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In einer fritheren Arbeit! i{iber Tetanustoxin untersuchten wir
dessen antigene Wirkung, den isoelektrischen Punkt, die Verhiltnisse bei
der Dialyse und die optimalsten Bedingungen bei der Toxoidbildung
beziiglich Formaldehydmenge und Inkubationszeit.

Aullerdem versuchten wir mit gutem Erfolg die Adsorption des
Toxoids an Aluminiumhydroxyd y, dessen chemische Konstitution Pouli
und Adolf? zuerst untersucht hatten.

Wir konnten damals feststellen, daBl das Toxoid als Vaccine beim
Menschen Immunitét ergibt und wir verglichen die Wirkung einer Dosis
des aktivierten Impfstoffes mit der doppelten Dosis des iiblichen Toxoids,
wobei sich das erste als wirksamer erwies.

Wegen seiner hohen antigenen Wirkung und seiner Unschidlichkeit
war das mit Séure und durch Adsorption an Aluminiumgel gereinigte
Toxoid ein ausgezeichneter Impfstoff fiir humanmedizinische Verwendung.
Trotzdem war die Gewinnungstechnik des Impfstoffes umstindlich
und schwierig und die Verluste erreichten ohne eine der Siuerung vorher-
gehenden Dialyse vielfach eine Hohe von 709, und mehr. Deshalb ist
das Vaccine fiir den menschlichen Gebrauch bisher nicht systematisch
hergestellt worden.

Zur Fortsetzung dieser Versuche begannen wir die Suche nach einem
praktischen Verfahren, das uns gestattete, ohne gréBere Verluste ein
reines, konzentriertes Toxoid zu erhalten, das frei von anaphylaktisch
wirkenden Stoffen zur Herstellung des Impfstoffes dienen konnte, Wir
begannen mit dem Verfahren von Pillemer, Grosberg und Wiitler3, die

1 A. Sordelli, F. Modern und J. Ferrari, Rev. Inst. Bacter. 7, 622 (1936).
? Wo. Pauli und M. Adolf, Kolloid-Z. 29, 281 (1921).
8 L. Pillemer, D. B. Grosberg und R. Wittler, J. Immunol. 54, 213 (1946).
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das Tetanustoxoid bei gestimmten pH und tiefer Temperatur mit Methano}
reinigten. Sie erhielten es wasserfrei durch Lyophilisieren des gefrorenen
Toxoids. Dieses Verfahren gibt ausgezeichnete Werte, wie spiiter gezeigt
wird, ist aber wegen der erforderlichen Hilfsmittel und des hohen
Methanolpreises in unserem Lande schwer durchfithrbar. Unter den
gegebenen Verhéltnissen kénnten wir das Verfahren wegen des groBien
Bedarfes an Impfstoff, vor allem seitens der Militdrmedizin, nicht an-
wenden.

Pillemer* untersucht in einer anderen Arbeit den optimalen Fallungs-
punkt des Toxoids in einer Mischung von Methanol-Wasser und bei
festgelegten pH- und Temperaturwerten. H. Miiller und P. Miller® be-
niitzten einen Stamm von Cl. tetani, welcher sich in Gegenwart verhéltnis-
miBig grofler Eisenmengen durch besonders hohe Toxinproduktion
auszeichnet. Sie verwenden eine dhnliche Nihrlosung, wie unser Institut:
ein Autolysat von Schweinemigen.

E. TaylorS erhélt mit einer dhnlichen Nahrlésung ein gutes Toxin,
das nach Umwandlung in das Toxoid befriedigende Ergebnisse bei der
Impfung des Menschen lieferte. — Mittels digeriertem Kasein gelang
Picket, Hoeprich und Germain’ die Herstellung eines hochwirksamen,
leicht zu reinigenden Toxins. — Haton und Gronau® reinigten das Toxin
mittels Fallung mit Cadmiumechlorid und Elution mit Natriumphosphat
bei pH 7,8.

Versuche.

Bei Beginn der Arbeit konzentrierten wir das Tetanustoxin im Vakuum
nach der Methode, die wir zur Konzentration des Diphtherietoxins an-
wenden®. Es wurde im Vakuum auf ein Zehntel eingeengt, dann dialysiert
und untersucht. Dabei zeigte es sich, da das Toxin den gréfiten Teil seiner
urspriinglichen Wirkung verlor. Dagegen kann man das Tetanustoxoid in
dieser Form konzentrieren, ohne daf sein Ausgangstiter verschlechtert wird.
Aber von diesem so konzentrierten Toxoid fallt — auch nach Dialyse — nur
ein Teil des wirksamen Anteils aus, wenn man Schwefel- oder Essigsaure
verwendet. Auch die Fillung mittels Ammonsulfat versuchten wir mit
schlechtem Erfolg. Ebensowenig fillen Methyl- und Athylalkohol (in der
Kilte) aus den 10fach konzentrierten Toxoiden den wirksamen Anteil aus.
Das urspriingliche Toxoid konnte ohne Konzentration mittels saurer Fallung
auch nicht gereinigt werden, weil der Verlust noch grofer ist.

Die Technik von Pillemer — mit Methanol — verursacht bei unserem
Toxoid nach Konzentration im Vakuum grofle Verluste, wie die Tabelle 1
zeigt.

¢ I, Pillemer, J. Immunol. 58, 377 (1946).

5 J. H. Miiller und P. A. Miller, J. Immunol. 50, 377 (1945).

8 E. Taylor, J. Immunol. 50, 385 (1945).

7 J. Pickett, P. D. Hoeprich und R. O.Germain, J. Bacter. 49, 515 (1945).
8 Faton und Gronau, J. Bacter. 46, 423 (1945).

9 F. Modern, G. Ruff und 4. Gatti, An. Asoc. quim. argent. 35, 178 (1947).
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Tabelle 1. Fallung des Toxoids 504,
10fach im Vakuum konzentriert.

Stickstoff Verlust
Pu mg/ml D.T./ml Prozent
4,9 0,101 165 67
4,5 0,126 100 80
4,0 0,196 165 67
3,7 0,353 100 | 80
3.4 0,448 100 80
Toxoid 504, 30,9 500 —

Nur beim urspriinglichen Toxoid erhielten wir bei Féallung mit 409igem
Methylalkohol bei pH 4 bis 5 den Ausgangswert, wie Tabelle 2 zeigt.

Tabelle 2. Fiallung des Toxoids 504 mit Methylalkohol.

! Reinigungs-
Py N mg/ml D.T./ml Verlust o oT. faktor
! Prozent ‘; (Wirksamkeit)

4,9 0,028 50 0o | 0,56 123

4,5 0,063 50 0 1,26 b5

4,0 0,087 50 0 1,75 39

3,7 0,119 33 34 3,60 19

3,4 0,115 25 50 4,60 15

3,1 0,084 20 60 4,20 16
Toxoid 504 .. | 845 | 50 — 69,0 —

Die beste Reinigung erfolgt bei pH 4,9; sie ergibt einen Reinigungs-
faktor von 123, wie Tabelle 2 zeigt. Je mehr man ansduert, um so schlechter
wird die Reinigung. In dem untersuchten Medium ergibt die Methode Pillemer
bei einem Gehalt des Ausgangstoxoids von 15D.T. des Toxoids (Dosis
Test: stammt von einer Dosis des Toxins, die in Gegenwirkung zu 0,1 ameri-
kanischen Antitoxineinheiten bei intramuskuldrer Injektion ein Meer-
schweinchen nach 45 Stdn. durch Tetanus totet) pro Milligramm Stickstoff
1800 D. T., das heilt eine Reinigungswirkung von 123.

Fillt man das urspriingliche Toxoid bei Zimmertemperatur mit Methyl-
oder Athylalkohol und bei einem pH von 4,75, so sind die Verluste noch
grofBer. Dieser Verlust sinkt bei 0° auf 10 bis 209, und wird Null, wenn
man unter 0° arbeitet.

Auch die Fallung des urspriinglichen konzentrierten Toxoids bei be-
stimmten pH-Werten mit Aceton in der Kélte ergab nur einen méaBigen Erfolg.
Da uns die Ursache der schlechten Wiedergewinnung des konzentrierten
Toxoids interessierte, dialysierten wir es. Auch dann war die Wieder-
gewinnung schlecht, so daB der Grund dafiir in kolloiden Substanzen und
nicht in Salzen zu suchen ist, die durch die Dialyse entfernt worden wéren.

Wenngleich die Ergebnisse zur Fillung des urspriinglichen Toxoids mit
Methanol nach Pillemer in Anbetracht einer Reinigungswirkung von 123
gut waren, machten sie die oben angefilhrten Grinde fir unser Milieu
ungeeignet. Anderseits erhidlt man mit diesem und der frither beschriebenen
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Methode keine groflere Reinigung. Unter den gilinstigsten Verhéltnissen
erhielten wir 0,55 y N/D. T.

Auf Anregung von Dr. Savino begannen wir die Konzentration und
Reinigung mit Athylalkohol und erhielten mit zwei aufeinanderfolgenden
Fallungen eine 200fache Reinigungswirkung gegeniiber dem urspriinglichen
Toxoid bei einem N-Gehalt je Dosis Test, der geringer als nach der fritheren
Methode war.

Im folgenden beschreiben wir das im Institut angewendete Verfahren
sowie andere Versuche, die uns ausgezeichnete Ergebnisse geliefert haben,
sowohl was den endgiiltigen Reinheitsgrad als auch die Ausbeute betrifft.
Bei den letzteren, die der jetzt praktisch angewendeten Verarbeitung ent-
sprechen, haben wir keine Verluste. Man benétigt dazu nur Athylalkohol
und eine entsprechende Abkiihlung.

Herstellung des Ndhrbodens. Dazu wird Pepton Martin verwendet, das
aus angesduertem und digeriertem Schweinemagen erhalten wird; dabei
folgen wir im allgemeinen der Vorschrift des Autors dieser Methode. Von
diesem Pepton wird nur die iiberstehende Flissigkeit verwendet. — Ge-
sondert wird Fleischbrithe (agua de carne) 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 Fleischbriithe und des Peptons Martin werden vermischt, auf ein pH von
7,2 {mit 209%igem Natriumhydroxyd) gebracht und 3 Min. lang gekocht.
Dazu kommt 1% Glykose, darnach wird filtriert und in gleiche Portionen
geteilt, die 2mal bei 100° C sterilisiert werden. Die Bouillon wird mit Clo-
stridium tetani beimpft und nach der Inkubationszeit die gebildete Toxin-
menge bestimmdt.

Entgiftung durch Formaldehyd. Das Toxoid wird durch Formaldehyd-
zusatz bereitet. Bis 1934 wurde 1,59 Formalin und 20 Tage Inkubationszeit
bei 37° C eingehalten. Aber in Verfolg der Versuche, die der eine von uns
(Sordelli, Modern und Ferrari, 1. c., veroffentlicht auch in der Revista des
Institutes vom Jahre 1936) durchgefiithrt hatte, wurde spéter 6%, Formaldehyd
bei pH 7 und nur 5 Tagen Inkubationszeit bei 37° C angewendet. So wurde
die vollkommene Entgiftung des Tetanustoxins erreicht; die bei der Immuni-
sierung von Pferden erhaltenen Sera hatten einen wesentlich héheren anti-
toxischen Wert.

Reinigung der Tozoide und thre Konzeniration. Es werden Mengen kon-
zentriert, die 22,4 Litern des urspringlichen Toxoids entsprechen. Das
Toxoid wird auf pH 4,7 bis 4,8 mit 5 n H,S80, gebracht. Man stellt die
Flaschen in ein Kiihlbad bei — 14°C. Nach 1 Std., wenn das Toxoid
teilweise gefroren ist, werden 16 Liter Athylalkohol von 969, bei — 10°C
unter fortwiahrendem Riithren zugesetzt. Man 148t bis zum folgenden Tag
im Kihlbad und filtriert dann durch ein Faltenfilter in einem Kihlraum.
Der Niederschlag 16st sich quantitativ in Natriumhydroxyd auf und betragt
2240 m! bei pH 7,0 bis 7,2. Man fallt daraufhin wiederum mit 40% Athyl-
alkohol bei pH 4,7 bis 4,8 unter Kihlung wie bei der ersten Fallung. Man
148t im Kithlbad bei — 14° C iiber Nacht und filtriert in einem Kiiblraum.
Der Niederschlag wird bei pH 7,0 bis 7,2 gelost, filtriert und mit 1/5000
Merthiolat (Quecksilberthiosalicylat von Natriumithylat) als Konservierungs-
mittel versetzt. Wenn das Toxoid einmal analysiert ist, wird es durch ein
Seitz-Filter filtriert und Aluminiumhydroxydsuspension in der nachfolgend
beschriebenen Weise zugesetzt.
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Herstellung und Filtration des Vaccins (Impfstoffes). Die Vaccine enthilt
60 D. T./cem und entsprechende Mengen Gel. Wir verwenden als Konser-
vierungsmittel Merthiolat in einer Konzentration von 1/5000. Die Verdin-
nung des Toxoids erfolgt mit steriler Natriumchloridlésung (5%4,). Das ver-
diinnte Toxoid soll pH 5,5 haben; eine leichte Fluoreszenz tritt auf und
entspricht dem Maximum der Absorption durch das betreffende Gel. Man
fagt die notige Sduremenge zur Erreichung dieses pH zu, nachdem man durch
ein Seitz-Filter filtriert hat. Z. B. sollten 15,8 Liter (60 D. T./ccm)'® 820 cem
Gel (10 mg Aluminiumhydroxyd/cem) enthalten. Dieses Gel wird nach
der von uns in den Arbeiten iiber Diphtherietoxin beschriebenen Methode
(l. ¢.) hergestellt. Nach Abfilllung der Vaccine werden die Sterilitdt, die
Unschédlichkeit und die Wirksamkeit gepriift.

Aktivitdtsbestimmung des Toxoids. Zur Aktivitétsbestimmung des Toxoids
verwenden wir folgende Verfahren: 1. Steigerung der antitoxischen Wirkung
des Serums von Meerschweinchen, die mit dem Toxoid geimpft wurden.
2. Neutralisation des Antitoxing durch das Toxoid (,,in vivo*). 3. Schutz
der Meerschweinchen, die mit der Vaccine geimpft wurden, wenn sie nach
einiger Zeit mit 1 D.T. des Tetanustoxins geimpft werden (subkutan).

Dag erste Verfahren besteht in der Injektion von mindestens 4 Meer-
schweinchen. mit einer Dosis des Toxoids zusammen mit der entsprechenden
Menge Al{OH,)-Gel und folgende Bestimmung des antitoxischen Wertes
im Serum der Meerschweinchen (500 g jedes) nach 6 Wochen. Sie sollten
im Durchschnitt eine antitoxische (amerikanische) Einheit ergeben.

Das zweite Verfahren, das laufend im Institut angewendet wird, besteht
darin, wechselnde Mengen des Toxoids in Anwesenheit von 0,1 amerikanischer
Einbeit Antitetanusserums zu sammeln und mit physiologischer (Kochsalz)-
lésung auf gleiche Volumina zu bringen. Nach einer halben Stunde gibt
man jedem Roéhrchen eine halbe Dosis Testmenge des Tetanustoxins zu.
Man l4Bt eine weitere halbe Stunde stehen und injiziert dann die Meer-
schweinchen intramuskuldr. Man nimmt als Wert jenes Meerschweinchen,
das am 4. Tage an Tetanus stirbt. Obwohl dieses Verfahren laufend an-
gewendet wird, geben wir ein Beispiel unserer Berechnungsart der Testdosis
(D. T.) unserer Toxoide in dieser Arbeit, so daf die Bedingungen genau klar-
gestellt werden. Wenn das Meerschweinchen mit 0,1 cem eines 1/10 ver-
diinnten Toxoids stirbt, ist die” doppelte Menge (halbe Testdosis) 0,2 der
1/10 verdiinnten Losung. Das heif3t, daB in 0,02 ccm des Toxoids eine Test-
dosis ist, die einemn Wert von 50 Dosen/ccm entspricht. Diese Methode
gibt ausgezeichnete Ergebnisse und wir bevorzugen sie solange, bis wir alle
Toxoide durch Flockung messen, was schon auf dem Wege der Verwirk-
lichung-ist.

Das dritte Verfahren wurde angewendet, um die Schutzwirkung des
abgefiillten Vaccins kennenzulernen. Wir verwenden 10 Meerschweinchen
von 500 g, denen wir eine Dosis Vaccine injizieren. Nach 6 Wochen wird
1 D. T. Toxin injiziert, wobei alle Meerschweinchen am Leben bleiben miissen.
Sogar bei Injektion von 2 D.T. iiberlebten bei subkutaner Injektion alle
Tiere. Die Kontrolltiere chne Vaccine mit 0,1 D.T. missen vor 48 Stdn.
sterben. Nach dem , Dispensatory’ braucht man nur 10 d. m.m. Toxin
injizieren und betrachtet es als gutes Vaccine, wenn 809, der Tiere iiber-
leben. Man verwendet also nur 10 d.m.m. Toxin im Gegensatz zu uns,
die mit 1 und 2 D.T. einen 100%igen Schutz erreichen.

10 Spiatere Versuche werden die fiir die menschliche Impfung zutrigliche
Dosis angeben.
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Die Unschidlichkeitsversuche wurden mit 5 cem Toxoid bei jedem Meer-
schweinchen durchgefiihrt. Es wurden jeweils mindestens 4 Meerschweinchen
verwendet, deren Gewicht wiahrend 4 Wochen kontrolliert wurde. Diese
Versuche wurden mit dem Toxoid vor der Konzentration und mit dem
fertigen Vaccine gemacht.

Der Stickstoff wurde nach Kjeldahl bestimmt, wodurch auch der erreichte
Reinheitsgrad errechnet werden konnte. — Die pH-Bestimmungen wurden
mit Glaselektroden potentiometrisch durchgefiihrt.

Reinigung der Toxoide. Wir begannen die Versuche mit Toxin 512 nach
der anderwirts beschriebenen Technik. Dabei stieg aber die Temperatur
wiahrend der Nacht wegen einer Storung des Kiithlschranks und war die
Reinigung trotz guter Abscheidung des Toxoids schlechter. Nach der Fallung
mit Alkohol enthielt das Toxoid 0,72 mg Njcem. Da urspriinglich
3,33 mg Njcem enthalten waren, betrug der Reinigungsfaktor 46. Mit einer
zweiten Alkoholfillung ebenfalls bei niederer Temperatur erreichte man
0,39 mg Njcem, so daB die gesamte Reinigungswirkung mit diesemn Toxoid
das 86fache erreichte. ’

Tabelle 3. Wiederfallung des gereinigten und mit Alkohol konzen-
trierten Toxoids.

‘ Reinigungs-

! wirkung,
, bezogen auf] Ins-
Stoff mg N/eem|D . T .jecon ¥ N/D . T. | Verlust | 350 aneonoli.| gesamt
sche
Fillung

Urspriingliches Toxoid .. | 3,508 | 50 | 70,1 — = —
Erste Fallung mit Athanol | 0,435 | 500 0,87 80
Erste Fallung mit Atha- ‘
nol und Fillung mit v
2 e T 0,056 @ 250 | 0,224 | 50 3.8 312
Erste Fallung mit Athanol
und Fallung mit Essig-

o
|

BEUPS « v i it et en e 0,070 200 | 0,35 60 2,5 200
Zweite alkoholische Fal- !
lung ...l 0,119 450 0,264 ‘ 10 3,3 269

Zweite alkoholische ¥al-
lung und Fillung mit

HoSO, oot 0,063 200 0,315 1 60 0,84 ' 222
Zweite alkoholische Fil-
lung mit Essigsadure... | 0,056 200 0,28 : 60 0,94 250

Bei einem anderen Versuch, ausgehend von 11,2 Liter Toxoid (509),
wurde bei genauer Einhaltung der Temperatur schon bei der ersten Alkohol-
fallung eine 80fache Reinigung erzielt. — Das urspriingliche Toxoid enthielt
50 D. T./ecm. — Durch eine zweite Fallung mit Athylalkohol erreicht man
eine Reinigung auf das 269fache mit nur 10% Verlust, bezogen auf den
Ausgangswert. Das nur einmal mit Athylalkohol gereinigte Toxoid wurde
bei einer folgenden Féllung mit Methylalkohol auf einen N-Wert von
0,168 mg N/cem gebracht, das heil3t eine Reinigung auf das 209fache. Die
Verwendung der beiden Alkohole zusammen ist also nicht besser. Bei einer
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einzigen Fillung mit Methylalkohol wurde das urspriingliche Toxoid auf
das 66fache gereinigt. Unsere mit einem bestimmten Néhrboden erhaltenen
Toxoide lassen sich also besser mit Athyl- als mit Methylalkohol reinigen.
In der Tabelle 3 stellen wir die Versuchsergebnisse mit zwei Athylalkohol-
konzentrationen und andere Kombinationen mit Siuren zusammen.

Wenn wir das mit Athylalkohol gereinigte Toxoid ein zweites Mal reinigen,
indem wir es mit H,80, auf den isoelektrischen Punkt bringen, erreichen
wir eine Reinigung auf das 312fache mit einem Verlust von 509, des Aus-
gangswertes; die Reinigung ist die beste, der Verlust aber verhaltnisméBig
hoch. — Mit Essigsdure wird die Reinigung nicht besser. Man erreicht das
200fache bei 609, Verlust. Mit diesen S#duren wird die Reinigung auch
nicht besser, wenn man vom gereinigten Toxoid ausgeht (mit 2 Konzen-
trationen mit Athylalkohol). Man erhilt Werte, die denen der H,SO, (222fach)
sehr naheliegen, ndmlich das 250fache mit Essigsdure (Tabelle 3).

Mit 2 Athylalkoholfallungen erhalten wir ein Toxoid, das 0,26 y N/D. T,
enthilt, mit H,SO, eine etwas bessere Reinigung (0,22 y/D. T.), aber 509,
Verlust. Geht man von der zweiten Konzentration mit Alkohol aus, so kann
man auch nicht das Reinigungsverhiltnis durch Sauren verbessern (N/D.T.).
Gegenwirtig versuchen wir den Verlust durch die Saurefdllung zu verringern.

Wir haben weiter die Reinigung in gréBerem MalBstab versucht, wobei
wir das Verfahren der Konzentration des Toxoids durch 2 Alkoholfdllungen
anwendeten. Unter guten Bedingungen erlaubt dies bei genauer Temperatur-
einhaltung eine Reinigung auf das 200fache bei weniger als 109, Verlust.
Natiirlich mul man dazu von einem guten Toxoid ausgehen, das wenigstens
50 D.T. je cem enthédlt. — Das so erhaltene gereinigte Toxoid wird schon
zur Herstellung von Antitetanustoxin mit Erfolg verwendet; jede Operation
wird mit 22,4 Litern des urspriinglichen Toxoids durchgefithrt, und ergibt
etwa . 15000 Dosen aktivierten Vaccins mit Aluminiumgel (Vaccin im Ver-
suchsstadium, en ensayo).

In Tabelle 4 geben wir die Werte, die wir bei verschiedenen Konzentratio-
nen mit 2 Alkoholfdllungen erhielten, und die Reinigungswerte. Nur in einem
Falle waren die Ergebnisse miBig, als ein ein Jahr altes Toxoid mit weniger
als 25 D. T./ececm verwendet wurde. — Wie man in der Tabelle 4 sieht, er-
reicht die endgiiltige Reinigung nach der zweiten Alkoholféllung fast stets
das 200fache. Nur ein schon gealtertes Toxoid, das sicher schon teilweise
seinen Wert verloren hatte, ergab einen Reinigungswert von 177fach und
einen N-Gehalt von 0,90 y pro D.T. Die guten Toxoide enthalten nach der
ersten Alkoholfallung 0,60 bis 0,70 y N/D. T. — Nach der zweiten Athyl-
alkoholfillung erreichen sie einen Wert, der zwischen 0,25 und 0,33 y N/D. T.
schwankt.

Die Tetanustoxoide enthalten ursprunglich etwa 65y N/D.T. Meist
erreicht die Reinigung den 200fachen Wert. Bei allen diesen systematisch
durchgefithrten Konzentrationen traten keine Verluste auf. Das Toxoid
mit einem niederen Ausgangswert, das 160 ¢y N/D. T. enthielt, ergab bei
der zweiten Alkoholfdllung 0,90 y N. Eine dritte Fallung ergab 0,65 y N/D. T.
Sie enthielt 415 D. T./ccm und die Flockungsanalyse ergab 41,7 Lf (pro)cem.
In diesem Falle ergaben 2 Liter der zweiten Fallung nur 1 Liter bei der dritten.

Dies zeigt, daB man immer von guten Toxoiden ausgehen muB, um endlich
ein Toxoidkonzentrat zu erhalten, das etwa 0,3 y N/D.T. enthélt. Auch
eine dritte Alkoholfallung ergibt bei einem Toxoid mit niederem Ausgangs-
wert keine besseren Ergebnisse, als jene der zweifachen Fillung von Toxociden
mit 50 D. T./cem.
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Tabelle 4. Zweifache Reinigung mit Athylalkohol.

‘ Reinigungs-
Toxoid mg Njeem | D.T./cem ' ¥ N/D.T. wert  { Verlust

i (Faktor)
515 urspringlich ........... 2,83 50 ‘\ 56,5 — —
Erste Alkoholreinigung ... .. 0,294 500 0,59 95 0
Zweite Alkoholreinigung .... | 0,124 500 0,25 226 0
518 urspriinglich ........... 3,29 50 65,8 — —
Erste Alkoholfallung ....... 0,38 | 500 0,76 86 0
Zweite Alkoholfallung ...... 0,164 500 0,328 200 0
Altes Toxoid (mehr als 1 Jahr) | 3,36 21 160 — —
Erste Alkoholreinigung ..... 0,65 208 3,1 51 0
Zweite Alkoholreinigung ....| 0,19 208 0,9 177 0
Dritte Alkoholreinigung. . ... 0,27 415 0,65 246 0
519 urspriinglich ........... 3,31 50 67 —_ —
Erste Alkoholreinigung .. ... 0,325 500 0,65 103 0
Zweite Alkoholreinigung ....| 0,168 60011 0,28 239 0
520 urspriinglich ........... 3,39 50 . 67,7 — —
Erste Alkoholreinigung .. ... 0,357 450 0,79 85 10
Zweite Alkoholreinigung ....| 0,164 450 0,36 188 10

Wenn auch im letzten Falle ein Reinigungsfaktor von 246 erreicht wurde,
war doch der N-Gehalt 0,65 y N/D. T. Bei guten Toxoiden ist der N-Gehalt
bei einer Reinigung von 200fach nicht gréfer als 0,30 bis 0,35 y/D. T.

Das mit diesen Toxoiden hergestellte Vaccine ergibt mit Aluminiumgel
zusammen ausgezeichnete Ergebnisse bei Meerschweinchen. Mit 30 D. T.
erhielten wir im Serum der Meerschweinchen innerhalb von 6 Wochen
0,5 amerikanische Kinheiten. 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 Immunitét,
da sie der Injektion von 2 D.T. Tetanustoxin widerstehen, ohne Tetanus-
symptome zu zeigen. Die Kontrolltiere ohne Vaccine starben innerhalb von
48 Stdn. nach (subkutaner) Injektion von 0,1 D.T. des Toxins.

Zusammenfassung.

Es wurde die Konzentrierung des Tetanustoxoids im Vakuum unter-
sucht und gezeigt, dall es dabei seinen urspriinglichen Wert behilt.
Das so erhaltene und dialysierte konzentrierte Toxoid fillt aber wegen
der darin enthaltenen kolloiden Stoffe weder mit Sduren noch mit den
untersuchten Alkoholen aus. — Auch eine Reinigung des urspriinglichen
Toxoids durch Sdure-Fillung ohne Konzentrierung ist infolge der hohen
Verluste (70%, des Ausgangswertes) nicht durchfihrbar. Wenn man
das urspriingliche Toxoid vorher nur dialysiert, verringert sich der Ver-
lust auf 509, des Ausgangswertes.

Das Verfahren von Pillemer mit Methanol gab bei unseren, im Vakuum
konzentrierten Toxoiden, hohe Verluste (60 bis 809%,).

11 Zwoélffach konzentriert.



Die Reinigung und Konzentration des Tetanustoxoids. 173

Mit dem urspriinglichen Toxoid liefert dieses Verfahren gute Ergebnisse,
da ein Reinheitsgrad von 123 erreicht wird. Trotzdem ist es fiir den von
uns angewendeten Nihrboden nicht anwendbar. Wir konnten mit einem
anderen Verfahren eine bessere Reinigung erzielen, indem wir zweimal
nacheinander mit Athylalkohol fillten oder auch unter bestimmten
Bedingungen eine Alkohol- und eine S#urefdllung kombinierten. KEs
wird auch der Nihrboden beschrieben sowie die Entgiftung mit Form-
aldehyd, die Reinigung des Toxoids und die Herstellung des Vaceins.
Auch werden die Verfahren zur Aktivitdtsbestimmung des Toxoids
angegeben.

Wenn das mit Athylalkohol gereinigte Toxoid ein zweites Mal bei
Einstellung des pH mit H,80, auf den isoelektrischen Punkt gereinigt
wird, erhielten wir einen Reinigungswert von 312 (Tabelle 3) bei einem
Verlust von 509%, des urspriinglichen. Auch die Verwendung einer
organischen Sdure zur Fillung verringert diesen Verlust nicht.

AbschlieBend geben wir die Resultate der Konzentrierung und Reini-
gung des Toxoids durch zweifache Fillung mit Athylalkohol bei niederer
Temperatur.

Auf diese Weise konzentrieren wir die Toxoide ohne Wertverlust
und mit einem Reinigungsfaktor, der in den meisten Fillen 200 iiber-
steigt. Das Toxoid ist gut zur Herstellung von Vaccine geeignet.



