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Aus der Veterinaria AQG, Zirich

Experimentelle Untersuchungen
‘mit gereinigten und ungereinigten Rotlauf- Adsorbatlmpfstoffen

Von J. Bergmann und E. Schenker

Bei der Zufithrung von Antigen zum Zwecke der aktiven Immunisierung
darf nicht nur das Bestreben vorherrschen, ein hochwertiges Antigen anzu-
wenden, sondern ebenso wichtig ist es auch, dieses in méglichst reiner Form
zu verabreichen, so dal3 das Reaktionsvermogen des Impflings ausschlie3-
lich fiir das spezifische Antigen zur Verfiigung steht. Hierfiir aber ist eine
wesentliche Voraussetzung, dall der zur Anwendung gelangende Impfstoff
moglichst wenig andere Stoffe enthilt, die den Organismus anregen, auch
noch weitere, jedoch zur Prophylaxe der Infektion iiberfliissige Antikérper
zu bilden. Nahezu alle EiweiBkorper aber, soweit sie artfremd sind, besitzen
antigene Eigenschaften, wie auch die meisten Antigene aus mehr oder
weniger komplex zusammengesetzten EiweiBkorpern bestehen.

Ob es sich nun um die Herstellung von bakteriellen oder von Virusimpf-
stoffen handelt, immer wird dazu die Massenziichtung der Erreger in Néhr-
boden erforderlich sein, die neben den fiir die Vermehrung und Antigen-
bildung obligaten Néhrsubstanzen auch noch eine Vielzahl anderer, vor allem
eiweiBhaltiger Stoffe enthalten, welche fiir den gedachten Zweck iiberfliissig
sind, bei ihrer Injektion aber ebenfalls antigen wirken. Denkt man nur an
Bouillon-Rohtoxoide, abgetotete Bouillonkulturen (sogenannte Anakulturen)
oder gar an die Virus- und Rickettsienimpfstoffe, von denen die meisten
aus zerkleinerten, infizierten Hiihnerembryonen oder Organen bestehen;
nur ein verschwindend kleiner Teil all der antigen wirkenden Substanzen
in solchen Impfstoffen ist fiir die Ausbildung der Seuchenimmunitét
erforderlich. Alles andere sind Ballast-Stoffe oder im engeren Sinne Ballast-
Antigene. Diese konnen den Impfling nicht nur in unangenehmer und sto-
render Weise sensibilisieren, sondern, wenn sie in zu groffer Menge vorhanden
sind und auf einen irgendwie geschwichten Organismus stoBen, konnen sie
auch eine sogenannte proteinogene Kachexie bewirken. Die Folge hiervon
kann sein, dafl die gewiinschte Immunitét in ungeniigender Weise ausge-
bildet wird und mitunter auch latente andere Infektionen aufflackern.

11
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Michalka [3] hat z. B. in eindrucksvoller Weise zeigen kénnen, daf
Schweine, die nach der Simultan-Methode gegen Rotlauf schutzgeimpft
worden sind, sowohl gegen Pferdeserum (Immunserum) als auch gegen das
Eiwei der Fleischbouillon (Impfkultur) allergische Antikorper erzeugt
haben. Die Bildung aller Antikérper aber, die nicht der Seuchenabwehr
dienen, beansprucht vom Organismus einen zusétzlichen Arbeitsaufwand,
der zwar meistens ohne Schwierigkeiten bewiltigt werden kann, von wel-
chem man ihn aber dennoch soweit als moglich befreien sollte. — Anderer-
seits darf nicht iibersehen werden, dafl dem einen oder anderen Ballast-
Antigen auch ein giinstiger Einflul auf die Entwicklung der Seuchen-
immunitat zugeschrieben werden mul}, indem es nédmlich als Stimulans im
Sinne Ramons wirken kann. Man wird also jedem Einzelfalle genaue
Priifungen dariiber zugrunde legen miissen, ob Ballast-Stoffe im Impfstoff
schéadlich, indifferent oder gar niitzlich sind. Dem Rotlauf-Adsorbatimpf-
stoff wird jedoch bei seiner Herstellung ein in seiner stimulierenden Wirkung
bisher uniibertroffenes Adjuvans, nidmlich das Aluminiumhydroxyd, bei-
gegeben, so daB3 darauf die Ballast-Stoff> dieser Vakzme bedenkenlos ent-
fernt werden konnen.

Im Falle des Rotlauf-Adsorbatimpfstoffes stellten wir uns deshalb die
Aufgabe, eine Vakzine zu entwickeln, die moglichst arm an Ballast-Antige-
nen ist, wie dies schon vor Jahren bei der Herstellung von Tetanus- und
Diphtherie-Impfstoffen zur aktiven Immunisierung erreicht werden konnte.
Der verhiltnisméaBig einfachste Teil des hierzu erforderlichen Reinigungs-
prozesses besteht bei Adsorbatimpfstoffen im FErsatz der Suspensions-
fliissigkeit des Adsorbates durch eine antigenfreie Losung. Daf3 dies beim
Rotlauf-Adsorbatimpfstoff moglich und vorteilhaft ist, haben kiirzlich
Dréager und Fiege [1] nachgewiesen. Die Tatsache aber, dafl beim Ad-
sorptionsprozel3 wihrend der Herstellung des Impfstoffes nicht nur die
spezifischen Antigene, sondern auch der groBte Teil der Ballast-Antigene
aus dem Néhrboden vom Aluminiumhydroxyd mitadsorbiert werden und
somit in der Suspensionsfliissigkeit gar nicht mehr vorhanden sind, macht
es erforderlich, eine Teilreinigung schon vor der Adsorption einsetzen zu lassen.

Ein geeignetes Angriffsziel hierfiir sahen wir vor allem in der Zusammen-
setzung des Produktionsniahrbodens und in der Auswahl der Rotlaufstdmme.
Umfangreiche Versuche zeigten, dal es ohne Einbufle an immunisierender
Wirksamkeit und auf rationelle Weise bisher nicht gelungen ist, auf den
iiblichen Zusatz von Normalserum oder Blutextrakt zum Nahrmedium zu
verzichten. Immerhin aber konnten wir ohne jeglichen Nachteil das fir die
Nihrbodenbereitung iiblicherweise verwandte Pferdefleischwasser durch
eine eiweilarme Niahrlosung (EA-Néhrlosung) ersetzen und daraus einen
vollwirksamen eiweiBlarmen Impfstoff (EA-Impfstoff) herstellen. Wie die
weiter unten aufgefiihrten chemischen Untersuchungen zeigen, besitzt diese
EA-Néhrlosung nur etwa: ¥, bis 14 des.Stickstoffgehaltes von Fleischwasser
und ist Esbach-negativ.
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Bei der Suche nach geeigneten Rotlaufstammen wurde danach getrachtet,
nur solche Stamme fiir die Produktion zu verwenden, die keine allergisie-
renden Antigene wihrend des Wachstums bilden. Zur Auswahl dieser
Stimme bedienten wir uns u. a. der Untersuchungsmethodik von Richter
[7] und von Mayer [2].

Als abschlieBende Etappe der Reinigung wurde der Ersatz der Suspen-
sionsflissigkeit des Adsorbates durch eine antigenfreie Losung vorgenom-
men. Um das pH-Milieu des Adsorbates hierbei moglichst wenig zu storen,
bedienten wir uns anfangs verschiedener Pufferlosungen, muBten im Tier-
experiment dann aber eine schlechtere Vertréiglichkeit derartig gereinigter
Impfstoffe feststellen. Im weiteren Verlauf verwandten wir dann mit gutem
Erfolg physiologische Kochsalzlosung. Hierbei interessierte uns vor allem
auch, wie weit diese Reinigung getrieben werden darf, ohne einen Verlust
an immunisierenden Eigenschaften zur Folge zu haben. Deshalb stellten wir
aus einem ungereinigten EA-Impfstoff sowohl einen einfach gereinigten als
auch einen hochgereinigten Impfstoff her. Fiir die nachfolgenden Unter-
suchungen standen demnach folgende Impfstofiproben zur Verfiigung:

1. Gewdohnlicher Rotlauf-Adsorbatimpfstoff, hergestellt mit Pferdefleischbouillon,nicht
weiter gereinigt. Im folgenden mit ,,ungereinigter, gewohnlicher RAI‘* bezeichnet.

2. Gewohnlicher Rotlauf-Adsorbatimpfstoff, ein Teil der gleichen Herstellungscharge
wie Nr. 1, jedoch nach der Adsorption an Aluminiumhydroxyd -gereinigt durch
Auszentrifugieren des Adsorbates und Ersatz der iiberstehenden Suspensions-
flissigkeit durch physiologische Kochsalzlésung im urspriinglichen Volumen. Im
folgenden mit ,,gereinigter gewohnlicher RAI‘ bezeichnet.

3. Impfstoff, hergestellt unter den gleichen Bedingungen wie Nr. 1, jedoch mit EA-
Nihrlosung anstatt Pferdefleischwasser. Nicht weiter gereinigt. Im folgenden mit
»ungereinigter EA-Impfstoff'* bezeichnet.

4. Impfstoff, ein Teil der gleichen Herstellungscharge wie Nr. 3, jedoch nach der
Adsorption gereinigt durch Auszentrifugieren des Adsorbates und Ersatz der iiber-
stehenden Suspensionsfliissigkeit durch physiologische Kochsalzlésung im urspriing-
lichen Volumen. Im folgenden mit ,,gereinigter EA-Impfstoff‘ bezeichnet.

5. Impfstoff, ein Teil der gleichen Herstellungscharge wie Nr. 3, jedoch nach der
Adsorption gereinigt durch dreimaliges Auszentrifugieren und Waschen mit Inter-
vallen von je 2 Tagen und Ersatz der @berstehenden Suspensionsfliissigkeit durch
physiologische Kochsalzlésung im wurspriinglichen Volumen. Im folgenden mit
,-hochgereinigter EA-Impfstoff** bezeichnet.

An diesen Impfstoffen wurden im Rahmen der vorliegenden Mlttellung
folgende Untersuchungen ausgefiihrt:

a) Priifung auf das Vorhandensein von sensibilisierenden Antigenen in der Suspen-
sionsfliissigkeit.

b) Priifung der Vertréglichkeit (6rtliche und allgemeine Reaktionen nach subkutaner
Injektion).

¢) Vergleichende Priifung der immunisierenden Wirksamkeit.

d) Ermittlung des frithesten Zeitpunktes, zu welchem bei Miusen und Schweinen eine
wirksame Immunitit nachzuweisen ist.

e) Priifung der immunisierenden Wirksamkeit des gereinigten und des hochgereinig-
ten EA-Impfstoffes in gefriergetrocknetem (lyophilisiertem) Zustand.

f) Chemische Untersuchungen iiber den Eiwei3gehalt der Suspensionsfliissigkeiten
der verschiedenen Impfstoffe.
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Die einzelnen Untersuchungen mit den verschiedenen Impfstoffen wur-
den zur gleichen Zeit und an gleichen Tierkollektiven durchgefiihrt, damit
auch vergleichende Betrachtungen moglich waren.

a) Prifung auf das Vorhandensein von sensibilisierenden Antigenen in der
Suspensionsfliissigkeit :

Aus einem gleichmifligen Meerschweinchenkollektiv wurden jedem der unter-
suchten Impfstoffe 5 Tiere zugeteilt. Diese erhielten als 1. Injektion 0,25 cem der
Suspensionsfliissigkeit ihres Impfstoffes intravensés und dann in Abstédnden von 4 Tagen
4 weitere subkutane Injektionen von je 0,5 cem. Eine Woche nach der letzten Injektion
wurden allen 25 Meerschweinchen je 2 cem einer Losung intravends injiziert, die sich
folgendermallen zusammensetzte: Je 259, Produktionsndhrboden aus Pferdefleisch-
wasser, Produktionsnihrboden aus EA-Niahrlésung und 509, Suspensionsfliissigkeit
des Impfstoffes, der fur die Sensibilisierung der betreffenden Meerschweinchen gedient
hatte. Die Ergebnisse kénnen der Tabelle 1 entnommen werden.

Tabelle 1

Ergebnisse der Sensibilisierungsversuche

Art des Impfstoffes Befund nach der intravenésen Testinjektion
Ungereinigter gewohnl. RAT + + (+) R -
Gereinigter gewoéhnl. RAT . . . . . (+) (—) - _ _
Ungereinigter EA-Impfstoff . + (+ (+) fes] -
Gereinigter EA-Impfstoff . . . . . (+) _— — — —
Hochgereinigter EA-Tmpfstoff . . . (—) — s - e

Zeichenerkldrung : Jedes Zeichen bedeutet 1 Meerschweinchen, und zwar:

-+ todl. anaphylakt. Schock nach iv. Testinjektion

(+) starke allg. Reaktion nach iv. Testinjektion, dann Erholung
(—) schwache allg. Reaktion nach iv. Testinjektion, dann Erholung
— ohne klinische Symptome nach iv..Testinjektion.

Es geht aus der Tabelle 1 hervor, dal} die sensibilisierenden Eigenschaften
der Suspensionsfliissigkeiten, die wohl im wesentlichen auf ihren Gehalt an
Normalserum zuriickzufiihren sind, erheblich nachlassen, je weiter die
Reinigung getrieben wird. Dadurch wird deutlich, daf3 durch die Reinigung
der wichtigste Teil der Ballast-Antigene, ndmlich die sensibilisierenden Anti-
gene, weitgehend entfernt werden konnen.

b) Priifung der Vertriglichkeit (ortliche und allgemeine Reaktionen nach
subkutaner Injektion) :

Jedem Impfstoff wurden 20 Miuse aus dem gleichen Kollektiv im Gewicht von
15-16 g zugeteilt. Jede Maus erhielt 0,2 ccm ihres unverdiinnten Impfstoffes unter
die Riickenhaut injiziert. Unter genau den gleichen Bedingungen hielten wir 20 wei-
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tere Mause als Kontrollen ohne jede Vorbehandlung. 3 Wochen spéter infizierten wir
alle Tiere mit einem virulenten Rotlaufstamm. Bei diesemn Versuch kam es uns darauf
an, festzustellen, wie die Maus auf die fiir sie relativ hohe Dosis von 0,2 cem des
unverdinnten Impfstoffes értlich und allgemein reagiert. Und zwar sollte die Zahl der
wiahrend der 3wochigen Immunisierungsperiode interkurrent gestorbenen Méuse einen
Anhaltspunkt fiir die Vertriglichkeit der Impfstoffe vermitteln. Die abschlieBende
Infektion der Tiere sollte zeigen, in welchem Maf3e eine Immunitéat ausgebildet worden
ist. Denn es ist ja auch bei Rotlauf-Adsorbatimpfstoffen durchaus nicht so, da3 die
héchste Antigendosis auch den besten Schutz verleiht. Wird das Optimum der Antigen-
menge liberschritten, so wird die Immunitét nicht héher, im Gegenteil, sie kann dann
sogar schlechter werden; ein Umstand, den kiirzlich auch Miller, Clark und Dierk-
hising [4] bei der Anwendung von Typhus-Paratyphus-Impfstoffen angedeutet haben.
Hier spielt u. K. neben der fir die Maus relativ groBen Menge Aluminiumhydroxyds
die eingangs erwihnte proteinogene Kachexie eine besondere Rolle. Gelingt es aber,
derartig hohe Dosen wenigstens von den Ballast-Antigenen zu befreien, so mi3te man
theoretisch eine solidere Seuchenimmunitat erzielen kénnen. Wie Tabelle 2 zeigt,
wurden unsere Vermutungen in dieser Richtung bestétigt. '

Zwar sind Mauseversuche mit Rotlauf-Impfstoffen immer einigen Schwan-
kungen unterworfen und die Ergebnisse der Immunititspriifungen konnen
nicht exakt rekonstruiert werden. Immerhin bietet aber Tabelle 2 einen
Anhaltspunkt dafiir, dal groflere Mengen von Ballast-Antigenen die Aus-
bildung einer optimalen Rotlauf-Immunitét teilweise zu hemmen vermogen,
und daB weiterhin die gereinigten Impfstoffe eine bessere Vertriglichkeit
aufweisen.

Tabelle 2

Prifung der Vertraglichkeit an Mausen

Zahl der Versuchsmaéause
Art des Impfstoffes )

' immunisiert m;:;'i l:%rgr?t infiziert iiberlebt
Ungereinigter gewéhnl. RAT . 20 6 14 10 = 719%
Gereinigter gewhnl. RAT . . 20 4 16 13 = 809

- Ungereinigter EA-Impfstoff . 20 7 13 11 = 849
Gereinigter EA-Impfstoff . . 20 3 17 15 = 879%
Hochgereinigter EA-Impfstoff 20~ 2 18 17 = 93%
20 Kontrollmause . . . . . . o 3 17 0= 0%

Bei der Beobachtung der ¢rtlichen Reaktionen stand zunichst die Reiz-
wirkung des Aluminiumhydroxyds im Vordergrund, und zwar war ein
Unterschied zwischen den gereinigten und ungereinigten Impfstoffen dabei
nicht zu erkennen. Im Verlaufe der letzten Immunisierungswoche, also
etwa 14 Tage nach der Injektion, klangen die Reizungen bei einigen Tieren
der gereinigten Impfstoffe ab. Auffallend deutlich war dieser Unterschied
zu den Tierkollektiven der ungereinigten Impfstoffe jedoch nicht. Die Zeit-
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spanne, die bis zur volligen Resorption der Antigendepots verstrich, betrug
etwa 4 Wochen und war ebenfalls bei allen Kollektiven annidhernd gleich.
Einen Unterschied zwischen gereinigten und ungereinigten Impfstoffen
haben wir hierbei auch weder erwartet noch gewiinscht; denn eine moglichst
langsame Resorption ist ja einer der wichtigsten Vorziige von Adsorbat-
impfstoffen, der ausschlieBlich durch die Anwesenheit von Aluminium-
hydroxyd béwirkt wird. Dieses aber ist bei den gereinigten und ungereinig-
ten Impfstoffen in gleicher Menge und gleicher Qualitit vorhanden und
wird durch den ReinigungsprozeB in keiner Weise gedndert. Abgedndert ist
~ lediglich die Suspensionsfliissigkeit. Dall es dennoch gelingt, die Zeitspanne
zwischen Impfung und Eintritt einer wirksamen Immunitdt nach Verwen-
dung von gereinigten Impfstoffen zu verkiirzen, wird weiter unten gezeigt
werden und ist u. E. darauf zurickzufithren, dafl dem Organismus das
Antigen in reinerer Form dargeboten wird und er nicht gleichzeitig auch eine
‘Menge von Ballast-Antigenen verarbeiten muf}.

Gleichartige Beobachtungen der ortlichen Reaktionen machten wir bei
den in Abschnitt d) beschriebenen 16 Versuchsschweinen. Auch hier war ein
auffallender Unterschied zwischen gereinigten und ungereinigten Impfstoffen
im Hinblick auf ortliche Reizwirkungen und Resorptionsdauer der Antigen-
depots nicht zu erkennen.

¢) Vergleichende Prifung auf immunisierende Wirksamkeit :

In der Tabelle 3 sind die Ergebnisse der mehrmaligen Wirksamkeitsprifungen
zusammenfassend dargestellt. Und zwar handelt es sich bei diesen Angaben um die
Ergebnisse mehrerer, zeitlich getrennt und teilweise mit verschiedenen Herstellungs-
chargen durchgefiihrter Untersuchungen. Immer aber wurden die Einzeluntersuchun-
gen mit allen Impfstoffen zur gleichen Zeit und am gleichen Méausekollektiv durch-
gefiihrt, so dafl auch eine vergleichende Betrachtung moglich ist. Auch hat sich bei
allen Einzeluntersuchungen an der Versuchstechnik nichts geéndert, d. h. die Impf-
stoffdosis je Maus betrug stets 0,05 cem subkutan, die Infektion erfolgte 3 Wochen
nach der Immunisierung mit 0,01 cem des gleichen virulenten Rotlaufstammes, und
schlieBlich stammten alle Versuchsméuse aus der gleichen Zucht und hatten zu Ver-
suchsbeginn ein Korpergewicht von 14-15 g. Die nicht immunisierten Kontrollméuse
sind in der Tabelle 3 nicht aufgefiihrt, sie sind alle am 3. bis 6. Tag nach der Infektion
. gestorben.

Als wichtigstes Ergebnis sagt uns die Tabelle 3 zunichst, daB die EA-
-Nahrlosung als vollwertiger Ersatz fiur Pferdefleischwasser angesprochen
werden darf, da die mit ihr hergestellten Adsorbatimpfstoffe eine gleich gute
immunisierende Wirkung entfalten. Weiterhin liegen die durchschnittlichen
Prozentzahlen der iiberlebenden Méduse bei den verschiedenen Impfstoffen
‘alle in den Grenzen der normalen Streuung solcher Versuche, so da} daraus
geschlossen werden kann, daB eine Reinigung mit physiologischer Kochsalz-
losung keine antigene Wertminderung der Impfstoffe zur Folge hat. Am
ehesten konnte eine solche Wertminderung beim hochgereinigten EA-
Impfstoff angedeutet sein, dessen Ergebnisse — im Gegensatz zu den beiden
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Tabelle 3 :
Ergebnisse der Immunitétspriifungen an Mausen

Zahl der immunisierten Versuchsmause
Art des Impfstoffes - -

: infiziert - . iiberlebt

Ungereinigter 23 20 = 869%
gewohnlicher RAI . . . . . - 30 20 = 67Y%
' - 14 9 = 649%.

20 16 = 809,

zusammen 87 65 = 749%

Gereinigter 21 ° ' 16 = 769,
gewohnlicher RAT . . . . . 19 ‘ 15 = 789
10 8 = 80%

zusammen 50 39 = 789,

, Ungereinigter 17 12 = 709,
EA-Impfstoff . . . . . . . 16 13 = 819
18 16 = 889,
17 13 = 76%
16 12 = 759

zusammen . 84 66 = 789
Gereinigter EA-Impfstoff . . 14 10 = 719%
16 13 = 819

19 17 = 89Y%
38 31 = B19%
17 12 = 709,
zusammen 104 83 = 799
Hochgereinigter 17 13 = 769%
EA-Impfstoff . . . . . . . 21 16 = 769%
40 30 = 759%
34 24 = 709,
zusammen 112 83 = 749%

einfach gereinigten Impfstoffen — eine absteigende Tendenz zeigen. Wir
wiirden eine solche Vermutung nicht aussprechen, wenn nicht auch der im
folgenden Abschnitt d) in Tabelle 5 beschriebene Schweineversuch einen
leichten Verdacht in dieser Richtung aufkommen lieGe.

In Tabelle 3 ist weiterhin auffallend, dafl der hochgereinigte EA-Impfstoff
in den einzelnen Priifungen recht einheitliche Ergebnisse mit Streuungen
von nur 69, geliefert hat, wihrend die anderen Impfstoffe — ausgenommen
der gereinigte gewohnliche RAT — eine Streuungsbreite bis zu 22 9, aufweisen.
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Ausgedehntere Priifungen miissen erst zeigen, ob dieser einheitliche Ausfall
der Tierversuche als ein weiterer, durch die Reinigung erzielter Vorteil
des Impfstoffes anzusprechen ist, oder ob es sich um einen Zufall handelt.

d) Ermittlung des frichesten Zeittpunktes, zu welchem ber M dausen und Schweinen
erne wrrksame Immunitit nachzuweisen ist:

Mit jedem Impfstoff wurden 100 Méuse immunisiert, und zwar erhielt jede Maus
0,05 ccm subkutan. Am 6., 8., 11., 14. und 17. Tag nach dieser Immunisierung wurden
von jedem Impfstoff je 20 Méuse infiziert und als Ergebnis die Uberlebensrate dieser
Kollektive notiert. Tabelle 4 gibt als graphische Darstellung den Verlauf der Immuni-.
tétsentwicklung durch die einzelnen Impfstoffe wieder. Aus dieser Darstellung kann
deutlich ersehen werden, daf} alle gereinigten Impfstoffe das Maximum an Immunitét
bereits 8 Tage nach der Immunisierung voll bewirkt haben, wéhrend die beiden unge-
reinigten Impfstoffe dies Ziel erst am 11. Tag erreichen konnten. Wiederum fillt auller-
dem auf, daB die Kurve des hochgereinigten EA-Impfstoffes sich an der unteren
Grenze der Streuungsbreite des einfach gereinigten und des ungereinigten Ausgangs-
produktes bewegt.

Tabelle 4

Verlauf der Immunitidtsentwicklung bei Miusen

%
90 L

70
60

50 L/

Ube;'lebensra,te der Mause

! ! | e
- 6 8 11 14 17

Tage nach der Immunisierung mit 0,05 cem sk.

——— Ungereinigter gewéhnlicher RAT
————— Gereinigter gewéhnlicher RAT
—————— Ungereinigter EA-Impfstoff
------------- Gereinigter EA-Impfstoff
—...—... Hochgereinigter EA-Impfstoff
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In analoger Weise wurde der Schweineversuch durchgefiihrt. Als wichtigste Vor-
aussetzung fir einen exakt ablaufenden Versuch mit verldfllichen Ergebnissen galt die
Verwendung von ziichterisch und haltungsméBig ganz einheitlichen Schweinen. Leider
standen uns nur 20 Tiere, die diese Bedingung erfiillten, zur Verfiigung. Wir muflten
uns deshalb auf die Priifung des ungereinigten und des hochgereinigten EA-Impf-
stoffes beschrianken. Das Korpergewicht dieser Versuchstiere schwankte zwischen
45 und 60 kg.

Je 8 Schweine wurden mit den beiden Impfstoffen immunisiert mit der iiblichen
Dosis von 5 cem subkutan., 4 Tiere dienten als Infektionskontrollen und wurden
deshalb von der Immunisierung ausgeschlossen. Am 5., 8., 11. und 14. Tag nach dieser
Impfung wurden von jedem Impfstoff je 2 Tiere und 1 Kontrolle durch Skarifikation
in der tiblichen Weise infiziert. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in Tabelle 5 dar-
gestellt.

Hieraus ist zu ersehen, dall am 5. Tage nach der Immunisierung bei
keinem Tier ‘eine wirksame Immunitit nachgewiesen werden konnte. Der
Grad der Erkrankung machte bei allen Tieren eine Heilimpfung mit Rot-
laufserum und Penicillin erforderlich. Die ersten Anzeichen einer Immunitéit
stellten sich bei den Versuchsschweinen ein; die 8 Tage nach der Immuni-
sierung infiziert worden waren. Zwar entwickelten sich bei allen Tieren auch
hier noch kleinere Impfblattern bei erhéhten Korpertemperaturen, die
dann aber von selbst ausheilten und einer Heilimpfung nicht bedurften.
Der Grad der Erkrankung war bei den Schweinen des hochgereinigten
Impfstoffes leichter und bildete sich auch frither zuriick als bei denen des
ungereinigten Impfstoffes. So deutlich wie im M#useversuch (Tabelle 4)
war der Unterschied jedoch nicht, was vielleicht mit der wesentlich kleineren
Zahl der Tiere zusammenhéingt.

Das Maximum ihrer Wirksamkeit haben beide Impfstoffe am 11. Tag
nach der Immunisierung erreicht. Dall hier und auch am 14. Tag je 1 Tier
des hochgereinigten Impfstoffes noch sehr kleine, von selbst wieder ver-
schwindende Blattern zeigte, mag entweder auf individuelle Unterschiede
des Tiermaterials hinweisen, oder es hiingt, wie schon bei den Miusever-
suchen angedeutet wurde, damit zusammen, dafl zur Erreichung eines hohen
Reinigungsgrades ein Teil der antigenen Wirksamkeit geopfert werden muf.

e) Prifung der tmmunisierenden Wirksamkeit des gereinigten und hoch-
gereinigten B A-Impfstoffes in gefriergetrocknetem (lyophilisiertem)Zustand :

Auch diese Frage schien uns von besonderer Bedeutung zu sein, denn es
ist bekannt, daf} die Gelteilchen des Aluminiumhydroxyds sich durch eine
hohe Empfindlichkeit gegeniiber dem Gefriertrocknungsprozefl auszeichnen.
Wenn es auch gelungen ist, diese Schwierigkeiten beim ungereinigten Impf-
stoff weitgehend zu iiberwinden, so blieb doch die Frage offen, ob sich durch
Verwendung der gereinigten Suspensionsfliissigkeit des Adsorbates bei der
Lyophilisation neue Schwierigkeiten einstellen. Hieriiber gaben uns einige
Mauseversuche, die in der Tabelle 6 wiedergegeben sind, sehr schnell Auf-
schluf3, '
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Tabelle 5

Entwicklung der Immunitédt bei Schweinen

Infektion Grad der Erkrankung, Kérpertempera,tui' und
T . Art des sonstige Bemerkungen post infectionem
age bei I
mpfstoffes
post | Schw.
vace. | Nr. 1.Tag | 2.Tag | 3.Tag |4.Tag |5.Tag |6.Tag |7.Tag
Ungereinigter ++ | ++(+H) + SHEE - '
" | EATmpfstoff | 41,7 | 40,0 | 40,0 | Teilimpfung
- Ungereinigter ++ |++H (P | ++++ -
76 | EA Tmpfstoft 41,0 | 40,5 do,g | Pelimpiung
Hochgereinigter | ++4 |4+ +(4+) |+ +++ -
B 62 | EATmpfstoff | 41,3 | 40,0 | 40,5 | Heilimpfung|
Hochgereinigter | ++ |+ +(+)| +++ -
66 | EATImpfstoff | 41,0 | 40,6 | 42,0 | Heilimpfung
sposfe | sposfe el | fuspadak s
71 Kontrolle 41,5 41,5 41,2 Heilimpfung
79 Ungereinigter -+ + T 44 -+ — —
EA-Impfstoff 42,0 40,5 40,8 40,2 | 40,2 | 39,9 | 39,4
78 Ungereinigter + + ++ + | (+) — —
EA-Impfstoff 41,5 39,5 40,5 39,5 | 39,6 [ 39,6 | 39,6
8 69 Hochgereinigter + -+ + (+) — e _
EA -Impfstoff 40,6 40,0 39,8 39,2 | 39,5 | 39,4 | 39,3
65 Hochgereinigter + -+ + —_ — — | —
EA-Impfstoff 40,5 41,0 39,5 39,6 | 39,4 | 39,5 | 39,3
T | Adb |t ek 1 :
63 Kontrolle 41,7 40,5 40,7 Heilimpfung
30 Ungereinigter —= — = — _ _ _
EA.-Impfstoff 39,6 39,8 39,7 39,6
"3 Ungereinigter — — — — . . .
EA-Impfstoff 39,8 39,8 39,5 39,5
11 64 Hochgereinigter | — (+) (+) — — — —
EA-Impfstoff 39,5 40,4 39,8 39,5 | 39,2 | 39,6 | 39,5
67 Hochgereinigter — = — — L . .
EA -Impfstoff 39,5 39,2 39,2 39,5
72 | Kontrolle *;;F’;F *ZJ,OJF Heilimpfung
81 Ungereinigter — — — — — _ et
EA-Impfstoff 40,0 39,8 39,8 39,5 | 39,6
s Ungereinigter — —_— — — — . .
EA-Impfstoff 39,7 39,9 39,8 39,7 | 39,7
14 68 Hochgereinigter — — (+) — — e e
EA-Impfstoff 39,5 39,3 39,5 39,5 | 39,3 | 39,2 | 39,6
-0 | Hochgereinigter | (+) | (+) | () | ()| — | = | —
EA-Impfstoff 40,0 39,3 39,8 40,0 | 39,9 | 39,4 | 39,5
75 Kontrolle 41{:2 —l;i{: 5+ T Z—I:E ks Heilimpfung
Zeichenerkldrung . A
= keine Impfblattern (immun) 7
(+) kaum erkennbare Impfblattern
+ einzelne kleine Impfblattern
+ deutliche Impfblattern
+ 4+ stark ausgebildete Impfblattern ohne Generalisation
+++ -4 stark ausgebildete Impfblattern mit Generalisation
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Tabelle 6
Antigene Wirksamkeit der gefriergetrockneten gereinigten Impfstoffe

Anzahl der
immunisierten und davon
Art-deg Tmpiataties 3 Wochen spiter iiberlebt

infizierten Méuse

lyophilisierter, ungereinigter EA-Impfstoff . . . 52 : 489,
nicht lyophilisierter ungereinigter Ausgangs-

impfstoff (Kontrolle) . . . . . . . . . . .. 54 529,
lyophilisierter, gereinigter EA-Impfstoff . . . . 36 149,
nicht lyophilisierter, gereinigter Ausgangs-

impfstoff (Kontrolle) . . . . . . . . . . . . 40 509,
lyophilisierter, hochgereinigter EA-Impfstoff . . 76 1,59%

nicht lyophilisierter, hochgerelmgter Ausga.ngs-
impfstoff (Kontrolle) . . . . P o 35 57%

Diese Ergebnisse lassen keinen Zweifel dariiber, daB ein in der beschrie-
benen Weise gereinigter Rotlauf-Adsorbatimpfstoff fiir die Gefriertrocknung
vollig ungeeignet ist. Und zwar verlieren die Impfstoffe um so mehr an
antigener Wirksamkeit, je intensiver die Reinigung durchgefithrt worden
ist. Beim hochgereinigten gefriergetrockneten Impfstoff ist praktisch gar
keine immunisierende Wirksamkeit mehr nachzuweisen. Diese Tatsache ist
fir aluminiumhydroxydhaltige Impfstoffe nicht neu und wurde bereits
von Pyl und Hobohm [5] fiir Maul-und-Klauenseuche-Vakzine beschrie-
ben. Der Schaden wird dabei nicht etwa durch den Trocknungsprozel3, son-
dern vielmehr durch den Gefrierprozel3 verursacht, und zwar geniigt bereits
eine geringe Frosttemperatur, um eine irreversible Entquellung und Zu-
sammenballung der Gelteilchen des Aluminiumhydroxyds herbeizufiihren.
Schon makroskopisch gibt sich dieser Vorgang durch grobe Flockung und
eine sehr rasche Sedimentation des Adsorbates zu erkennen. Bei dieser
Zusammenballung wird das adsorbierte Antigen in den Poren der Gelteil-
chen fest eingeschlossen und nach seiner Verimpfung dem Korper nicht
mehr freigegeben.

Pyl und Mé6hlmann [6] haben gezeigt, dafl das Adsorbat durch einen
Zusatz von Glyzerin vor diesem Frostschaden bewahrt werden kann. Zwar
gefrieren derartig vorbehandelte Impfstoffe trotzdem, aber ihre antigene
Wirksamkeit bleibt erhalten. Es versteht sich von selbst, daf} ein glyzerin-
haltiger Impfstoft fiir die Gefriertrocknung ungeeignet ist, und man wird
sich deshalb nach anderen, trocknungsfihigen Zusédtzen umsehen miissen.



138 J. BERGMANYN UND E. SCHENKER

Dal} es moglich ist, derartige Stoffe zu finden, die selbst bei langsamem
Einfrieren des Adsorbates in dicker Schicht eine schiitzende Wirkung auf
das Aluminiumhydroxyd ausiiben, haben wir bereits in einigen Vorver-
suchen ermitteln konnen. Auch scheinen bestimmte antigenfreie Substanzen
eine solche Schutzwirkung zu entfalten. Deshalb wird es sicher moglich sein,
auch den gefriergetrockneten Rotlauf-Adsorbatimpfstoff von Ballast-Anti-
genen weitgehend zu befreien und ihm dadurch ebenfalls einen optimalen
Reinigungsgrad zu verleihen. Immerhin verfiigen wir zur Zeit noch nicht
iitber gentigend umfangreiche Experimente, um hieriiber an dieser Stelle
schon Einzelheiten aussagen zu kénnen.

f) Chemische Untersuchungen iiber den Eiweifigehalt der Suspensionsfliissig-
keiten der verschiedenen Impfstoffe :

Der exakte quantitative Nachweis ausschlieBlich von Eiwei8koérpern in
einer Losung bereitet insofern einige Schwierigkeiten, als die Ergebnisse
der verschiedenen Nachweismethoden mehr oder weniger unterschiedlich
voneinander ausfallen. So gibt z. B. die technisch am einfachsten auszu-
fithrende Reaktion nach Esbach nur einen Teil der vorhandenen Hiweil3-
korper an, wihrend andere wieder neben Eiweill auch noch tellwe1se Amino-
sduren, Peptlde und Peptone anzeigen.

Im Rahmen unserer Untersuchungen ist es aber praktisch belanglos,
den Eiweillgehalt der Suspensionsfliissigkeiten genau zu bestimmen ; es.kam
uns mehr darauf an, ein Verhéltnis zwischen den verschiedenen Reinigungs-
stufen festzustellen und dies dann in Beziehung zu den biologischen Unter-
suchungsergebnissen zu setzen.

Zur Anwendung kamen die folgenden Eiweifi-Reaktionen:

1. Methode nach Kjeldahl : Die Ausfiihrungstechnik ist allgemein bekannt und bedarf
hier keiner Erérterung. Nachgewiesen wird der Gesamtstickstoff, der dann auf
Eiweifl umgerechnet wird. Darin ist sémtlicher Stickstoff, der sich in der Unter-
suchungssubstanz in Ammoniak verwandeln ldBt, enthalten.

2. Kolorvmetrische Methode nach Greenberg : Die zu untersuchende Eiweifllésung wird
mit Natronlauge und Phenolreagens versetzt und der Gehalt an Proteinen kolori-
metrisch gemessen.

3. Alkohol-Methode : Der zu untersuchenden Eiweifllésung wird soviel reiner Alkohol
beigegeben, dal die Alkoholkonzentration 809, betrdgt. Der Eiwei3-Niederschlag
wird abfiltriert, bei 103 bis 105°C getrocknet und gewogen. Ein groler Teil der
Aminoséduren bleibt bei dieser Methode in Lésung und kann anschlieBend mit
Schwermetallsalzen noch ausgefallt werden.

4. Schwermetallsalz-Methode : Die zu untersuchende Flissigkeit wird mit soviel
1,59%ger Uranylazetatlésung versetzt, bis keine Ausfiallung mehr stattfindet. Der
Niederschlag wird getrocknet, gewogen und alsdann verascht. Darauf zieht man
das Uran in der Asche vom Gewicht des Niederschlages ab. Bei dieser Methode wird
ein groler Teil der Aminosduren mit erfafit.

5. Methode nach Esbach : Diese vorwiegend bei klinisch-chemischen Untersuchungen
zur Anwendung kommende Methode ist ebenfalls allgemein bekannt. Die mit ihr
erzielten Ergebnisse sind nur dann einigermafen genau, wenn das Untersuchungs-
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material niedrige EiweiBkonzentrationen aufweist. Es werden nicht alle Eiwei3-
arten nachgewiesen.

6. Biuret- Reaktion : Diese qualitativ und nicht quantitativ anzeigende, sehr empfind-
liche Reaktion wandten wir nur bei solchen Proben an, wo EiweiB3freiheit erwartet
werden konnte. Sie dient zum Nachweis von Tripeptiden an aufwéirts.

Tabelle 7

Ergebnisse der Eiweiuntersuchungen

Untersuchte Fliissigkeit Kjeldahl |Greenberg| Alkohol Srilé?airl‘— Esbach
Produktionsnahrboden
mit Fleischwasser . . . . . . 2,009% 1,9297 1,119 1,689% —
Produktionsnahrboden '
mit EA-Néahrlosung . . . . . 1,709%, 1,669, 1,029, 1,669% —
Fleischwasser ohne weitere ca.200mg 9%,
Zusdtze . . . . . . . . .. 0,549, 0,489, 0,209%, 0,299 .| (ungenau)
EA-Néahrlosung ohne weitere
Zusdtze . . . . . . . . . K 0,232, 0,169, 0,139, 0,219 negativ
Suspensionsfliissigkeit von
ungereinigtem, gewéhnl. RATI . 1,18% L 0,30% 0,629, —
Suspensionsfliissigkeit von
gereinigtem, gewohnl. RAT . . 0,319 0,35%, 0,089, 0,309, 25 mg%
Suspensionsfliissigkeit von '
ungereinigtem EA-Impfstoff . 0,909, 0,809 0,299, 0,509, -
Suspensionsfliissigkeit von _
gereinigtem EA-Impfstoff . . 0,259, 0,219 0,11% 0,19 % 25 mg%
Suspensionsfliissigkeit von
hochgereinigtem EA-Impfstoff 0,039, 0,039% 0,09 0,029, 5 mg9%
Anmerkung : Nach Ausfallung mit Uranylazetat war das Filtrat der Suspensions-
fliissigkeit des hochgereinigten EA-Impfstoffes Biuret- negatlv und das der EA- Nahr-
lésung schwach positiv.

In Tabelle 7 sind die Durchschnittsergebnisse mehrerer Untersuchungen
auch mit verschiedenen Herstellungschargen wiedergegeben. Es geht daraus
hervor, dafl der Unterschied im Eiweifigehalt zwischen Pferdefleischwasser
und EA-Néhrlosung ein betréachtlicher ist, und zwar betrégt er beim Fleisch-
wasser etwa doppelt (Kjeldahl) bis 3fach (Greenberg) soviel. Mit der
Esbach-Reaktion kann in der EA-Nahrlosung iiberhaupt kein Eiweill nach-
gewiesen werden. Die Tatsache, dafl die Rotlauf bakterien im EA-Néahrboden
aber dennoch ein unvermindertes Wachstum mit maximaler Antigenbildung
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zeigen, beweist, dafl Fleischwasser zu einem groflen Teil Ballast-Stoffe
enthilt. Die Ausschaltung dieser Ballast-Stoffe durch die Anfertigung des
EA-Impfstoffes halten wir fiir vorteilhaft. '

Dieser Unterschied im Eiweilligehalt der Grundsubstanzen des Nihr-
mediums kommt dann, wie Tabelle 7 weiter zeigt, auch in den fertigen
Produktionsndhrboden sowie in den Suspensionsfliisssigkeiten der ungerei-
nigten und gereinigten Adsorbatimpfstoffe zum Ausdruck.

Wesentlich scheint uns noch zu sein, dafl die Esbach-Reaktionen etwa
10mal kleinere Werte liefern, als nach Kjeldahl oder Greenberg ermittelt
wird. Dies hidngt offenbar damit zusammen, dafl einerseits nach Esbach
nur ein Teil der EiweiBkorper erfafit wird und andererseits die Bestimmung
des Eiweillstickstoffes sich auch auf die Aminosduren. und Peptidverbin-
dungen erstreckt. Wir glauben deshalb, dafl die Alkohol-Methode fiir
unsere Zwecke die brauchbarsten Werte vermittelt. Jedoch wird man der
technischen Einfachheit wegen der Esbach-Methode dann den Vorzug
geben konnen, wenn es sich um routineméflige Untersuchungen bei der
Reinigung im groBen handelt und man keine Anderungen am Nihrboden
vorgenommen hat.

Der einfache Reinigungsprozell, wie er weiter oben beschrieben wurde,
reduziert also den Gehalt an Eiweillstickstoff der Suspensionsfliissigkeiten
der beiden ungereinigten Impfstoffe auf etwa 14 bis 14, und die Suspensions-
fliissigkeit des hochgereinigten Impfstoffes enthilt nach Tabelle 7 nur etwa
/50 Eiweillstickstoff ihres ungereinigten Ausgangsproduktes. Weiterhin zeigt
Tabelle 7, daBl nicht ganz die Hélfte des in den Produktionsnahrboden ent-
haltenen Eiweiflstickstoffes vom Aluminiumhydroxyd adsorbiert wird.

Beurteilung der Yersuchsergebnisse

. Das gesteckte Ziel, den Rotlauf-Adsorbatimpfstoff von Ballast-Substan-
zen zu reinigen, ist, wie die vorstehenden Versuche ergeben haben, erreicht
worden. Diese Reinigung hat zwei wesentliche Vorteile fiir die praktische An-
wendung des Impfstoffes mit sich gebracht, ndmlich:

1. Der fliissige Anteil des Impfstoffes (Suspensionsfliissigkeit) ist je nach
Intensitéit der durchgefiihrten Reinigung mehr oder weniger frei von sensi-
bilisierenden Eigenschaften (Tabelle 1). 7

2. Dadurch, dafl der Korper des Impflings nach Injektion von gereinig-
tem Impfstoff keine Ballast-Antigene oder nur unwesentliche Mengen davon
verarbeiten mul}, wird es ihm maoglich, sich sofort voll und ganz der Aus-
bildung der spezifischen Rotlauf-Immunitdt zu widmen. Die Folge davon
1st, dal die Tiere nach Injektion von gereinigten Impfstoffen um einige
Tage frither immun sind als jene, denen ungereinigter Impfstoff verabreicht
worden ist. _ ,

Sehr deutlich lieB sich dieser Unterschied im Mauseversuch (Tabelle 4)
demonstrieren, weil wir dort mit zahlenméBig groflen Tierkollektiven arbei-
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ten konnten (20 Tiere pro Infektionstag und Impfstoff), wihrend die bio-
logischen Fehlermoglichkeiten im Schweineversuch (Tabelle 5) infolge der
wenigen Versuchsschweine (2 Tiere pro Infektionstag und Impfstoft) groBer
waren. Auch priiften wir an Schweinen nur den hochgereinigten EA-Impf-
stoff im Vergleich zu seinem ungereinigten Ausgangsprodukt und nicht
gleichzeitig auch den einfach gereinigten EA-Impfstoff. Dieses hochgereinigte
Produkt hat aber offenbar durch den sehr intensiv durchgefiihrten Reini-
gungsprozel eine antigene Wertminderung erfahren, so daff auch dadurch
der Unterschied im Beginn der Immunitédt bei den Schweinen etwas ver-
wischt wurde. Schlie8lich ist noch zu bedenken, daf3 der von uns an Schwei-
nen gepriifte ungereinigte EA-Impfstoff infolge des Fehlens von Fleisch-
wasser auch schon einen gewissen Reinigungsgrad gegeniiber dem ubhchen
aus Fleischbouillon hergestellten RAI besitzt.

Es ist nun nicht schwer, die antigene Wertminderung des hochgereinigten
Impfstoffes durch eine hohere Konzentration, d. h. dureh Verringerung der
Suspensionsfliissigkeit zu kompensieren.. Dadurch enthilt der so konzen-
trierte Impfstoff anteilméfBig mehr Adsorbat und damit auch wieder mehr
Antigen. Wir messen einer solchen Maf3nahme jedoch nur eine theoretische
Bedeutung bei, denn unsere Untersuchungen haben eindeutig genug ergeben,
dal ein einfach gereinigter Impfstoff die Vorziige der Reinigung vollauf
besitzt und eine weitere Reinigung ihn nicht verbessern wiirde. Unter Reini-
gung in diesem Falle verstehen wir die Befreiung der Suspensionsfliissig-
keit des fertigen Impfstoffes von den restlichen Ballast-Antigenen.

Dagegen sollten die Bestrebungen, die Zusammensetzung des Produk-
tionsndhrbodens zu verbessern, weitergehen und zwar in der Richtung, daf3
alle antigen wirkenden Substanzen, vorwiegend also EiweiBkorper, die nicht
unbedingt fiir das Wachstum und die Antigenbildung der Keime erforder-
lich sind, ausgeschaltet werden. Damit wiirde vor allem eine Reinigung des
Adsorbates selbst und nicht nur der Suspensionsfliissigkeit erreicht werden.
Der erste Schritt auf diesem Wege ist mit dem Ersatz des Fleischwassers
durch eine eiweilarme Néahrlosung im EA-Impfstoff bereits getan.

Aus den geschilderten Versuchsergebnissen mochten wir die SchluB3-
folgerung ziehen, dall bei Schweinen nach Anwendung des gereinigten EA-
Impfstoffes eine wirksame Immunitit etwa 10 Tage nach der Impfung
erwartet werden kann, widhrend man beim ungereinigten RAI, welcher
iiblicherweise mit Pferdefleischwasser hergestellt wird, mindestens 14 Tage
und mehr rechnen mufl. Selbstverstandlich wird es hier keine starre Regel
geben, denn die Immunisierbarkeit hingt ja nicht nur vom Impfstoff, son-
dern ebenso auch vom Tier, dessen Erndhrungs- und Gesundheitszustand
sowie von den jahreszeitlichen Schwankungen ab. — Gestiitzt auf unsere
Untersuchungsergebnisse an Schweinen und Méusen sind wir aber dennoch
der Uberzeugung, daB die in den Priifungsbhestimmungen vorgeschriebene
Immunisierungsperiode von 3 Wochen bei Schweinen und Méiusen nach
Anwendung gereinigter Impfstoffe auf 2. Wochen reduziert werden kann.
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Résumé

L’élimination des substances formant ballast dans le vaccin adsorbé contre le rouget
du pore a été menée de 3 cotés a la fois. 1. Remplacement de 'extrait aqueux brut de
la viande dans le milieu de culture par une solution pauvre en albumine. 2. Emploi
exclusif de souches de rouget ne possédant pas de propriétés allergiques. 3. Remplace-
ment de ’émulsion colloidale du vaccin terminé par une solution ne contenant pas
d’antigene. Par ce procédé, on a fait d'un vacein non nettoyé un produit simplement
nettoyé et un produit nettoyé & 1009,. Le vaccin a nettoyage simple contenant envi-
ron 0,1 & 0,29, d’albumine dans la suspension colloidale a pour effet d’activer I'immu-
nité et sa suspension colloidale est pratiquement libérée d’antigénes sensibilisants. Le
vacein & nettoyage complet présente les mémes avantages mais a quelque peu perdu
de son pouvoir immunisant en raison méme du nettoyage intensif (0,01-0,039; d’al-
bumine). Les vaccins ainsi nettoyés ne conviennent pas au séchage par congélation.

Riassunto

La purificazione del vaccino adsorbito del malrossino dalle scorie fu effettuata
contemporaneamente con 3 mezzi: 1. Sostituzione del brodo nel terreno colturale di
produzione con una soluzione povera di albumina. 2. Per la preparazione del vaccino
uso di soli ceppi di malrossino che non hanno proprieta allergizzanti. 3. Sostituzione
del liquido di sospensione, del vaccino pronto, con una soluzione libera da antigeni. In
questa maniera da un vaccino non purificato fu preparato un prodotto purificato al
massimo ed in modo semplice. Il vaccino purificato semplicemente con cirea 0,1-0,29,
dialbumina nel liquido di sospensione, favorisce una produzione piu rapida dell’immunita
e il suo liquido di sospensione, in confronto del prodotto non purificato, & praticamente
libero da antigeni-sensibilizzanti. Il vaccino purificato al massimo presenta gli stessi
vantaggi, ma in seguito alla purificazione molto intensa (fino a 0,01-0,039, di albumina
nel liquido di sospensione) esso ha perduto un po’ della sua efficacia immunizzante.
I vaccini preparati nel modo anzidetto non sono adatti ad essere essiccati mediante
congelamento.

Summary

Purification of the erysipelas adsorbat vaccine was undertaken in 3 directions:
1. Using a solution with very little albumin instead of broth, 2. Choicing erysipelas
strains which do not produce allergy, 3. Suspension of the vaceine in a non antigenous
liquid. Thus a simply and a highly purified vaccine were produced. The former contains
0.1-0.29; proteins in the suspension fluid. It produces immunity within a shorter time
than the unpurified material, and the suspension liquid contains no sensibilizing anti-
genes. The highly purified vaccine has a similar effect, but somewhat less immunizing
power on account of the high degree of purification (only 0.01-0.03 9, proteins in the
suspension liquid). The purified vaccines cannot be dried in freezing.
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