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PURIFICACION DE TOXOIDES DIFTERICO
Y TETANICO

Por FERNANDO MODERN, GUILLERMO RUFF
vy ALEJANDRO GATTI

En una serie de trabajos () estudiamos la purifica-
¢ién y concentracién de los toxoides tetanico y diftérico,
V conseguimos una 9cwa para use humano de excelente
valor. La purificacién de estos toxoides se llevd a cabo
empleando el alcohol euhco en vez del metilico (Pillemer)
en condiciones perfectamente determinadas y seguidag de
otras precipitaciones que detallamos en este trabajo.

Se estudié la valoracién de esos toxoides en general
como lo hacen Goldie, Parsons y Bowers (?) aplicando el
método de floculacién de Ramoén; usando una antitoxina
(tetanica) modificada por digestién pépsica de acuerdo
a los trabajos de Parfentjev y Pope. Empleando toxoide
tetanico purificado conseguimos una zona especifica de flo-

culacién que corresponde al valor real.. Con toxeide tetanico
sin purificar y de bajo valor no obtuvimos floculacién. Los
toxoides diftéricos floculaban a cualquier concentracién y
pureza. El toxoide diftérico purificado por estas téenicas
contenia de 1100 a 1800 Lf por mg. de nitrdgeno.

Ross (®) consigue 2000 Lf por mg. de nitrogeno, usan-
do protamina para separar las proteinas microbianas y
precipitando con 4cido tricloroacético.

Sin embargo el rendimiento es inferior y la téenica
mas complicada.

Empleando sulfato de amonio como precipitante, Le-
vine, Wyman y Edsall (*) consiguen un toxoide diftérico
de igual valor al obtenido por Ross.

En nuestros ensayos vy en la rutina log rendimientos
obtenidos al purificar los toxoides son superiores al 80%
del valor inicial. A continuaciéon describimos la técnica
empleada en la purificaciéon y concentracién de los toxoides
tetdnico y diftérico. Seguidamente describimos el frac-
cionamiento por sulfato de sodio de los toxoides, la elec-
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trodislisis de los mismos y por ultimo su valor antigénico.

PARTE EXPERIMENTAL

PURIFICACION Y CONCENTRACI6N DEL TOXOIDE TETANI-
0. Primera concentracion alcohdlica. — A 30 litros del
toxoide tetanico nativo, se le agregan 10.5 litros de 2al-
cohol etilico a —12° C. Esta mezcla se mantiene en
camara fria a —12° C. durante 48 horas. Luego se agrega
la cantidad necesaria de H.S0, 5 n para llevario a pH 4,9
v 11 litros de alcohol enfriado previamente a —129 . La
merzcla alcanza una temperatura de —10°C., —8°C. A las
24 horas de permanecer en camara fria a —12° C., se
filtra en el mismo lugar por papel. El precipitado se
disuelve en agua a pH 7,2 {con NAQH 3] 10 %), llevando
el volumen a 3 litros.

Segunda concentracién alcohdlica. — A los 3 litros de
toxoide provenientes de la primera concentracién alcohé-

lea, se le agrega 1 litro de alcohol enfriade a —129 C.
Después de permanecer 48 horas en camara fria a —12° C.,
se le agrega la cantidad necesaria de H.SO; n para llevar-

a

a pH 4.9. A continuacién se afiade el resto del alcohol

(1150 ml.) que también fueran enfriados a —12° C. A
DA a

se filtra por papel en la misma camara v el

10 %) llevando el volumen finalmente a 1,2 litros y que
corresponde a una concentracién en volumen de 25 veces.

PURIFICACION Y CONCENTRACION DEL TOXOIDE DIFTE-
RICO. — De acuerdo a lo que ya hemos publicado (loc. cit.)
se hace una concentracién alcohdlica en la misma forma
gue describimos para el tetanico, pero a pH 4.5, concen-
trando el volumen 10 veces. Se consigue un toxoide que
contiene por lo menos 400 Lf/ml. y sin pérdidas en sus Lf
iniciales. Asi concentrado puede precipitarse por &cido
en la zona isoeléctrica (pH. 3.6). Las pérdidas totales
dificilmente sobrepasan el 15 - 20 % de las dosis flocu-

lantes iniciales. En general. de 80 a 90 y de N por Lf
que tiene el toxoide diftérico nativo, pasa a 1.5 - 1.8 v
de N por Lf, después de la precipitacién alcohdlica; para
llegar a tener después de la concentracién isoelécetrica, 0.5

a 0.9 v de N por Lf.
Los toxoides tetanicos nativos contenian alrededor de

1.8 a 2.0 Lf por mg. de N. Los purificados por dos con-
centraciones por alcohol segln técnica descripta contie-
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dor de 120 Li. m. g. de N. Estos toxoides son
iltrarse por bujia sin perder su valor
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Se consigue ung mejor purif
wico ya precipitado por alcohol, con una precipitacion con
SONas al 15 % llegdndose a un valor que oscila entre 350
y 400 Lf por myg. de N (ver adelante).

FRACCIONAMIENTO DEL TOXOIDE TETANICO POR SULFA-
TO DE SODIO. —- Estudiamos el posible fraccionamiento del
toxoide tetanico (aparte el diftérico) por precipitacién
con sulfato de sodio seco y anhidro a diferentes concen-
traciones. Una vez agregada la sal a 359 C. para facilitar
su disolucion, se mantuvo a {= 3°] C en cdmara fria du-
rante 2 horas y se centrifugd. Damos los resultades ob-

tenidos con dos toxeides tetdnicos, uno 10 veces concen-
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trado (una precipitacion alcoholica) y ofro 12.5 veces (dos
precipitaciones alcohélicas). (Tabla I).
TABLA I
PRECIPITACIONES DEL TOXOIDE TETANICO POR SULFATO
DE SODIO
TOXOIDE ! S()(;/I\IaZ mg N/ml Valor Li/mg N
70 !

10 veoes concentrado (una — 0.378 25 Lf 66
sola concentracién alco- 8 0.033 no flocula -
hélica). 10 0.044 no flocula -—

12 0.049 no flocula —
12 0.049 no floculs, —
15 0.063 24 Lf 380
18 0.098 24 Lf 245

12'5 vecesconcentrado (dos — 0.266 31 Lf 116
concentraciones aleohdli- 8 0.049 no flocula —
cas). 10 0.061 no flocula —

12 0.091 27.7 Lt 304
[ 15 0.134 27.7 Lf 206
18 0.168 ‘ 27.7 Lt 165

Los toxoides tetanicos nativos contenian de 1.8 a 2.0
Lf por mg. de N. EI primer toxoide obtenido por una sola
concentracién por alcohol etilico, elevé su valor a 66 Lf
por mg. de N. Con 15 % de SO,Na, el precipitado redi-
suelto a igual volumen da 380 Lf por mg. de N. Con ma-
yor cantidad de sulfato la pureza disminuye. En el otro
toxoide si bien la relacién de purificacién inicial es mayor
(116) alcanza el maximo de pureza con 12 % de SO,Nas,.
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Cotejando los valores salta a la vista que no es nece-
sario concentrar dos veces el toxoide por aleohol, siempre
que finalmente se lo precipite con sulfato de sodio al 15 %.
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tamos en presencia de un procedimiento simple que per-
mite obtener un toxoide apto para la vacunacion antite-
tanica con sélo una precipitacion alcohdlica, seguida de
otra con sulfato de sodio al 15 9%, eliminando el sulfato
finalmente. Atin no hemos estudiado el valor de este to-
xoide como vacuna en animales y los datos que figuran
en este trabajo se refieren al toxoide precipitado dos veces
por alcohol etilico. Bs interesante observar que los toxoi-
des con 8 v 10 % de sulfato de sodio no dan valor flocu-
lante y que la relacién de purificaciéon con mas de 12 %
de sulfato digminuye,

FRACCIONAMIENTO DEL TOXOIDE DIFTERICO POR SULFA-
toxoide diftérice por sulfato de sodio. Comenzamos pre-
cipitando directamente el toxoide native con sulfato de
sodio. Luego ensayamos la ulterior purificacién con sul-
fato de un toxoide purificado una vez por alcohol y de otro
purificado por alcohol y 4dcido. Como se verd no mejora
miucho la relacién d ificaci

La precipitacién directa del toxoide nativo con sul-
fato de sodio se hizo a pH 3.8 y da una relacién de purifi-
cacién relativamente baja pasando de 11 Lf por mg. de
nitrégeno, a valores que oscilan entre 400 y 750 Lf por mg.

de nitrégeno. (Tabla II).

z
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TABLA 1T
PRECIPITACION DEL TOXOIDE NATIVO POR SULFATO
DE SODIO
TOXOIDE SOiNa? mg N/ml Valor Lf/mg N Pérdidas
©
Nativo N.o 2092 .. — 4.06 44.6 11 ‘ —
(10 veces cone.) .. 8 0.47 362.5 770 18.8
.. 10 0.525 362.5 690 18.8
12 0.64 414 650 ‘ 7.2
15 0.94 414 440 | 7.2

El toxoide purificado por una sola precipitacién por
alcohol y fraccionado seguidamente con sulfato da los va-
lores de la tabla III.
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TABLA I

TOXOIDE PURIFICADO POR ALCOHOL Y FRACCIONADO
POR SULFATO DE SODIO

TOXOIDE SO!Na™ | mg N/ml ' Valor Lf/mg N Pérdidas
% (L)
Nativo N.° 2118 .. — 3.59 52 14.4 —
Concentrado por al- — 1.21 480 396 7.9
cohol. (10 veces) 8 0.154 240 1510 5.4
10 0.16 240 1500 5.4
12 0.17 240 1410 5.4
15 0.23 320 1320 338.5
18 0.28 360 1275 30.8
Concentracion dcida
de la aleohdlica . — 0.267 480 1800 7.7

Con una concentracién por alcohol, el toxoide IN® 2118
o da 396 Li por mg. de nitrdégeno. Se obtienen valores
de purificacién muy buenos con 12 y 15 % de sulfato de
sodio, pero las perchdas son grandes. La concentracion
derde seguida o la alcohdlica da una relacion de purifica-
ctom excelente (1800) con sélo una pérdida de 7.7 %.
Esto demuestra una vez mas que sélo es necesario
precipitar una vez al toxoide diftérico por alcohol y luego
concentrarlo de nuevo por acido, lo que confirma nuestros
anteriores ya citados. En la Tabla IV damos ios
Valo es ob enidos con un toxoide purificado por alcohol
y acido y fraccionado por sulfato de sodio. Este era un
toxoide que daba buena relacién de purificacion (1100) y

poco mejora con el fraccionamiento con sulfato.
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TABLA IV

TOXOIDE DIFTERICO PURIFICADO POR ALCOHOL Y ACIDO
Y FRACCIONADO POR SULFATO

TOXOIDE t S04Nas mg N/ml ' Valor ‘ Li/mg N { Pérdidas
% ! %
[

Nativo N.- 2092 .. — 4.06 44.6 ‘ 11 ——

Coneentrado ...... — 0.308 340 1100 23.8
8 0.154 —_ — —
10 0.160 — l — —
12 0.115 130 1130 61.8
15 0.143 160 l 1120 53
18 0.175 230 1300 32.4

Concluyendo esta parte podemos decir que el frac-
cionamiento con sulfato de sodio en la forma como lo he-
mos realizado no da una relacién de purificacién mejor.
Aparte de ésto, la pérdida es muy grande como se puede
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ver. Por lo tanto el método consiste en una purificacion
por alcohol etilico, seguida de una precipitaciéon acida en
la zona isoeléctrica del toxoide.

ELECTRODIALISIS DE TOXOIDES DIFTERICO Y TETANICG.
— Lwos toxoides fueron previamente dializados, luego elec-
trodializados con el electrodializador modelo Paunli con
electrodos de platino (anodo) y plata (eatodo). El vol-
taje era regulado en tal forma que no pasaran méis de
40-50 miliamperes.

Por las camaras anédicas y catédicas se hacia pasar
continuamente agua destilada. Al final de lg alectrodia-
lisis con 220 volts s6lo pasaban de 10 a 20 M.A.

Se caleuld la dilucidn que se presentaba por dsmosis
y se midieron por floculacién los toxoides diftéricos y te-
tanico. Dializamos y luego electrodializamos un toxoide
diftérico purificado por el procedimiento alcohol-icido.
Después de la dialisis el volumen aumenté de 80 ml. a 130
ml. Electrodializamos 80 ml. del antericr y el precipitado
por electrodialisis redisuelto a igual volumen contenia 200
Lf. Bl liguide sobrenadante con agua de lavado corres-
pondia a un volumen de 110 ml. y daba 25 Lf. No hay
destruccién del principio activo por este método, pero la

relacién de purificacidén se mantiene constante.

TABLA V
ELECTRODIALISIS DEL TOXOIDE DIFTERICO

Lf totales
PROCEDIMIENTO mg N/ml ! Lf/ml Lf/mg N de las
J fracciones

Concentrado por alcohol deido | 0.308 ‘ 340 | 1100 —
y dializado y electrodializado | 0.235 ‘ 230 1000 18.400
liquido subrenadante. 0.17 200 | 1170 16.000

0.056 | 25 | 520 2.700

BELECTRODIALISIS DEL TOXOIDE DIFTERICO

En estos ensayos preliminares la electrodialisis no nos
ha dado resultado satisfactorios, pues la relacién de pu-
rificacién se mantiene constante.

La electrodialisis del toxoide tetanico produce una
precipitacién. En este precipitado se encuentran las do-
sis floculantes totales. E1 liquido sobrenadante no con-
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tiene el principio activo. En un préximo trabajo daremos
las relaciones de purificacién encontradas.

ENSAYO DEL PODER VACUNANTE DE LOS TOXOIPES. 7o-
zoide Tetinico: Toxicidad. — A B cavias de 250 gr. cada
uno se le inyectaron 0.5 ml. (31.2 Lf) de toxoide teta-
nico via sub-cutanea y 0.5 ml. via intramuscular. Hstos
aniimales sobreviven mas de 20 dias sin presentar sin-
tomas de tétano.

Valor antigénico. — Se inyectaron 3 Lf del toxoide
tetanico via sub-cutanea a 30 cavias de 250 gr. cada uno.
A 10 cavias a las § semanas se inocularon 10 d.m.m. de
toxina tetanica via intramuscular y sobreviven mas de 20
dias sin presentar sintomas 1
inocularon 20 d.m . m. v tampoco presentaror
tetanicos. A los tltimos diez cavias ¥

aron 40 d.m.m. de toxina y sélo tres
sintomas de tétano, pero sobrevivieron
Los testigos (sin vacunar) murieron antes de las 24 ho-
ras. Nuestra vacuna tetanica tiene un excelente poder
vacunante ya que las indicaciones establecen que 1 ml. del
material a las 6 semanas debe proteger el 80 % de los
cavias después de una inyeccién de 10 d.m.m. de toxina.

[

cavias presentaron
g

mas de 20 dias.

Toxorde diftérico: Toxicidad. — Inoculando cavias
con una cantidad igual a 10 veces la dosis humana, no
produce iendmenos toxicos en los 30 dias subsiguientes.

Valor antigénico. — Hasta el presente se aceptaba,
que la dosis inicial humana (30 Lf) debia proteger el
80 % de los cavias que recibieran 5 d.m.m. de toxina, a
las 6 semanas de vacunados. Utilizando nuestra vacuna
con el hidrato de aluminio correspondiente vacunamos 30
caviag con s6lo B Lf. A las 6 semanas de vacunados so-
portaron 100 y 200 d.m.m. de toxina diftérica, presen-
tando edema que desaparece a los 10 dias sobreviviendo
todos. Los testigos sin vacunar mueren antes de las 20
horas. Antes de la inoculacién de la toxina diftérica fué
medido el valor antitéxico de los plasmas de los cavias,
dando mas de 2 u. a. y menos de 3 u. a.

Estas experiencias sobre el poder vacunante prueban
claramente que hemos obtenido toxoides diftérico y teta-
nico de gran eficacia.
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RESUMEN

Se describe utilizamos para obtener
c4 2

i c e
toxoides diftérico y tetanico de gran pureza y por lo tanto
4]

aptos para la vacunacién human

A continuacidén se estudia el fraccionamiento del to-
xoide tetanico purificado por alcohol, con sulfato de sodio
a distintas concentraciones, consiguiendo una buena pu-
rificaciébn con una precipitacién con sulfato de sodio al
15 %. Se llega a un valor que oscila entre 350 v 400 Lf
por mg. de nitrdgeno.

El fraccionamiento con sulfato de sodioc del toxoide
elacidn de purificacién

icaci6n se obtiene por ung precipita-

cién alcohélica seguida de una acid
ca, llegandose a valores de 1200 L

~ o
T 9.
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por mge. de nitrbégenc
con s6lo una pérdida del
Empleando la electrodidlisis no conseguimes mejorar
la relacién de purificacién de estos toxoides.
El valor antigénico de los toxoides tetdnico y difté-
rico purificados, como se puede ver en el cap]‘tulo CoTres-
mente las exigencias de los

ondiente, sobrepasan amp

’?5

métodos en uso.

SUMMARY

The technique used to ohtain diphtheric and tefanic
toxoids of great purity, apt for human vaccination is
described.

Forthwith, the fraction of the tetanic toxoid purified
by alcohol with sodium sulphate at different concentra-
tions has been studied, obtaining a good purification by
precipitation with 15 ¢ sodium sulfate. A value is ob-
tained between 350 and 400 Lf for mg. of nitrogen.

Fractional precipitation with sodium sulfate of the
already concentrated diphtheria toxid gives a good puri-
fication, but the loss is relatively high.

The best purification in obtained by an alcoholic pre-
cipitation, followed by an acid precipitation in its iscelec-
tric zone, reaching values of 1800 Lf for mg. of nitrogen

with a loss of only 7,7 %.
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The purification of these toxoids couid not be im-
proved by using the electrodialysis.
The antigenic value of the purified tetanic and

a4+ A 1 4
ric toxoids exceeds largely the requirements of
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