepara un toxoide tetanico pu-
rificado por concentracion en frio con alcohol etilicc a un
9H determinado.

3?9 Hste toxoide contiene los Lf iniciales y su relacion
de purificacién es de 140 veces. Mayor purificacién no
es necesaria para la aplicacidn de este método.

4?2 Como suero patrén se emplea un suero antitéxico
purificado por proteolisis pépsica.

59 En ningln caso se observaron dos zonas de flocu-
lacién.

69 Por tltimo, se da un cuadro con los valores obteni-

dos en 54 sangrias exploradoras de tétano.
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