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Preparacion de toxina diftérica

Un nueve medioc. Obtencién del toxeide. Fabricacién de
elementos requeridos por el medio

Por A. SORDELLI, J. FERRARI, i. GVIRTZMAN, F. MODERN,
G. RUFF y G. REPETTO

La produceién de una buena toxina diftérica es un problema de
todo momento y de la mayor importancia, en los laboratorios que
se dedican a la elaboracién de vacuna y de saero antidiftéricos.

Innumerables férmulas y variantes y un gran nfimero de proce-
dimientos han sido publicados y ensayados con variable éxito en
todas partes. Nuestro Instituto no ha estado ajeno a esas difienl-
tades y uno de los autores recuerda que ya en el afio 1917 comenzd
a ocuparse del asunto y puede decir que no lo ha dejado de lade
hasta el presente.

Loy estudios sisteméaticos acerca de la nutricién de la bacteria
de Lioeffler y de las condiciones de formacién de la toxina, reali-
zados por Pappenheimer y sobre todo por Mueller, establecieron
de una manera relativamente precisa las substancias que constitu-
ven el medio de cultivo éptimo cuya composicién quimica es defi-
nida, pues estd formado por substanciag cristaloides y relativamen-
te simples.

Con esos medios bésicos se han preparado las toxinas que han
servido para el estudio de su constitucién quimica, hecho que tiene
una gran importancia en los estudios de la inmunidad y ademés
esos medios se han revelado excelentes para resolver el problema de
la produccién regular de toxinas muy activas, lo cual importa un
verdadero progreso en la industria de la vacuna y del suero anti-
diftéricos. '

La investigacién de que trata esta comunicacién fué iniciada
como resultado de consideraciones de orden practico y con ella
contribuimos a la solucién de un problema local de importancia
econdmica, .
Entregado para publicarse en abril de 1943. S
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La ley de vacunacién antidiftérica (N° 12.670) establece por su reglamentacié
(Decreto 104.166) una primera vacunacién antes de los dos afios de edad, la se
gunda un afio después, la tercera entre los 5 y los 6 afios, la cuarta entre los 8 y
los 9 afios y la quinta entre los 11 y 12 afios.

Esto importa la vacunacioén anual de == 2.500.000 nifios (suponiendo que haya
de 400.000 a 500.000 nifios de cada edad entre uno y los 12 afios de edad); ade-
miés de esto hay que considerar que todos los nifios que deben vacunarse o reva-
cunarse en el primer afio de la aplicacién de la ley, son todos los que tienen de
1 a 12 afios, es decir aproximadamente 5 a 6 millones.

En el segundo afio de aplicacién de la ley el nimero es aproximadamente igual
y desde entonces la cifra baja a la de 2.500.000 de dosis por afio, que ya fué men-
cionada.

La suma de $ 200.000 destinada a sufragar los gastos de la vacunacién alcanza
para la realizacion de este plan con los precios de antes de la guerra; hoy por la
elevacién de esos precios se producirfa un déficit que no hubiera interferido, sin
embargo, de manera muy seria con el plan adoptado.

Al mismo tiempo que se votaba la ley y se dictaba el reglamento, se proseguian
los estudios de la conservacién de la inmunidad y del nivel de proteccién para
asegurar el éxito de la vacunacién; por otra parte, la literatura contiene antece-
dentes cada ves mds numerosos de la frecuencia de difteria entre los vacunados
correctamente, sin que el ndmero de dosis aplicadas haya sido garantia de abso-
futa refractariedad, cosa por otra parte fdcil de comprender apenas se reflexione
@) sobre los riesgos de contagio donde haya muchos portadores, b) la reduccién
natural de la inmunidad antitéxica por el solo correr del tiempo, y ¢) la variable
desconocida de la susceptibilidad individual. Si se piensa que por la vacuna anti-
diftérica se debe inyectar tantas veces cuantas sean necesarias para alcanzar
unsa inmunidad extraordinaria y permanente, se incurre en dog errores, uno de
orden psicolégice y otro econdmico. Kl primero, porque el ndmero de inyecciones
serma tal que la poblacién se resistir:a y serfa imposible llevar a cabo esa vacuna-
cién ideal, y el segundo porque el costo de la aplicacién de la vacuna creceria
de manera tal que no guardaria proporeién con los resultados.

" Bstas reflexiones, que ban servido de base para estudios anteriores y para la
adopeién de la practica de vacunacién usada desde hace muchos afios (sobre todo
en las escuelas de la Capital Federal por la obra encomiable del Cuerpo Médico
Escolar, donde se han logrado resultados excelentes) guiaron también la pre-
paracién del reglamento de la vacunacién que en sus articulos 8, 9, 10 y 11 trata
de formas y épocas de vacunacién. Precisamente el articulo 10 dice y « en forma
facultativa podrsn efectuarse inyecciones complementarias, instilaciones o pulve-
Pizaciones de anatoxina para conferir un mayor grado de inmunidad individual »,
ete. Bs decir, para incrementar la inmunidad y hacer que los sujetos asi tratados
sean practicamente refractarios. Se trata, como se ve, de la aplicacién de tres
métodos distintos, pero todos de buena eficacia; uno de ellos, el de la inyeccién,
requiere poca vacuna pero exige un grado de comprensién y de cultura y recursos
{qhe estdn fuera de la realidad para la mayorfa de la poblacién, asi como de las
organizaciones sanitarias o asistenciales de nuestro pafs, y ademds tiene otro de
los defectos que hemos referido anteriormente. -

En cambio los métodos de instilacién o pulverizacién pueden ser aplicados
facilmente por razones de técnica y de psicologia y lo wnico que se requiere es dis-
poner de vacuna en cantidad suficiente para realizar esa campatia en todo el pais.
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De acuerdo con la literatura y la experiencia personal se deeidié promover y
difundir el uso de la vacuna por instilacién y pulverizacién para mantener alto el
nivel de inmunidad y el edleulo de la cantidad de vacuna necesaria para ese plan
di6 la cifra de aproximadamente 1.000.006.000 de Lf de toxina por cada afio.

Como se comprende, el proyecto era irrealizable con el dinero acordado, y el
plan expuesto sélo pudo ser considerado cuando se lograron los resultados de que

da cuenta esta comunicacidn.

La distribucién de la partida acordada para la vacuna antidiftérica (§ 200.000)
se hizo, por lo tanto, para preparar la cantidad de 1.000.000.000 de Lf por el mé-
todo descrito en las pdginas que siguen, y los gastos, sueldos y cargos, son la con-
secuencia de ese proyecto y del progreso que significa la aplicacién de un procedi-
miento que tiene la ve itaja de su mayor rendimienfo a un menor costo, lo que
permite destinar una 1 ayor suma de dinero a sueldos de personal encargado de
la produceién de la to: ina, con elementos y materias primas de origen nacional.

ANTECEDENTES

Pappenheimer y Johnson (1) luego Pappenheimer, Mueller y Co-
hen (?) demostraron que la bacteria de Loeffler produce toxina
de buena actividad en medios libres de peptona, constituidos por
mino-4eidos v otras substancias quimicamente definidas. Hstos
medios, sin embargo, no tenian mucho valor practico por su costo
elevado y por la dificultad de preparacién. Una solueién parcial
de estas dificultades fué encontrada por Pappenheimer (3) y por
Johngon, Pappenheimer y Robinson (*) que descubrieron medios
més perfeccionados perc que afin continnaban siendo muy caros y
exigian el empleo de una gelatina muy purificada.

J. H. Mueller (°) a quién se deben estudios importanties sobre
la nutricién de la bacler'a de Lioeffler, retomé la cuestién de la
preduceién de toxina y dié al problema una solucién relativamente
gimple y practica, utilizando un hidrolizado de caseina con HCl
librado de hierro, como fuente principal de nitrégeno, adicionado
de B-alanina,, &cido pimélico, &cido nicotinico, cistina, sales de Cu,
Zn y Mpn; el hierro debe encontrarse dentro de clertos limites de
concentracién, Como fuente hidrocarbonacda usd maltosa. Kl medio
da hasta 60 Lf por cm®. Miés tarde el mismio autor (°) con Miller
P. A vy con Johnson E.R. (") encuentra que el factor limitante de
la produccién de toxina es la concentracién relativamente alta de
CiNa que se forma al neutralizar con NaOH al HCl del hidrolizado
de la caseina. La solucién de estas dificultades la encuentran estos
autores por precipitacisn del CI- por el OPb y la eliminacién de
éste por el SBa y la del Ba por SO.H,. Tl liguido conserva en so-
lucién el Cl- del CloPb, que es soluble a la temperatura de 35°-40°C
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en que se realiza la purificacién. Las operaciones de la preparacién
son simples pero tediosas, y es necesario disponer de las substancias
convenientes para que el hidrolizado final después de preeipitado
por Cl,Ca y POy contengs muy poco hierro.

Las soluciones para completar el medio de eultivo, son las mis-
mas ya descritas en (°).

Cuando las proporciones de N, maltosa e hierro, son las éptimas
se obtiene hasta 100 Li por em®. Hay causas de fracaso y entre
ellas la mas importante parece ser la de la cantidad variable de
hierro que puede contaminar los frascos que se utilizan para la
siembra. :

El costo del medio es bajo y su constitucién bastante bien defi-
nida permite reproducirlo eon relativa facilidad.

En esta comunicacién, exponemos brevemente nuestra experien-
cia y la solucidn que L mos considerado més conveniente para nues-
tras condiciones de trakajo y con el objeto de la preparacién en
gran escala de vacuna y suero antidiftéricos.

@) APLICACION DEL PROCEDIMIENTO DE MUELLER (*).— El aufor
aconseja el empleo de cualquier casema comercial molida finamen-
te; en nuestros primeros ensayos utilizamos la preparada por la
British Drug Houses y se obtuvo un hidrolizado que se librd de
Cl- con facilidad. En cuanto a la eliminacién del hierro no fué
cosa facil, pues la caseina utilizada contiene Ca -4 -+ en exceso y
poco POy, de modo que las proporciones de estos dos iones no fué
adecuada para la buena precipitacién del hierro, habiendo quedado
en el liguido un exceso de Ca-}-F; aumentando la cantidad de
PO, se pudo obtener con facilidad un liquido practicamente libre
de hierro.

La composicién final del medio aproximadamente, es la siguiente:

(*) En el mes de junio de 1940 el Prof. J. H. Mueller tuvo la gentileza de poner
a la disposicién de uno de nosotros los originales de su trabajo, atin no publicado,
e informarnos de todos los detalles del método y realizar el modus operandi en sus
laboratorios de la Escuela de Medicina de la Universidad de Harward, para la
obtencién del hidrolizado de caseina. Expresamos al Prof. Mueller nuestro agra-
decimiento por su generoso auxilio.
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Substancias expresadas en gramos Fe (en SO«
en 103 cm? de medio Fe, 7 H20)
N = 0,25
ClNa = 0,58 0
Hidrolizado de casefna. 1,25 % de | PO,HNa, = 0,05
N. Vol 20 em?®........ ... ... POHK = 0,01
g alanina = 0,00022
Agc. nicotinico = 0,00022
Ac. pimélico = 0,000015 3
Sol: I1.*Vol. 0,2 em?®............ SOMg 7 H2O = 0,044
S0,Cu 5 H2O = 0,0001
S04Zn 7 H2QO = 0,00008
ClL,Mn 4 020 = (,00003
Sol. IIT.*Vol. 0,14 e ......... Cistina = 0,028 3,5
Sol. V.*Vol. 25 emd . ... .. .. .. Maltosa = 1,25 gr 0
ClCa 2 H?0O 0,012 gr
HO. 80 cm® .ovoovv H20 = 80 gr

Con este medio de cultivo se hacen 7

-

diferentes ensayos con

cantidades distintas de hierro agregando, desde 0 a 600 vy de SO,
Fe 7TH,0 por litro de medio. En otra serie se usa una cantidad
mayor de waltosa (1,75 % en vez de 1,25 %).

Maltosa Maltosa

Fe total por litro 1,25 % 1,75 %
Ensayo e?;‘pe r;s;i(())ean(ia A los 6 dias A los 6 dias
Lf pH Lf pH
1 70 60 72 40 6,8
2 170 50 74 50 6,8
3 270 50 7,6 60 6,8
4 370 60 7,6 60 6,8
5 470 30 8,0 60 6,8
6 570 40 7,8 60 6,8
7 670 25 7.8 60 7,2

(*) Ver pag. 90.
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Los resultados de estos ensayos, que fueron los primeros reali-
zados, muestran que el procedimiento de Mueller es fécil de aplicar
y permnite obtener con seguridad una excelente toxina.

Tia preparacién en frascos grandes da una toxina de 4
1,75 9% de maltosa y 370 vy de hiervo por litvo).

Con otros hidrolizados preparados con una caseina corriente del
comercio, cuyo contenido de PO, y Ca-}- era el habitual, no
hubo dificultad en la eliminacién del hierro y se obtuvieron resul-
tados excelentes, pues el valor de la toxina, en dos ensayos dife-
rentes en frascos con 250 cm® de medio, fué de 80 Lf para una
cantidad de hierro de 400-600 y por litro, con 1,25 % de maltosa.

Esta toxina se transforma perfectamente en toxoide con 6 %, de
formol a pI 7,6 con una pequefia reduccién del valor. Por adicién
de acido se obtiene la separacién del toxoide, pero el rendimiento
es apenas de poco mas del 30 9. Agregando al toxoide del ealds
de Mueller, un toxoide corriente gue precipita muy bien por dcido,
la recuperacién ne aumenta. Como esta dificultad es muy seria
para adaptar el procedimiento de Mueller a nuestra téenica de
fabricacién de antigencs para inmunizar caballos y para prepavar
vacuna antidiftérica, resolvimos nc utilizar el procedimiento a pe-
sar de que sus ventajas son tales que hubieran podido inducir a
canibiar los métodos de fabricacién de la vacuna y de los antigenos
para inmunizar caballos. Ademés, como se comprende fcilmente,
el cambio de la vacuna debe ser justificado por un estudio muy
documentado, de manera que hemos preferido abandonar por el
momento el procedimiento de Mueller y recurrir a su adaptacién
a las condiciones de nuestros procedimientos de fabricacion de la
vacuna.

Por ofra parte, en la obtencién de varios hidrolizados de caseina
encontramos alguna dificultad en la eliminacién del hierro, de modo
que este hecho agregado a algunas otras dificultades nos hizo aban-
donar el procedimiento como métode de rutina.

b) PREPARACION DE UN CALDO ACTIVADO POR LAS SUBSTANCIAS USA-
DAS EN EL MEDIO DE MUELLER. — Se emplearon 3 diferentes hidro-
lizados de caseina (1-3-4) librados de hierro, los que agregados en
la proporcién del 5% a un caldo comtn con 2 % de peptona, 5%,
de CINa y 1% de maltosa, aumentan de manera considerable Ia
produccién de toxina.

Una vez demostrada la activacién, era légico suponer que si la
dificultad de obtener un hidrolizado para producir toxina en un
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medio sintético estaba constituida por la necesidad de eliminar el
CINa v el hierro, esta dificultad desaparecia en el caso de usar el
hidrolizado y las demés substancias del medio de Mueller, sin cui-
darse de eliminar el Fe y veducir los cloruros como activadores
de un caldo eorriente (*) cuyo déficit en substancias esenciales
fuera la causa de la pequefia produccién de toxina. Después de
un ntmero muy grande de ensayos se llegd a establecer que en
las condiciones que se describen a continuacién se obtiene un caldo
con el eual se produce una toxina muy activa con regularidad.

PREPARACION DEL HIDROLIZADO. — Se usa la técenica Mueller pero
con algunas variantes, descritas a continuacidén:

A 500 gramos de caseina del comercio, en granulos pequefios, se
le agregan 3 litros de HCl 9N y una vez disuelta se la hace hervir
snavemente por 18 horas con llama directa en un balén con refri-
gerante a reflujo; para regularizar la ebullicién se usan unos pe-
quefios trozos de antracita.

El Yguido se evapora al vacio en bafio-maria, hasta gue ne des-
tile mas; esta operacién se completa en 4 horas aproximadamente.

Al residuo se le agrega 1 litro de agua hirviente y una vez di-
suelto se Heva a pH 5,5 con NaOH (= 800 cm® de NaOH al 20 %)
v se decolora con 200 gr de carbém animal, filtrando por papel
plegado. Se lava el residuo con agua destilada caliente y el filtrado
se completa a 4 lifros.

El liguido, de color amarillo naranja, contiene 1,4 % de nitré-
geno v 6,6 % de Cl (expresado en CINa). Se conserva bien a
temperatura ambiente una vez esterilizado por simple ebullicidén.

PREPARACION DEL CALDO.— @) agua de carne. 1 kg de carne de
ternera molida finamente, se hierve por 30 minutos con 2 litros de
agua destilada y se filtra por papel. Se completa el filtrado a 2
litros.

b) a 500 cm® de agua de carne se agregan 450 cm® de agua,
50 em?® del hidrolizado de caseina, 20 gr de peptona, 1,7 gr de ClNa,
0,60 em® de la sol. IT de Mueller (¥*) y 0,42 de la sol. III (**)
de Mueller. Se agrega NaOH hasta pH 8,3 hierve y filtra por

papel.

(*) Es conocido que en los medios peptonados la influencia del hierro es muy

poco importante.
(**) Ver pag. 86.
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Ll caldo se distribuye en frascos de cultivo (100 em® en c/u)

v esteriliza a 0,7 atmdésferas durante 20 min (¥).
¢) Una vez esterilizado el caldo se le agrega 2 em?® de maltosa
en golucidn estéril al 50 % (Solucién V' de Mueller).

OBTENCION DE LA TOXINA. — Hg muy importante elegir una cepa
adeeunada al caldo y al método de trabajo. En nuestros ensayos
hemos utilizado la cepa Toronto (Park 8) entregada por el pro-
fesor H.J. Mueller.

Con otras siete cepas, entre las cuales habian 4 de origen Park
Williams 8, se obtuvieron resultados menos favorables. La cepa es
conservada en vacio seco sobre P,Og en heladera. Antes de usar
se transplantd en el caldo corriente de differia sin los activadorés.
Para la prodnecién de toxina se usa un cultivo de 24 horas a 34°C.

SovucroNes pE MUBLLER

Sol. I Sol. ITI Sol. V

SO.Mg 7 H,0 22)5 gr cisting, 20 g maltosa 50 gr
g-alanina 0,115 » HCID =1,19 20 cmd CaCl; 2 H,0 0,5 »
Ac. nicotinico 0,115 » H:0 hasta 100 » H,O hasta 100 cm?®
Ac. pimélico  0,0075 » Agregar 60 cm?® de agua a
804Cu 5 H,O 50 gramos de maltosa,

1% 50 cim? agitar, agregar el Ca
S0.Zm 7 H,O » Cle 2 HO sélido, calen-

%) 4,0 tar ligeramente agitan-
Cl:Mn 4 H;O » do y completar a 100

%) 15 ] cm?. Esterilizar a 10
HCl D =1,19 3,0 » libras durante 107,
H,0 hasta 100 cm?®

Lios frascos colocados previamente en la cAmara estufa a 34° se
siembran con ansa; al cabo de 3 dias se obtiene ya la méxima pro-
dueeién de toxina.

11

RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRODUCCION DE TOXINA. — a) Com-
paracion entre el método de Mueller y el descrito mds arribg.

Se usa un medio de Mueller con 600 v de hierro y 1,25 % de
maltosa en frascos con 100 em® y un medio tal como el deserito

(*) Se obtienen mejores resultados si se esteriliza por filtracién por bujfa Cham-
berland. En este caso la maltosa (2 cm de la solucién V se agrega después de
la ebullicién y antes de la filtracién).
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méas arriba (lo designaremos MIB, abreviado de Mueller Instituto
Bacteriolégico) con 2 9% de peptona Parke Davis, con 19 de mal-
tosa filtrado por bujia Chamberland en frascos también ceon 100
em®. La produccién de toxina y sus constantes estan expuestas en

el cuadro que signe:

3 S Caldo Moueller Caldo MIB

o

< DLM DLM

g g pH | Liom®|L+emy) ~ "7 | L+ pH | Lf emd |L 4emd =~ | L+
48h| 78 | 30 | — | — | — | 82| 60 | 35 |3000]| 86
72 5| 78 | 60 | 40 [3000| 75 | 82 | 70 | 45 |3000| 66
96 »| 8 70 | 45 | 4000 | 93 | 83 | 80 | 45 | 4000 93
116 »| 82 | 70 | 45 |[3000| 66 | 84 | 70 | 50 |3000]| 60
144 >| 83 | 70 | 40 | 2006| 50 | 86 | 70 | 50 |4000! 80
192 »| 84 | 60 | 35 [1000| 28 | 88 | 70 | 50 |3000| 60

En este cunadro aparece evidente la bondad del nuevo medio
(MIB), la rapidisima produceién de toxina y la conservacién del
noder téxico al prolongar la incubacién; los valores con el medio
de Mueller son muy parecidos, aunque un poco méas bajos y la
toxina pierde su toxicidad con el tiempo.

b) La influencia del agregado de los activadores a caldos con

duistintas peptonas.
Se usan medios esterilizados, con 1% de maltosa diferentes
) y
peptonas; frascos con 100 cm®; 3 dias de incubacién a 34°.

VALOR DE LA TOXINA EN BEL MEDIO BN Lf/cm®

Clase de peptona Caldo corriente | Caldo MIB
PD ..oooininnn, e 30 50
I B. Ne2)........... 10 50
PD ........... ... ... 40 65
I B. (SL) ............ 20 50
LB (@) oo, 5 30
I. B. (Seea) ........... 20 50
Martin oo cvovvvnnn. . 15 60
M .. 30 50
R 30 40
E .o 10 30
C . 30 40
Vo 10 30
To Mo ................ 21 45
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Las iniciales indican diferentes marcas de peptona; I.B es una
peptona del Instituto Bacteriol6gico.

La capacidad de activar la produccién de toxina es evidente ¢n
todos los casos y es tanto mayor cuando més bajo es el valor de
la toxina en el caldo simple. Resultaria asi, gque cualquier peptona
de digestién pépsica, pnede ser ntilizada para preparar toxina dif-
térica de disereto o buen valor. Como los caldos fueron preparados
por esterilizacién y no por filtracién, los valores que se han obte-
nido son menores, de manera que la bondad del método es atin

mayor que la que aparece en el protocolo.

ic) Posibilidad de usar maltosae y otras substoncias de mediana
puree,

La variacién de la toxinogénesis por la infiuencia del hierro es
menos marcada en los caldos con proteinas complejas, de modo
que el medio de cultivo descrito tiene la ventaja de no exigir la
limpieza extracrdinaria que es necesaria para el medio de Mueller
y Miller. Hsta caracteristica facilita ademés el uso de substancias
dé menor pureza en cnanto al contenido de hierro, y asi hemos
procedido, estudiando la posibilidad de utilizar maltosa preparada
en el laboratorio por métodos relativamente simples. Como tanmbién
se han preparado cistina, scido pimélico y B-analina, se puede decir
redio de enltivo puede ser integramente obtenido con los
recursos de un laboratorio corriente.

Lia maltosa es, de entre todas las substancias del medio, la que
importa un mayor costo (70 % del total en el medio de Mueller).

Los resultados de algunos experimentos expuestos a continuacién
revelan la utilizabilidad de la maltosa preparada en el mismo labo-

ratorio por accién de la amilasa.

Lf
Maltosa 1 %
Caldos @ [ ¢ d
Difeo .ot 46 46 50 60
Instituto .............. 50 60 46 46
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It

1AS PROPIEDADES DE LA TOXINA PARA PREPARAR TOXOIDE. — Como
va lo hemos dicho, en la técnica nsgda en el Instituto para pre-
parar la vacuna y el suero antidiftérico, se reguiere un toxocide
que tenga la propiedad de precipitar por acidificacién y que con-
serve una buena capacidad antigénica. También hemos mencionado
que el caldo sintético de Mueller no se presta para este objeto,
de manera que si el caldo MIB da un toxoide adecuado, se lo
puede usar en substitueion del que se prepara actualmente en el
Instituto,

A continuacién, se exponen los resultados de la atenuacién, pre-
cipitacién y purificacién con el calde MIB preparade con distintas
peptonas; ademas se deseribe una variante de la téenica de la pu-
rificacién, usada en la actualidad.
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ATENUACION DE TOXINAS DE 3 Y 8 DIAS PREPARADAS EN EL cAno MIB

Incubacién a 38°C

pH 7,6
FORMOL
4 por mil 5 por mil 6 por
Toxina de Toxina de Toxi
o 3 dias 8 dias 3 dias § dias 3 dias

kf toxicidad | kf toxicidad | kf toxicidad | Kkf tocixidad| kf toxicidad

30’ + 45! + 35’ + 507 0 40/ 0

10 dias ...
15 5 300+ 40’ 0 35+ 45 0 40’ 0
20 3 300+ 40 0 35" =+ 45/ 0 —_ -

El toxoide tiene 69 Lf en todos
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pH 8,2
FORMOL
mit 4 por mil 5 por mil 6 por mil
na de Toxina de Toxina de Toxina de
; 8 dias 3 dias 8 dias 3 dias 8 dias 3 dias 8 dias
kf toxicidad | kf toxicidad | kf toxicidad| kf toxicidad| kf toxicidad

kf toxicidad

ki toxicidad

60° 0 35" +

= = | 3 +

ios ensayos realizados.

L6800 35 +

45" 4+
40" =+
40" 0

40" +
40" +
40" £

55" 4
45" 0
45" 0

45" £

45" 0

65" 0

60’ 0
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Bs evidente que la toxina de 3 dias tiene una mayor resistencia a

la atenuacién, asi como un menor tiempo de floculacién para un va-

lor de Lf igual; la atenunacién se efectiia con méas rapidez a pH 7,6,

adopta como téenica la de atenuar a 38° com 69, de formol

Be
a pr

auiop
T 7,6 vsando toxina de 3 dias de incubacién durante 15 dias.

Con el toxoide preparado de esta manera se ensaya la precipi-
tacién 4cida a pH 3,8 repitiéndola 2 veces y la pérdida alcanza
apenas al 15,5 %. En consecuencia la toxing preparade por 3 dias
de 139101¢«b[ttrc‘27(57z en el caldo MIB se presto perfectamente para e
obtencidn del toxzoide precipitado por deido.

La purificacién del toxoide que proviene de toxinas de 3 dias
y de toxinas de 8 dias, permite obtener toxoides de diferente pu-
reza, siendo algo mayor para la toxina de 3 dias de incubacidn.

Y de proteinas para cada Lf de toxoide

Precipitado
Precipitado por deido Toxoide
por dcide y decolorade de rutina

por carbdén

Toxina de 3 dlas .................. 8,6 7,5 21

es el mismo.

Los ensayos fueron por dltimo realizados con la toxina obtenida
con un ecaldo MIB, preparada con todos los elementos fabricados
en los laboratorios del mismo [nstituto y los resultados fueron igua-
les. La téenica deserita a continnacién debe ser considerada la de-
finitiva para la obtencién del toxoide purificado, que debe reem-
plazar al actualmente empleado en la fabricacién de la vacuna,

La toxina preparada en el caldo MIB de 3 dias de incubacidn se
atenida o 37° durante 15 dias o pH 7,6 con 6 %, de formol ol 40 %,

Se precipite o pH 3,8 con SOy Hy y filtra por papel. El preci-
pitado se seca entre papeles; se redisuelve en wun volumen mucho
menor y se precipita nuevamente por deido o pH 3,8 *.

Se separa el precipitado por centrifugacidn. Se diswelve el prect-
pitado en poce agua pH 7,6. Lo pérdide total es del 20 %.

(*) Esta segunda precipitacién puede ser omitida si se secan bien los papeles
o se usa la centrifugacién en vez de la filtracion.
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La solucién del toxoide se trata por Al (OH)s, de la manera des-
crita por A. Sordelli, J. J. Ferrari y E. Savino, o por una cantidad
adecuadas de carbén (£ 1 mg por em?) o pH wn poco nferior a 7
para permitir lo separacidn del carbion por el filtro. La puveza del
tozoide éstd comprendida entre 7 y 9 v de proteina por cada Lf. Pa-
ra el toxoide de uso masal se puede omilir una precipitacion por
derdo y la purificacion por Al (OH)s o carbon.

Iv

Los costos de los diferentes medios que pueden prepararse ac-
tualmente, su rendimiento y el costo de cada 1000 Lf se encuentran
expuestos en el enadro que va a continuacién. Los céleulos se han
hecho para la preparacién del medio hasta el momento de la distri-
bucién en los frascos de siembra, incluyendo sélo las substancias y
la mano de obra. ‘

Medio actual-
Medio de Mueller mente usado | Medio MI B
en el Instituto
En Estados En B
Unidos segin n. 1enos Precios Precios
el autor™ Allres;n de 1942 de 1942
en 1940 94
Hidrolizado de casefna .... 0,30 0,50 0,12%%*
Maltosa ............. ... 1,23 2,50 2,00
CIsting oo ovv e 0,09 0,18 0,04
Otros elementos ........... — 0,02 — ~—
Carne ...........coccvn.. — — 0,20 0,20
Peptona .................. — — 0,77 0,77
Glucosa .................. — — 0,01 —
Mano de obra de prepara-
cién del ealdo ........... *ok w¥ 0,20 0,20
Costo total de 1 litro .. ... 1,62 3,20 1,18 3,33
Costo de 1000 millones de Lf | 16.000 (1) | 32.000 (*) | 59.000 (¢) | 55.000 (%

Hidrolizado M I B***, Su costo:

500 g caseing .............. 0,50
1 Litrvo HCL ........... 4,00
160 gr NaOH ........... 3,00
200 gr carbén .......... 0,90
Mano de obra .......... 1,75
Total ............. 10,15

(1) () Caldos que dan 100 Lf por ems?.

(3) Caldo de 20 Lf.

(#) Caldo de 60 Lf.

* Tl cdleulo estd hecho al cambio de 4,25 pesos por délar.
** Mano de obra ya incluida.
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Estas cifrag indican la conveniencia de adoptar el procedimiento
de Mueller y asi se habria hecho de no mediar dos dificultades,
una ya mencmnada que consiste en la pérdida grande en la puri-

a3 exi-

ar * s . 4 A oo e 1
ficacion y oira muy seria también, que es ocasionada por

}-_.l

gencias muy rigurosas de la téenica, pues el medio exige un conte-
nido de hierro muy censtante, lo que oblica a adoptar precanciones
extraordinarias en 1a eleceién de la calidad del vidric v en <l lavado
y manipulacién de los frascos de cultivo. Con ello se elevaria enor-
memente el costo de produceién de la toxina, hasta que no se cons-
truyeran locales especiales a prueba de « hierro» y se aplicara una
téenica econdmica y muy buena de lavado.

Quedan pues, en consideracién, los otros dos métodos restantes,
cuyo nso es compatible con la técnica de preparacién de la vacuna;
uno de ellos da un rendimiento de 20 Lf por em? y el otro de 60
Lf, de modo gue, este Gltimo tiene la enocrme ventaja de reduecir a
la tercera parte los voltumenes y la cantidad de muchos de los reac-
tives y de los materiales requeridos en la elaboracién de la vacuna
vy podemos decir, ademéas, que la mano de obra se reduce de alli en
adelante 2 la fercere parte. Ademds de esta ventaja existe la de un
costo algo menor, de modo que el procedimiento que debe adoptarse
estd basado en el uso del medioc MIB,

La financiacién de la fabricacién de la vacuna no puede sin
embargo realizarse satisfactoriamente si el costo del medio es de
$ 55.000 v es necesario reduciv dicha cifra.

Como el medio MIB no requiere una gran pureza de las subs-
tancias que lo constituyen, es posible considerar la fabricacién en
el laboratorio de sus componentes por procedimientos econdmicos y
sencillos. A continuacién se describen las téenicas de los métodos

adoptados:

1°) PREPARACION DE PEPTONA. — Se describen dos téenicas para
dos materias primas diferentes.

a) Pepiona de plasma de caballo. — Se emplea el plasma citra-
tado al 39, de los caballos inmunizados cuyo valor terapéutico es
muy bajo o el de animales normales.

A 180 kilos de plasma se le agregan 50 em® de HC1 concentrado
para alcanzar un pH = 6.6.

Se reparte en ollas grandes y se coagula en un bafio-maria de
85°C de temperatura. Cuando el liquido del interior alcanza la
temperatura de 78°C se deja estar durante 30 minutos. Al dia si-
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guiente se separa el coagulo por tela filtrante y se lava una vez
con agua destilada.

Se exprime bien y se obtienen 94 kilos de codgulo al que se le
agregan 150 litros de agua destilada a 60°C, 2700 cm® de Acido
clorhidrico y 600 em® de dcido pirofosfdrico

parado por calentamiento del acido fosférico a 220-240° (hasta que

no diera coloracién amariila con NOzAg).

Luego se le agregan 12 kilos de mucosa de estémago de cerdo.
El pH es de 1,6 (6ptimo de accién de la pepsina). Se deja 24
horas a 50°. Se enfria después de este tiempo, se le agregan 780
gr de hidrato de cal y NaOH al 50 % hasta alcanzar un pH de
7,4 Se calienta a 95° y se filtra. Se obtienen 200 litros de solucién
con 1,2 % de N. Se evapora al vacio a bhaja temperatura hasta con-
centracion siruposa y se puede obtener el polvo seco por pulveri-
zacién en un secador de Krauvse.

b) Peptona de carné. — A 3 kilos de carne molida que asi fué
mantenida durante 3 dias en la camara fria de 0° 2°C, se le agrega
3,5 litrog de H,0 destilada de 60°, gue contienen 70 em® de HOI
concentrado.

Aparte se prepara una mezcla de mucosa de estémago de cerdo
con H,O y HCI en la siguiente forma:

A 1500 gr de mucosa de estémago, lavado y molido se le agrega
1500 em® de Ho0 destilada, que contienen 45 cm® de FC} concen-
trado. Se mezela bien y se deja 24 horas a temperatura ambiente
antes de msar.

A la carne ge le agrega en la primera etapa la mitad de la sus-
pensién de mucosa antes descrita, ajustando el pH a 4. Se digiere
en bafio-maria a 40°C durante 24 horas; en este lapso sblo se ha
digerido la mitad de la carne més o menos. Se agrega en esta se-
gunda etapa la otra mitad de la mucosa y se ajusta de nuevo el
pH a 8,8-4 con HCI concentrado y se deja otras 24 horas al bafio-
maria. Después de estas 24 horas de digestién, el pH se mantiene
a 3,8 a 4. Al cabo de esta segunda digestién se enfria primero con
agua v luego con hielo y se guarda 24 horas en la cidmara fria para
separar al cabo de este tiempo, por tela filtrante fina toda la grasa
v el residuo no digerido. Se agrega luego, la cantidad necesaria de
NaOH al 50 % para llevar a pH 7,2. Se hierve durante 3 minutos
y se filtra por papel de filtro.

Se obtienen 8 litros de liguido con 1,25 % de N.

Se puede concentrar al vacio hasta consistencia de jarabe y secar

Iuego por pulverizacién.
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Ambas peptonas se pueden conservar en solucién si se las este-

riliza o s1 muy concentradas se las guarda a muy baja temperatura;

se las puede también usar directamente con lo cual se ahorran ope-

raciones y gastos. :

v ,
Kl costo de la peptona de plasma, en solucidn,

o
&)
€5
[
[
)
©
5
a2

v el de la peptona de carne c;le 10 (%).

2) PREPARACION DE MALTOSA. — Lia preparacién de la maltosa
utilizable en el medio descrito es relativamente facil y su precio
de costo es muy bajo.

La técenica utilizada para la obtencidn es la siguiente:
Un kilo de almidon de arroz o de trigo se suspendeé en un litro
de agua fria agitando convenientemente y se lleva luego a pH 7,0

con NaOIl al 4 %.
e transforma en engrudo mediante el agregado de 8 litros de

agua hirviendo con agitacién constante, para evitar la formacién
de grumos.

Se coloca el engrudo en un frasco de paredes resistentes con tapa
de goma y se le hace el vacic y se cierra a la llama el tubo de
vidrio. Este método evita los inconvenientes derivados de la ebu-
llicién del engrude al quitar la presion del autoclave; se lleva al
autoclave 1,5 atmdésfera por 1 y 14 hora.

Se acidifica con ClH-N hasta pH 5,7-5,8 dejando enfriar a 60°;
entonces se agregan 100 gr de extracto engimatico del comercio
(malta) disuelto en un poco de agua, corrigiéndose luego el pH si
fuera necesario.

Con agitacién frecuente se procede a la sacarificacién, mante-
niendo la mezela a 60 - 63° durante 10 -12 horas. Al final de este
tiempo se logra una débil reaccién al iodo (rojo débil).

Se filtra por papel y concentra al vacio hasta 114 litro, tratin-
dose entonces con b volimenes de aleohol de 96°; se agita y deja
hasta el dia signiente. Lias dextrinas precipitan rapidamente for-
mando una pasta espesa. Se filtra; la filtracién es rapida. H1 fil-
trado se concentra al vacio hasta consistencia de jarabe. Si se desea,
se seca a presién reducida en caliente, obteniéndose un polvo lige-

ramente amarillo muy higroseépico.

* Calculado sobre contenido de N. El peso de los sélidos es mayor, pues contiene
todo el Cl usado en la digestion al estado de ClNa y otras sales. Es indispensable
cuando se usan estas peptonas completar el CINa que contienen para que el caldo
tenga 5 por mil como méximo.
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Se determina el contenido en maltosa por polarimetria y por
reduceién de una sal de cobre. El rendimiento es de 50 % del peso
del almidén. Con un ren(hmlento algo menor al anterior (47 %)

El costo de 1 kg de maltosa en solucién al 50 % es de $ 20.

Por Gltimo mencionaremos las téenicas usadas para preparar ci-
do pimélico f-alanina y cistina. El 4cido nicotinico cuyo uso estd
muy extendido, se puede siempre obtener en plaza.

Acido pimiélico. (Organic Synthesis Carl 8. Marvel Ed., Vol. XTI,
phg. 42-45). Se lo prepara por reduccidén del 4cido salicilico. El mé-
todo parece que puede ser substituide con ventaja por el descrito
por A. Miiller en Monatsh. 65 pag. 18-20 (1934) con un rendimien-
to del 50 %.

B-alanina. (Organic Synthesis J. R. Johnson Ed., Vol. XVI, pag.
1-3 v 75-76). Se prepara a partir del acido succinico; da un ren-
dimiento del 41-45 % ; es un método largo y las substancias unsadas,
si bien comunes son costosas. ,

l-cisting. (Organic Synthesis H. Gillman ®d., Vol. Colective I,

pag. 194-196). Se obtiene por hidrélisis de pelo humano. El méiodo
eg gencillo ¥ da un rendimiento de 5-5,3 95 (*).

Bl costo del caldo por el empleo de los elementos preparados én
¢l laboratorio se reduce considerudlemente domo se puede apreciar
por el sigudemte cuadro:

Hidrolizado ...................... 0,12
Maltosa ............ ... .. ... ..., 0,20
Cigtina ............... . ...... ... 0,04
Carne ............... ... . ....... 0,20
Peptona ........... ... ..., 0,20
Mano de obra de preparacién del
caldo ... ... 0,20
Costo total de 1 litro ............ 0,96
Costo de 1000 millones de Lf** .., 15.000

Por tanto, con el empleo del medio descrito y designado como
MIB, utilizande elementos y substancias elaboradas en el propio

* La posibilidad de obtener un complejo a base de peptona que puede servir
para preparar un caldo de difteria con el minimo de dificultades, nos ha indu-
cido a realizar ensayos mezelando con la peptona los activadores y la maltosa
para desecar la mezcla; de esa manera serfa susceptible de comercializacién.

** Admitiendo que el caldo da toxinas de 60 Lf.
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Instituto, se puede reducir su precio de costo a cifras compatibles
con los fondos que se han votado para la preparacién de la vacuna

2
disponer de toda la vacuna gue requiere el pais para la aplicacién
. D s i 1o amn
integral de la ley 12.67U.
il
CONCLUSIONES

1?2 — Se describe :

@) Un medio de cultivo de preparacién relativamente simple

que da regularmente toxina de buena actividad (50-80 Lf) en corto

tiempo de incubacidn.

b) Lios métodos de preparacién de peptona y de maltosa.

aq

20 — El costo de la toxina preparada en ese medio de cultivo es

muy bajo.

3° — H1 toxoide preparado con esa toxina puede purificarse facil-

At e o ca L J,"Mt.a R 1r‘ +hamtng Ada mramenanidin da 1a wrasiiva an
uente y 8¢ acapta pvien a ia tecilica ae preparacion Ge ia vacduna ali-

tidiftérica del Instituto Bacteriolégico.
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