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In einer frfiheren Arbeit 1 fiber Tetanustoxin untersuchten wir 
dessen antigene Wirkung, den isoelektrischen Punkt,  die Verh~ltnisse 5el 
der Dialyse und die optimalsten Bedingungen bei der Toxoidbildung 
bezfiglich FormMdehydmenge und [nkubationszeit. 

Augerdem versuchten wir mit gutem Erfolg die Adsorption des 
Toxoids an Aluminiumhydroxyd ~, dessen ohemische Konstitution Pauli  

and Adol/2 zuerst untersucht hatten. 
Wir konnten damals feststellen, dag das Toxoid als Vaccine beim 

Menschen Immunitat  ergibt und wir verglichen die Wirkung einer Dosis 
des aktivierten Impfstoffes mit der doppelten I)osis des iiblichen Toxoids, 
wobei sich das erste als wirksamer erwies. 

Wegen seiner hohen antigenen Wirkung and seiner Unsch~idlichkeit 
war das mit Si~urc und durch Adsorption an Aluminiumgel gereinigte 
Toxoid ein ausgezeichneter Impfstoff ffir humanmedizinische Verwendung. 
Trotzdem war die Gewinnungstechnik des Impfstoffes umstandlich 
und schwierig und die Verluste erreiehten ohne eine der Siiuerung vorher- 
gehenden Dialyse vielfach eine H6he yon 70% and mehr. DeshMb ist 
das Vaccine ffir den menschlichen Gebrauch bisher nicht systematiseh 
hergestellt worden. 

Zur Fortsetzung dieser Versuche begannen wir die Suche nach einem 
praktisehen Verfahren, das uns gestattete, ohne gr61~ere Verluste ein 
reines, konzentriertes Toxoid zu erhalten, das frei yon anaphylaktiseh 
wirkenden Stoffen zur Herstellung des Impfstoffes dienen k6nnte. Wir 
begannen mit dem Verfahren yon Pillemer, Grosberg und Wittler 3, die 

A. Sordelli, F. Modern und J. Ferrari, l%ev. Inst. Bacter. 7, 622 (1936). 
Wo. Pauli und M. Adol], Kolloid-Z. 29, 281 (1921). 

3 L. Pillemer, D. B. Grosberg und R. Wittler, J. Immnnol. 54, 213 (1946). 
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das  Te tanus toxo id  bei  ges t immten  p H  und t iefer Tempera tu r  mi t  Methanol  
reinigten.  Sie erniel ten es wasserfrei  durch  Lyophi l i s ie ren  des gefrorenen 
Toxoids.  Dieses Verfahren gibt  ausgezeichnete  Wer te ,  wie sp~tter gezeigt  
wird,  is t  abe t  wegen der  erforder l ichen Hi l fsmi t te I  und des hohen 
Methanolpreises  in unserem Lande  schwer durchff ihrbar .  Un te r  den 
gegebenen Verh~l tnissen kSnnten  wir das  Verfahren wegen des groBen 
Bedarfes  an  Impfs toff ,  vor  a l lem seitens der  Mil i t~rmedizin,  n ich t  an- 
wenden.  

P i l l e m e r  ~ unte r such t  in einer anderen  Arbe i t  den op t imalen  F~llungs- 
p u n k t  des Toxoids  in einer Mischung von Methanol -Wasser  und  bei  
fes tgelegten pH-  und  Temper~turwer ten .  H .  Mi~ller und P .  M i l l e r  5 be- 
n i i t z ten  einen Sta ture  yon C1. t e tan i ,  welcher sieh in Gegenwar t  verh~ltnis-  
m~tBig groger  Eisenmengen durch besonders  hohe T ox inp roduk t i on  
auszeichnet .  Sie verwenden eine ~hnlich e N~hrl6sung, wie unser  I n s t i t u t  : 
ein A u t o l y s a t  yon Schweinem~gen. 

E .  T a y l o r  6 erh~lt  mi t  einer i~hnlichen Ni~hrl6sung ein gutes Toxin,  
das  nach U m w a n d l u n g  in das  Toxoid  befr iedigende Ergebnisse  bei der  
I mpfung  des Menschen lieferte. - -  Mit tels  d iger ier tem Kase in  gelang 
Picke t ,  Hoepr i ch  und G er m a i n  7 die Hers te l lung eines hochwirksamen,  
le icht  zu re inigenden Toxins.  - -  E a t o n  und Gronau  s re inigten das  Toxin  
mi t te l s  F~l lung mi t  Cadmiumchlor id  und Elu t ion  mi t  N a t r i u m p h o s p h a t  
bei p H  7,8. 

u 

Bei Beginn der Arbei t  konzentrierten wir das Tetanustoxin im Vakumn 
nach der Methode, die wir zur Konzentrat ion des Diphtherietoxins an- 
wenden% Es wurde im Vakuum auf ein Zehntel eingeengt, dann dialysiert  
und untersueht.  Dabei zeigte es sich, dab das Toxin den gr613ten Teil seiner 
urslortingliehen Wirkung verlor. Dagegen kann man das Tetanustoxoid in 
dieser Form konzentrieren, ohne dal3 sein Ausgangstiter verschleehtert  wird. 
Abe t  yon diesem so konzentrierten Toxoid fi*llt - -  aueh nach Dialyse - -  nur 
ein Teil des wirksamen Anteils aus, wenn man Sehwefel- oder Essigs~ure 
verwendet. Aueh die F/~llung mittels Ammonsulfat  versuehten wir mit  
sehlechtem Erfolg. Ebensowenig fi*llen Methyl- und NthylMkohol (in der 
K/~lte) aus den 10faeh konzentrierten Toxoiden den wirksamen Anteil  aus. 
Das urspriingliehe Toxoid konnte ohne Konzen~ration mittels saurer Fgllung 
auch nieht  gereinigt werden, weil der Verlust noeh grSl3er ist. 

Die Teehnik yon Pil lemer  - -  mit  Methanol - -  verursaeht  bei unserem 
Toxoid nach Konzentrat ion im Vakuum groBe Verluste, wie die Tabelle 1 
zeigt. 

L.  Pi l lemer,  J. Immunol.  53, 377 (1946). 
5 j .  H .  Mi~ller und P.  A .  Mi l ler ,  J. Immunol.  50, 377 (1945). 

E.  Taylor ,  J. Immunol.  50, 385 (1945). 
7 j .  Picket t ,  P .  D. Hoeprich und R.  O. Germain,  J. Bacter. 49, 515 (1945). 
s Eaton und Gronau, J .  Bacter. 46, 423 (1945). 
9 F.  Modern ,  G. R u  M und A.  Gatti, An. Asoc. quim. argent. 85, 178 (1947). 
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Tabel le  1. F ~ l l u n g  d e s  T o x o i d s  504, 
1 0 f a e h  i m  V a k u u m  k o n z e n t r i e r t .  

PI{ Verlust 
Prozent 

4,9 
4,5 
4;0 
3,7 
3,4 

Toxoid  504, 

Stickstoff D.T./ml 
mg/ml 

0,101 165 
0,126 100 
0,196 165 
0,353 100 
0,448 100 

30,9 500 

67 
80 
67 
80 
80 

167: 

Nur  be im urspri ingl iehen Toxoid  erhiel ten wir  bei F~l lung mi t  40~oigem 
Methyla lkohol  bei p H  4 bis 5 den Ausgangswert ,  wie Tabelle  2 zeigt. 

Tabel le  2. F ~ l h n g  d e s  T o x o i d s  504 m i t  M e t h y l a l k o h o l .  

Verlust Reilfigungs- 
PIt X mg/ml D.T./ml l~rozent y N/D. T. faktor 

(Wirksamkeit) 

4,9 
4,5 
4,0 
3,7 
3,4 
3,1 

Toxoid  504 . .  

0,028 
0,063 
0,087 
0,119 
0,115 
0,084 

3,45 

5O 
50 
5O 
33 
25 
2O 

50 

0 
0 
0 

34 
50 
60 

0,56 123 
1,26 55 
1,75 39 
3,60 19 
4,60 15 
4,20 16 

69,0 

Die beste Re in igung  erfolgt  bei loll 4,9; sie ergibt  einen Reinigungs-  
fak tor  yon 123, wie Tabelle  2 zeigt.  J e  m e h r  m a n  ansi~uert, u m  so schlechter  
wird  die Reinigung.  I n  dem un te r such ten  Medium ergibt  die Methode Pil lemer  
bei e inem Gehal t  des Ausgangstoxoids  von  15 D . T .  des Toxoids  (Dosis 
Tes t :  s t a m m t  yon  einer Dosis des Toxins,  die in Gegenwirkung zu 0,1 ameri-  
kanisehen Ant i tox ine inhe i t en  bei intramuskulg~rer In jek t ion  ein Meer- 
sehweinehen naeh 45 Stdn.  dureh  Te tanus  t6tet)  pro Mil l igramm Stiekstoff 
1800 D. T., das heil]t  eine lgeinigungswirkung yon  123. 

F~tllt m a n  das urspri ing!iehe Toxoid  bei Z immer t empera tu r  mi t  Methyl-  
oder Xthyla lkohol  und  bei e inem p H  yon  4,75, so sind die Verluste  noeh 
grSfIer. Dieser Ver lus t  s inkt  bei 0 ~ auf 10 bis 20% und  wird Nnll,  wenn 
m a n  un te r  0 ~ arbei te t .  

Auch  die F&llung des ursprfingliehen konzent r ie r ten  Toxoids bei  be- 
s t i m m t e n  p H - W e r t e n  m i t  Aceton  in der K&lte ergab mw einen m~/?igen Erfolg. 
Da uns die Ursache  der sehleehten Wiedergewinnung  des konzent r ie r ten  
Toxoids  interessierte ,  diMysierten w i r e s .  Aueh dann  war  die ~Vieder- 
gewinnung schleeht,  so dab der Grund dafiir  in kol loiden Subs tanzen  und  
nieht  in SMzen zu suchen ist, die dureh die Dialyse  en t fe rn t  worden wfiren. 

Wermgleich die Ergebnisse  zur F~l tung des urspr/ ingl iehen Toxoids  mi t  
Methanol  naeh  Pi l lemer  in A n b e t r a e h t  einer Rein igungswirkung yon 123 
gu t  waren,  maeh t en  sie die o b e n  angefi ihrten Grfinde f/Jr unser  Milieu 
ungeeignet .  Andersei ts  erhfilt m a n  mi t  diesem und  der friiher besehriebenen 
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Methode keine grSl3ere Reinigung. Unter  den gimstigsten Verh&ltnissen 
erhielten wir 0,55 y N/D. T. 

Auf Anregung yon Dr. Savino begannen wir die Konzentration und 
Reinigung mit  Xthylalkohol und erhielten mit  zwei aufeinanderfolgenden 
Fg.llungen eine 200fache Reinigungswirkung gegenfiber dem ursprfingliehen 
Toxoid bei einem N-GehMt je Dosis Test, der geringer als nach der frfiheren 
Methode war. 

In] folgenden beschreiben wit das im Inst i tut  angewendete Verfuhren 
sowie andere Versuehe, die uns ausgezeiehnete Ergeb~isse geliefert haben, 
sowohI was den endgfiltigen Reinheitsgrad als auch die Ausbeute betrifft. 
Bei den letzteren, die der jetzt  praktisch angewendeten Verarbeitung ent- 
spreehen, haben wir keine Verluste. Man benStigt dazu nur Xthylalkohol 
und eine entsprechende Abkithlung. 

Herstellung des Niihrbodens. Dazu wird Pepton Martin verwendet, das 
aus anges~tuertem und digeriertem Schweinemagen erhalten wird; dabei 
folgen wir im allgemeinen der Vorsehrift des Autors dieser Methode. Von 
diesem Pepton wird nur die fiberstehende Fliissigkeit verwendet. - -  Ge- 
sondert wird Fleisehbrfihe (agua de came) bereitet. Zu einem Kilogramm 
reinem gehacktem Kalbfleisch werden 2 Liter destilliertes Wasser gegeben, 
man kocht 30 Min. und filtriert durch ein Papierfilter. Gleiche Mengen 
der Fleischbrfihe und des Peptons Martin werden vermiseht, auf ein pH yon 
7,2 (mit 20%igem Natriumhydroxyd) gebracht und 3 Min. lang gekocht. 
Dazu kommt 1 ~o Glykose, darnach wird filtriert und in gleiche Portionen 
geteilt, die 2real bei 100~ sterflisiert werden. Die Bouillon wird mit  Clo- 
stridium tetani beimpft und naeh der Inkubationszeit die gebildete Toxin- 
menge bestimmt. 

Entgi]tung dutch 2'ormaldehyd. Das Toxoid wird dutch Formaldehyd- 
zusatz bereitet. Bis 1934 wurde t,5~ Formalin und 20 Tage Inkubationszeit  
bei 37~ eingehalten. Aber in Verfolg der Versuche, die der eine yon uns 
(Sordelli, Modern und _Ferrari, 1. e., verSffentlicht auch in der Revista des 
Insti tutes yore Jahre 1936) durchgeffihrt hatte, wurde sparer 6% FormMdehyd 
bei p]{ 7 und nur 5 Tagen Inkubationszeit  bei 37 ~ C angewendet. So wurde 
die vollkommene Entgiftung des Tetanustoxins erreicht; die bei der Immuni-  
sierung yon Pferden erhaltenen Sera hat ten einen wesentlich hTheren anti- 
toxischen Wert. 

Reinigung get Toxoide und ihre Konzentration. Es werden Mengen kon- 
zentriert, die 22,4 Litern des ursprfinglichen Toxoids entspreehen. ])as 
Toxoid wird auf pH 4,7 bis 4,8 mit  5 n H2SO 4 gebracht. Man stellt die 
Flaschen in ein Kfihlbad bei - - 1 4  ~ C. iNaeh 1 Std., wenn das Toxoid 
teilweise gefroren ist, werden 16 Liter J~thylalkohol von 96% bei - -  10 ~ C 
unter fortw~hrendem Rfihren zugesetzt. Man l ~ t  bis zum folgenden Tag 
im Kfihlbad und filtriert dann dureh ein Faltenfilter in einem Kfihlraum. 
Der Niederschlag 16st sich quanti tat iv in l~atriumhydroxyd auf und betr~gt 
2240 ml bei pH 7,0 bis 7,2. Man fallt duraufhin wiederum mit  40~o ~thyl -  
alkohol bei pH 4,7 bis 4,8 unter Kfihlung wie bei der ersten F~llung. Man 
l~l~t im Kfihlbad bei - -  14 ~ C fiber l~acht und filtriert in einem Kfihlraum. 
Der Niederschlag wird bei pH 7,0 bis 7,2 gelTst, filtriert und mit  1/5000 
Merthiolat (Quecksilberthiosalieylat yon Natrium~thylat) als Konservierungs- 
mittel  versetzt. Wenn das Toxoid einmal analysiert ist, wird es durch ein 
Seitz-Filter filtriert und Aluminiumhydroxydsuspension in der naehfo]gend 
besehriebenen Weise zugesetzt. 
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Hsrstellung und JFiltration des Vaccins (Imp]sto//es). Die Vaccine enth~lt 
60 D. T./ccm und entsprechende Mengen Gel. Wir verwendcn als Konser- 
vierungsmitte] Merthiolat in einer Konzentration yon 1/5000. Die Verdfin- 
nung des Toxoids erfolgt mit  steriler NatriumchloridlSsung (5~ ]:)as ver- 
dfinnte Toxoid soll pH 5,5 haben; eine leich~e Fluoreszenz t r i t t  auf und 
entspricht dem Maximum der Absorption durch des betreffende Gel. Man 
ffigt die nStige S~iuremenge zur Erreichung dieses pH zu, nachdem man durch 
ein Seitz-Filter filtriert hat. Z. B. sollten 15,8 Liter (60 D. T./ccm) 1~ 820 ccm 
Gel (10mg Aluminiumhydroxyd/ccm) enthalten. Dieses Gel wird nach 
der yon uns in den Arbeiten fiber Diphtherietoxin besehriebencn Methode 
(1. c.) hergestellt, lqach Abffillung der Vaccine werden die Sterilit~it, die 
Unschiidlichkeit und die Wirksamkeit  geprfift. 

Aktivitiitsbestimmung des Toxoids. Zur Aktiviti i tsbestimmung des Toxoids 
verwenden wir folgende Verfahren. 1. Steigerung der antitoxischen Wirkung 
des Serums yon Meerschweinchen, die init dem Toxoid geimpft wurden. 
2. Neutralisation des Antitoxins durch das Toxoid (,,in r ive" ) .  3. Schutz 
der Meerschweinchen, die mit  der Vaccine geimpft wurden, wenn sic nach 
e_;nigcr Zeit mit  1 D. T. des Tetanustoxins geimpft werden (subkutan). 

]:)as erste Verfahren besteht in der Injektion yon mindestens 4 Meer- 
schweinchen mit  einer Dosis des Toxoids zusammen mit  der entsprechenden 
Menge AI(OHs)-Gel und folgende Bestimmung des antitoxischen ~Tertes 
im Serum der Meersehweinehen (500 g jedes) nach 6 Wochen. Sic sollten 
im Durchschnitt  eine antitoxische (amerikanische) Einheit ergeben. 

Des zweite Verfahren, des laufend im Inst i tut  angewendet wird, besteht 
darin, wechselnde Mengen des Toxoids in Anwesenheit yon 0,1 amerikanischer 
Einbeit  Antitetanusserums zu sammeln und mit  physiologischer (Kochsalz)- 
16sung auf gleiche Volumina zu bringen. Nach einer halben Stunde gibt 
man jedem I~5hrchen eine halbe Dosis Testmenge des Tctanustoxins zu. 
Man l~i3t eine weitere halbe Stunde stehen und injiziert dann die Meer- 
schweinchen intramuskul/ir. Man nimmt als Wert  jenes Meerschweinchcn, 
das am 4. Tage an Tetanus stirbt. Obwohl dieses Verfahren laufend an- 
gewendet wird, geben wit ein Beispiel unserer Berechnungsart der Testdosis 
(D. T.) unserer Toxoide in dieser Arbeit, so dal~ die Bedingungen genau klar- 
gestellt werden. Wenn das Meerschweinchen mit  0,1 ccm eines 1/10 ver- 
dfinnten Toxoids stirbt, ist d i e  doppelte Menge (halbe Testdosis) 0,2 der 
1/10 verdfinnten LSsung. Des heil~t, dal3 in 0,02 ccm des Toxoids eine Test- 
dosis ist, die einem Wert  von 50 Dosen/ccm entspricht. Diese Methode 
gibt ausgezeichnete Ergcbnisse und wir bevorzugen sic solange, bis wir alle 
Toxoide durch Flockung messen, was schon auf dem Wege tier Verwirk- 
lichung ~ ist. 

])as drit te Verfahren wurde angewendet, um die Schutzwirkung des 
abgeffillven Vaccins kennenzulernen. Wir verwenden 10 Meerschweinchen 
yon 500 g, denen wir eine Dosis Vaccine injizieren. Nach 6 Wochen wird 
1 D. T. Toxin injiziert, wobei alle Meerschweinchen am Leben bleiben mfissen. 
Sogar bei Injektion von 2 D. T. fiberlebten bei subkutaner Injektion alle 
Tiere. Die Kontrolltiere ohne Vaccine mit  0,1 D. T. mfissen vor 48 Stdn. 
sterben. Nach dem ,,Dispensatory" braucht man nur ]0d.  m . m .  Toxin 
injizieren und betrachtet  es als gutes Vaccine, wenn 80% der Tiere fiber- 
leben. Man verwendet  also nur 10 d. m. m. Toxin im Gegensatz zu uns, 
die mit  1 und 2 D. T. einen 100~ Schutz erreichen. 

10 Spiitere Versuehe werden die ftir die menschliehe Impfung zutragliche 
Dosis angeben. 
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Die Unsch/~dlichkeitsversuche wurden  mi t  5 ccm Toxoid  bei j edem Meer- 
schweinchen durchgef/ ihr t .  Es wurden  jeweils mindes tens  4 Meerschweinchen 
verwendet ,  deren Gewichb wi~hrend 4 Wochen  kontrol t ier t  wurde.  Diese 
Versuche wurden  mi t  dem Toxoid  vor  der Konzen t r a t ion  und  mi t  dem 
fer t igen Vaccine gemacht .  

Der  Stickstoff  wurde  nach K]eldahl bes t immt ,  wodurch  auch der  erreichte  
Reinhe i t sgrad  er rechnet  werden  konnte .  - -  Die p t t - B e s t i m m u n g e n  w a r d e n  
mi t  Glase lekt roden po ten t iomet r i sch  durchgefi ihr t .  

Reinigung der Toxoide. Wir begannen  die Versuche mi t  Toxin  512 naeh 
d e r  anderwiir ts  beschriebenen Technik.  Dabei  stieg aber  die Tempera tu r  
wahrend  der  Nach t  wegen einer StSrung des Ki ihlschranks  und  war  die 
Re in igung  t ro tz  guter  Abscheidung des Toxoids  sehlechter.  Nach  de r Fi i l lung 
m i t  Alkohol  enthiel~ das Toxoid  0,72 mg  N/cem.  Da  ursprt inglieh 
3,33 m g  N/ecru enthal~en waren,  be t rug  der  ge in igungs fak to r  46. Mit  einer 
zwei ten Alkoholfi i l lung ebenfalls bei niederer  Tempera tu r  erreichte man  
0,39 mg N/ccm,  so dal? die gesamte Re in igungswirkung  mi t  d iesem Toxoid  
das 86fache erreiehte.  

Tabelle3. Wiederf/illung des gereinigten und mitAlkohol konzen- 
trierten Toxoids. 

Stoff mg N/ccm D. T ./ccm ? N/D. 

Urspri ingliches Toxoid  . .  
E r s t e  F~l lung mi~ Xthanol  
Erste Ffillung mi t  ~tha- 

nol und F/~llung mit 
H2SO ~ ............... 

Ers t e  F~l lung mi t  Xthanol  
und  F~llung mi t  Essig- 
siiure . . . . . . . . . . . . . . . .  

Zwei te  alkoholische F~l- 
lung . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Zweite  alkoholische F/il- 
lung und  F~l lung mi t  
~ S O ~  . . . . . . . . . . .  ~ �9 . .  

Zwei te  alkoholische Fgl- 
lung mit Essigs~ure... 

3,508 
0,435 

0,056 

0,070 

0,119 

0,063 

0,056 

50 70,1 
500 0,87 

250 0,224 

200 0,35 

450 0,264 

200 0,315 

200 0,28 

~einigungs- 
wirkung, I 

bezogen auf 
T. Verlust die alkoholi- 

sche 
F.~llung 

0 

50 3,8 

60 2,5 

10 3,3 

60 0,84 

60 0,94 

I n s -  

gesamt 

f 

8O 

312 

200 

269 

222 

250 

Bei e inem anderen  Versuch, ausgehend yon  l l , 2 L i t e r  Toxoid (509), 
wurde  bei genauer  E inha l tung  der Tempera tu r  schon bei der ersten A]kohol- 
fiillung eine 80fache Rein igung  erzielt.  - -  Das urspri ingliche Toxoid  enthie l t  
50 D. T. /ccm. - -  Durch  eine zweite F~l lung mi t  24thylalkohol erre icht  m a n  
eine Rein igung  auf das 269fache mi t  nur  10% Verlust ,  bezogen auf  den 
Ausgangswert .  Das n u t  e inmal  mi t  Athyla lkohol  gereinigte Toxoid  wurde  
bei  einer folgenden F~illung miV Methyla lkohol  auf  einen N - W e r t  yon  
0,168 mg  N/ecru gebracht ,  das heil~t eine Re in igung  auf das 209fache. Die 
Verwendung  der  be iden Alkohole zusammen  ist also nicht  besser. Bei  einer 
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einzigen Fgllung mit  Methylalkohol wurde das ursprfinglieho Toxoid auf 
das 66faehe gereinigt. Unsere mit  einem bestimmten Nghrboden erhaltenen 
Toxoide lassen sich also besser mit  J~thyl- als mit  Methylalkoho! reinigen: 
In  der Tabelle 3 stellen wir die Versuchsergebnisse mit  zwei ~thylalkohol- 
konzentrationen und andere Kombinationen rnit S/iuren zusarmnen. 

Wenn wir das mit  )[thylalkohot gereinigte Toxoid ein zweites Mal reinigen, 
indem w i r e s  mit  H2SO ~ auf den isoelektrisohen Punkt  bringen, erreiehen 
wir eine Reinigung auf das 312faehe mit  einem Verlust yon 500/o des Aus- 
gangswertes; die Reinigung ist die beste, der Verlust aber verhgltnism/il~ig 
hoeh. - -  Mit Essigsgure wird die Reinigung nieht besser. Man erreieht das 
200faehe bei 60% Verlust. Mit diesen Sguren wird die Reinigung auch 
nieht besser, wenn man veto gereinigten Toxoid ausgeht (mit 2 Konzen- 
trationen mit~_thylalkohol). Manerhgl t  Werte, die denender  H~SO4 (222faeh) 
sehr naheliegen, ngmlich das 250faehe mit  Essigsgure (Tabelle 3). 

Mit 2 ]4thylalkoholfgllungen erhalten wir ein Toxoid, das 0,26 y N/D. T. 
enthiilt, mit  H2SO ~ eine etwas bessere Reinigung (0,22 y/D. T.), aber 50O/o 
Verlust. Geht man v o n d e r  zweiten Konzentrat ion mit  Alkohol arts, so kann 
man aueh nieht das Reinigungsverh/iltnis durch Sguren verbessern (N/D. T.). 
Gegenw~irtig versuchen wir den Verlust dureh die S/iuref/illung zu verringern. 

Wir haben weiter die Reinigung in gr613erem MaBstab versucht, wobei 
wir das Verfahren der Konzentration des Toxoids dureh 2 Alkoholfiillungen 
anwendeten. Unter  guten Bedingungen erlaubt dies bei genauer Temperatur- 
einhaRung eine Reinigung auf das 200faehe bei weniger als 10% Verlnst. 
Natiirlieh mul~ man dazu yon einem guten Toxoid ausgehen, das wenigstens 
50 D. T. je ecru enth/ilt. - -  Das so erhaltene gereinigte Toxoid wird sehon 
zur I-Ierstellung von Anti tetanustoxin mit  Erfotg verwendet;  jede Operation 
wird mit  22,4 Litern des urspriingliehen Toxoids durchgefiihrt, und ergibt 
e t w a  15000 Dosen aktivierten Vaccins mit  Aluminiumgel (Vaccin im Ver- 
suchsstadium, en ensayo). 

In  Tabelle 4 geben wir die Werte, die wir bei versehiedenen Konzentratio- 
nen mit  2 Alkoholf/illungen erhielten, und die geinigungswerte. Nur in einem 
Falle waren die Ergebnisse m~iI3ig, als ein ein Jahr  a res  Toxoid mit  weniger 
als 25 D. T./ccm verwendet wurde. - -  Wie man in der Tabelle 4 sieht, er- 
reieht die endgiiltige Reinigung nach der zweiten Alkoholf~llung fast stets 
das 200fache. Nur ein schon gealtertes Toxoid, das sicher sehon teilweise 
seinen Wert  verloren hatte,  ergab einen Reinigungswert yon 177fach und 
einen N-Gehalt  yon 0,90 y pro D . T .  Die guten Toxoide enthalten nach der 
ersten Alkoholf~illung 0,60 bis 0,70 y N/D. T. - -  Nach der zweRen Xthyl- 
alkoholf/illung erreichen sie einen Wert, der zwisehen 0,25 und 0,33 y N/D. T. 
schwankt. 

Die Tetanustoxoide enthalten urspr/inglich etwa 65 y N/D. T. Meist 
erreicht die Reinigung den 200fachen Wert. Bei allen diesen systematisch 
durehgefiihrten Konzentrationen traten keine Verluste auf. Das Toxoid 
mi t  eh~em niederen Ausgangswert, das 160 y N/D. T. enthielt, ergab bei 
der zweiten Alkoholf~llung 0,90 y N. Eine dritte F/illung ergab 0,65 y N/D. T. 
Sie enthielt 415 D. T./ccm und die Flockungsanalyse ergab 41,7 Lf (pro)ecru. 
In diesem Falle ergaben 2 Liter der zweiten F~illung nur 1 Liter bei der dritten. 

Dies zeigt, dat3 man immer yon guten Toxoiden ausgehen mul~, um endlieh 
ein Toxoidkonzentrat  zu erhalten, das etwa 0,3 y N/D. T. enth/~lt. Auch 
eine dritte Alkoholf/~llung ergibt bei einem Toxoid mit  niederem Ausgangs- 
wert keine besseren Ergebnisse, als jene der zweifaehen F~illung yon Toxoiden 
mR 50 D. T./ccm. 
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Tabelle 4. Z w e i f a c h e  R e i n i g u n g  m i t  ~ t h y l a l k o h o l .  

Toxoid 

515 ursprfinglich . . . . . . . . . . .  
Erste Alkoholreinigung . . . . .  
Zweite Alkoholreinigung . . . .  
518 ursprtinglieh . . . . . . . . . . .  
Erste Alkoholfgllung . . . . . . .  
Zweite Alkoholf~llung . . . . . .  
Altes Toxoid (mehr als 1 Jahr) 
Erste Alkoholreinigm~g . . . . .  
Zweite Alkoholreinigung . . . .  
Drit te Alkoholreinigung . . . . .  
519 urspriinglieh . . . . . . . . . . .  
Erste Alkoholreinigung . . . . .  
Zweite Alkoholreinigung . . . .  
520 urspriinglieh . . . . . . . . . . .  
Erste Alkoholreinigung . . . . .  
Zweite Alkoholreinigung . . . .  

mg N/ccm 

2,83 
0,294 
0,124 
3,29 
0,38 
0,164 
3,36 
0,65 
0,19 
0,27 
3,31 
0,325 
0,168 
3,39 
0,357 
0,164 

D. T ./ccm 

5O 
5OO 
50O 

5O 
500 
50O 

21 
208 
2O8 
415 

5O 
5OO 
60011 

5O 
450 
450 

N/D. T. 

56,5 
0,59 
0,25 

65,8 
0,76 
0,328 

160 
3,1 
0,9 
0,65 

67 
0,65 
0,28 

67,7 
0,79 
0,36 

Reinigungs-I 
weft i Verlust 

(Faktor) I 

95 0 
226 0 

86 0 
200 0 

51 0 
177 0 
246 0 

103 0 
239 0 

85 10 
188 10 

Wenn aueh im letzten Falle ein Reinigungsfaktor yon 246 erreieht wurde, 
war doeh der N-Gehalt  0,65 ~ N/D. T. Bei guten Toxoiden ist der N-Gehalt  
bei einer Reinigung von 200faeh nieht gr6i3er a]s 0,30 bis 0,35 v/D. T. 

Das mit  diesen Toxoiden hergestellte Vaccine ergibt mlt  Aluminiumgel 
zusammen ausgezeiehnete Ergebnisse bei Meerschweinehen. Mit 30 D. T. 
erhielten wir im Serum der Meerschweinchen innerhalb yon 6 Wochen 
0,5 amerikanische Einheiten. Mit 60 D. T. und 120 D. T. schwankt dieser 
Wert  zwischen 0,5 und 1 amerikanische Einheit. Die mit  30 bis 60 D. T. 
und 120 D. T. geimpften Meerschweinchen besitzen eine gute Immuni ta t ,  
da sie der Injektion yon 2 D. T. Tetanustoxin widerstehen, ohne Tetanus- 
symlo~ome zu zeigen. Die Kontrolltiere ohne Vaccine starben innerhalb yon 
48 Stdn. nach (subkutaner) Injektion yon 0,1 D. T. des Toxins. 

Zusammenfassung. 
Es wurde die Konzent r ie rung  des Tetanus toxoids  im Vakuum unter-  

sucht  und gezeigt, daft es dabei  seinen ursprfinglichen Wer t  beh~lt. 

Das so erhal tene und diMysierte konzentr ier te  Toxoid f~llt ~ber wegen 

der dar in  en tha l tenen  kolloiden Stoffe weder mi t  S~uren noch mi t  den 

untersuchten  Alkoholen aus. - -  Auch eine ]~einigung des ursprfinglichen 

Toxoids durch Si~ure-Fi~llung ohne Konzent r ie rung  ist infolge der hohen 

Verluste (70~o des Ausgangswertes) n ieht  durehfi ihrbar.  W e n n  man  

das ursprfingliche Toxoid  vorher  nu t  dialysiert ,  verr inger t  sich der Ver- 

lust auf 50~o des Ausgangswertes.  

Das Verfahren yon PiPemer mit  Methanol  gab bei unseren, im Vakuum 
konzent r ie r ten  Toxoiden,  hohe Verluste (60 bis 800/0). 

11 Zw61ffaeh konzentriert. 
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Mit dem urspriingliehen Toxoid liefert dieses Verfahren gute Ergebnisse, 
da ein I~einheitsgrad yon 123 erreicht wird. Trotzdem ist es ftir den yon 
uns angewendeten Ns nicht anwendbar. Wir konnten m~t einem 
anderen Verfahren eine bessere Reinigung erzielen, indem wir zweimal 
nacheinander mit ~thylalkohol f~llten oder auch unter bestimmten 
Bedingungen eine Alkohol- und eine S~uref/illung kombinierten. Es 
wird auch der N~hrboden beschrieben sowie die Entgiftung mit Form- 
aldehyd, die Reinigung des Toxoids und die tIerstel]ung des Vaccins. 
Aueh werden die Verfahren zur Aktivitiitsbestimmung des Toxoids 
angegeben. 

Wenn das mit ~thylalkohol gereinigte Toxoid ein zweites Mal bei 
Einstellung des pH mit H2SO 4 auf den isoelektrisehen Punkt  gereinigt 
wird, erhielten wit einen Reinigungswert yon 312 (Tabelle 3) bei einem 
Verlust yon 50% des urspriingliehen. Auch die Verwendung einer 
organisehen Sgure zur F/~llung verringert diesen Verlust nieht. 

AbschlieBend geben wit die Resultate der Konzentrierung und t~eini- 
gung des Toxoids dutch zweifaehe F~llung mit Athylalkohol bei niederer 
Temperatur. 

Auf diese Weise konzentrieren wit" die Toxoide ohne Wertverlust 
und mit einem I~einigungsfaktor, der in den meisten F~llen 200 tiber- 
steigt. Das Toxoid ist gut zur Herstellung yon Vaccine geeignet. 


