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Einleitung.

In diesem Monat sind 25 Jahre verflossen, seit fiir die staatliche
Prifung des Diphtherieserums eine staatliche Anstalt, das ,Institut fiir
Serumforschung und Serumpriifung® in Steglitz bei Berlin errichtet
wurde, das 3 Jahre spiter als ,Institut fiir experlmentelle Therapie“
nach Frankfurt a. M. verlegt wurde.

E. v. BEHRING hatte in grundlegenden Arbeiten wihrend der Jahre
1889—1891 bei ausgedehnten Tierversuchen die Entdeckung gemacht,
daf die Diphtherieimmunitit durch die Gegengifte des von LOFFLER
entdeckten Diphtherietoxins, des Sekretionsproduktes des LOFFLERschen
Bazillus, bedingt ist. Er gelangte logischerweise dazu, die von ihm
im Blute von diphtherieimmunen Tieren entdeckten Antitoxine zur
Heilung der Diphtherieerkrankung des Menschen zu empfehlen, nachdem
er die Moglichkeit der Heilung von diphtherievergifteten und diphtherie-
infizierten Tieren gezeigt hatte. Schon bei den ersten Versuchen der
Immunisierung groBerer Tiere hatte sich herausgestellt, wie notwendig
die Auffindung von Methoden war, um den Gehalt des Blutserums, z. B.
von Pferden, an Antitoxin genau festzustellen. Denn die Hochtreibung
der Immunitét, die Anreicherung der Antitoxine im Blutserum immuni-
sierter Tiere gestaltete sich schwierig, da hier sehr komplizierte Vor-
génge eintreten kdnnen. Es sei nur an die Ueberempfindlichkeits-
erscheinungen erinnert, die sich im Laufe der Immunisierung nicht
selten einstellen und eine Gewinnung hochwertiger Sera bei Pferden
erschweren. Die Ursachen fiir die Schwierigkeiten waren, abgesehen
von der Gewinnung starker, konstanter und in ihrer Giftwirkung meg-
barer Gifte, darin begriindet, dal die chemischen und biochemischen
Eigenschaften und die Zusammensetzung des Diphtheriegiftes noch un-
bekannt waren und genauere Kenntnisse der GesetzmiRigkeit der Ge-
winnung hochwertiger Sera, der Methoden der Antitoxinanreicherung usw.
fehlten. v. BEHRING und seine Mitarbeiter WERNICKE und KNORR er-
kannten die Notwendigkeit, exakte Methoden der Werthestimmung von
Giften und Gegengiften zu suchen. Das gleiche Verhalten stellte sich
auch beim Tetanustoxin und dessen von v. BEHRING entdeckten Gegen-
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gift, dem*Tetanusantitoxin, heraus, wie die Untersuchungen von v. BEn-
RING, K1TAsATO und KNORR gezeigt hatten.

In diesem Zeitabschnitt wurden die Arbeiten von PAvL. EHRLICH
iber die dem Diphtheriegift #hnlichen Pflanzengifte Rizin, Abrin und
Robin fir die Losung der Immunisierungsprobleme und die Ausschal-
tung der Schwierigkeiten bei der Gewinnung hochwertiger Sera an
groBeren Tieren von Wichtigkeit. EmrLIcH begann 1893 seine Studien
mit Diphtheriegift und Diphtherieantitoxinen in Verfolgung seiner
Untersuchungen iiber das Antirizin, Antiabrin und Antirobin, die
Antitoxine der genannten pflanzlichen Toxine. Hierbei hatte sich er-
geben, daB genau und zahlenmiBig zu berechnende Beziehungen
zwischen dem Rizin und Antirizin, Abrin und Antiabrin usw. bestehen.
v. BEHRING und EHRLICH vereinigten sich nun zu gemeinsamer Arbeit
und stellten auf Grund der Tierversuche von EnrricH, der zuerst
zahlenmifig die Wirksamkeit der Antitoxine berechnete, den Begriff der
Antitoxin-bzw. Immunititseinheit auf. Diese in der Priifungs-
technik benutzte Einheit (IE. oder AE.) ist eine willkiirliche Gréfe und
so entstanden, dal EHRLICH eine bestimmte, an sich beliebige Menge
Antitoxin als Einheit bezeichnete, die von einem damals zur Verfiigung
stehenden Gift 100 tédliche Dosen so absittigte, da8 nach Injektion
dieses Gemisches auch nicht die geringste Spur von Krankheit (lokaler
und allgemeiner Reaktion) eintrat.

Pauvr EmrLIcH fiihrte in den Jahren 1893—1897 die geradezu
klassischen Untersuchungen der Wertbestimmung der antitoxischen Sera,
namentlich des Diphtherie- und Tetanusserums aus. Diese Methoden
sind auf der ganzen Welt angenommen und eingefiihrt. Denn es hatte
sich bei der klinischen Erprobung des Diphtherieserums inzwischen
herausgestellt, dal fiir die Heilung der menschlichen Diphtherie eine
bestimmte Menge von Immunititseinheiten des Diphtherieserums dem
Kranken zugefiihrt werden muf. Ganz wie beim experimentell krank-
gemachten Tier, wo — wie die weitergefithrten Versuche ergeben
hatten — der Heil- und Immunisierungswert dem Gehalt an Antitoxin-
einheiten parallel geht. Die ersten klinischen, mit dem Diphtherie-
heilserum angestellten Versuche fielen deshalb nicht so giinstig aus,
wie auf Grund der Tierversuche zu erwarten war, weil nicht die ge-
niigenden Mengen von Antitoxineinheiten zugefiihrt wurden. Zum Teil
lag es daran, daR man in der Immunisierung groBerer Tiere noch keine
gentigenden Erfahrungen hatte und daher Sera, die 300—400 AE. im
Kubikzentimeter enthielten, noch nicht besaR, anderenteils aber daran,
daf die genauen Wertbestimmungsmethoden fiir den Gehalt des
Diphtherieserums an Antitoxin fehlten. Auch in England und Déne-
mark war die neue BEHRINGSche Serumtherapie aus dem gleichen
Grunde anfangs nicht giinstig aufgenommen worden. Als aber die
englischen und dénischen Sera mit dem EmRLICcHSchen Standardserum
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vergleichsweise- gepriift wurden, stellte sich heraus, daB ihre mangel-
hafte Wirkung in dem zu geringen Antitoxingehalt begriindet war.

Die Grundlage der Wertbestimmung war der Besitz eines un-
verdnderlichen MaBstabes, einer Eichungsgrofe, die unter genau zu
formulierenden Bedingungen konstant bleibt, wie das Normalmetermaf
in genau zahlenmiRiger Weise festgelegt und kontrolliert werden kann.
EnrLIcH fand, daB die Toxine und Antitoxine sich in fliissigem Zustande
verindern, und zwar in dem Sinne, daf sie schwicher wirksam werden.
Diese Abschwichung erfolgt bei Toxinen und Antitoxinen zuweilen
zeitlich in annidhernd gleichem Grade, so daf bei Priifung gleichaltriger
Toxine und Antitoxine die Abschwéichung nicht erkannt wird.

Wie in der nachstehenden Abhandlung von OrT0 und HEeTscw °
auseinandergesetzt wird, erfolgt im Institut fiir experimentelle Therapie
die Aufbewahrung - der »otandardsera® in absolut trockenem Zu-
stande in maximal evakuierten Rohrchen. Die Standardsera sind noch
haltbarer als die Gifte und dienen deshalb als Grundlage der staat-
lichen Werthestimmung des Diphtherie- und Tetanusserums. Diese
wurde auf Grund der Beschliisse einer im Reichsgesundheitsamt
zusammenberufenen Konferenz festgelegt, die der Einfilhrung = der
staatlichen Kontrolle der fiir den Handel bestimmten Serumpréiparate
gegeniiber einer Verstaatlichung der Serumherstellung den Vorzug
gab. Um das Publikum gegen die Behandlung mit minderwertigen
oder nicht einwandfreien Serumpriparaten zu schiitzen, wurde durch
Kaiserliche Verordnung vom 31. Dezember 1894 das Diphtherieserum
dem freien Verkehr entzogen und in die Reihe derjenigen Arznei-
stoffe aufgenommen, die nach der Verordnung vom 27. Januar 1890,
betreffend den Verkehr mit Arzneimitteln, nicht auBerhalb der Apotheken
feilgehalten und verkauft werden dirfen. Durch die Einfiihrung der
staatlichen Kontrolle der Sera wurde auBerdem noch der Zweck er-
reicht, eine richtige Beurteilung der Erfolge der Serumtherapie zu er-
moglichen. Die Gewinnung eines Urteils iiber die Erfolge der neuen
Behandlungsmethode der Diphtherie wire den Klinikern' erschwert
worden, wenn ihnen nicht durch Anwendung der staatlich gepriiften
Sera die Injektion genau dosierter Mengen der Antitoxine ermoglicht
worden wire. Auch die Unschidlichkeit der Sera (Sterilitdt und Frei-
sein von Giften) mufte durch die staatliche Kontrolle gewihrleistet
werden.

Die staatliche Priifung des Diphtherieserums wurde am 20. Februar
1895 dem Institut fiir Infektionskrankheiten in Berlin, dessen
Direktor damals RoBErRT KocH war, ibertragen und dort in der
nKontrollstation fiir Diphtherieheilsera® ausgefithrt. Am
20. Juni 1896 wurde diese Kontrollstation zu einem selbsténdigen In-
stitut, dem ,Institut fir Serumforschung und Serum-
prifung“ erweitert. Die Leitung des neuen, in Mietsriumen in
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Steglitz errichteten Instituts erhielt Professor Dr. Paur EmrLIcH, der
hier fir sich und die Mitglieder des Instituts. eine Arbeitsstitte
zur weiteren Erforschung der durch die BEHRINGsche Serumtherapie
gegebenen Probleme erhielt. Die dem Institut neben der Organi-
sation der staatlichen Priifung und deren Ueberwachung zufallenden
Aufgaben praktischer und wissenschaftlicher Natur erweiterten sich so
rasch, dal eine VergroSerung notwendig wurde.” Es wurde deshalb auf
die Initiative des damaligen Vortragenden Rates im PreuBischen Kultus-
ministerium Professor Dr. ALTHOFF unter Mitwirkung der damaligen
Vortragenden Rite F. ScaMIpT und M. KIRCHNER sowie des Oberbiirger-
meisters der Stadt Frankfurt a. M. Apickes das Institut fir Serum-
* forschung und Serumpriifung als ,Institut fiir experimentelle
Therapie“ nach Frankfurt a. M. verlegt. Im November 1899 fand in
Gegenwart von Vertretern der staatlichen und stidtischen Behorden die
feierliche Erdoffnung des Instituts statt, das der damalige Kultus-
minister BossE selbst seiner Bestimmung iibergab.

Das Institut fiir experimentelle Therapie ist die staatliche Priifungs-
stelle fiir alle Serumpriparate und Impfstoffe, deren Priifung amt-
lich vorgeschrieben ist. Die Priifung bezieht sich auf Keimfreiheit,
Eiweilgehalt, Unschadlichkeit (Phenolgehalt, Freiheit von Tetanussporen
und -gift) und auf den Gehalt an wirksamen Stoffen. Im Laufe
der Zeit hat sich die Zahl der priifungspflichtigen Sera, zu denen an-
fangs nur Diphtherie- und Tetanusserum gehorten, vermehrt. Das
Rotlaufserum wurde 1899, das Meningokokkenserum 1915 priifungs-
pflichtig. Von Impfstoffen ist bisher nur das Kocusche Alttuberkulin
priifungspflichtig. Seit dem 1. Januar 1921 ist dem Institut auch die
amtliche Priifung der Reagentien fiir die Ausfiihrung der WaSSERr-
mANNschen Reaktion iibertragen, nachdem eine Bundesratsverordnung
iiber diesen Gegenstand Gesetzeskraft erhalten hat. Auf Grund dieser
Verordnung miissen alle fiir offentliche Zwecke und fiir dritte
Personen ausgefiihrten serodiagnostischen Untersuchungen auf Syphilis
(WassErMANNsche Reaktion) mit staatlich gepriiften Extrakten und
Ambozeptoren ausgefiihrt werden.

Neben der obligatorischen Priifung der staatlich priifungspflichtig
gemachten Sera werden im Institut fiir experimentelle Therapie zur
Priifung auch solche Sera zugelassen, bei denen die Priifung fakultativ
ist, d. h. von den betreffenden Fabriken selbst veranlaBt und beantragt
wird, um eine Gewdhr fiir die Unschidlichkeit und den Gehalt an
Stoffen zu bieten, die fiir das betreffende Serum als therapeutisch wert-
voll gelten. Es handelt sich hier in erster Linie um das Streptokokken-
serum und Dysenterieserum, ferner um einige Sera fiir die Veterinir-
medizin: Schweineseuche- und Gefliigelcholeraserum.

- Die fiir die Priifung notwendigen Standardgifte und -sera werden
vom Institut auch an die Fabriken, die die Priifung vornehmen lassen,
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zur eigenen Kontrolle ihrer Fabrikation abgegeben. Auf den regel-
miBigen Bezug von Diphtheriestandardserum sind auch fast alle nam-
haften européischen und auBereuropdischen staatlichen und privaten,
der Gewinnung von Schutz- und Heilseren dienenden Institute abonniert.
Vor dem Kriege waren es 56 auslindische Institute, die sich auf
Oesterreich-Ungarn, die Schweiz, Italien, Spanien, Portugal, Rufland,
die Tiirkei, Bulgarien, Ruménien, England, die Niederlande, Frankreich,
Belgien, D#nemark, Norwegen, Schweden, Nord- und Siidamerika,
Kuba, Indien und Japan verteilten. Es ist anzunehmen, dal diese
durch den Krieg unterbrochenen Beziehungen bald wieder angekniipft
werden, soweit sie nicht jetzt schon wieder aufgenommen worden sind.
Durch die bei Verwendung gleicher Standardpréparate erzielte Einheit-
lichkeit ist in der wissenschaftlichen Beurteilung der Erfolge der Serum-
therapie viel gewonnen.

Zur Durchfithrung der Kontrolle werden Proben aller gepriiften
Sera im Institut aufbewahrt und nach bestimmten Zeitriumen auf
Grund der Listen und der Biicher, aus denen die urspriingliche Wertig-
keit zu ersehen ist, nachgepriift. Von dem Ergebnis der Nachpriifung
werden die zustindigen Amtsstellen benachrichtigt, wenn eine solche
Abschwichung des Gehaltes an wirksamen Stoffen erfolgt ist, dal die
Sera eingezogen werden miissen.

Zur Durchfithrung aller dieser priifungstechnischen Aufgaben sind
seit dem Bestehen des Instituts zahlreiche wissenschaftliche Arbeiten
tiber die zuverlissigsten Methoden der Wertbestimmung der einzelnen
Sera ausgefiihrt und die damit in engem Zusammenhang stehenden
theoretischen Fragen iiber die Wirkung der Antikdorper in vitro und in
vivo eingehend untersucht worden. Viele dieser Untersuchungen haben
praktische Ergebnisse gehabt. So waren z. B. die Arbeiten von DONITZ
tiber die Wertbestimmung des Tuberkulins im AnschluB an die KocH-
schen Angaben iiber die Wirkung der Tuberkulinpriparate maBgebend
fiir die Priifung des Tuberkulins mit Hilfe eines Standardtuberkulins,
das im Institut aufbewahrt wird. Die Arbeiten von MARrX iiber Rotlauf-
serum haben Aufschluf gegeben nicht nur iiber die beste Methode der
Wertbestimmung, sondern auch iiber die Wirkung des Rotlaufserums
gegeniiber der gleichzeitig oder spiter injizierten Kultur. Hierbei konnte
Marx das von Emrircm fiir die Priifung der Antitoxine eingefiihrte
Prinzip der Heranziehung eines ,Standardserums® erfolgreich ver-
wenden, um bei der schwankenden Virulenz der Kulturen eine feste
Vergleichsskala fiir das zu priifende Serum zu erzielen.

Studien iiber das Dysenterietoxin und -antitoxin fihrten dann in
weiterer Verfolgung dieser Arbeiten zu der Erkenntnis, daB die Ver-
impfung der Toxin-Antitoxingemische auf weife Méuse auch fiir die
Wertbemessung des Dysenterieserums die zuverldssigste Priifungs-
methode darstellt. Im Anschluf an frithere Versuche von KOLLE,
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HELLER und DE MESTRAL, bei denen die Gemische intraperitoneal
injiziert wurden, haben H. Sacus und GEORGI gezeigt, daB die intra-
vendse Einverleibung noch regelmiBigere Versuchsreihen ergibt. Auf
Grund dieser Erfahrungen ist das wihrend des Krieges im Heer ob-
ligatorisch eingefithrte und jetzt allgemein zugelassene Verfahren der
Dysenterieserumpriifung ausgearbeitet.

Fiir die Prifung der antiinfektidsen Sera kommt in erster Linie
der Tierversuch in Frage. Am bekanntesten ist die Methode der
Titration der Bakteriolysine R. PFEIFFERS, die in allen antiinfektidsen
Seris sicher in mehr oder weniger grofem Umfange vorhanden sind,
mittels des PFEIFFERschen Versuches geworden. Da aber die Versuchs-
anordnung R. PFEIFFERs bei manchen antiinfektisen Seris nicht zum
Ziele fiihrt, so war es ein Fortschritt, als M. NE1ssER und WECHSBERG
in Fortsetzung von Versuchen von M. LAUBENHEIMER, STERN und
KorrE sowie M. HAuN in der Plattenkultur eine brauchbare und ein-
fache Methode fanden, um die Menge der in vitro durch bakterizide
Sera abgetdteten Keime zu bestimmen. Das NEISSER-WECHSBERGsche
Verfahren ergibt durchaus sichere Resultate, wenn es auch bisher fiir
praktische Priifungszwecke keine Verwendung gefunden hat.

Besondere Bedeutung haben die Untersuchungen von R. Orro
iber das von ihm nach THEOBALD SMITH benannte Phédnomen er-
langt. THEOBALD SMiTH hatte beobachtet, daR Meerschweinchen, denen
Diphtherietoxin- Antitoxingemische injiziert waren, bei der nach einigen
Monaten erfolgenden Injektion von Diphtherieserum akut schwer er-
krankten bzw. starben. OTTO konnte bei seinen im Institut angestellten
Studien eine Analyse des Phinomens erbringen, indem er zeigte, dalB
sich durch Serum bei Meerschweinchen die hichsten Grade von Ana-
phylaxie erzielen lassen; er fand dabei u. a., daf die Anaphylaxie er-
zeugenden Stoffe sich auf gesunde Tiere iibertragen lassen. Diese Beob-
achtungen haben die Anaphylaxieforschung gefordert und angeregt und
somit zum Studium der Nebenwirkungen des Diplitherieserums und
deren Vermeidung beigetragen, wenngleich man ja schon auf Grund
klinischer Beobachtungen zu der Erkenntnis gelangt war, daB die Neben-
wirkungen der Serumtherapie, Serumexantheme, Fieber und EiweiR,
Gelenkschwellungen, nicht auf dem Antitoxingehalt, sondern auf Stoffen
des normalen Pferdeserums bzw. den von ihnen im Korper des Injizierten
ausgelosten Reaktionen beruhen. Die Erkenntnis, daB diese Stoffe mit
den Eiweilkorpern in Zusammenhang stehen, ist fiir die Einfiihrung
der hochwertigen Sera bestimmend gewesen, weil bei ihnen in méoglichst
geringen Serummengen moglichst viel Antitoxine einverleibt werden
konnen.

Wie aus der die Einzelheiten der Priifungstechnik der verschiedenen
Sera " darstellenden Abhandlung von OTT0 und HETSCH hervorgeht,
sind bei der Priifung der Serumpriiparate viele Fragen der Kkleinen
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Laboratoriumstechnik und die verschiedenartigsten Handgriffe, die sich
auch auf die Gewinnung der Gifte, Herstellung der Losungen und
Mischungen, die Art der Injektion usw. beziehen, von Bedeutung fiir
die GleichméaRigkeit der Priifungsresultate. Mit Ausnahme des Meningo-
kokkenserums, bei dem der Gehalt an Bakteriotropinen nach NEUFELDS
Methode und an komplementbindenden Stoffe nach KoLLE und WASSER-
MANN mittels Regenzglasversuchen festgestellt wird, wird die Wert-
bestimmung aller Sera und des Tuberkulins durch Tierversuchsreihen
durchgefﬁhrt. Neben der Auswahl geeigneter Tiere spielt Uebung und
Sicherheit in den Handgriffen und die Pflege der Versuchstiere eine
groBe Rolle. Es werden dann in der Hand des Geiibten sichere Resultate
erziell. Bei geringsten Differenzen im Ausfall der Versuche kann auf
Versehen geschlossen werden, die auch dem Geiibten unterlaufen kénnen.
Dann muB eine Wiederholung stattfinden, um eine Gewihr fiir die
Richtigkeit zu haben. GroBe Bedeutung besitzt auch die Technik der
Herstellung der Verdiinnungen, um einen gleichméRigen Priifungsbetrieb
zu gewihrleisten. Hierbei spielen die feinen Pipetten, die die absolut
genaue Abmessung kleinster Mengen gestatten, und vielerlei sonstige
Vorsichtsmalregeln eine Rolle. Es ist z. B. nicht gleichgiiltig, ob man die
Pipette auslaufen 148t oder ausblist. Ferner verdienen die genaue Ein-
haltung der Zeit, die die Mischungen stehen miissen, und die Temperatur,
bei der sie gehalten werden, Beachtung. Alle diese Beobachtungen, die
auf einer 25-jihrigen Erfahrung im Priifungsbetrieb beruhen und im
Institut durch EBRLICH selbst, ‘DONITZ, MARX, OrTO0, BERGHAUS,
BorunckE, H. SacHs und HETscH sowie durch Verfasser gesammelt
wurden, sind bei der Beschreibung der Methoden verwertet worden.
Bei der technischen Durchfiihrung der Priifung ist seit Grindung des
Instituts der Priparator GOLDNER titig gewesen. N
In engem Zusammenhange mit der Frage der Wertbestimmung
des Diphtherieserums sind einige wissenschaftliche Streitfragen gréferen
Umfanges im Lauf der Zeit vom Institut bearbeitet worden, die sich
vor allen Dingen an die Angriffe kniipfen, die von ARRHENIUS und
KrAUS gegen die theoretischen Grundlagen oder die praktische Aus-
fihrung der Wertbestimmung des Diphtherieserums und in neuerer
Zeit von BINGEL gegen die Wirksamkeit dieses Antitoxins bei der Be-
handlung der menschlichen Diphtherie unternommen wurden.
Entgegen der Annahme Enrricus, daf Diphtherietoxin und Anti-
toxin sich wie bei manchen chemischen Prozessen nach dem Muster
einer starken Siure und Base vereinigen, wobei ein Molekiil Gift stets
die gleiche Menge Antitoxin bindet, kamen ARRHENTUS und MADSEN
auf Grund ihrer Studien tiber Tetanolysin und Antitetanolysin zu dem
SchluB, daR sich hier die Absittigungskurve fast analog verhilt wie
bei der Vereinigung von Ammoniak und Borsédure, also einer schwachen
Saure und schwachen Base. Wenn diese Annahme richtig wire, wiirde
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sich die Beziehung von Toxin und Antitoxin nicht nach dem Gesetz
der konstanten Proportionen, sondern nach dem GULDBERG-WAAGEschen
Gesetz der Massen regeln. Der Unterschied dieser Auffassung hat
nicht nur theoretisches, sondern auch praktisches Interesse, denn in
dem von ARRHENIUS und MADSEN angenommenen Falle wiirden die
nach EHRLICH als selbstindig neben dem Toxin bestehenden Stoffe
des Diphtheriegiftes, die sogenannten Toxoide, nur unabgesittigte
dissoziierte Toxinmolekiile und keine von diesen verschiedene Sub-
stanzen sein. ;

Des niheren auf die von EHRLICH und seinen Mitarbeitern H. SACHS
und v. DUNGERN sowie von physikalischer Seite zur Widerlegung der
ARRHENIUS-MADSENschen Lehre angestellten sehr komplizierten Ver-
suche niher einzugehen, wiirde hier zu weit filhren. Diese Versuche, die
zur Stiitze der fiir die Wertbestimmung des Diphtherieserums grund-
legenden Methoden und der Verwendung alter abgelagerter Gifte, zur Er-
mittlung der Priifungsdosis des Giftes sowie der darauf abgestimmten
Serummengen dann technisch notwendig waren, haben ergeben, daf diese
‘antitoxinbindenden Toxoide als besondere Stoffe tatsichlich vorhanden
sind. Es konnte ferner gezeigt werden, daB die Festigkeit der Bindung
von Toxin-Antitoxingemischen von der Zeitdauer der Einwirkung beider
Komponenten abhingig ist. Die Bindung ist anfangs sehr locker,
nimmt aber allméhlich an Festigkeit zu, so daf sie nach einer gewissen
Zeit tiberhaupt nicht mehr gesprengt werden kann.

Diese Versuche zeigen, wie geriau die von EHRLICH und seinen
Mitarbeitern aufgestellten Vorschriften fir die Gewinnung von Test-
toxinen maRgebend sind, und liefern weitere Beweise, wie notwendig
es ist, neben den Testgiften auch Standardsera vorritig zu halten,
mit denen jederzeit die Konstanz der MalBstibe kontrolliert werden
kann.

Die Angriffe von R. KrAUS richteten sich gegen den Wert der
EnrLICcHSCchen Mischungsmethode fiir die Bestimmung des Antitoxin-
gehaltes bzw. die Bedeutung der so ermittelten Antitoxinwerte fiir die Be-
urteilung des Heilwertes der antitoxischen Sera. Kraus und SCHWONER
stellten Versuche an, um zu beweisen, daf die Hochwertigkeit der Sera,
bezogen auf den Antitoxingehalt, kein MaRstab ist fiir die Heilkraft im
Tierversuch, d. h. wenn die Sera nach der Vergiftung bzw. nach der
Infektion mit lebenden Diphtheriebazillen angewandt werden. Diese
Angaben von KrAaus und ScEWONER sind durch Versuche, die unter
EHRLICHS Leitung von BErcHAUS und BOEHNCKE sowie in neuerer
Zeit von KOLLE und SCHLOSSBERGER durchgefiihrt sind, als nicht
zutreffend erkannt. Es hat sich nicht nur gezeigt, dal — wie BErG-
HAUS und auch andere fanden — die Heilkraft des nach der Intoxikation
einverleibten Serums um so stirker ist, Je mehr Antitoxineinheiten es
enthilt, sondern daB auch bei mit lebenden Diphtheriebazillen infizierten
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Meerschweinchen und Miusen die HeilWirkung durch hoch- und niedrig-
wertige Sera immer dem Antitoxingehalt parallel geht. :

In engstem Zusammenhange mit den Methoden der Wertbestimmung
der Sera und deren Bedeutung fiir die Verwendung der mit Toxinen
oder Bakterien gewonnenen therapeutischen Sera stehen die Arbeiten
von EHRLICH und seinen Mitarbeitern WASSERMANN, DONITZ, MaRrx,
M. NEIsSER, MORGENROTH, H. SAcHS iiber die EmrricHsche Seiten-
kettentheorie. In gliicklichster Weise hatten EHRLICH bei Aufstellung
seiner Theorie Ideen geleitet, in denen er strukturchemische Vor-
stellungen mit den biologischen verkniipfte. Indem er an die WEIGERT-
schen Regenerationsgesetze ankniipfte und die Antikérper nach Ana-
logie der Regenerationsvorgiinge als Reaktionsprodukte des Organismus
und der Zellen, an die die Bakteriengifte gebunden werden, erklirte,
kam er zu der heuristisch so wertvollen Theorie. Diese gab nicht nur
fir die Gewinnung hochwertiger antitoxischer und antiinfektiéser Sera
eine leicht faRliche Erklirung, sondern war auch fiir alle praktischen
immunititstechnischen Arbeiten, so z. B. fiir die Wertbestimmung der
Sera, die Bindungsgesetze von Toxin und Antitoxin und die Beurteilung
der Heilversuche mit Serum von grofer Bedeutung. Auch v. BEHRING
erkannte die Bedeutung der strukturchemischen Vorstellung, die Ein-
filhrung der haptophoren Gruppen und Rezeptoren in die Immunitits-
lehre und den Vergleich EHRLICHS mit den Assimilations- und Re-
generationsgesetzen an, indem er sagte: ,Dieselbe Substanz im lebenden
Korper, welche, in der Zelle gelegen, Voraussetzung und Bedingung einer
Vergiftung ist, wird Ursache der Heilung, wenn sie sich in der Blutfliissig-
keit befindet.“ Die Bindung von Antigenen an Antikérper und Koérper-
zellen beruht in letzter Instanz eben — dafiir ist die Seitenkettentheorie
eine leicht faBliche und in formeldhnlichen Zeichen ausdriickbare Theorie
— auf chemischen Atomgruppierungen, so dal die Briicke zwischen
den chemischen und biochemischen Vorgingen der Zellularphysiologie
geschlagen ist. Die neuerdings vielfach vertretene Richtung, die neben
den strukturchemischen Vorstellungen der Seitenkettentheorie auch die
physikalische Wirkung der Reaktionsprodukte bzw. die physikalischen
Verdnderungen der Zellen und Korperflissigkeiten ins Auge faBt, kann
die Grundlagen der Seitenkettentheorie bis auf weiteres nicht erschiittern.
Der feste Boden, auf dem diese Vorstellungen beruhen, zeigt sich
gerade bei den Wertbestimmungsmethoden. Es verlohnt sich wohl,
die Frage aufzuwerfen, wo wir auf Grund der jetzigen Kenntnisse der
Kolloidchemie iiber die physikalisch-chemischen Vorginge im Serum
die Grundlagen finden sollen, um quantitativ mit der Genauigkeit zu
arbeiten, wie es die strukturchemischen Auffassungen in der Serologie
erméglicht haben. Bei der Heilung von toxinvergifteten Tieren mittels
Antitoxinen nach quantitativ verlaufenden Regeln ist der Korper nicht
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— wie SAHLI sagt — ,ein Spielball seiner Kolloide“, sondern den
biochemischen Gesetzen quantitativ und berechenbar unterworfen. Das
findet seinen Ausdruck in Emrricms Theorie. Weder praktisch noch
heuristisch ist die neue SAmLIsche Theorie, die im Sinne der kolloid-
chemischen Vorstellung die Vorginge der Heilung statt in die Zellen in
das Blut und das kolloidale Gleichgewicht des Blutes, des ,Exkretions-
produktes der Korperzellen“, verlegt, bis jetzt irgendwie brauchbar.
Sie bringt an sich tiberhaupt nichts Neues, sondern hochstens eine
Ergénzung der EmrLIcHSchen Vorstellung iiber die Bildung von Anti-
genen und Antikdrpern in Anlehnung an die Assimilations- und Regene-
rationsprozesse in den Zellen. SamLI setzt an die Stelle der auf die
Zellen wirkenden Zellreize (Rezeptorbesetzung) die von der Schwankung
der Blutkolloide ausgehenden. Die Erhaltung des ,Blutkolloidspiegels*
(nach Analogie des Blutzuckerspiegels) kann ja tatsdchlich in letzter
Instanz nur durch Reize auf die Zellvorginge erfolgen. Aber wie diese
Wirkung durch Reize nach der Kolloidechemie zu erkliren ist, das gibt
SAHLI nicht an und beweist er auch experimentell nicht. Wir wissen
tiber derartige auf kolloidalen Vorgéingen durch »Absenkung des Spiegels“
beruhende Reize noch nichts, wihrend EmrrLIicHS Theorie den Reiz
auf die Zelle als Folge des Eindringens der reizenden Substanz (des
Giftes, das an die Rezeptoren der Zelle verankert wird) biologisch ver-
sténdlich und fiir Experimente verwertbar macht. Auch heuristisch ist
die SamLische Theorie nicht zu verwenden im Gegensatz zur EHERLICH-
schen, die bei der Erforschung der serologischen Probleme Wertvolles
geleistet hat. EmRLICHS Theorie ist auch in ihrer bildlich-schematischen
Darstellungsweise der Immunitétsvorginge unentbehrlich. '

Der Wert genauer Methoden fiir die Wertbestimmung der Sera
hat sich auch bei der erneut durch A. BINGEL aufgeworfenen Frage
iber die Heilkraft des Diphtherieserums im Vergleich zu der des nor-
malen Pferdeserums gezeigt. Nach der Behauptung dieses Autors soll
das normale Pferdeserum bei der Behandlung der Diphtherieerkrankung
zahlenmiRig gleich gute Resultate ergeben, wie ‘das antitoxische Di-
phtherieserum.

Von klinischer Seite haben die Angaben BINGELS schon eine iiber-
zeugende Widerlegung erfahren, auf die hier nicht eingegangen werden
soll. Sie haben aber Veranlassung gegeben, gewisse Einwinde, die der
experimentellen Begriindung der Serumtherapie gemacht werden konnten
und von Bedeutung fir die weitere Verfolgung der BinaELschen Ideen
hitten werden konnen, erneut einer experimentellen Priifung zu unter-
ziehen. Einer dieser Einwinde war der, daB die Schutz- und Heil-
wirkung des Diphtherieserums fast nur mit einem einzigen Stamme,
Jjedenfalls nicht in gréBeren Versuchsreihen mit verschiedenartigsten
Diphtheriestimmen gepriift wurde, und daf bei den Tierheilversuchen
Diphtheriegift, nicht lebende Bazillen, zur Erzeugung der tédlichen
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Krankheit verwandt wurde. Diese Liicke wurde von KOLLE und
SCHLOSSBERGER durch umfangreiche Versuchsreihen unter Verwen-
dung einer gréBeren Anzahl verschiedener, zum Teil aus frischem
Diphtheriematerial reingeziichteter, stark tierpathogener Diphtherie-
stimme ausgefiillt.

Bei diesen im Institut fiir experimentelle Therapie angestellten
Versuchen ergab sich, daB die Wirksamkeit des Serums auch bei Ver-
wendung heterogener Gifte' und bei Tieren, die mit lebenden Bakterien
infiziert und vergiftet wurden, dem nach der Mischungsmethode be-
stimmten Antitoxingehalte parallel geht und um so stirker und sicherer
ist, je frither nach der Injektion des Giftes die Anwendung des Heil-
serums erfolgt. Es war auch moglich, unter genauer Benutzung der
Wertbestimmungsmethoden mit lebenden Diphtheriebazillen an Pferden
hergestellte Sera auf ihre Heilkraft gegeniiber zahlreichen heterologen
Toxinen, die im Reagenzglase von den Diphtheriebazillen gebildet
waren und zur Vergiftung der Tiere fiihrten, zu priifen. Solche Sera
besitzen Schutz- und Heilkraft bei den mit lebenden Bakterien sub-
kutan, perkutan oder intraperitoneal infizierten oder mit Diphtherie-
toxin vergifteten Meerschweinchen und Kaninchen. Ihre prophylak-
tische bzw. therapeutische Wirkung geht dem nach EHRLICHS Me-
thode bestimmten Antitoxingehalt, nicht der absoluten Menge des
Serums, parallel. Eine Ueberlegenheit des mit lebenden Diphtherie-
bazillen bei Pferden gewonnen Diphtherieserums gegeniiber den
mittels Reagenzglasgiften hergestellten kann im Tierversuch nicht fest-
gestellt werden. Auch diese Tatsache spricht gegen die Annahme,
daf im Tierkérper andere Gifte von den Diphtheriebazillen erzeugt
werden als im Reagenzglase. Die sichere Schutzwirkung des mit Rea-
genzglasgiften hergestellten Diphtherieantitoxins beim Menschen bildet
das SchluBglied in der Beweiskette, daf nur der Antitoxingehalt des
Serums maBgebend fiir die Schutz- und Heilwirkung bei der mensch-
lichen Diphtherie, die eine Toxinvergiftung ist, sein kann.

Das Diphtherieantitoxin wirkt also heilend durch die direkte Neutra-
lisierung der von den Diphtheriebazillen im Reagenzglase oder im Tier-
bzw. im Menschenkorper gebildeten Gifte. Diese Giftneutralisierung
verlduft, wie der Tierversuch zeigt, genau nach quantitativen Gesetzen
durch Bindung von Toxin und Antitoxin, analog der Vereinigung
einer SHure mit einer Base (KoLLE, JoSEPH und SCHLOSSBERGER).
Im Diphtherieserum werden dem Korper fertige, direkt das Gift neutra-
lisierende und damit die Diphtheriebakterien entgiftende Stoffe ein-
verleibt, die fortlaufend die im Blut und in den Siften kreisenden
Toxine abfangen und ihrer Giftwirkung berauben.

Im Gegensatz zum antitoxischen Serum entfaltet das normale anti-
toxinfreie Pferdeserum zwar eine gewisse Wirkung auf den Verlauf der
Diphtherieerkrankung des Meerschweinchens, die sich manchmal in

Arb. a. d. Staatsinst. f. exp. Ther. u. d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a. M, XIIT, 2
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einer Verzogerung des Todes, zuweilen auch in einer Ausheilung des
Prozesses kundgibt, sie tritt aber nur bei der Infektion mit wenig
virulenter Kultur und bei Injektion grofter Serumdosen kurze Zeit
nach der Infektion in Erscheinung. Bei Meerschweinchen, denen
Bouillongift injiziert war, konnte selbst bei massiven Dosen normalen
Pferdeserums keine Heilung, sondern nur eine Verzogerung im Ein-
tritt des Todes beobachtet werden.

Der im Tierversuch von KoOLLE und SCHLOSSBERGER in zahl-
reichen Versuchsreihen nachgewiesenen Unwirksamkeit des normalen
Pferdeserums steht die sichere Heilwirkung des Diphtherieserums gegen-
iiber, die, wenn die Dosis certe letalis nicht allzu sehr iiberschritten
~wird, bis zu 12 bis 18 Stunden wihrt. Ist mehr als die sicher téd-
liche Dosis des Diphtheriegiftes verankert, so helfen auch die groften
Serumdosen nichts.

Ueberblicken wir die hier kurz skizzierten Tatsachen, so sehen
wir die hohe Bedeutung der Wertbestimmungsmethoden der Sera, wie
sie im Institut fir experimentelle Therapie von EHRLICH und seinen
Mitarbeitern und Schiilern sowie von anderen in gleicher Richtung

arbeitenden Forschern unter dauernder Fortentwicklung der Erfahrungen -

der Wissenschaft ausgearbeitet und verfolgt sind. Sie sind das praktisch
verwertbare Ergebnis von zahlreichen Versuchen im Verfolg der theo-
retischen Vorstellungen und wegleitenden Ideen.

Frankfurt a. Main, im Juni 1921. W. Kolle.

Allgemeiner Teil.

A. Die ,staatlich gepriiften* Priiparate.

Das erste Préparat, welches der staatlichen Kontrolle unterstellt
wurde, und das iiberhaupt die Veranlassung zur Einrichtung einer
staatlichen Serumkontrolle gab, war das Diphtherieheilserum.
Nachdem dieses Serum durch Kaiserliche Verordnung vom 31. Dezember
1894 dem freien Verkehr entzogen war, wurde sein Vertrieb durch
Ministerialerla vom 25. Februar 1895 geregelt. In diesem ErlaR wurden
iiber die ordnungsmifige Aufbewahrung, die Beschaffenheit der abzu-
gebenden Sera und die Einziehung nicht einwandfreier Préparate 'ge-
naue Bestimmungen getroffen. Auch wurde angeordnet, daR das Di-
phtherieserum nur gegen irztliches Rezept abgegeben werden diirfe,
und zwar vom 1. April 1896 ab nur noch in Flischchen, welche mit
dem amtlichen Priifungszeichen versehen waren.

Fir die Beurteilung der Brauchbarkeit einer Serumprobe wurde den
Apothekern durch die Aufnahme des Serums in die Pharmakopoe ein
bestimmter Anhalt gegeben. Die Angaben in der 5. Ausgabe des Arznei-
buches fir das Deutsche Reich lauten folgendermaBen :

pDiphtherieheilserum. Blutserum von Pferden oder Maultieren 5
die gegen das Diphtheriegift immunisiert sind. Diphtherieheilserum darf
nur in den Handel gebracht werden, nachdem es durch das Institut fir
experimentelle Therapie zu Frankfurt a. M. auf seinen Gehalt an Immuni-
sierungseinheiten (IE.), auf Keimfreiheit und Gehalt an Konservierungs-
mitteln (Phenol oder Kresol) gepriift und zum Verkauf zugelassen worden ist.

Diphtherieheilserum wird in fliissiger und in fester Form in Flaschehen,
die mit Kork- oder Gummistopfen verschlossen sind, oder in zugeschmolzenen
Glasampullen in den Handel gebracht.

Die Gefifle tragen eine Aufschrift, die Angaben tiber die Fabrikations-
stitte, iiber den Inhalt des Gefiles in IE. sowie die Kontrollnummer ent-
hilt. Die Aufschrift enthalt auBerdem Angaben iiber den Inhalt in Kubik-
zentimetern oder Gramm und den Antitoxingehalt eines Kubikzentimeters
oder eines Zehntel Gramm.

1) Ueber Rinder- und Hammel-Diphtheriesera s. S. 21 u. 35.
2*
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Der VerschluB der Flischchen und die Glasampullen sind staatlich
plombiert!). Auf der einen Seite der Plombe befindet sich ein Stempel-
zeichen der amtlichen Priifungsstelle, auf der anderen Seite der Plombe
eine Zahl, die die im Gesamtinhalte vorhandenen IE. angibt.

Fliissiges Diphtherieheilserum ist gelblich, es ist klar oder “enthalt
hochstens einen geringen Bodensatz und besitzt den Geruch des Konser-
vierungsmittels. Fliissiges Diphthericheilserum mit starker bleibender
Triibung oder stirkerem Bodensatze darf nicht abgegeben werden. In
1 ccm miissen mindestens 850 IE. enthalten sein.

Diphtherieheilserum, das 500 und mehr IE. in 1 cem enthalt, gilt als
hochwertiges Serum. ;

Die am meisten gebréuchlichen Abfiillungen sind :

Nr. 0 200 IE.

el 600 ,, (oder 500 IE.)
, II = 1000
, III = 1500

1

th)

Festes Diphtherieheilserum ist getrocknetes, hochwertiges Diphtherie-
heilserum, das in 1 g mindestens 5000 IE. enthilt und keinerlei anti-
septische oder sonstige differente Zusitze erhalten hat; es wird in Vakuum-
rohrchen aufbewahrt. Es stellt gelbe, durchsichtige Plattchen oder gelblich-
weilles Pulver dar und muf sich in 10 Teilen Wasser zu einer in Farbe
und Aussehen dem fliissigen Diphtherieheilserum entsprechenden Fliissig-
keit losen. Die Losung ist durch Zusatz von 10 Teilen sterilisiertem
Wasser in einem sterilisierten Flaschchen vor der Abgabe jedesmal frisch
zu bereiten; sie mul bis auf kleine Eiweifflsckchen klar sein.

Die verschiedenwertigen Diphtherieheilsera werden auBer durch die
Aufschrift durch die Farbe der Umbhiillung gekennzeichnet; die Farbe
ist bei

200 bis 499 IE. gelb

500 ,, 999 , grin

1000 1499 weil

1500 1999 rot

2000 2999 violett

3000 3999 blau

4000 5999 , weif mit gelbem Querstreifen
6000 ,, 7999 , weil mit griinem Querstreifen
8000 und mehr ,, wei mit rotem Querstreifen.

Diphtherieheilserum einer bestimmten Kontrollnummer, dessen Ein-
ziehung verfiigt wurde, darf nicht abgegeben werden.
Kiihl, aber frostfrei, und vor Licht geschiitzt aufzubewahren.®

Diphtherieserum wird zurzeit in Deutschland hergestellt in den
Farbwerken in Hochst a. M., in der Chemischen Fabrik vormals
Schering in Berlin, in der. Chemischen Fabrik von E. Merck in
Darmstadt, dem Serumlaboratorium Ruete-Enoch in Hamburg,
dem Séchsischen Serumwerk in Dresden, in den Behring-
werken in Marburg a. L., dem Seruminstitut Bram in Oelzschau

1) Vgl. S. 32.
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bei Leipzig und im Pharmazeutischen Institut L. W. Gans in Ober-
ursel (Taunus).

Diphtherie-Ham melserum bringen die Behringwerke und das
Séchsische Serumwerk in den Handel, Diphtherie-Rinderserum die
Hochster Farbwerke, die Behringwerke, das Seruminstitut Bram und
das Serumlaboratorium Ruete-Enoch. Letzteres stellt auch ein be-
sonderes eiweiBarmes Diphtherieserum (s. S. 35) her.

Ein Jahr nach der Einfiihrung der staatlichen Kontrolle fiir das
Diphtherieserum wurde auch das Tetanusserum zur staatlichen Prii-
fung zugelassen. Der im Institut ausgearbeitete und im Reichsgesund-
heitsamt im einzelnen festgesetzte Entwurf der Priifungsvorschrift wurde
durch MinisterialerlaB vom 2. November 1903 genehmigt. Endgiiltig
geregelt wurde die Priifung und der Vertrieb der Tetanussera durch
Ministerialerlal vom 10. Mai 1910, der auch fiir die Abgabe in den
Apotheken, die Verpackung, die Einziehung abgeschwichter Sera usw.
analoge Bestimmungen vorsieht, wie sie fiir die Diphtheriesera bereits
bestanden.

Das Deutsche Arzneibuch (5. Ausgabe, 1919) enthilt folgende An-
gaben :

nLletanusheilserum. Blutserum von Pferden, die gegen das
Tetanusgift immunisiert sind. Tetanusheilserum darf nur in den Handel
gebracht werden, nachdem es durch das Institut fiir experimentelle Therapie
zu Frankfurt a. M. auf seinen Gehalt an Antitoxineinheiten (AE.), auf
Keimfreiheit und Gehalt an Konservierungsmitteln (Phenol oder Kresol)
gepriift und zum Verkaufe zugelassen worden ist.

Tetanusheilserum wird in fliissiger und fester Form in Flischchen, die
mit Kork- oder Gummistopfen verschlossen sind, oder in zugeschmolzenen
Glasampullen in den Handel gebracht.

Die Gefille und die Verpackung tragen eine Aufschrift, die Angaben,
tiber die Fabrikationsstitte, tber den Inhalt des Gefiles in AE., sowie
die Kontrollnummer enthalt. Die Aufschrift enthalt auBerdem Angaben
iber den Inhalt in Kubikzentimetern oder Gramm und den Antitoxin-
gehalt eines Kubikzentimeters oder eines Zehntel Gramm oder Gramm.

Der Verschluf der Flaschchen und die Glasampullen sind staatlich
plombiert. Auf der einen Seite der Plombe befindet sich ein Stempel-
zeichen der amtlichen Priifungsstelle, auf der anderen eine Zahl, die die
im Gesamtinhalte vorhandenen AE. angibt.

Flissiges Tetanusheilserum ist gelblich; es ist klar oder enthalt hoch-
stens einen geringen Bodensatz und besitzt den Geruch des Konservierungs-
mittels. Fliissiges Tetanusheilserum mit starker, bleibender Triibung oder
stirkerem Bodensatze darf nicht abgegeben werden.

Festes Tetanusheilserum ist getrocknetes Tetanusheilserum, das keinerlei
antiseptische oder sonstige differente Zusitze erhalten hat und in Vakuum-
réhrchen aufbewahrt wird. Es stellt gelbliche, mehr oder minder durch-
scheinende Plittchen oder ein gelblich-weiles Pulver dar und muf sich
innerhalb einer halben Stunde in 10 Teilen Wasser zu einer in Farbe und
Ausgehen dem fliissigen Tetanusheilserum entsprechenden Fliissigkeit 1osen.
Die Lisung ist durch Zusatz von 10 Teilen sterilisiertem Wasser in einem
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sterilisierten Flaschchen vor der Abgabe jedesmal frisch iten; si
muf bis auf kleine Eiweifflsckchen klar s‘zain. gy

4-faches Tetanusheilserum muf in 1 cecm mindestens 4 AR, ;
mindestens 40 AE. enthalten, s4 AE, in 1 g

6-faches Tetanusheilserum muf in 1 ccm mindest i
mindestens 60 AE. enthalten. B e

Es kénnen auch héherwertige Tetanusheilsera hergestellt und in den

Handel gebracht werden, die gleichfalls der staatlichen Priifung unter-
liegen.
Tetanusheilserum kommt in 6 Fiillungen in den Handel:
Fillung I enthilt 20 AE., entsprechend 5 c i - tissi
oder 0,5 g eines 40-fachen fc;sten If{‘e’canusheils(;'11]1111121-]1 e
'Fiillung II enthalt 100 AE. entsprechend 25 cem eines 4-fachen
fliissigen oder 2,5 g eines 40-fachen festen Tetanusheilserums
2 -Fiillung III enthalt 200 AE., entsprechend 50 com ein7es 4-fachen
fliissigen oder 5 g eines 40-fachen festen Tetanusheilserums :
B _Fﬁllung IV enthilt 400 AE, entsprechend 100 cem eines 4-fachen
Miissigen oder 10 g eines 40-fachen festen Tetanusheilserums;
i _Fﬁllung ID enthalt 20 AE. entsprechend 31/, ccm eix’ws 6-fachen
fliissigen oder !/, g eines 60-fachen festen Tetanusheilserums oder verhaltnis-

mébig geringeren Mengen eines mehr als 6-fachen fliissi 2
2 tissigen oder e
mehr als 60-fachen festen Tetanusheilserums; £ e

i ‘Fiﬂlung IID enfjhalt 100 AE., entsprechend 162%/, ccm eines 6-fachen
fliissigen oder 1%, g eines 60-fachen Tetanusheilserums oder verhéltnismaBig

geringeren Mengen eines mehr als 6-fachen fiissicen oder eines mehr als
60-fachen festen Tetanusheilserums. g ey

"Tetanusheilserum einer bestimmten Kontrollnummer, dessen Einziehung
verftigt wurde, darf nicht abgegeben werden.

Kiihl, aber frostfrei und vor Licht geschiitzt aufzubewahren.*

Mit der Herstellung von Tetanusserum befassen sich in Deutsch-
land jetzt folgende Fabriken: die Héchster F arbwerke
das Sdchsische Serumwerk in Dresden, die Behring-,
werke in Marburg a. L., das Seruminstitut Bram in Oelzschau bei

Leipzig und das Pharmazeutische Institut L. W. Gans in Oberursel
(Taunus). !

Im Jahre 1899 wurde die staatliche Priifung auch fiir Schweine-
rotlaufserum angeordnet. Fir dieses Serum gelten zurzeit die im
Jahre 1919 neu aufgestellten Priifungsvorschriften.

Rotlaufsera werden zurzeit hergestellt von den Hochst er Farb-
werken, dem Serumlaboratorium Ruete-Enoch in Hamburg, dem
Pharmazeutischen Institut L. W. Gans in Oberursel (Taunus), der
G‘es ellschaft fiir Seuchenbekimpfun g in Frankfurt a,. M.-
Niederrad, den Behring werken in Marburg a. L., dem Séichsischen
Serumwerk in Dresden, dem Seruminstitut Bram in Oelzschau und

der Rheinischen Serum-Gesellschaft, G. m. b. H. in Céln-
Merheim.
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Gleichfalls im Jahre 1899 wurde das Kocusche Tuberkulin
der staatlichen Priifung unterstellt. Die Verordnungen, welche die
PriifungsmaBnahmen, die Abgabe in plombierten Flischchen und den
Vertrieb in den Apotheken regelten, galten zunichst nur fiir das Alt-
tuberkulin Koch, wurden aber am 1. Mérz 1910 auf Bovotuberkulin
und am 7. August 1911 auf das albumosenfreie Tuberkulin aus-

gedehnt.
Das deutsche Arzneibuch enthilt folgende Angaben:

sAlttuberkulin. Nach den Angaben von R. Kocu aus glyzerin-
haltigen Fleischbriihkulturen der Tuberkelbazillen durch Eindampfen auf
ein Zehntel und darauf folgendes Filtrieren gewonnene Fliissigkeit. Alt-
tuberkulin enthilt neben dem wirksamen Stoffe etwa 40 Proz. Glyzerin
sowie Bestandteile der Fleischbrithe; ein Konservierungsmittel wird dem
Alttuberkulin nicht zugesetzt. Alttuberkulin darf nur in den Handel ge-
bracht werden, nachdem es durch das Institut fiir experimentelle Therapie
zu Frankfurt a. M. auf seinen gleichbleibenden Gehalt an spezifischem
Toxin gepriift und zum Verkauf zugelassen worden ist.

Alttuberkulin wird nur in Flaschchen abgegeben, deren Verschluf
staatlich plombiert ist und deren Aufschrift Angaben iiber die Fabrikations-
stitte enthalt. Auf dem von dem Plombenverschlusse gesicherten Deck-
papiere tragen sie das Datum der Priifung und die Kontrollnummer; auf
der einen Seite der Plombe befindet sich ein Stempelzeichen der amtlichen
Priifungsstelle.

Alttuberkulin stellt eine klare, braune, eigenartig wiirzig riechende
Flissigkeit dar, die in Wasser leicht 18slich ist.

Verdiinnungen von Alttuberkulin sind in folgender Weise herzustellen :
Zunschst wird durch Vermischen von 1 Raumteil Alttuberkulin mit 9 Raum-
teilen einer 0,5-proz., mit sterilem Wasser angefertigten Karbolsiurelosung
eine 10-proz. Tuberkulinlosung hergestellt, die als Stammldsung fiir weitere
Verdiinnungen dienen kann, Aus dieser werden die weiteren Verdiin-
nungen in der Weise hergestellt, daf von der Stammlésung 1 Raumteil
mit 9 Raumteilen O0,5-proz. Karbolsdurelosung und von der so gewonnenen
Lésung wieder 1 Raumteil mit 9 Raumteilen 0,5-proz. Karbolsdurelgsung
vermischt wird usw.

Die zur Herstellung der Verdiinnungen bestimmten Mefzylinder und
Pipetten sowie die zur Aufnahme der Verdiinnungen bestimmten Arznei-
glaser sind unmittelbar vor der Herstellung der Verdiinnung im Trocken-
schrank bei 1500 zu sterilisieren. Die Aufnahmegefifle miissen mit dem
Gehalte der Verdiinnungen an Alttuberkulin und dem Tage der Herstel-
lung bezeichnet werden. Der Inhalt angebrochener Originalflischchen von
Alttuberkulin muf sogleich zu einer Stammlésung verarbeitet werden. Ver-
diinnungen des Tuberkuling diirfen nur in keimfreiem Zustand und in zu-
geschmolzenen Glasampullen vorritig gehalten werden.

Aus diesem fliissigen Tuberkulin wird auch ein festes Praparat (Trocken-
tuberkulin) gewonnen, das ebenfalls der staatlichen Priifung untersteht.
Es stellt ein grauweises Pulver dar, das sich leicht in Wasser lost. In
der Aufschrift auf dem Flaschchen ist die Angabe enthalten, in wieviel
Raumteilen Wasser 1 Gewichtsteil des Pulvers zu losen ist, damit- die
Loésung: dem fliissigem Tuberkulin entspricht.

Kiih]l und vor Licht geschiitzt aufzubewahren.

Vorsichtig aufzubewahren."
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Tuberkuline werden zurzeit von den H§ chster Farbwerken .
der Chemischen Fabrik E. Merck in Darmstadt, dem Serumlabora-
torium Ruete-Enoch in Hamburg und den Behringwerken in
Marburg a. L. zur staatlichen Priifung gestellt.

Fir Meningokokkenserum wurde die staatliche Priifung im
Jahre 1915 vorgeschrieben. Die durch Ministerialerla vom 13. No-
vember 1915 mitgeteilten Prifungshestimmungen sind als vor-

léiufige hingestellt und sollen spiter auf Grund der inzwischen ge-
sammelten Erfahrungen revidiert werden. :

In das Deutsche Arzneibuch ist das Meningokokkenserum bisher

nicht aufgenommen.

Meningokokkensera werden zurzeit in den Verkehr gebracht von
den Héchster Farbwerken, dem Serumlaboratorium Ruete-
Enoch in Hamburg, dem Seruminstitut Bram in Oelzschau und der
Chemischen Fabrik von E. Merck in Darmstadt.

Aufer den bisher genannten Préparaten, deren Prifung gesetz-
lich vorgeschrieben ist, werden im Institut fiir experimentelle
Therapie in Frankfurt a. M. noch weitere Sera amtlich gepriift, ohne
dal diese Priifung obligatorisch gemacht ist. Es handelt sich hier um
Sera, deren therapeutische Wirksamkeit bisher nicht allseits anerkannt
wird und die noch weiter in der Praxis erprobt werden sollen. Man
hat deshalb von der endgiiltigen Unterstellung dieser Sera unter die
staatliche Priifung zunichst Abstand genommen und sie einstweilen zu
einer provisorischen Priifung zugelassen, zu der die Herstellungs-
stitten jedoch nicht verpflichtet sind.

Zu diesen Priparaten gehort in erster Linie das Dysenterie-
serum. Die Anregung zu der jetzt getibten Form der Ruhrserum-
prifung gab wihrend des Krieges das preuRische Kriegsministerium,
das groBen Wert darauf legte, daB bei allen an die Lazarette veraus-
gabten Ruhrheilseren eine gleichméiﬁige Gewéhr fiir ihre Wirksam-
keit gegeben wiire. Durch Ministerialerlal vom 11. Juni 1918 wurde
das Institut zur vorlidufigen Priifung der fiir die Heeresverwaltung
bestimmten Sera nach der von ihm vorgeschlagenen Methodik er-
méchtigt. Nach Beendigung des Krieges ist die Priifung, soweit sie
von den Fabriken gewiinscht wird, in gleicher Weise fortgesetzt worden.
Sie hat sich inzwischen so bewihrt, daf die baldige endgiiltige Unter-

stellung der Ruhrsera unter die staatliche Priifung wiinschenswert er-
scheint,

Ruhrsera werden zurzeit zur Priifung gestellt von den Héchster
Farbwerken, von der Chemischen Fabrik E. Merck in Darmstadt,
dem Serumlaboratorium Ruete-Enoec h in Hamburg, dem Sichsi-
schen Serumwerk in Dresden, den Behringwerken in Mar-
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burg a. L., dem Seruminstitut Bram in Oelzschau und dem pharma-
zeutischen Institut L. W. Gans in Oberlflrsel (Taunus).
iterhin werden provisorisch gepriift: .
ngliirxlll{cistreptopkokkenserum lnach Aronson der Chemi-
ik vormals Schering in Berlin, y
SChelzia];‘abSrch weineseucheserum (,,Suisepsin‘) der H O.C‘I‘l s tel:
Farbwerke und das Gefligelcholeraserum (,,Galloserin®) der
0 rbwerke. !
. 0011)1:1't lewfc?{ der staatlichen provisorischen Priifung ist zuj]achst,
daB fiir die Gleichwertigkeit aller in den Handel gebracht'en Praparats
der betreffenden Serumart Sorge getragen un.d dem Prakleker dadure
die Moglichkeit gegeben wird, die Wirksamkeit der Sfera emg"ehenderbzu
studieren und zu vergleichen. AuBerdem bietet diese Priifung aber
auch noch den Vorteil, daB sie mit ungeniigender Sorgfalt hergestellte
Sera vom Markt zuriickhilt, indem sie 1) die' He1'§tellung der Sera am
Fabrikationsorte kontrolliert und 2) gleichzeitig bei der Wertbemes:sung
alle Sera auf ihre dufere Beschaffenheit, ihr'en‘Phenolgehalt und ihren
Keimgehalt priift. Es werden in letzterer Hlnsmht.nur s,f)lche Seralel-
gelassen, die frei von groberen Niederschligen sind, nicht me.hr als
0,5 Proz. Phenol enthalten und deren Gehalt an (saprophy’gschen)
K’eimen das erlaubte MaB — bei den fiir die Veterindrpraxis b(?Stlm-I.Htel,l
Seris sind bis 100 Keime im Kubikzentimeter ges.tattet — nicht iiber-
schreitet. Dadurch werden alle stirker keimhaltigen oder sonst.ver-‘
unreinigten Priparate, deren Haltbarkeit, ganz 'abgesehen von ‘Ihrel
eventuellen Schédlichkeit, eine sehr unsichere sein mubf, vorjn Verkehr
ausgeschlossen. Es sei dabei bemerkt, dal nur solche Sera zur
staatlichen provisorischen Priifung Zugelassen. werdeI},
hinsichtlich deren die Fabrikationsstédtten sich Ve T
pflichten, nur gepriiftes Serum, dz}neben aber nicht
auch ungepriiftes in Deutschland in den Handel zu
0 1an«f::‘n[.hnstamd, daB mehrfach die Zulassung neuer Serg zZur ,,sta.at-
lichen provisorischen Priifung* nachgesucht wurde, Spl‘lcl.lt deutlich
dafiir, daf man in Interessentenkreisen von dem Werte dieser Form
der staatlichen Priifung tiberzeugt ist. Wenp ofters dem Wul.lsche um
Unterstellung neuer Sera unter die staatliche Konfrolle nlclilt endt-
sprochen werden konnte, so lag das meist daran, dz.a,lS fiir das betreffende
Serum bis dahin keine exakt arbeitende Wertbestnnmgngsmepho_de l?e-
kannt war und auch nicht ermittelt werden konnte. Wle schwierig dies
sein kann, haben speziell Versuche mit dem von der Fu‘n.la Merck hergg-
stellten Milzbrandserum gezeigt, bei dem es in U.eberem_stlmmt.mg mit
den Ergebnissen fritherer Untersuchungen blshe"r im Institute mc?it (;ge-
lungen ist, eine quantitativ genau arbeitende Priifungsmethode zu finden
(ScHUBERT, 167).
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B. Die Zulassung zur staatlichen Priifung.

Beabsichtigt eine Fabrik, eines jener Priiparate in den Handel zu
bringen, fir die die staatliche Prifung gesetzlich vorgeschrieben oder
zugelassen ist, so hat sie sich mit einem entsprechenden Gesuch an
das preuBische Ministerium fiir Volkswohlfahrt zu wenden (bei nicht-
preufischen Fabriken durch Vermittelung der betreffenden Regierung).
Die Genehmigung eines solchen Gesuches wird davon abhingig ge-
macht werden, daB die zustdndige ortliche Behorde gegen die Quali-
fikation des Leiters und die Einrichtung der Fabrik keine Bedenken
erhebt und daR die Fabrik sich bestimmten Bedingungen, welche sich
auf die Kontrolle des Tierbestandes, die Serumgewinnung und Serum-
abgabe beziehen, unterwirft.

Handelt es sich um Sera usw., die bisher der staatlichen Kontrolle
noch nicht unterstanden, so ist die beantragte Zulassung zur staatlichen
Priifung auBerdem noch davon abhingig, daf fiir die spezifische Wirk-
samkeit des Priparates eine genaue Wertbemessungsmethode schon
festgestellt ist oder doch ermittelt werden kann.

Die allgemeinen Bedingungen, welche jede Fabrik, die ein
Serum der staatlichen Kontrolle unterstellen will, zu iibernehmen hat,
sind auBer der Hinterlegung einer Kaution und der Zahlung bestimmter
Prifungsgebiihren folgende:

1. ist der Tierbestand der dauernden Kontrolle eines approbierten
Tierarztes zu unterstellen ;

2. ist ein Hauptbuch zu fiihren, welches ersehen 4Gt :

a) die Nummern der Tiere, von denen Blut zur Herstellung des
betreffenden Serums entnommen ist,

b) Tag der Blutentnahme, Menge des entnommenen Blutes und
des aus ihm gewonnenen Serums,

¢) Ergebnis der Wertbestimmung des Serums,

d) Tag der Abfillung und der amtlichen Abnahme des Serums,

e) Tag des Abschlusses der amtlichen Kontrolle und Ergebnis
der Priifung;

. ist ein staatlicher Kontrollbeamter anzustellen, der die Ein-
sendung der Proben, die UnterverschluBnahme des Serums
wihrend der Priifung, die Ueberwachung der Abfiillung und
die Plombierung der fiir den Verkehr bestimmten GefiBe aus-
zuiiben hat (vgl. S. 31);

- muf eine bestimmte Literzahl Serum als Mindestmenge zur
Priifung gestellt werden ;

. ist das frische Serum mit einer geringen Menge eines Anti-
septikums (z. B. 0,5 Proz. Phenol) zu versetzen. Sera, die
bei der staatlichen Prifung nicht als steril befunden werden,
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dirfen zum Gebrauch beim Menschen nicht abgegeben werden

(vgl. S. 33);
6. soll mit jeder Priifung ein Begleitschein nach folgendem Muster

eingesandt werden:

Begleitschein Nr. ...
fiir die staatliche Kontrollstation
zu dem aus

eingesandten

Kontroll - (Hauptbuch) Nr.
(entsprechend der Aufschrift auf dem Probeflischchen)
BferdeiNr, =l S22 :
Tag der Blutentziehung
Blutmenge in cem
Menge des erhaltenen Serums ...
Versuchstier Nr. ..............
Priifungsergebnis in der Fabrik {Immunitz’itseinheiten
Keimgehalt
Menge des Konservierungsmittels ... ‘
Tag der amtlichen Abfiillung
Datum der Einsendung zur Kontrollstation ................._..
Bemerkungen

Unterschriften
des Abnahmebeamten und des Expedienten der Fabrik:

Priifungsergebnis
zum Begleitschein No. ........
betr. das von

eingesandte

eingetroffen am

Kontroll - (Hauptbuch) Nr. ...

Pferde Nr. dioioont
I. Die Losung entspricht den gesetzlichen Anforderungen und hat den ange-

gebenen Wert von Immunitétseinheiten.
II. Die Losung wird beanstandet, weil

Der Kontrollstation sind demnach an Untersuchungsgebiihren gutzuschreiben
Bemerkungen :
Frankfurt a. M., den ... .. ;
L. 8.)
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C. Die Ortliche Kontrolle an der Herstellungsstiitte.

Aus den vorstehenden Bedingungen geht hervor, daB die staatliche
Kontrolle sich nicht allein auf die amtliche Wertbemessung der ihr
unterstellten Sera beschrinkt, sondern auch fiir deren zweckmiBige
Herstellung Sorge trigt. Um letztere genau kontrollieren zu kénnen,
sind die Fabriken verpflichtet, iiber alle fiir die Gewinnung der Sera
wichtigen Punkte sorgfiltig Buch zu fiihren. :

Die Herstellung der Sera in den Fabriken ist in technischer Be-
ziehung vielfach mustergiiltig ausgearbeitet. Als Serumspender benutzt
man in der Regel Pferde oder Maultiere. Zur Herstellung bestimmter
Sera werden aber auch andere Tierarten, z. B. Rinder und Schafe, ver-
wendet (vgl. S. 35).

Die Vorteile der Pferde beruhen darin, dal sie bei der Vor-
behandlung leicht zu handhaben und verhiltnismiiBig leicht und sicher
zu hohen Immunititsgraden zu bringen sind, daf bei ihnen durch
Aderlal aus der Halsvene sich bequem groGere Blutmengen ent-
nehmen lassen und daB aus Pferdeblut sich das Serum reichlicher
und Kklarer abscheidet, als z. B. aus Rinderblut. Nur solche Tiere

diirfen zur Serumgewinnung benutzt werden, deren innere Organe
vollig gesund sind.

Auf die verschiedenen Immunisierungsmethoden, welche alle auf dem
Enrrice - BeariNgschen Immunisierungsmodus, speziell dem zuerst von
Emrricm (51, 60) gefundenen Prinzip der Immunititssteigerung beruhen
kann hier nicht n#her eingegangen werden. Nihere Angaben hierﬁbelZ
sind in den zusammenfassenden Arbeiten von Krmrz (95), Lmvaprrr (100),
Froxer (61), Herrer und Krumseix (71), ScEUrRMANN (167 a), Marxsr (115)
und Nicorrr, Frasey, .Deeains und Niconas (187) zu finden. Dagegen
soll die Entnahme des Serums von den Pferden mit einigen Worten skizziert
werden.

Haben die Tiere den gewiinschten Grad der Immunitit erreicht, so
werden sie ,geblutet’, d. h. es wird ihnen durch Aderlal Blut entzo’gen.
v. Bearine und KNorr (15) haben schon darauf hingewiesen, da8 zur Blut-
entnahme nattirlich nur ein solcher Zeitpunkt zu wihlen ist, wo das serum-
liefernde Tier gesund ist. Als Kriterien hierfir bezeichnen sie:

1) das normale gesunde Aussehen der Tiere,

2) das normale Verhalten von Temperatur und Puls,

3) das normale Korpergewicht, also mindestens das Gewicht, welches
vor der Kinleitung der letzten Reaktionsperiode notiert war, 7

4) den normalen Verlauf des Gerinnungsprozesses und der Serum-
abscheidung in Blutproben, die durch Aderlal gewonnen sind.

Die Blutentnahme aus der Jugularis, welcher zweckmifig eine Probe-
blutung voraufgeht, um zu sehen, ob das Serum den gewiinschten Gehalt
an Antikérpern tatsichlich erreicht hat, muB natiirlich unter aseptischen
MafBnahmen und méglichst schonend ausgefiihrt werden.

Zweckmifig geht man in folgender Weise vor: Man macht zunichst
einen etwa 10 cm langen Hautschnitt, etwa 4—5 cm vor der durch Kom-
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pression mit Kissen geschwellten Vene. Zur Punktion der letzteren wird
der angelegte Hautschnitt mit der Haut so verschoben, daB er iiber die
Jugularis fillt. Diese Hautverschiebung schlieft spiter den Schlitz in der
Vene so gut, daf nach Entfernung der Kompression die Blutung sofort
steht. Dadurch wird jede Naht iiberfliissig und man kann bis etwa
50 Aderlasse auf einer 4—5 cm langen Strecke der Vene machen.

+ Die Punktion der Vene selbst erfolgt mit einem schlanken Troikart,
auf den sich ein Schlauch aufsetzten 1aft, der das Blut in den Aderlaf-
zylinder leitet.

Bei jeder Blutentnahme liefert ein Pferd durchschnittlich 5—6 1 Blut,
aus denen man ungefahr 3 1 reines Serum erhalt. Das Blut wird in
hohen Standgefafien (Aderlafzylindern) steril aufge-
fangen. Diese Zylinder, welche ungefsihr 1500 ccm
fassen, werden vor der Blutentnahme, 3-fach ver-
schlogssen und mit einem eingefiihrten Rohr (siehe
Fig. 1 a) versehen, im Dampf sterilisiert. Dieser
8-fache Deckel, welcher aus Flanell (a), einem
Blechdeckel (b) und einem Papierumschlag (c) be-
steht, ist so eingerichtet, daf nach Fillung des
Zylinders durch Drehen der drei Deckel ein
trockener Blechteil die infolge des Ausziehens
des Rohres blutigen Rénder vom Papier und
Flanell trennt (Fig. 1b). Das Blut bleibt in
diesem Gefil 48 Stunden stehen, bis sich das
Serum abgeschieden hat. Dann wird das Serum
abgehoben und in ,Sammelgefafie’ gefiillt.
Zum Abheben des Serums benutzt man Heber,
deren untere Oeffnung seitlich liegt, so dal man
mit ihnen das Koagulum vom Glase abdrihgen
kann. Der Heber wird durch Auspressen der
Luft im Schlauch in Gang gesetzt.

Da es zeitweise vorkommt, daf das Serum
sich ungentigend von dem Blutkuchen abscheidet,
ist man bestrebt gewesen, Methoden zu finden,
um die in dem Blutkuchen noch zuriickbleibenden
Serummengen zu gewinnen. Dies hat man z. B.
durch besonders konstruierte Apparate, in denen
der Blutkuchen nachtraglich ausgepreft wird, zu
erreichen gesucht. Diese Apparate haben vor
allem den Nachteil, daf man gezwungen ist, den
Blutkuchen umzufiillen, und daf bei diesen Manipulationen hiufig die Fern-
haltung von verunreinigenden Bakterien unmdglich ist. Die Durch-
fithrung strenger Asepsis gestattet ein Verfahren BrummnrmALs, bei dem
am Deckel des Blutentnahmegefafes vor dem Verschluf und der Sterili-
sierung ein mit Schrotksrnern gefiilltes starkwandiges Fldschchen so auf-
gehangt wird, dal es frei in dem oberen Teile des Gefidfles schwebt. Hat
man nach der Gerinnung des Blutes das abgeschiedene Serum aus dem
Apparat entleert, so braucht man nur den durch den Deckel filhrenden
Faden auben zu durchtrennen, um das Herabfallen des Flischchens auf
den Blutkuchen zu bewirken. Der Druck des auffallenden Fliaschchens
gentigt, wie die Erfahrung gezeigt hat, um die im Blutkuchen zuriick-
gehaltenen Serummengen frei zu machen.

Fig. 1.
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Zur Konservierun g wird das Serum mit geringen Mengen eines
antiseptischen Mittels versetzt (0,5 Proz. Phenol oder 0,4 Proz. Trikresol).

Der Zusatz eines Desinfektionsmittels ist fir alle in Deutschland
in Verkehr zu bringenden Schutz- und Heilsera vorgeschrieben und
bisher beibehalten worden, um etwaige Keime, die trotz aller Vorsichts-
maBnahmen bei der Verarbeitung in das Serum gelangten, abzutéten
oder ‘ihre Anreicherung zu verhindern, AuBerdem war fiir diese Vor-
schrift die Ueberlegung maBgebend, daf der Rotz der Pferde in seinen
Anfangsstadien oft sehr schwer diagnostizierbar ist und dag gelegent-
lich einmal bei unerkannter Rotzinfektion eines Serumpferdes Rotz-
bazillen in das Serum libergehen und mit diesem auf den Menschen iiber-
tragen werden konnten. Nach den Untersuchungen von Bonuorr (32)
gehen Rotzbazillen in einem karbolisierten Serum in kurzer Zeit zu-
grunde; 24 Stunden nach der Einsaat vermochte ein solches Serum
Meerschweinchen nicht mehr mit Rotz zu infizieren. Die allermindestens
7 Tage betragende Zeit, die zwischen der Blutentnahme vom Pferde
und der Verwendung des Serums beim Menschen verliuft, geniigt jeden-
falls, um eine Rotzgefahr mit Sicherheit auszuschlieRen.

Ueber die Haltbarkeit der mit Phenol versetzten Sera vgl. S. 74.

In anderen Lindern sieht man von antiseptischen Zusitzen zum
Serum ab und verligt sich, wie z. B. in der Schweiz, ganz auf die
Asepsis, oder man unterwirft, wie in Frankreich, die Sera einer frak-
tionierten Sterilisation. Ueber ungiinstige Erfahrungen bei diesem
Vorgehen ist nirgends berichtet worden. Bei der fortlaufenden tier-
arztlichen Kontrolle, der Hestimmungsgemﬁ,[s alle zur Serumgewin-
nung dienenden Tiere unterstehen miissen, bei den vielfach geradezu
mustergiiltigen Einrichtungen der Serumgewinnungstﬁ.tten und den
strengen aseptischen VorsichtsmaBregeln, die bei der Blutentnahme
und der Verarbeitung und Abfillung der zum Gebrauch beim Menschen
bestimmten Sera jetzt in allen deutschen Serumfabriken durchgefiihrt
und kontrolliert werden, wiirde ein Verzicht auf den Zusatz konser-
vierender Mittel in der Tat unbedenklich erscheinen.

Das vom Blutkuchen abgehobene und mit Phenol versetzte Serum
bleibt in den SammelgefiBen in trocknen Kihlkammern (bei -4 70
so lange stehen, bis es in die fiir den Verkehr bestimmten Gefiife
abgefillt werden soll.

Die Abfiillung erfolgt entweder in Flaschchen, die mit Kork-
oder besser Gummistopfen verschlossen werden, oder in Glasampullen
die nach der Fillung zugeschmolzen werden. Es ist selbstverstandlich,
daB die Flischchen und Ampullen sowie alle bei der Abfillung ge-’
brauchten Glasgeriite keimfrei gemacht sein miissen. Die Glassachen
werden durch trockne Hitze (1509, Kork- und Gummistopfen in
stromendem Dampf sterilisiert. Das Zuschmelzen der Ampullen muBl mit
groBer Vorsicht geschehen, um die Gerinnung des Serums zu verhiiten.
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Die Abgabe der Heilsera in geschmolzenen Ampullen ist zweifellos
die empfehlenswerteste Methode, sie bietet die sicherste Gewihr gegen
eine nachtréigliche bakterielle Verunreinigung. In den Serumfabriken
des Auslandes ist dieses Verfahren schon lange in Gebrauch und hat
sich iiberall ausgezeichnet bew#hrt. In Deutschland zogen viele Aerzte
die weithalsigen, mit Gummistopfen oder Korken verschlossenen Flisch-
chen vor, weil sie aus ihnen das Serum mit der Injektionsspritze ohne
aufgesetzte Kaniile bequem entnehmen konnten und fiirchteten, daf das
Oeffnen der Ampullen mit gewissen Schwierigkeiten verkniipft sei. Die
auBerordentlichen Hindernisse jedoch, die sich gegen Ende der Kriegs-
zeit der Beschaffung guter Gummistopfen und einwandfreien Korken-
materials zu angemessenen Preisen entgegenstellten und die auch jetzt
noch nicht behoben sind, gaben Veranlassung, daf im Jahre 1918 fiir
alle zur Verwendung beim Menschen bestimmten Sera
die Abgabe in zugeschmolzenen Glasampullen durch
Ministerialerlaf vorgeschrieben wurde.

Die Verwendung dunkelfarbigen Glases fiir die Ampullen ist em-

pfehlenswert, aber nicht notwendig. Jeder Ampullenpackung ist seitens
der Fabrik eine kleine Feile beizulegen, oder noch besser ist jede Am-
pulle am Halse mit einem Feilstrich zu versehen, damit ihre Oeffnung
ohne Schwierigkeit und ohne Splitterung des Glases moglich ist. Der
Hals der Ampulle muB an der angefeilten Stelle so weit sein, daf er
die Einfithrung der Spritzenkaniile zum Aufsaugen des Serums bequem
zuldlt. :
Die sachgemife Herstellung und Abgabe der Sera in
den Gewinnungstitten wird durch amtliche Organe der Regierung,
in deren Bezirken die Fabriken gelegen sind, iiberwacht. Jede Fabrik,
die staatlich zu priifende Sera herzustellen beabsichtigt, hat der Regie-
rung eine geeignete Personlichkeit vorzuschlagen, die die Durchfiihrung
der fir den Betrieb giiltigen Vorschriften dauernd kontrollieren soll und
im Falle der Zustimmung der Regierung als staatlicher Kontroll-
beamter angestellt und vereidigt wird.

Der staatliche Kontrollbeamte ist fiir die vorschriftsméiBige Behand-
lung und Abfillung der gewonnenen Sera verantwortlich. Er hat ein
Dienstbuch zu fithren, aus dem ersichtlich sein miissen:

1) die Nummern der Pferde, von denen Blut zur Herstellung des
betreffenden Serums entnommen ist,

2) Tag der Blutentnahme, Menge des Blutes und des aus ihm er-
haltenen Serums, 4

3) Ergebnis der Priifung in der Fabrik,

4) Art und Menge des Konservierungsmittels,

5) Tag der amtlichen Abnahme des Serums und der Einsendung
der Proben zur staatlichen Priifung,

6) Tag und Ergebnis der staatlichen Priifung.
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Die Gesamtmenge des zur Priifung gestellten Serums hat er in
dem StammgefiR so lange unter Verschluf zu halten, bis die Entschei-
dung der Priifungsstelle iiber die Zulassung des Serums eingelaufen
ist. Erst wenn die Mitteilung eingegangen ist, daf das Serum den
gesetzlichen Anspriichen geniigt, darf das SammelgefiR geodffnet und
das Serum unter seiner Aufsicht abgefiillt werden. Der amtliche Ver-
schluR der einzelnen Flischchen besteht in einer Papiertektur, die mit
einem sicheren Plombenverschluf festgehalten wird. Die Plombe tragt
auf der einen Seite als Zeichen der amtlichen Abfillung einen Adler
(PreuRen) bzw. das Hoheitszeichen des betreffenden Staates, in welchem
die ortliche Kontrolle ausgeiibt wird (so z. B. fiir Hessen einen Lowen).
Auf der anderen Plombenseite ist die Zahl der in der Flussigkeit ent-
haltenen Immunisierungseinheiten angegeben, doch ist zugelassen, diese
Zahl statt auf die Plombe in geeigneter Weise auf die Flischchen mit
Dauerfarbe aufzudrucken. Die Flidschchen tragen aulerdem die Etikette
der Fabrik mit dem Aufdruck der Kontrollnummer. Werden zur Ab-
fillung der Priparate anstatt verkorkter Flischchen zugeschmolzene
Ampullen verwendet, so wird die amtliche Abfiillung entweder durch
Anbringen einer Plombe am Ampullenhals, der zu diesem Zweck eine
Einschniirung tragen mugR, oder durch einen Aetzstempel gekennzeichnet,
der das staatliche Hoheitszeichen und die Umschrift yStaatliche Serum-
kontrolle“ tréigt. Zum Befestigen der Plomben an den Flischchen und
Ampullen ist Spiraldraht zu verwenden.

Wenn ein Serum die vorschriftsméiBigen Eigenschaften nicht besitzt,
wird es an die Fabrik nur dann zuriickgegeben, wenn die Beanstandung
wegen Mindergehaltes an Immunisierungseinheiten, mangelnder Klarheit
oder sonstiger unschwer zu behebender vorschriftswidriger Eigenschaften
erfolgt ist. War dagegen die Beanstandung durch gesundheitsschiid-
liche Beschaffenheit des Serums (z. B. pathogene Keime, zu hohen
Phenolgehalt usw.) veranlaBt, so entscheidet das staatliche Priifungs-
institut, ob die Fliissigkeit vernichtet werden mubB, oder ob durch be-
stimmte, von ihm vorzuschreibende Behandlung die Masse in einen
vorschriftsméBigen Zustand versetzt und zur nochmaligen Priifung zu-
gelassen werden kann. Fiir den Fall, daf die Vernichtung angeordnet
werden soll, muf die Genehmigung des vorgesetzten Ministeriums ein-.
geholt werden. Wird das Serum der Fabrik zuriickgegeben, so ist
diese verpflichtet, alle Anordnungen des Instituts genauestens zu be-
folgen und mitzuteilen, ob und wieweit das geschehen ist.

D. Die Priifung im Institut fiir experimentelle Therapie.

Der zweite Akt der staatlichen Kontrolle ist die amtliche
Prifung des Serums im Institut fir experimentelle
Therapie zu Frankfurt a. M.
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Diese Prifung bezieht sich auf die Feststellung 1) der Unschid-
lichkeit und 2) des Wirkungswertes des zu priifenden Serums.

. Die Prifung auf Unschadlichkeit.

Als yjunschédlich® wird die eingesandte Serumprobe angesehen,
wenn sie

1) vollig klar und frei von groberen Niederschligen ist;

2) keine bakteriellen Verunreinigungen enthilt bzw. bei den fiir
die Veterindrpraxis bestimmten Seris den erlaubten Keimgehalt von
100 Keimen in 1 cem Serum nicht iiberschreitet;

3) nicht mehr als 0,5 Proz. Phenol oder 0,4 Proz. Trikresol .ent-
hilt und

4) frei von Toxinen, speziell Tetanustoxinen, ist.

Zur Feststellung dieser Eigenschaften wird das zu priifende Serum
zunéchst einer makroskopischen Besichtigun g unterzogen. Das
Serum darf, dullerlich betrachtet, hochstens einen geringen Bodensatz
zeigen, muB aber unter allen Umstdnden vollig klar sein. Serum-
proben mit bleibenden Triibungen, welche als Zeichen stattgehabter
Zersetzungen anzusehen sind, werden zuriickgewiesen.

Sodann folgt eine Sterilitdtspriifung des Serums nach den
iiblichen bakteriologischen Methoden, und zwar werden ein Agarréhrchen
(zum Anlegen einer Plattenkultur), zwei Bouillonrohrchen und ein
Traubenzuckeragarréhrchen (hohe Schicht) mit je 5 Tropfen Serum bej
impft. Die beimpften Ndhrb6den miissen bei den zur Verwendung bei
Menschen bestimmten Seris steril bleiben. Bei ausschlieflich fiir
Veterindrzwecke bestimmten Seris ist ein Keimgehalt bis zu 100 Keimen
in 1 ccm zulédssig, wenn die Sera sonst keine Zersetzungserscheinungen
zeigen. Sorgsam arbeitende Fabriken liefern aber auch diese Sera
keimfrei. '

Weiterhin wird zur Priifung des Phenolgehaltes einer Maus
von 15 g 0,5 ccm Serum subkutan injiziert. Die Maus mufB am Leben
bleiben. Zeigt sie keine oder nur geringe Vergiftungserscheinungen
(Zittern), so iibersteigt die Menge des zugefiigten Konservierungsmittels

- das zuldssige Mal nicht.

Von jedem fiir die Anwendung beim Menschen bestimmten Serum
verimpft mdn schlieflich noch auf ein Meerschweinschen zur Priif ung
auf Tetanustoxin bzw. etwaige vereinzelte Tetanuskeime
10 cem Serum subkutan. Diese Priifung erfolgt, um &hnlichen ver-
héingnisvollen Zwischenfillen, wie sie frither im Auslande (Al'neri'ka,
Italien) vorgekommen sind (Auftreten von Tetanus nach der In.].ektlon
von Diphtherieserum), vorzubeugen. Wenn das Meerschweinchen bis zum
Abschlufl der Wertbhemessung des Serums gesund und munter bleibt,
kann man mit Bestimmtheit annehmen, daf das Serum frei von den

Arb. a. d. Staatsinst. f. exp. Ther. u. d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a. M. XIII. 3
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genannten schiidlichen Beimengungen ist. Es ist notwendig, zu diesen
Versuchen véllig gesunde, noch nicht gebrauchte Tiere zu verwenden,
da die bereits zu Wertbemessungszwecken benutzten Tiere im hochsten
Grade gegen Serum iiberempfindlich sein kénnen (THEOBALD SMITH-
sches Phinomen, siehe R. Orro, 140).

Leider sind wir bisher nicht in der Lage zu priifen, inwieweit ein
Serum besonders geeignet ist, jene unliebsamen Nebenwirkungen hervor-
zurufen, die als ,Serumexantheme® bekannt und zuerst von v, PirQuET
und ScHIck (151, 152, 153) als Erscheinungen spezifischer Ueber-
empfindlichkeit analysiert und unter dem Namen ySerumkrankheit+
zusammengefalt sind. Es handelt sich hierbei um Hautausschlige der
verschiedensten Art, die hiufig mit lokalem Oedem, Gelenkschmerzen,
.Gelenkschwellungen , Fiebererscheinungen und sonstigen Allgemein-
symptomen einhergehen. Die Krankheitserscheinungen treten bei durch-
schnittlich 10 Proz. der mit Serum Behandelten teils sofort (innerhalb
24 Stunden) oder auch erst nach einer bestimmten Inkubationszeit auf
und verschwinden fast immer ohne Hinterlassung dauernder "‘Storungen.
Sie werden allein von dem Serum als solchem und nicht etwa durch
seinen Antitoxingehalt bedingt, denn die Stoffe, welche diese Neben-
erscheinungen hervorrufen, sind auch im normalen Pferdeserum vor-
handen. Gerade diese Erkenntnis ist fiir die Einfithrung der hoch-
wertigen Sera maBgebend gewesen. Man sollte eben durch die An-
wendung hochwertiger Sera in die Lage gesetzt sein, moglichst grofle
Dosen Antitoxin in moglichst geringen Mengen Serum applizieren zu
konnen.

Dieser Zweck konnte natiirlich nicht dadurch erfiillt werden, daf
man einfach durch Konzentration den Antitoxingehalt der Sera erhohte.
In diesem Falle wiirden ja gleichzeitig mit den Antitoxinen auch jene
Stoffe konzentriert werden, die wir als Ursache der Serumkrankheit
ansehen miissen und die sicher mit den Eiweilkorpern des Serums in
Zusammenhang stehen. Aus diesem Grunde ist jede Eindickung des
Serums unstatthaft. Es ist vorgeschrieben, alle bei Menschen zu ver-
wendenden Sera auf ihren Eiweifigehalt zu untersuchen und solche

Sera, die mehr als 12 Progz. EiweiB enthalten, zu be-

anstanden.

Um auf die ,Serumkrankheit® als solche nochmals zuriickzukommen
so hat man die Beobachtung gemacht, da8 scheinbar bej gewissen Serum-
nummern diese Erkrankungen héufiger auftreten, ohne dal aber alle mit
dem betreffenden Serum behandelten Personen erkranken. s muﬂ)sich
also bei dem Agens dieser Erscheinungen um eine individuell verschieden
stark toxisch wirkende Substanz im Serum der Tiere handeln, die bei
hierzu disponierten Personen die Exantheme hervorruft, Man w;ill ferner
beobacht.et haben, daf Erwirmen und Verdiinnen der Sera die Intensitat der
Krankheitserscheinungen verringert und daf bei #lteren (9—12 Monate)
abgelagerten Seris die Serumexantheme kaum vorkommen. Inwieweit dies
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zutrifft, 148t sich zurzeit noch nicht endgiiltig entscheiden; indessen sprechen
Versuche von Orro und Horer (143) und von Bormnckr (28) an Meer-
schweinchen fiir die Richtigkeit der Ansicht, dal abgelagerte Sera weniger
anaphylaktisch wirken, als frische.

v. Pirquer und Scmick (1. c¢.) haben darauf hingewiesen, daf man
bei der Serumkrankheit unterscheiden mul zwischen der Serumkrankheit
Erstinjizierter und Wiederholtinjizierter. Besonders bei letzteren, bei denen
die Erscheinungen meist schneller und stdrker auftreten, konnten sie in
der ,sofortigen“ oder ,beschleunigten Reaktionsfihigkeit® ein wichtiges
Kriterium fiir die Diagnose der Serumkrankheit feststellen, nachdem vor-
her v. DuxeurN (49) auf die Verkiirzung der Inkubationszeit bei wieder-
holten Hiweilinjektionen hingewiesen hatte.

Wéhrend sich im Tierexperiment die hdochsten Grade von
Anaphylaxie mit tédlichem Ausgang leicht erzielen lassen (OTTo, 140;
RoseExavu und AxpErrsow, 157), sind beim Menschen ernstere schid-
liche Nebenwirkungen, die mit Sicherheit auf die Injektion von Heil-
serum zuriickzufithren waren, offenbar bisher nur selten eingetreten. .
GAFFkY und HEUBNER (68) haben in einem eingehenden, an die
Wissenschaftliche Deputation fiir das Medizinalwesen erstatteten Gut-
achten tiber die Gefahren der Serumkrankheit bei der Schutzimpfung
mit Diphtherieserum berichtet, dal in Deutschland in den Jahren
1903 —1913, soweit bekannt geworden, nur 2 Fille tédlich verliefen.
Nach den Berichten der auslindischen Literatur sind aber mehrfach
auch Todesfélle: bei Personen, meist Erwachsenen, vorgekommen, die
eine erste- Serumirjektion erhielten, also friiher noch ‘nicht mit Serum
behandelt waren. In diesen Fillen muf die Ueberempfindlichkeit
demnach auf andere Weise zustande gekommen sein, wenn man nicht
annehmen will, daf es sich um Personen mit einer angeborenen, iso-
pathischen Disposition handelte. Dieser Annahme wiirde allerdings
die Tatsache entsprechen, daf in manchen Fillen auch bei der Ver-
wendung von Hammel- und Rinderserum anaphylaktische Erscheinungen
auftreten konnen. Trotz dieser Moglichkeit erscheint aber die tun -
lichst weitgehende Verwendung von Rinder- (bzw.
Hammel-)Serum fir prophylaktische Zwecke, die zuerst
von JOCHMANN (73) fiir Diphtherie empfohlen wurde, durchaus rationell
und empfehlenswert. Der Gefahr, daf bei einer mit solchem Serum
frither schutzgeimpften Person bei einer spiter therapeutisch gegebenen
groferen Menge von Pferdeserum ernstere anaphylaktische Erscheinungen
auftreten,. ist jedenfalls viel geringer, als wenn auch schon zur Schutz-
impfung Pferdeserum verwendet wurde.

Ob die Anaphylaxiegefahr durch Verwendung eines besonderen
eiweiflarmen Serums, wie es fiir Diphtherie bereits in den Handel
gebracht wird, beseitigt werden kann, ist noch fraglich. In Tier-
versuchen, die BOEENCKE und MouRIiz mit solchem Serum anstellten,
waren die anaphylaktischen Erscheinungen zwar geringer als bei ge-

wohnlichem Diphtherieserum, sie blieben aber nicht ganz aus. OrTO
3*
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und HOFER (143) fanden, daf ein von BLUMENTHAL (Moskau) her-
gestelltes ,gereinigtes“ Serum zwar in nicht héherem Grade, als natives
Serum, anaphylaktischen Shock bewirkte, von einer Aufhebung der Toxi-
zitdt fiir anaphylaktische Meerschweinchen konnte aber keine Rede sein.
— Auf die Méglichkeit einer Prophylaxe der Serumkrankheit durch anti-
anaphylaktische Seruminjektionen, auf die neuerdings OrTo und HOFER
(143) hingewiesen haben, soll hier nicht niher eingegangen werden.

Il. Die Werthemessung.

Neben der Priifung auf Unschidlichkeit erfolgt gleichzeitig die
Priifung des spezifischen ,Wirkungswertes“ der Sera. Diese Wert-
bemessung ist keine eigentliche ,Eichung®, welche mit Hilfe der Priifungs-
methoden den genauen zahlenmiBigen Wert der Sera zu ermitteln hat,
sondern sie hat nur zu priifen, ob das zur staatlichen Priifung ein-
gesandte Serum mindestens den von der Fabrik angegebenen Wert
hat. Minderwertige Sera werden demgemis beanstandet, héherwertige
dagegen zugelassen.

Grundbedingung fiir die exakte Wertbemessung eines Heilserums
ist in jedem Falle eine quantitativ genau arbeitenden Wert-
bemessungsmethode. Diese Forderung zu erfiillen, ist bei einer
Anzahl von Immunseris in véllig befriedigender Weise gelungen, wenn
auch hiufig erst nach Ueberwindung groSer Schwierigkeiten. Besonders
bedeutungsvoll fiir die ganze Entwicklung der Serumtherapie wurde die
absolut exakte Werthemessungsmethode fiir das Diphtherieserum, die
wir EERLICH (53) verdanken.

Bevor auf die Faktoren, die bei der Wertpriifung der einzelnen
Sera in Betracht kommen, niher eingegangen wird, wollen wir einige
allgemeine Bemerkungen vorausschicken.

Bekanntlich pflegen wir bisher nach ihrer Gewinnungsart und
speziellen Wirkungsweise unter den Immunseris zwei verschiedene Typen,
die ,antitoxischen“ und die ,antibakteriellen® Heilsera zu unterscheiden.
Wihrend die antitoxischen Sera durch Immunisierung der Tiere allein
mit den Giften der Bakterien gewonnen werden und daher nur mit
solchen Bakterien erzeugt werden konnen, die in unseren Nihrboden
Gifte sezernieren, verwendet man zur Herstellung der antibakteriellen
Sera die Leibessubstanzen der Bakterien. Es Iift sich ex-
perimentell zeigen, daf die Wirkungsweise eines Serums, das mit einer
bestimmten Bakterienspezies gewonnen wird, direkt von der Art der
Bakterienstoffe, welche zur Immunisierung verwandt werden, abhéngig
ist. Dies hat zuerst WASSERMANN (180) mit Kulturen des Bacillus
pyocyaneus nachgewiesen. Je nachdem er Tiere mit der ganzen Kultur-
_ﬁiissigkeit oder allein mit den Leibessubstanzen des Bacillus pyocyaneus
immunisierte, erhielt er ein antitoxisches Serum (das auch bakterizid
wirkte), oder aber ein rein bakterizides Serum.

.
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Nach ihrer Wirkungsweise unterscheiden sich die beiden genannten
Serumarten dadurch, dal die antitoxischen Sera nicht direkt gegen die
Bakterien selbst, sondern zunichst gegen die von ihnen sezernierten
Gifte wirksam sind, und zwar dadurch, daB sie die Giftwirkung neu-
tralisieren. Die antibakteriellen Sera dagegen sind imstande, die
Bakterien selbst unschidlich zu machen. In welcher Weise dies ge-
schieht und welche Stoffe im Serum die Tridger der spezifischen Wirk-
samkeit sind, soll an anderer Stelle (S. 54 ff.) niher ausgefiihrt werden.
Hier sei nur voraufgenommen, daR bei den verschiedenen Seris jeden-
falls verschiedene Antikérper in Aktion treten [Bakteriolysine bzw.
Bakteriotropine (Opsonine), Antiaggressine usw.| und daf die Schutz-
und Heilwirkung dieser Sera in der Regel wohl auf dem Zusammen-
wirken mehrerer Faktoren beruhen diirfte.

‘Wenn auch in der Kenntnis der Wirkungsart der Immunsera in der
neueren Zeit erhebliche Fortschritte gemacht worden sind, so haben wir
doch bis heute iiber den Bau und die eigentliche Natur der in
den Seris wirksamen Stoffe keine genaue Kenntnis, da es bisher
nicht gelungen ist, diese Substanzen rein und frei von Serum darzustellen.
Wir wissen von ihnen nur, daf sie an bestimmte Eiweilkorper des Serums
gebunden sind, und sind im tbrigen iber ihre Natur auf Hypothesen
angewiesen.

Von den zahlreichen Theorien, welche das Wesen und die Ursachen
der Immunitédt zu erkldren gesucht haben, hat keine eine so weit-
verbreitete Annahme gefunden, wie die von Emrricm aufgestellte ,Seiten-
kettentheorie“. (N#heres dariiber siehe Emrricm, 55, 56; RomEer, 154;
Ascmorr, 4; Bruck, 87; Murscanikorr, 118) Der Grundgedanke der
Seitenkettentheorie ist in der Vorstellung Earricas von der Erndhrung des
lebenden Protoplasmas, die er schon in seiner Arbeit ,Ueber das Sauerstoff-
bediirfnis des Organismus“ im Jahre 1885 entwickelt hat, begriindet.
EmrricE nimmt an, dal die Zelle befahigt ist, die verwandten Nahr-
stoffe durch chemische Synthese mit bestimmten Seitenketten zu assi-
milieren, "in #hnlicher Weise wie in der organischen Chemie bestimmte
chemische Gruppen in die verschiedenen Atomgruppen (Seitenketten) am
Benzolringe eintreten konnen. Nach seiner Anschauung kann man sich
das lebende Protoplasma als aus einem Leistungskern und einer An-
zahl von verschiedenen Rezeptoren bestehend denken. Diese Rezeptoren
sollen die Trager ganz bestimmter Atomgruppierung darstellen und zu
bestimmten Stoffen (den haptophoren Gruppen der Nihrstoffe) eine maximale
chemische Verwandtschaft haben. Sie passen zu diesen wie der ,,Schliissel
zum Schlof“, Nimmt man nun an, daf die Toxine gewisse haptophore
Gruppen mit den N#hrstoffmolekiilen gemeinsam haben, so werden auch
sie von den Rezeptoren verankert werden. Den durch diese Verankerung
bedingten Defekt an Rezeptoren wird die Zelle nach dem WaicerTschen
Gtesetz nicht nur vollstandig ersetzen, sondern vielmehr durch Ueber-
regeneration {iiberkompensieren. Diese Ueberregeneration, die bei der
Immunisierung kiinstlich gesteigert werden kann, hat nun zur Folge, daB
die tiberproduzierten Rezeptoren von der Zelle abgestofen werden und in
die Blutfliissigkeit gelangen. Diese frei im Blute zirkulierenden Rezeptoren
sind die Antikérper. Nach dieser Theorie, die sich fiir den Ausbau der
Immunititslehre als auBerordentlich wertvoll erwiesen hat, haben wir uns
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also die Bildung der in den Seris wirksamen Stoffe (Antikdrper) im Gegen-
satz zu den neuerdings wieder mehr in den Vordergrund tretenden An-
schauungen, nach denen die Antikérper direkt aus den Antigenen entstehen
sollen, als einen gesteigerten, rein physiologischen Prozel vorzustellen. Die
Antikérper selbst sind nichts anderes als Reaktionsprodukte (abgestofene
Rezeptoren) der lebenden Korperzelle, welche nach dem Waicerrschen Ge-
setz im Uebermal produziert wurden, um den durch die Giftzufiihrung usw.
gesetzten Défekt zu kompensieren. Die fundamentale Bedeutung dieser
Theorie liegt darin, dal sie zwanglos alle Bigenschaften der ,Antikérper«
erklirt, in erster Linie ilre streng spezifische Wirkung und ihr Vorkommen
im normalen Serum.

Bestimmte Untersuchungsbefunde haben Emrrics dazu gefihrt, drei
verschiedene Arten von ,Zellrezeptoren® anzunehmen, und zwar neben den
einfach gebauten Rezeptoren erster Ordnung, die nur eine spezifische hapto-
phore Gruppe besitzen, noch solche hoherer Ordnung, welche die Zellen
befahigen, hochmolekulare Eiweilstoffe zu verankern, Zur Assimilation
derartiger Stoffe ist es nach Enrrnicms Ansicht zunichst erforderlich, daf
sie durch fermentative Prozesse abgebaut werden. Dies geschieht einmal
dadurch, daf diese Rezeptoren auBer der haptophoren Gruppe noch eine
zweite spezifische Funktionsgruppe besitzen, mit der sie auf das gefesselte
Substrat einwirken, oder schlieflich zwei haptophore Gruppen (Ambozeptoren)
aufweisen, von denen die eine die Nihrstoffe fesselt, wahrend die zweite
aus dem Blute gewisse fermentihnlich wirkende Stoffe bindet und in nahe
rdumliche Beziehung zu der zu assimilierenden Beute bringt.

Die Wirkung der Rezeptoren erster Ordnung hat man sich demnach
einfach in der Waeise vorzustellen, daB sie vermittels ihrer haptophoren
Gruppe die haptophore Gruppe der Toxine besetzen. Die Rezeptoren
zweiter Ordnung dagegen ergreifen zunichst mit Hilfe ihrer haptophoren
Gruppe die haptophore Gruppe der Bakterien, daun erst tritt die spezifische
Funktionsgruppe in Titigkeit und ruft z B. bei den Agglutininen das als
Agglutination bekannte Phinomen hervor. Die Wirkungsweise der Re-
zeptoren dritter Ordnung verldufs schlieflich in der Weise, daB sie mit
ihrer zytophilen Gruppe sich mit der Zelle bzw. den Bakterien verbinden,
wihrend ihre zweite haptophore Gruppe (die komplementophile) das im
normalen Serum vorhandene Komplement, in dem wir das eigentlich wirk-
same Prinzip bei der Lysinwirkung kennen, an sich reifit.

Beziiglich des Ortes, an dem die Antikérper entstehen, muf man nach
Enrricns Lehre annehmen, daB alle bindungsféahigen Zellen des Organismus
imstande sind, Antikérper zu produzieren. In erster Linie scheint aber
die Antikérperbildung in den blutbildenden Organen vor sich zu gehen.
Nach den Untersuchungen von Preirrer und Marx (150), WassErwaxy (181),
Drurscr (44) u. a. werden die bakteriolytischen Ambozeptoren z B. im
wesentlichen im Knochenmark, in der Milz und in den Lymphdriisen
erzeugt. Die Untersuchungen von CASTELLANI (89) und R. Kraus und
ScHIFFMANN (98) machen es wahrscheinlich, daf Prizipitine und Bakterien-
agglutinine in der Blutbahn gebildet werden. Waeitere Untersuchungen
von Romsr (154), v. Duneerx (49) und- speziell von A. WaSSERMANN
und CrTroN (182, 183) weisen darauf hin, daB unter gewissen Umstinden
auch an anderen Stellen eine rein lokale Antikorperbildung zustande kommt,

Aus der grofen Reihe der verschiedenen Antikorper, welche nach der
Vorbehandlung mit Toxinen, Bakterien und sonstigen Antigenen im Tier-
korper entstehen, den Prézipitinen, Antifermenten, Antitoxinen, Zytotoxinen,
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Avglutininen' und den verschiedenen Lysinen, interessieren uns speme]]"dle
Aixtitoxine, die zu den Rezeptoren erster (_)rdnung EHRLfCHs gehoren
und die wirksamen Substanzen in den antltomschen Heilseris .dal."stellen,
sowie die bakteriotropen und bakteriolytischen Antlkorpgr,
die zu der zweiten bzw. dritten Ordnung der Rezeptoren zu rechnen smd
und die Triger der spezifischen Funktion der bakteriotropen und bakterio-

lytischen Sera bilden. :

Im folgenden soll nur auf die Wertbemessung der verschledt.anen,
der staatlichen Kontrolle unterstellten Sera, ihre wissenschaft‘hchen
Grundlagen und die zur Anwendung gelangenden priifungstechmscben
MafBnahmen ausfiihrlicher eingegangen werden. Ueber die Mé'ghch'kelten
einer Wertbestimmung der sonstigen Heil- und Schutzsera sind in den
folgenden allgemeinen Ausfilhrungen einige Hinweise gegeben. Néhere
Einzelheiten dariiber sind in der Arbeit von R. OrTO upd K. H.
BoeHNCKE ,Die Wertbemessung der Schutz- und Heilsera® im Hand-
buch der pathogenen Mikroorganismen von KoLLE und v. WASSERMANN
(2. Aufl,, Bd. 2, Jena, G. Fischer, 1913) zu finden.

a) Die Wertbemessung der Antitoxine.

Um den Wirkungswert eines antitoxischen Serums zu deﬁn}eren,
messen wir seinen Gehalt &an Antitoxinen. Dazu vermlscl}te
v. BEnrIiNG (9) anfangs das (Diphtherie-)Gift, und zwar in der ein-
fach todlichen Minimaldosis, mit dem (Diphtherie-)Antitoxin und brachte
das Gemisch Meerschweinchen subkutan bei. Jedoch schon v. BEHRING
und BoEer (13, 14) betonten, daf fiir die vollstindige Wertbemessung
eines Serums vier Versuchsreihen anzustellen wiren, die folgendes be-
riicksichtigten : i

1) den Immunisierungswert gegeniiber einer Infektion,
2) den Heilwert gegeniiber einer Infektion, wihu
3) den Immunisierungswert gegentiber einer Intoxikation,
4) den Heilwert gegeniiber einer Intoxikation. :

Auf Grund seiner Untersuchungen konnte v. BEHRING den Se_ltz
aufstellen, dal ein unveridnderliches Verhélinis zwischen diesen vier
Werten besteht in dem Sinne, dal wenn man den einen derselbgn
genau kennt, infolge des bestehenden Parallelismus Riickschlisse auf die
anderen drei gestattet sind. Demgegeniiber behauptete Roux (159), dal
konstante Beziehungen zwischen dem antitoxischen Wert eines Sgrums
einerseits und dem prﬁﬁrentiven und kurativen Wert ander‘erselts in
dem genannten Male nicht bestiinden, sondern vielmehr.biswellen hoch-
wertige Sera weit geringere heilende und schiitzende Eigenschaften be-
siBen als geringwertige. Zur Klirung dieser Fragen stellte MArx (110)
mit Toxin und Antitoxin verschiedenster Stirke und wechselnder Her-
kunft umfassende Untersuchungen folgender Art an:

1) Heilversuche an Meerschweinchen: Gift subkutan, 3 Stunden
spiter das Serum intraperitoneal; '
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2) Immunisierungsversuche an Meerschweinchen : intraperitoneale
Einverleibung des Serums und nach 6 Stunden Subkutaninjektion des
Toxins;

3) Heilversuche an Kaninchen: Gift und — nach verschiedenen
Zeiten — Antitoxin intravenos ;

4) Immunisierungsversuche an Kaninchen: intravenose Injektion
des Antitoxins und unmittelbar darauf des Toxins.

Dabei zeigte sich, daB die toxinneutralisierende Kraft eines
Diphtherieheilserums (d. h. sein Gehalt an Antitoxineinheiten) und
die immunisierende und heilende Wirkung drei Faktoren sind, die
in engster Beziehung stehen, und zwar -so, daf der Immunisierungs-
und Heilwert eines Serums dem Gehalt an Immunitéitseinheiten direkt
proportional ist.

War man also hiernach berechtigt, die Wertbemessung der anti-
toxischen Sera allein durch Feststellung ihres Gehaltes an Immunitits-
einheiten vorzunehmen, so schienen dem wieder die Ergebnisse
CRUVEILHIERS (41) zu widersprechen, der nach einer Reihé dhnlicher
Versuche, jedoch unter Verwendung lebender Diphtheriekulturen, den
Anschauungen Roux’ entsprechend zu, einem wesentlich anderen Re-
sultat kam, némlich daR der heilende Effekt eines Serums nicht aus-
schlieflich von dessen Gehalt an Antitoxineinheiten abhéngig sei und
daf daher die tibliche Titrationsmethode kein exaktes MaB fiir die
Brauchbarkeit und Leistungsfiihigkeit eines Serums sei. Wenn also
fiir ein Serum ein hoher Antitoxingehalt auch erwiinscht sei, so sollte
dies keineswegs die Hauptsache sein, vielmehr der Haupteffekt anderen
im Serum wirksamen Stoffen zukommen.

Die Ergebnisse CRUVEILHIERS wurden arg erschiittert durch die
Versuche von STEINHARDT und BanzuAF (172), die, mit der gleichen
Methodik wie der franzosische Autor arbeitend, zu ganz entgegen-
gesetzten Resultaten kamen, nimlich daf der Heilwert des Serums von
dem Antitoxingehalt abhingig ist. Die Streitfrage kam aber bald
wieder in FluB, als KrAvus und SCHWONER (94) im Jahre 1908 in ihrer
Arbeit , Ueber Beziehungen des Antitoxingehaltes des Diphtherieserums
zu dessen Heilwert“ ihre Untersuchungsergebnisse in folgenden Sitzen
formulierten : >

1) Zwischen Antitoxinmengen und Heilwert des Diphtherieserums
bestehen keine fixen Beziehungen ;

2) dem hochwertigen (300—600-fachen) Diphtherieserum kommt

in der Regel geringere Heilwirkung zu als solchem, welches geringer-
wertig ist; '

3) der Heilwert eines Serums, i. e. Aviditit, scheint von der Zy-

oder Abnahme der Antitoxinmenge wihrend der Immunisierung un-
abhéingig zu sein; :
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4) Die Aviditit der antitoxischen Sera ist eine prinzipie}le I_*]iggn-
schaft des Antitoxins und soll bei der Wertbemessung beriicksichtigt
werden ; IS

5) ,die bisherige Wertbestimmung nach EBRLICH zel.gt in aus-
gezeichneter Weise die Menge der Autitoxine an, beriicksichtigt aber

nicht den Heilwert.

In Uebereinstimmung mit BELFANTI (19) konnte BEI.{GHz'XUS (QQ)
auf Grund seiner in drei Arbeiten niedergelegten Befunde dle"S}cherhenf
der ErrLICcHSchen Werthemessungsmethode von neuem bestatlgen'.. Er
stellte seine Versuche zum Teil mit denselben Seris wie KRAUS an, wihlte
aber nicht wie dieser die subkutane Methode der Gift- und Serum-
einverleibung, sondern zunichst nach dem Vorgang von MORE}ENROTH
die intrakardiale Gift- und Serumeinspritzung. Konnte er zu'nachst den
alten Satz wieder bestétigen, ,daf fiir die Heilwirkul?g nicht dl.e Herkunft
der Sera, noch ein anderes Moment, sondern nur ein Faktor in Betracht
kommt, und zwar der Gehalt an Antitoxineinheiten®, so glaubte er aus
seinen experimentellen Resultaten weiter die Folgerun.g ziehen zu -durfen,
daB fiir die Priifung der Frage der Aviditéi.tsverhﬁltms'se des Toxu?s ur}d
Antitoxins die Subkutanmethode, weil zu unzuverlissig, besser nicht in
Anwendung gezogen wird. Da er fand, daf eine Stunde nach der In-
jektion derselben Giftmenge

bei der subkutanen Injektion 40,0 IE.
bei der intraperitonealen Injektion 7,0 IE.
bei der intrakardialen Injektion 0,08 IE.

zur Heilung no6tig waren, so ergab sich darags die bfadeutsa.me Ta't-
sache, daB die Heilwirkung .des Serums bei direkter Einverleibung in
die Blutbahn 500mal grofer als bei der subkutanen und noch 80 bis
90mal grofer als bei der intraperitonealen Injektion war.

" Eine weitere Widerlegung fanden die Versuchsresultate von KrAus
und ScHWONER durch die entgegengesetzten KErgebnisse der unter
KoLrEs Leitung durchgefiihrten Untersuchungen BRUSTLEINS (38).
Dieser fand eine absolut wie relativ stirkere Heilkraft der Hochwert-
sera im Vergleich zu entsprechenden Quantititen nied.erwertlger. Sera,
da er bei ersteren mit absolut weniger Antitoxineinheiten als bei letz-
teren genau denselben Effekt erzielen konnte. =

Auch NeEureLD und HANDEL (130) konnten bei ihren Yersuchen
iiber den Zusammenhang von Heilwert und Antitoxingehalt die Ergeb-
nisse von KrAUs und ScHWONER nicht bestiitigen. Sie benu_tzter'l zu
ihren Untersuchungen vier von KRAUS iiberlassene .Sera, die einen
Wertgehalt von 70 bzw. 95 bzw. 1in bzw. 310 IE. in 1 ccm hattez_l.
Wie sich zeigte, lief sich mit derselben Antitoxinmenge bei allen 4 Seris
der gleiche Heileffekt erzielen.

Allerdings weisen NEUFELD und HANDEL, besonders auf Grund
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der Befunde von LINDEMANN (101) (ferner desgleichen von BanDI,
MENABUONTI, TUNICLEFF, v. GRUBER und OHKUBO) beziiglich der phago-
zytiren Wirkung nach der Simultanmethode erzeugter Diphtheriesera
auf die auch von LINDEMANN betonte Notwendigkeit hin, eventuell
auch die bakteriotrope Wirkung der Diphtheriesera zu priifen. Da auch
Angaben von MARTIN, PrREVOT und Lorseavu (109) vorliegen, die eine
anscheinend bessere Wirkung antibakterieller Diphtheriesera nicht un-
wahrscheinlich machen, so kénnte im Falle anderweitiger Bestétigung
dieser Angaben allerdings vielleicht einmal auch die weitere Wert-
bemessung dieser Sera hinsichtlich ihres Gehaltes an Bakteriotropinen
und Immunopsoninen fiir spitere Zeit in Frage kommen.
KrAus vertritt auch in seinen neuesten Verdifentlichungen (88,
89) noch den Standpunkt, daB Antitoxingehalt und Heilwert des Di-
phtherieserums sich gegenseitig nicht entsprechen und daf fiir den
letzteren in erster Linie die Aviditdt der Antitoxine malgebend sei.
Demgegeniiber haben KoLLg und SCHLOSSBERGER (84, 85) nochmals
durch umfangreiche Untersuchungen in unzweideutiger Weise bewiesen,
daB die alte ERRLICHSChe Anschaung zu Recht besteht und somit auch
die auf ihr aufgebaute Wertbemessung des Serums durchaus einwand-
frei ist. KowLLe und SCHLOSSBERGER stellten, um den natiirlichen
Verhéltnissen beim diphtheriekranken Menschen néiher zu kommen, im
Gegensatz zu den meisten Autoren, die bei ihren Heilversuehen den
Versuchstieren fast ausschlieflich keimfreie Bouillongifte und dann, nach
Ablauf einer bestimmten Zeit, Serum injizierten, auch zahlreiche Heil-
versuche bei Meerschweinchen an, die mit lebenden Diphtheriebazillen’
in verschiedenen Dosen subkutan oder perkutan (Einreiben der Bak-
terien auf die rasierte Bauchhaut) infiziert worden waren. Dabei er-
gab sich, daB das antitoxische Diphtherieheilserum, das mittels keim-
freier Bouillongifte eines oder mehrerer Stimme hergestellt wird, nicht
nur gegeniiber der Diphtherievergiftung der Meerschweinchen mit den
in vitro hergestellten Toluolgiften einer grolen Anzahl verschiedener
Stimme, sondern auch bej der ‘Infektion der Tiere mit lebenden Bak-
terien sémtlicher gepriifter Kulturen Heilwirkung entfaltet. Diese Heil-
kraft des Diphtherieserums geht parallel seinem Antitoxingehalt und ist
um so stérker, je frither nach der Injektion des Giftes bzw. der Bak-
terien die Anwendung des Heilserums erfolgt. Je groBer das Zeit-
intervall ist, um so groflere Antitoxinmengen miissen angewendet
werden, um noch eine Wirkung zu erzielen. Es gibt, wie DONITZ dies
auch fiir das Tetanusgift festgestellt hat, einen nach der GréBe der
Infektionsdosis verschiedenen Zeitraum, bei dem es auch bei Anwendung
gréBter Dosen hochwertigen (1000-fachen) Heilserums nicht mehr ge-
lingt, den Tod der mit lebenden Diphtheriebazillen infizierten Meer-
schweinchen zu verhindern. Dag die von den Diphtheriebazillen im
Tierkdrper gebildeten Toxine in der Tat mit den in vitro sezernierten
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Giften identisch sind, konnte auch noch .dadurch nachgewiesep werdgn,
dal der Heilwert der Sera von Pferden, die mit lebenden. plphthel'le-
bazillen (von Lofflerserum-Kulturen) eines Stammes iqllnunlslel't vs.ford.en
waren, ihirem nach der EmrricHschen Methode bestimmten Antltoxm.-
gehalt entsprach. Die von Roux und seiner Schu?e vertr.etene Auf-
fassung, daB die Diphtheriebazillen nicht nur durch ihr Toxin, sond.ern
auch noch durch ihre sonstigen Lebensauﬁerungen_oder durch ihre
Leibessubstanz (Endotoxine) krankmachend wirken, ist dadurch wohl
giiltig widerlegt. ‘
endl-)]l;itegvon BINiEL (24) aufgestellte Behauptung, daB auch .dem nor-
malen Pferdeserum heilende Wirkungen gegeniiber .der Dl'phtherle—
infektion zukiimen und daR es bei der Behandlung Dlphthel'}ekranli_er
annihernd dasselbe leiste, wie hochwertiges antitoxisches D]Phth@rle-
serum, - sei hier nur kurz erwihnt. Sie ist nicht nur vom fexperm?entell-
therapeutischen Standpunkt aus unter anderen durch die lgerelts er-
wihnten Untersuchungen von KOLLE und SCHLOSSBERGER (85), sondern
auch von zahlreichen Klinikern auf Grund der Erfahrungen am Kranken-
rf zuriickgewiesen worden. : .
i ]S)(i;zallfh‘zmitteglung- des Antitoxingehaltes bietet 'b’el den
rein antitoxischen Seris keine weiteren Schwierigkeiten, da wir durqh
die grundlegenden Arbeiten EmrRLICcHS und v. BE};RINGs'sowohl d.le
Konstitution der Gifte als auch die Bindungsverhéiltmssia zwischen Toxm.
und Antitoxin #berschauen. Speziell EHRLICH' gol) konnte. .b_e1
seinen Untersuchuingen iiber die Beziehungen des Rizins zum Antirizin
durch Einfiihrung des Reagenzglasversuches zeigen, dal Gift .un(.i G'egen-
gifte sich chemisch vereinigen, ohne daf vitale Kréi.fte .dab(‘al mltwn'k‘en,
und daB es sich bei dieser Bindung von Toxiq-Anutoxm mc'l'lt um ?m,e
Zerstorung des ersteren handelt, was besonders klar die spa.tcren Ver-
suche MoORGENROTHS und seiner Mitarbeiter (.121a) geze1_gt haben,
sondern daf eine ganz neue und ungiftige Verbindung dabei entsteht.
Weitere Untersuchungen von MoRGENROTH (121), OTTro und SACHS
(144) machten die bereits von v. BEHRING aufge'stellte.rH).fpothese
wahrscheinlich, dal man bei der Vereinigung Toxin-Antitoxin wohl
auch mit Kkatalytischen Einfliissen (in dem Subkutangewebe bzw. dem
t) zu rechnen hat.
SermzRiierlIk:N)IUs und MADSEN (2), welche gegenﬁbe}' der E.HR.LIOHSC-hen
Vorstellung von der komplexen Konstitutioq des Dlpllthel“leglftes (siehe
S. 66) die Anschauung vertraten, daf die Toxine in frlschem.Zu-
stande einheitliche Substanzen sind, nahmen an, daf d<.ar Reaktions-
verlauf zwischen Gift und Gegengift sich, dem Massenwu'kl}ngsgeset(z1
folgend, nach dem Typus der Salzbildung aus schiwachen Siuren un
hen Basen abspielt. : £
ebeni)olllich genaue qualzltitat.ive Analyse des ,,‘DAN_stchen Phagomens
bat aber v. DunaERN (H0) gezeigt, dal sich die Bindungserscheinungen
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zwischen Toxin und Antitoxin nicht nach dem GULDBERG-WAGEschen
Gesetz, sondern nur durch die komplexe Konstitution der Toxine er-
kliren lassen. Niheres dariiber s. LevapITI (1003).

MENTZ vOoN KrOoGH (117) hat die Frage der Bindung von Toxin-
Antitoxion durch genaue quantitative Messungen mit physikalisch-
chemischen Methoden studiert und festgestellt, daB die Bindung von
Diphtherietoxin und -antitoxin in ihren ersten Stadien eine
Adsorptionsbindung ist. Dabei fithrt die Adsorption des Toxins
an und fiir sich, sei es an Antitoxin oder andere Stoffe, nicht zu
einer Entgiftung des Toxins. Diese findet vielmehr erst nachtréiglich
durch eine chemische Bindung statt, die spezifisch ist und beispiels-
weise fiir das Diphtherietoxin und -antitoxin bei Zimmertemperatur
eine halbe Stunde in Anspruch nimmt. RuUSZNYAK (162) hilt die
Toxine fiir Fermente und nimmt an, daB die Antitoxine spezifische Spal-
tungsprodukte sind, wodurch simtliche GesetzméiRigkeiten der Toxin-
Antitoxinverbindungen eine einheitliche Erkldrung finden und die Er-
scheinungen der Antitoxinbildung und Spezifitit einer chemischen
Deutung zuginglich wiirden.

M. ArTHUS und B. STAWSKA (3) fanden die Schlangengifte und
-gegengifte besonders geeignet zum Studium der Bindungsvorgiinge
zwischen Toxin und Antitoxin. Sie konnten entgegen der Behduptung
von MARTIN und CHERRY (108), daB die Bindung Toxin-Antitoxin -ein
allméhlich fortschreitender, ziemlich langsamer, an die diastatischen Re-
aktionen erinnernder Vorgang sei, zeigen, daB die neutralisierende Wir-
kung des Antitoxins auf dag spezifische Toxin eine augenblickliche ist.

Zur Bestimmung der antitoxischen Wirkungskraft
eines Serums, d. h. zur Messung seines Gehaltes an Antitoxinen,
bedarf man zunichst eines einheitlichen und konstanten MaRBstabes.
Hierzu dient die o2Immunititseinheit® (Antitoxineinheit). Schon
V. BEHRING (10, 11) hatte eine solche zur Messung verschiedener Anti-
toxinldsungen geeignete MaBeinheit in seinem ,Tetanusnormalserum®
eingefiihrt (,,1 cem Tetanusnormalserum sollte den zur Erreichung eines
Heileffektes bei weiBen MauRen erforderlichen Mindestgehalt an Anti-
toxin enthalten). Auch fiir das Diphtherieheilserum préigte er in #hn-
licher Weise ein sNormalheilserum als MaBeinheit. Spiter wurden
diese Begriffe von v. BEERING und EHRLICH weiter entwickelt und als
Immunitits- oder Antitoxineinheit die in 1 cem des Normal-
heilserums enthaltene eine Immunisierungseinheit bezeichnet; 0,1 cem
dieses Normalserums gentigten zur Neutralisation von 1 ecem des
v. BEERINGSschen wNormalgiftes” (von dem 1 cem genau 100 einfach
tédliche Dosen darstellte). :

Handelte es sich zunichst also um auf gewisse »Normal“begriffe
zuriickgefiihrte MaBeinheiten, so ist die jetzt in der Priifungstechnik
gebrauchte Immunititseinheit eine willkiirliche GroBe und so ent-
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standen, dal EmrricH eine bestimmte (an sich beliebige) Menge"Antl-
toxin als Einheit bezeichnete, welche von eine.m damals zur Verffugu'ng
stehenden Gift 100 todliche Dosen so absittigte, daB nach “InJektlonv
dieses Gemisches auch nicht die geringste Spur von Krankheit (lokaler
iner Reaktion) eintrat. .
3:3 :Etgif::(?n, weil sich das labilere Tox.in (.iazu als ungejelgr}?t er-
wies. Es galt also die Konstanz des Antitoxins auf das m{m}tloseste
zu bewahren, was nur durch volligen Ausschluf aller schidigenden,
zersetzenden Faktoren als Wasser, Licht, Warme und Sauverstoff ge-

schehen konnte.

Als Tréager der Mafeinheit dient

Einmal verindert oder verloren, war der MaBstab
unbrauchbar bzw. unersetzlich und die Grundbed.ingung einer 'exakte‘n
Wertbemessung der antitoxischen Heilsera vernichtet. 'Aehnl.lch wie
also unsere internationale Lingeneinheit, das Metermafk, in Paris unter

Fig. 2.

den umfassendsten VorsichtsmaBregeln aufbew_ahrt wird, wm.i in

Frankfurt im Institut fiir experimentelle Therap}e (a]s" der. amtlichen
Priifungsstelle) mit allen zu Gebote stehenden Mitteln fur. ihe .absqlute
Unverinderlichkeit der Serummaﬁstébe,.d. h. der Immumtatseml%elten,
Sorge getragen. Diese Mittel sind an die Hand gegeben durch dle'von
EHRLICH zunichst fir das Diphtherie-Standl_ardserum .ausg.earbtiltete
und spiter in die priifungstechnische Praxis allgemein eingefiihrte

Serumkonservierung.

Methl(;(ii: dlironservierung in EHRLICHSChe“Il Vak'uum};
apparaten (53, 58, 111), die sich nicht nur f.iir groﬂfzre wie auc

kleinste Serummengen, sondern auch fiir Gifte eignet, wird folgender-

efiihrt: o

maﬁegezzzggleiche Mengen der fliissigen Sera yerden mit PraZ}s10211s-
pipetten in sterilisierte Serumrohrchen von bestllr{mter Form (Fig. z)
eingefiillt. Es diirfen nur vollig native Sera Ohl:le 1r'gendw'<.31chen Zusatz
benutzt werden. Die Serumrdhrchen bilden Teile eines Rohrensystems,
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zu dem noch ein Kolbchen b, das zur Aufnahme von Phosphorsiure-
anhydrid dienen soll, und ein Verbindaungsstiick ¢ gehort. Nachdem das
eingefiillte Serum im Exsikkator getrocknet ist, werden die einzelnen
Stiicke des Réhrensystems in der aus Fig. 2 ersichtlichen Anordnung
aneinander geschmolzen und zur weiteren vollstindigen Evakuierung
eine Anzahl solcher Apparate mit einer Quecksilber - Luftpumpe in
Verbindung gebracht (Fig. 8). Unter dem Einfluf des Vakuums wird
das Wasser, welches bei der gewohnlichen Exsikkatorvortrocknung noch
bis zu 10 Proz.in den Trockenseris enthalten sein kann, schnell durch
das Phosphorséiureanhydrid absorbiert und zugleich mit dem Sauer-
stoff entfernt. Man schmilzt dann bei z ab und 148t die mit den Phos-
phorséureanhydridkélbchen mnoch verbundenen Serumréhrehen etwa
2—3 Monate stehen. In dieser Zeit wird das Phosphorséureanhydrid
wiederholt leicht aufgeschiittelt, damit immer eine vollig trockene Ober-
flichenschicht die letzten Wasserreste aufsaugen kann. Erst dann,
wenn bei vorsichtigem Beklopfen der Kolbchen das aufgeschiittelte
Anhydrid véllig unverindert bleibt, werden die Serumréhrchen bei ¥
abgeschmolzen. Das Serum befindet sich nunmehr unter Bedingungen,
die, wie die Erfahrung gezeigt hat, fiir die Konservierung die bei
weitem geeignetsten sind. An einem dunklen, kiihlen Orte aufbewahrt,
hélt sich das Serum so jahrelang unversindert. Es ist nicht vorteil-
haft, die Absorption des Wassers bej erhohter Temperatur erzwingen
zu wollen, vielmehr scheint hierzu die geeignete Temperatur die
Zimmertemperatur zu sein.

Soll Trockenserum fiir Standardzwecke verarbeitet werden —
was fiir die Priifungstechnik besonders empfehlenswert ist -— so miissen
unbedingt alle Fehlerquellen ausgeschaltet werden, die durch schlechte
Loslichkeit auch nur der geringsten Mengen des Serumpulvers ent-
stehen konnen. REine einigermalien sichere, gleichmiBige Loslichkeit
kann nur von den mittelgroRen, scholligen Anteilen des Trockenserums
erwartet werden. Man tut deshalb gut, das Trockenserum zunichst
in einem Morser zu zerstoRen und dann durch ein doppeltes Serum-
sieb zu geben, das durch ein oberes grobes Sieb die grofReren Brockel
und die von der Oberfliche des eingetrockneten Serums stammenden,
schwer léslichen, diinnen groReren Blittchen zuriickhilt, wihrend durch
das untere feinere Sieb die ebenfalls schlecht Idslichen pulverisierten
Bestandteile ausfallen. Nur die auf dem feineren Sieb zuriickbleibenden
scholligen Teile des Trockenserums sind zu verwenden. Aber auch
dann, wenn nur von diesen letzteren auf der chemischen Wage exakt
abgewogene gleiche Mengen in den Serumrdhrchen nach Evakuierung
eingeschmolzen werden, - hat man nicht die Gewihr, daB bei spéterer
Losung.der Inhalt aller Glischen absolut gleichwertige Losungen ergibt.
Diese Fehlerquelle kann man, wenn auf die spitere genaue Einstellung
jeder einzelnen Lésung verzichtet werden soll, nur dadurch umgehen,
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dal man das Trockenserum vor der Einfillung wieder bis etwa zur
Konzentration des nativen Serums 1ést und dann in fliissigem Zustande
in der oben beschriebenen Weise weiterbehandelt.

Von der gleichen praktischen Wichtigkeit, wie die Konservierung,
ist natiirlich auch die absolut genaue Fortfihrung der Mafi-
einheitbeider Einstellung einesneuen Standardser ums,
wenn das urspriingliche Serum zu Ende geht. Da hierbei jede Ver-
schiebung der MaBeinheit zu vermeiden ist, kommt es darauf an, daB das
neue Serum absolut genau auf das alte Serum eingestellt wird. Um sich
vor unangenehmen Ueberraschungen zu schiitzen, muf man bei der Neu-
einfiillung eines Serums zu Standardzwecken vor allem daran denken, da8
das Serum durch die einzelnen Akte der Evakuierung nicht unerhebliche
Verluste an spezifischer Wirksamkeit erleiden kann. Aus diesem Grunde
ist es absolut notwendig, die endgﬁltige Einstellung erst dann vor-
zunehmen, wenn das Serum bereits eingefiillt und evakuiert ist.

Mau verfihrt daher bei der Einfiihrung eines neuen Stan-

dardserums — als Beispiel diene ein Diphtherie-Standard-Trocken-
Serum — am besten folgendermaRen : :

Man 148t sich von einer Serumfabrik einen groBeren Vorrat (etwa
500 g) von karbolfreiem Trockenserum kommen, zerkleinert es in
sterilem Mérser und siebt es, wie oben besprochen. Der brauchbare
Anteil wird in einem sterilen Glase mit eingeschliffenem Stopfen auf-
bewahrt. Man iiberzeugt sich nun, nachdem man eine geringe Menge
(etwa 0,2 g) gelost hat, darch eine in der iiblichen Weise ausgefiihrte

Priifung von dem ungefihren Wert des Serums. Nehmen wir an,

das Trockenserum sei nach Angabe der Fabrik 5000—6000-fach gewesen
(1 g Trockenserum entspricht ungefihr 10 ccm nativem Serum) und
bei dieser Vorpriifung habe es sich in der Tat als etwa 6000-fach erwiesen.
Dann wird das gebrauchsfihige Trockenserum in genauestens ab-
gewogenen Mengen — 2 g — in Serumréhrchen eingefiillt?) und in der
frither geschilderten Weise evakuiert und nach lingerer Lagerung iiber
Phosphorsiiureanhydrid eingeschmolzen.

Erst, wenn die Vakuumréhrchen ganz fertiggestellt sind, wird
zur genaueren Einstellung des Serumwertes geschritten. Man
offnet hierzu ein Rohrchen, 16st seinen Inhalt (2 g) in 120 cem Glyzerin-
Kochsalzlosung ?) (vgl. S. 70) und stellt diese frische Losung, die in

1) Eine Auflssung des Trockenserums, wie sie oben empfohlen wurde,
ist hier unnétig, weil es sich um groBere Mengen handelt und die
aus dem Inhalt der Vakuumrshrchen hergestellte Losung des Diphtherie-
standardserums jedesmal genau eingestellt wird.

2) Man benutzt hierzu Glyzerin-Kochsalzlésung, weil diese — im
Gegensatz zu gewdhnlicher Kochsalzlosung — langere Zeit steril bleibt
und die Antitoxine unverdndert 1aft. Es kann also fir alle erforderlichen
Einzeleinstellungen (s. Tabelle 1) dieselbe Ausgangslosung verwendet werden.
Die weiteren Verdiinnungen sind jedesmal frisch herzustellen.
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jedem Kubikzentimeter also etwa 100 IE. enthalten miifte, gegeniiber
der Testgiftdosis, die bei den Priifungen mit dem alten Standardserum
benutzt wurde, allmiihlich ein, wie es Tabelle 1 zeigt. Man priift also
zunéchst in ,groben Schligen“ und stellt dann, wenn man sich von dem
Ergebnis durch 4-téigige Beobachtung der Versuchstiere iiberzeugt hat,
durch immer engeres Zusammenriicken der in Betracht kommenden
Serumverdiinnungen fest, bei welcher Verdiinnung der Tod der Tiere
regelmiBig spétestens am 4. Tage eintritt. In unserem Falle war dies
bei der 5925-fachen Verdiinnung des Trockenserums der Fall.

Der genau eingestellte Grenzwert wird dann umgekehrt noch unter
gleichzeitiger Variierung der Giftdosis kontrolliert. Tabelle 2, aus
der die Versuchsanordnung fiir diese endgiiltige Feststellung
des Wertes des neuen Standardserums ersichtlich ist, zeigt, daB das
Trockenserum gegeniiber 0,13 ccm Testgift genau 5925-fach ist.

Tabelle 1.
Einstellung des neuen Standardserums mit der Testgiftdosis 0,13.

N ordiin: I JUEEA U b v \Y VL & (FEVALIGE | BVEDITE (80X X
nung 118. 10.|22. 10.27.°10.| 1. 11.| 6. 11.|11. 11./16. 11./20. 11./25. 11.| 30. 11.
4500 0 : ; :

5000 0 0 : :

5500 0 0 : 3

5750 5 0 0 0 3 :

5800 ; R I 7 1SRN0 0 : .

5900 i . 0 0 0 0 0 |4y, 0

5910 . : 0 ; 2Bl Qe B4 L /0| S ()

5920 . 5 : ; : 0 T4, O T4 | T4Y,

5925 . A : : +4 : 3| F4 | t4 | T4

5930 5 . 5 o o T4 T3 73 T3 T4

5940 : % . 3 P8 5 : 5

5950 ; ok T8l 3 OB esTes :

6000 | +2 |+2Y,| +3 ) : 5

6500 AR S L/ . :

*) + 4/, == tot nach 4/, Tagen.
Tabelle 2.
Endgiiltige Feststellung des Wertes des neuen Standardserums.
Testeiftdosi am 6. 12, am 12, 12.

B | AT 5990 fach | als 5925-fach | als 5925-fach | als 5930-fach
0,12 0 0 0 0
0,125 0 0 0 T4
0,13 0 T4 T4 T4
0,135 0 § 4 +3 3

Als Prifungsgift koénnte man natiirlich jedes beliebige Di-
phtherietoxin verwenden. Dabei wire aber, da in mehrfachen Ver-
gleichsreihen einerseits die Standardeinheit und andererseits beliebige
Verdiinnungen des Probeserums mit steigenden Toxindosen ausgewertet
werden miifiten, ein recht groRer Verbrauch an Versuchstieren un-

Arb. a. d. Staatsinst. f. exp. Ther. u. d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a. M. XIIT. 4
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umgénglich. Man benutzt daher in der Praxis die Erfahrung, daB
Gifte in ihren priifungstechnischen Eigenschaften eine gewisse Zeit
konstant bleiben. Beim Diphtheriegift ist dies schon bei der Kon-
servierung in .der gewohnlichen Form (unter Toluol) der Fall, sobald
nur erst die Gifte ,abgelagert“ sind; beim Tetanustoxin ist dagegen
eine Konservierung nur im trockenen Zustande moglich. Solche kon-
stant bleibenden Gifte bezeichnet man als Standardtoxine. Mit
diesen Standardgiften kann man in groferen Tierserien ein fiir allemal
folgende Werte (EurLICH, 53) genau festlegen:
1) die einfach tddliche Dosis, der die Tiere am 4. Tage erliegen,
2) diejenige Dosis, welche 1 IE. genau séttigt, d. h. nach welcher
_die Tiere am 4. Tage glatt sind, aber bei der 48 Stunden nach In-
Jektion des Toxin-Antitoxingemisches vorgenommenen T6tung eine mini-
male, gerade noch sichtbare lokale Reaktion an der Injektionsstelle
aufweisen — dieser Wert wird als L, (Limes 0 = vollkommene Neutra-
lisation) bezeichnet (vgl. S. 73) — und
3) diejenige Dosis, bei der nach Zusatz von 1 IE. noch so viel
Gift im UeberschuB vorhanden ist, daf die Meerschweinchen am 4. Tage
(ausnahmsweise am 3. und 5. Tage) an der Giftwirkung zugrunde gehen,
d. h. die eine einfach tddliche Dosis im Ueberschuf enthdlt — dieser
Wert wird als L; (Limes T = tédlicher Giftiiberschufl) bezeichnet —.
Bei der jetzigen Methode der Priifung der antitoxischen Sera wird
auf den L;-Wert eingestellt. Vom theoretischen Standpunkt aus konnte
aber ebensogut natiirlich der L,-Wert als Priifungsdosis herangezogen
werden; das hat sich in der Praxis aber weniger bewihrt (vgl. S. 66).
Ist die Prifungsdosis, die L:-Dosis, bei einem Gifte einmal fest-
gelegt, so hilt sie sich in der Regel viele Monate lang unverindert.
Tabelle 3 enthalt eine Zusammenstellung aller bisherigen Diphtherie-
Testgifte mit Angabe der Priifungsdosen. Im ganzen wurden seit 1897,
also seit Einfihrung der neuen Emruicmschen Prifungsmethode, 15 Gifte
als , Priifungsgifte“ benutzt. Die Priifungsdosis (Li+-Dosis) schwankte bei
den einzelnen Giften zwischen 0,18 und 0,79 com und blieb meist recht
lange unverandert, so z. B. bei dem Gift 13 tiber 8 Jahre und bei
Gift 14 4 Jahre lang. Aus der Tabelle ist ferner ersichtlich, daB man
in einzelnen Fillen (Gift 1, 4, 7, 8 und 9) gendtigt war, die Priifungs-
dosis nach einigen Monaten zu andern, da sich das Gift — wenn auch
in geringem Grade — noch nach der Einstellung als Testgift abschwichte.

Im Vorhergehenden sahen wir bereits, daf man auBler den beiden
konstanten MaBstéiben Standardtoxin und -antitoxin noch eines In-
dikators bedarf, an dem man den Grad der erfolgten Neutralisierung
von Gift und Gegengift ablesen kann. .

Man bedient sich hierzu in der Praxis des Tierkorpers. Natiir-
lich ist es nétig, fir die einzelnen Toxine Spezies von ganz gleich-
miRiger Empfinglichkeit bzw. Resistenz herauszufinden. Fir unsere
wichtigsten antitoxischen Sera ist diese Voraussetzung erfiillt, da wir
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Tabelle 3.

im Gebrauch Priifungsdosis war

mithin wie

; . 5 : 5
von ? bis ? lange? wie hqch. wie lange?

e 5 Monate
April 1897 Oktober 1897 7 Monate { S

‘ 12
November 1897 1898 | 12 3
VU 1808 | Augnst 1809 | 10 10

3 »
September 1899 | Januar 1901 17 l 14

”»

Februar 1901 Olktober 1901 | 9 f i

November 1901 | September1902, ]‘:1; 5
Oktober 1902 Dezember 1903: 15 ; 19 2

2
i 6
Januar 1904 August 1905 | 20 . J 14 ”:

‘ i
September 1905 | November1908 19 12 ,j

i 8 o =
%‘é’ééﬁﬁ%geg .Iﬁi)rﬁe%f}élgos\ ig i ; Wl i
Juni 1910 September1912 26 ‘ gg o
Do 191215 %Z::ﬁgg %?ﬁg 25 A e S
gaietz }a)n;;):;blg- 1919 = 0,13 bisher 18 Mon.
im Meerschweinchen fiir das Diphtheriegift und in der Maus (bzw. dem
Kaninchen) fiir das Tetanus- und Dysenteriegift Tiere von _hoht?r gl'eich-
miBiger Empfinglichkeit besitzen. Es kommt zwar vor, dafl bei Reihen-
versuchen einzelne Tiere infolge einer besonderen indididuellen Emp-
findlichkeit oder einer besonderen individuellen Resistenz ,ausfallen®,
d. h. innerhalb der regelrechten Reihe entweder sterben oder am Leben
bleiben. Ein derartiges Vorkommnis kann aber den Allgemeineindruck des
Ergebnisses nicht beeintréchtigen, wenn die Reihen weit genug angesetzt
sind und geniigend Wiederholungen zeigen (vgl. z. B. Tabelle 6'auf S.72).

Anderen Giften gegentiber ist aber die Empfinglichkeit unserer
Versuchstiere durchaus nicht immer gleich: Bei dem Crotin z. B. finden
sich alle moglichen Differenzen insofern, als das eine Tier unen.lpﬁnd-
lich und das andere hochempfindlich ist. Ein Gemisch von Crotin und
Anticrotin, das nicht vollkommen gesittigt ist, kann trotzdem bei un-
empfindlichen Tieren als gesittigt erscheinen.

Aufer des Tierkorpers kann man sich iibrigens, besonders 1:m wissen-
schaftlichen Experiment, auch des Versuchs in vitro als Indikator be-
dienen. Bei diesen sogenannten ,,Heilversuchen im Reagenzglas‘ (v. WAS.SER-
MANN) messen wir den Wert eines Antitoxins aus seinem Neutralisations-
vermogen gegeniiber einem bereits an rote Blutkb’rpercher.l geb}md&nen
Toxin. Letzteres kann trotz dieser Bindung durch ein wirksames
spezifisches Antitoxin den Blutkérperchen auch Wi.eder' entzogen werden,
allerdings nur bis zu einer gewissen Grenze. Neuerdings ist es Grore1 (693)
gelungen, auch durch die Flockungsre.aktion nach Sacus und GEorer Anti-
korper im Diphtherieserum nachzuweisen. Nicorrs, Chisart und DeBAixs
(1367a) halten eine Prazipitationsreaktion fiir brauchbar zur Wertbemessung
von Diphtherie- und Tetanusserum.

4*
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Nach Festlegung der Testdosis gestaltet sich die Bestimmung
des antitoxischen Wertes eines Serums folgendermaBen: An-
genommen, es handelt sich um ein Diphtherieserum, von dem man
glaubt, daB sein Wert bei 350 oder bei 500 IE. liegt, so kann man
1 cem desselben mit 349 bzw. 499 ccm physiologischen Kochsalzlssung
verdiinnen und 1 cem dieser Verdinnung, gemischt mit der Lo- oder
L:-Dosis des betreffenden Testgiftes, je einem Meerschweinchen sub-
kutan injizieren. Ist im ersteren Fall (Prifung auf 350-fach mit L)
das Tier ohne lokale Erscheinungen (d. h. am 4. Tage ,glatt“) ge-
blieben, so ist der Wert des Serums mindestens 350 IE, in 1 cem.
Ist in der gewihlten Serumdosis weniger als 1 IE. enthalten, d. h. das
Serum nicht mindestens 350-fach, so’ mufB eine Induration eintreten.
Aehnlich verhilt es sich bei der Prifung mit der L;-Dosis, die jetzt
in der Priifungspraxis beim Diphtherieserum stets verwendet wird.
Wird ein auszuwertendes Serum mit der L+-Dosis gemischt, so sind
vier Moglichkeiten vorhanden : 1) Das Tier bleibt glatt, d. h. das Serum
ist hoherwertig; 2) das Tier stirbt chronisch unter lokalen Krankheits-
erscheinungen oder kommt gerade noch mit dem Leben davon, d. h. das
Serum hat etwas iber den supponierten Wert; 3) das Tier stirbt am
4. Tage, d. h. der Wert des Serums ist genau der zu ermittelnde, oder

~ 4) das Tier stirbt friiher als am 4. Tage, d. h. das Serum ist gering-
wertiger, als man angenommen hat.

Neben der Verwendung geeigneter Tiere sind noch eine Reihe
wichtiger Faktoren bei der Wertbemessung der Antitoxine zu beriick-
sichtigen, auf die hier nur kurz hingewiesen werden soll. Von grofiter
Bedeutung fiir alle Prifungsversuche ist die strenge Innehaltung ein
und derselben Technik, da bei der Reaktion zwischen Toxin und
Antitoxin die Zeit, die Temperatur, die Konzentration der
Losungen, der Salzgehalt der Medien und manches andere eine
grofle Rolle spielt. Nach Befunden von MoreENROTH (121), OTTO und
SAcHS (144) ist es z. B. sehr wahrscheinlich, daB man bei der Ver-
einigung von Toxin und Antitoxin auch mit katalytischen Einflissen
in den Subkutangeweben bzw. in dem Serum rechnen muB, worauf
bereits v. BEHRING friiher hingewiesen hatte.

AuBer der Innehaltung bestimmter Versuchsanordnungen ist schlieg-
lich in der Priifungstechnik noch die Verwendung priziser Meg-
apparate erforderlich, um Kkleinste Fliissigkeitsmengen mit absoluter
Genauigkeit abmessen zu konnen.

Speziell fiir die Zwecke der staatlichen Serumpriifung hat Exrnicn
zur Erglinzung der gewdhnlichen MeBpipetten besondere Pipetten
eingefiihrt, die als ,Fein“- und »Vollpipetten® von der Firma
F. und M. Lautenschliger in Berlin in den Handel gebracht werden.
Sie sind ,auf AusfluR“ geeicht, d. h. die jeweils durch die bestimmte
Markierung angegebene Flissigkeitsmenge wird durch volliges Aus-

‘dienen zur Abmessung ganz - |
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laufenlassen (Ausblasen) der Pipette erhal'te'n. Die ,,Fe.inplp'etteni‘
sind in */;4 ccm eingeteilt. Meist ist‘be1 1hr.1‘en nur ein bestlmm'te}it,
etwa 1—1Y, cem fassender Teil kalibriert, wahren.d der un.t._er(‘a, nich
kalibrierte Teil ausgebaucht ist (Fig. 4); dadl.lrch ist es“moghch, die
Linge der Pipetten zu beschrinken. Fir dle"S_erumprufung .xverqen
als am meisten gebriduchlich Feinpipetten vorritig gehaltfan, die eine
Kalibrierung von 0,7—2,0 ccm, 1,5—3,0 cem, 3,0—4,0 cem, 3,5—4,5 cem,
4,0—5,0 cem und 4,5—5,5 cem
tragen.

Die Vollpipetten (Fig.b)

bestimmter, in der prifungs-
technischen Praxis besonders
oft bendétigter Fliissigkeits-
mengen und tragen demgeméR
nur einen oder wenige KEich-
striche. Auch sie sind zwecks
Verminderung ihrer Linge
ausgebaucht (Fig. 5 rechts).
AuBer den auf 1 cem ge-
eichten Vollpipetten werden
am hiufigsten solche gebraucht,
die Eichungen fiir 2, 3, 4,
5, 6, 71—10, 17—20, 27—30,
38 —40, 48— 50, 59, 69, 79 und
99—100 cem aufweisen. -

Die Feinpipetten wer-
den bei der Serumpriifung
speziell zur Abmessung der
Toxine verwendet.

Fiir die Abmessung von
Serum und Serumverdiinnun-
gen bedient man sich besser
der kleineren Vollpipetten. Es%

ier darauf an, dal au

g;:‘ ;nbtzllilriessende Quantum moglichst wenig Wz.lndﬂéiche en.tféillf, Qenn
von Serum — besonders dem infolge seines Glyzeringehaltes dlckﬂuss1lgen
Diphtherie-Standardserum — bleiben an den Glagwagdungen nac‘h‘f.c.lefn
Ausblasen immerhin Mengen zuriick, die, wenn sie .nlch‘t sehr sorgfiltig
durch mehrfaches Nachspiilen mit der Lésungsﬂﬁss'lgkelt au'fgenoumm‘en
werden, die (Genauigkeit der Messung beeintrichtlgen.n 1?1~e 'groﬂelen
Vollpipetten dienen zur Abmessung der Verdiinnungsfliissigkeiten.

Die Mischungen von Gift 4 Serum nimmt man en'tweder nach ROSEf\h}IU
in der Spritze selbst vor, wobei man sich natiirlich eine grofe Zahl gleich-

Fig. 4. EmruicHsche Feinpipetten.
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mébiger Spritzen vorriitig
die wegen der Lichteinwir
Aus diesen Flaschchen ent
Tetanusprifung,
tionsspritzen, bei
priifung,
Spritze

Eine sel
natiirlich

7 —_—
il

Fig. 5. Vollpipetten.

b) Die Wertbemessung der antibakteriellen Sera.

Wissenschaftlich viel weniger sicher begriindet und technisch oft
unglelch viel komplizierter als die Bewertung der rein antitoxischen
Heilsera ist die der antibakteriellen Sera. Wir kennen leider bis
heutfa bei keinem dieser Immunsera Antikdrper, welche als Triger der
spezifischen Wirksamkeit eine gleich grofie und allgemein anerkannte
Bedeutung haben wie die Antitoxine im Diphtherie- und Tetanusserum
Zwar konnte man in einzelnen von ihnen neuerdings auch Antitoxine;

halten muB, oder aber in kleinen Flischchen
k}mg zweckmifig aus dunklem Glage bestehen7
entnimmt man bei kleineren Mengen, z. B. bei del"
da.s.; zu injizierende Quantum mittels der graduierten Injek-
> groleren Mengen Fliissigkeit, z. B. bei der Diphtherieserum-
gielt man das Gemisch zur Injektion in die gediinete Kocmsche
Igngi Spl.l'lt das Flaschchen sorgfaltig mit Kochsalzlssung nach
s- verstindliche Y_oraussetzung fir ein sachgemifes Arbeiten ist

1e absolute Sterilitat aller Lésungsmittel, Gefiifle und Instrumente.
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nachweisen (die Wirkung des Dysenterieserums z. B. scheint in erster
Linie eine antitoxische zu sein), aber im allgemeinen kann man bei
diesen Serumpriparaten in dem Gehalt an antitoxischen Antikérpern
doch nur einen der wirksamen Heilfaktoren sehen. Man muf daher
mit R. PFEIFFER die einseitige Bewertung dieser Quote bei den echten
,antiinfektiosen“ Heilseris als nicht geniigend ansehen. Dasselbe gilt
aber auch von den iibrigen im antibakteriellen Serum vorkommenden
Antikérpern. Als solche sind uns bekannt:

1) die Bakteriolysine (R. PFEIFFER, 145, 146).

2) die Bakteriotropine (NEUFELD, 129) und die Opsonine (WRIGHT,
188, 189).

3) die BorpETschen Antikérper (33, 34, 35), sowie

4) die mehr negativ charakterisierten Antiaggressine (Barr) und

5) die Antiendotoxine (MACFADYEN, 105, 106, BESREDKA, 23, u. a.).
Ob damit die Summe aller Stoffe, welche in den antibakteriellen Seris,
speziell in den ,antiinfektios“ (KoLLE) wirkenden in Aktion treten,
erschopft ist, muB zweifelhaft erscheinen, solange es noch praktisch
wirksame Immunsera gibt, bei denen bekannte Antikorper als Triger
der spezifischen Serumwirkung bisher, nicht sicher nachweisbar sind,
wie z. B. beim Milzbrandserum.

In friiherer Zeit war man wohl geneigt, bei den antibakteriellen
Seris die Bakteriolysine als die Ursache der spezifischen Serum-
wirkung anzusehen, nachdem man schon frithzeitig erkannt hatte, dal
den Agglutininen und Prézipitinen in dieser Hinsicht keine
ausschlaggebende Bedeutung zukommt. Wie R. PFEIFFER (145, 146)
und seine Schiiler (74, 149) zeigen konnten, gelingt es, die bakterien-
auflésende Kraft z. B. eines Choleraserums genau quantitativ fest-
zulegen, wenn man fallende Dosen des Serums zusammen mit lebenden
Bakterien Meerschweinchen intraperitoneal injiziert (PFEIFFERscher
Versuch). Bei dieser Bakteriolyse in vivo 148t sich mit Sicherheit die-
jenige Serumdosis ermitteln, die gerade ausreicht, um das Tier gegen
eine bestimmte Priifungsdosis, z. B. die 10-fach todliche Dosis einer viru-
lenten Kultur, zu schiitzen (1 Immunitétseinheit [IE.] nach R. PFEIFFER).
Die praktische Erfahrung lehrt aber, daB die Anwendung des PFEIFFER-
schen Versuchs nur bei einigen Seris sich durchfithren lie (Typhus-,
Cholera-, Kilberruhrserum) und daf andererseits bei vielen wirksamen
antibakteriellen Immunseris Antikérper, dhnlich den PFEIFFERschen
Bakteriolysinen, nicht nachweisbar waren. Hiermit war bewiesen, daf
diese Stoffe nicht die ausschlieBlichen Tréiger der antibakteriellen Im-
munitit sein konnten, wie denn auch andererseits bakteriolytisch wirk-
same Sera in der Therapie versagten.

Neben dem Versuch, die Bakteriolysine in vivo zur Wertbemessung
zu benutzen, hat man auch die Bakterienauflésungim Reagenz-
glase zum quantitativen Nachweis der bakteriolytischen Ambozeptoren
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herangezogen (LAUBENHEIMER, STERN und KorTE, HAHN). Die hi
ge.bfauchten Methoden ergaben, abgesehen davon, daf si;a sehrlifrzu
pliziert waren, sehr ungleichmifige Resultate. Eine i)raucllbare Priif e
methode ist das nPlattenverfahren“ erst durch die Einfﬁl?rngs-
der von M. NEISSER und WEcHSBERG (124, 125) angegebenen Vers uhng
anor%nugg igeworden. Ihre Methodik ist folgende : e
u je /5000 CCI einer eintigicen Bouill
.Baktt.er{ums werden in sterilen Rf;gh%chen falleor?é;u};l;gegezezeiifiﬁg%%eg
inaktivierten Immunserums und gleiche Mengen aktiven Meerschweinch
serums aI.S, Komplement gegeben. Die Abmessungen miissen d .eﬂ"
sein, daR 1n.allen Rohrchen gleiche Mengen Fliissigkeit (z. B. 2,5 e
vordhanden sind. Die Verdiinnungen und die Auffﬁllungen‘er-fol,enccm'z
0,80'-proz. Kochsalzlésung. AuBerdem werden jedem Rohrchen 3 %r ?11
Bouillon zugefiigt, um dadurch ein ungestértes Wachstum inopderl
Kontrpllproben zu gewdhrleisten. Umfangreiche Kontrollen sind ste(jt[sl
]n)(.)twe{ldlg, schon um die verwendeten Sera usw. auf Sterilitit zu priifen
Die Proben werden wihrend 3 Stunden beji 37°¢ C gehalten und schli E.
1510h‘ zu Agarplatten verarbeitet, indem mit gleichméBigen Pipetter;e'e:
2 Tlgpfen zur Aussaat “ve.rwendet werden. Die Beurteilung der Platté]n
gesc leh.t am zweckméiBigsten nur vergleichs- und schitzuneswei
(0, vereinzelte, hunderte, tausende, oo Keime). -t
Zu b.eachten ist bei derartigen Bakterizidieversuchen in vitro be-
sonders"dle Verv&fendung geeigneter Kulturen. Serum- oder komplement-
feste Stimme, wie sie z. B. bei Typhus gar nicht so selten vorkommen,

- sind unbrauchbar. Ferner ist bei Vergleichen die Benutzung ein- und

.desselben Komplements zu fordern. Auch die Menge der Einsaat spielt
lélsofelfn eine Rolle, als kleine Dosen grole Ausschlige geben. Auf
rund dieser Beobachtung verwandten NeureLD und LINDEMANN (133)

minimale Mengen (bei Typhus Y0000 IS Y100 000 Oese) zur Aussaat -

:fl(l)]d 1famden dz'mn1 Ausschlige bis zu Verdiinnungen des Immunserums
0 1000000 BiS Y100 000 o00- Sehr hiufig beobachtet man gerade bei den

; bakteriolytischen Reagenzglasversuchen mit kieinen Aussaaten eine auch

sonst n10h§ unbekannte Erscheinung, die darin besteht, daf hinsichtlich
der Bak‘terlenvernichtung mit groReren Serumdosen ein, schlechterer Ellc
fqlg erzwl.t wird, als mit bestimmten mittleren Dosen. Als Erklirung f“r-
f_heses P}leilllomen gilt die sogenannte ,,Komplementablenkung“ durc}gl ll?r
.ubers.chusmgen Ambozeptoren (NEISSER-WECHSBERG). Im allgemei “
Ist die Brauchbarkeit deg »Plattenverfahrens“ als Wertben?essumen
methode nur eine beschrinkte. Einmal tritt die Bakteriolyse in n'tgs-
auch I‘Jl'll‘ bei bestimmten Bakterien auf, andererseits fehltu bisherwdr(3
Nachwels, daB die Sera mit hohem bakteriolytischen Titer in vitro 9}11
in der Prax.is hochwirksam sind. Dazu kommt, daB — wie sich ej:ict
hgt — der in vitro und in vivo gefundene Titer bei einem Serumgn 'gt
nicht parallel geht (Choleraserum, NEUFELD und Hong, 132 Paratypllll(ills
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serum, TOPFER und JAFFE, 173, u. a.). Dies spricht dafiir, dal bei
beiden Prozessen vielleicht zum Teil verschiedene Antikorper in Aktion
treten, oder daB jedenfalls die bakteriolytischen Vorginge sich in vitro
und in vivo verschieden abspielen (NEUFELD).

Ob sich die neuerdings von FuxuHARA und YosHIOKA (67) fiir
die Wertbemessung des Typhusserums empfohlene Modifikation des
alten PrreirreErschen Verfahrens bewdhren wird, bleibt abzuwarten.

Das gleiche, was hier beziiglich der Bakteriolysine gesagt ist, gilt
im groBen und ganzen auch fiir die iibrigen im Reagenzglas bzw. unter
bestimmten Versuchsanordnungen im Tierkorper wirksamen Antikorper,
von denen zuniichst die Bakteriotropine (Opsonine) genannt seien.
Auch diese Antikorper konnen nach unseren bisherigen Kenntnissen
bei keinem Immunserum als die ausschlieRlichen Triger der Heil- und
Schutzwirkung angesprochen werden, wenngleich bei bestimmten Seris,
z. B. den von NEUFELD und seinen Mitarbeitern (134, 135, 136)
studierten Pneumokokken-, Streptokokken und Rotlaufseren, die phago-
zytire Quote unter den Immunkoérpern sichtlich eine Hauptrolle spielt.
Beziiglich des Rotlaufserums hat SpArm (171) allerdings Einwinde
gegen die Bedeutung der Bakteriotropine erhoben, indem er darauf
hinweist, dal einmal das verhéltnismiQig stark bakteriotrope normale
Pferdeserum keine nennenswerte Schutzwirkung entfalte und daB
andererseits Rotlaufsera nach volliger ,Erschopfung“ unter Verlust
"der Bakteriotropine nicht erheblich in ihrer Schutzwirkung abgeschwiicht
seien. Indessen wird man in Ermangelung sonstiger Methoden bei der
Wertmessung dieser Sera unter Umstinden doch wohl zur Benutzung
des Phagozytoseversuches berechtigt sein. Beim Dysenterieserum er-
scheint dagegen nach den Befunden von BAcHER und LAuB (7) seine
Verwendung nicht statthaft.

Bei der Anstellung des Phagozytoseversuches sind nun eine Reihe
von Fehlerquellen zu vermeiden, auf die hier kurz hingewiesen werden
so0ll. Wenn bei ihm auch die Mitwirkung des Komplements nicht er-
forderlich ist und damit gewisse Versuchskomplikationen wegfallen, so
treten hierfiir doch besonders durch die Verwendung der Leukozyten
eine Reihe neuer Schwierigkeiten auf. Als Vergleichsobjekt hat auch
hier ein Standardserum von bestimmtem Gehalt an Bakteriotropinen zu
dienen, nachdem die Haltbarkeit der Tropine in diesem als erwiesen

anzusehen ist. Bei jedem speziellen Fall ist aulerdem vorher die
Phagozytierbarkeit der betreffenden Bakterien genau zu ermitteln. Die
Kulturen koénnen sich hierin sehr verschieden verhalten und starke
Schwankungen des Titers verursachen. Die Reaktion kann speziell
durch Spontanphagozytose sehr beeinfluBt sein. Geeignete Stimme
miissen .nach NEUFELD und HUNE :

1) innerhalb der Versuchszeit von 1'/,—2 Stunden keine erhebliche

Spontanphagozytose zeigen und
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2) gut durch spezifisches ‘Serum beeinflufit werden; ferner diirfen

3) sowohl die gefressenen wie auch die auBerhalb der Zellen
liegenden Kokken innerhalh der angegebenen Zeit keine stirkere
Degeneration erleiden. Die gleichzeitige Erfillung dieser Anforderungen
bereitet oft Schwierigkeiten.

Auf die Versuchstechnik soll spéter (S. 96) bei der Besprechung
der Wertbemessung des Meningokokkenserums niher eingegangen werden.
GleichméRige Resultate, wie sie fiir Vergleichspriifungen notwendig
sind, lassen sich bei Phagozytoseversuchen nur in der Hand von Unter-
suchern erzielen, die die Technik vollig beherrschen und alle Fehler-
quellen genau kennen. Auch bei Erfiilllung dieser Voraussetzungen
ist der bakteriotrope Reagenzglasversuch als Priifungsverfahren an sich
wenig empfehlenswert, weil die Beurteilung des Ergebnisses auch bei
gleichméRigster Technik dem subjektiven Ermessen des Untersuchenden
einen so weiten Spielraum 14Bt, wie es fiir eine amtlich eingefiihrte
Priifungsmethode nicht wiinschenswert ist. Keinesfalls diirfen die Er-
gebnisse des Phagozytoseversuches allein als mafBgebend fiir die
Wertigkeit eines Serums angesehen werden (vgl. S. 99). '

AuBer dem Nmurmnpschen Verfahren konnte man auch die LEersaman-
WrienTsche Methodik (Naheres siehe bei Nuurzrp, 129) zur Wertbemes-

sung der Heilsera heranziehen. Im allgemeinen gilt fir die Opsonine
dasselbe, was fiir die Bakteriotropine gesagt ist,

Weiterhin ist die Bestimmung der BorpETschen Antikérper,

deren Technik auf S. 94 geschildert ist, zur Wertbemessung der Sera
herangezogen worden.

Auch fiir diese Antikorper gilt das oben allgemein Gesagte. Da
es sich bei ihnen auBerdem um AntieiweiBkorper handelt, diirfte ihre
Bedeutung als Triger der Schutzwirkung #hnlich beurteilt werden
konnen, wie die der Agglutinine und Priziptine. Nachgewiesen ist
librigens durch zahlreiche Versuche (NEDRIGATILOFF: Rotlauf- und
Streptokokkenserum ; MorEescHI, NEUFELD und HUNE: Typhusserum ;
HAENDEL: Choleraserum ; KoLLE und HETscH, JATTA und MAGGIORA,
VAY, DAMPEROFF: Pestserum; SpagTH: Rotlaufserum; Onaga: Meningo-

kokkenserum usw.), daR sie weder: mit den Bakteriolysinen noch mit .

den die Schutzwirkung sonst ausiibenden Schutzkérpern (Bakterio-
tropinen und anderen antiinfektits wirkenden Korpern) identisch sein
konnen. Bei nErschopfungsversuchen* hat sich gezeigt, daf vollig
erschdpfte Sera im Tierversuch noch wirksam waren. Man kann
daher im allgemeinen den Gehalt an ,komplementhindenden* Stoffen
hochstens in Erglinzung anderer Methoden zur Wertbemessung be-
nutzen. Im allgemeinen steigen bei lingerer Dauer der Immunisierung
zugleich mit den BorDETschen Antikérpern auch die anderen Schutz-

stoffe im Serum an, es braucht dies aber durchaus nicht immer der
Fall zu sein. -
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Wir sehen demmnach, dal weder den Bakteriolys.i.nen noch. %en‘
Bakteriotropinen (Opsoninen) und BqRDETschen Antikérpern ;)elt er
Wertbemessung der Heilsera bisher eine ausschlaggebende Bedeutung

: n werden kann.

Zugejsﬁr);:ﬁh:veniger ist dies fiir die Antiaggressine der Fall z-:)uf
die Moglichkeit, ihren Nachweis  als Wertbemessungsmethgde zZu ceh »
nutzen, soll hier nicht niher eingegangen werden, zul.na.l es 1mn;3er no 8)
zweifelhaft erscheinen muB, ob es sich ﬁb'erhaupt bei den von AI.L(
angenommenen ,, Aggressinen um neue, bis dahin unbekannte Antigene

i : ttion handelt.
o %Z(;ﬂg;l iZnA‘lcitl-En dotoxine* betrifft, so hat sch(.m R. PFEIISFFE.P;J
bei seinen ersten Immunisierungsversuchen n'ach.gewwsen, dal mi
Choleravibrionen aktiv immunisierte Tiere schheﬁhch' enorme Mengﬁn
Vibrionenendotoxine vertragen. Speziell spre(':'hen aber. die Versgc e
von MACFADYEN, BESREDKA, KRAUS u. a. dafur,. daB mit Endoto?nnen
gewonnene Sera spezifisch anti-endotoxische Elgenscpaften be%tz((lan.
R. PreirreER und BEssAv (147, 148) haben den. Mechanismus .dﬁrh. nbo-‘
toxin-Entgiftung genauer studiert und nachgem-esen, daB es s1.cd 1erd ei
nicht um eine Neutralisation durch ein A.]]tltOXlIl handelt, be'1 emE a;s

Gesetz der konstanten Proportionen‘ gilt, sor'xdern daBl b.e1 der Snb-
éiftung ein fermentativer Abbau des Endotoxins zu aFox'lsche.n uh-
stanzen erfolgt. An diesem AbbauprozeB,. der wahrschemh'(;ih im Asl(leti{
komplizierter Vorgang ist, beteiligt sich nicht nur f.ler spez(l) sche 4
korper, sondern auch eine Komponentg deg ve?glfteten , rgasl?sd' m,
die wahrscheinlich mit dem Komplement identisch }st. Das erstfz ha 1uh-
des Abbaus ist nach R. PFEIFFER und BESSAU d}e mlkFOSkOPIS.C dn\e;:'
weisbare Bakteriolyse; Bakteriolyse und Endotoxmentglftun.gd smS 1r:
kungen desselben Agens. Nach diesen Autoren .kan'n z%B: be;ll er .erlilcr;;t
behandlung des Typhus von einer echten ffmt1t9x1sche.n T erapie 11.1 =
die Rede sein, vielmehr erstreben sie als Ziel die Gewinnung méglic
wn‘ksgl?egsb?llfgegliliz;yn:gﬁlerwsi:;a:' die Wertbemessung antiendotoxisc'h
wirkender Sera, z. B. des Typhusserums, allein" mit Hilfe 1§Fer atn’ﬁ;
endotoxischen Wirkung durchzufiihren, muf vorldufig noch dahingeste
blelbg&?énn wir also zu dem Schlusse gelangen, .daB uns 'biSl'le'I.‘ bei ien

antibakteriellen* (antiinfektiésen [KoLLE]) Sefls l.(eme .Ant}k(zlrp‘ei te;:
"l’cannt sind, deren alleinige ,,Bestimmung“ﬂ T al:;]hic}ﬁ-ezle v\(riilfkuilgs “],lert

i i antitoxischem Serum — geniigt, u

Z?JXI?)zmzzlsei, so miissen wir noch kurz d%e Ax.]sicht von UNGE?}W?;\II{IT
und KanDIBA (176) erwihnen, nach d.er die mit zahlrelchenA a:. kun s
tiosen Seris beobachteten MiBerfolge nicht auf der Art de; tr}1 Olﬁn({
sondern auf bisher nicht ﬁberwundenen., ('lurcl.l die qu::;l ita 1Svell;te e
Verteilungsverhiltnisse gegebenen Schwierigkeiten beruht. So
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gelingen, durch deren’ Beseitigung bessere serumtherapeutische Er-
folge zu erzielen, so wird damit auch der Prifungstechnik der Weg
gewiesen sein.

Aus den Erfahrungen der Praxis wissen wir, daf es doch eine
Reihe von antiinfektitsen Seris gibt, die sich trotz ihres schwanken-
dem Gehaltes an dem einen oder anderen Immunkérper praktisch be-

- wihren und sich im Tierversuch genau quantitativ bewerten lassen,

und zwar dann, wenn man auf die Messung bestimmter Antikérper ver-
zichtet und der Wertbemessung die Schutzimpfung mit Serum
gegen eine gleichzeitige oder nachfolgende Allgemein-
infektion mit lebenden Infektionserregern zugrunde
legt. Es ist zur Erklirung dieser Tatsache wohl anzunehmen, daf
bei der (nicht lokal beschréinkten) Serumwirkung im Tierkérper auBer
den oben angefiihrten Antikérpern noch eine Reihe anderer, bisher
nicht nachweisbarer oder uns unbekannter Stoffe beteiligt sind. In-
wieweit diese mit Antifermenten, Antiendotoxinen, Antiaggressinen oder
anderen Korpern des Serums identisch sind, soll hier nicht niher ge-
priift werden.

Man kann annehmen, daB bei einem wirksamen Serum im Tier-
versuch annihernd die gleichen Faktoren in ihrer Gesamtheit in Aktion
treten, die auch bei Spontaninfektionen bej Mensch und Tier wirksam
sind. Besonders berechtigt mufB eine derartige Annahme erscheinen,
wenn die Verhiltnisse des Priifungsversuchs eine Versuchsanordnung
hinsichtlieh Infektion und Serumapplikation gestatten, die den natiir-
lichen Verhiltnissen entspricht. So werden z. B. bei der Wertbemes-
sung des Pestserums an der Ratte sich fast die gleichen Bedingungen
experimentell herstellen lassen, wie in der Wirklichkeit bei Spontan-
infektionen. Aber auch dann wird der Tierversuch und schlieBlich
auch jede andere quantitativ genau arbeitende Methode mit der Zeit
brauchbare Resultate nur erwarten lassen, wenn es sich um ein in der
Praxis wirksames Immunserum handelt, wie denn iberhaupt der Wert
eines Serums nur nach den praktischen Erfolgen beurteilt werden kann.
Ist in diesem Falle irgendeine Wertbemessungsmethode gefunden, wo-
bei wir in erster Linie stets an den Tierversuch denken, so wird sich
im Laufe der Zeit herausstellen, ob der im Prifungsversuch ermittelte
Gehalt an spezifischen Immunkérpern mit dem praktischen Heilwert
des Serums parallel geht. Ebenso wird man Sera, deren theoretisch
angenommene Wirksamkeit bis dahin noch nicht mit Sicherheit er-
wiesen ist oder doch erst in der Praxis erprobt werden soll, zu einer
Werthemessung (yprovisorisch“) zulassen, sobald eine Priifungsmethode
vorliegt, die wenigstens im Laboratorium ihren Gehalt an Schutzkorpern,
am besten im Tierversuch, fest bestimmen L4Rt.

Wir miissen nun noch auf einige Schwierigkeiten hinweisen, die
sich theoretisch und praktisch der Werth emessung im Tier-
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versuch entgegenstellen konnen. Ein groBer Nae_l'lteil des l_etzteren‘
beruht z. B. schon darin, dal nur eine beschrinkte Ar{zahl dfl.
menschlichen Infektionskrankheiten auf Tiere l‘ik?ertr.agbax" ist. TV\n
kommen dabei zu einer dhnlichen Bedingung, wie sie bei "der. V\ert—_
bemessung eines antitoxischen Serums e?rfiillt. sein mu[.S‘te, namlfch Eul
Forderung einer Tierart, welche fiir die bei .den "P.rufungsve'x'suc. (lan
anzuwendenden Bakterien eine geniigend gle‘mh‘ma[hge Empfa.ngh'c 1‘-
lichkeit bzw. Resistenz zeigt. Hier besitien wir 1ntdfex:c Maus ein Tier,
ir di Zwecke in vielen Féllen sehr geeignet ist. Ry
. fli‘lilirdfll(?:ePrﬁfungstechnik ergibt sich dabei die theoretisch wichtige
Frage, inwieweit das im Priifungsversuch zur Vqrwendu.ng gelang’ende
Tiermaterial fahig ist, das in der Regel an gro[Sep Tl?r?n (Pferden,
Mauleseln usw.) gewonnene Serum genfigend gleichmifig zu kom-
plettgzerx;ir, ohne auf die verschiedenen Moglichkeiten der. Antikorper-
wirkung néiher einzugehen, mit EHRLICH an.n(.ahmer.l, daB bei der $c.}.1utz-‘
wirkung im Tierkorper die in erster Linie \Vlrksarpen AIl.tll(OI‘.pB‘I
Ambozeptortypus haben, wird der Erfolg der Schutzw1rk1?ng im T’IQI—‘
korper von dem mehr oder weniger guten Zusammenwirken Peldel
Komponenten, des Ambozeptors und des I(c?lnplemgntes, abhingen.
Nun wissen wir, dal hier Stérungen von beiden Seiten vorkommen
kénnen. Beziiglich des Komplementes fand. W.Eol'qSBERG z. B,
dal der durch die Immunisierung von Tauben mit Vibrio M(.atschml'(off
gewonnene Ambozeptor zwar mit Taubenserum kf)mplettlert wird,
dagegen nicht der durch Immunisierung von Kaninchen erl‘laltene.
Eine é&hnliche Beobachtung machten Kornre und Orto (82, 83).
Ein bei Ratten und Miusen hochwirksames, vom Pferde gve)nn'enes
Pestserum versagte beim Meerschweinchen, dage‘gen war bei dieser
Tierart das Serum immuner Meerschweinchen wirksam, ‘Frotzdem es
bei Ratten und Mdusen keine nennenswerten schiitzenden Eigenschaften
entf&i‘fiﬁrerseits werden sich auch gewisse Stérungen im T%erversuch
von dem Immunkérper (Ambozeptor) herleiten lassen. er kennen
einmal noch zu wenig die quantitativen Beziehungen Z.WISChen den
Schutzstoffen und den Infektionserregern im Tierkorper. Wle“an anderer
Stelle (S. 105) niher ausgefiihrt ist, spielt es ut}ter Umstar‘ldeD auch
eine Rolle, ob ein Serum ,polyvalent® wirksam sein mulf. Elge solc}?e
Polyvalenz wird erforderlich, wenn bei einer Infektionskrankheit — wie
dies nach JENSEN und JoEsT bei der Kélberruhr u.nd nacp OSTER"I‘AG
und WASSERMANN bei der Schweineseuche der Fa.dl ist — dle_Baktenen-
stimme . in ihrem Rezeptorenapparat zwar bestugmte dominante R(;—
zeptoren besitzen, die einzelnen Stimme aber Part'lalambozeptore.n auf-
weisen, die stark voneinander abweichen. In diesem Falle wird es
notwendig, sogenannte ,multipartiale® -Sera durch Vorbehandlung
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der Tiere mit moglichst vielen, untereinander differenten Stimmen
derselben Bakterienart zu gewinnen. Ein solches ymultipartiales“

- Serum setzt sich, entsprechend den individuell verschiedenen Neben-

rezeptoren, aus einer weit groReren Anzahl verschiedener Partialteile
zusammen, als ein nur mit einem Stamm gewonnenes ,monovalentes®
Serum, das seinerseits durch den hohen Gesamtgehalt an Ambo-
zeptoren ausgezeichnet sein kann, aber infolge der geringen Zahl ver-
schiedener Partialambozeptoren sehr wenig breit wirkt. Ein solches
monovalentes Serum wird nach den Anschauungen von WASSERMANN

-und OSTERTAG (186), wenn es zufillig einen homologen Stamm trifft,

bereits in kleineren Dosen wirken, als ein multipartiales. Dieses letz-
tere wird den einzelnen Stamm  erst in héheren Konzentrationen
beeinflussen, dafiir aber in den verschiedensten Fillen seine schiitzende
Wirkung entfalten. Bei der Priifung solcher ,multipartialen® Sera muf
das Wertbemessungsverfahren diesem Umstande durch Auswertung
gegen die Infektion mit verschiedenen Bakterienstimmen Rechnung
tragen (vgl. S. 106).

Eine andere praktische Schwierigkeit bei der Priifung der anti-
bakteriellen Sera im Tierversuch bedeutet die Verwendung lebender
Kulturen.” Abgesehen von der Art der Infektion und der Serum-
applikation ist die richtige Wahl der Infektionsdosis vielfach von
groBter Bedeutung. Es hat sich gezeigt, dafl das Gesetz der Multipla
hier keine Giiltigkeit hat. Eine bestimmte Serumdosis kann gegen die
millionenfach tédliche Dosis schiitzen, wihrend selbst groBere Bruch-
teile der Serumdosis bereits bei der 10-fach tédlichen Dosis versagen.
Es bestehen, wie dies NEUFELD und HAENDEL (131) sowie UNGER-
MANN und KANDIBA (176) gezeigt haben, hiufig sehr enge Relationen
(ySchwellenwerte“) zwischen schiitzender Serummenge und Korper-
gewicht, die genau beriicksichtigt werden miissen.

Storend wirkt ferner beim Priifungsversuch gegen die Infektion
mit lebenden Erregern oft die schwankende Virulenz der Kulturen.
Selbst wenn man sorgfiltig bemiiht ist, durch regelméflige Ueber-
impfung und durch Tierpassagen eine moglichst gleichméBige Virulenz
der Bakterienstimme zu erzielen, ‘wird man doch immer wieder auf
grofie Schwankungen stofen. Bei den amtlichen Priifungen im Frank-
furter Institut hat sich dabei die sehr wichtige Tatsache ergeben, daf
eine Priifungskultur, ohne an ihrer pathogenen Wirkung zu verlieren,
in ihrer Resistenz gegeniiber dem Schutzserum nachlassen kann.

Wéhrend z. B. die Kontrolltiere nach wie vor prompt durch /., ccm :

der Bazillentestkultur getotet wurden, schiitzt mitunter unerwartet
nicht nur 0,01 cem Serum gegen diese Infektionsdosis, sondern
schon 0,001 cem, eine Menge, die urspriinglich wirkungslos war. Die
Resistenz der Kultur gegen das Immunserum hat sich also gedndert,
und diese Aenderung der Resistenz erwies sich als ein viel feineres

: ¢
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Reagens auf die beginnende Virulenzabschwichung der Priifungs-

kultur, als der Termin des Todeseintritts nach einer bestimmten In-
fektion. Die aus dieser Tatsache entstehenden Schwierigkeiten lassen
sich aber leicht umgehen, wenn ‘die Serumpriifung im Vergleich
mit einem Standardserum vorgenommen wird (P. EgrricH). Es
miissen dazu zwei Versuchsreihen angestellt werden. Die erste, mit
dem Standardserum angesetzte Reihe gibt an, welche Serumdosis gegen
die vorliegende Infektion noch schiitzt; die zweite, mit dem zu priifenden
Serum angesetzte Reihe gestattet im Vergleich mit der ersten einen
genauen RiickschluR auf den Wert des betreffenden Serums.

Trotz der oft nicht unerheblichen’ Schwierigkeiten ist es bei Ver-
folgung der eben skizzierten Richtlinien gelungen, fiir eine Reihe anti-
bakterieller Sera zuverlissige Wertbemessungsmethoden auszuarbeiten.
In der Hauptsache handelt es sich dabei um Infektionskrankheiten,
deren Erreger beim Priifungstier eine Allgemeininfektion (ohne starke
Toxinwirkung) hervorrufen. :

Wie bereits erwéhnt, bemessen wir den Wertgehalt der antibak-
teriellen Sera (mit Ausnahme des Meningokokkenserums) stets durch
Prifung ihres ,Schutzwertes® im Tierversuch, da bei fast allen
eine eigentliche kurative Wirkung sich experimentell vielleicht noch
schwerer nachweisen iRt als bei den Antitoxinen. Wihrend hier .
V. BEHRING und seine Schiler (vgl. KNORR, 79) und DénITZ (45, 47)
nachweisen konnten, daB man wenigstens noch nach einiger Zeit durch
hohe Serumdosen einen als Heilwirkung aufzufassenden Einfluf aus-
iiben kann, geht aus den Beobachtungen von LAZARUS (99), IsSAEFF (74),
sowie von SOBERNHEIM und JACOBITZ (170) hervor, daR die zeitliche
Heilungsgrenze z. B. beim Choleraserum im PrEIrrERschen Versuch
eine auBerordentlich beschrinkte ist. Mit Immunserum allein lieR
sich nur ganze kurze Zeit nach der Infektion noch Heilung erzielen,
auch mit Hilfe einer kombinierten Ambozeptor-Komplementbehandlung
nur noch 2!/, Stunden nach der Infektion, wihrend nach 5 Stunden
alle Bemiihungen vergeblich waren. Aehnliche, wenig giinstige Re-
sultate erhielten auch andere Autoren sonst mit bakteriziden Seris,
u. a. KoLLE und seine Mitarbeiter (82, 83, 22) bei Heilversuchen mit
Pestserum. Bei diesen schien es sogar hiufig, als ob die spéte Serum-
anwendung eher schidlich wirkte als niitzlich, eine Erscheinung, die
auch bei anderen Seris beobachtet wurde (siehe z. B. KurscHER und
MEINICKE, 98, und WoLrF, 187) und in der Weise erkliirt wird, daf i
die bakteriziden Krifte der Sera zwar noch imstande sind, die bereits
reichlich im Korper zur Vermehrung gelangten Bakterien abzutoten,
daB dann aber das Individuum den nunmehr frei gewordenen Endo-
toxinen — welche bekanntlich den eigentlichen Toxinen fernstehen und
sich von ihnen vor allem dadurch unterscheiden, daf gegen sie eine
Antikérperbildung sehr schwer zu erzielen ist — erliegt.
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Wie bei den antitoxischen Seris, so pflegen wir auch bei den bak-
teriziden Heilseris den gefundenen Wirkun gswert nach Immuni-
titseinheiten auszudriicken, und zwar ist zunéchst bei allen der
staatlichen Kontrolle bisher unterstellten, im Tierversuch zu priifenden
Seris als Normalserum ein solches betrachtet worden, von dem
0,01 ecm gegen- die nachfolgende (mehrfach) todliche Dosis schiitzt
(1 ccm dieses Serums =— 1 IE.). Im Laufe der Zeit hat sich aber
der Brauch eingebiirgert (mit Ausnahme bei der Wertbemessung des
Aronsonschen Antistreptokokkenserums), ein Serum, das in der Dosis
von 001 cem gegen die nachfolgende (mehrfach) tdliche Dosis lebender
Bakterien schiitzt, kurz als yhundertfach“ zu bezeichnen.

Auch die den Priifungen der verschiedenen antibakteriellen Sera
zugrunde gelegte ,Immunititseinheit ist ein zunfchst will-
kirlich gewihltes MaB, das nun aber ein fiir allemal feststeht. Als
Triger dieses MaBstabes dienen uns auch bei allen der staatlichen
Priifung unterstellten antibakteriellen Seris Standardsera von be-
stimmtem Gehalt an Immunitéitseinheiten.

Auch Heilsera gegen Infektionskrankheiten mit noch
unbekannten Erregern konnen einer Wertbemessung unterzogen
werden. Am meisten empfehlenswert ist auch hier der Tierversuch, wenn-
gleich die einigermafen zuverldssige Bestimmung der Menge und Virulenz
des Virus oft auf grofe Hindernisse stsft. Man mischt z. B. infektisses

Material vom kranken Tier (Lymphe, Blut) mit fallenden Dosen Serum, -

injiziert das Gemisch geeigneten Prifungstieren und ermittelt so die-
Jenige Serummenge, welche die tédliche Infektion verhindert. Man hat

auch Reagenzglasmethoden heranzuziehen versucht; aber abgesehen davon, |

dal sie bei einigen Seris vollig versagen (z. B. die Komplementhindung
beim Lyssaserum, Poliomyelitisserum usw.), miissen auch hier grundsitzlich
die gleichen Bedenken gegen alle vom Tierversuch absehenden Priifungs-
methoden erhoben werden, wie bei den antibakteriellen Seris.

Von den Seris gegen Seuchen mit unbekannten Erregern, die teilweise
in der Praxis grofe Bedeutung haben, seien genannt: das Rinderpestserum
(KorLe und Turser), das Serum gegen Maul- und Klauenseuche (LorrLER),
das Schafpockenserum (Borrer), das rabizide Serum (Bamms, Trizzoyi,
Kraus) und das Schweinepestserum (Dorser, UnLeNmurs).
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Spezieller Teil.

1. Die Priifung des Diphtherieserums.

Von Pferden gewonnene Diphtheriesera miissen bestimmungsgemil
mindestens einen Antitoxingehalt von 350 IE. im Kubikzentimeter auf-
weisen. Von Hammeln oder Rindern gewonnene Sera, die sp.eziell fiir
Schutzimpfungszwecke hergestellt werden (vgl. S. 85), ejrrelch.en er-
fahrungsgemif hochstens einen Titer von 250 IE. im I{ub;kzentlmet.ex'.

Die Wertbestimmung des Diphtherieserums erfolgt in der Weise,
dal nach der von Enrnicm (53) eingefiihrten Priifungsmethode der
Antitoxingehalt des Serums festgestellt wird.

Urspriinglich ging man in der Weise vor, daf man di.e Versuch_stiere
mit der sicher todlichen Dosis einer virulenten Kultur 1nﬁz‘1erte und ihnen
dann fallende Mengen Heilserum injizierte, um derart die Do§1s zZu er-
mitteln, welche geniigte, um das Tier vor dem Tod{a zu schiitzen. Da
jedoch die Infektion mit lebender virulenter Kultur, wie sich bald heraus-
stellte, sehr schwankende Resultate gab, mufte man dlesg Metlnode, den
,Heilwert* des Serums zu bestimmen, verlassen. Auch die 'Pruf.ung des
Immunisierungswertes® gegen die nachfolgende Infektion erwies sich nicht
als sicherer. Xinen grofen Fortschritt bedeutete das von v. BEHRI.NG
und Bogr (13, 14) im Jahre 1893 angegebene Verfahren,. die I.nfek‘tlon
durch die Intoxikation zu ersetzen, wie dies ExrricH bereits bei seinen
Untersuchungen iiber die Ricinimmunitit getan hs{‘tbe. : .

Die Grundlage fiir die jetzige Priifungstechnik des Dlphther1es?rums
wurde gelegt durch die von Enmruicm, Kosser und WASSE.RMANN (59)
ausgearbeitete Grift—Serum--Mischungsmetho.fie‘ in vitro. Der
Vorzug dieser Methode, bei der mit der lO-faqh todlichen fo.tdogls ge-
arbeitet wurde, in der Vorstellung, daf das Toxin u.nd das Antitoxin eine
chemische Verbindung eingehen, gegeniiber der fritheren bestan_d darin,
daf Gift und Serum im Gemisch injiziert Wurden, 'Wodurch eine stets
gleichmifige Einwirkung beider Korper aufemagder innerhalb des Tier-
korpers gewihrleistet wurde. Zur 10-fachen Dosis letalis wurden des.l.lalb
im Reagenzglas fallende Dosen des zu priifenden Serums %ugesetzt. Samt-
liche Glemische wurden dann durch Zusatz von Kochs'al_z_lqsung auf 4 cem
aufgefiillt und Meerschweinchen von 250 g Subkutan‘1fljlz%ert. Wenn nun
z. B. die Testgiftdosis durch 1/, cecm Serum neutralisiert Wurde,“ so ent-
hielt das Serum in 1 ccm genau 1 IE.: man hatte ein ,einfaches“ Serum.
Geniigte zur Neutralisierung bereits 0,001 ccm, 80 war das Serum lOO"-fach,
d. h. es enthielt in 1 cem 100 IE. Die Neutrahgatwn wurde als genuggnd
angesehen, wenn das Gift-Serum-Gemisch nur eine unbedeutende Reaktion
hervorrief, die bis zum 4. Tage rickgingig .geworde‘t.l war (LO-VYer_t).

Dieses Verfahren erwies sich aber als nicht genugfand zuvquassxg,
denn es zeigte sich, dal Sera, die mit verschiedenen Giften in verschiedenen
Instituten gepriift wurden, ganz ungleiche Werte ergaben. Es gelaqg
EsrrisH, auf Grund zahlreicher Untersuchungen, deren Ergebnisse er in

Arb. a. d. Staatsinst. f. exp. Ther. u. d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a. M. XIII. 5
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seinen Abhandlungen ,Die Wertbemessung des Diphtherieheilserums* (53)
und ,Ueber die Konstitution des Diphtheriegiftes“ (54) niedergelegt hat,
das Priifungsverfahren so zu verbessern, daf derartige Stérungen aus-
geschlossen sind.

Der fundamentale Fortschritt der EHrLIcHschen Methode der
Wertbemessung lag darin, daR EERLIcH das Giftals Tréiger der
MafBeinheit verlieB und statt dessen das Antitoxin hier-
fir wihlte. Zu dieser Aenderung wurde er durch die wichtige Ent-
deckung veranlaRt, daf die beiden analysierbaren Funktionen der Gifte,
ihre Giftwirkung und ihre Fihigkeit, Antitoxine zu binden, durchaus
nicht zahlenmifRig parallel gehen. Als Grund hierfiir erkannte er die
komplexe Konstitution des Diphtheriegiftes, das man bis dahin allgemein
fir einen einheitlichen Koérper gehalten hatte, in dem man aber nach
den Untersuchungen EHRLICHS neben zwei verschiedenen priméiren
Giften, dem Toxin und dem Toxon, eine Anzahl sekundirer Gifte mit ver-
schiedener Aviditit zum Antitoxin annehmen muf. Da die sekundiiren
molekularen Umlagerungen, bei denen die ungiftigen, aber antitoxin-
bindenden Toxoide entstehen, vom Augenblick der Giftbildung an vor
sich gehen und erst ziemlich spit — etwa nach einem Jahre — auf-
horen, war es erklirlich, dal man einerseits bei der Wertbemessung
mit einem und demselben Gifte zu verschiedenen Zeiten, andererseits
mit verschiedenen Giften zu der gleichen Zeit ungleiche Resultate
erhalten mubSte.

Eine weitere Verbesserung der neuen Priifungsmethode bestand
darin, dal EHRLICH statt der bis dahin iiblichen Ly-Dosis die Ls-
Dosis als Priifungsdosis einfilhrte. Bei der Bestimmung des L,-
Wertes (vgl. Tabelle 7) ist mitunter das Urteil, ob noch eine gering-

gradige Reaktion vorhanden ist oder nicht, schwierig. Differenzen .

in der Beurteilung kénnen z. B. darin ihren Grund haben, daB die
lokale Reaktion verschieden ist, je nachdem man rein subkutan oder
submuskulér injiziert; in letzterem Falle ist sie¢ deutlich geringer.
Wahrend hier also Meinungsverschiedenheiten entstehen konnen, wurde
durch die Einfihrung der L:-Dosis als Priifungsdosis an Stelle des
unsicheren, mehr dem subjektiven Ermessen iiberlassenen Befundes ein
objektiver Befund gesetzt. Der Tod bzw. das Ueberleben des Tieres
zeigte, wenn man sich so ausdriicken will, rein automatisch den Wert-
gehalt des Serums an. Auch trug der Umstand zur Verbesserung der
Schirfe der Emrrnicmschen Methode bei, dal man nicht mehr den
neutralisierenden Wert einer /,,, sondern einer vollen IE. ermittelte.
Durch diese Verbesserungen wurde es erreicht, daf die neue Priifungs-
methode mit einer Fehlerquelle von hochstens 2 Proz. arbeitet. Diese
fast absolute Genauigkeit wurde am schlagendsten bewiesen durch Wert-
bemessungen, welche gleichzeitig an den verschiedensten Orten (London,
Kopenhagen, Steglitz usw.) vorgenommen wurden. Ihr allein ist es zu
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verdanken, daf auch das Ausland fast allgemein sich den EHRLICH-
schen MaBstab zu eigen gemacht hat, wodurch fiir die Einheit der
Wertbemessung des Diphtherieserums und damit fiir die Beurteilung
der Serumtherapie auflerordentlich viel gewonnen wurde.

Wie wenig namentlich frither die auslindischen Sera den ange-
gebenen Werten entsprachen, moge Tabelle 4 zeigen, in welcher der
»angegebene“ und ,tatsdichliche* Wert von 35 im hiesigen Institut
untersuchten auslindischen Seris gegeniibergestellt ist. Aus ihr (z. B.
Nr. 2 und Nr. 34) geht hervor, dal mehrfach vollig wertlose Priparate
in den Handel gebracht wurden.

Tabelle 4.
. Angegebener | Im Frankfurter Institut
ert gefundener Wert
Lfd. | Bezeichnung des | Ausgegeben
Nr. Serums am ? PIE IR el 2 TR n
in |in 1 cem Priifung 1 cem
? cem| Serum Serum
1. [Riss. 820, 27. VIIL 97 % 150 | 8.IL 98 | ungef. 75
2 | Span. S. B. ? ? ? 25. IV. 98 =0
3 |Am. S. M. C. 8. 1|20. VI. 98 —0508 100 3. IX. 98 |>250 <275
4 |Am 8.P.D.4 |14 VIL98 (20| 265 | 3.IX. 08 |>280 <300
AR 2500 o .
5 [Am. S. H.D. 8 |21. V. 98 i5 555 3. IX. 98 | ungef. 660
6 |Am. 8. H. D. 4 |23, VI. 98 % ca. 230 | 3. IX. 98 |>210 <220
7. Am. B, GuD.A: 9 280_00 ca. 150 | 5. IX. 98 |>75 <100
8 |Am. 8. H. D. 6a |28, IIL 98 i(l)o(? 273 9. IX. 98 | ungef. 375
9 |Am. 8 P.D.5 ? ?L;'%O 430 | 9.IX. 98 | ungef. 500
10 |Russ. 8. C. M. G. |19. X. 98 % 333 21. XI. 98 | ungef. 350
11 |E. D. St. 8. ? = 3200 |27. 1. 99 ungef. 2660
(Trockenserum) b
12 |Belg. S. 89 1. TL 99 1; D1 200 |4 vIL99| 200
13 | Belg. 8. 91 3. X. 96 i()ﬂ(;) 200 4. VIII. 991>125 <150
14 |F. P. 8. 87 1. VI. 98 180(;) 150 4, VIIL 99|>75 <100
15| B 7P, 18, 83 15. II1. 96 ?8—0(? 200 4, VIIL 99|>30 <40
16 |Belg. 8. 88. 27, XI. 97 %%—O 120 5. VIIL. 99| ungef. 75

5&
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Angegebener | Im Frankfurter Institu’tr
. Wert gefundener Wert
Iéd. Bezeléhnung des | Ausgegeben A| o i
Nr. erums am? 9 2 ;
? i{lE. in?llfgm Datin fdssl (eI EN in
Priifun 1 cem
? ccm| Serum g Serum
17 |Oe. B. Kr. 20. 0L 99 | TX0 | 200 | 21 VL 99 | unget. 100
’
18 |8 8 A 16.2.00 | 290 200 | 26.v.00 | unget. 200
19 |R. R. S. 12. IV. 00 - 600 3. X. 00 |>3350 <400
20 |R. K. 104 ? — 600 4. 1. 01 600
3 2 1750 -
21 | Belg. 8. 26 27. VIII. 00 00 175 2.X. 0l |>135 <144
: T ] 1500 ;
22 | Belg. 8. 58 26. X. 00 0 136 2.X. 01 |>60 <66
23 | Belg. S. 8040 10. VIIL 01| "o | 1875 | 2.X. 01 |>138 <150
:ZL_L . P. 8. ? ? 17%5(7) | 2. X.01 |[>162 <168
25 |R. G. 31. III. 02 — 500 21. IV. 02 | ungef. 500
26 |R. D. O. 21. X. 02 — 400 12. X. 02 ungef. 600
27 |J. 8. B. a) ? — 150 2. IL. 03. | ungef. 150
28 |J. 8. B. b ? — 250 2. II. 03 > 250
3 2000 = =
29 |E. S. B. ? 20 500 7. ITL. 03 |>300 <400
30 |F. 8t S. ? XI. 02 — 18 6. III. C3 24
31 |Jap. S. S. 25 ? — |500(550?)| 25. 1IL. 03 |>500 < 550
o g 200 ’
32 |E.D. A W.1 ? 2% | 833 | 2. VIL 04 |nioht voll 230
: ; : 2000 :
33 |E.D. A, W.2 ? 30 | 666 2. VIL 04 | knapp 650
34 |Bras. A. dift. M. 9. VII. 04 %O 500 24. X, 04 |>10 <20
35 | Am. St. Ser. 14, XIL 05 | — 1156 | 3. 1L 06 11,5

In Amerika wird bei der von Rosewau (156) naher geschilderter

Wertbemessung des Diphtherieserums ebenfalls nach den BEmrricmschen -

Grundsiitzen verfahren.
~ Das in Paris im Institut Pasteur herstellte Diphtherieserum ist kein
eigentliches Blutserum, sondern Zitronens#ureplasma, dem konservierende
Mittel nicht zugesetzt werden. Es wird nur in einer Starke, namlich als
200- bzw. 250-faches Serum und stets in einer Fillung, namlich zu 2000
bzw. 2500 IE., also zu 10 cem abgegeben. Bei diesem Serum wird aufer
der Antitoxinbestimmung, die ebenfalls nach dem Enrricmschen Prinzip
erfolgt (Levaprri, 100; Krmnscumipr, 77) auch der Titer gegen die In-
fektion mit lebenden Diphtheriebazillen ermittelt. g

Nach der von Roux und seinen Mitarbeitern (159, 160) ausgearbeiteten
Methode wird 1) die Schutzkraft (pouvoir préventif) und 2) die Heikraft
(pouvoir curatif) gepriift. Man bezeichnet die Schutzkraft eines Serums mit
50 000, wenn 1/, cem Serum ein Meerschweinchen von 500 g gegen die ein
Kpntrolltier von dem gleichen Gewicht in 30—40 Stunden totende Dosis
Gift schiitzt. Die Beziehung zwischen dem Gewicht des Tieres und der
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Menge des angewandten Serums bemilt also seine Schutzkraft. Das Serum
wird den Tieren (Meerschweinchen) 12 Stunden vor dem Gifte injiziert,
und das Tier darf nach 4—6 Tagen keinen Gewichtsverlust erlitten haben.
Andererseits bewertet man die Heilkraft des Serums, indem man einem Tiere
die Bakteriendosis, welche die Kontrolltiere in 86-—40 Stunden t&tet, und
6 Stunden spiter eine bestimmte Serummenge injiziert. Die Meerschweinchen,
welche am 6. Tage leben, werden als geheilt betrachtet. Hin Serum
wiirde z. B. 1000-fach sein, wenn 0,05 ccm ein Meerschweinchen von 500 g-
unter diesen Bedingungen zu retten vermogen.

Mapsex (107) hat sich der Aufgabe unterzogen und vergleichende:
Priifungen mit der EmrricEschen und franzésischen Methode angestellt.

Tabelle 5.
Verhéltnis zum
Serum Gewicht des Ausfall der Probe Infiltration
Tieres 3 3

Nr. 1 1: 50000 das Meerschweinchen lebt kleine Infiltration
1: 50000 desgl. " S
1:100000 | desgl. groBle -
1:100 000 desgl. . %
1:200000 |1 3 Tage nach der Einspritzung e
1:200 000 7 31/2 Bl ” » ) VE

Nr. 2 1:100 000 das Meerschweinchen lebt grofle Infiltration
1:100000 | desgl. i .
1:100000 |+ 5 Tage nach der Einspritzung -
1:200 000 et ) 5 » T
1:200000 [+6 oo Lo b —

Nr. 3 1:100000 |das Meerschweinchen lebt groBe Infiltration
1:100000 | 60 Std. nach der Einspritzung —
1:100000 T 60 2] ” 2 ” ¥es
1°::200/000 54 SRR 3ISUSE S e —
15::200/,00080 (29 s d i e ) ,, —

Nr. 4 1:100000 | das Meerschweinchen 7 2!/, Tage nach ==

der Einspritzung

1:100000  |lebt kleine Infiltration
1:200 000 T 2!/, Tage nach der Einspritzung —
1:200000 |lebt kleine Infiltration

Dabei stellte sich einmal heraus, dal bei der franzgsischen Methode selbst
Unterschiede im Werte von 1:100000 und 1:200000 nicht immer mit
Sicherheit festzustellen waren (vgl. Tabelle 5). Weiterhin zeigte sich aber
noch, daB das Resultat bei dieser Methode erst nach einer Woche ersicht-
lich ist, und daB zur Anstellung des Versuchs stets eine Anzahl Tiere ge-
héren, ganz abgesehen davon, dal — wenn man, wie dies erortert ist,
bei der Bestimmung der Werte mit lebenden Kulturen arbeitet — gleich-
mibig verlaufende Versuchsreihen nie sicher zu erzielen sind. ;

Diese Untersuchungen MapseNs beweisen also die Ueberlegenheit der
Eurvicaschen Methode in bezug auf Einfachheit, Schnelligkeit und Ge-
nauigkeit ebenso sicher, wie die an fritherer Stelle (S. 39 ff.) besprochenen
Experimente von Marx u. a. die Unrichtigkeit der Rouxschen Anschauung
klarstellen, daf der préventive und kurative Effekt der Diphtherieheilsera
besonders bestimmt werden miisse.

Die von EmrricH im Jahre 1897 ausgearbeitete und vom Mini-
sterium genehmigte Priifungsvorschrift fir die Wertbemessung
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des Dip.hth.erieserums, die seitdem nur geringfiigige Aenderungen nicht
grundsitzlicher Art erfahren hat, bestimmt zunéchst, daf das als MaR-
stab fiir die Priifung zu verwendende

Standardserum

in Form eines unter Ausschluf von Sauerstoff und Wasser konser-

vierten Serumpulvers von genau bekanntem Wert in genau abge-
messenen Quantititen in besonders gearbeiteten Vakuumréhrchen (vgl
S‘. 45) v'orréitig zu halten ist. Die zurzeit im Institut vorhandenen Apparac%e‘
sind IIflt je 2 g eines Trockenantitoxins von 5925-facher Stirke gefiillt
[?1e Auflésung des Serums hat, um eine moglichst genaue Halt:
barkeit zu gewihrleisten, in einer Mischung von 2/, Glyzerin und
Y 0,8.5-proz. Kochsalzlosung zu erfolgen. Alle 2 Mo-
Q nate ist ein *‘Rohrchen zu 6ffnen und eine Losung
herzustellen. Bei dem jetzt gebrauchten Trocken-
serum wird der Inhalt eines Rohrchens in 1185 cem
des genannten Gemisches geldst und so eine Test-
serumlosung gewonnen, die in jedem Kubik-

zentimeter genau 10 IE. enthilt.
: Bei der Losung des Serums sind gewisse Vor-
sichtsmafregeln zu beobachten. Man verfihrt am
b'esten in folgender Weise: Zunichst mift man
eine gewisse Menge physiologischer Kochsalzlosung
ab, etwa 150 ccm, und 16st den Inhalt des Réhrehens

1n einer bestimmten Menge der abgemessenen Fliissig-

keit in einem Flischchen auf. Wenn sich das Serum
vollstindig geldst hat, gieft man es in den sogenannten
»Mischkolben“, indem man mehrmals das Flischchen
mit dem Rest der abgemessenen Mengen physio-
logischer Kochsalzldsung nachspiilt. Die weitere
Mischung mit dem Glyzerin erfolgt in diesem ,ge-
' eichten“ Mischkolben (siehe Fig. 6). In dieses G’éfiiﬁ.
w.n‘d, um moglichst die Bildung von Luftblasen zu vermeiden, mittels
eines langen, tief in das GefiB reichenden Trichters unter lar;gsamem
Emporziehen des letzteren so viel Glyzerin und Kochsalzlosung im
Vgrhéiltnis 2:1 zugetan, bis die Fliissigkeit genau die Marke 1185 er-
reicht. Nach Verschluf des Kolbens und mehrmaligem Umschiitteln 148t
man das Serum in dem Schiittelkolben 24 Stunden stehen. In der Regel
sinkt in dieser Zeit durch das Aufsteigen der beim Einfiillen unvermeid-
lichen kleinsten Luftblasen die Fliissigkeit um etwa !/, ccm. Der Inhalt
d(?s Kolbens wird daher am néchsten Tage mit Kochsalzlgsung genau
w?eder bis zur Marke 1185 gefiillt und nochmals durchgeschiittelt. Die
Losung stellt dann die fertige, 2 Monate giiltige Standardlésung dar
welche nun zunichst mit dem derzeitigen Testgift gepriift wird. Als,

Fig. 6.
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Testgift

konnen grundsitzlich sowohl fliissige wie feste Diphtheriegifte ver-
wendet werden, wenn bei ihnen die weiter unten (S. 72) definierten
Grenzwerte scharf zu ermitteln sind. Kommen fliissige, durch Toluol
konservierte Gifte zur Verwendung, so soll dies nur geschehen, wenn
durch lingere Voruntersuchungen die Haltbarkeit der Priifungskonstanten
erwiesen ist und wenn ferner die Priifungsdosis 1 cem nicht iiber-
schreitet.

Die bei den Serumpriifungen zu gebrauchende Testgiftdosis wird
mit Hilfe einer Immunititseinheit ermittelt, die in 1 ccm einer
10-fachen Verdiinnung der im vorigen Abschnitt erwihnten Testserum-
16sung enthalten ist. Es wird diese Serummenge mit steigenden Mengen
Gift versetzt und durch eine genaue Versuchsreihe der Grenzwert er-
mittelt, bei dem gerade ein den Tod des Versuchstieres am 4. Tage
herbeifithrender Giftiiberschuf manifest wird. Das so ermittelte Gift-
quantum stellt die Priifungsdosis dar.

Das Testgift ist alle 2 Monate mit der Testserumdosis zu kon-
trollieren, indem jedesmal die Priifungsdosis neu ermittelt wird. Sollte
bei einer solchen Nachpriifung sich eine erheblichere Abweichung von
der fritheren Priifungsdosis herausstellen, so ist das Gift als in Zer-
setzung befindlich anzusehen und durch ein neues zu ersetzen.

Gegenwirtig werden bei der Diphtherieserumpriifung ausschlielich
fliissige, mit Toluol konservierte Gifte benutzt, da die Herstellung von
Diphtherie-Trockengiften #uBerst schwierig ist (EHRLICH, 53)5

Die Herstellung eines brauchbaren Giftes gelingt nicht immer ganz
leicht und soll dahér kurz beschrieben werden.

Zur Giftgewinnung gehort in erster Linie eine gut giftbildende Kultur.
Da nur solche Kulturen ein kraftiges Gift bilden, welche auf der Ober-
fliche der Bouillon wachsen, muf man die zu verwendende Kultur unter
Umstianden erst an reines Oberflichenwachstum gewdhnen, indem man sie
méglichst hiufig iiberimpft und dabei stets nur an der Oberfliche gewachsene
Partikelchen zur Weiterziichtung verwendet. Als Nihrboden wird schwach
alkalische Bouillon ohne Kochsalzzusatz benutzt.

Da die genaue Einstellung der Gifte sehr miithsam ist und einen
groBen Aufwand an Zeit und Tiermaterial erfordert, empfiehlt es sich,
gleichzeitig immer groBe Mengen Gift zu bereiten. In der Regel werden
von uns 20 Kolben (4 500 g Bouillon) beimpft, zumal man auch damit
rechnen muB, daf ein Teil der Kolben sich spiter wegen ungentigender
Giftbildung als unbrauchbar erweist. Die Kulturen bleiben 16 bis 20 Tage
bei 879, Nach dieser Zeit werden simtliche Kolben, soweit sie typisches
Wachstum zeigen, herauggenommen und umgeschiittelt, so da die Bakterien
zu Boden fallen. Haben sich die Bakterien gesénkt, so erfolgt die Um-
fillung der Bouillon in 1 Liter-Kolben, wobei man nach Moglichkeit das
MitflieBen der Bakterien selbst zu vermeiden sucht. Nachdem die Kolben
mit einer 11/,—2 em dicken Toluolschicht tiberschichtet sind, werden sie
einige (2—3) Tage hindurch mehrmals téglich kraftig geschiittelt und
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bleiben dann 2 Tage stehen. Diese Zeit gentigt, um alles Toluol sich
iber dem Gift sammeln zu lassen und die noch in der Bouillon enthaltenen
Bakterien vollstindig abzutoten, wie dies eine nachfolgende Sterilitits-
prifung zu ergeben hat. An die Sterilitatsprifung schlieft sich gleich-
zeitig eine orientierende Giftigkeitspriifung der einzelnen Kolben an. Der
Inhalt aller geniigend wirksam befundenen Kolben wird dann zusammen
in ein groferes Gefal gegossen und wieder mit einer hohen Schicht Toluol
tberschichtet. In diesem Gefi, das im Eisschrank gegen Licht geschiitzt
(Papierumhiillung) aufzubewahren ist, verbleibt das Gift, bis es eingestellt
wird, stehen, nachdem das ,Gesamtgift“ vorher noch einmal durchschiittelt
und auf Sterilitdt und seine ungefihren Giftwerte gepriift ist. Zu letzteren
Versuchen fiillt man sich zweckmilig mit langer Pipette ein bestimmtes
(groBeres) Quantum ab, um nicht fortwihrend das Hauptgefs8 6ffnen zu
miissen. Die Korken der Gefale, in denen das Gift aufbewahrt wird,
werden mit Paraffin abgedichtet.

Tabelle 6.

Einstellung der absolut todlichen Dosis.

Datum des Versuches
18.10.04 | 25.10. 04 |31.10.04 | 5.11.04 | 23.1.05 | 13.10.05 | 17.11.05

0,001 lebt I\
0,0015 ' it
0,002 lebt lebt I

Dosis

._
(e Bt
s S

0,0025 ;
07003 lebt
0,0035 i

0,004 T4

0,0045 . :
0,005 T3 . N Ty,

0,0055 : ] _ : . 3
L2t - : ikl : t2

le.bt
$1
1;2 ”

2 ”

—t g |t
g

Die absolut tédliche Dosis wird ermittelt, indem von dem Gifte eine Verdiinnung
z. B. von 1:1000 oder 1:500 hergestellt wird und von dieser Verdiinnung steigende

Dosen Meerschweinchen subkutan injiziert werden. Die Ermittelung dieser Dosis kann )

bei den individuellen Verschiedenheiten der Tiere mitunter schwierig sein.

Ehe ein Gift nun endgiltig als Testgift eingestellt wird, lassen
wir es ungefihr ein Jahr lagern. Nach dieser Zeit ist die Umlagerung
der Toxine usw. in der Regel abgelaufen, und die nunmehr ermittelten
Priifungsdosen zeigen sich (wie dies bereits eingangs erortert. wurde)
lange Zeit hindurch unverindert. Zur genauen Charakterisierung wird
auBler der Priifungsdosis (L:) stets auch die Ly- und die absolut tod-
liche Dosis des: Giftes ermittelt. <

Die Tabellen 6 bis 8 zeigen als Beispiel die Resultate der
einzelnen Versuche, die bei der Einstellung des Giftes Nr. 9 (vgl.
Tabelle 3) angestellt wurden. Die absolut tédliche Dosis betrug Ende
1904 0,004 bzw. Ende 1905 0,005 ccm, die Ly-Dosis 0,18 cem und die
L:-Dosis (Priifungsdosis) 0,27 cem bzw. Ende 1908 0,29 cem.
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Tabelle 7.
Einstellung der L,-Dosis.

Datum des Versuches

9. 10. 04 | 3. 12. 05

Dosis

0,15 glatt ‘ glatt
0,16 fast glatt fast glatt
0:17 zu wenig zZu wenig
0.18 L,

T 0,19 zu stark
0,2 leichtes Oedem

0

zu stark
zu stark

\
|
0,21 Oedem ‘ Oedem

i i i 5. steigende Dosen Gift

i -Dosis wird in der Weise ermittelt, daB zu 1 IE. steigen :
hinzu?elf?ig%oulg(()lslc;iewgemische Meerschweinchen_’su(bkll.ltasn gg};me‘r{’ ev;ﬁr(ﬁgil zfl)lis'l:li‘:z
i -Dosi 1Bt 4, Tage ,glatt® sein (vgl. 8. 65). ! :
;nnllt 2(%8'} a%g éé?::,s lﬁ%liﬁsiechaﬁit Sich%rhz%r. diejenige Reaktion feststellen, die erfahrungs

gemiB gerade fiir L, hinreicht.

Tabelle 8.
Einstellung der L{-Dosis.

WIm_— - ‘ Datum des Versuches

des :

i 4. : : : 4.]11. 8. 9. 12
Giftes |14. 10.]18. 10.[24. 10./ 3. 11.|23. 1.|25. 2. |18. 3.|15.

in ccm 1%902 1904 | 1904 | 1904 | 1905 | 1905 | 1905 | 1905 | 1 1905

(0),32 ot lef)t lebt bt lei)t le;bt lebt | lebt

e ‘i‘4 ” A ?1 ” v
A I e e Do ol
£l < 3t
027 | . |[+3 |+ iy | s ndsdi il S ¥ i
028 |+ 3 112 | : ' ; ,
0.29
0.3

i : i igende Dosen Gift

ie L+-Dosis wird in der Weise ermittelt, daB zu 1 IE. steigen DAGHL

hinzu}g)elf('aﬁg?;| u])rlocflsdie Gemische Meerschweigc(lllenﬁubkuta]i %l]lgzgflgurzﬁig.ty}]))ilsih% +
o . . . . a <

Dosis muf so viel Giftwirkung entfalten, daf die Tiere am 5 S aEuh Infer yp) e

ingehen (lokales himorrhagisches Oedem, Schwellung der reg : )

iiggg(illgrgins%: :;egiell in Pleura, Perikard und Peritoneum, hochgerdtete Nebennieren).

2 -] 2

0 Ausfiithrung der Wertbemessung

wird unter Verwendung von Prizisionspipetten eine Verdiinnung d(f:li
zu priifenden Serums hergestellt, die, nacl} den Angaben der"Fab;

iiber die Wertigkeit des Serums berechnet, in 4 cem 1 IF__]. ent}lalt. a
die Testgiftdosis auf 1 cecm des einfachen, .also 4. cem eines /s-fachen
Normaldiphtherieserums eingestellt ist, wird pel einem Serum von
x-facher Stirke die Verdiinnung 1:4x (beispielsweise bei einem 400—fach‘en
Diphtherieserum 1: 1600 und bei einem 500-fachen" 1 :2000) betragen
miissen. Man nimmt zum Versuch 4 cem der Verdun.nung.l 1 4 x statt
1 cem der Verdiinnung 1:x, um auf diese Weise.dle k.lemen Fehler,
die durch das spitere Umfiillen der Fliissigkeit in die Spritze entstehen,

auf ein Minimum zu reduzieren.
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Mit 4 cem dieser Serumverdiinnung 1:4x wird die ebenfalls mit
einer Prizisionspipette genauestens abgemessene Gebrauchsdosis des
Testgiftes (s. oben) durch Umschiitteln des mit einem sterilen Korken
versehenen Flischchens gut vermischt. Die Mischung wird sogleich
einem Meerschweinchen von 250 g (hochstens 280 g) subkutan injiziert.
Man wihlt dazu am zweckmiRigsten eine Kocmsche Spritze mit ab-
gestumpfter Kaniile. Letztere wird in die linke Achselfalte eingestochen
und vorsichtig rein subkutan bis zur Mitte des Bauches eingefiihrt,
wo unter Vermeidung jedes Lufteindringens die Fliissigkeit injiziert wird.

Das Versuchstier ist bei glattem Verlauf 4, sonst 6 Tage lang zu
beobachten. Stirbt es innerhalb der ersten 4 Tage, so besitzt das
Serum nicht den angegebenen Wert. Stirbt es am 5. oder 6. Tage,
so steht das Serum knapp an der Grenze des Zuldssigen; in diesem
Falle ist der Fabrik, um die voraussichtlich bald nétig werdende Ein-
ziehung zu vermeiden, eine 5—10 Proz. betragende Aufbesserung zu
empfehlen. Indurationen, die moglicherweise bei den Versuchstieren
an der Impfstelle am letzten Versuchstage noch bestehen, sollen keinen
Grund zur Beanstandung bilden. Jedes gestorbene Tier ist zu sezieren
wobei besonders auf interkurrente Krankheiten (Tuberkulose, Pseudo-
tuberkulose, Seuchen) zu achten ist, die eine Ueberempfindlichkeit
hitten bedingen konnen.

Tabelle 9 gibt das Protokoll einer Diphtherieserumpriifung wieder.

Ist das Versuchstier in der vorgeschriebenen Beobachtungszeit am
Leben geblieben und dadurch die Neutralisierung der Testgiftdosis
durch die dem angegebenen Wert entsprechende Serumverdiinnung be-
wiesen, und hat ferner die nach den friiher (8. 33) geschilderten Grund-
sétzen durchgefiihrte Unsché‘.dlichkeitsprﬁfung zu einer Bean-
standung keinen AnlaQ gegeben, so wird das Serum zum Verkehr
zugelassen.

Um eine etwaige spiitere Abschwichung festzustellen, werden
in Deutschland alle Diphtheriesera 6 Monate und ebenso ein Jahr
nach ihrer Zulassung einer erneuten Wertigkeitspriifung
unterzogen. Um mehr als 10 Proz. abgeschwicht befundene Sera werden
auf Grund einer amtlich veréffentlichten Ministerialverfiigung eingezogen.
ibenso werden alle nach Ablauf der staatlichen Gewdihrs-
dauer?) noch im Verkehr befindlichen Diphtheriesera serienweise zur
Einziehung bestimmt.

DaB mit Phenol versetzte und sachgemiB abgefiillte und ver-
schlossene Sera (Vermeidung der oxydierenden Wirkung eines gréBeren
Luftquantums und Verhiitung bakterieller Verunreinigung), wenn sie
nicht direkt Schidigungen durch Licht und Wirme ausgesetzt werden,

1) Die staatliche Gewihrsdauer, deren Ablauftermin auf jeder Packung
angegeben sein soll, betrigt zurzeit 3 Jahre, wird aber voraussichtlich
demnéchst auf 5 Jahre erhtht werden.
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Tabelle 9.

Diphtherieserum Hiehst

LB 00 10 LR

Pferde-Nr. .. 5
11. w. 22. 6. 1920.

Datum der Blutentziehung:

Eingesandte Serummenge:

Eiweigehalt: ... $08 o/,

Priifung auf Unschéadlichkeit

b) Meerschweinchen: | c¢) kulturell:

Nr. 852 1. Agarplatte

l

Subkutan: % cem Subkutan: 27 cem 2. Bouillon I stersl

mifiges Zittern | lebt 3. anaérob

Meerschweinchen : Gewicht: .

27. 7. 20.  Subkutan: f. Serumverdiinnung

cem Testgift

Bemerkungen :

Zugelassen am:
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Im allgemeinen praktisch unbegrenzt haltbar sind, jedenfalls nur
einen ganz geringgradigen und allmihlichen Antitoxinverlust. zeigen,
haben MARX, OTT0 und BOEHNCKE festgestellt. Marx (111) teiite mit,
da von 1104 Priifungsnummern wegen einer Abschwichung um mehr
als 10 Proz. des Antitoxingehaltes bei den vorgeschriebenen Nach-
priifungen nur 34 (= etwa 3 Proz.) zuriickgezogen werden muBten. Zu
etwa der gleichen Prozentzahl kam BOEHNCKE (27) bei den Nach-
priifungen der Jahre 1908—1913. Er fand den Antitoxinwert noch bei
12-jéhrigen Diphtherieseris nahezu unverindert. Orro (141) berichtete,
daB auch tropische Einfliisse an sich die Antitoxine nicht beeintriich-
tigen. Die Haltbarkeit der Tetanussera ist nach BoerNcke (27)
ebenso zu bewerten.

Mit der Nachpriifung von Stichproben der an die Apotheken aus-
gegebenen Sera auf Keimfreiheit sind mehrere Krankenhiiuser be-
auftragt. Ist auf Grund ihrer Untersuchungen die Annahme gerecht-
fertigt, daB bei einer groferen Menge desselben Serums spiter eine
bakterielle Verunreinigung eingetreten ist — was nur sehr selten bisher
der Fall war —, so wird seitens der benachrichtigten staatlichen Priifungs-

stelle die sofortige Einziehung der betreffenden Serumkontrollnummer
in die Wege geleitet.

Die Bestimmung des Diphtherieantitoxins in kleinsten
Mengen.

Wihrend die Emruicasche Wertbemessung fiir Diphtherieantitoxin,
das in einigermafBen reichlicher Menge in einem Serum enthalten ist, an
Einfachheit und Genauigkeit uniibertroffen ist, wird sie beim Vorhandensein
kleinerer Mengen als 0,1 Diphtherieantitoxin in 1 cem Serum undurch-
fihrbar. Mit ihrer Hilfe konnten also manche, besonders klinisch wichtigen
Fragen nicht studiert werden, wie z. B. das Vorkommen von Diphtherie-
antitoxin im Blut normaler Tiere, Bestimmung des Resorptionsverlaufs und
der Ausscheidung des Diphtherieantitoxins, Auswertung des Gehaltes an
spezifischen Schutzkorpern im Serum Diphtheriekranker und Schutzgeimpfter
u. a.m. Jetzt stehen uns dafiir zwei sehr subtil arbeitende Methoden zu
Gebote. Bei beiden wird als Indikator in der Hauptsache die lokale Gift-
wirkung des Diphtherietoxins benutzt.- Die erste dieser Methoden stamms
von Marx, der sie in Gemeinschaft mit Exrrica ausarbeitete und sich der
subkutanen Injektion des Gift-Serum-Gemisches bediente. Bei der
zweiten, von ROMER angegebenen Methode ist die subkutane Impfung
durch die intrakutane ersetst.

Marx (112) benutzte als Grundlage die Tatsache, da8 noch weit
untertddliche Giftmengen an der Injektionsstelle sdemerregend wirken
konnen. Durch Mischen von Toxinverdiinnungen mit antitoxinhaltigem
Serum werden diese Lokalreaktionen bei entsprechendem Gehalt an Anti-
toxin verhiitet. Je kleiner die Giftmenge ist, die zur Oedembildung aus-
reicht, d. h. also je stirker die Giftwirkung des benutzten Toxins ist, um
so kleiner ist die zur Paralysierung benstigte Antitoxinmenge. Eine con-
ditio sine qua non, um kleinere oder kleinste Antitoxinmengen bestimmen
zu konnen, ist also ein stark wirkendes Toxin. Marx operierte mit
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1 denen !/, bzw. 1/, der Dosis letalis zur Oedemwirkung ge-
Ség::’ ‘S,:lilne Methoé7ik gesta{lztet sich folgendermaflen: Nach Herstelluxrng
der hohen Toxinverdiinnung wird je 1 ccm davon mit 1 ccm der dé'u
priifenden Serumverdiinnungen in kleinen Flischchen gexmgcht und dle
Mischung 2 Stunden bei 37 und danach 22 Stun.den im Elssc]'nmnli{1 e;
Bindung iiberlassen. Nach Ablauf dieser zZum sgzhgren Re?.ktlonsab au
zwischen Toxin und Antitoxin nitigen Zeit wird ein mbgllchst kleines ngnt};lm
der Mischung (0,5, jedoch nie mehr als.O-,G'ccm) einem Meerschweinc hen
unter die Bauchhaut streng subkutan injiziert. Neben jedem Versuc 1s-
tier muB ein Kontrolltier mit der betreffenden Gﬂtmenge.n; Koch;a 7-
verdiinnung — ohne Serumzusatz — behandelt We.rden.. Bei Verwendung
nicht zu kleiner Tiere und moglichst geringer Fliiss,lgkmts.mel.l.gen. (0,2 C(zim)
kann man, wie dies BoEHNCKE stets gelalng,'ohne Beeintrachtlgulilgv er
Schirfe der Reaktion bei einem Tier 4 Injektionen ausfithren. Nac eI::
lauf von 48 Stunden werden die Versuchstiere getétet. Marx konnte mit
einem hochwirksamen Toxin, dessen ddemerzeugende Menge 0,0005 ccm
= 1/,, der absolut todlichen Dosis betrug, den Antxtogmgehalt des S‘eruu}s
noch bestimmen, wenn dieser mindestens ,,, IE. in 1 ccm war, wie
folgende Versuchsreihe zeigt:

0,0005 Gitt, Erfolg
+ Serumdosis
1/600 1E. In]ektlons(sltellle glatt
800
11000

1200 »
1 1500 n

Injektionssteile glatt, minimale Rotung
dgl

Oedem schéé.icher als Kontrolle
Starkes Oedem, wie Kontrolle

K%mrollﬂe dgl.

Hiernach geniigte also /55, IE. zur Paralysi‘erung v.0n10,0005 qcmé‘o}:)(_lllvn.
Da nur 0,2 cem injiziert  war, muBte das Serum bis Y/,,, IE. im Kubik-
i alten. .
Zentlgljrfzg 3(2215) t’senutzte diese Methode zum N'achweis kl(ﬁlnster lg'e]igen
Antitoxin, welche Sauglinge mit der Ammenmﬂllch eingefiihrt er }1;;:6]12;
UrrenaeEmier (175) bediente sich ihrer in abgea'nderter. Form HfltK'rdO g
zum Nachweis von Diphtherietoxin im Blut diphtheriekranker Kinder,
i sNABUONI (116).

desg]ﬁlgﬁgﬁ 121]]};513 Uhoa.t i(m E)»EHRINGschen Institut in Mal:burg unter Be-
nutzung der exsudatbildenden und nekrotisiere{ldel} Elgenschalf\‘tenh 3(3]?
Diphtheriegiftes diese subkutane Methode durch eine lntra?kutane ]f]t 10 1.

an Meerschweinchen ersetzt. Durch dlese. konnen, da l_ner noch kleinere
Toxinmengen (Yy50—1500 der letalen ]?031s) zur Reaktlonserzgug[upgktge-
niigen, noch geringere Mengen Antitoxin bestimmt ‘werden. _Dl? nJle ion
wird am zweckmiBigsten an hellfarbigen Mef}rschwelnchen mit emel(‘1 1ccmﬁ
Spritze mit 1/,-Teilung vorgenommen. Die exakt. passeqde .Na(,) eff muﬁ
moglichst diinn und die Spitze kurz abgeschliffen sein, damit die ;:dnun,]?l
der Nadel beim Vorschieben, das méglichst oberﬁaoyhch erfolgt, rasc! ;:11'0i

die Haut gedeckt wird. Als Injektionsst(?lle ben_utzt man _dle Sfeljcen 31 e
des Stammes. Die Haare werden mit einem d}e Haut nicht 1662?1 en
Enthaarungsmittel entfernt. Die injiziferte Flilsmg}xeltsme_nge solldd,l cm;n
betragen. Bei gelungener Injektion sieht _man  eine kleine Qula 'ehenl-
stehen, die lingere Zeit sichtbar bleibt. Die Reaktion entwmkzt.sw a}S,
Rotung und Infiltration innerhalb der ersten 24 Stun'den un hlst neéc'
48 Stunden noch deutlicher. Am 3. und 4. Tage bilden sich an der
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Injektionsstelle mehr oder weniger intensive Nekrosen, die unter
Borkenbildung abheilen. Die Tiere werden 7 Tage lang beobachtet. Die
Entscheidung, ob die Reaktion positiv oder negativ ausgefallen, ist
meist schon vorher moglich. An einem Tier knnen ohne Beeintrichtigung
des Resultates bis zu 6 Injektionen vorgenommen werden. Zur Aus-
wertung wird 1 cem der sicher wirksamen Toxinverdiinnung, deren Wert
nach Enmrvicn bekannt ist, mit je 1 cem verschiedener Verdiinnungen
des zu untersuchenden Serums gemischt. Diese Mischungen a6t man,
wie oben beschrieben, 1 Stunde binden. 0,1 cem wird dann intrakutan
injiziert. ROMER vermochte so mit einem Toxin, dessen wirksame Dosis
0,00001 war, noch 1/, IE. zu bestimmen. Die Methode bewihrte sich
Spiter auch seinen Mitarbeitern Samms und Somoeyr, Auch Karasawa
und Scrrck (75), B. Hanx (70), Brume~au (25), Viermck (178), Kissnine
(76), Krminscamior (78), R. Ozro (142), BLuMeNTHAL (26) u. a. benutzten
sie mit Erfolg bei quantitativen Bestimmungen des Resorptionsverlaufes
subkutan bzw. per os eingefiihrten Diphtherieheilserums und bei Unter-
suchungen iiber den Gehalt des Serums an Diphtherieantitoxin bei diph-
therie- und masernkranken Kindern, gesunden Erwachsenen, Rekonvales-
zenten und Bazillentrigern.

2. Die Priifung des Tetanusserums.

Die amtliche Priifung ist vorgeschrieben fiir alle fliissigen und
festen Tetanussera.

Flissiges Tetanusserum soll klar sein und darf hochstens
einen geringen Bodensatz zeigen. Serum mit starker bleibender
Triibung oder stirkerem Bodensatz darf nicht zum Verkehr zugelassen
werden. Es muB 0,5 Proz. Karbolsiure oder 0,4 Proz. Trikresol ent-
halten. Das fliissige Serum muf als solches unmittelbar dem Tierkérper
entstammen. Das Eindicken von Serum oder das Auflosen von festem
Serum in fliissiges ist den Gewinnungsstitten nicht gestattet. Der
EiweiBgehalt darf 12 Proz. nicht iibersteigen. '

Festes Tetanusserum soll gelblich sein und mehr oder minder
durchscheinende Blittchen oder ein gelblich-weifes Pulver darstellen,
das sich in der 10-fachen Menge Wasser von Zimmertemperatur binnen
einer halben Stunde zu einer in Farbe und Aussehen dem fliissigen
Serum entsprechenden Flissigkeit 16st. Es wird in Vakuumrohrehen
aufbewahrt. Einen Zusatz irgendeines konservierenden Mittels darf
solches Serum nicht enthalten.

Die Priifung im Institut fiir experimentelle Therapie erfolgt einmal
in der auf S. 33 beschriebenen Weise auf seine Unschidlichkeit
sowie den EiweiBgehalt und zweitens auf seinen Wertgehalt.

Flissige Tetanussera diirfen nur in den Verkehr gebracht werden,
wenn sie im Kubikzentimeter mindestens 4 oder 6 IE.Y) enthalten,

1) Fir die Dauer des Krieges war auch die Ausgabe von Tetanus-
serum mit einem Gehalt von 2 und 8 IE. im Kubikzentimeter fiir Schutz-
impfungen gestattet.
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feste Tetanussera nur dann, wenn der Mindestgehalt im Gramm 40
oder 60 IE. betrigt. Wird der von der Herstellungsstitte angegebene
Wert bei der amtlichen Priifung nicht bestiitigt, so wird das Serum zu
dem bei letzterer festgestellten Wert zugelassen, sofern dieser noch
den ebengenannten Mindestwert erreicht.

Alle im Verkehr befindlichen Tetanussera sind nach einem Zeitraum
von 2 Jahren einer Nachpriifung zu unterziehen, die sich bei
fliissigem Serum auf Klarheit und Wert, bei festem auch auf die Lés-
lichkeit zu erstrecken hat. Bei einer Abschwichung, die mehr als
10 Proz. des anfinglichen Wertes betriigt, findet die Einziehung des
betreffenden Serums statt. Nach Ablauf von 3 Jahren werden alle
fiiissigen Sera wegen Ablaufs der staatlichen Gewsihrsdauer serienweise
eingezogen. Feste Tetanussera werden auch 4 Jahre nach ihrer Aus-
gabe nochmals nachgepriift.

Die amtliche Wertbestimmungsmethode schlieft sich im
groBen und ganzen eng an die v. BEHRINGsche Methode an.

v. BEHRING (10, 11, 15) verfuhr bei der Wertbemessung in folgen-
der Weise: Er stellte sich von dem zu priifenden Serum mit physio-
logischer Kochsalzlosung eine 100-fache Verdiinnung her (1 - 99).
Von dieser Verdiinnung brachte er 1 cem in ein ERLENMEYERSches
Kolbchen, das 38 cem destilliertes Wasser enthielt, und fiigte 1 ccm
seines Priifungsgiftes (Testgift Nr. 5= 1/,, normal) hinzu. Nach gleich-
méBiger Verteilung durch Umschiitteln lief er das Gemisch 30 Minuten
stehen und injizierte dann einer Maus von mittlerem Gewicht 0,4 ccm
subkutan. Blieb die Maus ganz gesund, so besaf das gepriifte Serum
in 1 ccm mindestens 10 Antitoxineinheiten, da 1 ccm der Verdiinnung
1:100 1 cecm des Y, Normalgiftes vollkommen neutralisiert hatte.
Wurde die Maus nach der Injektion dieser 0,4 cem tetanisch, so ent-
hielt das Serum natiirlich weniger als 10 AE., und starb die Maus, so
bot die Schnelligkeit, mit welcher der Tod eintrat, Anhaltspunkte fiir
die Beurteilung, ob sein Wert anniihernd so hoch oder wesentlich ge-
ringer war. Die genaue Wertbestimmung des Serums, d. h. die Er-
mittelung der Mischung, bei der die Maus nach Injektion von 0,4 cem
vollkommen gesund blieb, erfolgte dann durch weitere Versuche. War
auf diese Weise der L,-Wert des Serums festgestellt, so lieR sich durch
einfache Berechnung der Wert des Serums ermitteln. Diejenige Serum-
dosis, welche in 0,4 ccm Flussigkeit mit 0,01 ccm Testgift Nr. 5 L,
gab, war genau gleich /,,,, AE.

Von dieser Versuchsanordnung ausgehend, ist die amtliche Wert-
bemessungsmethode ausgearbeitet. Die Schwierigkeiten, die bei der
Tetanusserumpriifung zu iiberwinden waren, wurden einmal dadurch ver-
ursacht, daB hier das Vereinigungsbestreben zwischen Toxin und Anti-
toxin ein sehr geringes ist. Infolgedessen schwankte die Menge des bei
derjEinwirkung von Gift und Gegengift entstehenden neutralen Gemisches
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in hohem Grade, je nach der Linge der Reaktionszeit und der Konzen-
tration der Losungen. Um die hierdurch bedingten Fehlerquellen aus-
zuschalten, war es notwendig, stets unter vollig gleichen Bedingungen
in bezug auf Zeit und Verdiinnung der Losungen zu arbeiten und vor
allem die Versuchsreihen stets unter gleichzeitiger Kontrolle eines
Standardserums anzusetzen.

Eine weitere Schwierigkeit verursachte die Labilitit des Giftes.
Notgedrungen mufte man frither bei der Priifung in der Weise vorgehen,
dal man zu jeder Priifung eine gewisse abgewogene Menge Trockengift
jedesmal frisch loste und zentrifugierte. Durch diese Manipulationen
wurde natiirlich die Priifungsarbeit nicht unwesentlich erschwert. Man
war daher bemiiht, wie beim Diphtheriegift, so auch beim Tetanusgift
ein Konservierungsverfahren fiir fliissige Testgitte zu finden. Allein alle
Versuche nach dieser Richtung verliefen negativ. Es gelang, diese
Schwierigkeiten zu beseitigen durch Ausdehnung der EHRLICHSchen
Serumkonservierungsmethode auf das Testgift.

Die Herstellung und Konservierung des Tetanus-
giftes geschieht nach Marx (111, 114) zweckmiBig in folgender
Weise: Zur Giftbereitung beimpft man groRe Kolben Traubenzucker-
bouillon mit reichlichem Tetanusmaterial (Bazillen oder Sporen) und
hilt die nach Wasserstoffdurchleitung luftfrei gemachten Kolben 8 Tage
bei 37¢ C. Ergibt dann die Priifung der Bouillon eine Reinkultur,
so wird das Eiweil mit Ammoniumsulfat ausgesalzt, abgeschépft und
auf einem Tonteller im Exsikkator getrocknet.

Das als Testgift zu verwendende Tetanustoxin ist nach Mdglichkeit

von Sporen zu befreien. Man kann dies durch Filtrieren erreichen.
Schonender und deshalb empfehlenswerter ist jedoch die Ausfillung
durch Ammoniumsulfat. Das frisch gewonnene Rohgift, das noch grofe
Mengen Sporen enthélt, und mit dem man deswegen duBerst vorsichtig
umgehen muf, wird wieder in groBen Mengen Kochsalzlosung gelost
und die Losung scharf zentrifugiert (in einer Zentrifuge, die 4000 Runden
in der Minute macht, 1 Stunde lang). Sodann wird die klare Fliissig-
keit abgegossen und das Toxin von neuem durch Ammoniumsulfat
ausgefillt, sogleich wieder geldost und zentrifugiert. Dieses Verfahren
mul in der Regel 3—4mal wiederholt werden. Auch etwaige weitere
Wiederholungen fithren nicht zu einer Abschwichung des Giftes.
SchlieBlich wird das dann nahezu sporenfreie Tetanustoxin auf Tontellern
im Vakuum getrocknet und pulverisiert. 1 Liter Kulturflissigkeit er-
gibt etwa 5—6 g Trockengift.

Das auf diese Weise gewonnene trockne Tetanustoxin wird im Ver-
héltnis von 1:2 in Wasser gelost und dann mit Préizisionspipetten in
genau gleichen Dosen in die oben beschriebenen EHRLICHSchen
Vakuumrohrchen gefiillt. Die Beschickung der Apparate und die weitere
Evakuierung erfolgt ganz in der gleichen Weise, wie es frither (S. 45)
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fir das Standardserum beschrieben wurde. Die Menge des einzu-
fiilllenden Giftes richtet sich nach den ermittelten
Werten des Toxins. Der Inhalt des Rohrchens muB stets so ge-
wihlt werden, daR er, mit einer passenden Fliissigkeitsmenge gelost,
die fiir eine Priifung notige Giftlosung darstellt. Der Grad der Ver-
diinnung und die Menge des einzufiillenden Giftes variieren daher
natiirlich und sind bei jedem neuen Testgift zunichst genau von neuem
zu ermitteln. Bei unserem augenblicklich zur Anwendung gelangenden
Gift sind die Rohrchen mit 0,5 cem einer Giftlosung 1:2 beschickt und
dann evakuiert worden. Das in jedem Rohrchen befindliche Trocken-
gift stellt, in 27 ccm Wasser gelost, unsere ,Normaltestgift-
losung* dar.

Es hat sich nun als duRerst praktisch erwiesen, in gleicher Weise
wie das Priffungsgift auch das Tetanusstandardserum in Mengen,
wie sie fiir eine einzelne Priifung notig sind, zu evakuieren. Die
Veranlassung hierzu gab die Erfahrung, daf das Tetanusantitoxin in
Glyzerinkochsalzlosung, wie sie zur Konservierung des Diphtherieanti-
toxins gebraucht wird (vgl. S. 70), in seinem Wertgehalte nicht ab-
solut konstant blieb, und die weitere Erwigung, daB es wenig rationell
ist, zu diesen Priifungsversuchen, die doch nur geringe Mengen Serum
erfordern, relativ grofe abgewogene Mengen Serum vorritig zu halten.
Auch bei der Evakuierung solcher minimalen Mengen Serum hat sich
nun das EmrricHsche Konservierungsverfahren vortrefflich bewéshrt.
Die jetzt im Gebrauch befindlichen Standardserumrohrchen sind mit so
viel Serum (0,004 g eines 43-fachen Serums) gefiillt, daB der Inhalt,
in 17 ccm Kochsalzlosung geldst, in 1 cem 1/, IE. enthilt.

Die so konservierten Gifte und Sera sind nach den bisherigen Er-
fahrungen von einer in praktischer Beziehung unbegrenzten Haltbar-
keit. Tetanusgifte erwiesen sich sogar dann véllig unverindert, wenn
sie einen Monat im Briitschrank bei 37 ¢ C aufbewahrt waren.

Auf Grund der bestehenden Vorschriften wird die amtliche Priifung
des Tetanustoxins in folgender Weise ausgefiihrt:

Man offnet zunfchst in vorsichtiger Weise durch Abfeilen ein
Standardserumréhrchen, fillt auf das in ihm enthaltene Serumpulver,
das vorschriftsmifig in 17 cem Kochsalzlosung gelost werden soll, mit
einer graduierten Pipette znnichst 4 oder 5 ccm Kochsalzlosung ein
und verschlieBt das Rohrchen wieder mit einem abgebrannten Korken.
Wenn sich das Serum unter wiederholtem Umschiitteln vollig geldst
hat, wird die Losung in ein steriles Flischchen abgegossen und das
Rohrchen mit den restierenden 13 bzw. 12 ccm Kochsalzlosung so
griindlich nachgespiilt, daB keine Spuren des Serums in ihm zuriick-
bleiben. Man hat dann in dem Flischchen 17 ccm einer Losung des
Standardserums, die in jedem Kubikzentimeter 1o, IE. enthilt.

Arb. a. d. Staatsinst. f. exp. Ther. u. d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a. M. XIIL. 6
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In ganz entsprechender Weise werden nach Oeffnung eines Toxin-
rohrechens aus dessen Inhalt 27 cem Testgiftlosung (vgl. S. 81) her-
gestellt.

Nunmehr wird das zu priifende Serum — nach vorhergehender
Sterilitatspriifung — dem von der Fabrik angegebenen Titer ent-
sprechend so verdiinnt, daB in 1 Kubikzentimeter der Verdiinnung genan
100 IE. enthalten sein miilte. Wenn dies geschehen ist, erfolgt die
Ansetzung der Gift-Serum-Gemische in vitro. Hierzu sind 2 Reihen zu
je 8 Flidschchen erforderlich. In die Flidschchen der ersten Reihe kommt,
-mit einer Prézisionspipette genau abgemessen, je 1 cem Standardserum-
losung, in die zweite Reihe je 1 ccm der von dem zu priifenden Serum
hergestellten Losung.

Zu jeder Reihe gibt man steigende Dosen Toxin — bei dem jetzigen
Toxin Dosen von 0,8 bis 1,5 — und so viel Kochsalzlosung, daf der Ge-
samtinhalt jedes Flischchens 4 ccm betrigt. Aus praktischen Griinden
wird zweckmiBig zuerst die Kochsalzlosung eingefiillt, dann die Serum-
verdiinnung und zuletzt die Giftlosung. Es enthilt dann
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Die gut verkorkten Flischchen bleiben !/, Stunde bei Zimmer-
temperatur, gegen das Tageslicht durch Deckung mit Blechhiilsen ge-
schiitzt, stehen. '

Nach dieser Zeit werden mit den angesetzten Gemischen 2 Reihen
von je 8 weillen Miusen von vollig gleichem Gewicht (15 g) infiziert,
und zwar erhélt jede Maus 0,4 ccm des einzelnen Gemisches subkutan
unter die Haut des rechten HinterfuBes, also /4 IE. -+ steigende
Dosen (0,08—0,15) Giftlosung.

Die Tiere werden 6 Tage lang beobachtet. An jedem Tag wirt
genau protokolliert, welcher Grad von Tetanus (,,Spur®, ,,deutlich®,
»stark usw., s. Tabelle) feststellbar ist. Bei lingerer Erfahrung kann
man die Grade der Giftwirkung nach dem Grade der Krimmung, die
die am Schwanz hochgehaltenen Miuse zeigen, recht scharf differen-
zieren. Hat das gepriifte Serum den angegebenen Titer, so miissen
die Versuchsresultate in beiden Tierreihen genau zusammenfallen.
Ist es dagegen schwicher, so tritt eine entsprechende Verschiebung
der Ergebnisse ein, aus der man leicht ersehen kann, um wieviel
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das betreffende Serum hinter dem von der Fabrik angegebenen Titer
zuriickbleibt.

Die Tabellen 10 und 11 zeigen den Verlauf zweier in dieser Weise
ausgefithrter Wertbestimmungen.

Tabelle 10.

Wertbemessung des Tetanusserums x am 19. 7.
Von der Fabrik angegebener Wert: 4 IE. in 1 cem.

Standardserum Serum x Standardserum Serum x

Maus 1 | Dosis0,08 | Maus 9 Maus 5 | Dosis 0,12| Maus 13

Spur geringe Spur
leicht Spur
leicht-deutlich leicht
deutlich leicht-deutlich
ziemlich stark deutlich
stark ziemlich stark

Maus 2 | Dosis Maus 10} Maus 6 | Dosis 0,13] Maus 14
? 0 leicht-deutlich Spur
geringe Spur ? dgl. leicht
dgl. geringe Spur deutlich leicht-deutlich
7 dgl. ziemlich stark « deutlich
= o stark ziemlich stark
N 3 T 6 stark

Maus 3 | Dosis 01 | Maus 11§ Maus 7 | Dosis 0,14| Maus 15

geringe Spur 2 leicht-deutlich leicht
dgl. geringe Spur deutlich deutlich
Spur dgl. ziemlich stark ziemlich stark
" Spur stark stark
t5 +5

o Sl Sl

il b lis b

2] 2

7 bkl

Maus 4 | Dosis O»lll Maus 12 § Maus 8 I Dosis 0,15| Maus 16

geringe Spur gerin%e Spur deutlich deutlich
Spur gl. ziemlich stark ziemlich stark
e Spur stark stark
leicht o T 4 T4
> : :

” leicht

SRS ESESESES]

Ergebnis: zugelassen am 26. 7. als ,4-fach®.

Serum x (Tabelle 10) war von der Fabrik als ,4-fach® zur Priifung
gestellt. Es war gemiB den Ausfihrungen auf S. 82 von ihm also
eine 400-fache Verdiinnung hergestellt worden, die bei der Richtigkeit
der Wertangabe in jedem Kubikzentimeter '/, IE. enthalten mufte.
Es zeigte sich, dal diese Verdiinnung den einzelnen Toxindosen gegen-
iiber annihernd genau ebenso wirkte, wie die im Kubikzentimeter
ebenfalls 1/, IE. enthaltende Standardserumldésung. Es war dem-
nach bei diesem Serum der von der Fabrik angegebene Wert in der

Tat vorhanden.
6*
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Tabelle 11.

Wertbemessung des Tetanusserums y am 26. 9.
Von der Fabrik angegebener Wert: 6 IE. in 1 ccm.

Standardserum

Serum y

Standardserum

Serum y

g
.Spur

”
1ei’(’:ht
Maus 4

Spur

Dosi

Maus 3 | Dosis 0,1
geringe Spur
del.

geringe Spur

is 0,09

s 0,08] Maus 9

geringe Spur
Spur

leicht
leicht-deutlich
deutlich

Maus 10

Spur
leicht
leicht-deutlich
deutlich
ziemlich stark
stark

Maus 11

Spur-leicht
leicht-deutlich
deutlich
ziemlich stark
stark

T 6

Dosis (),'lll Maus 12

leicht-deutlich
deutlich
ziemlich stark

Maus 5 Dosis 0,12 Maus 13

Spur
leicht
leicht-deutlich
deutlich

ziemlich stark

Maus 6

leicht
leicht-deutlich
deutlich
ziemlich stark
stark

+ 5.

Dosis 0,13

deutlich -

ziemlich stark
stark
+4

Maus 14

ziemlich stark
stark

T3

Maus 7 | Dosis 0,14| Maus 15

leicht
deutlich
ziemlich stark
dgl.
.*4 5

Maus 8 I Dosis 0,15

deutlich
ziemlich stark
stark

stark
agonel

2%,

Maus 16
f 1

leicht stark +4
b2 T 5 5]

3

Ergebnis: zugelassen am 3. 10. als ,4-fach‘.

Anders war das Ergebnis der Priifung des angeblich ,6-fachen“
Serums y (Tabelle 11). Die 600-fache Verdiinnung dieses Serums wirkte,
wie das Protokoll erkennen 148t, nicht in gleicher Weise wie die Standard-
serumlosung, sondern die Wirkung des Serums y gegeniiber z. B. der
Toxindosis 0,09 entsprach der Wirkung des Standardserums gegeniiber
0,12 Gift, und bei 0,12 Toxin beeinflufte das Serum y das Tier in
gleicher Weise wie das Standardserum bei einer Giftdosis von 0,15.

Durch das Verhiltnis der Giftdosen, bei denen die Wirkung beider
Sera gleich ist, wird auch das Verhiltnis der beiden Serumwerte zu-
einander ausgedriickt. Es verhilt sich also Serum y :Standardserum
wie 0,09:0,12 oder wie 0,12:0,15. Man vermittelt nun durch Um-
rechnung dieser Verhéltniszahlen, wie sich der Wert des gepriiften
Serums zu dem von der Fabrik angegebenen Wert verhilt, dem ent-
sprechend ja das Serum fiir den Priifungsversuch verdiinnt wurde. Es

Die staatliche Priifung der Heilsera und des Tuberkulins. 85

ergibt sich dann fiir unseren Fall, daB das Serum y einem 6-fachen
Serum gegeniiber — als solches wurde es zur Priifung gestellt — einen
rund 4Y,-fachen Wert aufweist, denn es verhdlt sich 0,09:0,12 wie
45:6 und 0,12:0,15 wie 4,8:6. Das Serum y konnte demgemiR
nur als 4-faches Serum zugelassen werden.

Zum Schlusse seien noch die Wertbestimmungsmethoden kurz erwihnt,
die in Amerika, Frankreich und Italien angewendet werden.

In Amerika wird das Tetanusantitoxin nach den Angaben von
Rosenxav und Axperson (158) an Meerschweinchen gepriift. Als Immuni-
tatseinheit (,U“ = Unit) zur Bestimmung des Antitoxins gilt das Zehn-
fache der geringsten Menge Tetanusserum, die gegeniiber der offiziellen
Testdosis des Standardtoxins Meerschweinchen von 350 g 4 Tage am
Leben erhilt. Die Testdosis des Giftes besteht in etwas weniger als
100 todlichen Dosen, d. h. die Mischung von 1/;y U mit 100 tsédlichen
Dosen enthslt gerade genug freies Gift, um das Tier in 4 Tagen zu téten.
Der Wert eines unbekannten Serums wird also indirekt durch das Toxin
gemessen, indem der L;-Wert als Testwert benutzt wird. Zur Priifung
werden Mischungen von steigenden Dosen einer 1000-fachen Antitoxin-
verdiinnung (z. B. 0,001, 0,0015, 0,002, 0,0025, 0,003 ccm) und der Test-
giftdosis, die man zur Bindung 1 Stunde hat bei Zimmertemperatur
stehen lassen, in einer Gesamtfliissigkeitsmenge von 4 cem Meerschweinchen
von 350 g subkutan am Bauch, etwa in Nabelhohe, injiziert. Die Zahl
der im Serum enthaltenen Immunitéitseinheiten ergibt sich aus der Menge
Antitoxin, die das Tier bis zum Ablauf des 4. Tages am Leben erhilt.
1 U entspricht etwa 1/, deutscher Immunitétseinheit.

In Frankreich, wo Tetanussera im Institut Pasteur in Paris und
im Institut bactériologique in Lyon hergestellt werden, spritzt man —
nach einer Mitteilung ArrLoiNes an RoseNau und AxpErsox (158) — einer
Reihe von Meerschweinchen Serummengen ein, die Y5000005 Y/1000000s
'10000000; 100000000 U84 /1000909000 ¢Cm entsprechen. 10—20 Stunden
spater wird diesen Tieren, zugleich mit Kontrolltieren, eine einfach t&d-
liche Dosgis Tetanusgift injiziert. Man bezeichnet den antitoxischen Wert
eines Tetanusserums mit 1/ ,0000 usW., wenn ‘das betreffende Tier die fiir
das Kontrolltier tédliche Toxindosis iiberlebt. Die franzgsischen Sera sind
gewdhnlich 1/;90000-Wertig, sollen jedenfalls nicht unter 1/;.q400-Wertig sein.

In Italien wird — mnach Trzzont (174), mitgeteilt von RoSENATU
und AxpERsON (158) — an Kaninchen gepriift. Als Toxineinheit wird
diejenige Giftmenge benutzt, die ein Kaninchen von 1 kg in 4—5 Tagen
totet. Mischungen dieser Giftdosis mit verschiedenwertigen, mit Koch-
salzlosung hergestellten Antitoxinverdiinnungen werden nach halbstiindiger
Bindung Kaninchen subkutan in den hinteren Schenkelteil eingespritzt.
Der Titer des Serums wird nach der Mischung angegeben, die keine
tetanischen Symptome bei dem betreffenden Tier mehr erkennen laft.

3. Die Priifung des Dysenteriesernms.

DaB an Tieren in sachgemifer Weise gewonnene Ruhrsera den
dysenterischen Krankheitsprozef beim Menschen in spezifischer Weise
beeinflussen, wenn sie frithzeitig in geniigend hohen Dosen angewendet
werden, ist von verschiedenen Klinikern wiederholt berichtet worden.
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Die Wirkung tritt am deutlichsten zutage, wenn es sich um die
schweren toxischen Formen der Bazillenruhr handelt, deren Erreger
der SHIGA-KRUSEsche Bacillus dysenteriae ist. Die heute im Handel
befindlichen Ruhrsera sind entweder allein gegen das wohlcharakterisierte
Gift dieses Ruhrerregers gerichtet, oder sie sind polyvalent, d. h. zur
Immunisierung der Tiere werden auRer dem ein l6sliches Toxin bilden-
den SHiGA-KrUsEschen Bazillus auch Kulturen der sogenannten gift-
armen Ruhrbazillen (Bae. dysenteriae Flexner und Y) verwendet.

Eine den Anforderungen der Praxis geniigende Wertbestimmungs-
methode fiir Dysenteriesera hat demgem#B in erster Linie den anti-
toxischen Wert des Serums gegeniiber SHI1GA-KrUSE-Toxin in exakter
Weise festzustellen. Die Giftstoffe der giftarmen Typen der Ruhr-
erreger sind im Gegensatz zu dem letztgenannten Toxin so gering-
wertig, daB sie sich nicht zuverldssig genug bestimmen lassen.

Auch der Nachweis anderer Immunkérper in Ruhrseris, denen man
vielleicht eine den therapeutischen Effekt mitbedingende Rolle zu-
schreiben konnte, gelingt nicht genau genug, um darauf eine einwand-
freie Priifungsmethode griinden zu konnen. Das gilt sowohl fiir die
Agglutinine, wie fiir die Bakteriotropine (und Opsonine) und fiir die
komplementbindenden Substanzen. Die Bestimmung der letzteren war
von KoLLE, HELLER und DE MESTRAL (81) zur Wertbemessung der
im Ruhrserum angenommenen antiinfektiosen Stoffe in Erwigung ge-
zogen werden. Die Bakteriotropine hierzu heranzuziehen, hatte AvcuE (H)
vorgeschlagen. Nach den Untersuchungen von BACHER und LAuB (7)
ist jedoch die bakteriotrope Wirkung nicht gleichméRig und ein
quantitatives Ansteigen des Bakteriotropingehaltes im Verlauf der
Immunisierung nicht immer festzustellen.

Ueber die beste Methode, in einem Serum die spezifischen SHIGA-
Kruse-Antitoxine zu bestimmen, traten erhebliche Meinungsverschieden-
heiten -auf. Das Meerschweinchen ist als Versuchstier nicht
brauchbar (KoLLE, HELLER, DE MESTRAL, 81). VAILLARD und DOPTER
(177) versuchten die antiinfektiose Kraft ihres Serums in der Weise
zu bestimmen, daB sie die Schutzwirkung des subkutan injizierten
Serums gegeniiber der subkutanen Einverleibung lebender Dysenterie-
kultur an Kaninchen von 2000 g Gewicht ermittelten. MosEgs (122)
priifte den antitoxischen Wert seiner Sera am Kaninchen gegeniiber der
vielfach todlichen Dosis Toxin (0,2). Die Neutralisierung dieser Dosis
gelang im besten Falle noch mit 0,001 antitoxischem Serum. Rein
bazillires Ruhrserum zeigte nur minimalen Schutzwert. Bei kombinierter
Immunisierung (Toxin 4 Bazillen) erreichte er ein Serum, das noch in
einer Dosis von 0,005 schiitzte. Auch KrAaus und DOrr (91) fanden,
daR gegeniiber dem Dysenterietoxin Kaninchen die grofte und gleich-
méBigste Empfindlichkeit beséifien. Sie bestimmen einmal nach EERLICH
durch den Mischungsversuch das Neutralisationsvermogen in vitro, indem
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sie das Toxin-Antitoxin-Gemisch nach dem Durchschiitteln zwecks voll-
stdndiger Bindung 15 Minuten bei Zimmertemperatur stehen lassen
und dann Kaninchen intravenos injizieren. Weiterhin ermitteln sie
das Neutralisationsvermdégen im Organismus, indem sie Toxin und Anti-
toxin gleichzeitig, aber getrennt (je in eine Ohrvene des Kaninchens)
einspritzen. Schlieflich priifen sie noch die Heilwirkung durch In-
jektion des Serums kiirzere oder lingere Zeit nach der Gifteinverleibung,
weil priventiver und kurativer Wert angeblich voneinander unabhiingig
sind. Nach dem Ergebnis dieser Priifung werden im Wiener staat-
lichen Seruminstitut zur therapeutischen Verwendung nur solche
Dysenteriesera zugelassen, die in Dosen von 0,1 ccm Kaninchen von
1000 g bei getrennter intravendser Applikation gegen die einfach tod-
liche Giftdesis schiitzen. ScHOTTELIUS (166) empfahl ebenfalls die
intraventse Einspritzung der Toxin-Antitoxin-Gemische bei Kaninchen,
ebenso neuerdings FUKUHARA (66).

KoLLe, HELLER und DE MESTRAL (81) erhielten bei Nachpriifung
der Angaben von Kraus und DORR nur bei Anwendung des Mischungs-
versuches in vitro einigermafen gleichméRige Ergebnisse an Kaninchen.
Sie empfahlen auf Grund eingehender Versuche, die Priifung der
Dysenteriesera an weiflen Mausen mit Hilfe der Mischungsmethode
vorzunehmen. Es gelang ihnen, durch das Serum auch Miuse, denen
die 4-fache sicher todliche Dosis des Giftes intraperitoneal eingespritzt
war, noch bis zu 6 Stunden nach der Gifteinverleibung am Leben zu
erhalten, wenn das Serum die geniigende Menge von Antitoxinen nach
MaBgabe der Titrierung der Einheiten mittels der Gift-Serum-Mischungs-
methode enthielt. Das Gift (Bouillongift, Waschwassergift, Aggressin-
gift) wurde in mindestens 4-fach todlicher Dosis mit fallenden Mengen
des Serums versetzt, 10 Minuten im Reagenzglas bei Zimmertemperatur
im Kontakt gelassen und dann intraperitoneal eingespritzt.

SHIGA (168, 169) bedient sich zur Wertpriifung seines multivalenten
(durch kombinierte Immunisierung mit 5 Typen des Dysenteriebazillus
gewonnenen) Ruhrserums folgender Methode : die 5-fach todliche Menge
lebender Dysenteriebazillenkultur wird mit absteigenden Serummengen
versetzt und dann M#usen intraperitoneal injiziert. Die Dosis letalis
minima fiir eine Maus von 12—14 g betrigt etwa 0,08 mg virulenter
Dysenteriekultur. Die Erhaltung der Virulenz gelingt gut, wenn die
frisch isolierte Stammkultur sofort im Eisschrank konserviert wird. Zum
Gebrauch wird davon eine Agarkultur angelegt. Von der 24-stiindigen
Kultur wird mit einer genau gemessenen besonderen Platindse eine
bestimmte Menge herausgenommen und in einer bestimmten Menge
Kochsalzlosung aufgeschwemmt, so dal in 1 cem genau 2,0 mg Kultur
enthalten ist. Das Immunserum wird in folgenden Mengen . in Reagenz-
glaschen gefiillt: 0,5, 0,25, 0,1, 0,025, 0,01 und 0,005 ccm. Alle Rohr-
chen werden mit physiologischer Kochsalzlosung auf 1 cem aufgefiillt.
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Dazu kommt je 1 cem Bazillenemulsion. Je 2 (12—14 g schweren)
weifen Méusen wird von dieser Mischuug 0,4 ccm intraperitoneal in-
Jiziert. Das Resultat wird nach 24 Stunden beurteilt (s. auch unten-
stehende Uebersicht).

Physio- Aus der : s
logische Bazillen-  [Mischung Jle d:;tﬁillst(égl‘mg o
Kochsalz-| emulsion |wird inji- j

l6sung ziert Serum | Bazillenmenge

2-fache Ver-J ,g cem 1,0 ccm ?2 mg 8,;% (())’(1)5
diinnung ) y'a5 75 ; 0.4 0,025
0
1}
o5

Dysenterieserum

l 0,4 mg
1 0,4
| 04

4 0,4 0,01 ' | 04 ,
|
|

)

) / 0,4 0,005 0,4
75 ] 0,4 0,0025 0.4
oadsi i , 0.4 0,001 0.4

Von der Beobachtung ausgehend, daf Kaninchen auf das Dysenterie-
gift am besten bei intravendser Injektion reagieren, hat dann SAcHS
(163) die Toxin- Antitoxin - Gemische weifen Miusen intravends ein-
gespritzt und zusammen mit GEORGI (164) eine Priifungsmethode
ausgearbeitet, die sich sehr bewihrt hat. Sie wurde zunichst bei der
Wertbestimmung der groBen Mengen von Ruhrserum angewendet, die
wihrend des Krieges von der Heeresverwaltung an die Lazarette aus-
gegeben wurden, und wird auch jetzt noch zur Priifung aller von den
Serumfabriken eingesandten Dysenteriesera herangezogen.

Als Dysenterietoxine dienen Bouillongifte, die aus zwei- bis
dreiwdchigen Bouillonkulturen des Smica-Kruseschen Ruhrbazillus ge-
wonnen werden. Die Bazillen werden mit Toluol abgetétet. Die
Bouillongifte kommen erst nach langem Lagern unter Toluol zur Ver-
wendung, wenn die Bazillen sich abgesetzt haben und dementsprechend
die Bouillon vollig klar geworden ist. Die unter Toluol aufbewahrten, gut
abgelagerten Gifte bleiben durch mehrere Jahre annihrend gleichwertig.

Die Dysenterietoxine wirken, wie schon KoLLE, HELLER und DE
MESTRAL feststellten, bereits bei intraperitonealer Injektion auf Miuse
recht gleichm#Big. Bei intravendser Einverleibung ist die Wirkung
aber, wie vergleichende Untersuchungen mit verschiedenen Toxinen
ergaben, noch stirker und regelméBiger. Die individuellen Schwankungen
in der Giftempfindlichkeit der einzelnen Tiere treten hier weniger in
Erscheinung wie bei der intraperitonealen Injektion, wenn auf die
Gleichheit des Gewichtes der Miuse streng geachtet wird. Es zeigt
sich darin also ein gleiches Verhalten, wie es Kraus und DORR auch
fir Kaninchen nachwiesen. Die tddliche Dosis ist bei guten Toxinen
so gering, dal unspezifische Wirkungen der Bouillonkultur als aus-
geschaltet gelten konnen. Die Méuse erliegen der Vergiftung bei intra-
venodser Injektion meist am 2. oder 3. Tage, seltener noch am 4. Tage.
Gehen sie schon am 1. Tage ein, so sind dafiir entweder interkurrente

1
0
01
1,
0,
01

diinnung

20-fache Ver- {

Ursachen oder Begiinstigung anderer pathologischer Momente durch -
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die Toxininjektion verantwortlich zu machen. Dem Vergiftungstode
gehen eine starke Reflexerregbarkeit und meist akut einsetzende
Lihmungserscheinungen voraus. Oft sehen die Miuse noch wenige
Stunden vor dem Tode vollig gesund aus.

Das jetzt im Institut verwendete Dysenterietoxin tétet bei intra-
venoser Einspritzung Miuse in der Regel in einer Menge von 0,0125 ccm ;
die sicher todliche Dosis liegt etwas hoher und betrigt 0,015—0,02 ccm.
Als Priifungsdosis wird 0,25 cem einer 3-fachen Verdiinnung
(= 0,0833 ccm Gift) gebraucht, also etwa das 4-fache der einfach tod-
lichen Dosis. '

Bei der Wertbestimmung der Sera werden fallende Mengen
der letzteren, stets im gleichen Fliissigkeitsvolumen (0,25 ccm) enthalten,
mit der Priifungsdosis des Giftes vermischt. Die einzelnen Gemische
werden nach !/,-stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur
weillen Miusen intravends eingespritzt. Der grofite Teil der
neutralisierenden Wirkung ist zwar schon erkennbar, wenn die Gemische
sofort nach ihrer Fertigstellung injiziert werden, es hat sich aber als
zweckmilig erwiesen, der Injektion eine halbstiindige Bindung vorher-
gehen zu lassen. Bei lingerem Stehenlassen der verdiinnten Ldésungen
wiirde man mit einer Abschwichung der Toxinwirkung rechnen miissen.

Vergleichende Untersuchungen ergaben, daf das Neutralisations-
vermogen der einzelnen Serumpridparate gegeniiber verschiedenen Toxin-
l6sungen hinreichend gleich ist. Die geringfiigigen Schwankungen der
Toxizitdt, die zumal bei lingerer Aufbewahrung eintreten kénnen und
fiir die Priifungstechnik immerhin storend sind, lassen sich durch die
Benutzung eines Standardserums ausschalten.

Als Standardserum dient ein durch Immunisierung mit SHIGA-
Kruse-Kulturen an Pferden gewonnenes und nachher getrocknetes
Immunserum, das in Mengen von 0,5 g in Vakuumrohrchen ein-
geschmolzen aufbewahrt wird und in dieser Form sich lange unveréndert
wirksam erhilt. Der Inhalt eines Rohrchens wird unmittelbar vor der
Priifung in 5 cem physiologischer Kochsalzlosung geldst. 0,001 cem
dieser Losung ist imstande, die oben erwihnte Giftmenge zu neutralisieren.

Die Priifung der eingesandten Ruhrsera erfolgt in Parallelreihen
gegeniiber den verschiedenen Verdiinnungen des Standardserums.
2Kontrollmiuse erhalten zur gleichen Zeit intravends die Priifungs-
giftdosis (s. oben) unter Hinzugabe von 0,25 cem Kochsalzlosung. Die
Beobachtungsdauer fiir die Tiere betrigt 6 Tage. Nach Abschluf
dieser Zeit erfolgt die Beurteilung des Serumwertes mit der Maflgabe,
daB als ,1-faches“ Ruhrserum solche Priparate bezeichnet werden, bei
denen unter Vergleich mit dem Standardserum Mengen bis zu 0,001 ccm
lebensrettend wirken, als ,2-fach“ solche, wo sich noch 0,0005 cem als
wirksam erweist, usw. Sera, bei denen 0,001 ccm unwirksam ist,
werden als nicht vollwertig zuriickgewiesen.
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Nachstehend ist zur Exlauterunﬂ des Gesagten ein Priifungs-
protokoll wiedergegeben.

Tabelle 12.
Wertbestimmung des Dysenterieserums x am 10. 9. 1920.
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Das Serum wurde am 17. 9. als ,2-fach“ zugelassen.

Fiir die Un schadllchkeltsprufung gelten beim Dysenterie-
serum natiirlich die gleichen Gesichtspunkte, die friiher (S. 33) dar-
gelegt sind.

Ueber die Nachprifung dilterer Dysenteriesera sind bisher
amtliche Bestimmungen noch nicht erlassen.

4. Die Priifung des Meningokokkenserums.

Bei dem Meningokokkenserum, dessen spezifische Wirkungen bei
frithzeitiger und besonders intralumbaler Anwendung heute unbestritten
sind, das nach dem Urteil NEUFELDs sogar nach dem Diphtherieserum
als das erfolgreichste aller Heilsera gelten muB, ist die Aufstellung
einer einwandfreien Wertbest1mmungsmethode mit groBen Schwierig-
keiten verkniipft.

In der ersten Zeit nach der Herstellung des Serums versuchte
man die antiinfektiose Wirkung im Tierversuch festzustellen
‘und als MaBstab der Wertigkeit heranzuziehen. RuUPPEL (161) und
JOCHMANN (72) glaubten auf diesem Wege zu brauchbaren Ergebnissen
zu kommen, ihre Angaben fanden aber keine Bestitigung. Die Viru-
lenz der Meningokokkenstimme fiir unsere gewdhnlichen Versuchstiere
ist so gering und auBerdem so schwankend, da8 sich der direkte Heil-
versuch am Tier mit lebenden Kulturen zu einer exakten Wertpriifung
des Serums nicht verwerten liBt. KoLLEe und WASSERMANN, FLEXNER,
NEeurELD, KrRAUS und DORR sowie BOEENCKE kamen ubelelnstlmmend
zur AblehnumT eines solchen Verfahrens.
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GroBere Aussicht fiir eine erfolgreiche Titrierung des Meningo-
kokkenserums im Tierversuch schien zunichst die von Kgraus und
DOrr (91), WassErMANN und LeucHs (185) sowie von Kraus und
BicHER (89) vorgeschlagene, auch von FLEXNER (62, 63, 64) und von
DoPrTER (48) bestitigte Moglichkeit der Prifung der giftneutrali-
sierenden Wirkung zu bieten. Die zu diesen Priifungen be-
ndtigten Giftlosungen werden entweder durch Abschwemmen des
24-stiindigen Kulturrasens von Kolle-Schalen, die mit verschiedenen
Meningokokkenstimmen besit waren, mit je b cecm sterilen destillierten
Wassers gewonnen (WAssERMANN und LevucHS) oder durch Ab-
schwemmen 48-stiindiger Kulturen mit 10 ccm /;,-Normalsodalésung
(KrAus und BACHER). Nach 48-stiindigem Schiitteln bei Zimmer-
temperatur und Zusatz von 0,5°, Phenol wird scharf zentrifugiert.
Der klare, schwach gelbliche Abguf wird als Gift verwendet. Man
kann entsprechende Toxine auch aus toluolversetzten, durch Berkefeld-
kerzen filtrierten Kochsalzaufschwemmungen oder filtrierten Bouillon-
kulturen der Meningokokken herstellen (FLEXNER). Derartige Gifte
sollen in Mengen von 0,1—0,3 cem bei Meerschweinchen von 150 g
innerhalb 24 Stunden tddlich wirken. Bei der Priifung werden fallende
Mengen des Serums mit der mehrfach tdédlichen Dosis der stets frisch
bereiteten Giftlosung gemischt und nach 1/,-stiindiger Bindung den
Tieren intraperitoneal injiziert.

Es zeigte sich aber bei Nachpriifungen dieser Angaben, daf die
iftbildung der einzelnen Meningokokkenstimme auBerordentlich ver-
schieden ist und dafl man nur selten Gifte von solchen Werten gewinnen
kann. Abgesehen davon, schwanken aber auch die Extrakte in ihrer
Giftwirkung héufig so stark, dal schon bei der Gifteinverleibung allein
die Versuchsreihen nicht euntsprechend den quantitativen Verhiltnissen
ausfallen, noch weniger aber bei der Injektion der Gift-Serum-Gemische.
Die Toxine sind so labil, daB sie sich schon in wenigen Tagen — be-
sonders bei Karbolzusatz — oft sehr erheblich abschwichen. Die Ge-
winnung eines einigermafen konstanten Testtoxins, das fiir prifungs-
technische Zwecke brauchbar wére, ist also nicht moéglich. Die Priifung
der Toxine an Méausen und Kaninchen ergab iibrigens die gleichen un-
befriedigenden Resultate wie bei den Meerschweinchen (BOEHNCKE).

KruMBEIN und DierL (96) verwendeten, da sie die Kokken-
extrakte fiir Wertbestimmungsversuche als ungeeignet befanden, an
deren Stelle sterilisierte Emulsionen der Meningokokken und behaup-
teten, ‘dal sich die letzteren bis zu 3 Monaten unverindert toxisch er-
hielten. Auch diese Modifikation der Priifung der Giftneutralisation im
Tierversuch ist nach BoeENCKEs (29) Versuchen unbrauchbar. Wir
verfiigen zurzeit iber kein Verfahren, das uns durch
denTierversuch zuverldssige Anhaltspunkte fiir die Be-
stimmung des Heilwertes eines Meningokokkenserums
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bieten konnte. Die ausschliefliche Ermittlung des giftneutrali-
sierenden Wertes wiirde auch, wie BOEENCKE betont, giinstigsten Falles
nur eine bestimmte Quote der Serumwirkung feststellen, die nach An-
sicht der meisten Autoren fiir den Heileffekt nicht einmal von be-
sonderer Bedeutung sein diirfte, denn die toxischen Erscheinungen spielen
im Krankheitsbild der Meningokokken- Allgemeininfektion keineswegs eine
so wichtige Rolle, wie z. B. beim Tetanus oder bei der Diphtherie.

Von den Reagenzglasmethoden, die fiir die Priifung des Meningo-
kokkenserums empfohlen wurden, sei zunichst erwiihnt, daR aus dem
Ausfall der Agglutinationsreaktion nach fast einstimmigem Urteil
keine bindenden Schliisse auf den Schutz- oder Heilwert des Serums ge-
zogen werden konnen, weil letzterer dem Agglutinationsvermégen keines-
wegs parallel geht und zudem die Agglutinabilitit der einzelnen Meningo-
kokkenstimme in weiten Grenzen schwankt (vgl. BLUMENTHAL, 263).
Manche Sera zeigen, wenn die Priifungen nach Jahresfrist wiederholt
werden, eine starke Abnahme der Agglutinine, obwohl die komplement-
bindenden und bakteriotropen Immunkérper annihernd erhalten blieben
und demnach nach unseren jetzigen Anschauungen eine wesentliche Ab-
schwichung des Heilwertes nicht anzunehmen ist (BOEHNCKE, 29). Auch
die Bewertung der Meningokokkensera nach ihrem Gehalt an bak-
teriziden Ambozeptoren kommt nicht in Frage, weil nach den
Untersuchungen von NEUFELD (127), KrAus und BAicHER (89), FLEXNER
und JoBLING (65), BoEENCKE (30) nennenswerte bakteriolytische Wir-
kungen dem Serum, auch in Verwendung mit Komplement oder frischem
Peritonealexsudat von Meerschweinchen, nicht innewohnen.

Die Frage, inwieweit iiber den Heilwert des Meningokokkenserums
die von KorLLE und WASSERMANN (86, 87) empfohlene Bestim-
mung der komplementbindenden Antikdérper gegeniiber
einem spezifischen Antigen brauchbare Aufschliisse gibt, ist Gegenstand
zahlreicher Untersuchungen gewesen. Aus den Arbeiten von NEvU-
FELD (127), Kraus und DORR (91), BAcHER und HACHLA (6), WASSER-
MANN und LEvucHs (185), FLEXNER und JOBLING (65), JOCHMANN (72),
OnAxA (138), CoromBo (40), BOEENCKE (29, 30), BLUMENTHAL (262) u. a.
geht hervor, daf die Komplementbindungsmethode jedenfalls bei Ver-
gleichsprifungen fiir die Praxis hinreichend gleichm#Rige Resultate
ergibt und grundsétzlich bei einer amtlichen Priifung verwertbar ist.

Die frither vielfach vertretene Anschauung, daB die BorDETschen
komplementbindenden Antikérper mit den bakteriziden Ambozeptoren
identisch seien, ist spiter als irrig erkannt worden. Diese Stoffe
konnen ebensowenig wie die Aggulutinine als Heilstoffe angesehen
werden, aber ihre Menge steigt, wie ONAKA (138) und BOEHNCKE (29)
iibereinstimmend feststellten, im Immunserum im Verlaufe der Immuni-
sierung der Serumtiere stindig an, und ihre Spezifitit 148t sich gerade
im Meningokokkenserum besonders deutlich nachweisen. Es besteht also
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zum mindesten die Wahrscheinlichkeit, daf von den noch unbekannten,
therapeutisch wirksamen Stoffen doch die einen oder anderen durch die
Titrierung der komplementbindenden Antikorper mitbestimmt werden.

Die Priifung mit Hilfe des Komplementbindungsverfahrens ist jetzt
neben der spiter zu besprechenden Bestimmung der Bakteriotropie fiir
die amtliche Werthemessung des Meningokokkenserums vorgeschrieben.

Die Priifung muB im Vergleich zu einem Standardserum er-
folgen. Bei der Konservierung der Sera, die zu Standardzwecken Ver-
wendung finden sollen, ist zu beachten, daB in fliissigen, mit Karbol
versetzten Seren der Gehalt an komplementbindenden Stoffen unter
Umsténden bald erheblich zurtickgeht (KRUMBEIN und SCHATILOFF, 97 ;
BoenNCKE, 29). Die beste Konservierung gewihrleistet auch hier,
wie bei den frither besprochenen Standardserumpriparaten, die
Enrricusche Vakuummethode (vgl. S. 45), die den Anfangstiter des
Serums lange Zeit unvermindert erhélt. ;

Das fiir den Komplementbindungsversuch benétigte spezifische
Antigen l4Rt sich in verschiedener Form gewinnen. KorLLE und
WaSSERMANN (86, 87) benutzten Schiittelextrakte aus Meningo-
kokkenkulturen, spiter empfahlen KoLLE und seine Mitarbeiter Krum-
BEIN, SCHATILOFF und DIEHL jedesmal frisch hergestellte Meningo-
kokkenaufschwemmungen. Fiir die staatliche Priifung, bei der es auf
einen lange Zeit unverinderlichen Gehalt des Antigens an spezifischen
Substanzen ankommt, sind Kokkenemulsionen unbrauchbar, weil bei
ihrer Aufbewahrung die autolytischen Vorginge eine stindig fort-
schreitende Abschwichung zur Folge haben. Bei der Verwendung von
Extrakten hat man mit spiteren erheblichen Abschwichungen nicht in
dem MaBe zu rechnen. Die von WASSERMANN und LrvucHS (18b)
hergestellten karbolisierten Schiittelextrakte schwichten sich nur in den
ersten Wochen ab, hielten sich dann aber nach einer Ablagerung von
mehreren Monaten lange Zeit unverdndert wirksam.

BoEHNCKE (29) empfiehlt fir die Herstellung eines polyvalenten
Meningokokkenextraktes in Anlehnung an die frither von WASSERMANN
und LEvcHs gegebene Vorschrift folgendes Verfahren: Mehrere KoLLE-

-sche Agarflaschen werden mit je einem Meningokokkenstamm (ver-

schiedene Laboratoriumskulturen und frisch aus dem Koérper geziichtete
Stimme moglichst gemischt) beimpft und nach 36—40-stiindigem Ver-
weilen im Brutschrank bei 37 ° mit je 10—15 ccm 37° warmen, sterilen,
destillierten Wassers, entsprechend der Stirke des Bakterienrasens, ab-
geschwemmt. Die Mischung dieser Aufschwemmungen wird 30 Stunden im
Schiittelapparat bei Zimmertemperatur geschiittelt, dann bis zu vélliger
Klarheit zentrifugiert und nach probeweiser Einstellung unter einer
Toluolschicht in dunkler Flasche mit Paraffin- Gummiverschluf mindestens
3 Monate im Eisschrank aufbewahrt. Nach dieser Ablagerung wird der
Extrakt genau eingestellt und in kleinen Quantititen in dicht iiber der




94 ' R. Otto und H. Hetsch,

Flissigkeitskuppe abgeschmolzenen Glasrohrchen auf Eis oder besser
noch eingefroren konserviert.

Gegenwirtig werden im Institut fiir experimentelle Therapie in
Frankfurt a. M. bei der staatlichen Priifung der Meningokokkensera
polyvalente Antiforminextrakte aus Meningokokkenkulturen
verwendet. Sie werden aus den in der oben geschilderten Weise ge-
wonnenen Abschwemmungen von den KorLLeschen Schalen derart her-
gestellt, dal je 500 ccm der Abschwemmung mit 15 cem Antiformin
und 40 ccm Aqua destillata gemischt werden. Diese Mischung wird
dann im Wasserbade °/, Stunden lang auf 40° C erhitzt, mit 5-proz.
Schwefelsdure und 5-proz. Natriumsulfit (zur Entfernung des iiberschiissi-
gen Chlors) neutralisiert und mit Toluol iiberschichtet. Wenn der Ex-
trakt stark getriibt ist, wird er zentrifugiert, von dem Bodensatz in
eine neue Flasche abgegossen und erneut mit Toluol tiberschichtet. Auch
dieser Extrakt hilt sich, wenn er abgelagert ist, mehrere Jahre unverin-
dert wirksam. Er wird in dunklen Flaschen im Eisschrank aufbewahrt.

Ueber die Technik des Komplementhindungsversuches
bei der Priifung der Meningokokkensera ist Folgendes zu sagen:

Vor jeder Prifung wird zunichst der Ambozeptor (Hammelblut-
kaninchenserum) in der Weise eingestellt, wie es das in Tabelle 13
wiedergegebene Versuchsprotokoll zeigt. Nach dem Ergebnis dieses
Versuchs wird beim Hauptversuch als Gebrauchsdosis diejenige Ambo-
zeptorlosung verwendet, die 2Y,—3-fach konzentrierter ist, als die
stirkste hier nach 20 Minuten noch komplett losende Verdiinnung.

Da im Hauptversuch stets 0,5 ccm Ambozeptorlosung zur Ver-
wendung kommt, muf der im Vorversuch ermittelte Grenzwert notigen-
falls auf diese Fliissigkeitsmenge umgerechnet werden. In unserem
Versuchsprotokoll 16ste nach 20 Minuten noch 0,5 ccin der 1000-fachen
Verdiinnung. Es war demgemil im Hauptversuch 0,5 ccm einer 350-
fachen Verdiinnung anzuwenden.

Tabelle 13.
Ambozeptor-Einstellung.
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Tabelle 14.

Priifung des Meningokokkenserums x im Komplementbindungsversuch.
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Es werden dann gleiche, fallende Mengen (0,1 bis 0,000625 ccm)
einerseits des Standardserums und andererseits des zu prﬁfendeﬁ
Serums mit 0,2 cem Extrakt und 0,2 ccem Komplement (4-fach ver-
diinntem Meerschweinchenserum) gemischt und mit physiologischer Koch-
salzlosung . aufgefiillt, bis der Inhalt jeden Rohrchens 0,9 cem betriigt.

Als Kontrollen werden angesetzt die doppelte und die einfache
Extraktdosis ohne Serum (Réhrchen 9 und 10), ferner die gleichen
fallenden Serummengen ohne Extrakt (Rohrchen 11—18) und die Kom-
plementdosis allein (Rohrchen 1]\9)

Nach 1-stiindigem Verweilen im 37° Briitschrank wird jedem Rohr-
chen 1,0 cem des himolytischen Systems [=0,5 cem 5-proz. Hammel-
blutkdrperchenaufschwemmung + 0,5 cem der errechneten Ambozeptor-
l6sung (s. oben)] zugefiigt und gut durchgeschiittelt. |

Das Ergebnis des Gesamtversuches wird abgelesen, sobald in den
Kontrollréhrchen (Réhrchen 9—19) vollige Himolyse eingetreten ist.
Wenn die Meningokokkensera Eigenhemmung zeigen, so liBt sich diese
leicht durch kurzes Erwirmen auf 55° C ausschalten.

Die amtliche Priifungsvorschrift verlangt, daf der Komplement-
bindungsversuch mindestens einen Titer des Serums von 1:100 er-
geben soll.

Da, wie bereits erwihnt, die Komplementbindungsreaktion allein
sichere Schliisse auf den Wert eines Meningokokkenserums nicht zulift,
mufl sie bei der staatlichen Priifung durch ein weiteres Verfahren er-
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génzt werden. Als solches kommt die Bestimmung des Gehaltes
an bakteriotropen Substanzen in Frage.

Schon JocuMANN (72) hat den Nachweis geliefert, daf im Meningo-
kokkenserum neben antitoxischen Stoffen und bakteriziden Ambozeptoren
auch phagozytosebefordernde Substanzen enthalten sind. NEUFELD
(127, 128) hat dann unter Anlehnung an eine von DENYS und LECLEF
(43) fiir das Streptokokkenserum angegebene und von MEUNES (119)
auch beim Pneumokokkenserum mit Erfolg angewandte Methode ein
Verfahren zur Austitrierung der bakteriotropen Stoffe des Meningo-
kokkenserums im Reagenzglas ausgearbeitet. Seine Methode gestaltet
sich so, daB abgestufte Immunserummengen, in vitro mit Meningo-
kokken und Leukozyten gemischt, eine gewisse Zeit bei 37° gehalten
werden und in dem alsdann angefertigten, gefirbten Ausstrichpriparat
unter dem Mikroskop die unterste Serumverdiinnung festgestellt wird,
bei welcher — gegeniiber Kontrollen ohne Immunserumzusatz — eine
spezifische Anregung der Phagozytose deutlich erkennbar ist. JocH-
MANN (72) hat auf diese NEUFELDsche Methode als sehr beachtenswert

hingewiesen. FLEXNER und JoBLING (65) benutzten die Wertbestimmung -

des Meningokokkenserums nach dem Tropingehalt ausschlieBlich und an-
geblich mit sicherem Erfolg. Auch KrAus und BACHER (89), desgleichen
BicueEr und HacurA (6) haben bei ihren Nachpriifungen die Methode
brauchbar befunden und sie als Priifungsverfahren fiir das Meningo-
kokkenserum — eventuell neben dem Nachweis der giftneutralisierenden
Substanzen des Serums — empfohlen. Endlich haben auch BLUMEN-

THAL (26a) und ONAKA (138) der Verwendung der Tropinmethode als Hilfs-

verfahren zur Werthemessung des Meningokokkenserums zugestimmt,

Die im folgenden geschilderte Technik der Bakteriotropin-
bestimmung schlieft sich eng an die von NEUFELD (127, 128) aus-
gearbeitete Methodik an unter Beriicksichtigung einiger von BOEHNCKE
(29, 30) angegebener Abinderungen, die nach mehrjihriger Erfahrung
die Resultate des bakteriotropen Reagenzglasversuches noch gleich-
méfiger gestalten. 1

Die zu den Versuchen bendtigten Leukozyten werden von mittel-
grofien Meerschweinchen (von 300—350 g Gewicht) gewonnen, denen
man eine kurz “vor der Verwendung iiber der Flamme einmal auf-
gekochte und dann auf Korpertemperatur abgekiihlte Mischung von
10 cem Bouillon und etwa 0,5 g Aleuronat intraperitoneal injiziert.
Fiir die gleichzeitige Priifung von 5—6 Seren gebraucht man 2—3
Meerschweinchen. Die Tiere werden 20—24 Stunden nach der In-
jektion in vorsichtiger Weise (um Blutungen zu verhiiten) durch
Nackenschlag oder Chloroform getdtet. Man erdffnet dann die Peri-
tonealhohle und wischt sie mehrfach mit 4—8 (i. g. etwa 50) ccm
10 %, Natrium citricum enthaltender, korperwarmer physiologischer
Kochsalzlosung aus, indem man durch Reiben und Umriihren mit der
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Pipette das an den Darmschlingen und am Netz haftende, oft zihe Ex-
sudat abspiilt. Die gesammelte Waschfliissigkeit wird nach Entfernung
etwaiger groberer Aleuronatpartikel und Fibrinflocken in Zentrifugen-
gliser abgegossen. Nun wird vorsichtig mit geringer Umdrehungszahl
3—4 Minuten lang =zentrifugiert, abgegossen, die dem Glase an-
haftende Fliissigkeit mit FlieRpapier abgesogen, der Bodensatz in frischer
Kochsalzlosung aufgewirbelt, nochmals zentrifugiert und abgegossen.

Durch zu langes und zu starkes Zentrifugieren konnen die Leuko-
zyten vollig unbrauchbar werden. Wenn eine zu starke Kompression
der Zellen vermieden werden soll, darf die iiberstehende Fliissigkeit
noch nicht ganz klar sein. Von der geeigneten Beschaffenheit der
Leukozyten iiberzeugt man sich durch ein ungefirbtes Pridparat: man
sieht zwar keine Bewegungen an den Zellen, doch soll ihre Mehrzahl
ganz feine, filiforme Ausliufer, manche auch plumpe Pseudopodien
zeigen.

Von den restierenden Leukozyten wird in 37° warmer Kochsalz-
16sung eine Aufschwemmung hergestellt, die in ihrer Konsistenz einer
!/s-proz. Lecithinemulsion entspricht (MEYER). Letztere kann man sich,
mit 0,5°/, Phenol versetzt, einige Zeit zum Vergleich vorritig halten.

Die Bakterienaufschwemmung stellt man her, indem man
auf gewthnlichem (eventuell mit Chapoteau-Pepton hergestellten) Agar
gut gewachsene Schrigagarkulturen je mit einer Mischung von 0,5 ccm
Bouillon und 0,5 ccm Kochsalzlosung abschwemmt und sorgfiltig —
unter Vermeidung sichtbarer Kliimpchen — emulsioniert. Sie soll so
dicht sein, daB sie in ihrem Awussehen einer Bouillon gleicht, in der
auf 3 ccm 0,2 g Aleuronat aufgeschiittelt ist.

Kulturen von ungeeignetem - Agar ergeben Kokken, die nach
11/,—2-stiindigem Stehen in den Reagenzglischen schon an den frei-
gelegenen, besonders aber an den von Phagozyten aufgenommenen
Exemplaren so stark Degeneration, Verlust der Firbbarkeit und Ver-
klumpung zeigen, daB die Deutlichkeit der Priparate darunter erheblich
leidet. Auf gutem Agar gewachsene Meningokokken miissen nach Ab-
lauf der angegebenen Zeit in ihrer Mehrzahl, sowohl intrazelluldr wie
extrazellulir (soweit nicht Agglutination eingetreten ist), einzeln liegen
und distinkt, wenn auch zum Teil nur schwach, gefirbt sein. Auf
dieses Verhalten ist besonders zu achten und notigenfalls ein anderer
Stamm oder ein anderer N#hrboden zu versuchen. Meningokokken-
stimme, bei denen eine Neigung zur Spontanphagozytose
durch normale Sera entweder schon priméir besteht oder bei
weiterer Fortziichtung sich einstellt, sind auszuschalten.

Fiir die Versuchstechnik ist es von besonderer Wichtigkeit, das
optimale Verhéltnis zwischen Bakterien- und Leukozytenmenge zu
treffen. Durch Zusatz allzuvieler Bakterien kann die Phagozytose
schlieflich behindert werden. Eventuell werden, je nach dem Wachs-

Arb. a. d. Staatsinst. f. exp. Ther u. d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a. M. XIII, 7
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tum der Kulturen, kleine Abweichungen von dem angegebenen Mengen-
verhiiltnis zweckmifBig sein (NEUFELD).

Nun wird in kleine (15 e¢m hohe, 6 mm weite), auf niedrigen
Gestellen aufgestellte Reagenzrohrchen je 0,1 cem abgestufter Serum-
verdiinnungen (10-, 25-, 50-, 100-, 200-, 400-, 800- und 1600-fach), ferner
in ein Kontrollrohrchen 0,1 cem physiologischer Kochsalzlosung, in ein
zweites Kontrollrohrchen 0,1 cem 10-facher Normalserumverdiinnung
eingefiillt. Dem Inhalt jedes Rohrchens wird — aus ein und der-
selben Tropfpipette fir alle gleichzeitig angesetzten Tropinversuche
— 1 Tropfen der Bakterienaufschwemmung zugesetzt. Nach 3/.-stiin-
digem Sensibilisieren der Bakterien fiigt man jedem Rohrchen 2 Tropfen
der Leukozytenaufschwemmung zu, schiittelt gut durch und setzt die
Gestelle fiir weitere 3/, Stunden in den 37 °-Briitschrank. In der ersten
Viertelstunde wird das Reagenzglasgestell zweckmiBig noch 2—3mal
kurz durchgeschiittelt. Nach Ablauf der %, Stunden haben sich die
Leukozyten als fester Niederschlag am Boden der Gldschen abgesetzt.
Man gieBt dann die iiberstehende Fliissigkeit in ein mit Sublimatlésung
gefiilltes GefiR ab, stellt die Glischen umgekehrt auf das zuvor mit
einer dicken FlieRpapierschicht bedeckte Reagenzglasgestell zurtick und
fertigt schlieBlich vom Bodensatz der Rohrchen, den man mit der
Platindse entnimmt und gleichmifig, ohne stirkeren Druck auszuiiben,
verteilt, je 2 Ausstrichpriparate an. Letztere werden mit Alkohol-
Aether aa fixiert und mit verdiinnter MANsoNscher Methylenblaulésung
gefirbt. Das Versuchsresultat ergibt sich aus den bei sorgfiltiger

Durchmusterung der Priparate festgestellten graduellen Abstufungen.

der Phagozytose, wie dies das in Tabelle 15 wiedergegebene Protokoll
zeigt.
Tabelle 15.
Priifung des Meningokokkenserums x im Phagozytoseversuch.

Phagozytose bei:

Rohrchen
Nr. Standard-

serum

10-fach. Verd. + 44 + 4+

25-fach. 4+ +++

50-fach. ,, + 4 ++
100 fach.
200-fach. ,,
400-fach.
800-fach.

Serum x

II [N NN

0,000125 i
0,0000626  ,, 1600-fach.

Kon- | Normalserum: 01 cem 10-fach: Verd.
trollen| Kochsalzlosung O 1 cem

1
2
3
4
5
6 0 00025
7
8
9
0

1

Gebriuchlich sind folgende Bezeichnungen:

-+ == sehr starke Phagozytose: die Leukozyten meist plall mit
Kokken gefiillt, nur ausnahmsweise freiliegende Kokken;
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- = starke Phagozytose: in den Leukozyten meist zahlreiche
aber nicht mehr so gedringt liegende Kokken; auBerhalb Kokken in spar-
licher Zahl;

+ = deutliche Phagozytose: die Leukozyten beherbergen in der grofen
Mehrzahl noch mehrere Kokken; daneben schon zahlreiche Kokken auflerhalb;

— in der Mehrzahl der Leukozyten noch vereinzelte Kokken, die
groBere Zahl der letzteren liegt auferhalb;

F = in der Minderzahl der Leukozyten noch vereinzelte Kokken,
bei weitem die groBe Mehrzahl der Kokken liegt aulerhalb der Frefzellen;

0 = keine Phagozytose.

Der Gehalt der Meningokokkensera an Bakteriotropinen geht, wie
die jetzt H-jihrigen Erfahrungen bei der staatlichen Wertbemessung
gezeigt haben, dem Komplementbindungstiter im allgemeinen ziemlich
parallel. Allerdings kommt die Bestimmung der Bakteriotropine in
ihrer jetzigen Methodik den iibrigen, bei der staatlichen Wertbemessung,
der Sera angewendeten Priifungsverfahren an Sicherheit und Regel-
m#Bigkeit ihrer Ergebnisse nicht gleich (vgl. S. 58).

Die amtliche Priifungsvorschrift vom 13. November 1915 betont,
daB die in ihr angeordneten Untersuchungsmethoden priifungstechnisch
als vorlaufige zu betrachten sind und spéterhin unter Zugrunde-
legung der inzwischen gesammelten Erfahrungen einer Ueberpriifung
unterzogen werden sollen. Sie setzt als Mindestanforderung an
ein zum Verkehr zuzulassendes Meningokokkenserum einen Kom-
plementbindungstiter von 1:100 und einen bakteriotropen
Titer von 1:1000 fest. Ob das zu priifende Serum diesen An-
forderungen entspricht, wird, wie schon erwihnt, durch Vergleich
mit dem zu diesem Titer angenommenen Standardserum der staatlichen
Priifungsstelle ermittelt. Erreicht einer der beiden Titer nicht den
Mindestwert, so wird ohne Riicksicht auf die Hohe des anderen Titers
das Serum zuriickgewiesen. Ein Meningokokkenserum, das die beiden
Mindesttiter aufweist, heilt ein ,einfaches oder Normalheilserum®. Als
2-faches, 4-faches usw. Serum wird ein Meningokokkenserum mit dem
2-, 4- usw. fachen Wertgehalt des Standardserums bezeichnet.

Ueber die Unschéidlichkeitspriifung und die Bestimmung
des EiweiRgehaltes gelten die schon mehrfach erwihnten allgemeinen
Bestimmungen (siehe S. 33).

Eine Nachpriifung der Meningokokkensera findet bis auf weiteres
nach Ablauf eines Jahres seit der letzten Priifung statt. Ein Riick-
gang der Titer bis zu 25/, bleibt dabei unbeanstandet. Sera, deren
erste Priiffung 3 Jahre zuriickliegt, unterliegen der Einziehung.

5. Die Priifung des Antistreptokokkenserums.

Die Chemische Fabrik auf Aktien (vorm. E. Schering) in Berlin
stellt nach den Angaben von AronsoN (1) ein Antistreptokokken-
serum her, das der staatlichen Priifung unterstellt ist. Als MaBstab bei

7*
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der Wertbemessung dieses Serums dient ein Standardserum mit dem
konventionell angenommenen Titer von 20 AroNsoNschen IE. (Als
Normalserum bezeichnet ARONSON ein Serum, von dem 0,01 cem
eine Maus gegen die 10-fach tddliche Minimaldosis hochvirulenter
Streptokokkenbouillonkultur schiitzt. 1 Kubikzentimeter dieses Serums
enthélt 1 IE.)

Zur Herstellung dieses Antistreptokokkenserums werden zwei ver-
schiedene Arten von Streptokokken benutzt, einmal solche von héchster,
durch Tierpassagen gesteigerter Virulenz, und zweitens solche, welche
direkt vom Menschen geziichtet sind und nicht tierpathogen zu sein
brauchen. Infolgedessen enthilt auch das resulticrende Serum zwei
verschiedene Quoten wirksamer Substanzen, die den beiden Arten der
angewandten Streptokokkenstimme entsprechen. Von diesen 148t sich
natiirlich bei der Priifung nur die erste, im Tierversuch wirksame Quote
messen, wihrend die GleichméBigkeit der zweiten nur durch die von
der Fabrik benutzte Darstellungsmethode garantiert wird.

Die Wertbemessung des Serums geschieht nach den Vorschligen
von ARONSON in folgender Weise:

Es werden 2 Versuchsreihen angesetzt. In beiden Reihen erhalten
je T weiBe Miuse subkutan steigende Dosen (je 1 cecm 6000-, 5000-,
4000-, 3000-, 2000-, 1000- und 500 - facher Verdiinnung) Standard-
serum und je 7 weitere Miuse entsprechend gleiche Mengen von
dem zu priifenden Antistreptokokkenserum. 24 Stunden nach der
Seruminjektion werden die 14 Miuse der I. Reihe und 2 Kontroll-
méuse mit /595000 (= 0,5 cem 50 000-facher Verdiinnung), die 14 Miuse
der II Reihe und ebenfalls 2 Kontrollméiuse mit /10 000 CCm (= 0,5 cem
5000-facher Verdiinnung) einer 24-stiindigen virulenten Streptokokken-
bouillonkultur intraperitoneal infiziert. Die Virulenz der Kultur soll
so hoch sein, daf alle Kontrollméuse innerhalb 48 Stunden zugrunde
gehen. Die Tiere sind nach der Kulturinjektion 4 Tage lang zu be-
obachten.

Die Ausfiihrung von zwei Doppelreihen ist einmal notig, weil sich
gezeigt hat, daf die Streptokokkensera bei Anwendung verschieden
starker Infektionen oft ungleichméfig wirken und daher eine genaue
Wertbemessung meist nur bei einer bestimmten Infektionsdosis mog-
lich ist, und andererseits, weil die Kulturen héufig starke Virulenz-
schwankungen aufweisen.

Wie die langjéhrige praktische Erfahrung gezeigt hat, 148t sich nach
diesem Verfahren in der Tat die Wertbemessung eines Antistreptokokken-
serums mit hinreichender Genauigkeit durchfiihren. Die zur Priifung
eingesandten Antistreptokokkensera diirfen dem Standardserum in ihrer
Wirkung nicht nachstehen, miissen also ebenfalls mindestens 20-fach
sein. Das in Tabelle 16 nachstehend wiedergegebene Protokoll zeigt
den Verlauf einer solchen Priifung.
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Tabelle 16.
Wertbemessung des Antistreptokokkenserums x.

Reihe I Reihe II
infiziert am infiziert am
6. 7 mit */,9000 com Kultur|6. 7. mit /,;,,, cem Kultur

Am 5. 7.
1 cecm
Serum-

Verhalten
der Tiere

verdiinnung :

au Standard-

serum

|
[

Serum x

Standard-
serum

Serum x

1/6000

ety

Maus 1
krank

t 2.

Maus 8
?

krz;,nk
T 3.

Maus 15
krank

2.

Maus 22
krank

2.

1/5000

NN

Maus 2
9

krank
+ 3.

Maus 9
0

Maus 16
krank

+2.

Maus 23
krank

2.

NSNS

Maus 3

Maus 17
0

krank
+ 3.

Maus 24
0

krank
i3

St

Maus 18
0

2
krank

+ 4.

Maus 25
0

Maus 19
0

S

Slslsinl

Maus 13

S PSESEN

Maus 14
0

0
0
0

Kontrollen

Tl
Sl

Maus 29
krank
o

Maus 30
krank
+ 2.

Maus 31
krank

T 2.

Das Serum wurde am 11. 7. als vollwertig zugelassen.

6. Die Priifung des Rotlaufsernms.

Die erste Wertbemessungsmethode fiir Rotlaufserum stammt von
LoreNz (104). Er spritzte grauen Méusen in eine Hauttasche 0,01 ccm
einer Rotlaufbouillonkultur und injizierte gleich nach der Impfung
fallende Dosen des zu priifenden Serums subkutan. Das Serum mubte
so mindestens in der Dosis von 0,01 ccm die Miuse vor dem Tode
schiitzen. VoGEs und ScutTz (179) bestimmten den Schutzwert an
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Miusen in der Weise, dall sie Serum und Kultur (0,1 cem — etwa
110-fache todliche Dosis) gemischt gleichzeitig subkutan injizierten.

Bei diesen Verfahren verlaufen aber die Versuchsreihen, wie eine
lingere Erfahrung ergab, oft unregelmiifig. Als Ursache derartiger
Differenzen ist nach den Untersuchungen von MARx (113) die mangel-
hafte und langsame Komplettierung des Rotlaufserums durch den Orga-
nismus der M#use anzusehen. Es koénnen unter Umstinden mehrere
Stunden vergehen, bis das mit der Kultur gemischt injizierte Serum
aktiviert wird, und in dieser Zeit haben anscheinend die Bakterien
inzwischen Gelegenheit, sich im Korper der Maus zu vermehren. Das
spiter aktivierte Serum findet dann, den individuellen Verhiltnissen
entsprechend, durchaus verschiedene Mengen Kultur vor, wodurch die
storenden UnregelmiBigkeiten entstehen. MARX #inderte daher, nachdem
er zunichst vergeblich versucht hatte, das inaktive Rotlaufserum durch
natives, komplementhaltiges Serum zu aktivieren, die alte Priifungs-
methode in der Weise ab, daf er zuerst das Serum allein subkutan
gab und dann, 24 Stunden spiter, die Infektion intraperitoneal vor-
nahm, damit die Bakterien in einer Weise dem Tiere zugefiihrt werden,
daB sie der Wirkung des Immunkérpers sofort unterliegen und eine
Wucherung ausgeschlossen wird.

Diese Methode ergibt, wie auch Nachpriifungen von anderer Seite,
z. B. von CASPER, bestitigt haben, praktisch sehr gute Resultate. Sie
wird auch heute noch angewendet und ist fiir die Wertbestimmung
auch anderer Sera vorbildlich geworden. Nur werden jetzt als Priifungs-
tiere statt der grauen in der Regel weiBe Miuse benutzt. Diese bieten
den Vorteil, daf man bei ihnen, wie schon Marx feststellte, die In-
fektion bereits nach einer Stunde vornehmen kann, da sie scheinbar
das Immunserum schneller als graue Miuse aktivieren, und daB sie
viel leichter zu beschaffen sind als letztere.

Das Verfahren der Rotlaufserumpriifung, wie es jetzt geiibt wird,
bezweckt einerseits die Feststellung der Unschéddlichkeit und
andererseits die Wertbestimmung. Das Serum soll klar und frei
von groberen Niederschligen sein.- Die mit Hilfe der gebriuchlichen
bakteriologischen Methoden vorgenommene Priifung auf Keimgehalt
darf nicht mehr als 100 Keime im Kubikzentimeter ergeben (vgl. S. 33).
Die Menge des dem Serum zugesetzten Phenols soll 0,5 9/, nicht
tibersteigen. '

Die Wertbestimmung muf bei jedem fiir den Verkehr be-
stimmten Rotlaufserum einen Mindestgehalt von 100 IE. im Kubik-
zentimeter ergeben. Das Serum ist als diesen Anforderungen gentigend
_ anzusehen, wenn es in seiner Schutzwirkung nicht hinter der des als
100-fach angenommenen Standardserums zuriickbleibt.

Als Standardserum dient ein im Institut fiir experimentelle
Therapie in Frankfurt a. M. genau eingestelltes Rotlaufserum, das
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ebenso wie die anderen Standardsera in bestimmten Mengen in
Vakuumrohrchen (vgl. S. 45) eingeschmolzen ist. Wenn der Inhalt
eines solchen Standardserumréhrchens in der jeweils vorgeschriebenen
Menge — zurzeit 5 ccm — Kochsalzlosung aufgelost wird, erhélt man
eine Losung, die einem 10-fach verdiinnten Serum entspricht und in
jedem Kubikzentimeter 10 IE. enthilt. Diese Losung ist zu jeder
Priifung frisch herzustellen.

Die zur Infektion der Miuse bendtigte Rotlaufkultur muf
mindestens so virulent sein, daB die intraperitoneale Einspritzung von
1000 DiS 50000 ccm 24-stiindiger Bouillonkultur die Tiere spitestens
nach 5—7 Tagen totet.

Es werden 2 Priifungsreihen zu je 12 weifen Miusen an-
gesetzt. Jede Maus kommt in ein besonderes Glas, das die im Versuchs-
protokoll (S. 104) aufgenommene Bezeichnung trigt. Die Méause der
ersten Reihe erhalten subkutan steigende Mengen Standardserum, die
der zweiten Reihe entsprechende Dosen des zu priifenden Rotlaufserums,
d. h. Mengen, die nach der Wertangabe der Fabrik die gleiche Zahl
TImmunititseinheiten enthalten miiBten, wie die gewéhlten Standardserum-
Verdiinnungen.

Man spritzt also von jedem der beiden Sera je 2 Miusen ein:

0,5 cem d. Mischungl 1 ccem 50-f. Ser.-Verdiinng. + 1  cem Kochsalzlsg. I =0,005 Serum

0:5 b2 ” |1a6 ”» »” b3 it 074 b2] 2] l=07008 ”

0,50 ,, der 50-fachen Serum-Verdiinnung — 0,018

0,6 ,, d.Mischung |0,6 cem 10-f. Ser.-Verdiinng. + 1,4 . I = (01687

075 ” |018 2 2 : 2 + 1;2 i) I =0,02

055 ”» | 172 ’” ”» 2 = 078 7] ” | =0703 ”

Eine Stunde nach der Seruminjektion werden alle Mduse
zugleich mit 2 unbehandelten Kontrollmfusen mit 0,3 ccm einer mit:
physiologischer Kochsalzlosung 30-fach verdiinnten Rotlaufbouillonkultur
intraperitoneal infiziert. Die Beobachtung der Versuchstiere
dauert 8 Tage, der PriifungsabschluB findet am 9. Tage statt.

Bei regelrechtem Verlauf der Versuchsreihen miissen die Kon-
trolltiere in 2mal 24, spitestens in 3mal 24 Stunden eingehen.
Von den mit Standardserum behandelten Miusen miissen diejenigen,
welche die kleineren Serummengen erhielten, mit einer Verzdgerung
von einigen Tagen sterben, wihrend die mit den gréferen Mengen des
Standardserums (meist von 0,01 ccm an) behandelten Miuse am.Leben
bleiben miissen. Die eingegangenen Tiere werden seziert, um inter-
kurrente Krankheiten als Todesursache auszuschliefen.
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Tabelle 17.

Priifung des Rotlaufserums x am 29. 5.

Standardserum Serum x Standardserum

Serum x

w

DTS SO DI
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SIou NI RO

Dosis 0,005

Maus 1b

0

0
krank -

» i

T5

Dosis 0,015 |

Maus 7b
?
krank

W

SURWORED
SosoasTo
SOOI
OOV ODS
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is 0,02

Maus 8aMaus 8b
9
?
krank

»
»
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SoOSPPP T o
Soosasom

| Dosis 0,01' |

Maus 3aMaus 3b|Maus 9alMaus 9b
0
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Maus 6b
0
0
0
0
0
0
0
0

[elvlololelelole)

Maus 4b|Maus10a/Maus10b

Maus 5bjMaus1laMaus1ib

Maus12b

Maus13ajMaus13b
2 ?

T2 krank
. 73

Kontrollen :

Ist das zur Prifung gestellte Rotlaufserum ebenfalls 100-fach, so
muf die zweite Versuchsreihe der ersten parallel verlaufen. Sterben
von dieser Reihe noch Tiere mit héheren Serumdosen als bei der ersten
Priifungsreihe, so ist die Priifung zu wiederholen. Wenn auch bei der
Wiederholung Tiere mit hoheren Dosen des zu priifenden Serums als
in der Priifungsreihe mit dem Standardserum sterben, ist das Serum
als nicht vollwertig zu bezeichnen. Das in Tabelle 17 wiedergegebene
Priifungsprotokoll zeigt den Verlauf der Priifung eines in Ueberein-
stimmung mit der Angabe der Herstellungsstitte als 100-fach be-
fundenen Rotlaufserums.
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7. Die Priifung des Schweineseucheserums.

WassERMANN und OSTERTAG (186) liefen ein ,Schweineseuche-
serum® herstellen, das insofern von den anderen Seris abwich, als zur
Immunisierung der Tiere moglichst zahlreiche Stdmme des Bacillus
suisepticus von moglichst verschiedener Provenienz verwendet wurden.
Zu diesem Immunisierungsverfahren waren sie auf Grund von Beob-
achtungen gekommen, bei denen sich gezeigt hatte, dal Schweineseuche-
sera zwar gegen den homologen Stamm wirksam waren, dagegen nicht
gegen andere Stimme derselben Bakterienart schiitzten. Die Ergeb-
nisse ihrer Versuche wurden spiter von BrRuck (36) bestétigt.

Fiir das Verhalten der Sera gaben WASSERMANN und OSTERTAG
folgende Erklirung: Das Bakterienprotoplasma ist nicht als eine bio-
logische Einheit aufzufassen, sondern setzt sich aus einzelnen Kom-
ponenten zusammen. Diese Komponenten konnen in relativ weiten
Grenzen schwanken. Alle Schweineseuchebakterien haben zwar gemein-
same dominante Rezeptoren, jedes einzelne besitzt aber Partialrezeptoren,
die bei den einzelnen Stimmen erheblich voneinander abweichen. Bei
der Immunisierung mit derartigen Bakterien (z. B. Schweineseuche)
16st jede Komponente durch Bindung an den betreffenden Rezeptor
einen ihr entsprechenden Antikdrper (Ambozeptor) aus, so daf also der
im Serum auftretende gesamte Immunkorper sich aus einzelnen ver-
schiedenen Immunkérpern (Partialimmunkdrpern) zusammensetzt. Dem-
entsprechend resultiert bei der Immunisierung mit nur einem Stamm
ein Serum, das neben den allen Schweineseuchebakterien gemeinsamen
Ambozeptoren eine bestimmte Anzahl Partialambozeptoren enthilt, die
nur fiir die Rezeptoren des Ausgangsstammes passen. Infolgedessen
wird ein solches Serum nur gegen die Ausgangsstimme oder zufillig
gleich gebaute Stimme wirksam sein konnen, wihrend es gegeniiber
einer groBen Reihe anderer Stimme wenig oder gar nicht wirksam
sein wird.

Um diesem Uebelstande zu begegnen, empfahlen WASSERMANN
und OsTERTAG die Immunisierung eines Tieres mit verschiedenen
Stimmen oder die Mischung der Sera verschiedenmer Tiere, die mit
einzelnen, aber verschiedenartigen Stimmen vorbehandelt waren. So
entsteht ein ,multipartiales* Serum, das polyvalent wirkt. Es setzt sich
im Gegensatz zu dem nur mit einem Stamme gewonnenen Serum aus
einer weit groReren Zahl verschiedener Partialteile zusammen. Letzteres
(das monovalente Serum) wirkt, wenn es zufilligerweise einen Stamm
trifft, auf den seine Partialambozeptoren passen, bereits in geringeren
Mengen als ein multivalentes, dafiir gibt es aber zahlreiche Stimme,
bei denen es ungeniigend wirksam sein muB, da deren individuell
schwankende Nebenrezeptoren in ihm ungeniigend vertreten sind. Das
multipartiale Serum wird dagegen den einzelnen Stamm zwar erst in
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etwas hoherer Konzentration beeinflussen, dafiir hat es aber den Vorteil,
sofern es gentigend multipartial ist, dal kaum ein Stamm vorkommen
wird, bei dem es infolge seines groBen Gehaltes an den verschiedenen
Nebenrezeptoren keine schiitzende Wirkung ausiibt.

Zu bemerken ist dabei, da8 WASSERMANN und OSTERTAG die Be-
zeichnung ,multipartial® gebrauchten, im Gegensatz zu den schon
frither von DENYs und vAN DE VELDE (42) beim Streptokokkenserum
und von LiGNIERES und Spitz (103) beim Sérum polyvalent contre les
Pasteurelloses gewéhlten Ausdruck ,polyvalent“. Erstere bezeichneten
Sera als ,polyvalent“, wenn sie mit Bakterien derselben Gruppe, die aus
klinisch verschiedenen Krankheitsfillen oder von verschiedenen Tier-
arten herstammten, gewonnen wurden, letztere gebrauchten diesen Aus-
druck fiir solche Immunsera, die gegen ,alle“ Pasteurellosen wirksam
sein sollen.

Im rein prifungstechnischen Sinne nennen wir ,polyvalent®
solche Sera, die im Priifungsversuch gegen die verschiedensten Stimme
derselben Bakterienart schiitzen. Dabei ist es im Grunde gleichgiiltig,
wie diese Sera gewonnen werden. Fiir den Fall, daB jemand zur
Immunisierung einen besonders geeigneten Stamm wihlt, dessen Re-
zeptorenapparat besonders giinstig gebaut ist, kann er unter Umstinden
auch so ein ,polyvalentes“ Serum gewinnen. In der Regel werden aber
nur ,multipartiale® Sera ,polyvalent® wirksam sein.

Soll ein Serum priifungstechnisch als ,polyvalent® gelten, so muf
es dementsprechend auch gegen verschiedene Stimme gepriift

werden. Die Priifung des WASSERMANN-OSTERTAGschen Serums ge- |

schah infolgedessen in der Weise, daB seine Schutzwirkung im Ver-
gleich mit einem Test(Standard)serum gegen ein Gemisch von acht
verschiedenen Kulturen gepriift wurde.

Das WassERMANN-OSTERTAGsche Serum wird heute nicht mehr
hergestellt. Dagegen bringen die Farbwerke in Hochst unter dem
Namen ,Suisepsin“ ein monovalentes Serum zur Bekémpfung der
Schweineseuche in den Handel, das der staatlichen Priifung unter-
stellt ist. .

Die Priifung wird genau in analoger Weise vorgenommen wie beim
Rotlaufserum (Protokoll s. Tabelle 17 auf S. 104), d. h. es werden in
Doppelreihen je 2 weilen Miusen einerseits steigende Dosen (0,008,
0,005, 0,0075, 0,01, 0,02 und 0,03 ccm) des zu priifenden Serums und
andererseits entsprechende Mengen des konventionell als 100-fach ange-
nommenen Standardserums subkutan eingespritzt und ‘alle Tiere nebst
2 Kontrollméusen 24 Stunden spiter mit 0,3 ccm der 30-fachen Verdiin-
nung einer gentigend virulenten Schweineseuchekultur infiziert. Die In-
fektion findet hier aber (im Gegensatz zur Priifung des Rotlaufserums)
ebenfalls subkutan statt. Die Beobachtung der Tiere dauert 10 Tage.
Die Kontrollmiuse miissen in 2—3 Tagen eingehen. Die zur Priifung ein-
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gesandten Sera diirfen in ihrer Wirkung dem Standardserum nicht
nachstehen.

8. Die Priifung des Gefliigelcholeraserums.

Zur Bekimpfung der Gefliigelcholera wird von den Hochster Farb-
werken ein Serum hergestellt, das unter der Bezeichnung ,Galloserin®
in den Handel gebracht wird und der staatlichen Priifung unterliegt.

Als MaBstab der Werthemessung dient ein Standardserum mit dem
konventionell angenommenen Titer von 100 IE. in 1 cem. Die Priifung
erfolgt auch hier sinngemif genau ebenso wie beim Schweinerotlauf-
serum, so daR auf die Darlegungen auf S. 102 und auf das in Tabelle 17
wiedergegebene Priifungsprotokoll verwiesen werden kann. Der zur
intraperitonealen Infektion der Miuse verwendete Geﬁﬁgelcholeras.tamm
muf in der Dosis von 1/;,, cem Bouillonkultur die Kontrollmduse inner-
halb 24—36 Stunden toten. Bei dem am 10. Tage nach der Infektion er-
folgenden Abschluf der Priifung diirfen sich keine Unterschiede zu-
ungunsten des gepriiften Serums ergeben.

9. Die Priifung des Tuberkulins.

Die staatliche Priifung des Tuberkulins erfolgt nach einer von
DoNITZ (46) ausgearbeiteten Modifikation des Kocmschen (80) Ver-
fahrens, unter Zugrundelegung des ersten staatlich gepriiften Tuber-
kulins als Standardtuberkulin. Alle Tuberkuline miissen dem ersteren
absolut gleichwertig sein. Minderwertige Priparate werden zuriick-
gewiesen, bei stirker wirksamen wird der Fabrik angegeben, in welchem
Verhiltnis die Verdiinnung vorzunehmen ist. Im Interesse der Her-
stellung moglichst gleichwertiger Tuberkuline wurde friither nur e.in
Mindestquantum von 100 1 zur Priifung zugelassen. Diese Meng-e ist
spiter auf 50 1 herabgesetzt. Fabrikationsstitten, welche 50 1 in einem
halben Jahre nicht absetzen, diirfen bei der Einsendung der Probe
beantragen, daB die Zulassung in zwei Raten zu je 25 1 erfolgen soll.
Zwischen der Zulassung der ersten und zweiten Rate darf jedoch
hochstens ein Zeitraum von 1%/, Jahren liegen. '

Die urspriingliche Kocusche Priifungsmethode bestand darin, daf
an tuberkulds gemachten Meerschweinchen gepriift wurde, ob mindestens
0,5 ccm des zu priifenden Priiparates imstande waren, die Tiere zu
toten. KooH legte dabei keinen besonderen Wert darauf, ob und wie
weit die Stirke der einzelnen Priparate dieses MaB iiberschritt. Speziell -
veterinir-irztliche Beobachtungen liefen es spiter aber erwiinscht er-
scheingn, festere Normen fir den Wirkungswert des Tuberkulins zu
erhalten.

Umfangreiche, von DONITZ ausgefithrte Versuche ergaben in Ueper-
einstimmung mit den friheren Erfahrungen R. Kocms, daf es nicht
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gelingt, die Priifung an kranken Tieren durch die weniger umstind-
liche an gesunden zu ersetzen. Ein Vorschlag v. LINgELSHEIMS (102),
die Priifung von Tuberkulosegiften an gesunden Meerschweinchen durch
intrazerebrale Injektion vorzunehmen, weil bei dieser Art der Ein-
verleibung schon weit kleinere Mengen tddlich wirken, als vom Unter-
hautzeligewebe aus, ist nach NEUFELD (126) nicht annehmbar. Der
Wirkungswert des Tuberkulins ist aber, wie DONITZ (46) bewies, mit
einer fiir die Praxis vollkommen ausreichenden Schirfe bestimmbar,

wenn die Kocusche Priifungsweise in bestimmter Weise modifiziert wird,

Die Schwierigkeiten, welche sich bei der Verwendung tuberkulss
gemachter Meerschweinchen der Ausarbeitung einer genauen Wert-
bestimmung des Tuberkulins entgegenstellten, waren folgende: Zunichst
zeigte es sich, daB die Priifung eines und desselben Tuberkulins in
verschiedenen Versuchsreihen ganz verschiedene Grenzwerte ergab.
Wihrend z. B. in einer Serie schon 0,1 cem Tuberkulin geniigte, um
die Tiere innerhalb 24 Stunden zu toten, reichten in einer zweiten
Versuchsreihe bei einer anderen Tierserie erst 0,2 oder gar 0,3 ccm
hierzu aus. Es zeigte sich also, daf die jedesmal minimal tddliche
Dosis ein sehr ver#inderlicher Wert war. Diese Schwankungen riihrten,
wie leicht nachzuweisen war, nicht von Schwankungen des Titers des
Tuberkulins selbst her, sondern waren abhingig von dem Grade
der Tuberkulose der Versuchstiere. Bei genauer Verfolgung der Tuber-
kulose der geimpften Tiere zeigte sich nimlich, dal die Krankheit in
den einzelnen Serien ganz erhebliche Differenzen in ihrem Verlauf

aufwies, die hauptsichlich von der Virulenz der angewandten Kultur '

und dem gewihlten Infektionsmodus abhiingig waren. Diese Stérungen
sind vollkommen analog denen, die durch die Virulenzschwankungen
der Bakterien bei der Wertbemessung der bakteriziden Sera bedingt
werden, und lassen sich hier wie dort gleichfalls 'mit Leichtigkeit durch
Einfihrung eines Standardtuberkulins von bekanntem Werte
iberwinden. Durch den einfachen Weg der Einftithrung eines Stan-
dards kann man sich auch’ bei der Tuberkulinpriifung unabhiingig
machen von dem Grade der Tuberkulose der Tiere, indem man nun-
mehr den bei der betreffenden Standardtuberkulinserie gefundenen Wert
als Mafstab fiir die Giftigkeit des zu priifenden Préparates benutzt.
Es stellte sich aber bald die Tatsache heraus, dal es oft trotzdem
nicht gelang, glatte Priifungsreihen zu erhalten, sondern daB die Reihen
oft sehr unregelmifBig verliefen. In einer und derselben Serie blieben
z. B. oft Meerschweinchen mit hohen Dosen Tuberkulin -am Leben,
wihrend solche mit wesentlich geringeren Dosen desselben Tuberkulins
eingingen. Dieser Uebelstand wird allein durch die individuellen
Schwankungen in der Tuberkuloseempfinglichkeit der Tiere bedingt
und ldBt sich so gut wie ganz ausschalten, wenn man besondere Vor-
sichtsmafregeln bei der Auswahl der Versuchstiere und bei der
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Infektion befolgt. Man muf fiir jede Priifung stets eine grofe Anzahl
Meerschweinchen infizieren und sich durch fortlaufende Wigungen iiber
das Fortschreiten der Tuberkulose bei den einzelnen Tieren ver-
gewissern. Nur solche Meerschweinchen sind zu den Priifungs-
versuchen heranzuziehen, deren stetige Gewichtsabnahme be-
weist, daf sie iiber die besonders ungleichmifigen Anfangsstadien der
Krankheit hinaus sind.

Auf Grund der von DONITZ gewonnenen Erfahrungen wird die
amtliche Priifung des Tuberkulins in folgender Weise vorgenommen :

Etwa b0 Meerschweinchen von annihernd gleichem Gewicht (350
bis 400 g) werden mit 0,5 mg einer frischen, in 0,5 ccm physiologi§cher
Kochsalzlosung gleichmifRig aufgeschwemmten, 12—14-téigigen Bouillon-
kultur subkutan infiziert. Sobald diese Tiere tuberkulds geworden
sind, was man an der fortschreitenden Gewichtsabnahme, die in der
Regel gegen Ende der dritten Woche einsetzt, erkennen kann, wird
ein Vorversuch angestellt zur Priifung, ob die Meerschweinchen
fir den eigentlichen Werbemessungsversuch reif sind. Zu diesel?l
Zwecke injiziert man einer Anzahl (2—4) Tieren subkutan s-tel-
gende Dosen Standardtuberkulin, und zwar 0,3—0,5 ccm. Diese
Dosen miissen hinreichen, die Tiere zu tdten. Toéten sie nicht, so
muf man noch einige Zeit mit der Anstellung des Versuches warten.
Im anderen Falle folgt sogleich der Priifungsversuch. Bei diesem
setzt man zwei Parallelreihen zu 6 Tieren an. Die erste
Reihe der Tiere erhilt subkutan steigende Dosen Standardtuberkulin,
um die minimal todliche Dosis zu ermitteln, die zweite Reihe die ent-
sprechenden Dosen des zu priifenden Préparates, um dessen Wert zu
ermitteln. In der Regel wihlen wir hierzu (bei positivem Ausfall der Vor-
probe) folgende Dosen Tuberkulin: 0,05—0,075~O,1—0,15—O,2'—O,3 cem,
da sich gezeigt hat, daB der Titer bei Verwendung reifer Tiere meist
bei 0,1 bzw. 0,15 liegt. ]

Zur genaueren Dosierung der Tuberkulinpriparate benutzen wir
bei der Priifung eine zehnfache Verdinnung der Originalprédparate
und injizieren dementsprechend 0,5 cem bis 3,0 cem subkutan.

Der Tod der Tiere muB innerhalb der ersten 24 Stunden eingetreten
sein und der Sektionsbefund bei den eingegangenen Tieren den fiir
die Tuberkulinwirkung charakteristischen Befund zeigen.

Aus dem Verlauf beider Priifungsreihen ergibt sich durch Ver-
gleich der Wert des zu priifenden Priparates. Als vollwertig wird ein
Tuberkulin angesehen, wenn in der Priifungsreihe die gleichen Dosen
geniigten, um die Tiere zu toten, wie beim Standardpréparat. I.st das
zu priifende Priparat minderwertig, 'so wird es beanstandet; w1r'kt es
kriftiger, so wird der Fabrik mitgeteilt, wie stark das Tuberkulin zu
verdiinnen ist, damit seine Wirkung der des Standardtuberkulins
entspricht.
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Nach diesem Verfahren ist es, wie OTTo (139) und BERGHAUS (21)
berichtet haben, bei Beachtung der genannten VorsichtsmaBregeln und
Vermeidung sonstiger Fehlerquellen moglich gewesen, durchaus zu-
friedenstellende Resultate zu erzielen.

Bei einem gleichwertigen Priiparat verliuft der Priifungsversuch
etwa in der Weise, wie es das nachstehende Protokoll zeigt:

Tabelle 18.
Priifung des Tuberkulins x.

Standardtuberkulin Tuberkulin x

Meerschw. | Ergebnis|  Bemerkung Meerschw. l Ergebnis | Bemerkung

lebt Pl lebt

»” : ” Q

71  |Sekt.-Befd.typisch T 1Y/,  |Sekt.-Bfd. typisch
Tl dgl. 10 dgl.

lebt Tier fillt aus! 11
Fill Sekt.-Befd. typisch 12

”

O O WO DD =
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Natiirlich konnen, wie bei den Serumpriifungen, so auch bei der
Prifung der Tuberkuline gelegentlich einmal Tiere ausfallen, wie in
vorliegendem Falle Tier 5 in der Standardreihe. Es handelt sich hier

um vereinzelte resistentere Tiere, durch deren Ausfall indes die Wert--

bestimmung des betreffenden Priiparates nicht gestort wird.
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