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TOXOIDE

Erlich fué el primer investigador que a fines del siglo pasa-
do usé el término Toxoide para designar con él cierto constitu-
‘yente de la toxina diftérica cuya propiedad caracteristica era
la de combinarse, con igual o mayor avidez que la toxina en si,
con la antitoxina. El mismo lo concibié y consideré como un pro-
ducto de degradacién de la toxina e inofensivo por haber per-
dido toda su actividad el grupo “toxéforo”, reconociendo dos im-
portantes hechos con respecto a este Toxoide; primero: que con
el envejecimiento de una toxina cruda viene un aumento en la
proporcién de Toxoide y que con el transcurso del tiempo la to-
xina tiende a desaparecer, siendo reemplazada por el Toxoide
inofensivo. (Como el poder combinante de la toxina cruda mos-
traba relativamente poca alteracién aparecia que la toxina era
lentamente transformada en Toxoide, es decir, que cada molécula
o unidad combinante de toxina era cambiada, casi cuantitativa-
mente, en unidad combinante de Toxoide). El segundo hecho
mostrado por Erlich fué que el poder de un antigeno para esti-
mular la produccién de anticuerpos estaba relacionado con su
poder de combinacién con la antitoxina y que, inyecciones de
Toxoide, tenian vor consiguiente e! mismo poder para excitar
la formacioén de anticuerpos que el poseido por las inyecciones
de toxina.

El mismo Erlich describié y denominé un gran nimero de
supuestos constituyentes de la toxina cruda, diferenciandolos
unos de otros por la mayor o menor avidez que tenian para com-
binarse con la antitoxina. En la actualidad todos estos nombres
han desaparecido de la literatura médica, quedando en uso fre-
cuente unicamente dos de ellos: la toxina en si y el Toxoide.

Muchas tentativas y por numerosos investigadores, fueron
hechas para acelerar por medio de agentes fisicos y quimicos
el cambio de toxina a Toxoide. En el afic de 1921, Glenny, Hop-
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kins y otros colaboradores en Inglaterra, rr}anifestarox} haba;r
conseguido dicha transformacién de lq toxina a toxmd_g, gin
apreciable pérdida de su poder para esth}u_lar la prpdl_lccmn de
anticuerpos por medio de ciertos agentes fisicos y quimicos. En-
tre todos los agentes que ellos usaron, los que les dieron resul-
tados m#is satisfactorios, fueron la accién combinada de la for-
malina y del calor. Dichos investigadores designaron el produc-
to resultante con el nombre de Toxoide. :

Por el mismo tiempo Ramén en el Instituto Pasteur de _Pa-
ris, llevaba a cabo trabajo similar y su més temprana publica-
cién fué simultinea a la de los ingleses. El también enconftré
que la accién de la formalina abolia la toxicidad de la toxina
diftérica, sin una marcada pérdida del poder inmunizante.

Cuando la toxina cruda alterada por el envejecimiento es ca-
lentada a 70°C por media hora o a 100*C por varios segundos,
pierde al mismo tiempo que su toxicidad, sus propiedades anti-
génicas. Es decir, no tGnicamente la toxina es destruida sino
también el toxoide formado. Este ‘‘toxoide natural” (como se
le pudiera llamar a este producto), es termolibil. Si en igual
fecrma que el anterior se calienta el Toxoide obtenido por la ac-
cicn de la formalina sobre la toxina, se notard que no hay mas
que una pequefia pérdida de sus propiedades antigénicas. Este
Toxoide es termoestable. :

Estos hechos llevaron a Ramén al convencimiento de que
estas dos substancias no eran idénticas, e introdujo el nuevo
término “Anatoxina” para asignarlo al producto por él obteni-
do. (1)

A principios del afio de 1924 los Laboratorios Biolégicos
Mulford, en Glenolden Penn, E. U. de A, principiaron sus tra-
bajos experimentales con el producto Toxoide, frabajos encami-
nados a resolver en alguna forma las dificultades con que se tro-
pezaba en la manufactura en escala comercial de esta toxina
modificada. El 26 de noviembre de 1926 el U. S. Department Pu-~
blic Service, concedié la primera licencia en su género a dichos
Laboratorios para la manufactura del producto que hoy se co-
noce con el nombre de “Diphteria-Toxoid-Mulford”, viéndose

asi coronados con éxito los trabajos emprendidos por estos La-
boratorios. :

(1) La razén por la que algunas casas prodnckoras prefieren usar el
término “toxoide”, mejor que el de “anstoxina” impl -
, es simplemente de conve

niencia, pues en esta forma se evitan confusiones entre este ultimo término
y el de “antitoxina’).



II
PREP ARACION DEL TOXOIDE

Todos los distintos laboratorios que se dedican a la obten-
cién de este producto, aunque siguiendo diversas técnicas, estin
de acuerdo en que el procedimiento mis cémodo que existe para
la preparaciéon del Toxoide esti basado en la accién combinada
de pequefias cantidades de formalina y del calor.

Un primer requisito indispensable para la obtencién dc¢' To-
xoide de aceptable valor antigénico, es el de obtener una buena
v potente toxina diftérica. Esta se logra por crecimiento de tipo
toxigeno de bacilo diftérico en un medio de cultivo favorable.
Dicho bacilo debe ser reconocido como buen productor de toxina
de alto valor. En cuanto a los medios de cultive usados, varian
en su composicién, de acuerdo con el criterio y experiencia de
cada uno de los téenicos encargados de la manufactura del To-
xoide.

Los medios de cultivo mas ampliamente usados son los de

. Martin, Ramoén y Park.

Caldo Martin.—“Cortar 500 gramos de carne, mezclar con
1000 ¢. c. de agua. Calentar a 37°C 'y mantener veinte horas ean

. la estufa a 87°C para destruir los azicares. Se exprime y recoge

el liquido y se le afiaden 5 grms. de sal marina. Después se le
adiciona a partes iguales solucién de peptona de panzas.
Solucion de Peptona.—Tomar cinco estémagos de cerdo, la-
varlos y picar finamente la mucosa y la musculosa. Se hace la
mezcle siguiente: estémago de cerdo picado, 200 gramos; acido
clorhidrico, a 16* Be-10 c. c.; agua a 50¢ C 1000 c. c.; esta mez-

cla se pone de doce a veinticuatro horas a 50 C. La pepsina (pro-

cedente de la mucosa estomacal) digiere mas activamente a esta

. temperatura. Se lleva luego a 100* C. para destruir la pepsina y

se filtra por algoddén hidroéfilo. Se alcaliniza a 80vC y se vuelve
a filtrar a través de papel filtro.

Una vez mezclados a partes iguales la maceracién de carne
vy la solucién de peptona se calienta a 70°C, se filtra, neutraliza
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y se afiade luego por litro siete c. c. de sosa normal. Se esteriliza
al autoclave a 117'C, se filtra de nuevo, se reparte en los ’fras-
cos y se lleva de nuevo a la esterilizadora”. Este es el método
clasico preconizado por Martin. : .

Ramoén.—“Ramén introdujo los medios glucosados en la
preparaciéon de caldo para la obtencién de la toxina diftérica,
mostrando lo., que la glucosa a una cantidad determinada no
impide la produccién de la toxina diftérica, sino por el contrario
la mejora y 20., que la fermentacién de la carne en la estufa.
puede ser ventajosamente reemplazada por la simple maceracion
a la temperatura de la caja de hielo. _

La maceracién de la carne de ternera (a la temperatura de
la refrigeradora), se mezcla a partes iguales con solucién de
peptona de “panzas’, la mezcla se ajusta a un pH de 8 y se le
adicionan 5 c. ¢. de solucién de glucosa estéril al 30 por ciento
por un litro de caldo, esta solucién de glucosa es afiadida cuando
va el caldo se encuentra repartido en los frascos.”

(Me limito a exponer los anteriores medios de cultivo, de
induscutible valor, pero con los cuales no tuve la oportunidad d2
trabajar). - i

Park.—Este caldo es preparado a base de carne de ternera
joven y peptona Witte, verificindose la fermentacién por medio
de un cultivo de B. Coli de ocho horas. El medio se ajusta a un
pH de 7.7, se reparte y esteriliza y momentos antes de irse &
verificar la siembra se le agrega la soluciéon de glucosa estéril,
en la misma proporcién que en el medio anterior.

Obtenido el medio de cultivo se reparte convenientemente
en frascos de los cuales los mis ampliamente usados por la ven-
taja que presentan son los Fernbach, ventaja que se traduce
en presentar una mayor superficie al crecimiento del bacilo y por
lo tanto un desarrollo mejor y una mayor aeracién. De 1500 a
1800 c. ¢. del medio de cultivo son colocados en cada frasco sc
tapan convenientemente con algodon, los que a su vez son cubier-
tos con capuchones de papel, atado al cuello del frasco y se llevan
a la esterilizadora. De entre estos aparatos, el tifo mas comun-
mente usado cuando se trata de producciones en gran escala, es
el de los Hornos Arnold, los cuales verifican la esterilizacién por
medio de vapor de agua sobrecalentado. Los frascos son esterili-
zados en estos aparatos el primer dia durante una hora a la tem-
peratura de 100° C. permaneciendo los frascos en la esterilizadora
y al siguiente dia se lleva el aparato a la misma temperatura que
la vez anterior durante hora y media, transcurrido este tiempo se
cierra la llave del vapor, se deja enfriar y se transportan los fras-

v e, e e L S Wt
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cos a la inpubadora a 37" C., donde permanecen de 24 a 48 horas,
tiempo mas que suficiente para que si la esterilizacién no ha es-
tado correcta y el medio resulta contaminado, pueda ser descu-
bierta dicha contaminacion, :

Al cabo de este tiempo, los frascos se llevan fuera de la
incubadora. Si se trabaja con caldo glucosado, se agrega con ri-
gurosas precauciones la solucion de glucesa estéril, si nd, se pro-
cede directamente a la siembra del organismo diftérico de 24 ho-
ras de crecimiento, de reconocido valor toxigeno y de pureza com-
probada por medio de coloraciones examinadas al microscopio.
Mulford usa bacilo del tipo Park & Williams Num. 8 y diariamen-
te dicho bacilo es resembrado en tubos conteniendo medios de cul-
tivo de la misma coinposiciéon que los usados para la obtencion de
toxinas.

La siembra debe hacerse procurando que los gérmenes que-
den en la superficie del medio de cultivo y dentro dc la mayor
asepcia con -el objeto de evitar posibles contaminaciones. Una
vez verificada dicha siembra los frascos se llevan de nuevo a 1o,
incubadora, evitando todo movimiento brusco.

Con el transcurso de los dias, va apareciendo en la superfi-
cie del medio de cultivo, un velo que se va haciendo mas definido
a medida que el desarrollo del bacilo aumenta; dicho velo se hace
més y mas denso, aunque es siempre fragil y cae con facilidad,
siendo sustituido por la formacién de uno nuevo. Los frascos son
examinados diariamente pues el medio de cultivo debe conservar
su transparencia y un enturbiamiento podria significar una con-
taminacién.

Al décimo dia el bacilo es separado por filtracion en embudos
especiales, a través de bujias Berkefeld y haciendo uso del vacio.
El caldo-toxina filtrado es recibido en frascos rigurosamente es-
tériles. Terminada la operacién los frascos Fernbach, embudos,
bujias y demas objetos utilizados para verificar la filtracién, son
esterilizados convenientemente, pues no se debe olvidar que se ha
trabajado con bacilos vivos.

De los frascos conteniendo el caldo-toxina y con verdadero
cuidado para evitar una infeecién en el operador o una contami-
nacién en el medio, son tomadas muestras con el objeto de desti-
narlas a las determinaciones de la *‘dosis minima mortal” (D. M.
M.), de la L+ y del valor de floewlacion (Lf) de la toxina. Al
mismo tiempo se verifica el ensayo de esterilidad, sembrando-
se de dos a tres c. c. de la toxina contenida en cada frasce en
tubos de fermentacién conteniendo caldo glucosado estéril. Es-
tos tubos ya sembrados son colocados junto con otro tubo tes-
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"tigo en el ‘cual no se haya verificado ninguna siembra, en la
incubadora en donde permanecen diez dias. Este ensayo nos
revela la mas ligera contaminacién y si la toxina resulta estar
contaminada es de nuevo vuelta a filtrar, volviendose a verificar
el ensayo de esterilidad y en caso de que la contaminacién subsista
el lote de toxina es deshechado.

“Dosis Minima Mortal” es la menor cantidad de toxina que
cuando es inyectada subcutdneamente a un cuy de 250 gramos
de peso, lo mata en cuatro dias. Para determinarla se hacen dis-
tintas diluciones conteniendo 1/200, 1/400.1/600, y 1/800 por c. c.
de toxina en suero fisiolégico. De estas diluciones, un c. c. se in-
yecta respectivamente en cuyes de 250 gramos de peso.

Supongamos que el cuy que fué inyectado con un c. c. de la
dilucién conteniendo 1/800 de toxina muera al cuarto dia con los
signos manifiestos de intoxicacién diftérica, podremos decir en-
tonces que el valor de esa toxina es de 1/800 D. M. M.

Puede darse el caso de que el cuy que recibid la dosis de
1/600 (vamos a suponer), muera al segundo o tercer dia después
de inyectado y el cuy inyectado con la siguiente dosis (1800) no
muera sino hasta el quinto o sexto dia, entonces si se quiere te-
ner un valor mas exacto, se haran nuevas diluciones con dosis
mas aproximadas una de la otra y se inyectarin nuevamente a
cuyes. En el caso de que se quiera tener solamente un valor
aproximado, basta tomar un promedio de las dosis y de acuerdo
con el orden en que los cuyes hayan muerto. En nuestro ejemplo
anterior serian 700 D. M. M. por e. c. el valor aproximado de la
toxina. A todo cuy que muera durante este ensayo, debe hacers:
la respc ctiva autopsia con el objeto de averiguar la causa de su
muerte. Los cuyes deben permanecer en observacién por un es-
pacio de siete dias.

La L+ es la menor cantidad de toxina que mezclada ccu
una unidad antitoxica e inyectada subcutineamente a un cuy de
250 gramos, lo mata en cuatro dias. : _ ,

La unidad antitéxica fué definida arbitrariamente por Er-
lich como la mas pequeia cantidad de antitoxina que mezclada
con 100 D. M. M. de una toxina e inyectada subcutineamente a

- un cuy de 250 gramos puede retardar su muerte hasta el cuarto
dia.

El mismo Erlich preparé una antitoxina tipo y que sumi-
nistran también los Institutos de Higiene de Alemania y de
Washington cuya unidad ha sido titulada de un modo exactn.
Dicha antitoxina viene mezclada con solucién fisiolégica gliceri-
nada y conservada en pequenas ampolletas cuyos marbetes mar-
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can la dilucién a la que la antitoxina se debe llevar con solucién
fisiologica para obtener una unidad antitdxica por cada c. c.

Cada c. ¢. de esta dilucién es mezclado con dosis crecientes
de toxina (0.15, 0.20, 0.25 0.30) y el volumen es llevado a cua-
tro c. c. con solucién fisiolégica. Después de haber permanecido
las mezelas durante quince minutos a la temperatura del cuarto,
son inyectadas subcutaneamente a cuyes -de 250 gramos de pe-
so, se dejan éstos en observacién por espacio de siete dias y los
resultados se interpretan en igual forma que en el ensayo an-
terior.

Por medio de la Lf (Limite de Floculacién) podemos apre-
ciar si la toxina es lo suficientemente potente para obtener de
ella un buen toxoide. Su determinacién esti basada en que, en
tubos conteniendo mezclas de una cantidad fija de toxina con
cantidades crecientes de una antitoxina tipo, el tubo que flocu-
la primero sera aquél que tenga una mezcla de toxina y antito-
xina neutralizada. (Pag. No. 17).

(Los Laboratorios Mulford admiten como toxinas acepta-
bles para la preparacion de Toxeide, inicamente aquellas que po-
sean una L + mno mayor de 0.25 la que pucde ser determinada

por el método de floculacidn. por el que ia toxina debe mostrar
una Lf no menor de siete por c. c.)

Una vez filtrada la toxina diftérica, es tratada con 0.4 povr
ciento de formalina (LLIQUIDO FORMALDEHIDO Q. P. al 407 ).
Esta toxina es de nuevo filtrada en igual forma que la vez an-
terior y repartida en frascos especiales, estériles ;y destinados
tinica y exclusivamente para este propoésito. Los frascos son en-
tonces llevados a la incubadora a la temperatura de 39° C.

Experiencias verificadas en la casa Mulford y que concuer-
dan con las de muchos otros autores, han mostrado que tempe-
raturas superiores a 45°C asi como cantidades de formalina su-
periores a una proporcién de 0.5°¢, danan un poco las propieda-
des antigénicas del producto. Cantidades de 0.3¢ a 0.4’ de
formalina a una temperatura de 29°C conducen a un destéxica
ci6n completa en varias semanas sin pérdida del poder antigéni-
co. De este modo toxinas que ticnen 400 D. M. M. en un princi-
pio, cambian su dosis mortal ern pocos dias a 0.1 ¢. c¢. ¥ en una
semana o poco mas llegan a poseer una D. M. M. de 1 c. c. Para
llegar de esta dosis a la de 5 c. c. invierten tiempo mas largo v
por lo general 30 a 40 dias después de habérsele aniadido la for-
malina esta misma dosis no causa en lo absoluto sintomas de

_infeccién en un cuy normal. Sélo cuando se ha llegado a este

punto se considera destoxicada la toxina.
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. Mientras la toxina se encuentra en la incubadora, bajo la
influencia del calor y de la formalina, son tomadas muestras de
vez en cuando con el objeto de verificar su ensayo de toxicidad,
de acuerdo con la técnica que mas adelante se expone. (Pag.
No. 15).

Tan pronto como el ensayo anterior nos muestra que la des-
toxicacién de la toxina es completa, este producto se pasa a la
refrigeradora y son tomadas muestras alicuotas de los distintos
frascos, dichas muestras se mezclan y se verifica el ensayo de
su valor antigénico como mas adelante se indica. (Pag. No. 19),

Teniendo ya el valor antigénico del Toxoide, dicho producto
es diluido con solucién fisiolégica de tal manera que en un c.
c. de esta dilucién estén contenidas dos “dosis efectivas”. (1)
Dosis efectiva como después veremos es aquella que salva a un
80 de los cuyes de la-accién téxica de 5 D. M. M. de una toxi-
na, la cuul es inyectada cuarenta y dos dias después de haberse
inyectado la dosis simple de Toxoide. Hecha esta dilucién, se
le agrega luegos el preservativo. Una solucién al 1% de Mercuro-
feno y empleando un c. c. de esta dilucién por cada 100 c. c. de
Toxoide ha dado muy aceptables resultados. Esta solucién es de
nuevo vuelta a filtrar de una manera igual que en los anteriores
casos y ensayada una vez mds para toxicidad. Cineo c. c. del pro-
ducto inyectados en cada cuy de 270 a 320 gramos de peso (to-
mando un lote de cinco cuyes) no deben causar ni reaccién local
ni pérdida de peso. :

En estas condiciones el producto .estd listo para ser depo-
sitado en su envase respectivo, cuya forma y dosificacién varia
segun el Laboratorio de donde provenga. Una vez verificada la
operaci¢: de llenadn, se toman varias ampolletas del lote al azar

Yy se verifican los dltimosg ensayos de toxicidad y esterilidad en
la forma ya descrita.

(1) Este es el proceso seguido en los Laborator;os Mulford, En la
mayor parte de los Laboratorios europeos y algunos de América, la deter-
minacion del valor antigénico se hace por medio del ensayo de floculacién
¥ son aceptadas tnicaniente aquellas
nos siete unidades Lf por c. c.

R ~ i

“anatoxinas” que tengan por lo me-

T
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PROPIEDADES

Hemos seialado que hasta el momento actual el procedimien-

“to mas cémodo que existe para transformar ia toxina diftérica

en Toxoide es la accién combinada de la formalina y del calor.
Dicha transformacion es un proceso irreversible, la toxina trans-
formada por este medio en su derivado inofensivo no vuelve a
adquirir su poder téxico. Ahora bien, es de muchas ventajas re-
ducir la toxicidad de la toxina diftérica en una forma tan rapida
como posible, pero es de manera indispensable también que di-
cha reduccién se haga sin pérdida de su poder antigénico. Por
iesto es que tenemos que determinar en una forma absoluta si
la cantidad de formalina afiadida asi como la temperatura a la
cual se expuso.la toxina formolada han sido lo bastante preci-
sas para obtener buen material antigénico destoxicado. Para di-
chas determinaciones nos valemos de los medios de que se dis-
pone para ejercer un control preciso sobre dos de las principa-
les propiedades que el producto Toxoide tiene: su Inocuidad y su
Valor Antigénico. Es la primera la que nos permite saber si la
accién del calor y de la formalina ha sido del todo suficiente pa-
ra transformar completamente la toxina en Toxoide. Es la se-
gunda la que nos hace ver si dicha influencia no se ha dejado
sentir con menoscabo de dicho valor antigénico.

INOCUIDAD.—La inocuidad establece en una forma abso-
luta la diferencia entre el producto Toxoide y la toxina de la cual
deriva. En virtud de no existir una misma estabilidad en los di-
ferentes lotes de toxina v por lo tanto, no saber el grado en el
cual la formalina reduce la toxicidad, muestras son tomadas a
distintos intervalos de tiempo con objeto de verificar el ensayo
de toxicidad, mientras la toxina se encuentra en la incubadora
sufriendo la accién del aldehido formico y del calor,

El control de la inocuidad se lleva a cabo en la practica in-
yectando por via subcutinea 5 c. c¢. de la muestra tomada. 82
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escogen por lo general cinco cuyes perfectamente sarlws gie 2170 a
320 gramos de peso, para cada muestra. Es el cuy el animal que
mas susceptible se presenta a la accion dela toxina diftérica y
que nesponde en una forma mas regular a ella, es por esto por

lo que dichos animales son los preferidos para los ensayos con

material diftérico.

Una vez inyectados los cuyes son co!ocados en observaciéq
durante un mes, si gn el curso de este tlgm’po no presentan ni
tilceras ni edemas y por el contrario continian aumentando de
peso en una forma normal, deduciremos que la toxina ha perdido
todo su poder téxico. Pero si los cuyes muestran ul_c’e "ay 0 reac-
ciones locales pronunciadas en el lugar de la inyeccion 'y mueren
con signos manifiestos de intoxicacién diftérica, la toxina debe
ser deshechada, aunque por otro lado presente propiedades ca-
racteristicas de Toxoide.

Sintomas de Difteria en los cuyes.—Después de un periodo
latente o de incubacién, el cual si se trata de una dosis grande
puede ser hasta de doce horas, una inflamacién blanda edema-
tosa hace su aparicién en el punto de la inoculaciéon y puede ex-
tenderse en todas direcciones a considerable distancia de esta
punto. Al cabo de 24 horas el animal empjeza a manifestar ya
sintomas de seria enfermedad, se le encuentra acurrucado en un
angulo de su jaula, con el pelo erizado y disnea definida. Si se
toca se siente frio. Si el animal esti en pleno periodo de creci-
.miento, no puede haber quizas pérdida de peso sino por el con-

trario contintia en aumento el cual, no obstante, pronto cesa y-

el peso disminuye ripidamente hasta el momento de la muerte
que por lo general acaece en cuatro dias. Algunos autores, estu-
diando los efectos de la temperatura, han mostrado que hay un
verdadero periodo de incubacién, seguido de una hipertermia, ia
que disminuye luego para ser seguida de una marcada hipoter-
mia en el tltimo estado de la enfermedad.

En la autopsia, después de una intoxicacién aguda subcuts-
iea, sea de cultivo o de toxina, las lesiones mais notables son Ja
masa gelatinosa y ¢l edema sanguinolento que se forman al lado
de la inoculacién, extendiéndose a través del espesor de la pared
apdomina], a la serosa. Las glandulas linfaticas de las axilas es-
tan crecidas y congestionadas y en la ingle son también promi-
ngntes. El canal abdominal se encuentra generalmente extendido
dido y congestionado de sangre, y un exudado comunmente
claro ¥ a menudo en muy considerable cantidad, aparece en
la cavidad pleural, observindose también de vez en cuando ¥y

S b i e
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en menor cantidad, en el peritoneo y en el "pericardio. Las
visceras, abdominales estin congestionadas y una notable con-
gestién es observada tratindose de las glindulas suprarena-
les, las cuales se presentan aumentadas y de un color que varia
del amarillo rojizo al rojo obscuro, si se les divide se encuentra
que hay hemorragia la cual, segiin algunos autdres, comienza
a las 36 horas de la infeccién y aumenta de las 48 a las 72 des-
pués de las cuales, cesa. Cuando la muerte viene riapidamente o
ge sucede después del cuarto dia, esta reaccién o es muy poco
naotable 0 no se encuentra. Los pulmones por lo comtin, se en-
cuentran edematcsos. De todas estas reacciones, la congestion
de las suprarenales es la lesion mais constante en la difteria ex-
perimental.

VALOR ANTIGENICO.—EI valor antigénico que toda toxi-
na destoxicada debe tener para que pueda adjudicarsele ¢l nom-
bre de Toxoide, viene siendo el que nos indique el poder inmuni-
zante de dicho producto.

En el caso de la toxina, sabemos que su valor antigénico

estd relacionado al poder de combinacién que presenta para con
la antitoxina y en este caso, dicho valor puede ser estudiado co-
mo ya lo hemos visto, determinando la cantidad de toxina qua2
debe ser mezclada con una unidad antitéxica, de tal modo que
quede en esta mezcla de toxina-antitoxina una cantidad libre su-
ficiente mara matar un cuy-de 250 gramos en cuatro dias. Pues
bien, este método viene siendo -inaplicable al Toxoide pues esta
producto no mata a ninguna dosis. '
' Tres son los métodos hoy en dia usados para la determina-
cién del valor antigénico de un Toxoide, el de Floculacion, mé-
todo “in vitro” propagado por Ramén y usado en varios labora-
torios de Europa y los métodos “in vivo” comiinmente usados en
los laboratarios de Estados Unidos. .

METODO DE FLOCULACION.—La floculacién se verifica
en mezclas convenientes de toxina diftérica y antitoxina o en
mezclas de Toxoide Diftérico y antitoxina. Este método segiin
Ramén, nos da la oportunidad de apreciar ficilmente el valor
antigénico de un Toxoide.

Cantidades iguales de Toxoide son distribuidas en una serie
de tubos de ensayo de conveniente tamaiio y a éstos, son anadi-
das cant'dades crecientes de un suero antidiftérico cuya unidad
antitéxica ha sido previamente determinada por el método de
Erlich. Los tubos son entonces colocados en un bano de agua
a la temperatura de 40°C y chservados de tiempo en tiempo. Ll
primer tubo que muestra la floculacién (tubo indicador) es ol
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que contiene una mezcla balanceada o neutra de Toxoide y anti-
toxina. )

Determinacién del valor antitéxico de un suere. Método
de Erlich: Teniendo el valor exacto de la L 4+ de una toxina cu-
ya estabilidad date por lo menos de seis meses, dicho vqlqr nos
puede servir para determinar el nimero de unidades antitéxicas
del suero.

Mezclas conteniendo una L 4+ (comprendida en un c. c. de
una dilucién hecha de la toxina en suero fisiolégico) y dosis
crecientes de antitoxina son hechas y dichas mezclas llevadas
a un volumen de 4 c. ¢. con suero fisiolégico, se dejan a la tem-
peratura del Laboratorio por quince minutos y se inyectan por
via subcutianea a cuyes pesando 250 gramos. Al mismo tiempn
y en igual forma se inyectan dos cuyes del mismo peso (250 gra-
mos) con una mezcla de toxina-antitoxina conteniendo respecti-
vamente una L + y una unidad antitéxica y el volumen llevado &
4 c. ¢. con solucién fisiolégica. Estos cuyes sirven de controles
y deben morir al cuarto dia de inyectados. En esta prueba se
busea la menor cantidad de antitoxina que puede neutralizar la
accién de la cantidad fija de toxina, efecto que reconoceremos
por sobrevivir el cuy hasta el cuarto dia. Si el animal muere an-
tes, el ensayo nos mostrard que las dosis usadas de antitoxina
no han tenido el suficiente poder para neutralizar la accién té-
xica de la toxina. : _

Suponiendo que la minima cantidad de antitoxina que pro-
tegié a un cuy de la accién de la toxina, sobreviviedo el animal
hasta el cuarto dia haya sido de 1/500 de c. c., entonces diremos
que dicha antitoxina tiene 500 unidades por c. c.

Para esta determinacién al igual que para la de la L + de
la toxina, se necesitan hacer dos ensayos. El primero que nos
indique el valor aproximado y el segundo que nos dari el valor
antitéxico exacto del suero.

Teniendo el suero con el valor antitéxico bien determinado,
afadimos a cinco tubos conteniendo 5 ¢. c. del toxoide las siguien-
tes dosis decrecientes de la antitoxina que vamos a suponer tiene
un valor de 500 unidades; 0.15, 0.10, ¢.08 y 0.06 de c. c., se agi-
tan bien los tubos para hacer las mezclas homogéneas y se colo-
can en el baﬁq de agua a la temperatura de 40°C. Se observan
de tlerp“_pq en tiempo. Suponiendo gue el tubo que floculé primero
(tubo indicador) fué el que contenia 1/10 de c. c. de la antitoxina
tipo, es decq‘, que 50 unidades antitéxicas (1/10 de e. c. de an-
titoxina equivale a 50 unidades) fueron suficientes para neutra-
lizar 5 c. c. del toxoide, para un c. c. de este, se necesitarin por
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lo tanto 1_0’unidades de la misma antitoxina tipo, por lo que el
valor antigénico de este toxoide serd de 10 unidades Lf por ¢, c.

Puede presentarse el caso de que el tubo que flocule pri-
mero sea, o el que contenga la menor dosis o la mayor de antite-
xina, por lo que es necesario repetir el ensayo en ambos casos
poniendo dosis menores 0 mayores de acuerdo con el resultado
obtenido en el primer ensayo. con el objeto de determinar con
exactitud la Lf del toxoide. .

Ramén basa la utilidad de este ensayo- en dos impor-
tantes hechos; primero: que el tubo indicador o primero en flo-
cular representa una mezcla balanceada de toxoide y antitoxina
y de aqui que este método puede ser usado para ensayar el to-
xoide y segundo: que el mismo ensayo puede servir para medir
el poder relativo inmunizante de los toxoides.

Para Ramoén “la reaccién de floculacién es una reaccién in-
tercoloidal que se efectiia entre dos liquidos complejos: el toxoide
que se encuentra en un caldo de composicién variable y el suero
antitéxico que ademas de poseer materia proteica, contiene sales
y lipoides que tienen un importante papel en la reaccién de flo-
culacién. Una ligera influencia puede traer un desequilibrio en
la reaccion. El mismo Ramoén aconseja utilizar un mismo eal-
do para la preparacién de la toxina de donde el toxoide deri-
va y escoger un suero tipo que dé una floculacién ripida y
del cual siempre es preferible tener una gran cantidad; tam-
bién considera indispensable no agregar en el toxoide o el sue-
ro antisépticos tales como el fenol, o tricresol pues entorpe-
cerian la marcha de la reaccién”.

A menudo se da el caso que diversos toxoides que necesitan
el mismo nimero de unidades antitéxicas para flocular, lo hagan
en muy distintos periodos de tiempo. Esto es debido a que diver-
sos toxoides presentan variable afinidad o viveza para combi-
narse con la antitoxina y se ha podido comprobar que de dos
toxoides que tienen el mismo valor antigénico, el que flocula pri-
mero (por supuesto que en presencia del mismo suero) es ol me-
jor desde el punto de vista de su valor inmunizante. .

METODO “IN VIVO”.-—Por medio de este método pode-
mos hacer una comparacién directa de la efectividad de las di-
ferentes dosis de toxoide, las cuales son inyectadas respectiva-
mente a cuyes y estableciendo como “dosis efectiva” la mis pe-
queiia cantidad de toxoide que salva a un 807( como minimo
de-los cuyes, de la accién téxica de 5 D. M. M. de una toxina,
la cual es inyectada cuarenta y dos dias después de haberse in-
yectado la dosis sola de toxoide. De este modo nos damos cuen-
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ta de que el porcentaje de cuyes infectados disminyye a medida
que la dosis de toxoide aumenta.

Cuatro lotes de diez cuyes cada uno, de 270 a 320 gramos
de peso son inyectados respectivamente en una forma subcuta-
nea con las siguientes dosis de toxoide: 0.1, 0.2, 0.4 y 0.8 c. c.
Los cuyes son puestos en observacion durante cuarenta y dos
dias y si en el transcurso de este tiempo alguno de los cuyes lle-
gara a morir, debe practicirsele la autopsia con el objeto de

“saber la causa de su muerte. No es necesario pesarlos diariamen-

te pues con dos veces que se verifique esto, es suficiente. Una
quince ‘dids después de la inyeccién y la segunda vez al terminar
el plazo de cuarenta y dos dias. Al cabo de este tiempo cada
animal recibe una inyeccién subcutdanea de 5 D. M. M, de una
toxina. Al mismo tiempo cinco cuyes normiles de un peso apro-
ximado de 300 gramos son inyectados cada uno y en la misma
forma que los anteriores con 5 D. M. M. de la misma toxina.
Todos los cuyes son entonces observados diariamente por espa-
cio de ¢inco'dias y los animales muertos cuidadosamente autop-
siados. Los controles deben morir antes del cuarto dia.

El tercer método que sirve para determinar el poder de
combinacién de un toxoide para con la antitoxina, consiste en
afiadir a dos unidades antitoxicas de un suero tipo, cantidades
variables de toxoide, se dejan el tiempo necesario para que la
combinacidn se verifique y se les afiade luego a cada mezcla una

L + de una toxina. Media hora después de haker permanecido

las mezclas a la temperatura del laboratorio, son inyectadas’ por

-via subecutinea a cuyes de 250 gramos. De este modo si el to-

xoide no tiene ningthn poder de combinacién, habrda un exceso
de antitoxina y los cuyes vivirian. En el caso de que mas de una
unidad antitéxica se haya combinado con el toxoide, habria un
exceso de toxina y los cuyes morirdn dentro de los cuatro pri-
metos ‘dias. La mezela que contenga la cantidad minima nece-
saria de toxoide para combinarse con una unidad antitéxica,
contendrda también un exceso de una unidad antitéxica v de una
L + de la toxina y por lo tanto el cuy inyectado con esta mez-
cla-debe morir al cuarto dia. Esta cantidad minima de toxoide
nos revela el poder de combinacién del mismo producto.
ESTABILIDAD.—Muchos ¥y muy variados han sido los ex-
perimentos efectuados por diversos hombres de ciencia, con ob-

"jeto de comprobar esta otra importante propiedad del productio

toxoide. Entre ellos los mis notables han sido les verificados
por Glenny y Ramén. Este tltimo afiadié a una toxina la canti-
dad necesaria de formalina para levarla a toxoide y la dejbé en
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la incubadora, recogiendo durante varias semanas dos muestras
diarias. Mientras que a una le determinaba su D. M. M, a la
otra la calentaba a 65°C después de lo cual le detex:mmaba su
poder floculante (LF). Asi encontré al principio que.mientras
el.poder floculante era nulo, la toxicidad era g‘rande,,pero
al estar abolida ésta, la Lf fue la misma que en un principio
posey6 la toxina. Esto demuestra que mientras la toxina es des-
truida por un calentamiento a 65*C, el toxoide no es afe_c;tado.
Glenny después de hervir por cinco minutos el toxoide, demos-
tr6 que altn retenia un 10% de su valor inmunizante.

_ Con objeto de comprobar que la transformacién-de:la: toxi-
na en toxoide es un proceso irreversible, se han colocado lotes
de un mismo toxoide en distintas condiciones, a la refrigeradora,
temperatura del cuarto, ete., v envasado en distintas formas:
en ampolletas, en frascos no herméticamente cerrados y por es-
pacio de un largo tiempo, durante el cual se verificaron Jos en-
sayos de toxicidad, mostrando dicho toxoide ser inofensivo a pe-
sar del tiempo transcurrido. Se estudié también su valor antigé-
nico, el que nos mostrd que el mismo producto conservaba su
valor original. Estas y muchas otras experiencias de la misma
indole, condujeron al convencimiento de la gran estabilidad que
el toxoide posee.

PROPIEDADES QUIMICAS.—Casi nada es lo que se pue-
de decir acerca de las propiedades guimicas del toxoide, pues es
muy poco lo que en su estudio se ha hecho.

Al toxoide se le considera como una proteina (Moloney &
Weld), da la reaccién débil positiva del biuret, reacciona tam-
bién en una forma positiva con los reactivos de Millon, de Hop-
kins y Cole y la reaccién xantoprotéica. El toxoide purificado
es precipitado por el alcohol etilico.

Por otro lado, los investigadores dedicados al estudio des-
de el punto de vista quimico, de la accion del aldehido férmico
sobre la toxina, no han podido llegar hasta ahora, a nada en
concreto y asi Kirsin y Bronstein mostraron que durante el en-
vejecimiento de una toxina habia una regular pérdida de ami-
noacidos libres que correspondia a la pérdida de toxicidad y que
el toxoide con formalina contenia la mitad de los amino-dcidos
libres que contenia la toxina original. Basdndose en esto, los
mismos investigadores, dicen que la transformaciéon de una toxi-
na en toxoide depende de la accién que ejerce la formalina sobre
uno de los dos grupos de amino-dcidos que segin ellos la toxina
posee. Velluz & Vincent a su vez creen que el aldehido férmico
en presencia de ciertas proteinas sufre algunas condensaciones
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dando origen al toxoide: Dicho estudio como vemos, esta aun

por resolverse. : s

Ademas del aidehido férmico otras substancias del mismo
grupo son capaces de transformar la toxina. Asi tenemos, la
acroleina, el crotanaldehido, la urotropina; por otro _lado tene-
mos ¢! yodo y algunos 4cidos grasos como el ricinoléico. De to-
dos estos los que probaron ser mas eficaces fueron el aldehido
férmico y el acido ricinoléico y principalmente el primero. Del
resto todos presentan inconvenientes de diversa indole.

La influencia que ejercen los preservativos en las toxinas
destinadas a la preparacion de toxoide, asi como la ejercida por
los distintos pH que presentan los diversos lotes de toxina, fué
estudiada por Moloney y Weld, quienes Hegaron a las siguien-
tes conclusiones: toxina afiadida de fenol, cresol o cualquiera
de los otros preservativos usados para el caso, cuando se han
querido transformar en toxoide no han dado resultados satisfac-
torios, pues o bien en muchos casos el valor antigénico es nuio
o al agregaresele la forimnalina se presenta un precipitado que
estorba y anula posteriores ensayos. En cuanto a la influencia
que el pH ejerce, concluyeron que en toxinas que poseen un pil
entre 7 y 10, el grado de destoxicacién es mayor mientras mas
alcalina es la toxina. No obstante, los mismos autores compro-
baron que toxinas con un pH de 10 al ser anadida la forma-
lina pierden su poder de floculacién. Entre un pH de 7.-a 9 se
en(_:(tijentra, segln ellos, el pH 6ptimo para la preparacién de to-
xoide. '
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USOS DEL TOXOIDE.

Haciendo estudios en este producto, se ha comprobado que
puede sustituir a la toxina para la produccién de suero antidif-
térico. ’ :

Aunque pueden ser usados en ocasiones otros animales, son
los caballos perfectamente sanos y j6venes. los preferidos para
la obtencién del producto mencionado. Estos animales son exami-
nados previamente y no son aceptados a menos de que se en-
cuentren libres de toda enfermedad transmisible y la prueba de
la maleina (diagndstico del muermo) sea negativa. Cada caballo
recibe periédicamente dosis convenientes de antitoxina tetdnica
con el objeto de conservarlos inmunes contra el tétanos.

-Los caballos reciben inyecciones por via subcutinea, de do-
sis crecientes de Toxoide Diftérico (20, 35, 60, 100, 150, 200, 300.
400 c. c.) efectuandose las dos primeras en un intervalo de ocho
dias y las siguientes cada cinco dias. El periodo de hiperinmu-
nizaciéon dura de 40 a 50 dias como promedio, verificAindose la

_ sangria tan pronto como el ensayo de prueba nos da un valor

suficientemente alto, {750 unidades por el método de floculacién).
Por lo general la sangria se lleva a cabo unas ocho horas des-
pués de la ultima inyeccién.

Se extraen de la vena yugular de ocho a nueve litros de
sangre y se recogen en frascos especiales esterilizados de ante-
mano y provistos de una pesa que embona perfectamente en el
frasco. Los frascos con la sangre recogida se llevan a la refri-
geradora y al abrigo de la luz, soltindose la pesa para que vaya
comprimiendo el coagulo. A las 24 horas el suero esta limpide.
se transvasa y se le determina su valor antitéxico.

Otro método de recoger la sangre consiste en recibirla en
frascos conteniendo solucién ya sea de citrato de sodio u oxalato
de amonio para prevenir la formacién del codgulo. El plasma que
sobrenada 24 horas después es sometido a2 un proceso de con-
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centracién, por precipitaciones sucesivas con ql sulfa:cclz dedamo-
nio, cloruro de sodio y écido acético en soluciones saturadas o
por el sulfato de amonio en solucion a.dls",tx_ntas concentraciones.
Asi se llega a obtener la antitoxina diftérica concsntrada.

“L,a riqueza en antitoxina de los sueros prepa ados por me-
dio del Toxoide Diftérico es igual o mayor que la de los prepa-
rados por medio de la toxina; est‘os mismos sueros son capaces
de neutralizar “in vivo” e “in vitro” la toxina difterica y en

cuanto a su eficacia desde el punto de vista terapéutico, es exac-

tamente la misma que la que tienen los sueros obtenidos por la
toxina. . .

El uso del Toxoide diftérico en México, como agentq inmu-
nizante en la prevencién de la difteria, no ha sido lo suficiente-
mente extenso para que podamos hacer conclusiones con respec-
to a su eficacia. )

Pero si bastenos saber que en Francia, Alemania, Estados
Unidos y algunos otros paises, millones de habitantes de todas
edades han sido inmunizados con este producto y las autoridades
respectivas han tomado un verdadero interés en él

Estadisticas levantadas por las autoridades sanitarias de los
paises antes citados, muestran que un 85% a 95% de personas
que muestran por ia prueba preliminar de Schick ser suscepti-
bles a la difteria pueden ser inmunizados por el Toxoide y dar
la prueba de Schick negativa después de dos inyecciones.

La inmunidad comienza a mostrarse en dos o tres semanas,
llegando a su mas alto porcentaje de la cuarta a la octava se-
mana después de la iltima inyeccién. La duracién de la inmu-
nidad es incierta aunque probablemente similar a la conferida
por la mrzcla de Toxina-Antitoxina. Lafaille y Loisseau han de-
mostrado que individuos cuya reaccién de Schick habia llegado
a ser negativa por inyecciones de Toxoide, esta reaccién negati-
va persistia al cabo de uno y dos afios y en muchos casos al cabo
de cuatro anios después de haber sido inyectados. -

En algunos paises omiten la prueba preliminar de Schick
para los nifios no mayores de ocho afios, en vista de que la ma-
yor parfe de ellos a esa edad son susceptibles a la difteria v
consideran mejor inmunizarlos a todos. En muchachos ya de
mayor edad y en adultos es verificada 1a prueba de Schick y uni-
camente a aquéllos que muestran una reaccién positiva les es
aplicado el toxoide.

”Dos son los métodos mas frecuentemente usados de vacu-
nacion por medio del toxoide diftérico: el de Ramén usado en
Francia y algunos otros paises y el método original del doctor

§
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Thomas S. Githens de los Laboratorios Mulford seguido en algu-
nos otros laboratorios americanos.

La téenica de vacunacién que en Francia se sigue es en tres
tiempos, se verifica una primera inyeccién subcutinea de 0.5
c. c., después de un intervalo de tres semanas se inyecta 1 c. c.
vy quince dias después de efectuada ésta, se inyectan 1.5 c. c.
Operando en esta forma segin Ramén se obtiene el maximo de
inmunidad en el menor tiempo. Las inyecciones se efectiian en
la fosa sub-espinosa de preferencia.

La técnica del doetor T. S. Githens consiste en aplicar dos-
inyecciones de 1 c. c. cada una, por via subcutidnea y con un in-
tervalo de tres semanas.
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PRUEBA DE SHICK

Esta prueba nos revela por un método exacto y simple qué
personas son susceptibles a la difteria.

Para practicarla es necesario disponer de una toxina perfec-
tamente estabilizada y titulada. La cantidad a inyectar debe ser
de 1/50 de la D. M. M. y debe estar contenida en 0.1 c. c. de una
dilucién hecha de toxina en suero fisiologico.

Las inyecciones se practican en la dermis de la cara anterior
del antebrazo con el bisel de la aguja vuelto hacia arriba y para-’
lelamente a la superficie cutdnea, efectuindose la inyeccion muy
lentamente. Existen agujas de platino y jeringas calibradas es-

peciales para el caso.
' Reaccion negativa.—El sitio de la inyeccién permanece nor-
mal, no se produce ninguna reaccion.

Reaccién positiva.—Si el paciente es susceptible,-aparecen
en el lugar de la inyeccién y 24 a 48 horas después de haber sido
practicada ésta, un enroj ecimiento e infiltracién de los tejidos de
1 a 2 centimetros de didmetro. Esta reaccién persiste de siete a
diez dias, dejando al desaparecer una descamacién y pigmenta-
cién de la piel.

Una reccién de Schick negativa muestra, segliin este mismo
investigador, que existe méas de 1/30 de unidad antitoxica en 1
c..c del suero de la persona que ha dado la prueba negativa, mi-
nimo necesario para estar preservado de la Difteria.

En el control de la prueba de Schick, se usa toxina calenta-
da a 70° C, previamente diluida con suero fisiolégicp de.manera

que 1 D. M. M. esté contenida en 5 c.c. de suero fisiolégico, pero
tomarndo en cuenta el volumen de toxina que ocupe la D. M. M.
De esta dilucién se inyectan como en el caso anterior 0.1 c.c. ve-
rificandose la inyeccion en el otro brazo. )

Esta prueba control nos descubre las falsas reacciones que
debidas a ciertas proteinas del bacilo diftérico se efectian. -Di-
chas reacciones hacen su apariciéon mas pronto que en la prueba
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verdadera y desaparecen dentro de las 20 6 48 horas dejando una
pigmentacion d= la piel pero sin descamacion. . ‘

. Lia toxina para la prueba de Schick verdadera se conservg '
gin diluir y en el momento de ir a utilizarse se hace 13 diluci()nk
Tanto esta toxina como la que sirve para la prueba control debexi
ser conservadas en la refrigeradora y al abrigo de la luz.




VI
VENTAJAS DEL TOXOIDE

“Un agente ideal inmunizante es aquel que puede producir
el mayor grado de inmunidad en el més corto tiempo con las me-
nores reacciones locales o geerales y sin efectos des.zradables”.

Estudios hechos en este producto, han venido a comprobar,
en algunas de estas consideraciones, las ventajas que presenta el
producti Toxoide sobre la mezcla de Toxina-Antitoxina, usada
como agente inmunizante. ‘ '

Ausencia de Suero.—En ciertos casas la inyeccion de sueros
antitéxicos ha provocado reacciones que fueron primero atribui-
das a la antitoxina pero que mds tarde quedo demostrado ser de-
bidas a la presencia del suero. La presencia del suero de cabailo
en la mezcla de Toxina-Antitoxina puede por lo tanto, sengibili-
zar a determinadas personas y si estas mismas personas necesi-
tan posteriormente nuevas inyecciones de un suero proviniente
del caballo, pueden tener con ello reacciones peligrosas. Son los .
llamagdos fenémenos anafilicticos. El Toxoide a diferencia de la
mezela de Toxina-Antitoxina, no contiene suero, sino como 1o he-
mos visto, no es mas que la toxina moditicada por la accién de
la formalina y del calor. Es por lo que este producto no puede
sensibilizar a un individuo a subsecuentes inyecciones de sueros
terapéuticos.

El Toxoide presenta una mayor estabilidad que la mezcla de
Toxina-Antitexina.—En contadas ocasiones se ha sabido que la
mezela de T-A ha llegado a ser ligeramente toxica durante su ai-
macenamiento, debido a que, bajo extranas circunstancias, hay
una separacién de toxina de la mezela v oaunque ninguna muer-
te se ha atribuido al uso de este producto, si ciertas reacciones
locales. La posibilidad del aumento de toxicidad en la mezcla.
conduce a favorecer el uso del Toxoide, producto que experimen-
tadores dedieados a su estudio, han demostrado gue es de una es-
tabilidad absoluta. v

s
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Produce inmunidad répidamente.—E_s‘tadistica_s levgntadas-
en distintos paises muestran que el Toxoide produce la inmuni.
dad en cerca de la cuarta parte del tiempo requerido por la mez-
cla de T-A. El mismo Toxoide produce cierto grado de inmunidad
en 10 6 15 dias, por lo que, con relativa facilidad, se podria con-
trolar una epidemia, mienfras que con la mezcla de T-A en vista
de que su accién es lenta, seria dificil controlar una epidemiy -
que estuviera ya en progreso. ‘

Hay individuos, que al ser tratados por el Toxoide, presen-
tan algunas reacciones locales y raras veces gepgrales, lag-
cuales parecen ser debidas a ciertas proteinas especificas y a Ia
sensibilidad de estos mismos individuos a dichas proteinas. Asi
se explica que estas reacciones se manifiesten mas particular-
te en el caso de individuos.convalescientes de difteria y en el de
adultos que durante su vida han estado en contacto con el bacilo
de Loffler, contacto oculto por lo general. Algunos investigado-
res creen poder reconocer dichas personas por una ‘“reaccién- .
prueba’ especial, usando Toxoide diluido al 1 por 20 e inyectan-
do en forma intradérmica 0.1 c. ¢. de esta dilucion. Si a los tres
dias el 4drea rojiza formada al rededor del punto de inyeccién no
abarca méas de un centimetro de diAmetro, puede esperarse que no
se verificaran reacciones severas con las inyecciones sucesivas
de toxoide en caso contrario, se recurrird a dosis menores de to- °
xoide en un mayor tiempo.

“El Dr. Wenger de los Laboratorios Biolégicos Mulford, ha-
ciendo.estudios especiales en este asunto, ha concluido que no
existe ninguna relacién entre la sensibilidad presentada por al-
gunas personas a las inyecciénes intradérmicas y la presentada

a las inyecciones por via subcutanea, en el caso del toxoide, por

lo que dichos Laboratorios han abandonado el uso preliminar de
la “reaccién-prueba”.

) Las reacciones que el toxoide produce en algunos casos 1no son
analogas como se supuso a la prueba falsa de Schick, pues se ha
Qemogtrado que ambas reacciones pueden ocurrir en los mismos
1r.1d1v1d’uos. Asi mismo el Dr. Wenger inyecté 386 enfermeras
smultanearr}ente con la preuba de Schick y la reacei6n de prue-
ba del Toxoide, obteniendo los resultados siguientes: 191 fueron
negativas a ambos; 69 positivag a ambos; 116 negativas a la
prueba de control de Schick y positivas a la prueba del Toxoide
Yy 10 negativas al Toxoide y positivas a la prueba del control del
Schick. Esto muestra que las reacciones causadas por la toxina

destogucada por la formalina, tienen un distinto origen al de la#
reacclones causadas por la toxina calentada.
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TOXOIDE.—ACIDO FORMICO

Problema.—Determinar la utilidad del acido férmico Parca
reemplazar a la formalina en la manufactura del Toxoide.

. Se llevé a cabo este experimento tomando como base la tio-
ria sustentada por el Dr. Felton, que supone que el formaldehido
agreg:ado a la toxina es gradualmente transformado en &cido
férmico y que este icido y no el aldehido viene siendo el factor
influyente en la conversi6én de la toxina a toxoide.

El primer trabajo emprendido en este experimento fué tia-
. tar una toxina fresca sin preservativo con 0.4% de formalina al

40% en un lote y otro lote de la misma toxina con 0.24% de &ci-
do férmico al 85%, formandose en este tiltimo un precipitado
que se depositd en el fondo. ,

Puestos ambos lotes en la incubadora, a distintos intervalos
de tiempo se hicieron los respectivos ensayos de toxicidad; resul-

tando que la toxina conteniendo el acido férmico fué del todo

destoxicada dentro de los veinte y cince primeros dias, habiendo
pasado dicho lote a la refrigeradora. El que contenia formalina
requirié cerca de dos veces el tiempo que necesité el anterior pa-
ra destoxicarse. Teniendo abolida la toxicidad en ambos lotes de
toxina, se procedié a verificar su ensayo antigénico. El resulta-
do de este ensayo nos mostré que del lote con formalina se obtu-
vo un buen antigeno, mientras que el tratado con férmico perdid
toda actividad antigénica. ‘

He aqui como se procedié para la verificacién de los ensa-
yos anteriormente descritos:

Fecha 3-14-30.—Caldo preparado con carne de ternera y
peptona Witte, repartido convenientemente en frascos Fernbach,
poniendo 1800 c. c. en cada uno y esterilizados previamente en
- hornns Arnold, fueron sembrados con cultivos de bacilo diftérico
de 24 horas y en seguida colocados en la incubadora a la tempe-
ratura de 37 C.

Fecha 4-21-30.—Los frascos fueron agitados y los tapones )
de dichos frascos removidos, tomando para ello todas las precau-

ciones necesarias para evitar una posible contaminacion.

Fecha 4-25-30.—La toxina fué filtrada a través de bujias

Berkefeld, de un modo absolutamente estéril. A esta toxina se
le hizo su prueba de esterilidad, sembrando dos c. c. de la toxina
cn tubos de fermentacién con caldo glucosado. Al mismo tiempo
<e tomaron muestras para determinar el valor de floculacién su
D.M. M. ysul 4+ .Este mismo dia se hicieron dos lotes de di-
cha toxina, agregandosele a uno en ]Ja proporcién conveniente
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0.5% de formalina al’40% y al otro 0.24% .de dcido formico al
85%.. Ambos lotes fueron colocados en la incubadora a la tem-

peratura de 37'C.- : L ) )
: Fecha 4-26-30.—Se verificé la determinacion de la dosis mi-

nima mortal y de la L+ en cuyes cuyo peso varié de 230 a 250
£ramos.

o
2 | posis |1a. it | | |5 5 1 & 18|28 |®
FECHA g Dosis la.Dll.\ ‘ \S Peso 3)) Color ‘ > ‘ ‘E: \ p ‘ p g
42630 301 200 9 20 8 250 M Py ¢ Mo, — — — Dipt.
— 40 — 39 — 240 M O.  Mto. - =
— 600 — 59 — 240 M OyB 210 M. — —
— 800 — 79 — 230 M B 220 200 — — DMt
~: 010 lunid.— — 250 H RyB 230 230  — 210 210
_ 015 , — — 240 H RAB 210 Mto. — — Dipt.
— 020 , — — 20 M AyO Mto. — — Dift.

. 02 , -— — 20 M RyN M. — — — Dift,

Por los datos anteriormente expuestos, la toxina manifestd
tener 600 D. M. M. por ¢. ¢. y una L + de 0.15.
Por otro lado se verificd el ensayo de floculacion, colocando

. B e c. de la toxina en tubos de ensayo destinados para el caso, y

agregando a cada uno de ellos cantidades crecientes respectiva-
mente de una antitoxina tipo de 500 unidades por c. ¢. Los tubos
fueron puestos en seguida en un bafio de agua mantenido a una
temperatura de 40°C., tomandose la hora. Con més o menos cor-
tos periodos de tiempo, fueron observados los tubos, resultando
que en el tubo en el que primero empezé a aparecer el precipita-
do de floculacién fué el que contenia 0.10 de antitoxina, es decir,
la toxina en estudio, manifestd tener una Lf igual a 10 unidades.

El siguiente cuadro muestra los datos obtenidos en el ensa-
yo anterior de floculacién:

| ! !
JECHA |[Toxina Antitox Tlempo
| DOSIS

4-26-30 301  Tipo  10.30 0.06 0.07 008 009 0.10 0.11 Lf-10
400 uds ) 10.58 10.53 10.50 10.53
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. Focha 5-19-30.—Se hizo el ltim
L g . 40 ¢ o ensayo de tox.ci a
toxina afiadida de 4cido férmico, el dltimo Igor habgi'{sglgigoir;r}i
do en esta prueba que dicha toxina habia perdido su poder téxi-

co. Este lote fué con tal motivo sac .
. ad -
cado en la refrigeradora. do de la incubadora y colo-

Ensayo de toxicidad de la toxina adicionada de férmico:

iy 2 £ £ | = £
CHA 'g Golor |Sexo | Peso | Dosis |,0. dia 5‘ $ g ': 3
- N L ”
51990 — NvC H 275 . 310 320 , 336 340
— N M 270 , 310 360 , 340 340
— N H 300 , 320 390 Mto. — — ~ Pulm.
: Efmo. .
— RyO M 215 320 350 Bien 380 380  Ben
peq. ulc.

Por lo expuesto anteriormente vemos que cuatro de los cinco
cuyes inyectados sobrevivieron y siguieron aumentando de peso
en una forma normal por lo que dicha toxina fue considerada
detoxicada. . e

Ensayo semejante se hizo al mismo tiempo con la toxina
formolada; en este primer ensayo se 1nos mostré conservando su
poder téxico atn, como lo muestra el siguiente cuadro, por lo qua
se le mantuvo un tiempo mayor en la incubadora.

e =

Peso Dosis

no. dia
o, dia
1ho. dia

»so. dia
120. dia

FECHA | 5 | Color g
s . Y
9 w

5-19-30 2 Ry N H 310 5e.c. 320 380 Rien 390 390 Bien

6.14.30 6 OyB M 300 5c.c. Mto. _ . —— Dif.
— 0 H 300 . 260 Mto. — -—— —— »
_ ByN M 300 ., 32 320 — 310 250 Mto. D.
' ile.  parl
_ N,Bn M 210 . 320 200 — Mto. —— Dif.
' __OBN M 215 . 200 200 — 300 240 Mto.

park
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Fué a los cincuenta dias cuando aicha toxina se vino a en-
contrar del todo detoxicada por lo que como la anterior, también
esta se pus6 a la caja de hielo.

o 2 o 2 =
FEXCHA E Color Sexo |[Peso | Dosis 'v = - ""
£ ¢ 2 g
i ; a - =
6-14-30 4 R M 300 5c¢.c. 310 330 340 LT0 400
— PAB M 300 310 810 340 390 430 !
— B M 270 ,, 250 260 300 240 400
— By R M 270 " 250 Mto. — — Pleuresia.

— OyB M 270 , 270 280 300 330 430

Por medio de los anteriores ensayos se comprobd que el aci-
do formico (aparentemente) destoxicaba en la proporcién anadi-
da, y en una forma absoluta, la toxina diftérica quedando por
estudiar si d.cha destoxicacién se habia verificado sin pérdida de
su poder antigénico, este tiltimo, propiedad caracteristica e indis-
pensable del producto Toxoide.

Fecha 7-15-30.— Con objeto de fijar dicho poder antigénico
se procedid en la forma siguien‘e: Ambas toxinas fueron pues-
tas en ensayo antigénico con ias dosis de 0.1, 0.2. 0.4 y 0.8 c. c.
del producto original. Cuarenta y dos dias después, fueron in-
vectados los cuyes con 5 D. M. M. con el objeto de comvrobar
cudl era la dosis efectiva de ambos productos. Micntras que la
toxina con formalina nos mostré ‘ener una “dosis efectiva” de
0.2 (salvando scis de los ocho cuyes del efecto de 5 D. M. M.), !a
tox'na con férmico no mostré en lo absoluto ningin valor anti-
génico.

(Ver los protocolos de estos ensayos en las ndginas nime-
ros 35 v 36).

En vista de los resultados obfenidos con el ensayo anterior
y con la idea de aue una mas Jenta accién vy cantidades mis ne-
auenas de dcido férmico pudieran conducirnos a ohtener nn huen
material antiginico. las siguientes prenaraciones fieron hechas:

Fecha 8-26-30.—-A frascos conteniendo un litro de toxina ca-
da uno, con una D. M. M. de 500 y una 1. + dn 0,25 ce afiadieron
respectivamentr los siguientes dosis decrecientes de solucidén de
dcido féormico al 85/ : 2.4, 2.0, 1.6, 1.2. 0.8 v 0.4 ¢. ¢. por m?l, al
mismo ticmno y como comparacién otro frasco mas, conteniendn
un litro de la misma toxina. fué afiadido de 4.0 c. c. de soluciéi



' ENSAYO ANTIGENICO DE 1A TOXINA CON FORMALIN A

FICHA |8 Color [ 21 2| 4| n . [nyeetados con 5 D. M. M.
8 318188253 ,
] o [ 20, 3o0. 4n ho
‘4P H 270 0.1 Bien 340 Bicn 320 Bien Efmo. Mto. —— Dift.
c M 270 — Bien 365 Bien 460 Rien Ricn  Blen  Bicn
— Py B M 280 — Bien 340 Bien 130 Efmo. Mto. — DifL
— Py C H 210 — Bien Mto. —— = Perit.
— Oy R M 300 — Bien 380 Bien 470 Bien Tien DBien Bien
—~ Ry N M 300 — Bien 370 Bien 490 Bien Bien  Bien Bien
— Ay N H 280 — Bien 350 Bien 444 Efmo. Efmo. Efmo. Mto. Dift.
— O - H 280 — Bien 345 Bien 450 Bien Bien Bien  Bien
— R OB M 300 — Bien 380 Bien 480 Bien Bien Rien  Bien
— ONR H 280 — Bien 340 Bien 430 KEfmo. Efmo. Mto. Dift.
5 PyB M 280 0.2 Bien 330 Bien Mto. —— —_ _— ——Pulm.
— B M 280 — Bien 360 Bien 470 Birn  Efmo. Mto. —— Dift.
— AyN H 300 — Mto. — — ——Pleur.
— P y B H 300 — Bien 390 Bien 490 RBien Bien Bien Bien
— Oy R H 320 — Bien 400 Bien 490 Rien Bien Bien Bien
— N H 310 — DBien 400 Bien 5080 Bien Bien Bien Bien
— Cy N M 279 — DBien 370 Bien 440 Uien Biern  Bien Bien
— Oy B H 280 — Bien 340 Bien 430 Efmo. Efmo. Mto. Dift.
— Ry N M 310 — Bien 340 Bien 440 Bien Bien Bien Dien
— B H 270 — Bien 400 Bien 500 RBien Bien Bien Bien
6 O H 300 0.6 Bien 380 Bien 480 Rjen Bien Bien Bien
— By N M 300 — Bien 380 Bien 480 BRBien Bien Bien Bien
— Ry N M 300 — Bien 380 Bien 470 Bien Bien Bien Bien
— OyB M 300 — Bien 390 Bien 500 Bien Bien Bien Bien
— B y R H 270 — Bien 340 Bien 459 BRBien Bien Bien Bien
— R H 3810 — Bien 390 BRien 490 Bien Bien  Bien Bien
— PAB M 28 — Bien 350 Bien 170 Bien Efmo. Mto. Dift.
— B M 280 - Bien 340 Bian 450 Bien Bicn  Bien Bien
— N Bn H 310 - Bien 400 Bien 490 Bien Bien  Bien Bien .
— OBN M 270 — Bien 330 Bien 460 Efmo. E‘fmu. Mto. Dift.
7T BCP M 280 0.8 Bien 370 Bien 470 Bien Bien Bfen Bien
— A M M 200 — RBien 400 Bien 500 Bien Bien Bl.cn B{en
_ " RyN M 300 — Bien 400 Bien. 500 Bien Bien Bien Blenp "
— BRN H 280 — Mtoo ~—— -—— -— — — rerit.
— B H 270 — Bien 370 Rien 470 Bien Bien Bien lhenP !
— N M 300 — Bien 370 Bien Mro. -—— - " — ulm.
— Oy B M 300 — Bien 400 Bien 509 Ih‘ou 'lh.vn lh.un 1;‘Ln
. tH 5 » 1
— PyB M 310 — Bien 410 Bien 590 Bien Bien Bien ie perit
¢ — jen 3%0 DBien Mto. - - .
: 2 (3 [; 1:{ 2;800 . I:l‘i:n 390 Bien 430 Bien Bien  Bien Bien
CONTROLES
2 ByP M 300 iDM M Mto. Al 20 din.
— Cy I M 300 _ " "
- O H 300 — " "
— B M 300 —_— " "
— By N H 300

VA—IjOR ':AN’I‘IGENICO 0.2 c.

[<]




ENSAYO ANTIGENICO DE LA TOXINA CON ACIDU' . - §
FORMICO S

Inyectados ron 5 D. M. M.

FrCHA 3 | Cotor | £ | & 5 (722 | 83 [815 8200, 20, | 4n fn
o .
c1330 1 B CP H 24 0.1 Bien 316 Bien 430 Efmo. Mto. Mto. —— Dift. ,
-0 H 800  — Bien Mto, ——= -— ——  —— = = 5
— Py B M 280 -— BRBien Mto. e ——— — ——  Perie. g
- I H 270 -— Rien 340 Bien 430 Efmo. Efmo. Mto., — Dift.
— AyM M 200 — Bien 390 Bien $00 Mto. ~——— ——  Dift.
— Ry N M 3800 — Bien 390 Bien (00 Mto. —— - = D,
— By N H 300 — Bien 400 Bien 500 Efmo. Mto. — —— Dift. :
— BRN M 280 -- Bien 370 Bien 180 Mto. -——- -—- —— Dift, | -+
— Ay N M 270 — Bien 360 Bien 470 Mto. —— —— -—— Df -
— Oy B M 270 -— Bien 370 Bien 410 Mto., —— —— —— Dift.
21 C H 300 0.2 Bien 400 Bien 500 Efmo. Mto. —— —— Dift.
— B M 200 — T’en 380 Bien 430 Efmo. Mto. —-w— —— Dift.
— Ay N M 200 — Bien 390 Bien 500 Efmo. Mto. —— —— Dift,
— P vy B M 270 -- BRien 370 Bien {60 Mto. —— —— Dift.
— O y R H 300 — Bien 39 Bien 480 Mto. —— ~—— —— Dift.
— B ¥ R M 310 — Birn 400 Bien 59 Mto. _— s —— Dift.
— Cy N M 300 — BRien 300 Bien 197 Mto. — _— ——  Dft.
— P ¥ N M 280 — Bien 380 Bien 1y Mto. —— —— — . Dift.
— Oy B H 200 -- Bin 28 Bia ™ Mo -.-- -— -——— DIt
— €y B H 310 — Rien 416 Bien 506 Efmo. Mto. —— —— Dift.
©22 P AR M 300 0.6 Bien 479 Rien 500 Mto. —— — _——  Dift.
— Ay N H 300 — Blen 400 Bi-n 530 Mto, —— — —— Dift. '
— A H 300 —  Bien 390 Rion 50° Efmo. Mto. —— — Dift. '
— N M R00  —  Bien 490 Bien 490 Mto. —— —— _— __  Dijft.
— Py A M 200 - Bien Mro. — S e e Parit
— Ry R H 310 — Rin 410 Bien 400 Mto. —-—. _—— ___  Dift.
- Py B H 200 — Rien 400 Bien 30 Efmo. — - — —— Diflt.
O ¥y B M 280 - den 870 Bien Mto, _ i
v . -~ —— Perit.
— O’y P M 200 -— Rien 3% Bien 199  Efmo. Mto. —— _——  Dift
— C ¥ A M 2¢ — Mo . — e \
= —_— = Pul,
O
< i'n HW Efmo. M¢to. —— —— Dif*
- 0 MO390 - Rien Mbo, - o . __ rou
— O ¥ R M 300 — Bien 400 Rien 4% Mte,  ——. 1;.?.:.
— R HO300 —  Bien 370 Bien 180 Mo, o — —— Db
- BRRN M 200 — Bien 350 Bien 490 e, .. it
— N Bos. H 270 —  Rien 370 Rion 140 Mto. o : —-- D, )~.P.
= PADRCH 200 . Bien 850 Bien 450 Mto, _._.  __ ___ Dift.
— R ¥ B M 240 - Rien 360 Rien M*o, —_ - (D‘f"{
— By N M 300 — Rien 3¢ s — — (...1
. Bien 390 Bien nun Mto, N —_— Ditt.

VALOR ANTIGENICO.—Nulo
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,‘m 1‘ D i 2 . ) .
de’f01r a énadal‘flf)d/ . ’Jd:n:el frasco al’cual se agrego la cantidad
mas grande de acido férm’co, se formé un preeipitado, aunque no

1 perc pecto, el precipitado se
formé en los dqs siguientes frascos. Es’os sicte frascos fueron
colocados en la incubadora a 1a temperatura de 27¢C.

Fecha 9-&_)-_30.——Catorce dias después, fueron tomadas mues-
tg*as para verificar el ensayo de toxicidad. Dos cuyes fueron des-
tinados a cada muestra obteniendo los resultados siguientes:

FECHA 'E’ Color Sexo‘l Peso Dosis o, | ‘:é 1 ’ ‘ ..?_ '?-'
© ! ‘ 3 & | 2 g

9930 17 BRvR H 260 bc.c. 0.4F Bien Efmo. Mto. — Dift,
— P M 20 y .,  Bien Efmo. 220 M.D
— PvB M 245 ,  0.64 Mto. - —— Dift.
— C M 245 ., e o —
— 0 H 245 , 008 , — — —
— ROB M 20 " y | e e ———
— PyC M 250 , 0.2 , @ —— ——
— ONR M 250 . y | —— e,
— OyR M 240 -, 016 , — —— —
— N H 250 - R
— RyN M 240 , 0.2 , —— — — .,
— AyC H 245 " _—
... AyN H 20 , 0.24 Bien Bien 260 270 320
— CyN M 250 ” " » 270 275 . 310

Por este primer cuadro podemos apreciar que la so}ucién de
toxina con la dosis de 0.24 de férmico, a los quince dias, ya se
encontraba destoxicada, mientras que el resto de los cuyes in-
yectados, tanto con la toxina formicada como con la formolada;
murieron con signos manifiestos de intoxicacion diférica. ]

"~ El segundo ensayo, verificado cinco dias mas tarde, nos vino

a mostrar exactamente lo mismo gu% elh;'n‘ll(t)nero. La toxina con
srmico fué pasada a la caja de nieio. )

024 g‘?\g‘ O;zllncl;lzosextopensayo el que mpstré que la toxina con fi)r-

malina se encontraba destoxicada, mientras que el resto de las

‘toxinas que habian sido adicionadas de férmico, continuaban co-

mo al principio, es decir, ‘poseyendo la toxicidad de la toxina 0%‘1-1
ginal, sin que hubieran podido privarla de ella, ni la accion de
b

f61rmico, ni del calor.
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g | oz ‘ « | 213
FECHA | 2| culor 2 | 8 [Dosis % = ® ': g 3
3 il = R I ‘ 5
t -
10-9-30 2 P H 230 Hc.c.o 0.4F Bien Bicn Bien 340 Bien
— Py B M 280 s m " » . 360 »
- B v C M 280 o 0.04 Mto., —- ——r — Difz.
— B v R H 200 , e —
— B M 280 , 0.08 , —— — —
— Cy N M 280 . o — —
— Ay N H 30 , 012 , —— — — o
— 0Oy B H 280 . o o — — —
— »y B M 30 , 016 , — — —
—~ 0y R H 320 ., . Yy —
— N M 310 , 0.20 , —— — ——-

—_ Ry N M 280

Por estos resultados se pudo inferir que la destoxicacién de
la toxina era completa o casi completamente un efecto del acido
.que dependia quizis de una precipitacién de la toxina. Con el ob-
jeto de comprobarlo el precipitado fué sacado del fondo del fras-
co que contenia 0.24% de 4cido férmico y que habia permanecido .
15 dias en la incubadora y 20 en la caja de hielo y fué inyectado
a cuyes por via subcuténea, en cantidades representando 1.25,

2.5, 5.0 y 10 c. c. de la toxina original y suspendiendo dicho pre-
cipitado en suero fisiolégico,

£ k] s 2

FECHA | 3 | Color | Sexo|Peso |Dosis - = = =

5] 4 3 3 g

3] 2 ~

10-23-30 20 P H 270 1.25 270 260 240 240
— 0 H 270 2.5 250 250 Efmo. ,  Dift

— C vy B H 270 5. Efmo. Mto.
— N vy B M 270 10. Mto.

Todas estas dosis. excepto la miAs pequena, mataron los cu-
yes en un término de cuatro dias. Un trabajo semejante se hizo
con un litro de la toxina usada anteriormente, a la cual se agre-
g6 dcido clorhidrico hasta obtener un pH idéntico al que nos mos-




B}

t?aba tenet: [a toxina con 2.4 por mil de 4cido £érmico. Dicha adi-
cién produjo un precipitado de las caracteristicas del anterior y
que en las mismas circunstanciag y a igual nimero de dosis fué
inyectado a los cuyes, obteniendo con ello un resultado similar
como lo muestra el siguiente cuadro:

FECHA 5 Color | & 2 Dosi: £ e £ l =
[&] 0 £ 0813 2 co'l S I s
11-10-30 22 BR N M 280 1.25c.c. Bien Bien Efmo. Efmo.
— B CP H 28 2.5 Efmo. Mto., —— —— Dift.
— A y B H 270 5. Bien Efmo. Mto., —— ”
— A M 290 10. Efmo. Mto. —— — .

Estos ensayos nos demostraron que la toxina habia sido pre-
cipitada pero no completamente destruida.

En conclusién, los resultados de los anteriores ensayos nos
muestran que el dcido férmico no tiene accion especifica sobre
la toxina diftérica, pues sus efectos dependen de su acidez y por
lo tanto, no hay ninguna posibilidad de usar el acido férmico pa-
ra reemplazar a la formalina en la manufactura del Toxoide.

FIN
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