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antitoxinas dif-
téricas y tetanicas purisimas ha sido una preocupacién
permanente para el Instituto. los Gltimos afios, muchos
trabajos se han publicade aqu

mer, Grossherg y Wittler (?) e ii
para purificar el toxoide tetanico y lo hacen en condlcwnes
perfectamente determinadas. Mas

YA nwm (23 & % B e e e L
iemer (¢; estudian la sciubllitad de la anti

La preparacion de toxinas, toxoides y

i

nica en mezcelas os pH,
eoncentracién idnica y temper tura. Ross (3 ) estudla un
método para purificar el toxoide diftérico precipitando las
protemas inertes con protamina. Holt (*) usa el medio
e Miieller y reconoce que la cantidad de toxinag
o de la cantidad de Fe y cloruro de
sodlo y de la concentramon de aminoacidos. Ultimamente
Pillemer, Wittler, Burrel y Grossberg (%), describen un
método para purificar y cristalizar la toxina tetdnica y
estudian las constantes fisicas mas importantes. Nosotros
en un trabajo ya publicado (¢) demostramos que si se con-
centra el toxoide diftérico nativo 10 veces al vacio, se
consigue precipitar méas del 90% del principio activo a
pH alrededor de 3.8. Esto significaba una ventaja sobre
la precipitacién dirceta del toxoide native en sy zona iso-
eléctrica, pues pocas veces daba un rendimiento mayor del
50 %, como lo demostraron Sordelli, Savino y Ferrari (7).
Sin embargo, este método de concenfracién al vacio era
més trabajoso que el anterior, sobre todo si se piensa que
hubiera sido necesario concentrar mas de 8.000 litros de
toxoide por aiio.

Tratando de encontrar otro métode practico, evitando
las pérdidas elevadag, a pedido del Dr. Savino, ensayamos
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metodo gue empleamos en la purificacidon v
concentracion del toxoide tetéanico (8).

Pudimos comprobar en

£ pu UL L,
toxoides diftéricos &

hacen sélo parcialmente, perd1endose el 50 9% del valor
prlmltlvo En este trabajo estudiamos sistematicamente

encia de las peptonas, el pH y la accién de la tem-
p@z‘gt ira v del aleohol 95””‘“ In su}koideu me arados con

ipio ac‘z v por alcohol al 40 %, ba_ja ’tem-

mente el princi
a un pH comprendide entre 4.0 v 4.75. Tra-
~

TILLLT

peratura,
T Ao o i ta
'JCLJ aimiss a uita ©

eidn de los distint
nientes en camara

M

precipitados se realizé sin inconve-
fria. Por alcohol etilico consegunnos

Con peptona Parke Davis hemos observado dificulta-
i

Itraciém de los precipitados en alcohol El pre-
i ién.

3

<‘.

: N anararin ninr o
cip osible separaric pe

En los que fué posible filtrar, la relacidén de purificacion
ne era mayor de 15 veces, pero también sin pérdidas en

a pH 4.75 no fué j

tados obtex\ﬂos en la precipitacién alcchidlica a di

El primer toxoide que fué preparade originariamente
con peptona P.D. y que daba 110 y de N por Lf, pasa
después de concentrado con alcohol, a 9,6-11.8 y de N. En
cambio, el toxoide preparado con peptona ‘“‘Instituto”
que contenia originariamente 85,8, de N por Lf pasa a
méas o menos 5 vy por Lf. Una segunda precipitacicn al-
cohélica de una mezcla del toxoide P.D. (pH 4.15-3.60 y
3,68) da una relacién de purificacién de 2,56 v de N por Lf
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TOXOIDE ing N/mi| mg N/mi | de N/Lt Perdidas
Original (pept. P. D.) | 3.36 33.3 110 _
pH 4.15 0.315 33.3 9.5 0

3.90 0.315 33.3 9.5 o
3.68 0.315 27.7 11.3 15
Original N° 1987 3.60 42 85.8 ¢
{pept. Inst.)
pH 4.75 1.22 | 333.3(%)]  3.67 0
4.50 1.61 333.3 4.83 c
4.25 1.71 333.3 5.14 0
22 precipitacién por alcohol 0.063 25.5 2.5 9
del primer toxoide (P.D.)

(*) Volumen 10 veces concentrado.

con una pérdida del 9 9% del valor original.

La relacién de purificacién de estas precipitaciones
por alcohol no tiene un valor préctico de importancia ya
que la precipitacién acida seguida en la zona isoeléctrica

i i

permite, en todos los casos, obtener toxoides que dan alre-
dedor de 1 y de N por Lf. Importa, en cambio, mucho la
reduccién del volumen ya que toxoides de 300-400 Lf/ml.
precipitan por acido sin pérdidas en sus Lf.

Los toxoides concentrados y purificados por alcohol
etilico son sometidos a una precipitaciéon a pH 3.5-3.6.
Pudimos comprobar, como se puede ver en el cuadro que
va a continuacidon, que las pérdidas en estos casos nunca
fué superior al 16 %.

La precipitacién acida que sigue a la alcohdlica da
un promedio de 1 y de N por Lf, que es un valor muy acep-
table para los toxoides purificados, aptos para la vacu-
naciéon antidiftérica. También usando peptona P.D. lo-
gramos buena purificacién, pero la filtracién alcohdlica
fué mas lenta. En ensayos recientes hemos podido prac-
ticamente reducir la pérdida total a menos del 10 %, si
agregamos el alcohol en dos etapas para evitar la eleva-

cién de temperatura.
A continuacién describimos la técnica que usamos
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PRECIPITACION ACIDA DE LOS TOXCIDES CONCENTRADOS
POR ALCOHOL
TOXOIDE Le/ml. | LE/ml |y de N/ne} Zérdidas
Poxoide P. D. Precip. acida -
5 veces concentrado) 0.105 27.5 ).82 )
’recipitacién Acida
de alcohodlica 4.75} 0.26 280 ).91 6
‘recipitacién 4cida
de alcohélica pH 4.50; 0.30 313 J.96 3
“recipitacion acida
de alcohdlica pH 4.25) 0.31 295 . 14
I+

actualmente y en la que s
rios para lograr
pérdidas en sus Lf nlclales

v hiten fevaida .
un suen woXoile Sin

tldad necesaria de acido para lleva 11,2 1. de toxoide
diftérico a pH 4.5. Se eligié este pH entre los ensayados
por ser la filtracidn mas rapida, sin observarse pérdidas.
Al toxoide que estaba a 8°C, se le agregaron 4 litros de

alecohol etilico a —149C. Se mezels bien v se dejé 24 h. en
amara fria a —14°C La temperatura d mezcla llega

furico calculado para pH 4.5 y se agregaron los elroy 4
litros de alcohol a —129—14°C (concentracidn final 40 S )
La temperatura se mantuvo a —8%C. Después de clvas
24 h. se filtré por papel plegado en camara fria. El pre.
cipitado se redisolvié en 1.120 ml. con hidrato de sodio
hasta pH 7.2-7.4. En esta precipitacién alcohélica no se
pierde valor y se obtiene un toxoide de 400 a 500 Lf por

ml Los 1120 ml de la rediselucidn antericr para con-

seguir una ulterior purificaciéon y eliminacién total del
alcohol se lleva a pH 3.6 (zona isoceléctrica) con 4cido
sulfarico. Antes de la hora se centrifuga y se redisuelve
el precipitado de nuevo en 1.120 ml. agregando hidrato de
sodio hasta pH 7.2-7.4. Una segunda precipitacidén 4cida

no mejora practicamente la relacién de purificacién.

A continuacién, en un cuadro, damos los valores obte-
nidos en una serie de concentraciones que se hicieron si-
guiendo el método anteriormente descrito.
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PURIFICACION DE LOS TOXOIDES
TOXOIDE mg N/mi| Li/mb | Y de | Pérdidas

N© 2054 (Instituto) 3.64 45.5 80 —
Precipitacién alcohdlica | 0.784 455 1.72 0
Redisolucién de precip.

acida 0.228 455 0.50 0
N©¢ 2055 (P. Davis) 0.409 45 90.08 —
Precipitacién alcohdlica | 1.169 350 3.34 22
Redisolucién de precip.

4cida §.612 350 1.75 22
No 2058 (Instituto) 4.13 48.5 85.1 —
Precipitacién alcohélica | 1.183 485 2.44 0
Redisolucion de precip.

acida .42 450 0.933 7.2
N¢ 2062 (Instituto) 3.92 38 108.8 —
Precipitacién alcohdlica | 1.61 360 4.47 0
Redisolucién de precip.

acida 0.308 320 0.96 11.1
N 2052 (Parke Davis) 3.92 41.5 94.4 0
Precipitacién alcohdlica [ 0.784 415 1.88 0
Redisolucién de precip.

acida 0.322 357 0.90 14
N9 2049 (Instituto) 3.6 50 2.4 —
Precipitacién alcohélica | 0.910 500 1.8 —
Redisolucién de precip.

4cida 0.26 435 0.59 13

En el cuadro anterior figuran dos toxoides preparados
originariamente con peptona P.D ., el N°® 2055 y 2052. Ei
primera da finalmente 1,75 vy de N por Lf v una pérdida
total de 22 9%. El otro toxoide (N? 2052) da una relacién
de purificacién mejor (0,90 y de N por Lf) y una pérdida

del 14 %.

Los otros toxoides preparados con peptona Intituto
dan en general una relacién de purificaciéon mejor, llegin-
dose a obtener en el toxoide N¢ 2054, 0,50 y de N por Lf
y en el N° 2049, 0,59 y de N por Lf. En este altimo to-



perdié el 13 % del val

Los otros toxoides estudiados dan valores muy buenos,
va que alrededor de 0,90 y de N por Lf.

Las pérdidas en general, trabajando con nuestra pep-
tona, no pasan del 10 %, lo que ya es una gran ventaja
sobre los otros métodos que dan pérdidas muy superiores
y sin llegar tampoco a la buena relacién de purificacién
que encontramos.

Se inmunizaron 25 caballos con los toxoides obtenidos
por el método anteriormente descrito. El resultado obte-
nido revelé su aptitud inmunizante, similar por lo menos
en este serie con los obtenidos por los procedimientos de

i R

rutina.
RESUMEN

Se estudia sistematicamente la influencia de las pep-
tonas, el pH y la temperatura en la precipitacién por al-
cohol etilico al 40 4o del toxoide diftérico.

Conseguimos precipitar cuantitativamente el princi-
pio activo por alcohol al 40 9% (—129C) a un pH regulado
v comprendido entre 4.0 y 4.75.

Por alcohol etilico en las condiciones anteriores con-
seguimos una relacién de purificacién de 20 veces vy lle-
vamos el precipitado a un volumen final 10 veces menor,
obteniendo alrededor de 400 Lf/ml. Asi estAbamos en con-
diciones de precipitar el toxoide diftérico concentrado y
semi-purificado con icido en su zona isoeléctrica.

En esta segunda precipitacién, la relacién de purifi-
cacién era buena y los toxoides obtenidos daban alrededor
de 1 y de N por Lf. En un caso llegamos a 0.50 vy de N por
Lf. Las pérdidas en general no pasan del 10% del contenido
inicial.

Este toxoide asi purificado y concentrado reveld su
aptitud inmunizante.

SUMMARY

The influence of peptones, the pH and the tempera-
ture in precipitation by ethylic alcohol at 40 % of diphthe-
ric toxoid, is systematically studied.

We succeeded in the quantitative precipitacion of the
active principle by alcohol at 40 9% (—12°C.) with a
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By ethylic alcohol in former conditions we obtained
a purification-relation of 20 times and carried the preci-
pitate to a final volume 10 times minor, obtaining about

4060 Lf/ml. We were in conditions Yo precipits Ie the con-
centrated and semi-purified diphtheria-toxoid with acid

in its iso-electric zone.

In this second precipitation, the purification-relation
was a good one, and the toxoides obtained gave about 1, N
per L{.

In one ocassion, we arrived to a 0,560 y N per Lf.
The loss did not surpass generally the 109% of the initial
contents.

This toxoid thus purified and concentrated, revealed
its immunity fitness.
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