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Concentracidn vy purificacidén de
toxoide diftérico
(Primera comunicacién)

por F. Modern, G. Ruff y A. Gatti

Como va lo hemos publicado en un trabajo anterior (1), em-
pleando el nuevo medio de cultivo para la obtencion de toxina, se ob-
tiene en Ia rutina diaria un valor de 45 4 50 L. por em.® Fsto fué
un adelanto importante, pues en el medio anterior solo se obtenian
partidas de unos 2o Li. como promedio. De acuerdo con el trabajo
de Sordelli, Savino y Ferrari (2) la toxina que usaban anteriormente
no daba pérdidas de los L. presentes, al ser transformada en toxoi-
de por la accidén del formol.

Sisteaticamente, no se estudid la atenuacidn que sufria este
toxoide con el nuevo medic por el solo hecho de la permanencia
a 35°C. durante un mes. con el agregado de 6"/w de formol. Este
caldo tiene una constitucion distinta del empleado anteriormente, y
se pudo observar que si el pH era superior a 8,2 (rojo a la fenolf-
taleina), se atenuaba ya el 40 % en algunos casos durante la trans-
formacion de la toxina en toxoide. En cambio, si esta operacidén se
hace a pH 7,2 7.4, practicamente no se observan pérdidas. Por es-
te motivo, la seccién toxina, a cargo del Dr. Quiroga, neutraliza
¢l medio antes de transformar la toxina en toxoide. También se ob-
servo que la pérdida es elevada en la zona acida ( pH 5).

Por otra parte, la concentracién de un toxoide recién prepa-
rado da menos pérdidas en Lf. que un toxoide mantenido durante
meses a temperatura ambiente. Esta pérdida puede aun ser dismi-
nuida, agregando un toxoide preparade con un medio que contenga
peptona Parke Davis, o agregando la peptona sola, en determi-
nadas concentraciones, como lo hace la secciéon vacunas.

Otra forma de disminuir la pérdida es agregando un 10 %
de cloruro de sodio al toxoide, antes de precipitarlo, hecho obser-
vado por el Dr. Pirosky, y que nosotros hemos podido confirmar
(comunicacién verbal)., Sin embargo, con todos estos métodos no
ha sido posible evitar toda pérdida.
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Tomo X111



F. Momsrwn, G. Rurr ¥ A. Garr 231

¢ 1tec da
C i8S Ge

Conseguinos nosotros una recuperacion total si previamente,
3
/

native (10 1
native Ic

concentrabamos  al vacie el
precipitar el principio activo en su punto isoeléctrico. Sin embargo
la pureza obtenida en esta forma es menor que la gue se consigue
precipitando directamente el toxoide nativo. Si bien con una segunda
precipitacién hemos conseguido una pureza mayor no
evitar la pérdida que en muchas partidas de toxoide se ha pro-
ducido.

Pudimos ohservar, que si precipitamos por acido otra vez el
toxoide concentrado (£ 400 Lf. X cm®) en su punto isoelétrico.
y que se usa actualmente en la preparacion de la vacuna, conse-
guiamos una purificacién extraordinaria sin pérdida de los Lf.

Los toxoides contienenn actualmente alrededor de 1,5 gama de
nitrégeno por Li., y son los que se usan en la preparacién de la
vacuna. Por este procedimiento conseguimos un toxoide que con-
tiene regularmente menos de 0,8 gama de nitrégeno por Lf. Esta
pureza debe considerarse como muy buena ya que Eaton (3) y
Pappenheimer (4), por procedimientos largos y dificiles, consi-
guen aislar la toxina al estado puro, conteniendo 0,46 gama de
nitrogeno por Lf. Segun estos autores es la purificacién maxima
posible de la toxina y su conversion en toxoide por el formol no
modifica la relacion del nitrégenc en los Li.

Pope y Linggood (35), purificando el toxoide por ultrafiltra-
cidn, seguida por una adsorcién con alumbre y elucién con fosfa-
to de sodio consiguen obtener r.500 Lf. por mg. de nitrégeno. HEn
el afo 1942, los Dres. I. Pirosky v R. R. de Pirosky (6), estudian la
purificacidén de toxoide diftérico obtenido en medio simplificado v
consiguen un valor de 0,56 gama de nitrégeno por Lf., precipitando
el toxoide en el punte isoeléctrico, y subsiguiente tratamiento con fos-
fato de amonio al 1/3 de saturacion, perc con solo un rendimiento
del 50 % de los Lf. Encuentran que la capacidad vacunante del
antigeno es igual a la del toxoide original.

Nosotros en este trabajo estudiamos una purificacion del to-

j, ar

fué posible

'xoide adaptado a la rutina, y encontramos que simplemente una

precipitacién por 4acido- del toxoide concentrado, da un valor de
pureza muy aproximado a las descriptas anteriormente, y sin pér-
didas en los Lf. del concentrado. '

En estos ensayos conseguimos facilmente 2.000 Li. por mili-
gramo de nitrégeno.

Esta purificacién debe tener interés ya que es posible dupli-
car el contenido en Lf. de la vacuna, y por lo tanto aumentar el
poder inmunizante, sin aumentar el nitrogeno total, indice de la pu-
reza de la vacuna.

Hicimos ensayos exploratrices del "poder vacunante de este
toxoide purificado, y de su toxicidad, ademis de la influencia del
gel Al (OH)3 en la vacuna. Naturalmente, esto debe ser motivo
de un estudio mas prolijo y amplio, antes de adaptarse a la rutina
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Por iniciativa del Dr. Pico, encaramos el problema de la

purificacion del toxoide, del punto de vista quimico, y 110s propu-
simos resolver dos problemas: el primero, la reruperamén maxima

de log Lf. del toxoide nativo, vy el segundo, la purificacién, enten-
diendo por tal la dismimic 'én del nitrégeno p resente hasta el gra-

1
do maximo post ible.

CONCENTRACION DE TOXOIDES AI, VAcio

El toxoide se lleva a pH 7-7,2 y se concentra al vacio (bafio
maria), hasta la décima parte de su volumen original. La tempe-
ratura del baflc no debe pasar de los 50°C., va que trabajando en
esas condiciones se consigue evitar la formacién de espuma, que
puede dificaltar la concentracién. Una vez terminada la misma, se
vuelve a corregir el pH (7,0).

La primera precipitacién del toxoide se efectta a pH =+ 3,5, la
segunda a un pH aproximado de 4, y la tercera a un pH de + ¢.

Como puede verse en el cuadro I, concentrando el toxoide al
vacio 10 veces, no se pierden los Li presentes, y en general hay
una pequefia disminucion en el contenido de nitrogeno, debido a
una precipitacién que se produce en la concent “acién v qie se
elimina por filtracién.

Si se precipita el toxoide concentrado con Acido sulfarico y
se redisuelve el precipitado (1ra. redlsoluuon), la pérdida no es
mayor del 10 %, pero en general la purificacion no es mejor que
la obtenida actualmente por el método rutinario. Una segunda pre-
cipitacién, seguida de la redisolucién del precipitado (2% redisolu-
cion), da una buena purificacién, pero se obtiene otra pérdida que
dificilmente es menor del 20 %.

En general, esta 2* redisolucion da un valor en nitrdgeno in-
ferior a 1 gama por Lf. salvo en el toxoide 1.505, cuyo nitrégeno
es superior a 1 gama por Lf.

Tratamos de reprecipitar el toxoide por 3% vez, sin resultado
pues el toxoide asi tratado no flocula, salvo en el dltimo ejemplo
del cuadro, en el cual, a pesar de no haber pérdida, la floculacién
es sumamente lenta, alrededor de 6 horas.

Si el toxoide concentrado al vacio (1.593) diez veces se dia-
liza, sélo se pierde el 14 % en la precipitacién. El toxoide contie-
ne 0,75 gama de nitrégeno por Lf., valor de pureza que puede
considerarse como muy bueno. El mismo toxoide si se precipita
sin dializar solo da 2,1 gama de nitrégeno por Lf.

Como puede verse por el cuadro anterior, los toxoides gque
provienen de medios que contienen solo peptona Parke Davis son
mas dificilmente purificables, aun precedidos de una didlisis. Los
mejores resultados los herhos obtenido agregando al toxoide pre-
parado con peptona Instituto; un 25 % de toxoide elaborado con
peptona Parke Davis.
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CUADRO 1t
. - Original Conc. 10 veces Lo 1.» redisolucién ‘ . 2.» radisolucién Pérdida 3. redisolucién
TOXOIDE Lf. 'em:. Li./oms. Pérdida Lir./om?. Pérdida Lt/cms. total Le./cm>.
Tnatitulo 300 200
+ 25 9 P. D. 33 330 0 L0 = 3 gama N 10 9, 1L = 0,77 gama N 40 9, —
N.o 1593 300 250
(tastituto) 32 325 0 Lf = 21 gama N 8 9 1L = 0,616 gama N 23 % —
N.» 1593, 10 veces
concentrado y 280
dializado 32 — — 1LI = 0,75 gama N 11 9, —_ — —
N.o 1613 18 180 180
(Tnstitulo) 1A = 235,3 gamma N | 110 = 195,2 gama N 0 HLE = 3,58 goma N 0 100 15 —_
N. 1595 (P. D.) 25 250 Q 250 0 200
1L = 12,18 gama N 1Lf = 2,03 gama N 20 % —
N.o 1595, 10 veces
conventrado y 200 200
dializado 25 - — 1L = 4,43 gama N 20 9, 1f = 1,68 gama N 20 9 —
N. 1610 (P. D.) 32 325 0 325 0 325 0
10.{ = 6,67 gama N 1t =1 gama N —
N.o 1610, 10 veces
concentrado y 32 —_ -— 275 275
dializado 1L = 1,78 gama N IR A 1 Lf =1 gama N 14 9, —
N.o 1611 30 300 9 300 [ 200
(Instituto) 1Lf = 116,6 gama N | 1L{f = 135,6 gama N 1LL = 1,75 gama N 1Lt = 0,515 gama N 33 % |No tlocula
N.e 1629 25 250 ) 250 0 150
(Instituto) 110 = 148 gama N | 1Ll = 1532,6 gama N ILf = 2,38 gama N 1Lf = 0,51 gama N 10 9, —
N.o 1630 22 225 1) 225 0 125
(Instituto) 1Lf = 186 gama N { 1L.f = 158,7 gama N Lt = 2,36 gama N 1LE = 0,81 gama N 45 9, —
Instituto 30 260 26 260 264 R
+ 25 9% P. D. 1L = 127,7 gama N | .0 = 1495 gama N 14 9, 1ILf = 5 gama N 14 9, 1Lf = 0,75 gama N 14 9, 16f = 0,53 gama N by
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CONCEXTRACION DE TOXOIDES POR ACIDO

Ya en un trabajo anterior (loc. cit.) declamos que el toxoide
preparado con este nuevo medio de cultivo podia precipitarse dos
veces a pH 3,8, sin que la pérdida fuera mayor del 15,5 %. Sin
embargo la vacuna se preparé con una sola purificacién en su
punto 1soeléctrico. Interesado en comseguir una purificacién mi-
vor del toxoide, ensayamos sistematicamente la precipitacion del
toxolde concentrado en la rutina, es decir una nucva precipita-
cion del toxoide ya concentrado y purificado. Con sorpresa com-
probamos que practicamente en esta operacion, precipitando un
toxoide de por lo menos 400 Lf. por cm® no se perdia valor. Por
otra parte, se conseguia eliminar una porcion grande del nitrogeno
presente. El toxoide comun concentrado y purificado por solo
una precipitacidén en su punto isoeléctrico, contenia de 1,4 gama a
1,7 gama de nitrégeno por Lf. Si se volvia a concentrar por el
mismo procedimiento, el nitrégeno presente era solo de 0,7 gama
a 0’9 gmﬂn por Lf.

Esta purificacion tiene mucha importancia, pues permitiria, si
fuese necesario, aumentar las dosis floculantes de Ia wvacuna ac-
tual al doble, sin introducir mas substancias proteicas que las que
tiene actualmente.

En el cuadro 2 se estudia la concentracidén de seis toxoides y
puede verse que sélo en un caso hemos tenido una pérdida del
21 %; en los demas casos, practicamente no se ha perdido nada.

También puede verse en el mismo cuadro, que no se mejora
el toxoide con méas precipitaciones en el punto isoeléctrico.

Creemos, por lo tanto, que el toxoide nativo, precipitado co-
mo se hace actualmente, y seguido como lo hemos hecho nosotros,
de una precipitacién ulterior, permite obtener un toxoide de gran
pureza, que debe ser de una gran eficacia vacunante. Naturalmen-
te, esta ultima parte debe ser objeto de un minucioso estudio an-
tes de ponerla en practica.

Inyectando sco L.f., a 5 cobayos, del toxoide purificado y del
usado actualmente en la rutina no se observan fendmenos toxicos,
aumentando el peso de los cobayos paulatinamente hasta los 40
dias de observacion.

Preparando la vacuna como se hace habitualmente en el Ins-
tituto, agregando al toxoide el gel de hidrato de aluminio (2) e
inyectando 5 Lf. por cobayo, se puede observar a los 4o dias:

a) La vacuna preparada con el toxoide habitual, dié6 mas de
1 UA, y menos de 2 U.A, que es el valor antitoxico
aceptado. ‘

b) La vacuna.preparada con el toxoide purificado por nos-
otros, dié como promedio, un valor de 3 U.A., inyectando
también 5 Lf. por cobayo.
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CUADRO 2
Toxoide coi:‘ijr::g.:.por rutina 1= xfgj}izllgf:iélk Pérdida 28 r‘i,dfi.i}?;:]lll:iién Pérdida 3. xl-legri/i;l;.:‘cién Pécdida I’f:-)a;l:‘(lin ’

625 555 21 9% — — — — 21 %
1If = 1,63 gama N 1Lf = 0,77 gama N

500 500 0 480 4. % 420 12,5 ¢4 116 9
11f = 1,42 gama N 1ILf = 0,8 gama N 1Lf = 0,81 gama N 1Lf = 09 gama N

410 385 6 9% 350 9 % — — 1.7 9
1 = 1,7 goma N i = 0,93 gama N 1L = 0,84 gama N

500 500 0 — — — - 0
1Lf = 1,68 gama N 1Lf = 0,70 gama N

555 525 5,4 9, 500 4,8 % 420 16 <, 24,3 ¢,
1Lf = 1,41 gama N 7L = 0,86 gama N 1Lf = 0,86 gama N 1Lf = 0,95 gama N

450 430 0 - — — — 0
1L{ = 1,36 gama N 1Lf = 0,65 gama N
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Nosotros creemos que por la purificacion se produce un com-
plejo toxoide-gel, mas estable que el anterior, y que puede ser la
razén del mayor valor encontrado. Este ensayo se realizd con sdlo
¢ 5 cobayos cada uno y natiralmente 0o sacainos conclua-
‘ irmar cste eusayo ein  pequefic hemos
myectado, hace d1as un gran lote de cobayos, que nos permitira
mnformar en una segunda comunicacion sobre los resultados ob-
tenidos. ‘

Creemos, ademds, que de aplicarse estas nuevas téenicas, de-
berd otra comision encargarse de un prolijo estudio del poder va-
cunante y de otras condiciones de la vacuna antidiftérica (sér ino-
cua, estéril, v desprovista de toxicidad).

h

CONCILUSIONES

19) Se describe primeramente una téenica que permite con-
centrar al vacio el toxoide diftérico diez veces, sin pérdida de los
Lf. presentes. El toxoide concentrado es luego purificado por pre-

cipitacién con acido sulfdrico, y si bien la perchdd N0 €S nIayor,
en general, del 10 %, la pureza es de sélo 2 a 3 gamas de nitroge-
no por Li.

Una segunda pre cipitaciéon por 4acide da una buena purifica-
cién ( 40,9 gama de nitrégeno por Lf.), pero una pérdida alre-
dedor del zo % del valor inicial.

Sioel toxoide se dializa, después de concentrado, la pérdida es
inferior al 14 % consiguiendo un toxoide que contiene 0,75 gama
de nitrégenc por Lf. Los mejores resultados se obtuvieron agre-
gando al toxoide preparado con peptona Instituto un 25 % de to-
xoide elaborado con peptona Parke Davis.

2.) Como el toxoide comun concentrado y punfmado por una
sola precipitacion en su punto isoeléctrico contenfa 1,4 gama a 1,7
gama de nitrogeno por Lf. lo volvimos a concentrar por una nue-
va precipitacion. Conseguimos asi un toxoide que s6lo contenia de
0,7 gama a 0,9 gama de nitrégeno por Li., con recuperacién. cuan-
titativa en su valor. ‘
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