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Aus der experimentell - biologischen Abteilung (Prof. H. SAcHS) des
Instituts fir experimentelle Therapie in Frankfurt a. M. (Direktor:
Geheimer Medizinalrat Prof. Dr. W. KoLLE).

Man wiirde die grofie Bedeutung, die A. v. WASSERMANNS grund-
legender Entdeckung der syphilitischen Blutversinderung zukommt, unter-
schitzen, wollte man sie nur in der Begriindung des ausgezeichneten
praktischen Verfahrens zum serodiagnostischen Luesnachweise erblicken.
Denn der EinfluR, den die zugleich angebahnte Kenntnis eines neu-
artigen biologischen Prinzips auf die Serumforschung gewonnen hat,
erstreckt sich auf Praxis und Theorie in gleicher Weise. In wissen-
schaftlicher Hinsicht wurde vor allem die Tatsache neuartig, daB
es sich bei der WassErMANNschen Reaktion im allgemeinen nicht um
eine Antigen- Antikorperreaktion in dem bisherigen Sinne handelt,
daR vielmehr ein in d#tiologisch-unspezifischer Weise erfolgendes Zu-
sammenwirken zweier Komponenten, des Blutserums und der Lipoid-
bestandteile des Organextraktes, fiir Syphilis charakteristisch ist und
ebenso wie die Antigen-Antikorperverbindung durch die Fahigkeit zur
Komplementinaktivierung zum Ausdruck gelangt. Entsprechend der
zuerst von H. SAcus formulierten Betrachtungsweise darf man ja heute
annehmen, daf bei dem Komplementschwund, der den Indikator fiir
die WassErmANNsche Reaktion darstellt, nicht eine eigentliche Kom-
plementbindung, sondern eine Komplementinaktivierung vor-
liegt, wie sie als Folge von Globulinverinderungen im allgemeinen ein-
tritt und in der Komplementinaktivierung im salzfreien Medium ihr
einfachstes Vorbild hat.

DaB die Veranlassung zu dieser Komplementinaktivierung in Vor-
géngen zu suchen ist, die unter Umstéinden zu sichtbarer Ausflockung
fithren, hat man seit langer Zeit vermutet, und die zahlreichen friiheren
Bestrebungen, die WAssSERMANNsche Reaktion durch eine Ausflockungs-
methode zu ersetzen, sind hierdurch veranlaBt. Aber erst die Unter-
suchungen von MEINICKE, sowie die unsrigen haben gezeigt, daB die
GesetzmiRigkeit, die man friither experimentell keineswegs hinreichend
quantitativ feststellen konnte, mit Hilfe der neuen Ausflockungsreaktionen

" in einem solchen Umfange demonstriert werden kann, daB ein Zweifel
an einem engen Parallelismus zwischen Ausflockung und Komplement-
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inaktivierung wohl nicht mehr besteht. Als wir vor etwa Jahresfrist
iiber eine einfache Methodik der Ausflockung von mensch-
lichen Blutseris durch cholesterinierte Organextrakte
berichten konnten, die eine Differenzierung von biologischen Ver-
schiedenheiten des Blutserums erlaubte, und deren Ergebnisse in der
iiberwiegenden Mehrzahl der Fille mit denjenigen bei der WASSERMANN-
schen Reaktion iibereinstimmten, durften wir daher fiir unsere Unter-
suchungen ein Interesse inbezug auf das Verstindnis der Serumeigen-
schaften bei Syphilis und ihres Zusammenwirkens mit den Extrakstoffen
in. Anspruch nehmen. Es kommt dies natiirlich in gleicher Hinsicht
auch den umfassenden systematischen Arbeiten E. MEINICKES iiber
Ausflockungsreaktionen zu, auf die wir an dieser Stelle aber nur ver-
weisen konnen, ohne auf sie niher einzugehen.

Bei der von uns angegebenen Methode werden einfach Blutserum
und geeignet hergestellte Extraktverdinnungen unter Benutzung von
physiologischer Kochsalzlosung als Medium miteinander gemischt. Es
handelt sich also #uBerlich um eine entsprechende Anordnung, wie
bei der Agglutination und der Prézipitation, und es ist gewil von
Interesse, dal auch in bezug auf Ausflockung bei Syphilis das Zu-
sammenwirken zweier &tiologisch in keinem direkten Zusammenhang
stehenden Komponenten zu den gleichen Folgeerscheinungen fiihrt,
wie dasjenige von Antigenen und Antikérpern. Dementsprechend ist
in der Tat das Verhéltnis, in dem WASSERMANNsche Reaktion und Aus-
flockung zueinander stehen, demjenigen zwischen PFEIFFERschen Phi-
nomen und Agglutination bei der serologischen Choleradiagnose ver-
gleichbar. Auch die fiir Syphilis charakteristische Blut-
veréinderung kann sich eben beim Zusammenwirken
mit dem Reagens, dem Organextrakt, in zweierlei Art
dokumentieren, einerseits durch die direkte Erschei-
nung der Ausflockung, andererseits indirekt durch den
Einfluf auf einen besonderen Indikator, den bei der
WassErMANNschen Reaktion das Komplement bzw. das
hdmolytische System darstellt.

A. Ausflockung und WASSERMANNsche Reaktion.

Auf den weitgehenden Parallelismus, der zwischen WASSERMANN-
scher Reaktion und unserer Methode besteht, haben schon die ersten
Arbeiten von SAcHS und GEORGI hingewiesen. Bei beiden Verfahren
begegnen wir demselben Einfluf§ der Extraktverdiinnung auf die Empfind-
lichkeit der Reaktion. In beiden Fillen ist der Cholesterinzusatz von
gleichsinniger Bedeutung, wenn er auch bei der Ausflockung einen
geradezu wesentlichen Faktor darstellt. Auch die Reaktion des Mediums
dulert sich, wie GEORGI gezeigt hat, bei WASSERMANNscher Reaktion
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und Ausflockung in #hnlicher Weise, und die neueren Beitriige, die in
diesem Heft in dieser Hinsicht folgen, sprechen in gleichem Sinne.
So zeigen die Arbeiten von STILLING, daf inbezug auf Aufhebbarkeit
oder Abschwichung der Reaktionsfiahigkeit syphilitischer Blutsera durch
Séure und Alkali, sowie durch thermische Einfliisse bei beiden Methoden
die gleichen GesetzmiRigkeiten obwalten, und es hat sich zugleich aus
Untersuchungen von MANDELBAUM sowie STILLING ergeben, daB iiber-
einstimmend auch durch das Verdiinnen der Sera vor dem FErhitzen
eine grofere Empfindlichkeit bewahrt bleibt, als es bei dem iiblichen
Inaktivieren vor der Serumverdiinnung der Fall ist. Es bestitigt sich
80 die von uns auf Grund der zwischen WAssErMANNscher Reaktion
und Ausflockung bestehenden Analogien von Anfang an vertretene Auf-
fassung, daR es sich bei beiden Methoden primir um das
gleiche Prinzip der Reaktionsfihigkeit des Syphilitiker-
serums mit Lipoidgemischen von geeigneter kolloid-
chemischer Beschaffenheit handelt, dessen Erkenntnis
A. v. WASSERMANNS bahnbrechende Entdeckung erdffnete.

Trotz dieses fiir das theoretische Verstindnis zweifellos bedeutungs-
vollen Parallelismus zwischen Ausflockung und WASSERMANNScher
Reaktion ist die Wertung des serologischen Luesnachweises
mittels Ausflockung inbezug auf praktisch-diagnosti-
sche Bedeutung nicht ohne weiteres angingig, wie wir bereits in
unserer ersten Arbeit hervorgehoben haben. Die Schwierigkeit der
Beurteilung liegt zunichst darin, dal der WassERMANNschen Reaktion
als einem Verfahren, das heute nach jahrelanger, erfolggekronter Er-
probung jene glinzende Stelle unter den diagnostischen Laboratoriums-
methoden erlangt hat, die Bedeutung einer Standardmethode zuzu-
sprechen ist. Andererseits darf man aber auch aus Differenzen der
Ergebnisse bei WassErMANNscher Reaktion und anderen Wegen des
serologischen Luesnachweises nicht ohne weiteres die letzteren als
minderwertig verurteilen. Es ist das schon deshalb nicht moéglich,
weil man ja fast in allen Stadien der Syphilis Fallen begegnet, bei
denen das Serum bei der WAassErRMANNschen Reaktion negativ reagiert.
Die WassErMANNsche Reaktion teilt eben mit anderen biologischen
Methoden den Umstand, dal das negative Ergebnis nicht unbedingt
den Ausschlull der Krankheit erlaubt. Es kann daher nicht iberraschen,
wenn man mit anderen Verfahren positive Ergebnisse mit Serumproben
erhiilt, die bei der WAssERMANNschen Reaktion negativ reagieren, und
umgekehrt, wie das bereits nach den Angaben in unserer ersten Arbeit
auch fiir die Ausflockung zutrifft. -

Bei den Ausflockungsmethoden kommen aber noch theoretisch be-
griindete Argumente in Betracht, die eine absolute Uebereinstimmung
mit der WassErMANNschen Reaktion von vornherein nicht erwarten
lassen. Wenn man auch beiden Reaktionen, der WASSERMANNschen
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und der Ausflockung, gleichartige, primir einleitende Vorginge zugrunde
legt, so ist zu beriicksichtigen, daf die Komplementinaktivierung be-
reits in den ersten Anfangsstadien eines Vorganges eintreten kann, der
unter Umstéinden zur Ausflockung fiihrt, aber keineswegs immer sich
bis zur sichtbaren Prézipitation fortsetzen muf. Den experimentellen
Beweis hierfiir kann man bereits in der Rolle des Cholesterins
erblicken. Wihrend ndmlich uncholesterinierte Extrakte bei unserer
Anordnung meist negative Resultate bei der Ausflockung ergeben, bei
der WasserMANNschen Reaktion aber in bezug auf Empfindlichkeit
vorziiglich reagieren kénnen, wird lediglich durch den Cholesterinzusatz
das Ergebnis zugunsten der Ausflockung markant verschoben. Ohne
Cholesterinzusatz kann also eine hochgradige Divergenz der Ergebnisse
bestehen. Dem Verstéindnis ist das ohne weiteres zugiingig, wenn man
der von SacHs und anderen vertretenen Betrachtungsweise folgt, nach der
bei zahlreichen Vorgéngen der Komplementinaktivierung gerade die
ersten Phasen der nicht sichtbaren Dispersitiitsvergroberung, gewisser-
mafen der Globulinverinderung ,in statu nascendi“, fiir den Komple-
mentschwund besonders geeignet sind. So sind auch Unterschiede in
dem Ergebnis zwischen Prizipitation und Komplementbindung bei den
spezifischen Reaktionen zwischen EiweiRantigenen und ihren Anti-
korpern verstindlich, ohne daf man verschiedene Antikorper fiir die
beiden Formen des Antikdrpernachweises verantwortlich machen mus.
Eine geringere Empfindlichkeit der Ausflockung gegeniiber der WASSER-
MANNschen Reaktion ist nach alledem begreiflich. Erst durch den
Cholesterinzusatz, dem die Funktion zukommt, die Ver-
groberung der Komplexe hinreichend zu steigern, wird
ausreichende Empfindlichkeit erzielt?).

Wenn trotzdem auch bei Verwendung geeignet cholesterinierter
Organextrakte Unterschiede zwischen WASSERMANNscher Reaktion und
Ausflockung bestehen, so wird man schon aus den erwihnten Griinden
nicht auf eine Verschiedenheit dér im Syphilitikerserum vorhandenen,
in beiden Fillen zum Nachweis gelangenden charakteristischen Ver-
dnderungen schlieBen diirfen. Tatsdchlich bestehen trotz des weit-
gehenden Parellelismus zwischen WAssERMANNscher Reaktion und
Ausflockung gewisse Divergenzen.

Unter ihnen war besonders das Verhalten der aktiven Sera auf-
fallend. Sie reagieren bekanntlich bei der WAsSErRMANNschen Reaktion
stirker als inaktivierte, lassen dabei allerdings mehr oder weniger oft

1) Mrinicks, auf dessen interessante Arbeiten iiber den Mechanismus
der Ausflockungserscheinungen (Storung des Kochsalzgleichgewichtes der
Serumglobuline im Sinne einer Kochsalzentziehung) verwiesen sei, spricht
in ahnlicher Weise von der Dispersititsverminderung, den die cholesteri-

nierten Extrakte beim ‘Verdiinnen mit Kochsalzlosung gegeniiber den
nativen aufweisen.
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das charakteristische Verhalten vermissen. Bei der Ausflockung zeigt
zwar das aktive Serum gleichfalls mangelnde Spezifitit (dabei zuweilen
Eigenhemmung in den Serumkontrollen); jedoch reagieren aktive syphi-
litische Sera dabei hiufig weniger stark, was auch von MUNSTER be-
stitigt wird. Wie schon GEORGI auseinandergesetzt hat, miissen aber
diese Unterschiede zwischen -aktivem und inaktivem Serum keineswegs.
im Sinne einer prinzipiellen Trennung der beiden Wege des sero-
logischen Luesnachweises gewertet werden, zumal bei der WASSEI_{MANN--
schen Reaktion mit aktivem Serum ein weiteres Moment in den Vorder-
grund tritt, nimlich die stirkere Labilitit der Globuline im allgemeinen,.
die mit den Organextrakten andersartig als das Syphilitikerserum, .aber
gleichfalls im Sinne einer komplementinaktivierenden Funktion reagieren
kann, ohne daB es bei dieser Angriffsstelle des Extrakts zu einer sicht-
baren Globulinfillung kommen muf.

Auch neuere, von NEUKIRCH ausgefiihrte Untersuchungen, die an
spiterer Stelle in diesem Heft folgen, lassen ein entsprechendes Ver-
halten der Ausflockung bei einer weiteren Variation der Bedingungen
erkennen. NEUKIRCH hat nimlich gezeigt, dal bei Verwendung
inaktivierter Sera das charakteristische Verhalten
der Ausflockung mit fortschreitender Temperatur-
erniedrigung abnehmen kann, wdhrend die Rea:ktion
gleichzeitig an Empfindlichkeit verliert. Da nun d1e. Tem-
peraturerniedrigung die direkte unspezifische Globulinfﬁllbarkel.t der
durch das Inaktivieren zwar bis zu einem gewissen Grade stabilisierten
Sera erhoht, so handelt es sich hierbei augenscheinlich um dieselbe
GesetzmiiRigkeit, wie beim Verhalten der aktiven Sera bei ht').here.r'
Temperatur. Es kann also bei der Ausflockung die Reaktionsfahigkeit
aktiver Sera, wie auch inaktivierter Sera bei niedriger Temperatur
offenbar wesentlich oder mehr von der direkten Globulinfillbarkeit, als.
von der fiir Syphilis charakteristischen Serumbeschaffenheit abhingen..

Die hemmende Wirkung, die der Aktivitit des menschlichen Blut-
serums in bezug auf die Empfindlichkeit der Ausflockung zukommt,
macht sich nun wie eine an anderer Stelle (Zeitschr. f. Inmunitétsforsch.)
erscheinende Arbeit von NEUKIRCH aus dem hiesigen Institut ergeben
hat, auch bei Zusatz von aktivem Meerschweinchenserum
zu den Gemischen von Organextrakt und inaktiviertem Patientenserum,
d. h. unter den Bedingungen der WAssERMANNschen Reaktion geltend.
Diese die Ausflockung verhindernde Funktion des aktiven Meer-
schweinchenserums tritt besonders markant in der Kilte (Eisschrank)
hervor. Sie ist aber auch in der Wirme (Brutschrank) bei kurzfristiger
Beobachtung deutlich bemerkbar und wird darch das Inaktivieren des.
Serums aufgehoben oder beseitigt.

Das gegensitzliche Verhalten, das hier zwisc.hen aktiyem und in-
aktiviertem Meerschweinchenserum besteht, entspricht iibrigens dlteren
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gleiqhsinnigen Beobachtungen von van Logaem!) und StrENG?2) bei der
spezifischen Bakterienagglutination. Auch hier hat sich ergeben, daf unter
Um‘stﬁnden Zusatz von aktivem Meerschweinchenserum, aber nicht von in-
aktlviert_em, die agglutinierende Wirkung des Immunserums aufheben kann
und es ist gewil von Interesse, daB in beiden Fillen, bei der Bakterien:
agglut1nation und bei der Ausflockung des Luesserums, iibereinstimmend
Eigenschaften des aktiven Serums eine Rolle spielen, bei denen man friiher

wegen ihrer Labilitit gewohnt war, schlechthin von Komplementwirkung
zu sprechen.

Der Umstand, daB das aktive Meerschweinchenserum nach den

Versuchen NEUKIRCHS in der Kilte eine stirker hemmende Wirkung
entfaltet, als in der Wéirme, spricht wohl in dem Sinne, daB die
hemmende Funktion sich in hoherem Grade auf die un-
spezifische direkte Globulinflockung erstreckt, als auf
flie fiir Syphilis charakteristische Ausflockung. Denn es
ist ja schon erwidhnt worden, dal bei Temperaturerniedrigung gerade
die erstere Form in den Vordergrund treten kann. Dem entsprechen
auch weitere Versuche von NEURIRCH, nach denen sich die in der
Kélte durch das Zusammenwirken von inaktiviertem Patientenserum
and Organextrakt entstandenen ,Kélteflocken“ von den im Brut-
schrank entstandenen ,Wéirmeflocken“ dem Meerschweinchenserum
gegeniiber unterscheiden. Das aktive Meerschweinchenserum
tibt ndmlich auch auf die bereits entstandenen Prézipi-
t_ate eine aufléosende Wirkung aus, die nur in der Wirme
eintritt, in der Kilte aber ausbleibt. Die Aehnlichkeit mit der Kom-
plementwirknng tritt auch hier darin hervor, da8 dem inaktivierten
Meerschweinchenserum dieser Einfluf auf die Prézipitate mehr oder
‘weniger fehlt. Die Wiérmeflocken besitzen nun aber nach NEUKIRCH
dem aktiven Meerschweinchenserum gegeniiber eine mehr oder weniger
-deutliche Resistenz, und es zeigt sich also auch hier, daB sie anders
entstanden sein miissen, als die Wérmeflocken.

Fiir diejenigen Betrachtungen, die fiir uns an dieser Stelle im
Vordergrund des Interesses stehen, ergibt sich nun aus den erwihnten
Untersuchungen NErvkIirRcHS die Folgerung, daf der Meer-
schweinchenserumzusatz, der ja einen integrierenden
Bestandteil der WASSERMANNSchen Reaktion bildet, zu
einer Abschwéichung der Ausflockung und damit augen-
scheinlich auch zu einer Hemmung des zur positiven
WassErMANNschen Reaktion erforderlichen Vorgangs
fiihren kann?®). Daraus folgt aber, daf unter Umstéinden be

1) J. I. van Loeuey, Centralbl. f. Bakt, Bd. 47, 1908, S. 670.

2) O. StrENG, Zeitschr. f. Immunitatsforsch., Bd. 4, 1910, 8. 515.

3) Es entspricht dieses Ergebnis alteren im hiesigen Institut erhobenen
Befunden von ScHLossBERGER (Zeitschr. f. Immunitétsforsch., Bd. 19, 1913,

:8. 115), nach denen bei der WassermaNNschen Reaktion die die Empfind-
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gyphilitischen Seris die WASSERMANNsche Reaktion zu

einem negativen, die Ausflockung aber zu einem po-
sitiven Ergebnis fithren kann.

Auch haben die Untersuchungen NEUKIRCHS — sie bestitigen
hierin auf breiter Basis gelegentliche Versuche von HecuT!) und
BERCZELLER?) — gezeigt, daf Stirke des Prizipitats und Fahigkeit

des letzteren zur Komplementinaktivierung durchaus nicht in direktem
Verhaltnis zueinander stehen miissen. Es hat sich im Gegenteil ge-
zeigt, daB beim Digerieren von Extrakt und Patienten-
serum vor dem Komplementzusatz die antikomplemen-
tire Wirkung unter mehr oder weniger groBer indivi-
dueller Variation abnimmt, und zwar um so stirker, je spiter
der Komplementzusatz erfolgt, und je hoher die Temperatur ist, bei
der Extrakt und Patientenserum zuniichst zusammenwirken. Dabei ent-
spricht aber, wie sich ja ohne weiteres ergibt, die Abrahme der kom-
plementinaktivierenden Wirkung gerade der Zunahme der Ausflockungs-
stirke, und diese Versuche NEUKIRCHs diirften daher einen Beweis
bilden fiir die Richtigkeit der von SAcHS u. a. vertretenen Auffassung,
daB fir den Komplementschwund bei der WassErRMANNschen Reaktion
keineswegs das sichtbar gewordene Prizipitat, sondern ein bestimmter
Grad der Globulinverinderung bzw. die erste Phase des Zusammen-
wirkens zwischen Extrakt und Patientenserum maRgebend ist. Tat-
siichlich ist die WAssERMANNsche Reaktion dann am stirksten, wenn
_nach dem iiblichen Vorgang Extrakt, Patientenserum und Komplement
sofort miteinander gemischt werden, wie ja auch die spezifische Kom-
plementbindung nach DEAN ®). unter gleichen Bedingungen ihr Optimum
hat. Das Komplement wird eben in den ersten Anfingen der Re-
aktion zwischen Extrakt und Syphilitikerserum ,mitgerissen“, #dhnlich
wie die Blutkorperchen bei dem von BORDET und GENGOU®) be-
schriebenen Phinomen der ,Coagglutination®, bei dem durch das zur

lichkeit steigernde Bedeutung einer Herabminderung der Meerschweinchen-
serummenge auf die Hilfte weniger in der Verringerung der lytischen
Kraft, als in der Reduktion der Meerschweinchenserummenge gelegen ist,
und es darf darauf hingewiesen werden, dal beim Arbeiten mit kleineren
Komplementmengen (Komplementtitrierung etc.), als es der Originalyor-
schrift v. WAssERMANNS entspricht, wohl nicht oder wenigstens nicht allein
die Herabsetzung des Komplementvorrats, sondern die Verminderung des
aktiven Serums als solchem zu einer Empfindlichkeitssteigerung fiihrt.
Jedentalls sind diese Erwagungen schon seit Jahren der Anlaf dafiir, daf
in der serodiagnostischen Untersuchungsstelle des hiesigen Instituts die
W assmraANNsche Reaktion stets mit 2 Komplementdosen (10-facher und
90-facher Serumverdiinnung) ausgefiihrt wird.

1) H. Hrcar, Zeitschr. f. Immunitatsforsch., Bd. 24, 1915, S. 458.

2) L. Brrozeruer, Biochem. Zeitschr., Bd. 83, 1917, S. 315.

3) H. R. Drax, Zeitschr. . Immunitatsforsch., Bd. 13, 1912, S. 84.

4) J. Borpur et O. GExeoy, Centralbl. f. Bakt., Bd. 58, 1911, 8. 330.
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Prézipitation fiilhrende Zusammenwirken von Antigenen und Antikérpern

Zellen agglutiniert werden, die Agglutination aber ausbleibt, wenn zuvor

Antigen und Antikérper zusammenwirken und erst spéter der Zusatz
der Zellsuspension erfolgt.

Es gelingt zudem, wie NEUKIRCH gezeigt hat, durch Einschaltung
eines geeigneten Zeitintervalls vor dem Komplementzusatz die Ver-
héltnisse so zu gestalten, daf bei eingetretener Ausflockung die WASSER-
MANNsche Reaktion negativ ausfallen kann und auch umgekehrt, und
es ergibt sich nach alledem, daf der Vorgang der Komplement-
inaktivierung bei der WASSERMANNSschen Reaktion nicht
etwa zweizeitig (zuerst Prizipitatbildung, dann Komplem entadsorp-
tion) aufgefallit werden darf, dafl es sich vielmehr um einen
Komplex von Vorgingen handelt, bei denen die fiir die Kom-
plementwirkung verantwortlichen Bestandteile des Meerschweinchen-
serums unmittelbar durch das Zusammenwirken von Organextrakt und.
Syphilitikerserum erfaft werden, #hnlich wie in einem Zahnradsystem
die einzelnen Rider ineinandergreifen.

Fiir das Verstindnis der Beziehun gen zwischen WASSERMANNscher
Reaktion und Ausflockung kénnen wir aber aus alledem den SchluB.
ziehen, daf nicht nur, wie bereits erwihnt wu rde, die Aus-
flockung bei positiver WAsSSERMANNscher Reaktion ne-
gativ sein, sondern daf auch um gekehrt trotz negativer
WAssErRMANNscher Reaktion die positive Ausflockung
ein richtiges Ergebnis anzeigen kann, wie es den tatsich-
lichen Erfahrungen entspricht. In welchem Sinne die Differenz in Er-
scheinung tritt, das wird wesentlich von der Individualitit des zur
Verwendung gelangenden Patientenserums, zum Teil aber auch von der
wechselnden Beschaffenheit des bei der WassERMANNschen Reaktion.
benutzten Meerschweinchenserums abhingen.

B. Ergebnisse und Erfahrungen.

Ergibt sich aus alledem, daf auf Grund der experimentellen Er--
_ fahrungen und theoretischen Ueberlegungen WassErMANNsche Reaktion
und Ausflockung divergente Ergebnisse zeitigen konnen, ohne daf das
Resultat bei der einen oder der anderen Methode als uncharakteristisch
anzusprechen ist, so ist damit die Frage der Brauchbarkeit der Aus-
flockungsreaktion fiir die serodiagnostische Praxis noch nicht gelost..
In dieser Hinsicht kann allerdings, wie wir schon wiederholt betont
haben, nur empirisch auf Grund eines groBen, klinisch wertbaren
Materials entschieden werden, und wir selbst muBten uns daher be-
gniigen auf die weitgehende Uebereinstimmung zwischen WASSERMANN-
scher Reaktion uns Ausflockung hinzuweisen, ohne iiber die Bedeutung:
der sich ergebenden Divergenzen urteilen zu kénnen.
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Schon in der Extraktfrage, die bei der Serodiagnostik der Syphilis
diberhaupt im Mittelpunkte steht, ist die empirische Kasuistik mag-
gebend. Auch bei der WassErMANNschen Reaktion kann man im all-
gemeinen ohne umfassende Priifung nicht sagen, ob ein Extrakt ge-

eignet ist, d. h. fir Syphilis charakteristisch reagiert oder nicht, und

bekanntlich kénnen auch charakteristisch reagierende Extrakte zu ver-
schiedenen Ergebnissen fithren, ohne daf dabei der eine Extrakt im
allgemeinen etwa stirker als der andere ist. Gerade aus diesem Grund
wird ja, so insbesondere von KorLLe Wert darauf gelegt, die WASSER-
MANNsche Reaktion mit méglichst vielen Extrakten auszufiihren. Aber
es darf auch daran erinnert werden, daR durchaus nicht jeder be-
liebige Extrakt bei der WassErRMANNschen Reaktion charakteristisch
reagieren muf.

Besonders von Meerschweinchenherzextrakten ist bekannt, daf sie
nicht selten unspezifische Reaktionen ergeben konnen, und zwar auch dann,
wenn alle Kontrollen, Extrakt und Patientenserum selbst in dem doppelten
Multiplum der Gebrauchsdosen keinerlei eigenhemmende Wirkung auf-
weisen. Aus Versuchen von Gmorer hat sich dabei ergeben, daf ins-
besondere die Faulnis auf Meerschweinchenherzen leicht derars einwirkt,
daf die hergestellten alkoholischen Extrakte nicht mehr streng charakte-
ristisch sind, wahrend bei Rinderherzextrakten diese Gefahr tiberhaupt
nicht oder weit weniger in Betracht kommt. BEs ist fir die Beziehungen
‘zwischen WasseErmannscher Reaktion und Ausflockung wiederum von Inter-
esse, daf, wie Gmorer festgestellt hat, derartige Meerschweinchenherz-
extrakte auch bei der Ausflockung ein gleiches Verhalten zeigen.

Bei unserer Ausflockungsmethode ist nun die geeignete Bereitung
und Priifung der Extrakte natiirlich mindestens ebenso wichtig, wie
bei der WAssERMANNschen Reaktion. Da die Ausflockungsmethode
neuartig ist und auferdem ein Cholesterinzusatz fiir hinreichende
Empfindlichkeit nicht entbehrt werden kann?), so muf man sogar der
Extraktfrage ganz besondere Aufmerksamkeit schenken.

Prinzipielle Bedenken gegen die praktische Verwertbarkeit der
Methode scheinen uns von vornherein nicht zu bestehen. Wenn auch

1) Zur Bereitung geeigneter cholesterinierter Extrakte eignen sich
nicht nur Rinderherzen, sondern auch andersartige Organe, sowie Menschen-
herzen. Es darf dabei auf einen Irrtum in der Darstellung Konmizers hin-
gewiesen werden, nach der MmiNickE angegeben hatte, daB cholesterinierte
Rinderherzextrakte nur die Luessera ausfallen, und wir diese Eigenschaft
zu unserer Methode benutzt hitten. Beides trifft nicht zu. Vielmehr hat
Mzinicke nich tcholesterinierte Extrakte benutzt und beobachtet, daf die
Rinderherzextrakte im allgemeinen nur syphilitische Sera (aber im salz-
armen Medium) auszufillen vermégen, wihrend wir feststellten, daB durch
geeignete Cholesterinierung der Extrakte unter den Bedingungen der
Wassermannschen Reaktion im salzhaltigen Medium eine elektive Flockung
bewirkt wird, und die cholesterinierten Rinderherzextrakte zundchst nur
deshalb wihlten, weil wir sie auch fir die Ausfithrung der WassERMANN-
Schen Reaktion bevorzugen.
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zweifellos, wie wir auseinandergesetzt haben, eine Ausflockung auf
zweierlei Art zustandekommen kann, einerseits durch unspezifische
Globulinflockung, andererseits durch die fiir Syphilis charakteristische
Reaktion, so besitzen wir doch umfangreiche Erfahrungen, deren Kennt-
nisse wir zu einem grofen Teil den Arbeiten MEINICKES verdanken,
um die direkten, an die einfache Labilitit der SerumeiweiBkorper ge-
kniipften Ausflockungserscheinungen nach Méglichkeit einzuschrinken,
wie wir das ja auch bei der WAssERMANNschen Reaktion durch die
in jahrelanger Erprobung begriindete Methodik tun. Neben der In-
aktivierung der Sera, die diesem Zwecke dient, kommt hierbei haupt-
sichlich die Beachtung quantitativer Bedingungen und des Einflusses
der Temperatur in Betracht.

Dementsprechend haben wir zunichst 1/,-stiindiges Inaktivierem
der Sera auf 55° und ein 2-stiindiges Verweilen der Versuchsréhrchen
im Brutschrank mit nachfolgendem Aufenthalt bei Zimmertemperatur
vorgeschrieben. Auch der Art der Extraktverdiinnung ist natiirlich
eine dominierende Bedeutung zuzuschreiben, und wir haben daher, um
gleichartige Verdiinnungen erzielen zu konnen, empfohlen, die alko-
holischen Extrakte zunichst rasch mit gleichen Teilen physiologischer
Kochsalzlosung zu verdiinnen und darauf nach kurzem Umschwenken
weiteren raschen Zusatz von 4 Teilen physiologischer Kochsalzlosung
folgen zu lassen. Gegeniiber MEINICKE haben wir hervorgehoben, daf
unter Beachtung dieser Kautelen sich theoretisch keine Folgerungen er-
geben, die unsere einzeitige Methodik der von MEINICKE eingefiihrten
zweizeitigen Ausflockungsreaktion von vornherein unterlegen erscheinen
lassen 1).

Um so mehr aber muf fiir die serodiagnostische
Brauchbarkeit der Methode die umfassende Erprobung
von mafigebender Bedeutung sein. Es ist daher besonders
dankenswert, daB8 in der Zwischenzeit bereits eine Reihe von Autoren
sich mit unserer Ausflockungsreaktion beschiftigt haben. Wie sich aus
folgender Uebersichtstabelle, in der wir ‘die Erfahrungen, soweit
sie nach den darin enthaltenen Gesichtspunkten zu verwerten sind,

1) Anmerkung waihrend der Korrektur: In neuerer Zeit
haben auch Mrmicke (vgl. Literaturverzeichnis Nr. 42), sowie Lmssur (vgl.
Literaturverzeichnis Nr. 40) einzeitige Methoden der Ausflockung fiir die
Praxis empfohlen. Die Versuchsanordnung der genannten Autoren unter-
scheidet sich von unserer Methode nur durch die Verwendung anderer (nicht-
cholesterinierter) Extrakte und die Benutzung einer héher konzentrierten

-Kochsalzlosung als Verdiinnungsmedium. Augenscheinlich spielt bei ge-
wissen HExtrakten, wie sich das auch aus den Untersuchungen Gmorais
ergibt, der erhshte Kochsalzgehalt in bezug auf die Herstellung einer ge-
eigneten physikalischen Beschaffenheit der Extraktlipoide eine #hnliche
Rolle wie der Cholesterinzusatz. -
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statistisch zusammengestellt haben, ergibt, haben die bisherigen Er-
gebnisse im allgemeinen zu einer erfreulichen Uebereinstimmung mit
unseren ersten Angaben gefiihrt.

Es reagierten bei der WASSERMANNschen Reaktion
und bei der SAcHS-GEORGIschen Reaktion

itberein-

stimmend different

Wa. R.?

insgesamt

| 8-G.|8.-G.
R SR
— | +

ohne ;&ngabe

SAcHS und
GTRORGI?) 2770 2016
NATHAN 704 404
MANDELBAUM 102 7| 88
NATHAN und
WEICHBRODT ?) 192 39| 141
Lirp 1000|308 | 624
KAFRAY) 350 | —
WEICHARDT und
SCHRADER %) 42| 31 7
GEORGI 1671|331 | 1228
REICH 207 | 54| 126
LESSER °) 1500 | 162 | 1165
GUGGENHEIMER 200 — | —
BLUMENTHAL 7) 400 — | —
MEYER ®) 600 | 148 | 404
PLAUT?®) 165 | 30| 127
KoNITZER 1°) 688|175 438
MUNSTER 253|116 117
LoNs 540 (191 | 325
SCHRODER ') 540 | — | —

insgesamt 12124 | 11208 916
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1) Vgl. das am Schlusse dieser Arbeit befindliche Literaturverzeichnis.

2) AuBerdem 147 Lumbalfliissigkeiten mit 90,4 Proz. Uebereinstimmung. (Vgl.
Literaturverzeichnis Nr. 31.)

3) AuBerdem 78 Lumbalfliissigkeiten mit 83,3 Proz. Uebereinstimmung.

4) Darunter 50 Lumbalfliissigieiten.

5) AuBerdem 7 Lumbalfliissigkeiten mit 77,5 Proz. Uebereinstimmung.

6) AuBerdem 1500 weitere Untersuchungen. (Vgl. Literaturverzeichnis Nr. 11.)

7) AuBerdem 200 weitere Untersuchungen (vgl. Literaturverzeichnis Nr. 2), dabei
unter 38 Ule. molle-Fillen einmal schwach positive Reaktion nach SACHS und
GEORGI bei negativer WASSERMANNscher Reaktion.

8) Darunter 12 Fille, bei denen die Reaktion nach WASSERMANN und nach
SACHS-GEORGI zweifelhaft war. AuBerdem 400 Untersuchungen. (Vgl. Literatur-
verzeichnis Nr. 11. :

9) AuBerdem 55 Lumbalfliissigkeiten mit 80 Proz. Uebereinstimmung.

10) Berechnet nach den Ergebnissen der WASSERMANNschen Reaktion mit
cholesteriniertem Rinderherzextrakt. AuBerdem 25 Fille, in denen entweder Wasser--
mann-negative Sera Eigenflockung aufwiesen oder Eigenhemmung in der WASSER-
MANNschen Reaktion bei negativer Ausflockung vorhanden war. Ferner Angaben
iiber 87 weitere Unfersuchungen, bei denen aber die WASSERMANNsche Reaktion
nicht gleichzeitig ausgefiihrt wurde. Es wird zugleich berichtet, da8 von 26 Grippe--
fillen 4 positiv und 6 zweifelhaft bei der Ausflockung reagierten. ;

11) AuBerdem 12 Lumbalfliissigkeiten mit 100 Proz. gUebesreinst;immung.
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Es ergibt sich bereits ein Material von iiber 12000 Fillen, die
im Durchschnitt in 92,44 Proz. Uebereinstimmung mit der WASSER-
MANNschen Reaktion aufweisen. Die Angaben der einzelnen Autoren
differieren zwischen 85,2 und 98 Proz., und die Gesamtzahl der er-
hobenen Befunde weist auch darin Uebereinstimmung mit unseren An-
gaben auf, daf in einer griferen Anzahl von Fillen die Ausflockung
stirker (oder allein positiv) ausfiel, als die WAssERMANNsche Reaktion.
Man kann also unter Beriicksichtigungunserer friiheren
Ergebnisse im allgemeinen das Resultat der bisherigen
Prifungen als gut iibereinstimmend bezeichnen.

Wesentlich erscheint natiirlich die Sichtung der dif-
ferent reagierenden Félle. Unter ihnen interessieren besonders
diejenigen, die bei negativer oder auch zweifelhafter WASSERMANNScher
Reaktion zweifelhafte bzw. positive Ausflockung ergeben. Denn nach
aunseren fritheren Ausfilhrungen kann nicht ohne weiteres die negative
WassErMANNsche Reaktion, sondern erst die klinische Beurteilung ent-
scheiden, ob hier Fehldiagnosen vorliegen oder nicht. Wir haben daher die
in Frage kommenden Untersuchungen, soweit es auf Grund der Literatur
moglich war, nach klinischen Gesichtspunkten, wie folgt, zu ordnen versucht.

Ausflockung :
Diagnose Lt

g ? + + ? oder + - gesamt
Wa. R. — Wa. R. —|Wa.R. —oder?| Wa. R. fehlt

Sichere Lues
Tabes
Lues?
TIritis
Aortenerkrankun-
gen
Ulcus molle
Ulcus molle
(Lines ?)
Gonorrhde
Malaria
Tuberkulose
Pneumonie
Bronchitis
Grippe
Hypophysentumor
Varia

209
2
33
il

254
3
46
1
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Es mul zu dieser Uebersicht bemerkt werden, daf das Material nach
Méglichkeit zu Ungunsten der Ausflockungsreaktion geordnet ist, indem
auch Fille, bei denen Lues nach den Angaben der Autoren wahrscheinlich
oder jedenfalls nicht auszuschlieBen war, unter die einzelnen genannten
Krankheitsgruppen eingezogen wurden 1),
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Insgesamt
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1) In der Tabelle sind auBerdem noch 8 Fille enthalten, die auf ge-
legentlichen Literaturangaben fullen und, da sie nicht von einem statistisch
“verwertbaren Material herriihren, in der vorangehenden Gesamtiibersicht
‘nicht verwertet werden konnten.
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Die Tabelle zeigt jedenfalls, daf es sich bei den divergenten
Ergebnissen in einem groBen Teil der Fille um sichere
Lues oder wahrscheinlichen Luesverdacht handelt, und
es ist eine von Kklinisch-dermatologischer Seite (NATHAN, MUNSTER,
SCHRODER Uu. a.) wohl vielfach gemachte Erfahrung, daf gerade in
den Anfangsstadien der Syphilis die Ausflockung empfindlicher sein
kann als die WassErmaNNsche Reaktion; das gleiche trifft, wie es
scheint, nicht selten fiir die Periode des Abklingens der syphilitischen
Blutverinderung im Laufe der Behandlung zu?).

Im Gegensatz zu dem Verhalten des Blutserums ergaben die bisher
vorliegenden Erfahrungen iiber das Verhalten von Lumbalflissigkeiten in

Uebereinstimmung mit unseren ersten Angaben geringere Empfindlichkeit
der Ausflockung gegeniiber der Wassprmannschen Reaktion. Dagegen

‘stimmen die Angaben der Autoren wohl darin iiberein, daf die Lumbal-

flissigkeiten charakteristisch reagieren, abgesehen von einem von Konirzer
mitgeteilten Fall von Influenzameningitis.

In einer groReren Anzahl von Féllen mit positiver oder zweifel-
hafter Ausflockung bei negativer oder zweifelhafter WAssERMANNscher
Reaktion ist aber eine syphilitische Infektion zum mindesten zweifel-
haft. Wiirde man etwa in den ersten 3 Querkolonnen der obigen
Tabelle die Ausflockungsreaktion als Zeichen einer syphilitischen In-
fektion werten, so wiirde sich unter Beriicksichtigung des Gesamt-
materials von mehr als 12000 Untersuchungen ein Prozentsatz von
etwa 2 Proz. ergeben, bei dem man die Frage, ob es sich um un-
spezifische Reaktionen handelt, diskutieren kann. Soweit sich bestimmte
Krankheitsgruppen herausgreifen lassen, handelt es sich hierbei um
Ulcus molle, Grippe und in der Minderheit der Fille um einige In-
fektionskrankheiten bzw. Fieberperioden, also immerhin um solche
Gruppen, die auch bei der WASSERMANNschen Reaktion bei ungeniigen-

~der Priifung der Extrakte eine storende Rolle spielen kénnen, und die

daher an erster Stelle dazu dienen, um durch negative Serumreaktion
eine Gewdhr fiir das charakteristische Verhalten der Extrakte zu bieten

Man darf freilich nicht tibersehen, daf die bei der Ausflockung derart
positiv reagierenden Félle unter Berticksichtigung des Gesamtmaterials
eine Minderheit darstellen. So gibt z. B. Limsser, von dem allein 12 der
positiven Reaktionen bei Ulcus molle herriihren 2), an, dab er bei 1144 Unter-

1) Anmerkung wéahrend der Korrektur: Neuerdings konnte
ZiumerN (vgl. Literaturverzeichnis Nr. 48) das frithe Auftreten und das spiitere
Abklingen der Ausflockungsreaktion nicht bestatigen. Vergleiche jedoch
die inzwischen erschienenen Arbeiten von GaprTGENS und SEiLEr. Hs wird
wohl wesentlich von der Empfindlichkeit der zur Verwendung gelangenden
Extrakte abhiangen, wie sich diese Verhiltnisse gestalten.

2) An anderer Stelle (vgl. Literaturverzeichnis Nr. 11) findet sich
allerdings die Angabe, dal bei Lusser von 40 Ulcus molle-Fillen 80 nach
SAcHS-GEORGI positiv reagiert haben. Es stimmt diese Zahl aber mit der
fritheren Angabe von Lmsser, daf von 42 Ulcus molle-Fillen 31 negativ

Arb. a. d. Inst. f. exp. Ther. u. d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurta. M, X, 2
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.

suchungen, darunter zahlreichen Fillen von Tuberkulose, Fleckfieber und
anderen fieberhaften Erkrankungen iibereinstimmend negative Ergebnisse

hatte. Auch befinden sich in Lmssmrs Uebersicht 6 weitere Falle von |

Ulcus molle, die auch bei der Wassnrmansschen Reaktion positiv reagierten,
und 2 Ulcus molle-Fille, die nur bei der Wassmryasnschen Reaktion und
nach MgINICKE, nicht nach unserem Verfahren positiv waren.

Im tbrigen erwies sich aber gerade in den Untersuchungen Lmssmrs
unger Verfahren von auffillig starker Emfindlichkeit in bezug auf Lues.
Es entspricht das ja auch den Erfahrungen bei der Wassermannschen
Reaktion, dal bei sehr “gesteigerter Empfindlichkeit leicht gelegentliche
unspezifische Reaktionen vorkommen. Dabei darf man nicht iibersehen,
dal der Grad der Empfindlichkeit und damit auch die Zahl der nur bei
der Ausflockung positiven Falle bei den einzelnen Autoren mehr oder
weniger grofie Variationen aufweist. So berichtet z. B. Muvmr im Gegen-
satz zu Lmsser, dal die Ausflockung sich etwas weniger empfindlich als
die Wassermannsche Reaktion erwies und nur ein einziges Serum von
1000 untersuchten nach WassmrmANN negativ und bei der Ausflockung
positiv reagierte 1),

Auf Grund aller dieser Momente méchten wir uns zwar iiber die
praktische Wertung der gelegentlich als unspezifisch erscheinenden Re-
aktionen in bezug auf die prinzipielle Brauchbarkeit der Ausflockung zu
serodiagnostischen Zwecken eines Urteils enthalten 2. Wir glaubten
aber doch den Bedingungen nachgehen zu sollen, die vielleicht fiir
derartige Befunde verantwortlich sein kénnen.

Dabei kam uns der Wechsel der Jahreszeit in der Beurteilung zu
Hilfe. Wahrend wir namlich in der ersten Periode der Erprobung der
Reaktion, die in das Frihjahr und in den Sommer 1918 fiel, kaum je
Reaktionen begegnet sind, die wir mit Sicherheit als unspezifisch an-
sprechen muften, kam es im Spitherbst und insbesondere in
den Wintermonaten gelegentlich doch vor, daf wir an
einigen Versuchstagen durch positive Befunde idber-
rascht wurden, die wir als Fehlrosultate deuten muften.
Da es sich dabei um dieselben Extrakte wie frither handelte, konnten wir
schlieBlich nur die Unterschiede der Zimmertemperatur dafiir verantwort-
lich machen, und dies um so mehr, als bei den erschwerten Heizbedingungen
des vergangenen Winters die Laboratoriumstemperatur in der Nacht eine
nicht unerhebliche Abkiihlung erfuhr. Wir konnten dieser Schwierig-
keiten zuweilen bereits Herr werden, wenn wir die Gestelle mit den Ver-
suchsréhrchen tber Nacht auf den Brutschrank stellten. Es gchien uns
aber doch im Interesse gleichméfiger Ausfihrung der Methode zweckmifig,
einheitliche, von anferen Umstinden unabhingige Bedingungen herzustellen.

waren, nicht iiberein, so dal wohl hier ein Irrtum der Berichterstattung
vorliegen diirfte.

1) Anmerkung wihrend der Korrektur: Aehnlich lauten die
Angaben der inzwischen erschienenen Arbeit von Zimmer~ (Literatur-
verzeichnis Nr. 48). Auch hier verhéltnismilig geringe Empfindlichkeit,
aber keine positiven Reaktionen bei der Untersuchung von zahlreichen
Uleus molle- und Gonorrhoe-Fillen.

2) Bemerkst sei nur, daf unspezifische Reaktionen des Blutserums, wenn
vorhanden, wohl meist schwach sind und, zumal mit dem Abklingen der
Krankheitserscheinungen, verhaltnismilig rasch zu verschwinden scheinen.
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Aus diesem Grunde haben wir vergleichende Untersuchungen aus-
gefiihrt, in denen wir einerseits die Serum-Extraktgemische nach unserer
fritheren Vorschrift 2 Stunden im Brutschrank und sodann bei Zimmer-
temperatur aufbewahrten, sie andererseits aber iiber Nacpt
im Brutschrank hielten. Es lag das um so n#her, als bereits
nach den Untersuchungen MEINICKES anzunehmen ist, daB unspezifische
Flockungen leichter bei Zimmertemperatur oder bei noch niedrigerer
Temperatur eintreten, als im Brutschrank.

Andererseits ist aber Brutschranktemperatur fiir die Ausflockung auch
in bezug auf die Empfindlichkeit nicht zu entbehren. Schon von MriNickm
wird ja auf Grund seiner Untersuchungen angegeben, daf ({as Te.mperatur-
optimum fiir die Flockung der Syphilissera bei 37° oder dariiber liegt. Tat-
sachlich ist fiir unsere Methode, wie sich das auch aus den 1n'dlese§n Heft
an spaterer Stelle mitgeteilten Untersuchungen NrURIRCHS erglbt‘, ein vor-
heriger Aufenthalt bei héherer ’I‘emperatur auch dann erfprderhch, wenn
spater die Versuchsréhrchen bei Zimmertemperatur verweilen. Man-k_ann
sich in der Tat leicht davon tiberzeugen, daf manche Wassermann-positiven
Sera im Brutschrank stirker reagieren als bei Zimmertemperatl}r und bei
letzterer sogar ein negatives HErgebnis haben kﬁnnen (vgl. hlefzu auch
Muxster). Diese nicht selten begiinstigende erkung der Wirme be-
stitigt daher die Richtigkeit unserer urspriinglichen Versuchsanordnung,
die Gemische von Serum und Extrakt jedenfalls im Brutschrank vorzu-
wirmen.

Als wir nun die Ausflockung nur im Brutschrank aus-
fithrten, konnten wir feststellen, dafl gelegentliche Ausﬁockungsreak.tionen,
die bei der bisherigen Anordnung (2 Stunden Brutschrank, dann Zimmer-
temperatur) als uncharakteristische Ergebnisse erscheinen konnten, v?r-
schwinden. Wir haben inshesondere Fille von Ulcus molle, Gonorrl'm(.a,
Tuberkulose ausgewéhlt, um uns von der Erhohung des charakteristi-
schen Gepréges, die die Methode bei Ausfﬁhrung.ir.n Br?tschrax.l.k er-
fihrt, zu iiberzeugen, und mochten im folgenden einige Fille anfiihren,
die in diesem Sinne beweisend erscheinen.

Ausflockung :

WASSER- = : 2 Stunden 37°, dann
Diagnose | MANNsche tiber Nacht 37° Zimmertemperatur
Reaktion

Extrakt A Extrakt B Extrakt A Extrakt B

Ulcus molle
2
bbl »
b2l
b2
»
1
Eh)

” )
Gonorrhge
Furunkulose

Tuberkulose
Malaria

1 T R

119 5 8 5
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Die Tabelle zeigt, daf wir in unseren eigenen Versuchen zwar nur
eine geringe Zahl von als unspezifisch deutbaren Reaktionen beobachtet
haben, und daB es sich unter ihnen zum Teil auch nur um zweifel-
hafte Reaktionen handelt. Was aber in praktischer Hinsicht interessiert,
ist die Tatsache, dal diese Ausflockungen beim alleinigen
Verweilen der Versuchsrohrchen im Brutschrank nicht
eintreten. Auch die beiden in der Tabelle angefiihrten Malariafille
reagierten bei der WAssErRMANNschen Reaktion zweifelhaft bzw. positiv
und in der bisherigen Anordnung der Ausflockung einwandfrei positiv,
lieBen aber bei der Ausfilhrung im Brutschrank jegliche Flockung ver-
missen.

Die Erprobung der derart veréinderten Anordnung, die sich bereits
auf mehrere 1000 Untersuchungen erstreckt, hat bisher die sich er-
offnenden Erwartungen durchaus bestitigt?). Wir sind in der Tat bei
der Heranziehung zahlreicher Kontrollfille keinen Ausflockungsreaktionen
begegnet, die bei Brutschrankanordnung auf Grund des Ergebnisses der
WassErMANNschen Reaktion und der vorliegenden klinisch-anamnesti-
schen Angaben als unspezifisch imponieren konnten, und wir glauben
daher, wie wir bereits an anderer Stelle mitteilen konnten, den Schluf
ziehen zu diirfen, daf bei alleinigem Aufenthalt im Brut-
schrank unter Verwendung geeigneter Extrakte die
Moglichkeit uncharakteristischer Reaktionen beseitigt
oder, wenn {iberhaupt vorhanden, auf ein Minimum
reduziert ist?. Wenngleich wir selbst auch nach unserer
fritheren Vorschrift nur in wenigen Fillen méglicherweise unspezi-
fische Reaktionen gesehen haben, so dirfte jedenfalls die Brut-
schrankanordnung der Forderung nach charakteristischem Geprige in

erhdhtem und in praktischer Hinsicht wohl sicher hinreichendem MaRe
entsprechen.

1) Die Untersuchungen wurdén zum groBen Teil von Friulein GERTRAUDIS
KringearT und Friulein Herese RosENsTmIN ausgefihrt.

2) Anmerkung wiahrend der Korrektur: Diese Tatsache wird
in einer demnichst erscheinenden Arbeit von Stinrine (vgl. Literatur-
verzeichnis Nr. 47) an einem groBen Material bestitigh. BLUMENTHAL
(Literaturverzeichnis Nr. 86) hat nimlich in der Zwischenzeit angegeben,
daf die Ausflockungsreaktion bei Geschwiilsten, Infektionskrankheiten und
vornehmlich bei Tuberkulose m einem hohen Prozentsatz positiv ist. Die
hierdurch veranlaften Untersuchungen StiLnings haben speziell bei Tuber-
kulose gezeigt, daf dies fiir unsere frilhere Anordnung (2 Stunden Brut-
schrank, dann Zimmertemperatur), wenn auch in geringerer, bei verschiedenen
Extrakten wechselnder Haufigkeit, zutrifft, daB jedoch bei allein igem
Aufenthalt der Versuchsréhrchen im Brutschrank simt-
liche untersuchten Tuberkulosesera negativ reagierten.
Auch auf Grund der umfangreichen Erfahrungen Stirrings erscheint daher

die Gefahr unspezifischer Reaktionen bei Benutzung geeigneter Extrakte
darch die Brutschrankmethode beseitigt.
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Was nun die Empfindlichkeit der Ausflockungsreaktion
im Brutschrank anlangt, so ist sie ceteris paribus nach unseren
Frfahrungen etwas geringer als bei Brutschranktemperatur mit nach-
folgendem Aufenthalt bei Zimmertemperatur. Allerdings handelt es
sich in der Mehrzahl der zu Gunsten der WASSERMANNschen Reaktlo_n
divergenten Fille um so-schwache Hemmungen der Hamolyse, daB wir
gie in der Praxis nur als sehr schwach positiv oder sogar nur :T,ls
negativ mit dem Zusatz ,eine Andeutung einer positiven Ree}km‘)n ist
vorhanden® bezeichnen konnen. Aber auch unter Berﬁcksxchtlgun.g
dieser Fille als Divergenzen hat sich uns eine Uebereinstqnmun g je
nach dem verwandten Extrakt von 90—94 Proz. ergeben. Die dlYergentgn
Fille sind auch hier teils bei der WassErmMANNschen Reaktion, teils
bei der Ausflockung stirker oder allein positiv, in groBerer Zahl aber
bei der WassERMANNschen Reaktion. .

Unsere fortgesetzten Untersuchungen haben nun gezeigt, .daB man
die Bedingungen fiir die Anordnung im Brutschrank unschwer im Sinne
einer Verstirkung der Ausflockung modifizieren kann.

Von besonderem, zunichst theoretischem Interesse in dieser Hinsicht
sind wiederum die in diesem Heft spiter folgenden Untersuchungen Nru-
girons. Nmugrrom konnte zeigen, dal vorangehender Agfenth alt
im Brutschrank bei hinreichender Ausdehnung im allge-
meinen das Entstehen unspezifischer Rgakt{onen auch
gegeniiber nachfolgender Temperatqrernledrlgung veﬁ-
hindert, daB aber die sekundér eiqw1rke.n de Higschran 1;
temperatur eine Ausflockung primir 1m Brutschra.bn
negativ reagierender Wassermann-positiver Sera - be-
wirken kann. Man gelangt also derart, ahnlich wie MuINICKE, ZU

i izeitigen Methode.

BllleI‘IZ V;leeizher V‘ghaise kann, wie NEUKIRCH gezeigfo hat, umgekehrt ver-
fahren werden, indem man zun#chst die Versuchsrohrchen .24 S“tundenU in
den Eisschrank bringt, und sie dann in den Brutschrank u"berfuhrt. n-
spezifische Kilteflocken ldsen sich dann, und. umgel.{ehrt konnel.lf‘iVas?r-
mann-positive Sera primér im Tisschrank negativ reagieren und bei f gender
Einwirkung der Brutschranktemperatur Afusﬂockung er_geben. :Fm et.zteli)erf
Falle handelt es sich demnach um ein ganz #hnliches Blld. wie hel
der zweizeitigen Ausflockungsreaktion von MEII?ICKE, nur daf hier n];c t,
wie bei Muinicks, der Elektrolytgehalt, sondern d.m Temperaturv?rschle 1111ng
den charakteristischen Faktor bildet. Fiir praktische Zwecke wiirden a ler-
dings diese Modifikationen die Ablesung des Ergeb?lsst.as durch" die } er-
langerung der Versuchsdauer auf 48 Stunden ungebiihrlich verzégern ).

Wir haben unser Augenmerk an erster Stelle dara’uf gerichtet,
" bei einzeitiger Anordnung die Empfindlichkeit des Ver-

fahrens bei Brutschranktemperatur zu steigelzn.. Das ge-
lingt einerseits durch eine geeignete stirkere Cholesterinierung der

: Vergleiche hierzu
1) Anmerkung wahrend der Koyrektur /

auch d)ie Ausfiihrungen in der inzwischen erschienenen Arbeit von GABRHTGENS
(Literaturyerzeichnis Nr. 39).
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Extrakte, andererseits durch eine langsamere Verdinnung der Extrakte
mit physiologischer Kochsalzlosung. Bei den meisten Extrakten ist
némlich auch fiir die Ausflockungsreaktion die ibliche fraktionierte
Yerdiinnung der Extrakte brauchbar und liefert. dabei fiir die Be-
d{ngm‘lgen im Brutschrank eine grofere Empfindlichkeit als unsere
bisherige Vorschrift, nach der der Extrakt zweizeitig verdiinnt wird :

zuerst rasch mit gleichen Teilen physiologischer Kochsalzlgsung und

sodann nach kuzem Umschwenken mit weiteren 4 Teilen physiologischer
Kochsalzlosung.

Die Vorziige, die in dieser zweizeitigen Art der Verdiinnung ge-
legen sind, sind natiirlich ohne weiteres einleuchtend. Denn die Zwei-
Zf%ltigkeit folgt dem Prinzip der fraktionierten Verdiinnung bei moglichst
einfacher Technik, ohne dabei wesentlichen individuellen Variationen
Raum zu geben. Auch MEINICKE ) hat jiingst diese von uns an-
gegebene ' zweizeitige Form der Extraktverdiinnung fiir seine Aus-
flockungsmethode empfohlen und schreibt zwischen den beiden Stadien
des Verdiinnungsaktes ein Zeitintervall von 1 2 Stunden vor. Wir
selbst haben fiir unsere Brutschrankmethode bisher durch Verlinge-
rung des Zeitintervalls auf 5—10 Minuten bereits eine Verstirkung
‘der Reaktion eintreten sehen. :

Fir die weitere Erprobung wird es sich also darum
hgndeln, die Extrakte fiir die Brutschrankmethode ge-
eignet zu cholesterinieren und unter Umstinden durch
fraktionierte Verdinnung oder durch zweizeitige Ver-

dinnung mit lingerem Zeitintervall die Bedingungen °

moglichst empfindlich zu gestalten, ohne den Rahmen
des charakteristischen Gepréiges zu durchbrechen.
Wesent'lich ist auch hier wieder die Extraktfrage und auBerdem die
Hergnz1e];ung einer Mehrzahl von Extrakten zur Untersuchung. Ferner
scheint nach unseren Erfahrungen die Erhéhung der Serummenge (z. B
1,0 cem der 5-fachen Verdiinnun g) in gleichem Sinne zu wirken 2). :

Vorliufig ergeben sich mithin fiir die weitere Erprobung unserer
Ausflockungsreaktion zwei Wege:

A. Unsere bisherige Anordnung: 2 Stunden Brut-
.sch.ranktemperatur, dann Zimmertemperatur. Dieser Weg
1st jedenfalls hinreichend empfindlich, kann aber nach den Angaben der
Autoren, zumal bei Abkiihlung der Zimmertemperatur, unter Umstinden
zu gelegentlichen unspezifischen Reaktionen fiihren.

B. Brutsehrankmethode: 18—20-stiindiger Aufent-
halt nur im Brutschrank: dabei etwas geringere Empfindlichkeit,

1) E."M.EINICKE,. Deutsche med. Wochenschr., 1919, Nr. 24.
2) Moglicherweise fiihrt auch eine Verkiirzung der Inaktivierungs-

vy z g s
st?ég:r:it;lé, zu Bedingungen, die fiir die Brutschrankanordnung noch giin-
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aber nach unseren bisherigen Erfahrungen keine Gefahr unspezifischer
Reaktionen.

Wiirde man die Ausflockung in Paralleluntersuchungen in der ge-
nannten Art (Brutschrank -+ Zimmertemperatur und nur Brutschrank)
ausfilhren, so wiirde man divergente Ergebnisse als zweifelhaft be-
zeichnen miissen. Der autoritative Wertmesser, den wir in der WASSER-
MANNschen Reaktion besitzen, wiirde dann beim Fehlen klinisch-ana-
mnestischer Angaben fiir Syphilis maBgebend zu entscheiden haben.

C. Methodik.

Die Methodik fir die Serodiagnostik der Syphilis mittels Aus-
flockung durch cholesterinierte Extrakte hat sich seit unserer ersten
Arbeit nicht wesentlich geéndert. Neuere Erfahrungen und gelegent-
liche Anfragen von Fachgenossen geben uns aber doch AnlaB, sie im
folgenden im Zusammenhange unter Hervorhebung einzelner Punkte

zu besprechen.

Bereitung und Priifung der Extrakte.

Im Mittelpunkt der Methodik steht natiirlich die Benutzung ge-
eigneter Extrakte. Bisher wird durch die Cholesterinierung die hin-
reichende Empfindlichkeit erzielt.

Cholesterinierte Extrakte werden folgendermalBen
hergestellt:

Kin Gewichtsteil feuchter Organsubstanz wird mit 5 Volumteilen
Alkohols extrahiert. Das Organ (Herzen moglichst frei von Fettsubstanz)
wird fein zerschnitten oder durch die Fleischmaschine getrieben, sodann
in der Reibschale, eventuell unter Zusatz von etwas Seesand, zerrieben
und nach Versetzen mit Alkohol unter Zusatz von Glasperlen 4—b Stunden
lang im Schiittelapparat geschiittelt. Am nachsten Tage wird durch ein
gewohnliches Papierfilter filtriert.

Der derart erhaltene Rohextrakt bleibt mindestens 2 Tage im Kis-
schrank stehen und wird dann von dem entstandenen Niederschlag ab-
filtriert.

Nunmehr wird der Rohextrakt verschiedengradig mit Alkohol ver-
diinnt und mit verschiedenen Cholesterinzusitzen versetzt, um die optimalen
Bedingungen bei der Ausfloekungsreaktion zu erproben. Als Ausgangs-
material dient eine 1-proz. Cholesterinlosung.

Versuchsbeispiel: Man verdinnt etwa den Rohextrakt

I. mit gleichen Teilen Alkohol
II. , 2 Teilen Alkohol
III' ” 3 n ”
und setzt zu je 10 cem dieser Verdiinnungen

a) 0,3 cem 1-proz. Cholesterinlésung
b) 0,45 ,, ”
c) 06 , ”
d) 0,75 , ”
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Das Ergebnis #ullert sich dann unter gleichzeiticer Benut i
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In der vorliegenden Tabelle wire also bei einem Zusatz von
0,45 ccm 1-proz. Cholesterinlésnng zu 10 ccm der 3-fachen
Extraktv.erdl‘innung das Optimum gelegen. Unter Umstinden muf
man natiirlich Zwischenstufen der Verdiinnung und Cholesterinierung ein-
schalten. MaBgebend ist es, die Bedingungen so zu gestalten, dal bei
Fxtig]ichst starker Empfindlichkeit das charakteristische Geprage gewahrt
ist. Dariiber kénnen aber nur umfangreiche Untersuchungen entscheiden.

Aus 6konomischen Griinden wihlen wir den Verdiinnungsgrad so
stark als moglich. Meist haben wir einen Zusatz von 0,45—0,6 ccm
1-px.'oz. Cholesterinlésung zu 10 cem 3-fach verdiinntem Rohextra,kt als
geeignet gefunden.

Nach den bisherigen Erfahrungen sind Rinderherzen, Menschen-

herzen, Meerschweinchenherzen und auch Lueslebern zur Extraktbereitung
brauchbar 2). v

Das Patientenserum.

Das Patientenserum soll natiirlich, wie auch bei der WASSERMANN-
schen Reaktion moglichst frisch verwendet werden. Es soll klar sein ;
geringer Himoglobingehalt scheint ohne Bedeutung.

Nach MUNSTER kann eine linger als 3 Tage dauernde Auf-
bewahrung der Sera die Reaktionsfihigkeit beeintrichtigen oder zu

Eigenflockung des Serums fiihren. Aeltere Sera diirften in der Praxis
kaum in Betracht kommen.

Der Nachteil allzu langer Aufbewahrung ergibt sich auch aus den
Apgaben Konirzers, nach denen 2,5 Proz. der Sera Eigenhemmung auf-
wiesen. Nach den Angaben Koxirzers hat aber »ein Teil der Sera

1) Beziiglich der Extrakt- und Serumkontrollen siche spiter.

2) Wir sind auch weiterhin bereit, von uns tifte Extrakt ch
Mbglichkeit abzugeben. ’ SR e
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langere Zeit im Higschrank, jedoch nicht iber 14 Tage gelagert®. Der-
artig langes Aufbewahren der Sera ist zu vermeiden.

Das Verdiinnungsmedium.

Zur Verdiinnung von Extrakt und Patientenserum dient physio-
logische (0,85-proz.) Kochsalzlosung (mit destilliertem Wasser bereitet).
Sie soll steril und moglichst frisch sein und vor Gebrauch filtriert
werden. Auf Nachteile, die sich bei Verwendung élterer Losungen er-
geben (Eigenflockung), hat MUNSTER hingewiesen.

Bereitung der Extraktverdiinnung.

Die -cholesterinierten alkoholischen Extrakte werden mit 5 Teilen
physiologischer Kochsalzlosung verdiinnt, nach unserer bisherigen Vor-
schrift derart, dal zuniichst ein Teil Extrakt rasch mit einem Teil
Kochsalzlosung gemischt wird und nach kurzem Umschwenken weiterer
Zusatz von 4 Teilen physiologischer Kochsalzlosung erfolgt.

Die Extraktverdiinnungen kénnen empfindlicher werden, wenn
zwischen die beiden Akte der Verdiinnung ein Zeitintervall von 5 bis
10 Minuten eingeschoben wird, oder wenn der Extrakt fraktioniert
verdiinnt wird, d. h. langsames Zulaufenlassen von 5 Teilen physio-
logischer Kochsalzlosung zum Extrakt unter stetem Schiitteln (siehe
dariiber weiter unten). Dabei muf darauf geachtet werden, daf nicht
etwa durch eine zu langsame Verdiinnungsart bereits eine Ausflockung
der Extraktbestandteile stattfindet oder die Extraktverdinnung zu
tritbe wird.

Vorbereitﬁng des Patientenserums.

Das Patientenserum wird zur Untersuchung !/, Stunde lang im
Wasserbade bei 559 inaktiviert und sodann mit 9 Teilen physiologischer *
Kochsalzlosung (10-fach) verdiinnt ).

Die von MANDELBAUM angegebene Serumverdiinnung vor dem  In-
aktivieren besitzt nach den Angaben von LmssEr, Munster, Mayer und
StiLting keinen Vorteil; nach Lmssur und MunsTer kann sie leichter zu
gelegentlicher unspezifischer Flockung fiihren. :

Ausfithrung.

Zur Ausfiihrung der Methode stellt man die Reagensglasgestelle mit:
den Versuchsrohrchen zweckmifig so auf, daB die das gleiche Serum ent-
haltenden Rohrchen hintereinander, die den gleichen Extrakt enthaltenden
Rihrchen nebeneinander stehen.

1) Nach MtnsTER neigen Sera, wenn sie gleich nach der Inaktivierung
verwendet werden, leicht zu zweifelhaften, unspezifischen Reaktionen (vgl.
hierzu auch Mminicke). Es wird zu erproben sein, ob sich allgemein ein
Mindestzeitintervall (etwa 3 —4 Stunden) zwischen Inaktivierung und Aus-
fiihrung empfiehlt.
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Es wird je 1 ccm der 10-fachen Serumverdiinnung mit je 0,5 ccm
der 6-fachen Extraktverdinnung gemischt. Es empfiehlt sich, mindestens
2—3 Extrakte zur Untersuchung zu verwenden L)}

Auferdem werden je 0,5 ccm der Extraktverdiinnung mit 1 cecm
0,85-proz. Kochsalzlosung gemischt (Extraktkontrolle)..

Ferner werden je 1 cem 10-facher Serumverdiinnung mit 0,5 ccm
6-fach mit physiologischer Kochsalzlésung verdiinnten Alkohols ge-
mischt (Serumkontrolle).

Zur Sicherung ist ein positives und ein negatives Vergleichsserum
heranzuziehen.

Die derart hergestellten Gemische bleiben entweder:

a) 2 Stunden im Brutschrank und sodann iiber Nacht bei Zimmer-
temperatur, oder
b) 18—20 Stunden im Brutschrank?).

Versuchsanordnung a) ist empfindlicher, kann aber unter Um-
stinden zu gelegentlichen unspezifischen Reaktionen fiihren. Ver-
suchsanordnung b) ist charakteristisch fiir Syphilis,
aber etwas weniger empfindlich.

Die Empfindlichkeit bei der Versuchsanordnung b) kann gesteigert
werden durch fraktionierte Extraktverdiinnung oder durch Einschiebung
eines Zeitintervalls bei der Verdinnung (siehe oben).

Beurteilung.

Die Ablesung und Beurteilung der Ergebnisse erfolgt im Agglutino-
skop von KuaN und WoirHE %) 18—24 Stunden nach der Ausfithrung.
Die Extraktkontrolle muf vollstindig klar sein. Sind bei einzelnen
Seris die Serumkontrollen ausgeflockt, so ist das Serum ungeeignet,
und die Untersuchung muf wiederholt werden.

Positive Reaktionen duBern sich durch das Erscheinen deut-
licher heller Kornchen auf dunklem Grunde. Ihre Stirke 148t sich
durch die Abstufungen 4+, 4+, - abschitzen.

Negative Sera erscheinen klar durchscheinend, bzw. nur schwach
opalisierend.

1) Anmerkung wahrend der Korrektur: Verwiesen sei auf
die Angaben von Scurrr (Literaturverzeichnis Nr. 46), sowie Lipp (Literatur-
verzeichnis Nr. 41), die fiir die Untersuchung kleinerer Blutmengen mittels
Ausflockung Mikromethoden empfehlen.

2) Anmerkung wahrend der Korrektur: Beztiglich der Mog-
lichkeit, den Ablauf der Ausflockungsreaktion durch Zentrifugieren zu be-
schleunigen, sei auf die Arbeiten von MEyrr und GAmrTGENS verwiesen.

3) Nach den Angaben einer Reihe von Autoren kann man dag Er-
-gebnis auch mit der Lupe ablesen oder bei Verwendung von Blockschilchen

im Mikroskop bei schwacher Vergroferung beurteilen (MaxprLBAUM, Lipp,
Rercr, MuNsTER u. a.)
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Bestehen Zweifel an der Homogenitit des Gemisches, so ist das

Ergebnis als zweifelhaft (4-) zu bezeichnen, und die Untersuchung

mull wiederholt werden.

Stark positive Reaktionen sind meist schon nach 2—3-gtiindigem
Aufenthalt im Brutschrank ablesbar und in der Regel auch bei makro-
skopischer Besichtigung zu beurteilen ?).

Fir die Untersuchung von Lumbalfliissigkeiten gelten

die gleichen Vorschriften; die Lumbalfliissigkeit muf aber in unver-

diinntem Zustande in den Mengen von 1,0—0,5 cem verwendet werden.

Bisherige Literatur iiber die Serodiagnostik der Syphilis mittels
Ausflockung durch cholesterinierte Extrakte.

1) BLUMENTHAL, F., Ueber die Sachs-Georgische Reaktion. Berl. Dermatol. Gesell-
schaft, 11. Febr. 1919; Dermatol. Wochenschr., 1919, Nr. 12.

2) — Diskussionsbemerkungen. Berl. med. Gesellschaft, 19. Febr. 1919; Berl. klin.
Wochenschr., 1919, Nr. 12.

3) FRANKEL, B., Demonstration der Sachs-Georgischen Reaktion bei Syphilis.
Deutsche med. Wochenschr., 1919, Nr. 11, S. 311.

4) Georai, W., Die Bedeutung der Extraktbeschaffenheit fiir die Ausflockung des
syphilitischen Blutserums. Zeitschr. {f. Immunitéitsforsch., Bd. 27, 1918, S. 518.

5) -5 Studien tiber Serumausflockung bei Syphilis. Biochem. Zeitschr., Bd. 93,
1919, 8. 16.

6) — Ueber Serodiagnostik der Syphilis mittels Ausflockung (insbesondere iiber die
Methode nach Sachs und Georgi). Dermatol. Wochenschr., Bd. 68, 1919, S. 193.

7) GueGENHEIMER, H., Diskussionsbemerkungen. Berl. med. Gesellschaft, 19. Febr.
1919; Berl. klin. Wochenschr., 1919, Nr. 12. :

8) KAFKA, V., Ueber die neuen Luesreaktionen nach Meinicke, sowie nach Sachs.
Aerztlicher Verein Hamburg, 26. Nov. 1918; Berl. klin. Wochenschr., 1919, Nr. 1.

9) KonirzER, P., Die Bedeutung der Ausflockungsmethode nach Meinicke und
Sachs-Georgi fiir die Serodiagnostik der Syphilis. Med. Klinik, 1919, Nr. 14.
(Vgl. auch E. FRIEDBERGER und P. KONITZER, ebenda, 1919, Nr. 5.)

10) Lusser, F., Fortschritte in der Serodiagnostik der Syphilis (Meinickesche und
Sachs-Georgische Ausfillungsreaktion). Berl. klin. Wochenschr., 1919, Nr. 10.
11) — Diskussionsbemerkungen. Berl. Dermatol. Gesellschaft, 11. Febr. 1919 ; Dermatol.

Wochenschr., 1919, Nr. 12.
12) Lipp, H., Zur Serodiagnostik der Syphilis mittels Ausflockung durch cholesterinierte
Extrakte nach Prof. H. Sachs und Dr. W. Georgi. Med. Klinik, 1918, Nr. 50.
13) Lons, M., Die Reaktion nach Wassermann und Sachs-Georgi. Deutsche med.
Wochenschr., 1919, Nr. 21.

14) MANDELBAUM, M., Zur Syphilisdiagnostik mit Hilfe der Fillungsreaktion nach
Sachs-Georgi. Miinch. med. Wochenschr., 1918, Nr. 43. :

15) MEINICKE, E., Zur Methodik der serologischen Luesdiagnostik. Miinch. med.
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1) Anmerkung wihrend der Korrektur: Auf Grund neuerer
Erfahrungen (Stirine, Lmsser, Garareess, Nmukirc) ist Vorsicht bei
der friihzeitigen Beurteilung geboten. Es kénnen niimlich unter Umstinden
bei kurzfristigem Aufenthalt im Brutschrank unspezifische Reaktionen auf-
‘treten, die beim weiteren Verweilen der Versuchsrohrchen iiber Nacht im
Brutschrank verschwinden.
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(Ausflockung nach Sachs und Georgi). Aerztl. Verein Frankfurt a. M., 16. Sept.
1918; Miinch. med. Wochenschr., 1919, Nr. 3.

29) — und GeoreI, W., Zur Serodiagnostik der Syphilis mittels Ausflockung durch
cholesterinierte Extrakte. Med. Klinik, 1918, Nr. 33.

30) — — Zum serologischen Luesnachweis mittels Ausflockung. Dermatologentagung
Frankfurt a. M., 1918; Dermatol. Zeitschr., Bd. 26, 1918, S. 306.

31) — — Die Ausflockung des Liquor cerebrospinalis durch cholesterinierte Extrakte.
Arb. a. d. Inst. f. exp. Ther. zu Frankfurt a. M., Heft 6, 1919.

32) — — Zur Kritik des serologischen Luesnachweises mittels Ausflockung. Miinch.
med. Wochenschr., 1919, Nr. 16.

33) SCHRODER, H., Ueber Ergebnisse der Ausflockungsreaktion nach Meinicke und
Sachs-Georgi fiir die serologische Luesdiagnose. Med. Klinik, 1919, No. 21.

34) v. WASSERMANN, A., Diskussionsbemerkungen. Berl. med. Gesellschaft, 19. Febr.
1919; Berl. klin. Wochenschr., 1919, Nr. 12. :

35) WELCHARDT, W., und SCHRADER, E., Ueber die Serodiagnostik der Syphilis mittels
Ausflockung durch cholesterinierte Extrakte. Med. Klinik, 1919, Nr. 6.

Nachtrag wihrend der Korrektur.

Wihrend der Drucklegung dieser Arbeit erschienen:

36) BLUMENTHAL; G., Erfahrungen mit der Meinickeschen und der Sachs-Georgischen
Reaktion. Med. Klinik, 1919, Nr. 31.

37) FRANKEL, E., Untersuchungen mit der Flockungsreaktion nach Sachs - Georgi.
Deutsche med. Wochenschr., 1919, Nr. 37.

38) — Beitriige zur Theorie von Serumreaktionen bei Lues und Carcinom. Miinch.
med. Wochenschr., 1919, Nr. 37.

39) GAenTGENS, W., Die Serodiagnostik der Syphilis mittels der Ausflockungsreaktion
nach Sachs und Georgi. Minch. med. Wochenschr., 1919, Nr. 33.

40) Lesser, F., Zum serologischen Luesnachweis mittels Ausflockung. Eine Modi-
fikation der Meinickeschen Reaktion. Med. Klin., 1919, Nr. 33.

41) Lree, H., Eine leicht ausfithrbare Mikromethode zur Anstellung der Sachs-Georgi-
schen Ausflockungsreaktion. Miinch. med. Wochenschr., 1919, Nr. 42.

42) MEINICKE, E., Ueber die dritte Modifikation meiner Luesreaktion. Miinch. med.
Wochenschr., 1919, Nr. 33.

43) PrAvur, F., Die Sachs-Georgische Ausflockungsreaktion bei Syphilis mit besonderer
Beriicksichtigung ihrer Anwendung am Liquor. Zeitschr. f. die ges. Neurologie:
u. Psychiatrie, Bd. 52, 1919, S. 193. :

44) RAABE, A., Ueber Parallelversuche mit Serum und Liquor nach Wassermann und

_ Sachs-Georgi. Inaug.-Diss. Berlin, 1919, und Berl. klin. Wochenschr., 1919, Nr. 43.
45) %EILER, ]%'gDie Serodiagnostik der Syphilis nach Sachs-Georgi. Inaug.-Diss.
eipzig, 1919.

46) ScHEER, K., Die Bedeutung der Sachs-Georgischen Reaktion fiir die Luesdiagnostik
im Kindesalter. Miinch. med. Wochenschr., 1919, Nr. 32.

47) STILLING, E., Zur Frage der Spezifizitdt beim serologischen Luesnachweis mittels
Ausflockung nach Sachs und Georgi. Erscheint in t%er Med. Klinik.

48) ZmMMERN, F., Zur klinischen Brauchbarkeit der Ausflockungsreaktion nach Sachs-
Georgi. Dermatol. Wochenschr., Bd. 69, 1919, Nr. 33, S. 523.

49) ZURHELLE, E., Zur klinischen Bewertung der Ausflockungsreaktion auf Syphilis-
nach Sachs und Georgi. Dermatol. Zeitschr., Bd. 28, 1919, S. 129.

Ueber die Bedeutung der Serum-
konzentration beim Inaktivieren fiir
den serologischen Luesnachweis

Von

Dr. E. Stilling




Aus der experimentell - biologischen Abteilung (Prof. H. Sacus) des
Instituts fiir experimentelle Therapie in Frankfurt a. M. (Direktor :
Geheimer Medizinalrat Prof. Dr. W. KoLLE).

Die von SAcHS und GEORGIY) fiir den serologischen Luesnach-
‘weis angegebene Ausflockungsreaktion, bei der 0,1 cecm inaktivierten
Patientenserums mit 0,5 cem 6-fach verdiinnten alkoholischen cholesteri-
~nierten Organextrakts im Gesamtvolumen von 1,5 cem in physiologi-
scher Kochsalzlosung gemischt werden, hat MANDELBAUM durch die
von ihm zuerst fir die Ausfihrung der WassErMANNschen Reaktion
vorgeschlagene Modifikation der Seruminaktivierung zu verbessern ge-
sucht. Nach MANDELBAUM?) erhilt man nimlich durch Inaktivieren
des zuvor mit physiologischer Kochsalzlgsung verdiinnten Serums bei
der WAssERMANNschen Reaktion insofern giinstigere Bedingungen, als
dabei die Empfindlichkeit gesteigert, zugleich aber die Méglichkeit von
Eigenhemmungen, durch das Serum bedingt, vermindert wird. Diese
Malnahme hat MANDELBAUM %) auch auf die SAcHS-GEORGISche Aus-
flockungsreaktion angewandt. Er hat Paralleluntersuchungen aus-
gefiihrt, einerseits nach der Vorschrift von Sacms und GEORGI, die
das Patientenserum, wie iiblich, vor dem Verdiinnen inaktiviert haben,
andererseits mit vorheriger Verdiinnung des Patientenserums in physio-
logischer Kochsalzlosung und nachfolgender Inaktivierung der derart
erhaltenen Serumverdiinnungen. Nach MANDELBAUM besteht der Vor-
zug dieser von ihm geiibten Versuchsanordnung bei der Ausflockungs-
reaktion darin, ,dal das Resultat fast immer mit bloBem Auge abge-
lesen werden kann, und die positiven Ausschlige hiufiger sind, ohne
an Spezifitit einzubiiBen®.

Allerdings diirfte sich diese SchluBfolgerung aus der von MANDELBAUM
gegebenen tabellarischen Usbersicht nicht ohne weiteres ergeben. Denn
unter seinem kleinen Material befindet sich eine Serumprobe mit der
Diagnose ,Gonorrhse“, die sowohl bei der Wassmraaxnschen Reaktion,
als auch bei der Ausflockung nach Saces und Grorar negativ reagierte,
bei der ManprLBAUMSChen Modifikation der Seruminaktivierung aber positiv
ausfiel. Da nihere Angaben fehlen, mub es dahingestellt bleiben, ob es

1) H. Saces und W. Gmora1, Med. Klinik, 1918, Nr. 33.
2) M. MaxpeLBAUM, Miinch. med. Wochenschr., 1918, Nr. 11.
3) Derselbe, ebenda, 1918, Nr. 43.
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sich hierbei um den Ausdruck einer unspezifischen Reaktion nach MANDEL-
BAUM oder um eine gleichzeitige Luesinfektion handelte.

Auffillig ist die verhdltnismiRig geringe Zahl (64 Proz.) von
tibereinstimmenden Ergebnissen, die MANDELBAUM mit der WASSER-
MANNschen Reaktion und der Ausflockung nach SAcHS-GEORGI bei
Wassermann-positiven Sera erzielt hat. Allerdings darf nicht {iber-
sehen werden, daf das von MANDELBAUM mitgeteiite Material so klein
ist, daB es kaum zu einer statistischen Verwertung berechtigen diirfte
(vgl. auch MANDELBAUM).

In der Arbeit von ManprrBAUM sind nimlich lediglich 11 Wassermann-
positive Sera angefiihrt, von denen 7 auch bei der Ausflockung positiv
reagierten. Wenn auch andererseits bei der Ausflockung 3 weitere Wasser-
mann-negative syphilitische Sera positive Reaktionen aufwiesen und somit
die Gesamtzahl der bei der Ausflockung positiven Sera nur geringgradig
hinter der Gesamtzahl der Wassermann-positiven Sera zurtickbleibt, so ist
doch das von ManpeLBAUM beigebrachte Material in bezug auf verallge-
meinernde Schluffolgerungen mit Vorsicht zu bewerten.

Jedenfalls miilte die von MANDELBAUM eingefiihrte Modifikation
der Seruminaktivierung als eine Verbesserung zu begriilen sein, wenn
sie in der Tat zu einer gréferen Empfindlichkeit der Ausflockungs-
methode fiihrte, ohne dabei die Grenze des fiir Lues charakteristischen
Gepriiges zu tiberschreiten. Allerdings haben LESSER 1) und MUNSTER 2)
berichtet, daf die MANDELBAUMSChe Inaktivierungsart zu einer gréferen
Zahl von unspezifischen Reaktionen fihrt. Nach MEYER %) bewirkt sie
nur gelegentlich einen stirkeren Ausfall der Reaktion & )8

Ich habe nun das der serodiagnostischen Untersuchungsstelle des
Institus zur Verfiigung stehende Material dazu benutzt, um ver-
gleichende Untersuchungen iiber die FErgebnisse der Ausflockungs-
reaktion mit zuvor inaktiviertem und dann verdiinntem und umgekehrt
it zuvor verdiinntem und dann inaktiviertem Serum anzustellen.

Methodisch bin ich dabei in der Mehrzahl der Versuche von den
Angaben MaNDELBAUMS geringgradig abgewichen. Nach MANDELBAUM
werden 3 Tropfen des inaktivierten Serums mit 1 ccm Kochsalzlésung
versetzt und inaktiviert. In meinen Versuchen wurde das Serum 5-fach
vor dem Inaktivieren verdiinnt, wie es MANDELBAUM fir entsprechende
vergleichende Untersuchungen mit WassermANNscher Reaktion angibt. Hs
geschah das aus dem Grunde, weil ich vielfach die Serumproben zugleich
auch zur Ausfilhrung der Wassermannschen Reaktion benutzte. Das 5-fach

verdiinnte und sodann inaktivierte Serum wurde mit gleichen Teilen physio-
logischer Kochsalzlgsung verdiinnt.

1) F. Lusser, Berl. klin. Wochenschr,, 1919, Nr. 10.

2) M. MoxsteR, Miinch. med. Wochenschr., 11919, "N+ =19;

3) K. Mryer, Med. Klinik, 1919, Nr. 11.

4) Anmerkung wihrend der Korrektur: FrANKEL (Deutsche
med. Wochenschr,, 1919, Nr. 87) sah bei der Inaktivierungsart nach
MaxpeLBAUM keine Unterschiede gegeniiber dem iiblichen Vorgang.
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Sodann wurde 1 com dieser Verdinnung mit je 0,5 com é‘f-fach mit
physiologischer Kochsalzlosung verdiinnten cholesterinierten Rinderherz-
extraktes gemischt. Die Extraktverdiinung erfolgte nach der Vors.f,chrlft
von Sacus und Gmorer derart, daB zunﬁ:chst gleiche Telnle alkoholischen
Extraktes mit gleichen Teilen physiologischer Kochsg.lzlosung .ra.sch ge-
mischt wurden, worauf nach kurzem Umschwenken weitere 4 Teile physio-
logischer Kochsalzlosung rasch zugefiigt Wurden: Zyglelch Wu1"de in
Parallelversuchen 1 ccm 10-fach verdiinnten, zuvor mi_xktlwerte_n Pat1e1.1te;11-
gerums mit je 0,5 cem der Extraktverdinnung gemischt. Die Gemisc 2
blieben, wenn nichts anderes angegeben ist, 2 Stunden im Brutschrank un

dann iber Nacht bei Zimmertemperatur. :
1, m;)as Ergebnis wurde mittels des Agglutinoskops abgelesen uund mit

S

) = zweifelhaft
— = negativ

bezeichnet. .

In meinen Untersuchungen hielt ich mich zunichst insofern' an d{e
iiblichen Vorschriften und an die Angaben MANDELBAUM"S, als ich dn?
Inaktivierung des Patientenserums bzw. der Serumverdiinnungen bei
55—560 vornahm. Insgesamt wurden derart 1G5 S.el.'a unte.rsucht, von
denen bei der WAassERMANNschen Reaktion 45 positiv reaglel"t hatten.
Auch bei der Ausflockung nach SACHS unfl GE'ORGI reagierten 45
dieser Sera positiv, darunter allerdings 3, die be1' .dfzr WASSEIEMANN-
schen Reaktion negativ waren, jedoch von Syphilitikern herruhrtep,
wihrend 3 Wassermann-positive Sera bei der. Ausﬂock'ung _n'egatw
reagierten. Beim Vergleich der Ausflockung .m1t vorher inaktiviertem
und dann verdiinntem Serum (Original) mit der von MANDELBAFIM
geiibten Verdiinnung vor dem Inaktivieren (MANDELBAUM) ergaben s11;:h
nur 5 quantitative Unterschiede, die aus folgender Tabelle 1 ersicht-

ich sind. ,
gt Tabelle 1.

Ausflockung
W ASSERMANNsche

Reaktion Original MANDELBAUM

(&)
+ +++
++ +++
++ +++

3 Sera haben also nach MANDELBAUM stirker reagiert, ol.me aber
nach der Originalmethode eine positive Ausflockung vermlssen'zE
lassen. 2 Sera verhielten sich umgekehrt. Es ergaben Si'lc
daher in meinen Versuchen keine Anhaltspunkte da ir,
daB mit der Inaktivierungsart nach MANDELBAUM elne

wesentliche Verfeinerung der Methode erreicht wird?.

positiv TF i 57 Slaals

i isti dings erst nach 2 Stunden,
Auch bei kurzfristiger Beobachtung, allerdings ers
ha.bel)ichu(i:m allgemeinen keine stirkere Ausflockung in der Anordnung

Arb. a. d. Inst. f. exp. Ther. u. d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a. M. X. 3
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Worauf die Unterschiede zwischen meinen Ergebnissen und- den-
Jenigen MANDELBAUMS zuriickzufiihren sind, méchte ich zunéichst dahin-
gestellt sein lassen. Man wird an Differenzen in der Beschaffenheit
bzw. Alter und Gewinnungsart der Serumproben denken konnen, zumal,
wenigstens nach den fiir die Ausfithrung der WASSERMANNschen Re-
aktion geltenden Angaben MANDELBAUMS, die Sera kurz nach der Ge-
winnung, héchstens aber nach 24-stindigem Aufenthalt des Patienten-
blutes im Eisschrank verarbeitet werden sollen. Das ist bei dem
Material der hiesigen Untersuchungsstelle keineswegs immer moglich.
Trotzdem diirfte aber: auch eine Priifung ohne Riicksicht hierauf in-
sofern wertvoll sein, als sie zeigen mufl, ob die von MANDELBAUM an-
gegebene Inaktivierungsart in Zentraluntersuchungsstellen Vorteile auf-
weist. AuszuschlieBen ist dabei nicht, daf der Verdiinnungsgrad vor
der Inaktivierung von einer gewissen Bedeutung ist. Wie schon er-
wahnt wurde, hat ja MANDELBAUM 3 Tropfen Serum mit 1 cm physio-
logischer Kochsalzlésung vermischt, wihrend ich die 5-fache Serum-
verdiinnung inaktiviert habe. Rin Vergleich ist, da sich aus der
Zahlenangabe nach Tropfen keine strengen volumetrischen MaBe ab-
leiten lassen, nicht ohne weiteres moglich. Im Laufe meiner Unter-
suchungen kam es aber auch weniger darauf an, die Richtigkeit der
Angaben MANDELBAUMS fiir die Praxis der Ausflockungsreaktion ent-
scheidend zu priifen, da sich nach den Erfahrungen des hiesigen In-
stituts die Methode als hinreichend empfindlich erwiesen hatte und die
mitgeteilten orientierenden Versuche nicht fir eine Ueberlegenheit der
Anordnung MANDELBAUMS zu sprechen schienen. Ueberdies haben
orientierende Versuche mit 10-facher Serumverdiinnung zu keiner
wesentlichen Abweichung der Ergebnisse gefiihrt.

Indessen war doch von vornherein nicht anzunehmen, daf die
Befunde MANDELBAUMS zufélliger Art sein sollten, zumal Jja, wie schon
erwihnt, LESSER und MOUNSTER eine grofere Zahl positiver, allerdings
unspezifischer Reaktionen nach MANDELBAUM erzielt haben. Es schien
daher von Interesse, die sich aus MANDELBAUMS Beobachtungen er-
gebende prinzipielle Frage zu priifen, ob in bezug auf Ausflockung
durch cholesterinierte Rinderherzextrakte die durch das Inaktivieren
erfolgende Stabilisierung der SerumeiweiBstoffe eine grofere ist,
wenn das Serum in unverdiinntem Zustand der Inaktivierungstempe-
ratur ausgesetzt wird. Der Umstand, daB sich in den ersten, oben
angefiihrten Versuchen zunichst mindestens keine wesentlichen Unter-
schiede ergaben, fiihrte von diesem Gesichtspunkt aus zu dem Be-
streben, die Stéirke des stabilisierenden Einflusses zu

MaNpeLBAUMS gesehen, wihrend ManpELBAUM angibt, daB schon nach
15—80 Minuten die auftretenden Triitbungen bei dem von ihm getibten
Vorgang besser erkannt werden konnen.
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steigern. Wenn auch bei der iiblichen Inaktivierungstemperatur
von 55—56° ein Unterschied nicht zutage trat, so war es doch
denkbar, daB bei einer Steigerung der Inaktivierun gstemp.e-
ratur, die ja zugleich eine Verstirkung des stabilisierenden E‘ln-
flusses bedeutet, Differenzen im Sinne von MANDELBAUM manifest
wurden. i
Die Versuche, die ich daher mit Inaktivierung der Patientensera
bei hoheren Temperaturen (589, 609, 629, 639) anstellte, .haben d.iesen
Erwartungen e'ntsprochen. Wie bereits GEORGIY) mitge.tellt' h_at, nim mé
die Empfindlichkeit der Ausflockungsreaktion ebenso wie. diejenige der
WasSERMANNschen Reaktion bei Steigerung der Inaktivierungstempe-
ratur ab. Dagegen haben meine Versuche ergeben, daB bei zwar
verminderter Empfindlichkeit unter diesen Verhéi_lt-
nissen die vonh MANDELBAUM angegebene Inaktivie-
rungsart insofern Vorziige besitzt, als sie die A.bnahme
der Empfindlichkeit in quantitativ wesentlich ge-
ringerem Grade in Erscheinung treten L&Qt. : Und zwar
dufert sich der eben charakterisierte Einfluf der Inaktivierung nach
MANDELBAUM um so deutlicher, je hoher die Inaktivierungstempe-
ratur liegt.
Es ergibt sich dies aus der folgenden Uebersicht (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2.

Anzahl Es reagierten nach der Originalanordnung (O)

Inaktivie-| ~ der mittels und nach MANDELBAUM (M):

rungs- | Ausflockung ge- - - -

temp%ra- priiften Wa.- | iiberein- | iiberein- | Nur M>0 Nur |
tur positiven |stimmend | stimmend ’

Sera negativ positiv

> 5 3 37
gg v 8 22
60° 23 24
62° 61 16
63° 2 0

Aus der vorstehenden Uebersicht ergibt sich, daf, wie ja von
vornherein zu erwarten ist, mit steigender Inaktivierungs-
temperatur die Empfindlichkeit der Ausflockun gsrggk-
tion abnimmt. Wihrend von den untersuchten Wa.ssermann-posmven.
Seris bei einer Inaktivierungstemperatur von 550 von 45 nur 3 bei
der Ausflockung negativ reagieren, d. h. 6,7 Proz., 'steigt die Anzahl
der negativen Ausflockungsreaktionen bei einer Inaktivierungstemperatur
von 58° bereits auf 19,5 Proz., bei einer Inaktivierungstemperatur von
60° auf 27,7 Proz., um bei einer Inaktivierungstemperatur von 62° das

1) W. Gmora1, Biochem. Zeitschr.,, Bd. 93, 1919, S. 16.
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Maximum von 38,5 Proz. zu erreichen. Die Zahl der nach Inaktivierung
auf 63° untersuchten Sera ist zu geringfiigig, um zahlenmiBig verwertet
werden zu konnen. Ein Vergleich der nach der Originalanordnung und
nach MANDELBAUM ausgefiihrten Ausflockungsreaktionen zeigt aber zu-
gleich, daB die Empfindlichkeit mit steigender Inakti-
vierungstemperatur bei der MANDELBAUMSchen Anord-
nung erheblich groB8er bleibt als bei der Original-
methode. Wihrend néimlich bei einer Inaktivierungstemperatur von
95° die Zahl der nach MANDELBAUM positiven Ausflockungsreaktionen
nicht grofer ist als nach der Originalmethode, nimmt das relative Ver-
héltnis mit der Temperatursteigerung beim Inaktivieren deutlich zu.
So ergeben bei einer Inaktivierungstemperatur von 62° nach MANDEL-
BAUM 60,7 Proz. der Wassermann-positiven Sera positive Ausflockung,
wahrend bei der Originalanordnung der Inaktivierung nur 36,1 Proz.
positiv reagieren?): .

Wie sich aus der Usbersicht ergibt, besteht die Gesetzmiligkeit in
meinen Versuchen trotzdem nicht durchgéingig. Es kamen immerhin —
wenn auch nur selten — auch Serumproben vor, die nur oder in stirkerem
MaBe bei der Originalanordnung, d. h. bei' der Inaktivierung vor der Ver-
diinnung bei der Ausflockung positiv reagierten. Wenn dieses Verhalten
auch nur eine verschwindende Minderheit betrifft, so wird man doch die
Méglichkeit berticksichtigen missen, dal in bezug auf die BeeinfluBbarkeit
durch das Erhitzen im konzentrierten und im verdtinnten Zustand gewisse
individuelle Variationen der kolloidalen Serumbeschaffenheit eine Rolle

spielen konnen, die zu Ausnahmen von der im Sinne MANDELBAUMS be-
stehenden Regel fiihren.

Man darf natiirlich aus dem Ergebnis meiner Versuche keine
SchluBfolgerung zugunsten der MANDELBAUMSchen Anordnung in bezug
auf die praktische Ausfithrung der Ausflockungsreaktion ziehen. D enn
die Empfindlichkeit ist eben auch beij der von MANDEL-
BAUM angegebenen Inaktivierungsart am stirksten bei
der iiblichen Inaktivierungstemperatur von 55°, Ich glaube
daher auf die Frage, ob bei hoherer Temperatur das fiir Syphilis
charakteristische Geprige gewahrt bleibt, keinen besonderen Wert
legen zu miissen, mochte aber jedenfalls nicht unerwihnt lassen,
daB auch von den gleichzeitig untersuchten Wassermann - negativen
Seris die iiberwiegende Mehrzahl der Fille auch bei hoherer In-
aktivierungstemperatur {ibereinstimmend nach der Originalanordnung
und nach MANDELBAUM negativ reagierte, wie dies folgende Ueber-
sicht zeigt (s. Tabelle 3):

1) Bei den durch Erhitzen auf 62° inaktivierten Serumproben zeigten
die nach dem Verdiinnen erhitzten Sera in einer groferen Zahl auch bei
kurzfristiger Beobachtung bereits das Eintreten der Ausflockung.
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Tabelle 3.

Es reagierten nach der Originalanord-
Tl Iﬁgtzeai.lsﬂ ﬁfsr_ nung (O) und nach MANDELBAUM (M):

vierungs- flockung ge-

temperatur priiften Wa.-
negativen Sera

iiberein- iiberein-
stimmend stimmend | nur M +
negativ positiv

550 120 117
b8° 113 113
60° 208 206
62°¢ 393 388
63° 19 - 19

Es ergibt sich also, dal unter den Wassermann-negativen Seris
immerhin einige sind, die bei der Ausflockung nur in der MANDELBA.UI\?
schen Anordnung positiv reagierten. Ob daraus auf ein uncharaktenst}-
sches Verhalten zu schliefen ist, mochte ich jedoch dahingestellt sein
lassen. Es handelte sich um Sera, bei denen zum Teil (3) positive
Angaben iiber eine Luesanamnese vorlagen, zum Teil (2) klinische An-
gaben {iiberhaupt fehlten.

Das Interesse, das diese Untersuchungen bean-

spruchen diirften, bezieht sich aber nicht auf die prak‘-
tische Verwertung, sondern auf die theoret_ls ch? Aut-
fassung. Wenn sich auch in meinen Untersuchungen bei der iiblichen
Inaktivierungstemperatur von 55° nicht die von MANDEI..BAU%H her.vor-
gehobenen Unterschiede ergeben haben, so diirften die mitgeteilten
Ergebnisse doch die Richtigkeit des den An gaben. M.ANDELBAU:M‘S ent-
sprechenden Prinzipes bestéitigen, dal nimlich bei einer Inaktlvxerm'lg
nach dem Verdiinnen des Serums die Labilitét des' S.erum s in
bezug auf Ausflockbarkeit durch cholesterinierte Ex-
trakte in einer weit groBeren Anzahl von Fidllen t?esser
gewahrt bleibt, als beim Inaktivieren des konzentrierten
Serums und nachfolgendem Verdiinnen. Es dﬁrft'e das dem
Umstande entsprechen, daB die Verdnderungen, die die kolloidale Natur
der Serumeiweifkorper beim Erhitzen im konzentrierten Zustan"de er-
leidet, augenscheinlich stirkere sind, als beim Erhitzen der verdiinnten
Serumlosung, wie das schon die im ersteren Falle auftr.etende n}ehr
oder weniger stirker milchige Opaleszenz, wohl .als Zeichen f}'uher
beginnender Vorstufen der Koagulation, der erhitzten Serqm%osung
zeigt. Man wird also schliefen konnen, daf zwar das In aktlw{le ren
der Sera nach dem Verdinnen die Ausflockbarkeit der
Serumglobuline prinzipiell besser erhéiltf als “da:s In-
aktivieren vor dem Verdiinnen, daf aber bei der 1'1bllche‘n
Inaktivierungstemperatur von 55—56° — wenigstens in
meinen Versuchen — keine praktisch in die Wagschale fal-
lenden Unterschiede sich ergeben haben.
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Auch bei der Prifung der Sera mittels WASSERMANN-
scher Reaktion konnte ich die von MANDELBAUM angegebenen
Vorteile der Seruminaktivierung nach vorhergegangener 5-facher Ver-
diinnung groBtenteils nicht beobachten. Nach MANDELBAUM sol] sich
diese Abinderung der Inaktivierungsart bei der WASSERMANNschen
Reaktion darin dokumentieren, daf neben der Steigerung der Empfind-
lichkeit das Auftreten von eigenhemmenden Serumfunktionen unter-
driickt ‘wird.

Wéhrend bisher SELTER ') die Angaben MANDELBAUMS fiber die
gréfere Empfindlichkeit seiner Modifikation bestitigen konnte, haben
HATZIwWASSILIU2) und MAHLO %) sich davon nicht iberzeugen kénnen.
Nach Ha1ziwasstLiv fehlt zwar bei der MANDELBAUMSchen Modifikation
ofters die Eigenhemmung, als bei der Originalmethode; es kommt
aber auch das umgekehrte Verhalten vor. Nach MAHLO wechseln
die Differenzen — wenn sie tiberhaupt vorhanden sind — sowohl in
bezug auf Eigenhemmung als auch in bezug auf Empfindlichkeit zu-
gunsten der Originalmethode oder zugunsten der MANDELBAUMschen
Modifikation 4). : 8

Meine Erfahrungen stimmen insofern mit denjenigen MANDELBAUMS
tiberein, als die Eigenhemmungen in der Tat meistens bei dem iiblichen
Inaktivieren des Serums vor der Verdiinnung stiirker waren, als bei
der Serumverdiinnung vor dem Inaktivieren nach MANDELBAUM. Dag
es sich dabei jedenfalls um eine prinzipielle Verschiedenheit handeln
diirfte, ergibt sich besonders aus Versuchen, in denen aufsteigende
Mengen des inaktivierten Patientenserums nicht nur gegeniiber der
iiblichen Komplementmenge (10-fache Verdiinnung), sondern auch gegen-
tiber der halben Komplementmenge (20-fache Verdiinnung) auf anti-
komplementire Wirkung gepriift wurden.

1) H. Serrer, Miinch. med. Wochenschr., 1918, Nr. 29.

2)RG P Harzrwassiuiu, Miinch. med. Wochenschr., 1918, Nr. 29.

3) A. Manvro, Deutsche med. Wochenschr., 1918, Nr. 49,

4) Anmerkung wihrend der Korrektur: Wihrend der Druck-

ng dieser Arbeit erschien eine Mitteilung von HunpmsEAcEN (Miinch.
med. Wochenschr., 1919, Nr. 29), die gleichfalls die Priifung der von
MaNDELBAUM vorgeschlagenen Modifikation der Inaktivierung bei der Wassmr-
MANNschen Reaktion betrifft,

HuxpusuaeeN konnte die Angaben MANDELBAUMS insofern bestitigen,
als er durch die modifizierte Inaktivierung eine gewisse Verschiebung der
Befunde nach der positiven Seite hin beobachtete, die allerdings nur in
wenigen Féllen von bemerkenswertem Grade war. In bezug auf die Eigen-
hemmung lief sich nach HUNDESHAGEN eine Einwirkung des ManpmrBaumy-

stark hamoglobinhaltige, in verdiinntem Zustande zu inaktivieren, da sie

derart nach dem thermischen Bingriff eine bessere Beschaffenheit be-
wahren,
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Von 51 derart untersuchten Serumproben wiesen 25 keine Eigen-
hemmung auf, 9 entfalteten bei der Originah.nethode und"der Ml_xNDEL-
BAUMschen Modifikation gleich starke antlkoml)lgrr}entare erkung.
16 Sera wirkten nur oder stirker nach der Orlg‘malmethoc.le' anti-
komplementér, und nur 1 Serum hatte umgeke.hrt bei der Inzjxkt.merl.x_ng
nach MANDELBAUM stirkere Eigenhemmung. Ein Versuchsbe1§p1e1 moge
das zeigen und zugleich die Versuchsanordnung veranschaulichen.

i iches b) wurden
Proben von menschlichem Blutserum (a und U . :
f)wgzl'st 11(/; eS’cunde auf 550 erhitzt und sodann 5-fach mit physiologi-
» Kochsalzlosung verdiinnt; 3 v »
schelﬂ) zotfn:::hst 5-f§ch mit phiysiologisoher Kochsalzlgsung verdiinnt und
1/, Stunde auf 55° erhitzt. T
SOda]les’!Zigende Mengen dieser Serumverdiinnungen werden mit je 0,25 ccm
I. 10-fach verdiinnten Meerschweinchenserums, :
II. 20-fach verdiinnten Meerschweinchens_erums‘ 1 Stunde b?ll ?1’17"
digeriert; sodann erfolgt Zusatz von 0,5 ccm einer M1sch}1ng von gleichen
Teilen Hammelblutaufschwemmung und Ambozeptorverdiinnung.

Das Ergebnis zeigt Tabelle 4.

Tabelle 4.

i lblut durch Ambozeptor und Meerschweinchen-
lﬂsgggseu:é)ﬁl \g:kﬁneﬁm:ndlun des letzteren mit absteigenden Mengen
Mengen des L menschlichen Blutserums
5-fach ver- I T

eﬁgfﬁlﬁzlﬁen 0,025 ccm Meerschweinchenserum | 0,0125 cem Meerschweinchenserum
m 5. 3
Blutserums 5 b A b

a
ccm -a l

) 7 5
; fk
,25

0 = keine Hémolyse, w = wenig Hémolyse, m — méBige Héimolyse, fk = fast
komplette Hamolyse, k = komplette Héamolyse.

Die in der Tabelle angefiihrten Serumproben lass:an erkennen, da.,IS
bei der Inaktivierung nach der Serumver"dunnung (B) die
antikomplementire Wirkung — wenn : u})erhaupt \:lor-
handen — geringer ist als beim Inakpvxeren V'O§ (;m
Verdinnen (¢). Allerdings ergibt sich zugl_elch, daB bei den : ir
die Ausfiihrung der WassermanNschen Reaktion geltenden ‘Men g,en)—
verhéltnissen (0,25 und 05 cem der 5-f.achen Serumverdunnun.g :
wenigstens beim Arbeiten mit 10-fach verdiinntem Komplem}«?nt,d eLI;Z
Eigenhemmung nicht in Betracht kommt, und dementsprec }en s
ich auch bei der iiblichen Ausfiihrung der' WASSERMANNSchen Sg-
aktion Eigenhemmungen nur verhéltnisméfig sc.slten begegpgt. ie
waren aber dann in der Mehrzahl der Félle bei der Inaktivierungs-
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art nach MANDELBAUM schwicher vorhanden als nach der Original-
methode 1), ;

Allerdings habe ich dabei im Ausfall der WASSER-
MANNschen Reaktion eine gesetzméifRige grofere Re-
aktionsstirke der nach MANDELBAUM inaktivierten
Sera nicht beobachten kénnen. Die Unterschiede waren nim-
lich nur quantitativer Natur , und dabei war in der Mehrzahl der
Fille die WasseErMANNsche Reaktion nach der Originalmethode
stirker, als bei der Inaktivierung nach MANDELBAUM. Von ins-
gesamt 377 untersuchten Serum proben reagierten 58 gleich stark
positiv, 270 iibereinstimmend negativ, 37 nach der Originalanordnung
stirker positiv, 12 bei der Inaktivierung nach MANDELBAUM stirker
positiy.

Die Priifung auf Wassermannsche Reaktion wurde dabei derart, aus-
gefiihrt, daf entweder absteigende Extraktmengen oder absteigende Serum-
mengen mit der anderen Komponente und Komplement gemischt wurden.
Bei denjenigen Seris, die nach MANDELBAUM stirker reagierten, handelte
es sich meistens um solche Serumproben, die nur in den groBeren Serum-
mengen positiv reagierten. Bei stirker positiven Seris, d. h. solchen, die
auch noch in kleineren Serummengen positive WassmrMANNSche Reaktion
ergaben, fiihrte dagegen in der tiberwiegenden Mehrzahl der Falle die

Originalmethode zu stirkeren Reaktionen.

Es ergibt sich also auf Grund meiner Erfahrungen in bezug auf
die praktische Verwertung vorliufig' kein einwandfreier Vorteil fiir die
von MANDELBAUM vorgeschlagene Anordnung. Wieso die Eigenhem-
mungen in der Mehrzahl der Fille bei der Serumverdiinnung vor dem
Inaktivieren in Uebereinstimmung mit MaANDELBAUM schwécher sind
und zugleich die WASSERMANNsche Reaktion im Gegensatz zu den An-
gaben MANDELBAUMS dabei ‘quantitativ weniger empfindlich erscheint,
muf dahingestellt bleiben. Von vornherein konnte man ja eine der-
artige Uebereinstimmung in dem Grade der Eigenhemmung und der
Stéirke der WassERMANNschen Reaktion eher erwarten.

Trotzdem aber ergab sich auch bei der WAsSsSERMAMNschen Reaktion
ebenso wie bei der Ausflockung eine prinzipielle Kongruenz mit den
Angaben MANDELBAUMS, wenn die Sera bei hoherer Temperatur (629)
inaktiviert wurden. Bei einer Inaktivierungstemperatur von
62° waren nimlich die Eigenhemmungen — wenn liber-
haupt vorhanden — durchweg nicht unerheblich stirker
nach der Originalmethode, als nach MANDELBAUM. Man

1) Orientierende Versuche wiesen darauf hin, daf die Eigenhem-
mungen stirker sind, wenn das Serum vor dem Inaktivieren mit destil-
liertem Wasser 5-fach verdiinnt wird und erst nach dem Erhitzen das
Besalzen durch Zusatz gleicher Teile 1,7-proz. Kochsalzlosung erfolgt.

Auch schienen derart vorbehandelte Sera zu unspezifischem Verhalten bei
der Reaktion zu neigen.
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muf freilich beriicksichtigen, daf beim Erhitzen auf 62° die Sera l‘ibe¥'-
haupt verhiltnism#Rig leicht eigenhemmend werden.. Jedoch waren die
Unterschiede dabei doch derart, daf nicht selten bei de1: Inaktivierung
vor der Serumverdiinnung das Serum alleip vollstindige Hemmung
der Himolyse ergab, wihrend bei der Inaktivierung pach 1'\.JANDELBAUM
noch mehr oder weniger starke oder sogar vollstindige Himolyse unter
ic ingungen eintrat.
gleld\]i\?:s I:ﬁ)tlrngbl:ei gden Versuchen mit den be\%i 62°.inaktivierten S"erum-
proben bemerkenswert ist, ist der Umstand, d?ﬁ hier — wenn iiber-
haupt Unterschiede auftraten — die WASSERL.JANNsche
Reaktion stirker nach MANDELBAUM ausfl.el‘ Die WASSER-
uANNsche Reaktion wird ja, wie schon SAcHS?!) gezeigt hat,‘durch das
Erhitzen der Sera auf 62° tiberhaupt erheblich abgqschwﬁcht, wenn
nicht aufgehoben. So kommt es, daB ven 47 nach fhgser Art upter(—)
suchten Wassermann-positiven Seris nach der Inakt1v1_erung auf 62
nur 35 Sera positiv nach MANDELBAUM reagierten. Von diesen 35 Serum-
proben reagierten aber 7 beim Erhitzen auf 62° vor der Serupaver-
diinnung negativ, wihrend 10 nach MANDELBAUM stark.e%' reaglerFen
und nur 1 Serum nach der Originalmethode stéirkere positive Reaktion
anwi?lsn'speziﬁsche Reaktionen nach MANDELBAUM mit den .auf 620. in-
aktivierten Serumproben sind mir dabei nur andeu.t.un.gswelse zweimal
unter 146 negativen Serumproben begegnet. Im iibrigen aber waren
die negativen Ergebnisse bei der Inaktivierung auf 62° nach MAN'DEL-
BAUM besser zu beurteilen, als nach der Originalmetthe, da dl‘e Eigen-
hemmung hierbei entweder fortfiel oder in erheblich vermindertem
MaBe in Erscheinung trat. . : :
Es ergibt sich also jedenfalls bf%l der Se”l‘lllmlnaktl-
v.ierung ber hoheren Temperaturen eine Best-atlgul?g der
Angaben MANDELBAUMS. Dabei erscheint es z.unach'st, wie z-x.uch
MANDELBAUM hervorgehoben hat, iiberraschend, daR emer'se1ts flle St.;arke
der WaAsSSERMANNschen Reaktion zunimmt, andgrerseus 'dle Eigen-
hemmung gegeniiber der iiblichen Inaktivierung abmmm't. l?leser Gegen-
satz diirfte aber verstdndlich sein, wenn man beriicksichtigt, 'daB ebe.n
durch das Inaktivieren, zumal bei hoherer Temperatur, als .bel 5? o, die
Eiweifkorper des Blutserums so verdndert werdeq, dal sie stal'kgr
antikomplementédr wirken?), aber zu gleicher Zeit physi-

1) H. Sacus, Verhandl. der Deutschen Der;natol. Gesellsqhaft, X. Kon-
greB, 1908, 8. 167. — Ders., La semaine médwa}e, 24. Juni 1908. ;

,2) De;n braucht die Tatsache nicht zu Wlder.sprechen,.(.iaﬂ Elg';;n-
hemmungen, die das aktive Serum ausiibt, durcl? Erhitzen bgseltlgtEvyel _2}1
kénnen. Denn dazu geniigt schon ein sehr geringer thermischer 11}11gr1 5
KEg konnte also durch sehr kurzes Erhitzen die Eigenhemmung abnehmen,
bei lingerem aber wieder eine Zunahme erfahren.
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kalisch durch Extraktwirkung schwerer beeinfluRbar
sind. DaR dem so ist, ergibt sich ja aus der Tatsache, daR hei der
einfachen iiblichen Inaktivierung die WassErMANNsche Reaktion der
Sera bei steigendem Erhitzen abnimmt, die antikomplementiire Wirkung
nicht selten aber eine Zunahme erfihrt.

Wenn man nun weiter, wie es nach den vorangehenden Aus-
fiihrungen wahrscheinlich ist, apnimmt, daB die Verinderungen des
Serums beim Erhitzen im konzentrierten Zustande stéirker sind, als
beim Erhitzen nach der Verdiinnung, so darf man schlieBen, daf bei
der Inaktivierung nach MANDELBAUM beide Verdnderungen, die durch
das Erhitzen {iberhaupt bewirkt werden, in geringerem Grade eintreten.
Die Sera wiirden also beim Inaktivieren nach der Serumverdiinnung
weniger antikomplementir wirken und zugleich stirker bei der WASSER-
MANNschen Reaktion reagieren, als bei der iiblichen Inaktivierung im
konzentrierten Zustande. Die Verinderungen der EiweiBkorper, die zu
ihrer ,Stabilisierung® fiihren, bedingen eben offenbar zugleich eine
stirkere antikomplementire Wirkung.

Nicht ohne weiteres in diese Betrachtungsweise einzugliedern ist
freilich der Umstand, daR — wenigstens in meinen Versuchen — beim
Inaktivieren der Sera bei 55° die WaAssErRMANNsche Reaktion nach der
Originalmethode in einer Mehrzahl der Fille stirker positiv ausfiel, als
nach MANDELBAUM. Man kann aber annehmen, daR bei der verhéltnis-
méfig niedrigen Inaktivierungstemperatur der Einfluf des Erhitzens
der konzentrierten Sera auf die relative Steigerung oder das Erhalten
der antikomplementiren Wirkung denjenigen 4in bezug auf die Ab-
schwichung der Labilitit tbertrifft. So konnte in einer mehr oder
weniger groBen Anzahl der Fille nach dem Inaktivieren im konzentrierten
Zustande die stirkere Eigenhemmung durch Summation zu einer stdrkeren
WASSERMANNschen Reaktion filhren, deren Zustandekommen eben dabei
durch eine wesentliche Stabilisierung noch nicht beeinflult wire. Bei
héheren Temperaturen aber macht sich — so miifte man folgern —
der Einfluf auf die Stabilisierung beim Erhitzen derart geltend, dafB
die stéirkere Eigenhemmung keine in die Wagschale fallende Rolle mehr
spielt und daher die in verdiinntem Zustande erhitzten Sera stirker
reagieren, obwohl sie eine geringere antikomplementire Wirkung ent-
falten, als die vor der Verdinnung erhitzten Serumproben.

Wie dem aber auch sei, so bestitigen jedenfalls meine
Untersuchungen die prinzipielle Richtigkeit des aus
MANDELBAUMS Versuchen sich ableitenden Umstandes,
daB bei Einwirkung von thermischen Einflissen auf das
Serum die Serumkonzentration fiir den serologischen
Luesnachweis insofern von Bedeutung ist, als bei Ver-
dinnung des Serums vor dem Inaktivieren die Empfind-
lichkeit der Methode gesteigert wird. Zwar spielt dieser
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Unterschied nach meinen Erfahrungen fiir die Praxis der Serodiagnostik
keine wesentliche Rolle, weil sich mir bei dem iiblichen Inaktivieren
bei 55° die von MANDELBAUM hervorgehobenen Differenzen keineswegs
gesetzméBig ergeben haben. Da aber beim Inaktivieren auf héhere
Temperaturen auch ich die von MANDELBAUM hervorgehobenen dif-
ferenzierenden Merkmale beobachten konnte, so stellen meine Versuche
in theoretischer Hinsicht eine Bestitigung der von MANDELBAUM
gezogenen Schluffolgerungen dar. Sie zeigen zugleich, ebenso wie die
Angaben MANDELBAUMS, dal auch in bezug auf die Bedeutung der
Serumkonzentration beim Inaktivieren fiir den serologischen Luesnach-
weis Uebereinstimmung zwischen der WassErMANNschen Reaktion und
der Ausflockung nach SAcHS und GEORGI besteht, und sie bilden
in dieser Hinsicht ein weiteres Glied in der Tatsachen-
reihe, die auf eine Identitdt der durch beide Methoden
der serologischen Syphilisdiagnostik nachgewiesenen,
fiir Lues charakteristischen Serumverinderungen hin-
deutet.

Zusammenfassung.

1) Durch die Serumverdiinnung vor dem Inaktivieren wurde unter
Verwendung der tiblichen Inaktivierungstemperatur von 55—56° bei

- der Ausflockung nach Sacus und GEORGI keine Steigerung der Empfind-

lichkeit erzielt. Die verhiltnism#B8ig wenig zahlreichen Unterschiede
waren nur quantitativer Art.

2) Dagegen zeigte sich der Einfluf der Serumverdiinnung vor dem
Inaktivieren im Sinne einer erhohten Empfindlichkeit der Ausflockungs-
reaktion um so markanter, bei je hoheren Temperaturen die Inaktivierung
erfolgte. Die groften Unterschiede im Sinne MANDELBAUMS wurden
bei der Imaktivierung bei 62—63° erzielt.

3) Auch bei Ausfiihrung der WASSERMANNschen Reaktion ergaben
sich bei der Inaktivierungstemperatur von 55° in bezug auf die Empfind-
lichkeit keine Vorteile durch die Inaktivierung zuvor verdiinnter Sera.
In einer Mehrzahl der Fille reagierten sogar die in iiblicher Weise vor
dem Verdiinnen inaktivierten Sera stirker positiv.

4) Dagegen war die Eigenhemmung der bei 55° inaktivierten Sera
in Uebereinstimmung mit den Angaben MANDELBAUMS stirker, wenn
die Sera in konzentriertem Zustande erhitzt wurden, als wenn sie erst
nach vorheriger Verdiinnung zur Inaktivierung gelangten.

5) In Uebereinstimmung mit den Erfahrungen bei der Ausflockung
ergab sich auch bei der WASSERMANNschen Reaktion ein um so grﬁﬂgrer
Einfluf der Seruminaktivierung nach dem Verdiinnen im Sinne einer
groferen Empfindlichkeit, bei je h¢herer Temperatur die Inaktivierung
erfolgte.
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6) Die Untersuchungen ergeben also bei der iiblichen Inaktivierungs-
temperatur von 55—56° keine wesentlichen Vorziige der Seruminakti-
vierung nach dem Verdiinnen in bezug auf die Praxis des serologischen
Luesnachweises mittels Ausflockung und WASSERMANNscher Reaktion.
Sie bestitigen dagegen bei hoherer Inaktivierungstemperatur in theoreti-
scher Hinsicht die von MANDELBAUM gezogenen SchluBfolgerungen und
zeigen einen weiteren Parallelismus im Verhalten der fiir Lues charakte-
ristischen Serumbeschaffenheit gegeniiber der Priifung durch heide
Methoden. >

Ueber den EinfluB der Temperatur
und anderer Faktoren auf die Serum-
ausflockung bei Syphilis

Von

Dr. P. Neukirch

Assistenzarzt an der Medizinischen Universititsklinik
in Kiel




Aus der experimentell- biologischen Abteilung (Prof. H. SacHS) des
Instituts fiir experimentelle Therapie in Frankfurt a. M. (Direktor:
Geheimer Medizinalrat Prof. Dr. W. KoLLE).

Die bisherigen Priifungen des serologischen Luesnachweises mittels
Ausflockung nach SacHs und GEORGIY) haben ergeben, dal die Methode
in ihren Resultaten weitgehende Uebereinstimmung mit der WASSER-
MANNschen Reaktion aufweist und auch in divergierenden Fillen im
allgemeinen charakteristisch fiir Lues arbeitet. Angaben der Autoren
iiber gelegentliches unspezifisches Verhalten der SACHS-GEORGISChen
Methode waren im wesentlichen der Anlaf zu den im folgenden mit-
zuteilenden Untersuchungen, die dem Zwecke dienen sollten, Grenzen
der Variationsmoglichkeiten zu bestimmen, innerhalb deren die Aus-
flockungsreaktion fiir die Serodiagnostik der Syphilis praktisch brauchbar
ist. Hauptsichlich handelte es sich dabei um das Studium der Be-
deutung des Kochsalzgehaltes, der Extraktbeschaffenheit und des Tem-
peratureinflusses, zumal ja bereits aus den umfassenden Untersuchungen
MEINICKES ?) und denjenigen GEORGIs 3) bekannt ist, daB die genannten

Faktoren von mehr oder weniger grofem Einfluf auf die Ausflockungs-
erscheinungen sind.

Methodisch benutzte ich die Mengenverhiltnisse, wie sie der Sacus-
Gmoreischen Vorschrift entsprechen. Es wurden 0,1 ccm Serum mit 0,5 ccm
6-fach verdiinnten Extraktes in einem Gesamtvolumen von 1,5 cem digeriert.

Von der Ausfiihrung der Serumkontrollen wurde in den Versuchen
im allgemeinen abgesehen, weil es sich im wesentlichen um die praktische
Frage handelte, ob die Versuchsanordnung fiir serodiagnostische Zwecke
brauchbar ist. Es ist daher nicht ohne weiteres auszuschliefen, dal ge-
legentliche unspezifische Resultate, wie sie in den folgenden Tabellen ver-
zeichnet sind, insofern nicht zu Fehldiagnosen fihren wiirden, als auch in
den Serumkontrollen (ohne Extrakt) Flockungen hitten auftreten kénnen.
In praktischer Hinsicht ist das aber ohne Bedeutung, da ja Variationen
der Methodik, die zu geh#ufter Ausflockung in den Serumkontrollen fiihren
wiirden, ebenso unbrauchbar sind, wie Anordnungen, die unspezifische Er-
gebnisse liefern.

Die Ergebnisse wurden mit dem Agglutinoskop abgelesen und mit
++-+, ++, + (positiv), (+) (zweifelhaft) und — (negativ) bezeichnet.

1) H. Saces und W. Grora1, Med. Klinik, 1918, Nr. 83.

2) E. Meiicks, Berl. klin. Wochenschr., 1917, Nr. 25; 1918, Nr. 4.
Zeitschr. f. Immunitétsforsch., Bd. 27, 1918, 8. 850 u. 513; Bd. 28, 1919,
8. 280.

3) W. Grorc1, Biochem. Zeitschr.,, Bd. 93, 1919, S. 16. Zeitschr.
f. Immunitétsforsch., Bd. 27, 1919, 8. 518.
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Es sei daran erinnert, daf nach der urspriinglich von Sacus und Grorar
gegebenen Vorschrift der cholesterinierte Rinderherzextrakt zunichst mit
1 Teil 0,85-proz. Kochsalzlosung rasch gemischt wird, worauf nach kurzem
Umschwenken weitere rasche Zugabe von 4 Teilen 0,85-proz. Kochsalz-
losung erfolgt. Die Versuchsrohrchen werden 2 Stunden im Brutschrank
und sodann tiber Nacht bei Zimmertemperatur gehalten.

Fir die Ausflockung nach SAcHs und GEORGI haben schon die
Versuche GEORGIs (l. ¢.) ergeben, daR die Ausflockung zwar an einen
bestimmten Kochsalzgehalt gebunden ist, daf aher bei einer Steigerung
des Kochsalzgehaltes iiber den physiologischen hinaus mit der Ver-
stirkung der Empfindlichkeit die Gefahr wichst, die Zone des charakte-
ristischen Verhaltens zu iiberschreiten. Es schien daher zunichst von
Bedeutung, den EinfluR verschiedener Kochsalzkonzentrationen auf die
Ausflockung niher zu priifen. Ich ging dabei folgendermaBen vor:

Absteigende Verdiinnungen einer 30-proz. Kochsalzlosung (Volumen
0,5 ccm) wurden unter Zusatz von je 0,6 cecm nach der Vorschrift von
Sacs und Grorer 6-fach mit physiologischer Kochsalzldsung verdiinnten
cholesterinierten Rinderherzextraktes mit
a) 06 ccm mit destilliertem Wasser 5-fach verdiinnten inaktivierten
‘Wassermann-positiven Serums,
b) 0,6 cem mit destilliertem Wasser 5-fach verdiinnten inaktivierten
Wassermann-negativen Serums,
¢) 0,5 cem destillierten Wassers
I etwa 20 Stunden bei Zimmertemperatur,
G - 20 i » Brutschranktemperatur
gehalten.
Das Ergebnis zeigt Tabelle 1.

Tabelle 1.

Ergebnis der Flockung

Verdii Gesamt-
der 30-proz | kochsalz- -

5 1II.
Kochsalz- konz.en- bei Zimmertemperatur bei Brutschranktemperatur
16sung tration b b

a c a c
(Vol. 05) Proz. Wa. + | Wa. — [Kontrolley Wa. + | Wa. — | Kontrolle

1028 | +(+)
b8 N R
2,78 | 44+
D3R

1

1 St
1

kg

i= 0,91 +4- 4

1

1

1

+
(+)

++(+)
++

~——

059 | +4(+)
04d | +4(4)
0,39 Trar(Ee)
g 0,32 +
Aqua dest. 0,28 ++

. ik
PR s |

RS
0

Wie zuniichst die Kolonnen ¢ der Tabelle zeigen, wurden die Extrakt-
lipoide durch hohe Kochsalzkonzentrationen im Brutschrank stirker ge-
fillt, als bei Zimmertemperatur. Es steht das in Uebereinstimmung
mit den Angaben MEINICKEs?!), daB die Elektrolytempfindlichkeit der

1) E. Mzinickm, Zeitschr. f. Immunitatsforsch., Bd. 28, 1919, S. 296.
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Extrakte mit der Steigerung der Temperatur zunimmt. Das Ergebnis
der Kolonnen a zeigt, daB ein Kochsalziiberschufl zu einer Hemmung
bzw. Aufhebung der Ausflockung fiihrt, wie das ohne weiteres zu er-
warten ist. Zugleich ergibt sich aus dem Verhalten der Kolonne I a,
daB bei geringeren Kochsalzkonzentrationen eine Steigerung des Koch-
salzgehaltes in Uebereinstimmung mit den Angaben GEORGIS zu einer
Verstirkung der Ausflockung fiihren kann. Von besonderem Interesse
fir die hier zu behandelnde Frage ist aber das aus den Kolonnen b
ersichtliche Ergebnis. Es zeigt, wie bei sukzessiver Steigerung
der Kochsalzkonzentration auch bei Wassermann-nega-
tiven Seris eine unspezifische Flockungszone auftritt,
die der hemmenden Wirkung der stirksten Kochsalzkonzentrationen
wieder weicht. Von besonderer Bedeutung erscheint dabei der Umstand,
daf diese unspezifische Flockungszone bei Zimmertemperatur (Ib)
weit deutlicher in Erscheinung tritt als im Brutschrank
(ILb). Es entspricht das einerseits den schon von MEINICKE !) mit-
geteilten Erfahrungen, daB die unspezifische Ausflockung ein nied-
rigeres Temperaturoptimum hat, als die fir Lues charakteristische.
Es zeigt aber zugleich, dal auch die bei niedriger Temperatur ein-
tretende unspezifische Flockung an einen gewissen Kochsalzgehalt ge-
bunden ist. Daf tatséchlich der zum Eintritt unspezifischer Flockungen
erforderliche Kochsalzgehalt bei Zimmertemperatur im allgemeinen nied-
riger ist als im Brutschrank, ergaben noch weitere vergleichende Unter-
suchungen, von denen im folgenden ein Versuchsbeispiel angegeben sei.

Absteigende Verdiinnungen 30-proz. Kochsalzlgsung (Volumen 0,5)
wurden mit je 0,5 cem 6-fach mit physiologischer Kochsalzlésung ver-
diinnten cholesterinierten Rinderherzextraktes unter Zusatz von je 0,5 ccm
5-fach mit destilliertem Wasser verdiinnten inaktivierten Patientenserums
(Wassermann-negative Serumproben a—e)

I. 22 Stunden bei Zimmertemperatur,

II. 22 W im Brutschrank gehalten.
Das Ergebnis zeigt Tabelle 2.

Tabelle 2.

Verdiinnung Gesamt- Ergebnis der Flockung
der 30-proz. kochsal-
Kochsalz- | konzen.

: II.
16sung tration bei Zimmertemperatur bei Brutschranktemperatur
(Vol. 0,5)

Proz. a c d a b c d e
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1) E. Muinickn, Zeitschr. f. Immunitatsforsch.,, Bd. 27, 1918, S.
Deutsche med. Wochenschr.,, 1919, Nr. 7.
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Wie die Tabelle zeigt, ergibt sich durchweg, daf bei Zimmer-
temperatur unspezifische F1l ockungen bereits bei nied-
rigerem Kochsalzgehalt auftreten kén nen, als im Brut-
schrank. Wenn auch der zu unspezifischer Flockung ausreichende
Kochsalzgehalt in jedem Fall bei den hier herangezogenen Serumproben
den physiologischen Salzgehalt iiberschreitet, so ist doch die Moglieh-
keit nicht auszuschlieBen, daB bei manchen Wassermann-negativen
Serumproben eine unspezifische Ausflockung schon bei niedrigerem
Kochsalzgehalt in Erscheinung tritt, und man wird daher den Schluf
ziehen miissen, daR bei Bruts chranktemperatur die Gefah i
unspezifische Reaktionen zu erhalten, geringer ist, als
bei Zimmertemperatur. :

Tatsichlich haben die umfangreichen vergleichenden Untersuchungen
des hiesigen Instituts, wie schon SAcHS und GEORGI !) mitgeteilt haben,
ergeben, dal Aufenthalt der Versuchsréhrchen im Brut-
schrank an Stelle der urspringlich von SacHS und
GEORGI angegebenen Anordnung (2 Stunden Brut.
schrank, dann Zim mertemperatur) die Gefahr uncharak-
teristischer Reaktionen praktisch ausschlieft. Die Emp-
findlichkeit ist dabei allerdin gs unter sonst gleichen Bedingungen etwas
vermindert. Es schien daher nicht aussichtslos, die Versuchsanordnung
derart zu modifizieren, dal die unspezifische Zone, die bei bestimmtem
Kochsalzgehalt, entsprechend der in Tabelle ] und 2 wiedergegebenen
Anordnung, auftritt, ausgeschaltet wird.

Wie meine Versuche ergeben haben, tritt nun eine unspezifische
Flockungszone nicht ein, wenn man den Extrakt nicht mit physiologischer
Kochsalzlésung, sondern mit destilliertem Wasser gleichartig verdiinnt.
Jedoch ergibt sich dabei auch eine leichtere Aufhebbarkeit der fiir
Syphilis charakteristischen Flockun g bereits bei verhéiltnisméRig ce-
ringem Salzgehalt, und die Verdiinnung des Extrakts mit Wasser er-
weist sich unter sonst gleichen Bedingungen weniger empfindlich als
die Kochsalzverdinnung. Man kann zwar die Empfindlichkeit der mit
destilliertem Wasser bereiteten Extraktverdiinnungen steigern, wenn
man in der Richtung der von MEINICKE ?) getibten Methode langsamer
verdinnt. Es entsteht aber dadurch kein Vorteil, da die mit destilliertem
Wasser langsamer hergestellte Extraktverdiinnung sich bei geeigneten
Salzgehalt in bezug auf unspezifische Reaktionen ebenso verhilt, wie
die schneller nach der Vorschrift von Sacms und GEORGI mit Koch-
salzlosung hergestellte Extraktverdiinnung. Man darf daher schlieRen,
daB der Kochsalzgehalt des Verdiinnungsmediums be-
reits bei rascher Verdinnung zu derselben Verminde-

1) H. Sacms und W. Georar, Miinch. med. Wochenschr., 1919, Nr. 16.
2) E. Mzmvicks, Berl. klin, Wochenschr., 1918, Nr. 4.
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rung des Dispersititsgrades der Extraktbestandteile,
auf den es ja bei der Ausflockung wesentlich ankom mt,
fihrt, wie die langsam mit destilliertem Wasser be-
reitete Verdinnung.

Fiihrten bei cholesterinierten Rinderherzextrakten vorschriftsm afige
Kochsalzverdiinnung und langsame Wasserverdiinnung etwa zu gleichen
Ergebnissen, so ergaben sich beim nicht-cholesterinierten Rinderherz-
extrakte Unterschiede zugunsten der langsam hergestellten Wasser-
verdiinnung.

Es wurden absteigende Verdiinnungen 380-proz. Kochsalzlgsung (Vo-

lumen 0,5) :
I mit je 05 ccm 6-fach mit physiologischer Kochsalzlosung nach
Vorschrift von Sacus und Georar verdiinnten nicht-cholesterinierten
Rinderherzextraktes,
II. mit je 0,6 ccm 6-fach mit destilliertem Wasser langsam verdiinnten,
nicht-cholesterinierten Rinderherzextraktes unter Zusatz von
a) 0,5 cem 5-fach mit destilliertem Wasser verdinnten inaktivierten
‘Wassermann-positiven Serums .

b) 0,5 cem 5-fach mit destilliertem Wasser verdiinnten inaktivierten
Wassermann-negativen Serums,

¢) 0,6 cem destillierten Wassers 20 Stunden bei Zimmertemperatur
gehalten,

Das Ergebnis zeigt Tabelle 3.

Tabelle 3.

Ergebnis der Flockungsreaktion

Verdiinnung

der 30-proz. IL

Wasserverdiinnung
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Aus der Tabelle ergibt sich, daB bei langsam h ergestellter
Wasserverdinnung des Extraktes (Teil II) eine Zone des
Kochsalzgehaltes deutlich hervortritt, innerhalb deren
die Ergebnisse fiir Syphilis charakteristisch sind. Bei
rascherer Kochsalzverdiinnung sind jedoch, wie Teil I der Tabelle zeigt,
die Bedingungen nicht so ausgeprigt. Es ist nicht ohne Interesse., daB
hier zwar eine dhnliche Zone der Flockun g bei Wassermann-positiven
Seris hervortritt, wie sie Wassermann-negative Sera bei Verwendung
cholesterinierter Extrakte zeigen; jedoch ist immerhin die Ausflockun g
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in dieser Zone so wenig ausgeprigt, dal sie fiir diagnostische Ver-
wertung kaum in Betracht kommt. Der Versuch zeigt demnach, daB
bei nicht-cholesterinierten Extrakten die langsame
Wasserverdinnung die iibliche Kochsalzverdinnung an
Empfindlichkeit iibertrifft

Es ist dabei natiirlich nicht auszuschliefen, daf die langsame Ver-
diinnung mit physiologischer Kochsalzlssung theoretisch zu besseren Er-
gebnissen fithren konnte; praktisch kommt aber die langsame Verdiinnung
mit Kochsalzlssung wegen der dabei zu befiirchtenden Eigenflockung der
Extrakte nicht in Betracht. Der Chole steringehalt der Extrakte
bedeutet daher zugleich insofern einen Regulator, als er
die ganz langsame Verdinnung, die bei Verwendung von
destilliertem Wasser erforderlich ist, iberflissig macht.

Das charakteristische Verhalten der uncholesterinierten, mit Wasser
langsam verdiinnten Rinderherzextrakte lie die Méglichkeit offen, derart
bei Zimmertemperatur diagnostisch brauchbare Ergebnisse zu erzielen.
Ich habe daher mit langsam hergestellten Wasserverdiinnungen unchole-
sterinierter Extrakte Ausflockungsversuche bei Zimmertemperatur und im
Brutschrank unter gleichzeitiger Variationdes Kochsalzgehaltes angestellt.

Je 0,5 com 6-fach mit destilliertem Wasser langsam verdiinnten un-
cholesterinierten Rinderherzextraktes wurden mit je 1 cem 10-fach ver-
diinnten inaktivierten Patientenserums (Serumproben 1—12) gemischt.
Die Serumverdinnungen waren hergestellt mit
a) 1,3-proz. Kochsalzlgsung,
b) 0,85-proz.
¢) 0,6-proz. "
d) destilliertem Wasser.

Die Gemische blieben 20 Stunden
L. bei Zimmertemperatur,
II. im Brutschrank.

Das Ergebnis zeigt Tabelle 4.

%)
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Die Tabelle zeigt, daf die Ergebnisse einerseits bei
Zimmertemperatur, andererseits bej vermindertem
Salzgehalt (Kolonnen b und ¢) an Empfindlichkeit ge-
winnen.

Bei fehlendem Salzgehalt (Kolonnen d) ergeben bei Brutschrank-
temperatur die meisten, bei Zimmertemperatur alle Sera Ausflockung., Eg
entspricht das der 1. Phase der MmiNickmschen zweizeitigen Methode, und
es verdient eines besonderen Hinweises, daf bei Zimm ertemperatur
in meinen Versuchen auch der Rinderherzextrakt die Aus.
flockung aller Sera im salzfreien Medium bewirkt, wihrend
bei der Anordnung im Brutschrank, die ja der Vorschrift
MEeiNick®s entspricht, seinen Angaben?!) gemil hauptsach-
lich die Wassermann-positiven Sera geflockt werden. Eg
zeigt das also, daB es bei Rinderherzextrakten wesentlich auf die Tempe-
ratur ankommt, ob eine Flockung aller bzw. der meisten Sera im salz-
freien Medium eintritt oder nicht.

In bezug auf die Bedeutung eines gréferen oder geringeren Salz-
gehaltes waren meine Ergebnisse allerdings nicht ganz einheitlich.
Immerhin schienen in der Mehrzahl der Fille bej niedrigerem Salz-
gehalt die Bedingungen empfindlicher zu sein, als bei hoherem. Es
besteht hierin ein gewisser Gegensatz zu den von MEINICKE erhobenen
Befunden. Denn MEINICKE ?) hat bei der von ihm angegebenen und
als ,3. Modifikation“ der Ausflockung bezeichneten Anordnung,
die ja methodologisch einzeitig ist und im Prinzip dem hier be-
schriebenen Vorgang entspricht, gerade einen hypertonischen Kochsalz-
gehalt fir notwendig gehalten. Die Verhiltnisse dirften daher wohl
Je nach der Beschaffenneit der verschiedenen Extrakte differieren. Es
mulb aber auch dahingestellt bleiben, ob etwa die von MEINICKES Ver-
suchsanordnung abweichenden Mengenverhiltnisse an der Differenz der
Ergebnisse verantwortlich sind; denn es ist zu berticksichtigen, dag
meine Versuche entsprechend der Vorschrift von SAcHS und GEORGI
mit 0,1 cem Serum ausgefiihrt sind, wihernd MEINICKE, abgesehen von
anderen Abweichungen der Methodik, mit 0,3 cem Serum arbeitet, also
mit dem 3-fachen Multiplum, das wohl einen héheren Kochsalzgehalt
beanspruchen und vertragen diirfte.

Die wichtige Frage, ob durch langsame Wasserverdiinnung und
Verwendung uncholesterinierten Extraktes die Bedingungen fiir die
Ausflockung praktisch giinstiger werden, als bei Benutzung chole-
sterinierter Extrakte nach dem Vorgang von SAcHS und GEORGI,
fiihrte zu einer groReren Reihe vergleichender Untersuchungen, von
denen im folgenden ein Versuchsbeispiel angefiihrt sei.

1) E. MuNicks, Berl. klin. Wochenschr., 1917, Nr. 50.

2) E. MmiNxicks, Miinch. med. -Wochenschr., 1918, Nr. 49. Deutsche
med. Wochenschr., 1919, Nr. 7. Zeitschr. £ Immunitétsforsch.,, Bd. 28,
1919, S. 288.
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Je 1,0 cem 10-fach verdiinnten inaktivierten Patientenserums wurden mit

a) 0,5 ccm langsam mit destilliertem Wasser verdiinnten (8-fach kon-
zentrierten) uncholesterinierten Rinderherzextraktes,

b) 0,56 ccm langsam mit destilliertem Wasser 6-fach verdiinnten chole-
sterinierten Rinderherzextraktes,

¢) 0,6 cem 6 fach mit Kochsalzlosung nach Vorschrift verdinnten
cholesterinierten Rinderherzextraktes
I. 20 Stunden bei Zimmertemperatur,

o II. 20 2 » Brutschranktemperatur
gehalten,

Das Ergebnis zeigt Tabelle 5.
Tabelle 5.
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Aus der Tabelle ergibt sich, daB bei Verwen dung des unchole-
sterinierten Extraktes und langsamem Verdiinnen mit destilliertem Wasser
(Kolonne a) zwar die Gefahr un spezifischer Reaktionen weder im Brut-
schrank noch bei Zimmertemperatur zu bestehen scheint, daf aber
die Empfindlichkeit dieser Anordnun g nicht unbetricht-
lich hinter derjenigen unter V erwendung cholesteri-
nierten Rinderherzextraktes und Kochsalzverdinnung
nach der Vorschrift von SAcHS und GEORGI (Kolonne c)
zuriickbleibt. Andererseits zeigen die Kolonnen c¢ der Tabelle be-
merkenswerte Unterschiede zwischen der Anordnung von SACHS-GEORGI
im Brutschrank und bei Zimmertemperatur. Bei Zimmertem peratur
handelt es sich bei den Serumproben 11 und 12 augenscheinlich um
uncharakteristische Reaktionen, die beim Aufenthalt der Versuchs-
réhrchen im Brutschrank fehlen. Es ist das um so bemerkenswerter,
als ein Teil der Wassermann-positiven Sera gerade im
Brutschrank stirkere Ausflockung zeigt, als bei Zimmer-
t emperatur. Es wird darauf spiter noch zuriickzukommen sein.
Hier sei nur erwiihnt, daB die in Erscheinung tretenden Verhiltnisse
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den Erfahrungen MEINICKES (l. c.) entsprechen diirften, nach denen
die fiir Syphilis charakteristische Ausflockung bei héherer Temperatur
ein Optimum hat, wihrend die unspezifische direkte Globulinfiillbarkeit
bei niederer Temperatur leichter zum Ausdruck kommt.

Wenn man die Kolonnen b der Tabelle, in denen cholesterinierter
Rinderherzextrakt langsam mit destilliertem Wasser verdiinnt ist, einer-
seits unter sich, andererseits mit den iibrigen Versuchsteilen vergleicht,
so zeigt sich zuniichst, zumal bei Zimmertemperatur, eine schwichere
Reaktionsfihigkeit als bei gleichartiger Verdiinnung uncholesterinierter
Rinderherzextrakte (a). Es diirfte sich das ohne weiteres daraus er-
kliren, daR der uncholesterinierte Rohextrakt, wie er in den Kolonnen a
zur Verwendung gelangte, zum Cholesterinieren erst 3-fach mit Alkohol
verdiinnt wurde, daB also in den Kolonnen b der Extrakt, abgesehen
von dem erfolgten Cholesterinzusatz, nur den 3. Teil der Lipoidstoffe
enthéilt. Trotz der hierdurch erfolgten Abschwichung der Reaktion
treten aber, wie die Serumprobe 12 zeigt, bei Zimmertemperatur (I b)
auch hier offenbar unspezifische Reaktionen ein, die im Brutschrank II b)
nicht mehr zum Ausdruck kommen. Uebereinstimmend aber
ist bei langsamer Wasserverdiinnung des cholesteri-
nierten Rinderherzextraktes nicht die Empfindlichkeit
erzielt worden, wie bei verhiltnismdB8ig rascher, nach
der Vorschrift von SAcHS und GEORGI erfolgender Ver-
dinnung mit physiologischer Kochsalzlésung. Zusammen-
fassend ergibt sich daher, daB die hier versuchten Modi-
fikationen in der Bereitung der Extraktverdinnungen
bisher eher Nachteile gegeniiber der urspriinglichen
SAcHS-GEORGIschen Vorschrift besitzen, nach der chole-
sterinierte Rinderherzextrakte mit physiologischer Kochsalzlosung ver-
diinnt werden. Der langsamen Verdiinnung nicht-cholesterinierter Ex-
trakte mit Wasser scheint nur insofern ein Vorteil zuzukommen, als
dabei unspezifische Reaktionen bei Zimmertemperatur vermieden werden.

Der Vorteil, der derart in der Entbehrung des Brutschrankes fiir die

Reaktion entstehen wiirde, wird aber durch einen nicht unerheblichen
Verzicht auf Empfindlichkeit erkauft.

Bietet somit nach den bisher mitgeteilten Erfahrungen die Ver-
dinnung cholesterinierter Extrakte mit physiologischer
Kochsalzlésung in praktischer Hinsicht die besten Bedingungen,
so bedarf der schon erwiihnte Unterschied zwischen dem Verhalten der
Ausflockung bei Zimmertemperatur und im Brutschrank (Ic und IIc
der Tabelle) noch besonderer Erérterung. Aus dem Umstand, daB
die Ausflockung bei Zimmertemperatur einerseits weniger empfindlich,
andererseits eher unspezifisch erfolgt als im Brutschrank, darf man
nicht ohne weiteres auf die gleichen Verhiltnisse bei der urspriinglich
von SAcHS und GEORGI angegebenen Anordnung schliefen, bei der
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die Rohrchen erst 2 Stunden im Brutschrank und dann bei
Zimmertemperatur gehalten werden. Der vorangehende 2-stiindige
Aufenthalt im Brutschrank ist nimlich (vgl. hierzu die Angaben GEORGIS
[l. c]) in der SacHS-GEORGISchen Methode wesentlich, und hesondere
Versuche haben gezeigt, daf unspezifische Flockungen, wie sie bei
alleinigem Aufenthalt der Versuchsréhrchen bei Zimmertemperatur ge-
hiuft auftreten konnen, fortfallen, wenn die Versuchsréhrehen zuvor
der Brutschranktemperatur ausgesetzt worden sind. Es sei im folgen-
den hierfiir ein Versuchsbeispiel angefiihrt:

Gemische von je 0,5 cem 6-fach mit physiologischer Kochsalzlssung
verdinnten cholesterinierten Rinderherzextraktes wurden mit je 1 cem
10-fach verdtinntem inaktivierten Patientenserums

a) 24 Stunden bei 37 o

b) 2 i » » und iiber Nacht bei Zimmertemperatur (ur-

spriingliche Anordnung von Sacms und GEoxrar),

¢) 24 Stunden bei Zimmertemperatur,

d) 24 Stunden im Eisschrank
digeriert.

Das Ergebnis zeigt Tabelle 6.

Tabelle 6.
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Aus der Tabelle ergibt sich, daB in der Tat die unspezi-
fischen Reaktionen, die in einem Teil der Fille nach
24-stiindigem Aufenthalt der Versuchsréhrchen bei
Zimmertemperatur (c) auftreten, verschwinden, wenn
die Versuchsrohrchen zuvor nach der Vorschrift von
SAcHS und GEORGI vorgewdrmt werden (b). Zugleich ist
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damit eine Verstirkung der spezifischen positiven Reaktion ersichtlich,
wie das bereits den von GEORGI friiher mitgeteilten Befunden ent-
spricht.

-Allerdings unterscheiden sich die von mir erhaltenen Ergebnisse
von denen GEORGIS insofern, als mit der Temperaturernied-
rigung eine grofe Anzahl von unspezifischen Reak-
tionen bei Wassermann-negativen Seris in Erscheinung
tritt. Fir diese Divergenz mogen einerseits Unterschiede in der
Extraktbeschaffenheit, die auch in meinen Versuchen zu wechselnden
Ergebnissen fiihrten, verantwortlich sein, andererseits waren aber die
fritheren Versuche GEORrGIs mehr orientierender Art, da es sich bei
ihnen zunféichst um die Bestimmung des Einflusses verinderter Be-
dingungen auf die Empfindlichkeit der Methode handelte. In
dieser Hinsicht besteht auch insofern Uebereinstimmung zwischen den
Ergebnissen GEorG1s und den meinigen, als sich eine deutliche Verminde-
rung der Empfindlichkeit bei Eisschranktemperatur ergibt (Kolonne d),
wie das auch Erfahrungen MEINICKES !) entsprechen diirfte. Zugleich
zeigen aber meine Versuche, daf mit der weiteren Abkihlung
auf Eisschranktemperatur der Mangel an charakteristi-
schem Verhalten noch gesteigert wird.

Ein Vergleich der Kolonnen a und b der Tabelle zeigt zugleich,
daB bei 24-stindigem Aufenthalt der Versuchsréhrchen bei 37° die
positiven Reaktionen bald stirker, bald schwicher sind, als bei 2-stiin-
digem Aufenthalt der Versuchsrohrchen im Brutschrank und nach-
folgendem Verweilen bei Zimmertemperatur. Die ausfiithrlichen Ver-
suchsreihen des Instituts haben allerdings, wie schon SAcHS und GEORGI
berichtet haben, ergeben, daB bei alleinigem Aufenthalt im Brutschrank
die Empfindlichkeit unter Umstinden gegeniiber der bisherigen An-
ordnung (2 Stunden Brutschrank und dann Zimmertemperatur) ver-
mindert sein kann. Der Nachteil der etwas geringeren Empfindlichkeit
kann aber durch eine dem alleinigen Brutschrankaufenthalt angepalte
Cholesterinierung der Extrakte ausgeglichen werden, und es steht ihm
der Vorteil gegeniiber, daB8, wie erwihnt, bei alleinigem Brutschrank-
aufenthalt unspezifische Resultate kaum mehr zu befiirchten sind.

Nicht nur von praktischem, sondern auch von theoretischem Inter-
esse ist die Tatsache, daB das 2-stindige Vorwirmen der Sera aus-
reichend ist, um unspezifische Reaktionen bei Zimmertemperatur im
allgemeinen zu vermeiden. Es deutet das darauf hin, daB in der
Wirme irreversible kolloidale Reaktionen sich voll-
ziehen, die eine spitere Flockung durch den EinfluR niedriger
Temperatur ausschlieRen. Der Einfluf dieser vorangehenden Wirme-
reaktion dokumentiert sich, wie meine Versuche gezeigt haben, sogar

1) E. Mrmicks, Zeitschr. f. Immunititsforsch., Bd. 27, 1918, S. 359,
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auch dann, wenn man die Versuchsréhrchen nach dem Vorwérmen in

den Eisschrank stellt. Das folgende Versuchsbeispiel, das hierfiir als -

Beleg angefiihrt sei, zeigt zugleich, daf es sich bei den im Brutschrank
eintretenden Veré’inderungen um eine zeitliche Reaktion handelt, die
je nach der Serumbeschaffenheit variiert.

Je 0,6 ccm 6-fach verdiinnten cholesterinierten Rinderherzextraktes
wurden mit je 1 cem 10-fach verdiinnten inaktivierten Patientenserums
I. 24 Stunden im Eisschrank,
IL. a) 21/, Stunden im Brutschrank und danach
b) iiber Nacht im Hisschrank,
III. a) 5 Stunden im Brutschrank und danach
b) iiber Nacht im Eisschrank,
IV. a) 24 Stunden im Brutschrank und danach
b) iiber Nacht im Eisschrank
gehalten.
Das Ergebnis zeigt Tabelle 7.

Tabelle 7.
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Die Tabelle bestitigt zunichst in Teil I die bisherigen Erfahrungen,
nach denen im Eisschrank die Ausflockung unspezifisch ausfillt. Sie
zeigt aber zugleich in den Kolonnen II—IV, daB mit fort-
schreitendem vorherigen Erwérmen im Brutschrank die
unspezifischen Ergebnisse entsprechend abnehmen.
Schon nach 5-stiindigem Aufenthalt im Brutschrank und nachfolgender
Einwirkung im Eisschrank sind die nicht-spezifischen positiven Reaktionen
abgeschwiicht oder aufgehoben. Nach 24-stiindiger Brut-
schrankeinwirkung und nachfolgendem ebenso langen
Aufenthalt im Eisschrank ist von uncharakteristischer
Flockung nichts mehr zu bemerken. Es ergibt sich also mit
Sicherheit, daf durch Vorbehandlung im Brutschrank die
unspezifische Ausfiockung auch bei nachheriger Kilte-
einwirkung vereitelt wird.
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Man kann zunéchst im Zweifel sein, ob etwa die Serumverdiinnungen
an und fiir sich durch vorherigen Aufenthalt im Brutschrank derart
stabilisiert werden, daB sie der unspezifischen flockenden Wirkung des
Extraktes in der Kilte widerstehen, oder ob die Extraktbestandteile in
der Wirme so mit den Serumstoffen reagieren, daB die unspezifische An-
greifbarkeit in der Kalte nicht mehr moglich ist. Wahrscheinlicher er-
scheint die letztere Annahme, und es spricht fir sie der Umstand, daf
die sehr schwach Wassermann-positiven Sera 6 und 7 nach 24-stiindigem
Aufenthalt im Brutschrank negativ reagierten, aber bei nachfolgendem
Eisschrankaufenthalt positiv wurden. Es handelt sich in derartigen Fillen
offenbar um den besonders von MmiNickE hervorgehobenen Umstand, daf
zwar die fiir Syphilis charakteristische Reaktionsfihigkeit besser bei hoherer
Temperatur, die Ausflockung als solche aber besser bei niedriger Temperatur
vor sich gehen kann.

Die hier mitgeteilten Befunde diirften aber zugleich dafiir sprechen,
dal bei sekundirer Kilteeinwirkung positive Resultate noch in Er-
scheinung treten konnen, die bei alleinigem Aufenthalt im Brutschrank
nicht kenntlich sind, und daB das Verhalten der Ausflockung dabei
nicht entfernt den Mangel an Spezifitit aufweist, wie bei sofortiger
Kalteeinwirkung. :

Dall nun in der Tat das Ausbleiben unspezifischer Kilteflockung
nach vorangehendem Erwirmen der Extrakt-Serumgemische ein allge-
mein gesetzmifiger Vorgang ist, dafiir spricht die von mir festgestellte
Tatsache, daf umgekehrt in der Kilte eingetretene unspezifische Aus-
flockungen beim Uebertragen der Versuchsréhrehen in den Brutschrank
Reversibilitit aufweisen und wieder schwinden. Man kann dadurch
unter Beibehalten der einfachen von SAcHS und GEORGI geiibten
Methodik beim Arbeiten mit physiologischer Kochsalzlosung als Ver-
diinnungsmedium zu einer zweizeitigen Anordnung der Aus-
flockungsreaktion, éhnlich wie bei den von MEINICKE geiibten
Methoden, gelangen, wobei sich die beiden Phasen des Ver-
suches lediglich in der Temperatureinwirkung unter-
scheiden.

Dabei sind, wie bereits die bisherigen Ausfiihrungen zeigen, prin-
zipiell zwei Wege moglich. Es werden entweder die Extraktserum-
gemische 24 Stunden im Eisschrank digeriert, wobei unter Verwendung
geeigneter Extrakte fast alle Sera ausfallen, und es erfolgt dann
weiterer 24-stiindiger Aufenthalt im Brutschrank mit Losung der fir
Syphilis nicht-charakteristischen Flocken; oder es wird zunéchst 24 Stunden
im Brutschrank digeriert, wobei die Ergebnisse fiir Syphilis charakte-
ristisch, aber unter Umstéinden etwas zu wenig empfindlich sind, und
man 148t nunmehr Eisschrankaufenthalt folgen, der zu einer mehr oder
weniger groflen Verstirkung der Reaktion fithrt. Versuche dieser Art
haben also neben dem theoretischen Interesse, das sie beanspruchen
diirfen, eine praktische Bedeutung, und ich lasse daher ein Versuchs-
beispiel folgen, das die hier herrschenden GesetzméBigkeiten illustriert.
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Je 0,6 cem 6-fach verdiinnten cholesterinierten Rinderherzextraktes
wurden mit je 1,0 cem 10-fach verdiinnten inaktivierten Patientenserums.
L a) 24 Stunden lang im Eisschrank und sodann
b) 24 Stunden im Brutschrank,
IL. a) 24 Stunden im Brutschrank und sodann
b) 24 Stunden im Eisschrank
digeriert.
Das Ergebnis zeigt Tabelle 8.

Tabelle 8.

; : Ergebnis der Flockung nach
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Aus der Tabelle ergibt sich ein bem erkenswerter, in seinem Wesen
nach unseren vorangehenden Ausfiihrungen aber zu erwartender Unter-
schied in den Ergebnissen der beiden Kolonnen a. Nach primirem
24-stiindigem Aufenthalt im Eisschrank sind alle Serum-
proben mit Ausnahme des Wassermann-positiven Se-
rums 6 ausgeflockt, wihrend nach primérem 24-stiindi-
gem Aufenthalt im Brutschrank da s Ausflockungs-
ergebnis durchaus fiir Lues charakteristisch, aber nicht
hinreichend empfindlich ist. Werden nun in der 2. Phase des
Versuchs die Temperaturverhiltnisse umgekehrt, wie es den Kolonnen b
der Tabelle entspricht, so weisen die derart erzielten Er-
gebnisse fast vollstidndige Uebereinstimmung auf.

Die in der Kalte eingetretene unspezifische Ausflockung schwindet
bei nachfolgendem Brutschrankaufenthalt. Das in der Kilte negativ
reagierende Wassermann-positive Serum 6 wird positiv. Umgekehrt flocken
bei Aufenthalt im Brutschrank in der 1. Phase und nachfolgender Kilte-
einwirkung in der 2. Phase die zunichst negativ gebliebenen syphilitischen
Sera aus, wihrend die nicht-syphilitischen Sera negativ bleiben. Man er-
hilt damit anscheinend einen maximalen Grad von Empfindlichkeit, wobei
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es allerdings zunichst dahingestellt bleiben mub, ob das charakteristische
Gepriige noch hinreichend gewahrt ist.

Von theoretischem Interesse ist jedenfalls die Tatsache, dafB die
unspezifischen Kélteflocken in der Warme reversibel
sind, wihrend die vorherige Wéirmeeinwirkung die Be-
dingungen so stabilisiert, daRB unspezifische Flockun-
gen in der Kélte nicht mehr einzutreten scheinen?).

Es war von Interesse festzustellen, ob fiir die Reversibilitit der
unspezifischen Kilteflocken in der Wirme einerseits, fir die Nach-
flockung der in der Wirme negativ gebliebenen Sera bei spiterer
Kiltewirkung andererseits, ein Zeitraum von 24 Stunden erforderlich
ist, oder ob eine kiirzere Bemessung des 2. Versuchsstadiums hierzu
hinreicht. Meine Versuche in dieser Richtung erlauben bisher nur
einen Vergleich zwischen einem 4-stindigen und 24-stiindigen Zeit-
raum in der 2. Phase, wie es folgendes Versuchsbeispiel zeigt:

Je 05 cem 6-fach verdiinnten cholesterinierten Rinderherzextraktes
wurden mit je 1 cem 10-fach verdiinnten inaktivierten Patientenserums

I. a) 24 Stunden im Eisschrank und danach

b) 4 Stunden im Brutschrank,
¢) 24 Stunden im Brutschrank,
II. a) 24 Stunden im Brutschrank und danach
b) 4 Stunden im Eisschrank,
c¢) 24 Stunden im Eisschrank
digeriert.
Das Ergebnis zeigt Tabelle 9.

Tabelle 9.
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1) Aktive Sera, die, wie ja schon Grorer gezeigt hat, weniger
empfindlich als inaktive, dabei aber unspezifisch bei der Ausflockung
reagieren, weisen bei Temperaturumkehrung in einer 2. Phase im wesent.
lichen gleiche Verhaltnisse auf wie inaktive, ohne dal aber dabei ein fiir
Syphilis charakteristisches Geprige entsteht. Hs werden wohl in einer
groleren Zahl die im Brutschrank negativ reagierenden aktiven Sera bei
Spiterer Eisschrankeinwirkung positiv, aber auch unspezifische Brutschrank-
reaktionen werden in der Kilte verstirkt.
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Wie die Tabelle zeigt, ergibt sich jedenfalls auch hier
der zeitliche Charakter, der den in der 9. Versuchsphase
bestehenden Vorgang beherrscht. Teil I zeigt, dal ein nur
mehrstiindiger Aufenthalt im Brutschrank nach vorangegangener Kilte-
einwirkung nur bei manchen Serumproben, keineswegs bei allen geniigt,
um die unspezifischen Flocken zum Schwinden zu bringen. Teil 1T
der Tabelle wiirde vielleicht die Annahme zulassen, daf schon ein
kiirzerer Zeitraum des Digerierens im Eisschrank ausreicht, um nach
vorheriger Wirmeeinwirkung den gewiinschten Grad von Empfindlich-
keit zu erreichen. Jedoch sind meine Versuche bisher zu wenig zahl-
reich, um weitere SchluBfolgerungen zuzulassen. Bemerkenswert ist
~auch in der Tabelle 9, daB gerade positive Sera (4, 5) bei primirer
Kilteeinwirkung nicht flocken, wihrend die negativen Sera Flockung
aufweisen. Es entspricht das der schon erwihnten, sich aus der Mehr-
zahl meiner Versuche ergebenden Erfabrung, daf tberhaupt fast alle
Sera primére Kilteausflockung aufwiesen.

Daf mir bei Verwendung verschiedener Extrakte Differenzen in dieser
Beziehung begegnet sind, méchte ich nochmals hervorheben. Es diirfte
aber, wenn man darauf Wert legt, nicht schwierig sein, durch Art der
Herstellung und Verdinnung der Extrakte die Verhaltnisse so zu ge-
stalten, dal fast alle Sera in der Kalte Ausflockung aufweisen.und man
derart fiir die praktische Nutzanwendung zu #hnlichen Verhaltnissen ge-
langt, wie sie MeiNickE bei seiner Methodik wegen des zweizeitigen
Charakters fiir zweckmabig erachtet!). Es wirde dann ebenso wie bei
der Memiokmschen Reaktion nicht die erste Phase der Flockung, sondern
die zweite der Globulinlésung den Indikator bilden.

Nach den bisherigen Ergebnissen mit der SACHS-GEORGISchen Aus-
flockungsreaktion, zumal bei Ausfihrung im Brutschrank neben der ur-
spriinglichen Anordnung (2 Stunden Brutschrank und nachfolgender
Aufenthalt bei Zimmertemperatur) diirfte aber kein AnlaR bestehen,
die hier besehriebenen zweizeitigen Modifikationen ohne den sicheren
Nachweis einer wesentlichen Verbesserung praktischen Zwecken nutzbar
zu machen. Der Umstand, dal bis zur endgiiltigen Ablesung des Er-
gebnisses 48 Stunden verstreichen milten, wiirde wohl bereits als ein
Nachteil angesehen werden. Immerhin habe ich eine Reihe von Serum-
proben, die zunichst mit der Extraktverdiinnung 24 Stunden im Brut-
schrank gestanden hatten, nach weiterem 24-stiindigen Aufenthalt im

1) Ich habe auch vergleichende Versuche iiber den Einfluf der Zimmer-
temperatur gegentiber demjenigen der Eisschranktemperatur ausgefiihrt
und mdchte nur erwihnen, dal der Einfluf der Zimmertemperatur sich
sowohl in der 1., wie in der 2. Phase im Prinzip ebenso, aber in ver-
mindertem Grade #uBert, wie derjenige der Eisschranktemperatur. Fiir
die hier vorliegende Versuchsanordnung diirfte daher die Zimmertemperatur
keinen Vorteil bieten und wegen ihres Schwankens eher die Bedingungen
ungleichméfig beeinflussen.
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Eisschrank nochmals gepriift. Ueber die mit 632 Seris dabei erhaltenen
Ergebnisse gibt Tabelle 10 Auskunft.

Tabelle 10.

Ergebnis der Ausflocknung

1L, iTis -
nach 24 Stunden im Brutschrank nach weiteren 24 Stunden im Eisschrank
W = aF == 2
174 - 458 224 408

Bs ergibt sich also, daB durch AnschlieBen eines Eisschrankaufenthaltes
die Zahl der positiven Reaktionen einen Zuwachs von 50 erfuhr. 'Von
diesen 50 Serumproben hatten bei der WassermanNschen Reaktion reagiert:

19 positiv,
10 sehr schwach positiv, bzw. zweifelhaft,
21 negativ.

Von den 21 Wassermann-negativen Sera betrafen:

9 sichere Luesfille, je eine Serumprobe war mit der Bezeichnung
ulecus mixtum, verdachtige Sklerose, Aortitis, Lebercirrhose,
Malaria, Neurasthenie, nicht-heilende Schulverletzung, 5 ohne
nihere Rezeichnung eingesandt.

Diese Ergebnisse sollen nur zeigen, daB durch den sekun-
diren Eisschrankaufenthalt eine Verfeinerung der Aus-
flockungsreaktion moglich ist, zumal wenn, wie es fiir
meine Versuche zutrifft, nicht fiir Brutschranktempe-
ratur optimal empfindliche Extrakte verwendet werden.
Dariiber, ob die Spezifitit dabei gewahrt ist, glaube ich nach den bis-
herigen Erfahrungen noch nichts Bestimmtes aussagen zu konnen. Als
ein Hilfsmittel, um in zweifelhaften Fillen einen niheren Einblick in
die vorliegenden Verhiltnisse zu erlangen, diirfte der hier beschriebene
Weg vielleicht auch praktisches Interesse besitzen. Fiir den sero-
logischen Luesnachweis mittels Ausflockung wird man aber vorlaufig
durch geeignete Cholesterinierung und Verdtiinnungsart der Extrakte
in der Lage sein, die Bedingungen auch bei 20—24-stiindiger Versuchs-
anordnung hinreichend giinstig zu gestalten. Jedenfalls aber kommt
meinen Versuchen die Bedeutung zu, daf sie, ebenso wie die Unter-
suchungen MEINICKES fiir seine zweizeitigen Methoden ergeben haben,
den Einfluf der Temperaturverschiebung auf das Er-
gebnis bei der Ausflockung nach SAcHS und GEORGI
dartun.

In theoretischer Hinsicht gewdhren die hier mit-
geteilten Ergebnisse einen neuartigen erweiterten Ein-
blick in die bei der Ausflockung vorliegenden Ver-
hiltnisse, indem sie, abgesehen von der prinzipiellen
Verinderung, die die Ausflockung bei der Temperatur-
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erniedrigung nach der unspezifischen Seite hin erfihrt,
zeigen, daf die hohere Temperatur die Bedingungen in
fir Syphilis charakteristischer Weise stabilisiert, die
niedrige Temperatur in ihrem unspezifischen Einflufl zu
Reaktionen mit ausgesprochener Reversibilitit fiihren
kann.

Zusammenfassung.

1) Bei der Ausflockung in der Anordnung nach SAcHS und GEORGI
treten bei einer Steigerung des Kochsalzgehaltes iiber den physio-
logischen auch bei Wassermann-negativen Seris unspezifische Flocken
auf. Dieselben sind bei Zimmertemperatur stirker als im Brutschrank.

2) Diese unspezifische Ausflockung tritt bei Verwendung unchole-
sterinierter Extrakte nicht ein.

3) Langsam verdiinnte, uncholesterinierte Rinderherzextrakte be-
wirkten im salzfreien Medium bei Zimmertemperatur Ausflockungen
mit allen Serumproben, wihrend bei Brutschranktemperatur ein mehr
oder weniger grofer Teil der Sera im salzfreien Medium ungeflockt
blieb. .

4) Uncholesterinierte Rinderherzextrakte wirkten bei langsamer Ver-
dinnung mit destilliertem Wasser auch bei Zimmertemperatur charak-
teristisch, wihrend mit physiologischer Kochsalzlosung nach der Vor-
schrift von SacES und GEorGI verdiinnte cholesterinierte Rinderherz-
extrakte bei Zimmertemperatur gelegentlich zu unspezifischen Reaktionen
neigen konnen. Im Brutschrank reagierten dagegen die cholesterinierten
Rinderherzextrakte fiir Syphilis charakteristisch und tibertrafen zugleich
das Verhalten der langsam mit Wasser verdiinnten, nicht-cholesterinierten
Extrakte an Empfindlichkeit.

5) Das von SAcHS und GEORGI urspriinglich vorgeschriebene
2-stiindige Digerieren im Brutschrank vor dem Aufenthalt bei Zimmer-
temperatur ist bedeutungsvoll, ‘weil es die Neigung zu unspezifischen
Reaktionen, die bei sofortiger Einwirkung der Zimmertemperatur be-
steht, im allgemeinen beseitigt.

6) Mit fortschreitender Temperaturerniedrigung kann das charak-
teristische Verhalten der Ausflockung abnehmen, wihrend die Reaktion
gleichzeitig an Empfindlichkeit verliert.

7) Das charakteristische Geprige der Ausflockung ist am sichersten
gewahrt, wenn die Versuchsroéhrchen iiber Nacht im Brutschranik ge-
halten werden.

8) Vorangehender Aufenthalt im Brutschrank verhindert im allge-
meinen das Entstehen unspezifischer Reaktionen bei nachfolgender
Temperaturerniedrigung und macht Wassermann-negative Sera, die an
und fiir sich in der Kilte Ausflockung zeigen, sogar der Eisschrank-
temperatur gegeniiber resistent.
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9) Andererseits kann Eisschranktemperatur nach vorangehendem
Brutschrankaufenthalt eine Ausflockung primir negativ reagierender
Wassermann-positiver Sera bewirken. <

10) Umgekehrt I3sen sich bei primirem Eisschrankaufenthalt ent-
standene unspezifische Flocken bei spiterem Ueberfiihren in den Brut-
schrank.

11) Dabei kionnen Wassermann-positive Sera primér im Eisschrank
negativ reagieren und bei folgender Einwirkung der Brutschranktempe-
ratur positive Ausflockung ergeben.

12) Das Temperaturoptimum der fiir Syphilis charakteristischen
Reaktionen liegt bei héherer Temperatur, dasjenige der Flockung als
solcher bei niedriger Temperatur. Die unspezifischen Kilteflocken l5sen
sich in der Wirme und bleiben nach vorangehender Einwirkung hoherer

. Temperatur aus. Die unspezifischen Kilteflocken sind also in der Wirme

reversibel, und die héhere Temperatur fiihrt zu einer Stabilisierung der
Bedingungen, die der unspezifischen Kélteflockung keinen Raum mehr
148t. Man kann derart zu einer zweizeitigen Anordnung der Aus-
flockungsreaktion gelangen, in der sich die beiden Stadien des Ver-
suches nur durch Temperatureinwirkung unterscheiden, und die zu
einer Verstéirkung der Ergebnisse fiihren kann.

Arb. a. d. Inst. f. exp. Ther. u. d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a. M. X.




Ueber den EinfluB von Siure und
Alkali auf die Reaktionsfihigkeit der
Komponenten beim serologischen
Luesnachweis mittels Ausflockung

Von

Dr. E. Stilling




Aus der experimentell-biologischen Abteilung (Prof. H. SAcHS) des
Instituts fiir experimentelle Therapie in Frankfurt a. M. (Direktor:
Geheimer Medizinalrat Prof. Dr. W. KoLLE).

Trotzdem WassErMANNSche Reaktion und Ausflockung in ihren
Ergebnissen differieren konnen, diirfte doch kein Zweifel bestehen, daR
es sich in beiden Fillen primdr um den gleichen Vorgang, um das
Zusammenwirken der fiir Syphilis charakteristischen Serumstoffe mit
Lipoidbestandteilen des Extraktes handelt. Nur tritt die Ausflockung
unter den Bedinguugen der WaAssErmMANNschen Reaktion in der Regel
nicht in Erscheinung, wird aber manifest, wenn man nach dem Vor-
gang von SAcHS und GEORGI!) in geeigneter Weise hergestellte
cholesterinierte Extrakte. benutzt und die Versuchszeit auf 20 bis
24 Stunden ausdehnt oder die von MEINICKE angegebenen Methoden
heranzieht. AuRerdem ist bei der WassErmANNschen Reaktion, wie
die Untersuchungen NEUKIRCHS ?) ergeben haben, der Zusatz des aktiven
Meerschweinchenserums von hemmendem Einfluf auf das Entstehen
sichtbarer Priizipitation.

Wenn nun wirklich bei der WAssErRmANNschen Reaktion und bei
der Ausflockungsmethode nach SAcHS und GEORGI im Prinzip die
gleichen Vorginge den Prozef einleiten, so ist zu erwarten, daf auch
die ndmlichen Eingriffe das Zustandekommen der beiden
Erscheinungsformen des serologischen Luesnachweises
beeinflussen. Man darf dabei allerdings nicht einen absoluten
Parallelismus erwarten. So besteht unter anderem, wie GEORGI®) und
NEURIRCH %) gezeigt haben, in bezug auf das Verhalten aktiver Sera
insofern ein Unterschied, als sie bei der WASSERMANNschen Reaktion
im allgemeinen stéirker als inaktivierte, dabei aber unspezifisch reagieren,
wihrend sie sich bei der Ausflockung meist weniger empfindlich als
inaktivierte, dabei aber auch ungpezifisch erweisen. In anderer Hin-
sicht beeinflussen aber #HuRere FKingriffe bzw. Verdnderungen des

1) H. Saces und W. Gmorar, Med. Klinik, 1918, Nr. 33.
2) P. NuukircH, Zeitschr. f. Immunitétsforsch., Bd. 29.
3) W. Gmorar, Biochem. Zeitschr.,, Bd. 93, 1919, S. 16.
4) P. NnuriroE, a. a. O.
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Milieus WAssErRMANNsche Reaktion und Ausflockung gleichsinnig. So
kann {ibereinstimmend durch erhohte Kochsalzkonzentration das Zu-
standekommen der Erscheinungen gehindert werden, und nach GEorg1 %)
scheint, ebenso wie bei der WASSERMANNschen Reaktion, Siure die
Ausflockung zu verstéirken, Alkali sie abzuschwéchen.

Bei der WAssErMANNschen Reaktion sind aber Sidure und Alkali
nicht nur auf das Zustandekommen der Komplementinaktivierung von
EinfluB; sie vermogen vielmehr auch, wie ABRAMOW 2) gezeigt
hat, die Reaktionsfihigkeit der im Serum enthaltenen
Komponente einerseits, der im Extrakt enthaltenen Be-
standteile andererseits aufzuheben. Es schien daher von
Interesse, zu priifen, ob bei der Ausflockungsreaktion nach Sacms und
GEORGI gleichartige Verhiltnisse vorliegen, und ich habe dement-
sprechend Versuche dariiber angestellt, wie sich Extrakt und Patienten-
serum nach vorheriger Einwirkung von Siure oder Alkali und nach-
folgendem Neutralisieren verhalten.

Methodisch befolgte ich dabei im allgemeinen die Vorschriften von
SacEs und GEORGL

Es wurden je 0,56 ccm 6-fach verdinnten cholesterinierten Rinder-
herzextraktes mit 0,1 ccm inaktivierten Patientenserums im Gesamtvolumen
von 1,6 ccm gemischt. Die Extraktverdiinnung wurde derart bereitet,
daf 1 Teil alkoholischen Extrakts mit gleichen Teilen physiclogischer
Kochsalzlosung ragch gemischt wurde, worauf nach kurzem Umschwenken
ragcher Zusatz von weiteren 4 Teilen Kochsalzlssung erfolgte. Die Ver-
suchsrghrehen blieben 2 Stunden im Brutschrank und wurden sodann iber
Nacht bei Zimmertempsratur aufgehoben. Die Ergebnisse wurden im
Agglutinoskop abgelesen und mit

Binaiate ++;(+)= positiv

~+) = zweifelhaft

— = negativ

bezeichnet.

Um den Einfluf von Siure und Alkali auf das Patientenserum
festzustellen, wurde folgendermaBen' verfahren.

Absteigende Mengen
I. Normal-Salzsiure,
II. Normal-Natronlauge
wurden im Volumen 0,5 cem mit
a) je 0,1 cem Wassermann-positiven Patientenserums,
b) je 0’05 b)) n ”
c) je 07025 ” ” »
1 Stunde bei 879 digeriert (Gesamtvolumen: 0,6 ccm), sodann neutralisiert,
indem die gleichen absteigenden Mengen
I. Normal-Natronlauge,
II. Normal-Salzsiure

1) W. Georer, 1. c. 8. 20.
2) 8. Asramow, Zeitschr. f. Immunititsforsch., Bd. 8, 1910, S. 145.
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im Volumen von 0,5 cem zugefiigt wurden. Nach weiterem Zusatz von
je 0,5 ccm 6-fach verdiinnten, cholesterinierten Rinderherzextraktes wurden
die Versuchsrohrchen 2 Stunden im Brutschrank und iiber Nacht bei
Zimmertemperatur gehalten.

Dag Ergebnis zeigt Tabelle 1.

Tabelle 1.

Ergebnis der Ausflockung nach Behandlung des Patienten-

TUms mit
Mengen der b

Normaligsung 1 10
n-NaOH
b |

cem

©

0,02
0,016
0,012
0,01
0,008
0,006
0,005
0,004
0,003
0,0025
0,002
0
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Aus der Tabelle, die nur ein Beispiel von zahlreichen gleichsinnigen
Versuchen darstellt, ergibt sich, da8 sowohl Salzsiure als auch
Natronlauge einen zerstérenden EinflufR auf die Re-
aktionsfihigkeit des Patientenserums besitzen, und zwar
einen um so stirkeren, auf je weniger Serum die gleiche Salzsiure-
bzw. Natronlauge-Konzentration einzuwirken Gelegenheit hat. Zugleich
zeigt sich aber, daf Salzsfiure in weit geringeren Konzentrationen im-
stande ist, die Reaktionsfihigkeit des Serums aufzuheben als Natron-
lauge. Wie ein Vergleich der Kolonnen Ic¢ und IIc zeigt, konnen
die Unterschiede das 4-fache betragenl). Von besonderem Interesse
ist nun, daf diese Ergebnisse sich vollkommen decken mit denjenigen
ABrAMOWS, der auch fiir die WassErMANNsche Reaktion fand, daB
die Wirkung des Syphilitikerserums durch Vorbehandeln mit Salzsiure
und Natronlauge aufgehoben resp. abgeschwiicht wird, durch erstere
jedoch in weit erheblicherem Mafe2). Die Aufhebung der Ausflockbar-
keit des Syphilitikerserums durch Sdure- und Alkalieinwirkung er-
scheint um so verstéindlicher, als ja nach den Arbeiten von Rtz und
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1) Es soll nicht unerwthnt bleiben, daf die Beeinflufbarkeit der ein-
zelnen Sera gegeniiber der Siure- und Alkaliwirkung mehr oder weniger
groBe Schwankungen aufwies. Bei den Differenzen, die die Reaktions-
fahigkeit sowohl bei der Wassmrmannschen Reaktion als auch bei der
Ausflockung bei den verschiedenen Serumproben aufweist, diirfte das ohne
weiteres verstdndlich sein.

2) 8. ABraMOW, a. a. 0. S. 160,
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SacHS ), sowie von NATHAN 2) aus dem hiesigen Institut Sdure- und
Alkalieinflufl iberhaupt zu einer Stabilisierung der ver-
schiedenartigsten Serumfunktionen fiihrt, die an eine
yLabilitéit‘ der Serumbestandteile gebunden sind.

Bei der entsprechenden Untersuchung des Einflusses von Siure-
und Alkaliwirkung auf die Reaktionsfihigkeit des Extraktes ergaben
sich einige Schwierigkeiten, die allerdings erwartet werden muGten.
Nach den von ABrAMOW bei gleichsinnigen Versuchen mit der WASSER-
mANNschen Reaktion erhaltenen Ergebnissen ist die Salzsiure imstande,
die charakteristische Funktion des Organextraktes bereits in recht
starken Verdinnungen aufzuheben. Dagegen war ein gleichsinniger
Einfluf der Natronlauge innerhalb der Versuchsbreite nicht zu erkennen,
und es schienen sogar einige Erfahrungen darauf hinzudeuten, daf
durch Vorbehandlung mit groferen Natronlaugenmengen die Wirkung
des Organextraktes verstirkt werden kann 3).

Bei entsprechender Versuchsanordnung mit der Ausflockungsreak-
tion war nun von vornherein der Umstand zu beriicksichtigen, daf
die Vorbehandlung des Extraktes mit Salzsidure zu einer
Ausflockung der Extraktbestandteile fiithrt, die auch
nach dem Neutralisieren bestehen bleibt. Ob der Nach-
weis einer Aufhebung der fiir Syphilis charakteristischen Reaktions-
fahigkeit des Extraktes durch Siurewirkung moglich ist, muBte daher
zweifelhaft erscheinen. Meine Versuche entsprechen in der Tat diesen
Erwartungen, wie das folgende Beispiel zeigt.

Absteigende Mengen
I. Normal-Salzsiiure,
II. Normal-Natronlauge
wurden mit

a) 0,6 cem 6-fach verdiinnten, cholesterinierten Rinderherz-
extraktes,

b) 0,6 cem 12-fach verdiinnten, cholesterinierten Rinderherz-
extraktes, im Gesamtvolumen von 1 cem 1 Stunde bei 37°
digeriert.

Sodann wurde neutralisiert, indem die gleichen absteigenden Mengen
I. Normal-Natronlauge,
II. Normal-Salzsaure
im Volumen von 0,5 cem zugefiigt wurden. Nach weiterem Zusatz von
je 0,1 ccm inaktivierten, syphilitischen Patientenserums wurde das Ver-
suchsergebnis

o) nach 2-stindigem Aufenthalt im Brutschrank,

B) nach weiterem 20-stiindigem Aufenthalt bei Zimmertempe-
ratur abgelesen (vgl. Tabelle 2).

1) H. Rirz und H. Sacms, Zeitschr. f. Immunititsforsch., Bd. 26, 1917,

S. 493.
2) E. Naruan, Zeitsch. f Immunitatsforsch, Bd. 26, 1917, 5. 508.

3) S. ABramow, a. a. O. S. 161.
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Tabelle 2.

Ergebnis des Ausflockung nach Behandlung des Extraktes mit

Mengen der I IT
Normallgsung n-HCI n-NaOH

a

i |

o

{3)

=3
=

]

R A B S
S+t

S o ST S S R S S
R R

ottt
e R SR s
e R B
o+t
o S R SN R S B S
S TR RS
S e a  a o S S
A oty ate o A A S

|
|
|

SOCOoOO0OOoOOCOOOO
[elslalolslalelelelaloi)
FAttttttt i+ =

+
+
o
+

|
{

Aus der Tabelle ergibt sich, daB, wie zu erwarten war, die Salz-
sédure an und fir sich auf den Extrakt ausflockend wirkt
(vgl. Kolonnen Ia und b @); denn nach 2-stiindigem Aufenthalt der
Versuchsrohrchen im Brutschrank weisen lediglich die mit Salzsiure
vorbehandelten Extraktverdiinnungen Ausflockung auf. Sogar mnach
weiterem 20 -stiindigen Stehen bei Zimmertemperatur ist die Aus-
flockung nach Salzséiurevorbehandlung stéirker als in der Kontrolle.
Die Frage, ob die Salzsiureeinwirkung die Reaktionsfihigkeit des Ex-
traktes bei der Ausflockung ebenso beseitigt, wie bei der WassEr-
MANNschen Reaktion, muB also unbeantwortet bleiben. Dagegen kann
man aus Teil IT der Tabelle wohl den Schluf ziehen, dal die Natron-
lauge innerhalb der Versuchsbreite ohne Einfluf auf die Wirksamkeit
des Extraktes bei der Ausflockung ist. Dies Ergebnis steht in Ueberein-
stimmung mit der gleichen Erfahrung von ABrRAMOW bei der WASSER-
MANNschen Reaktion.

Ob die Vorbehandlung mit Natronlauge die Reaktionsfiihigkeit des
Extraktes zu verstirken imstande ist, muB ich dahingestellt sein lagsen.
Es hatte in einzelnen Versuchen, zumal bei Vorbehandlung mit groBerer
Natronlaugenkonzentration, den Anschein, als ob eine gewisse Ver-
stdrkung der Extraktwirkung bewirkt werden kénnte. Jedoch mochte

“ich das nur unter allem Vorbehalt erwihnen, da die Unterschiede, wenn

tiiberhaupt vorhanden, nur geringgradig waren. Auch an dem mitge-
teilten Ergebnis beziiglich der Einwirkung von Salzsiure auf den Extrakt
war durch Variation der Versuchsanordnung (gréBere Konzentration der
Normallésung, Verwendung geringerer Serummengen u. a.) keine wesent-
liche Aenderung zu erzielen.

Mithin diirfte sich ergeben, dal die Versuche tiber die Be-
einflussung des Extraktes durch Sdure- oder Alkali-
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wirkung bei der Ausflockung den beziiglich der WASSER-
MANNschen Reaktion gewonnenen Erfahrungen keines-
wegs widersprechen. In beiden Fillen ist die Natron-
lauge auf die Extraktwirkung im allgemeinen ohne Ein-
fluB; die Wirkung der Salzsfure auf den Extrakt bei
der Ausflockung entzieht sich jedoch durch die eigen-

flockende Wirkung, die die Salzsiiure auf den Extrakt

ausiibt, der Beurteilung.

Zusammenfassung.

1) Syphilitikersera verlieren durch Vorbehandlung mit Séure, in

geringerem Mafe auch mit Alkali, die charaktenstlsche Funktions-
fahigkeit bei der Ausflockung.

9) Eine entsprechende Wirkung von Alkali auf die Reaktionsféhig-
keit des Organextraktes war nicht zu beobachten. Eine Beeinflussung
des Organextraktes durch Salzsiure konnte nicht ermittelt werden, weil
Salzsiure an und fiir sich zu einer Ausflockung der Extraktbestand-
teile ftihrt.

3) Es besteht somit in dem Einflul von Siure und Alkali auf die
im Syphilitikerserum und im Organextrakt enthaltenen Komponenten
Uebereinstimmung zwischen Ausflockung und WAssERMANNscher Reak-
tion, bzw. ist aus dem nicht erweisbaren Einfluf von Salzsdure auf
den Organextrakt bei der Ausflockung kein Gegensatz zu den bei der
WassErMANNschen Reaktion vorliegenden Bedingungen abzuleiten.
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