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Die weitverbreitete Anwendung, welche das Diphtherieheilserum
bald nach der Entdeckung der Antitoxine durch voN BEHRING (1, 2)
erfulr, lieB es wiinschenswert erscheinen, staatlicherseits fiir die Her-
stellung absolut unschidlicher und vollwertiger Serumpriparate Sorge
zu tragen, einmal um das Publikum gegen den Vertrieb minderwertiger
und fehlerhaft zubereiteter Sera zu schiitzen und andererseits, um fiir
die richtige Beurteilung der neuen Heilmethode durch Verwendung
zweifellos guter Sera von feststehendem Werte eine sichere Grundlage
zu schaffen. Dieser Zweck konnte auf zwei Wegen erreicht werden,
entweder durch die Verstaatlichung der Serumfabrikation {iberhaupt
oder aber durch die Einfiilhrung einer staatlichen Serumkontrolle der
fir den Handel bestimmten Serumproben. Nachdem sich eine zur
Entscheidung dieser Frage im Kais. Gesundheitsamte zusammenberufene
Konferenz von Sachverstindigen fiir den letzteren Weg entschieden hatte,
wurde dieser gewihlt und zugleich durch Kaiserliche Verordnung vom
31. Dezember 1894 das Diphtherieserum dem freien Verkehr entzogen
und in die Reihe derjenigen Arzneistoffe aufgenommen, welche nach
§ 2 der Verordnung vom 27. Januar 1890 betreffend den Verkehr mit
Arzneimitteln, nicht auRerhalb der Apotheken feilgehalten und verkauft
werden diirfen.

Mit der Vornahme der staatlichen Priifung des Diphtherieserums
wurde das unter der Leitung des Geh. Med.-Rats Prof. Dr. ROBERT
Kocu stehende Institut fiir Infektionskrankheiten in Berlin betraut und
zu diesem Zwecke an dem genannten Institut eine besondere ,Kontroll-
station fiir Diphtherieheilsera® errichtet.

Diese Kontrollstation begann ihre Titigkeit am 20. Februar 1895
und wurde im Juni 1896 nach 1%/,-jihrigem Bestehen zu einem selb-
stindigen Institut, dem ,Institut fiir Serumforschung und
Serumpriifung® erweitert, zu dessen Leiter Prof. Dr. P. EHRLICH
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berufen wurde. Das neue Institut wurde am 1. April 1896 in Steglitz
erofinet, ohne indes lange bestehen zu bleiben. Die durch die Fort-
schritte auf dem Gebiete der Immunitit bedingte Erweiterung der
Aufgaben des Instituts machten bald auch eine rdumliche VergroBerung
der damals noch in Mietshiusern untergebrachten Anstalt dringend
notwendig und fiihrten so zur Errichtung des ,Instituts fir ex-
perimentelle Therapie in Frankfurt a. M. Dieses letztere wurde
im November 1899 in feierlicher Weise und in Gegenwart von Ver-
tretern der Staats- und stidtischen Behorden, sowie der benachbarten
Universititen Marburg und GieSen, von dem Herrn Kultusminister
seiner Bestimmung iibergeben.

Die dem neuen Institut gestellten Aufgaben waren teils praktischer,
teils rein wissenschaftlicher Natur. In ersterer Hinsicht erstreckten
sich dieselben:

1) auf die amtliche Priifung aller der staatlichen Kontrolle unter-
stellten Heilpriiparate (deren Zahl sich inzwischen wesentlich vergroBert
hatte) und

2) auf die hygienisch-bakteriologischen Arbeiten, welche fiir die
offentliche Hygiene der Stadt, sowie fiir die Krankenhiuser und die
Aerzte in Frankfurt a. M. notwendig waren.

Nach der anderen -— rein wissenschaftlichen Seite hin — war
dem Institut

3) die Aufgabe zu teil geworden, fiir den Ausbau der Immunitéts-
lehre und speziell der Serumforschung Sorge zu tragen. Diesen Auf-
gaben entsprechend wurden im Institut drei Abteilungen eingerichtet: eine
priifungstechnische, eine bakteriologisch-hygienische und eine theoretisch-
wissenschaftliche. AuRerdem ist im Jahre 1902 noch eine spezielle
Abteilung fiir Krebsforschung (mit Hilfe von privater Seite gestifteter
Mittel) an dem Institut errichtet worden.

Bei der Wertbestimmung der Heilsera sind nun im Laufe der Jahre

eine grofe Reihe z. Teil rein praktischer Erfahrungen gesammelt worden,

welche zur Ausarbeitung ganz bestimmter technischer MaRnahmen bei
den amtlichen Serumpriifungen gefiihrt haben. Da bisher eine zu-

sammenhingende Darstellung der auf diesen Erfahrungen begriindeten

offiziellen Priifungsmethoden fiir die verschiedenen Sera und Préparate
nirgends erfolgt ist, andererseits aber eine solche von Fachgenossen
und - Interessenten mehrfach dringend gewiinscht wurde, so will ich,
einer Aufforderung meines hochverehrten Chefs, des Herrn Geheimrats
Emrricu, nachkommend, im folgenden eine kurze Zusammenstellung
unserer prifungstechnischen Malfnahmen geben.

Alle hier beschriebenen Priifungsmethoden sind in erster Linie das
Resultat der langjihrigen Erfahrungen EnRLIcHS selbst und der
Untersuchungen, welche von ihm und seinen Mitarbeitern, speziell
den fritheren Leitern der priifungstechnischen Abteilung, Geheimrat
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Prof. Dr. DONiTz und Stabsarzt Prof. Dr. MARX vorgenommen worden
sind.

A. Die ,staatlich gepriiften® Priiparate.

Wie bereits erwihnt, war das erste Priparat, welches der staat-
lichen Kontrolle unterstellt wurde, und das iberhaupt die Veranlassung
zur Einrichtung einer staatlichen Serumkontrolle gab, das Diphtherie-
heilserum. Nachdem dieses Serum durch Kaiserliche Verordnung
vom 31. Dezember 1894 dem freien Verkehr entzogen war, wurde der
Vertrieb des Serums durch Ministerialerlaf vom 25. Februar 1895 ge-
regelt. In diesem Erlasse wurden iiber die ordnungsmiRige Aufbe-
wahrung, die Beschaffenheit der abzugebenden Sera und die event.
Einziehung nicht einwandfreier Priiparate genaue Bestimmungen ge-
troffen. Auch wurde angeordnet, dal das Diphtherieserum nur gegen
drztliches Rezept abgegeben werden diirfe, und zwar vom 1. April 189/5
ab nur noch in Flischchen, welche mit dem amtlichen Priifungszeichen
versehen waren (43).

Fir die Beurteilung der Brauchbarkeit einer Serumprobe wurde den
Apothekern durch die Aufnahme des Serums in die Pharmakopoe ein
bestimmter Anhalt gegeben. In der 4. Ausgabe des Arzneibuches fiir das
Deutsche Reich heilt es auf Seite 328:

perum antidiphthericum — Diphtherieheilserum. Blut-
serum von Pferden, die gegen das Diphtheriegift immunisiert sind. Es
wird von den dazu berechtigten Fabrikationsstiatten in den Handel ge-
bracht, nachdem es durch das Kéniglich preufische Institut fiir experi-
mentelle Therapie zu Frankfurt a. M. auf seinen Gehalt an Immunisierungs-
einheiten (= LE.), auf Keimfreiheit und Gehalt an Konservierungsmitteln
(Phenol oder Trikresol) gepriift und zum Verkauf zugelassen worden ist.

Es wird in flissiger und fester Form in den Handel gebracht.

Flissiges und festes Diphtherieheilserum werden nur in Flédschchen ab-
gegeben, deren Verschluf staatlich plombiert ist und welche in einer Auf-
schrift Angaben iiber die Fabrikationsstatte, den Antitoxingehalt eines
Kubikcentimeters und den des ganzen Inhaltes des Flischchens, die Kon-
trollnummer und den Tag!) der amtlichen Kontrolle enthalten. Diese
Flaschchen befinden sich in lichtdichter Verpackung, welche dieselben
Angaben enthalt. Die Plomben tragen auf der einen Seite einen Adler
oder einen Léwen; die andere Seite gibt die Zahl der im Gesamtinhalt
vorhandenen LE. an. )

Das fliissige Diphtherieheilserum stellt eine gelbliche, klare, hochstens
einen geringen Bodensatz enthaltende Fliissigkeit dar, welche den Geruch
des Konservierungsmittels besitzt. Es wird in Flischchen von verschiedener
Form und Farbe abgegeben, deren Inhalt dem Werte von 100 bis 8000 I.E.
entspricht. Die am meisten gebriuchlichen Abfiillungen sind:

No. 0 = 200 ILE.
No. I = 600 LE. (resp. 500 IE.).
No. IT = 1000 LE.
No. III = 1500 LE.

1) Die Angabe des Tages der amtlichen Kontrolle darf laut Ministerial-
erlaf vom 13. Dez, 1904 in Zukunft wegfallen.
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Diphtherieheilserum, welches mehr als 300 LE. in 1 ccm enthilt, gilt
-y 15

i h]gz.l;?:;:;g]g?pl)lﬂsl:g;ﬁeﬂserum ist getrocknetes, hochwertiges.Diphisherie:—
heilserum, welches in 1 g mindestens 5000 LE. enthalt und keinerlei anti-
septische oder sonstige differente Zusitze e.rhalten hat. Es stellt gelbe,
durchsichtige Blattchen oder ein gelblich-weiles Pulver dar, Welch«.a's _s1ch
mit 10 Teilen Wasser zu einer in Farbe und Aussehen 'dem‘ fliissigen
Diphtherieheilserum entsprechenden Fliissigkeit lost. Hs ist in Emzel(‘iosen
von je 250 und 1000 LE. in weilen Glassfzdpselﬂasc].l(:.h.en von 2 oder 6 cecm
Tnhalt abzugeben. Die Losung soll mittels ste.rlhswrten Wassers von
1 com auf je 250 LE. in dem Originalflaschchen jedesmal .frlsch bereitet
werden; sie soll bis auf kleine Eiweibflockchen klar sein und in den
Originalfiischchen abgegeben werden.

Serum mit starker bleibender Tritbung oder stirkerem Bodensatze so-
wie Serum einer bestimmten Kontrollnummer, dessen Einziehung verfiigt
wurde, darf in den Apotheken nicht abgegeben werden. f

An einem kiithlen Ort und vor Licht beschiitzt aufzu-
bewahren.” ' '

Das Diphtherieserum wird zur Zeit von folgenden Fabriken her-
gestellt und in den Handel gebracht: :

1) von der Chemischen Fabrik auf Aktien, vorm. E. Schering,
Berlin ; . :

2) von den Farbwerken, vorm. Meister, Lucius & Briining, Hochst a. M. ;

3) von der chemischen Fabrik E. Merck, Darmstadt;

4) von dem Serum-Laboratorium Ruete-Enoch, Hamburg.

Fin Jahr nach der Einfihrung der staatlichen Kontrolle fiir das
Diphtherieheilserum wurde auch das Tetanusantitoxin, mit dessen
Herstellung sich in Deutschland zur Zeit die Hochster Farbwerke und
das Behringwerk in Marburg befassen, zur staatlichen Priifung zuge-
lassen. Die endgiiltige Festsetzung der amtlichen Priifungsvorschrift
erfolgte durch Erlaf vom 2. Februar 1903. Beziiglich der z.&bgabe. in" den
Apotheken diirfte das Tetanusserum demnichst dem DlphtherleserL'Im
gleichgestellt werden, nachdem seit einiger Zeit Verh‘andh}ngen. ein-
geleitet sind, welche fiir den Vertrieb des Tetanusantitoxing Q1e g:lemhen
Bestimmungen festlegen sollen, wie sie fir das Diphth«_erlehellserum
bereits bestehen, speziell was die Abgabe des, Mittels in den Apo-
theken, die Verpackung und die Zuriicknahme abgeschwichter S_em
betrifft. In die Pharmakopoe ist das Tetanusserum bisher noch nicht
aufgenommen.

7u diesen beiden amtlichen Priifungen kam 1899 die des Rot-
laufserums und des Kocmschen Tuberkulins.

Staatlich gepriiftes Rotlaufserum liefern zur Zeit die Hochster

1) Laut Ministerialerlal vom 13. Aug. 1904 miissen alle Sera min-
destens 850fach sein; als hochwertig bezeichnet man nunmehr in der
Priifungstechnik nur noch Sera, welche mindestens 500 und mehr LE. in
lcem enthalten.
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Farbwerke (,Susserin“), das Serum-Laboratorium Ruete-Enoch, Ham-
burg, das Seruminstitut Heilsberg (Ostpreulen) und das Pharmazeutische
Ingtitut Ludwig Wilhelm Gans, Frankfurt a. M.

Das Tuberkulin wird von den Hoéchster Farbwerken, dem Serum-
Laboratorium Ruete-Enoch-Hamburg, dem Marburger Behringwerk und
der Fabrik E. Merck-Darmstadt in den Handel gebracht. Es darf nach
der Kaiserlichen Verordnung vom 22. Oktober 1901 nur in den Apo-
theken abgegeben werden; der Vertrieb des Tuberkulins ist durch
Ministerialerlaf vom 24. Mirz 1902 geregelt und darf dasselbe seit

dem 1. Juni 1902 nur in amtlich plombierten Flischchen abgegeben
werden.

In dem Arzneibuch fiir das Deutsche Reich — 4. Ausgabe, S. 395 —
heiBt es iiber dieses Préparat: ,Tuberculinum Kochi — Tuber-
kulin. Xlare, braune, eigentiimlich aromatisch riechende Fliissigkeit,
welche nach den Angaben von R. Kocm aus glyzerinhaltigen Fleisch-
brithe-Kulturen der Tuberkelbazillen durch Eindampfen auf ein Zehntel
und darauffolgendes Filtrieren gewonnen wird. Tuberkulin ist leicht mit
Wasser mischbar und enthélt neben dem wirksamen Stoff in 100 Teilen
etwa 40 Teile Glyzerin, sowie Bestandteile der Fleischbrithe. Kin Anti-
septikum wird dem Tuberkulin nicht zugesetzt.

Tuberkulin unterliegt der staatlichen Aufsicht, welche sich auf seinen
gleichbleibenden Gehalt an spezifischem Toxin bezieht, und wird in amtlich
plombierten Flédschchen geliefert.

Tuberkulin soll nur in unverdiinntem Zustande aufbewahrt werden.
Die vom Arzte verordneten Verdiinnungen sind jedesmal frisch herzustellen
und mit sterilisiertem Wasser oder besser mit Karbolsdurelosung (0,5 : 100)
anzufertigen.

An einem kithlen Orte und vor Licht geschiitzt aufzu-
bewahren.® :

Fir die genannten 4 Priparate ist die staatliche Priifung eine
ydefinitive und obligatorische®.

Diesen definitiven Priifungen ist im Jahre 1906 noch die des von
den Hochster Farbwerken hergestellten Rinderimpfstoffes ,Tauruman®
angegliedert worden.

In den letzten Jahren sind nun auBerdem noch verschiedene Serum-
priparate zur staatlichen Priifung zugelassen, ohne dal dieselbe fiir
sie ,obligatorisch und definitiv® gemacht wurde. KEs handelt sich hier

,um eine groRere Reihe von Seris, deren theoretisch angenommene

Wirksamkeit bisher noch nicht mit der gleichen Sicherheit, wie bei
den erstgenannten Préparaten, erwiesen ist, oder doch erst noch in
der Praxis erprobt werden soll. Aus diesem Grunde wurde von
ihrer endgiiltigen Unterstellung unter die staatliche Priifung vor der
Hand abgesehen wund fiir sie zunfichst eine ,provisorische
staatliche Priifung“ eingefiihrt, welche vollstindig fakultativ
ist. Der Zweck dieser provisorischen Priifung soll in erster Linie der
sein, fiir die Gleichwertigkeit aller in den Handel gebrachten Préparate
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der betreffenden Serumart Sorge zu tragen, um dadurch dem Praktiker
bei der Anwendung derartiger Sera von zunéchst zweifelhafter prak-
tischer Wirksamkeit durchaus gleichwertige Préparate in die Hand zu
geben. Denn es lift sich annehmen, dal nur dann, wenn dies erreicht
ist, es moglich sein wird, sich im Laufe einiger Jahre ein Urteil iiber
den praktischen Heil- und Schutzwert eines Serums bilden zu koénnen.
Wenn dann nach dieser Zeit durch das Urteil unparteiischer Vertreter
der Praxis festgestellt werden kann, daf die Wirkung eines Serums in
der Tat den versprochenen Erfolg gehabt hat, so soll die ,definitive®
fiir die ,provisorische® Form der Priifung eintreten, im anderen Falle
aber das betreffende Serum nicht weiter zur Priifung zugelassen werden.

Die ,provisorische staatliche Priifung® bietet also zunfchst nur
eine Garantie dafiir, daf alle Nummern des provisorisch gepriiften
Serums insofern untereinander gleichwertig sind, als sie mindestens
den von der Fabrik angegebenen Wert besitzen. AuBlerdem bietet sie
aber auch noch den Vorteil, daR sie mit ungentigender Sorgfalt her-
gestellte Sera vom Markt zuriickhilt, und zwar dadurch, daf sie 1) die
Herstellung der Sera am Fabrikationsorte kontrolliert und 2) gleich-
zeitig bei der Werthemessung alle Sera auf ihre duBere Beschaffenheit,
ihren Phenolgehalt und ihren Keimgehalt priift. Es werden in letzterer
Hinsicht nur solche Sera zugelassen, welche frei von gréberen Nieder-
schligen sind, nicht mehr als 0,5 Proz. Phenolzusatz enthalten und
deren Keimgehalt an (saprophytischen) Keimen das erlaubte Mal —
bei den fir die Veterinirpraxis bestimmten Seris sind bis 100 Keime
pro Kubikcentimeter gestattet — nicht iiberschreitet. Dadurch werden
alle stirker keimhaltigen oder sonst verunreinigten Préparate, deren
Haltbarkeit, ganz abgesehen von ihrer eventuellen Schiidlichkeit, eine
sehr unsichere sein muf, vom Verkehr ausgeschlossen. Es sei dabei
bemerkt, daf nur solche Sera zur staatlichen provisorischen
Prifung zugelassen werden, hinsichtlich deren die Fa-
brikationsstitten sich verpflichten,nur gepriiftes Serum,
daneben aber nicht auch ungepriiftes in Deutschland in
den Handel zu bringen.

Zur Zeit sind unter dieser Bedingung die nachgenannten Sera der
provisorischen staatlichen Priifung unterstellt:

1) das ,Antistreptokokkenserum nach Aronson® der
Chemischen Fabrik auf Aktien, vorm. E. Schering, Berlin;

2) das ,Suisepsin® (Schweineseuchenserum) und

3) das ,Galloserin® (Gefliigelcholeraserum) der Farbwerke
vorm. Meister, Lucius & Briining, Hochst a. M.;

4) das ,polyvalente Schweineseuchenserum nach WASSER-
MANN-OSTERTAG und

5) das ,Antidysenterieserum nach SHI1GA® des pharma-
zeutischen Instituts Ludwig Wilhelm Gans, Frankfurt a. M.
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Der Umstand, daB dauernd die Zulassung neuer Sera zur ,staat-
lichen provisorischen Priifung® nachgesucht wird, spricht deutlich
dafiir, daf man in Interessentenkreisen von dem Werte dieser Form
der staatlichen Priifung iiberzeugt ist. Wenn 6fters dem Wunsche
um Unterstellung neuer Sera unter die staatliche Kontrolle nicht
entsprochen werden konnte, so lag das meist daran, daf fir das be-
treffende Serum bis dahin keine exakt arbeitende Wertbestimmungs-
methode bekannt war und auch nicht ermittelt werden konnte. Wie
schwierig dies sein kann, haben uns speziell Versuche (121) mit dem
von der Firma Merck nach den Angaben des Professors SOBERNHEIM
hergestellten Milzbrandserum gezeigt, bei dem es uns in Ueberein-
stimmung mit den Ergebnissen fritherer Untersuchungen [vergl. SOBERN-
HEIM (100)] bigsher nicht gelungen ist, eine solche quantitativ genau
arbeitende Priifungsmethode zu finden. :

B. Die Zulassung zur staatlichen Priifung.

Beabsichtigt eine Fabrik, eines jener Priparate in den Handel zu
bringen, welche bereits der obligatorischen staatlichen Kontrolle unter-
stellt sind, so hat sie sich mit einem entsprechenden Gesuch an das zu-
stindige preufische Kultusministerium zu wenden (bei nichtpreuBischen
Fabriken durch Vermittelung der betreffenden Regierung). Die Ge-
nehmigung ihres Gesuches wird in diesem Falle allein davon abhingig
gemacht werden, daB einmal die Lokalbehdrde gegen die Qualifikation
des Leiters und die Einrichtung der Fabrik keine Bedenken erhebt, und
daB zweitens die Fabrik bestimmte Bedingungen, welche sich auf die
Kontrolle des Tierbestandes, die Serumgewinnung und Serumabgabe
beziehen, acceptiert.

Handelt es sich dagegen um Sera u. s. w., die bisher der staat-
lichen Kontrolle noch nicht unterstanden, so ist die beantragte Zu-
lassung der betreffenden Priparate zur staatlichen Priifung auBerdem
noch davon abhingig, daf fiir das Serum u. s. w. eine genaue Wert-
bemessungsmethode seiner spezifischen Wirksamkeit schon vorhanden
ist oder doch ermittelt werden kann.

Die allgemeinen Bedingungen, welche jede Fabrik, die ein
Serum der staatlichen Kontrolle unterstellen will, zu ibernehmen hat,
sind auBer der Hinterlegung einer Kaution, sowie der Zahlung be-
stimmter Priifungsgebiihren folgende:

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

2. ist ein Hauptbuch zu fiihren, welches ersehen ldBt:

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

b) Tag der Blutentnahme, Menge desselben und des erhaltenen
Serums,
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¢) Ergebnis der Wertigkeitsbestimmung des Serums,

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

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

3. ist ein staatlicher Kontrollbeamter anzustellen, der die Ein-
sendung der Proben, die Klausur des Serums wihrend der Priifung,
die Ueberwachung der Abfiillung und die Plombierung auszuiiben hat;

4. muB eine bestimmte Literzahl Serum als Mindestmenge zur
Priifung gestellt werden. Von diesem Quantum hat der Kontrollbe-
amte 4 Flischchen & 5 cem einzusenden (NB. beim Diphtherieserum 3
Tldschchen) ;

5. ist das frische, nicht zersetzte Serum durch Zusatz einer geringen
Menge eines Antiseptikums (z. B. 0,5 Proz. Karbol) vor Faulnis zu
schiitzen. Fiir die Sera, welche zur Anwendung beim Menschen
bestimmt sind, ist absolute Sterilitit notwendig; auch fir die aus-
schlieRlich zur Verwendung in der Veterinirpraxis bestimmten Immun-
sera ist eine absolute Sterilitit zweckmilig, aber nicht durchaus er-
forderlich; jedoch sollen Proben, die Zeichen der Zersetzung aufweisen,
nicht zugelassen werden;

6. soll mit jeder Priifung ein Begleitschein nach folgendem Muster
eingesandt werden: (siehe S. 19).

Fiir die Priifungen der Sera wird vom Staate eine bestimmte
Gebiihr erhoben, und zwar in der Regel 5 Proz. des Verkaufspreises
bei den definitiv und 2,5 Proz. bei den provisorisch gepriiften Seris.

Fiir das Diphtherieserum betragen die Gebiihren z. Z. fiir
je 10 1 100- und 200fachen Serums 200 M.
250 40

L] 10 7 tR) ” 7
O 300 5 480 ,,
20 350 ., . 560
7 10 tE] 400 ” » 64:0 ”
” 10 2 450 L) 12 720 ”
1 10 3 500 ” ” 700 ”
e 600 L 840
» 10, © 700, »o 980,
» 10, %0 -, » o 900,
» 10, 800 -, » o960,
7] 10 PP 900 ” ” 1080 ”
b} i 7 1000 2 ” 1000 "
L0 1100 » 1100,
0 1200 O Y
. 8. W

(. Die lokale Kontrolle an der Fabrikationsstelle.

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 die zweckmifige Her- .

stellung derselben Sorge trigt. Um letzere genau kontrollieren zu
konnen, sind die Fabriken verpflichtet, iiber die Gewinnung der Sera
ausfithrlich Buch zu fiihren.

Die staatliche Priifung der Heilsera. 15

Begleitschein No. ... ..
fiir die staatliche Kontrollstation

1) RES R
eingesandten

Kontroll-(Hauptbuch) No. —..............

e F??-t?)}'echend der Aufschrift auf dem Probeflischchen)

Tag der Blutentziehung ..o

Blutmenge in cem oo

Menge des erhaltenen Serums -..................

J Versuchstier No. ..ccoccoveneee
Immunititseinheiten ....................

1 Keimgehalt -.................

zu dem aus

Priifungsergebnis in der Fabrik

Menge des Konservierungsmittels
Tag der amtlichen Abfiillung ...
Datum der Einsendung zur Kontrollstation
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L. 8) Unterschrift des Kontrollarztes:

Die Herstellung der Sera in den Fabriken ist in technischer
Beziehung vielfach mustergiiltig ausgearbeitet. Als Serumspender be-
nutzt man in der Regel Pferde, doch werden zur Herstellung bestimmter
Sera auch andere Tierspecies verwandt, so z. B. Rinder und Schafe
beim Milzbrandserum.

Die Vorteile der Anwendung von Pferden beruhen darin, daR die
Tiere verhiltnisméfig leicht zu einem hohen Immunititsgrade gebracht
werden konnen und daB von ihnen sich das Serum durch AderlaB aus
der Halsvene bequem entnehmen li8t. Nur vollstindig gesunde und
tadellose Pferde diirfen zur Serumgewinnung benutzt werden.
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Auf die verschiedenen Immunisierungsmethoden, welche alle auf dem
Emrruice-BeariNgschen (108) Immunisierungsmodus,_ spezie!l dem zuerst von
Esrrion (3, 107) gefundenen Prinzip der Immunititssteigerung beruhe}l,
kann hier nicht niher eingegangen werden (s. Anm. S. 18). Dagegeg will
ich die Entnahme des Serums von den Pferden mit einigen Worten skizzieren.

Haben die Tiere den gewiinschten Grad der Immunitit erreicht, so
werden sie ,geblutet, d. h. es wird ihnen durch Adfarlaﬁ Blut entzoggil.
v. Bemring und Knorr (4) haben schon darauf hingewiesen, daf fiir

diese Blutentnahme natiirlich nur ein solcher Zeit-

Fig. 1a. punkt zu wahlen ist, wo das serumlieijernde Tier
gesund ist. Als Kriterien hierfiir bezeichnen sie:
¢ 1) das normale gesunde Aussehen der Tiere,
2) das normale Verhalten von Temperatur
P und Puls,
- 3) das normale Kérpergewicht, als welches

dasjenige anzusehen ist, welches vor der Einleitung
der letzten Reaktionsperiode notiert war,

4) den normalen Verlauf des Gerinnungs-
prozesses und der Serumabscheidung in Blut-
proben, die durch Aderlal gewonnen sind.

Die Blutentnahme aus der Jugularis, welcher
zweckmifig eine Probeblutung voraufgeht, um zu
sehen, ob das Serum den gewiinschten Gehalt an
Antikérpern tatséichlich erreicht hat, muf natir-
lich unter aseptischen Mafnahmen und moglichst
schonend ausgefiihrt werden. Im Panravrschen
Institut in Wien verfihrt man dabei (um ein
Beispiel anzufiihren) in folgender Weise!). Man
macht zunachst mit einem Myrthenblattmesser
einen etwa 10 mm langen Hautschnitt, etwa
4—5 cm vor der durch Kompression mit Kissen
geschwellten Vene. Zur Punktion der letzteren
wird der angelegte Hautschnitt mit der Haut
g0 verschoben, daB derselbe iiber die Jugularis
fallt. Diese Hautverschiebung schliefit spéter den
Schlitz in der Vene so gut, daf nach Entfernung

Fig. 1h. der Kompression die Blutung sofort steht. Da-

durch wird jede Naht tiberfliissig und man kann

daher bis ca. 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 eine Kaniile aufsetzen lift zu einem Schlauch, der das Blut
in den Aderlafzylinder leitet.

% Bei jeder Bfrutentnahme liefert ein Pferd durchschnittlich 5—6 1 Blut,
von denen man ungefihr 3 1 reines Serum erhdlt. Das Blut wird in
hohen Standgefiben (AderlaBzylinder) steril aufgefangen. Diese Zylinder,
welche ungefihr 1500 ccm fassen, werden vor der B}utentnahme
dreifach verschlossen und mit einem eingefiihrten Rohr (s. Fig. 1a) ver-
sehen, im Dampf sterilisiert. Dieser dre}fache Deckel, welcher aus Fl_anell
(@), einem Blechdeckel (b) und einem Papierumschlag (¢) besteht, ist so einge-

1) Nach einer brieflichen Mitteilung von Herrn Prof. Parraur an
Herrn Geh. Rat EHRLICH. '
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richtet, daf nach Fillung des Zylinders durch Drehen der drei Deckel ein
trockener Blechteil die infolge des Ausziehens des Rohres blutigen Riénder
vom Papier und Flanell trennt (Fig. 1b). Das Blut bleibt in diesem Ge-
fif 48 Stunden stehen, bis sich das Serum abgeschieden hat. Dann wird
das Serum abgehoben und in ,Sammelgefile“ gefillt. Zum Ab-
heben des Serums benutzt man zweckmifig Heber, deren untere Oeffnung
seitlich liegt, so daf man mit ihnen das Coagulum vom Glase abdringen 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, so ist man bestrebt gewesen, Methoden zu finden,
um die in dem Blutkuchen noch restierenden Serummengen zu gewinnen.
Dies hat man z B. durch besonders konstruierte Apparate, in denen
der Blutkuchen nachtriglich ausgepreSt wurde, zu erreichen gesucht. Diese
Apparate haben vor allem den Nachteil, da man gezwungen ist, den
Blutkuchen umzufiillen und daf bei diesen Manipulationen hiufig die Fern-
haltung von verunreinigenden Bakterienkeimen unmoglich wird. Ich
mochte daher eine einfache, aber sehr praktische Methode!) hier kurz an-
filhren, welche zu dem genannten Zwecke in dem BrumexTHALSChen
chemisch-bakteriologischen Institute in Moskau seit langem angewandt
wird und die Durchfihrung strengster Asepsis gestattet. In die obere
Oeffnung des von BronsteiN (105) beschriebenen Gefifies zur Blutent-
nahme wird vor dem Verschliefen ?) des Gefiles zwecks Sterilisation ein
mit Schrotktrnern gefiilltes starkwandiges Flaschchen eingefiigt und dessen
Hals von auBen mit einem Faden so befestigt, daf es an dem Gefilver-
schluf hingend frei in dem oberen Teile des Gefifies schwebt. Hat man
nun nach der Gerinnung des Blutes das abgeschiedene Serum aus dem
Apparat entleert, so braucht man nur den das Fldschchen haltenden Faden
aufen zu durchtrennen, um ein Herabfallen desselben auf den Blutkuchen
zu bewirken. Der Druck des auffallenden Flischchens gentigt aber, wie
die Krfahrung in dem genannten Institut gezeigt hat, um aus dem Blut-
kuchen die darin noch restierenden Serummengen frei zu machen. Der
Vorzug dieses Verfahrens liegt, abgesehen von seiner Einfachheit, darin,
daf das Blut vollig aseptisch behandelt werden kann und daf es nur mit
Gegenstinden aus Glas und z B. nicht mit Metall in Berithrung kommt,
da ja letztere Beriihrung nach der Erfahrung der Praktiker fir das Serum
durchaus nicht indifferent sein soll.

Zur Konservierung muf das zur staatlichen Priifung gestellte Serum
bestimmungsgem&lR einen Zusatz von Desinfektionsmitteln erhalten und
zwar verwendet man hierzu meist eine 0,5-proz. Phenollgsung. Die Konser-
vierung mit antiseptischen Mitteln ist in Deutschland vorgeschrieben ein-
mal, um bei den Seris, soweit sie fiir die Veterindrpraxis bestimmt sind,
eine Anreicherung der Keime in den nicht sterilen Seris zu verhindern, dann
aber auch, um die Moglichkeit einer Uebertragung des in dem Anfangs-
stadium oft schwer diagnostizierbaren Rotzes von den Pferden durch das
Serum auf den Menschen auszuschlieRen. Nach den Untersuchungen von
BoxuoFF (5) im hiesigen Institut konnen sich nimlich die Rotzbacillen in

1) Nach miindlicher Mitteilung des Herrn Dr. BrumentrAL-Moskau.
2) Der Verschlu geschieht durch eine doppelte Lage von Papier,
zwischen welches eine diinne Wattelage eingeschaltet ist.
Ehrlich, Arbeiten II, 9
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derartig konservierten Fliissigkeiten nicht vermehren, sondern werden. S0-
gar in kurzer Zeit abgetotet. Es gelang mit Serum, das _Rotzbacﬂleu
enthielt und mit 0,5-proz. Phenol versetzt war, nach 24-stiindigem Warten
nicht mehr, Meerschweinchen zu infizieren. In der Praxis dauert es nun
aber mindestens 7 X 24 Stunden, ehe ein frisch gewonnenes Serum zu

Heilzwecken beim Menschen angewandt werden kann. i
i ni a ¢ i lande die
Ich mochte dabei nicht une%‘wahnt lassen, daf man im Aug e
Konservierung der Sera auch vielfach in ande.rer Welse_ vornim S. -
wird z B. im Institut Pasteur das Serum nur einer fl:a,ktlc?merten terili-
sierung‘f u'nterzogen und dann ohne Zusatz eines Antlsgptm}lms bel;sgfen,
A i g is allein durch aseptische Entnahme und Hin-
wahrend bei den Taver schen Seris a . che | L A
il in Glasrshrchen fiir die Sterilitit gesorg

hmelzen des abgefiillten Serums in _ : :
f\?ird(G) An and:ren Orten pflegt man auch die Sera durch Chloroform,

Aether u. 8. w. zu konservieren. ' :
Das abgefiillte Serum bleibt nun in den Sammelgefilen in trockenen
Kiihlkammern bei - 7° so lange stehen, bis es in den Handel gebracht
; ich i i refi len soll.

bezw. amtlich in Flischchen gefiillt werc ‘ .
Ueber die Haltbarkeit der mit Phenol konservierten Sera siehe

o DO 557
; Der .lokale* Teil der amtlichen Kontrolle, fvelchel sich
auf die sz:chgeméiﬁe Herstellung des Serums in der Fabrik erstreckt,

liegt nicht in den Hinden des Instituts, sondern ist Aufgabe der be-

treffenden Regierung. Diese hat durch medizinal-polizeiliche E{evisionen
die Serumfabrikation und die Titigkeit des Abnahmebeamten ) zu 1}(;11-
trollieren. Letzterer hat ein Dienstbuch zu fithren, aus dem ersicht-
lich ist:

a) die Nummern der Pferde, von denen Blut zur Herstellung des

treffenden Serums genommen ist;
i leb) Tae der Entnahme des Blutes, Menge desselben und Menge des
te)

E erums ;
elhalé)enEei}ngnis der Wertigkeitsbestimmpng des Serums; s
d) Tag der Abfillung und” der amthchenﬂ Abnahme desE en;) : ,es
e) Tag des Abschlusses der amtlichen Priifung und des Ergebniss
37 II;II}lf}?;g.das von ihm in Klausur genommene 'Serum so‘langedm
dem StammgefiBe unter Verschluf zu halten,. bis die Er.ltsch%du:g ei
Instituts iiber die Zulissigkeit des Serums eingelaufen ist. _rﬁ WZ]; ;
die Mitteilung eingegangen ist, daf dasn Sel‘ulll den gesetghc eé1 B3
spriichen gentigt, darf das Sammelgefag geoffnet und. Sls Ie 7
unter seiner Aufsicht in Flischchen abgefiillt werden. _Dl‘e as; 1cd
werden am Stopfen mit Papier {iberbunden 11nf1 plomblmt.. Alltl) gm
von dem Plombenverschluf gesicherten Deckpapier tragen diese 'eﬁ ie
Kontrollnummer. Auf der einen Seite der Plombe befindet sich als

1) Dem Beamten ist Geheimhaltung der von der Fabrik besonders
geiibten Tmmunisierungsmethoden zur Pflicht gemacht.
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Zeichen der amtlichen Abfiillung ein Adler (PreuBien) bezw. das Hoheits-
zeichen des betreffenden Staates, in welchem die 6rtliche Kontrolle aus-
geiibt wird (so z. B. fiir Hessen ein Lowe), auf der anderen Seite die
Aufschrift ,Staatlich kontrolliert*. AuBerdem werden die Flischchen
bestimmungsgemil mit einer Angabe iiber den Ort der Herstellung und
die Fabrikationsstiitte versehen.

Falls ein Serum die vorschriftsmifigen Eigenschaften nicht besitzt,
so erfolgt die Riickgabe an die Fabrik nur dann, wenn die Beanstandung
wegen Minderwertigkeit an Immunisierungseinheiten, mangelnder Klar-
heit, oder sonstiger unschwer zu behebender vorschriftswidriger Eigen-
schaften erfolgt ist!). War dagegen die Beanstandung durch gesund-
heitsschiidliche Beschaffenheit des Serums (z. B. pathogene Keime, zu
hoher Phenolgehalt u. s. w.) veranlaBt, so entscheidet das Institut, ob
die Fliissigkeit vernichtet werden muB, oder ob durch bestimmte, von
ihm vorzuschreibende Behandlung die Masse in einen vorschriftsméifigen
Zustand versetzt und zur nochmaligen Priifung zugelassen werden kann.
Fiir den Fall, daB die Vernichtung angeordnet werden soll, muB die Ge-
nehmigung des vorgesetzten Ministeriums eingeholt werden; wird da-
gegen das Serum der Fabrik zuriickgegeben, so ist diese verpflichtet,
alle Anordnungen des Instituts genauestens zu befolgen und mitzu-
teilen, ob und wieweit das geschehen ist.

D. Die Priifung im Institut fiir experimentelle Therapie.

Der zweite Akt der staatlichen Kontrolle ist die samtliche
Prifung des Serums im Institut fiir experimentelle
Therapie* zu Frankfurt a. M.

Diese Priifung bezieht sich auf 1) die Feststellung der Unschid-
lichkeit und 2) des Wirkungswertes des zu priifenden Serums.

I. Die Priifung auf Unschidlichkeit.

Als ,unschédlich® wird die eingesandte Serumprobe angesehen,
wenn sie

1) vollig klar und frei von groberen Niederschligen ist:

2) keine bakteriellen Verunreinigungen enthilt, bezw. bei den fiir
die Veterinéirpraxis bestimmten Seris den erlaubten Keimgehalt von
100 Keimen pro 1 ccm Serum nicht iiberschreitet;

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

4) frei von Toxinen, speziell Tetanustoxinen, ist.

Zur Feststellung dieser Eigenschaften wird das zu priifende Serum
zunichst einer makroskopischen Besichtigung unterzogen. Das

1) Nach dieser zunichst speziell fiir die Priifung des Diphtherieheil-
serums erlassenen Instruktion wird sinngem#al auch bei den Priifungen der
tibrigen Sera verfahren.

Ao
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Serum darf, duBerlich betrachtet, hochstens einen geringen Bodensatz
zeigen, muR aber unter allen Umstinden vollig klar sein. Serumproben
mit bleibenden Triibungen, welche als Zeichen stattgehabter Zersetzungen
anzusehen sind, werden zuriickgewiesen.

Sodann folgt eine Sterilititspriifung des Serums nach den
iiblichen bakteriologischen Methoden, und zwar werden ein Agarrohrchen
(Platte), zwei Traubenzuckerbouillonrdhrchen und ein Traubenzucker-
agarrohrchen (hohe Schicht) mit je 5 Tropfen Serum geimpft. Die ge-
impften Platten und Rohrchen miissen steril bleiben, nur bei den aus-
schlieflich fiir Veterinirzwecke bestimmten Seris ist, wie schon gesagt
wurde, ein Keimgehalt bis zu 100 Keimen pro 1 ccm gestattet.

Weiterhin wird zur Priifung des Phenolgehaltes einer Maus
von 15 g 0,5 cem Serum subkutan injiziert. Zeigt die Maus keine oder
nur geringe Vergiftungserscheinungen, so iibersteigt die Menge des zu-
gefiigten Konservierungsmittels das zulissige Maf nicht.

Bei der Priifung der fiir die Anwendung beim Menschen bestimmten
Qeris erhilt nun noch ein Meerschweinchen zur Priifung auf Tetanus-
toxin bezw. etwaige vereinzelte Tetanuskeime 10 ccm Serum subkutan
injiziert. Diese Priifung erfolgt, um &hnlichen unliebsamsn - Zwischen-
fillen, wie sie im Auslande (Amerika, Italien) vorgekommen sind (Auf-
treten von Tetanus nach der Injektion von Diphtherieserum), vorzu-
beugen. Wenn das Meerschweinchen gesund und munter bleibt, kann
man mit Bestimmtheit annehmen, daf das Serum frei von den ge-
nannfen schidlichen Beimengungen ist. Es ist notwendig, zu diesen
Versuchen vollig gesunde (normale), noch nicht gebrauchte Tiere zu
verwenden, da die bereits zu Werthemessungszwecken benutzten Tiere,
wie dies zuerst THEOBALD SmITH (7) beobachtete, im hochsten Grade
gegen Serum iiberempfindlich werden.

Leider sind wir bisher nicht in der Lage, das Diphtherieserum auf
seine Unschidlichkeit nach der Richtung hin zu priifen, inwieweit ein
Serum besonders geeignet ist, jene unliebsamen Nebenwirkungen hervor-
zurufen, welche uns als .Serumexantheme® bekannt sind und die
v. PrrqueET und ScHICK (9, 10, 11) in neuerer Zeit als Erscheinungen
spezifischer Ueberempfindlichkeit analysiert und unter dem Namen ,,Serum-
krankheit zusammengefaft haben. Es handelt sich hierbei um Haut-
ausschlige der verschiedensten Art, die hiiufig mit lokalem Oedem, Gelenk-
schmerzen, Gelenkschwellungen, Fiebererscheinungen und sonstigen
Allgemeinsymptomen einhergehen. Die Krankheitserscheinungen treten
teils sofort (innerhalb 24 Stunden) oder auch erst nach einer be-
stimmten Inkubationszeit auf und verschwinden fast immer ohne
Hinterlassung dauernder Storungen. Die durchschnittliche Hiufigkeit
dieser Erkrankung berechnet sich auf etwa 10 Proz. der Injizierten.
Ueber ihre Ursache lief sich bisher mit Sicherheit nachweisen, dab sie
allein von dem Serum als solchem und nicht etwa durch seinen Anti-
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toxingehalt bedingt ist, denn die Stoffe, welche diese Nebenerscheinungen
hervorrufen, sind auch im normalen Pferdeserum vorhanden. Gerade
diese Erkenntnis ist fir die Einfithrung der hochwertigen Sera maf-
gebend gewesen. Man sollte eben durch die Anwendung hochwertiger
Sera in die Lage gesetzt sein, mdglichst grofie Dosen Antitoxin in mog-
lichst geringen Mengen Serum applizieren zu koénnen.

Dieser Zweck konnte natiirlich nicht dadurch erfiillt werden, daf
man einfach durch Konzentration den Antitoxingehalt der Sera erhdhte.
Denn in diesem Falle wiirden gleichzeitig mit den Antitoxinen auch
jene uns noch unbekannten Stoffe konzentriert werden, welche wir als
die Ursache der Serumkrankheit ansehen miissen, da auch diese sicher
mit den Eiweilkorpern des Serums in Zusammenhang stehen. Aus
diesem Grunde kann jede Eindickung des Serums nur als ein verfehltes
Verfahren zur Erreichung der bezweckten Absicht aufgefalt werden.
Das Institut ist daher beauftragt worden, alle Diphtherieheilsera auf
ihren Eiweifgehalt zu untersuchen und diejenigen Sera, welche mehr
als 12 Proz. Eiweill enthalten, zu beanstanden.

Um auf die-, Serumkrankheit® als solche nochmals zuriickzukommen
so hat man die Beobachtung gemacht, daf scheinbar bei gewissen Serum-
nummern diese HErkrankungen hiufiger auftreten, ohne daB aber alle mit
dem betreffenden Serum behandelten Personen erkranken. KEs 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 \V’ﬂl ferner
beobachtet haben, daf Erwirmen und Verdiinnen der Sera die Erscheinungen
geringer macht und daf bei Alteren abgelagerten Seris (9—12 Mon:te)
die Serumexantheme nicht vorkommen. Inwieweit dies zutrifft, 1i8t sich
zur Zeit noch nicht endgiiltig entscheiden; daf speziell die Zeit und
das Erwirmen einen abschwiichenden Einfluf auf die die Krankheits-
erscheinungen auslosende Substanz haben, muf sogar mnach den vor-
h.egenden Untersuchungen (7, 135) als sehr zweifelhaft erscheinen, da
sich gezeigt hat, dal diese Substanz gerade diesen Faktoren creoen’tiber
duberst stabil ist. 5

v. Prquer und Scrick (L. ¢.) haben darauf hingewiesen, daf man bei

.de.r Serumkrankheit unterscheiden muf zwischen der Serumkrankheit Erst-
1n:]izierter und Wiederholtinjizierter. Besonders bei letzteren, bei denen
die Erscheinungen meist schneller und stirker auftreten, konnten sie in
deI: ysofortigen” oder ,beschleunigten Reaktionsfihigkeit® ein wichtiges
Kriterium fiir die Diagnose der Serumkrankheit feststellen, nachdem vorher
v. Duxeerx (93) auf die Verkiirzung der Inkubationszeit bei wiederholten
Eiweilinjektionen hingewiesen hatte.
. Ernstliche schiddliche Nebenwirkungen, die mit Sicherheit auf die In-
jektion des Heilserums zuriickzufiithren waren, sind bei Menschen bis-
her dulerst selten bekannt geworden, dagegen lassen sich an den mit
Diphtherieserum geheilten Meerschweinchen bestimmte Formen der ,Serum-
iiberempfindlichkeit“ bis zu den hochsten Graden leicht experimentell
demonstrieren [TrmBoBALD SMiTHSches Phi#nomen (8); vergl. auch M. J.
Rosexav und Jomx F. Axpmrsox (135)].
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Il. Die Werthemessung.

Neben der Priifung auf Unschiddlichkeit 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 einge-
sandte Serum mindestens den von der Fabrik angegebenen Wert hat.
Minderwertige Sera werden demgemil beanstandet, hoherwertige da-
gegen zugelassen.

Grundbedingung fir die exakte Wertbemessung eines Heilserums
ist nun in jedem Falle der Besitz einer quantitativ genau ar-
beitenden Wertbemessungsmethode. Diese Forderung zu er-
fiillen, ist bisher bei einer groBen Anzahl von Immunseris in vollig
befriedigender Weise gelungen, wenn auch héufig erst nach Ueberwindung
grofer Schwierigkeiten. Besonders bedeutungsvoll fir die ganze Serum-
therapie ist speziell der Umstand gewesen, daf es Exrricu (12) gelang,
gerade fiir das Diphtherieserum eine absolut exakte Wertbemessungs-
methode zu ermitteln.

Bevor auf die Faktoren, welche bei der Wertpriiffung der ein-
zelnen Sera in Betracht kommen, niher eingegangen werden Kkann,
muB ich 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.
Wiihrend die antitoxischen Sera durch Immunisierung der Tiere allein mit
den Giften der Bakterien gewonnen werden und daher nur bei solchen
Balkterien erzeugt werden konnen, welche in unseren Nihrboden Gifte
sezernieren, verwendet man zur Herstellung der antibakteriellen Sera die
Leibessubstanzen der Bakterien. Es lift sich experimentell zeigen, dafl
ein Serum, das mit einer bestimmten Bakterienspecies gewonnen wird,
direkt von der Art der Bakterienstoffe, welche zur Immunisierung ver-
wandt werden, abhiingig ist, wie dies zuerst WASSERMANN (13) mit
Kulturen des Bacillus pyocyaneus nachgewiesen hat. Je nachdem er
Tiere mit der ganzen Kulturfliissigkeit oder allein mit den Leibessub-
stanzen des Bacillus pyocyaneus immunisierte, erhielt er ein antitoxisches
Serum (das auch bakterizid wirkte), oder aber ein rein bakterizides Serum.

Nach ihrer Wirkungsweise unterscheiden sich nun die beiden ge-
nannten Serumarten dadurch, daf die antitoxischen Sera nicht direkt
gegen die Bakterien selbst, sondern zun#chst gegen die von ihnen sezer-
nierten Gifte wirksam sind (und zwar dadurch, dal sie die Gift-
wirkung derselben neutralisieren), wihrend die antibakteriellen Sera sich
im stande erweisen, die Bakterien selbst zu vernichten. In welcher Weise
diese ,Vernichtung® der Bakterien geschieht, soll an anderer Stelle
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niher ausgefiihrt werden, hier sei nur voraufgenommen, dafl dieselbe bei
den verschiedenen Seris jedenfalls auch auf verschiedene Weise geschehen
kann (durch Bakteriolysine bezw. Opsonine, Antiaggressine u. s. w.) und
daf die Schutz- und Heilwirkung dieser Sera in der Regel wohl auf
dem Zusammenwirken mehrerer Faktoren heruhen diirfte.

Wenngleich gerade in der Kenntnis der Wirkungsart der Immunsera
in den letzten Jahren erhebliche Fortschritte gemacht worden sind, so be-
sitzen wir doch bis heute iiber den Bau wund 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 dar-
zustellen. Wir wissen von ihnen nur, daf sie an bestimmte Hiweifkorper
des Serums gebunden sind, und sind im tibrigen tiber ihre Natur ganz
auf Theorien angewiesen.

Von den zahlreichen Theorien, welche das Wesen und die Ursachen
der Immunitit zu erkliren gesucht haben, hat nun keine eine so weitver-
breitete Annahme gefunden, wie die von Emrnicm aufgestellte, sogenannte
. Seitenkettentheorie“ (14, 15, 16, 99, 106, 128, 130). Der Grundgedanke der
Seitenkettentheorie ist in der Vorstellung Enrricas 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, daf diese auf der Fédhigkeit der Zelle beruht, die
verwandten Nahrstoffe durch chemische Synthese mit bestimmten Seiten-
ketten zu assimilieren; in dhnlicher Weise wie in der organischen Chemie
bestimmte chemische Gruppen in die verschiedenen Atomgruppen (Seiten-
ketten) am Benzolringe eintreten kénnen. Nach seiner Anschauung kann
man sich das lebende Protoplasma als aus einem Leistungskern und einer
Anzahl von verschiedenen Rezeptoren bestehend denken. Diese Rezep-
toren wiirden nun die Triger ganz bestimmter Atomgruppierung dar-
stellen und zu bestimmten Stoffen (den haptophoren Gruppen der Nihr-
stoffe) eine maximale chemische Verwandtschaft haben. Sie passen zu
diesen wie ,Schliissel zum Schlof“. Nimmt man nun an, daf die Toxine
gewisse haptophore Gruppen mit den Nihrstoffmolekiilen gemeinsam haber,
so werden auch sie von den Rezeptoren verankert werden. Den durch
diese Verankerung bedingten Defekt an Rezeptoren wird nun die Zelle
nach dem Wrrarrtschen Gesetz nicht nur vollstindig ersetzen, sondern viel-
mehr durch Ueberregeneration iiberkompensieren. Diese Ueberregeneration,
welche bei der Immunisierung kiinstlich gesteigert werden kann, hat nun
zur Folge, dal die iiberproduzierten Rezeptoren von der Zelle abgestofen
werden und in die Blutfliissigkeit gelangen. Diese frei im Blute zirku-
lierenden Rezeptoren sind die Antitoxine. Nach dieser Theorie, die sich fir
den Aushbau der Immunitiitslehre so auferordentlich wertvoll erwiesen hat,
haben wir uns also die Bildung der in den Seris wirksamen Stoffe (Anti-
korper) als einen gesteigerten, rein physiologischen Prozef vorzustellen.
Die Antikérper selbst sind nichts anderes als Reaktionsprodukte (abge-
stoBene Rezeptoren) der lebenden Kirperzelle, welche (nach dem WEeIGERT-
schen Gesetz) im UebermalB produziert wurden, um den durch die Gift-
zufiihrung u. s. w. gesetzten Defekt zu kompensieren. Die fundamentale
Bedeutung dieser Theorie liegt darin, dal sie zwanglos alle Eigenschaften
der , Antikorper® erklart, so in erster Linie ihre streng spezifische Wirkung
und ihr Vorkommen im normalen Serum.
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Bestimmte Untersuchungsbefunde haben nun Emruicm dazu gefithrt,
drei verschiedene Arten von ,Zellrezeptoren“ anzunehmen, und zwar neben
den einfach gebauten Rezeptoren erster Ordnung, die nur eine speziﬁgohe
haptophore Gruppe besitzen, noch solche htherer Arten (zweiter }md dritter
Ordnung), welche die Zellen befihigen, hochmolekulare Hiweilstoffe zu
verankern. Zur Assimilation derartiger Stoffe ist es nach Emrrrices An-
sicht zunichst erforderlich, daf dieselben durch fermentative Prozesse ab-
gebaut werden. Dies geschieht nun einmal dadurch, daf diese Rezep-
toren auber der haptophoren Gruppe noch eine zweite speziﬁsc]:}e Eunk-
tionsgruppe besitzen, mit der sie auf das gefesselte Substrat einwirken,
oder schlieflich zwei haptophoré Gruppen (Ambozeptoren) haben, von denen
die eine die Nihrstoffe fesselt, wahrend die zweite aus dem Blute ge-
wisse fermentihnlich wirkende Stoffe bindet und in nahe rdumliche Be-
ziehung zu der zu assimilierenden Beute bringt.

Die Wirkung der Rezeptoren erster Ordnung hat man sich demnach
einfach in der Weise vorzustellen, daf sie (vermittels ihrer haptophoren
Gruppe) die haptophore Gruppe der Toxine besetzen. Die Rezeptoren
zweiter Ordnung dagegen ergreifen zundchst mit Hilfe ihrer haptophoren
Gruppe die haptophore Gruppe der Bakterien, dann erst tritt die spezifische
Funktionsgruppe in Titigkeit und ruft z. B. bei den Agglutininen das als
Agglutination bekannte Phiénomen hervor. Die Wirkungs.weise de}* Re_z-
zeptoren dritter Ordnung verlduft schlieflich in der Weise, daf sie mit
ihrer cytophilen Gruppe sich mit der Zelle bezw. den Bakterien verbinden,
wahrend ihre zweite haptophore Gruppe (die complementophile) imstand.e
ist, das im mnormalen Serum vorhandene Komplement, in dem wir
spater das eigentlich wirksame Prinzip bei der Lysinwirkung kennen
lernen werden, an sich zu reifen.

Beziiglich, des Ortes, an dem die Antikorper entstehen, muf man nafzh
Eurricas Lehre annehmen, daf alle bindungsfahigen Zellen des Organis-
mus im stande sind, Antikérper zu produzieren. In erster Linie spheint
aber die Antikérperbildung in den blutbildenden Organen vor sich zu
gehen. Nach den Untersuchungen von Prmrrrer und Marx (17a, 1_7b),
sowie von WassErMANN (18), Drurscm (19) u. a. werden die bakterloly-
tischen Ambozeptoren z B. im wesentlichen im Knochenmark, in der Milz
und in den Liymphgefifen erzeugt. Die Untersuchungen von CASTELANI (20)
uud R. Kraus und Scrrrrmany (91) machen es andererseits wahrscheinlich,
daB Prazipitine und Bakterienagglutinine in der Blutbahn gebildet W’Gl‘d&}l.
Weitere Untersuchungen von Roymr (14) und von v. Dunemry (93), sowie
neuerdings speziell von A. Wasseruany und Crrrox (44, 45) weisen dasr~
auf hin, daf unter gewissen Umstinden auch an anderen Stellen eine (rein
lokale) Antikérperbildung zu stande kommt.

Von der grofen Reihe der verschiedenen Antikérper, (welche n.aoh der
Vorbehandlung mit Toxinen, Bakterien und sonstigen Antigenen im Tler-
korper entstehen), den Prézipitinen, Antifermenten, Antitoxinen, Cytotoxinen,
Agglutininen und den verschiedenen Liysinen, interessieren uns speziell die
Antitoxine, welche zu den Rezeptoren erster Ordnung Enrricms ge-
héren und die wirksamen Substanzen in den antitoxischen Heilseris dar-
stellen, und die bakteriolytischen (und bakteriotropen?) Ambozep-
toren, welche zu der dritten Ordnung der Rezeptoren zu rechnen' sind
und die Triger der spezifischen Funktion der bakteriolytischen Sera bilden.

Nach dieser Vorbemerkung iiber EmRLICHS Seitenkettentheorie
soll nun im folgenden auf die Wertbemessung der verschiedenen, der
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staatlichen Kontrolle unterstellten Sera, ihre wissenschaftlichen Grund-
lagen und unsere bei derselben zur Anwendung gelangenden priifungs-
technischen MaBnahmen eingegangen werden. Beziiglich der Werthe-
stimmung der sonstigen Heil- und Schutzsera sei auf die Arbeit von
Donrrz (40) im Handbuch von KorrLe-WASSERMANN hingewiesen. In
dem genannten Handbuche finden sich auch genaue Angaben iiber die
Immunitét bei den im folgenden erwithnten Krankheiten.

a) Die Wertbemessung der Antitoxine.

Um den Wirkungswert eines antitoxischen Serums zu definieren,
messen wir seinen Gehalt an Antitoxinen. Allerdings wiren, wie
auch schon BEHRING (21) betont hat, fir die vollstindige Wertbemes-
sung eines Serums 4 Versuchsreihen anzustellen, welche folgende Fragen
zu entscheiden hétten: ‘

1) den Immunisierungswert gegeniiber einer Infektion,

2) den Heilwert gegeniiber einer Infektion,

3) den Immunisierungswert gegeniiber einer Intoxikation,

4) den Heilwert gegeniiber einer Intoxikation.

Allein zahlreiche Versuche haben nach v. BEHRING ergeben, dal
ein stabiles Verhiltnis zwischen diesen vier Werten besteht, so daB,
wenn wir einen derselben genau kennen, auf die anderen drei Riick-
schliisse gemacht werden konnen. Nachdem dann aber Roux (22) be-
hauptet hatte, da nach bestimmten Beobachtungen eine Parallele zwischen
dem antitoxischen Wert eines Serums und seinem priventiven und
kurativen Wert nicht bestehe, daB vielmehr unter Umstinden hoch-
wertige Sera weit geringere heilende und schiitzende Eigenschaften be-
siBen als solche mit geringerem Gehalt an Immunititseinheiten, hat
MARX (23) im hiesigen Institut diese Frage eingehend untersucht. Auf
Grund umfangreicher experimenteller Untersuchungen iiber die Beziehung
zwischen dem Gehalt an Immunitiitseinheiten und dem schiitzenden und
heilenden Wert der Diphtheriesera kam aber auch MARX zu dem Er-
gebnis, daf die toxin-neutralisierende Kraft eines Diphtherieheilserums,
d. h. der Gehalt desselben an Antitoxineinheiten und die immunisierende
und heilende Wirkung drei Faktoren sind, die in engster Beziehung
stehen, und zwar in der Weise, dal der Immunisierungs- und Heil-
effekt eines Serums dem Gehalt an Immunitéitseinheiten direkt propor-
tional ist. Wir sind also hiernach berechtigt, die Wert-
bemessung der antitoxischen Sera allein durch Fest-
stellung ihres Gehaltes an Immunitdtseinheiten vorzu-
nehmen und nicht gezwungen, den Anschauungen Roux’ entsprechend
den priventiven und kurativen Effekt der Heilsera besonders zu be-
stimmen, eine Forderung, durch welche die Wertbemessung, wie dies
an spéterer Stelle ausdriicklich auseinandergesetzt werden wird, nicht un-
erheblich kompliziert und erschwert werden wiirde.
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Zur Wertbemessung eines antitoxischen Serums gentigt es also
allein, dessen Gehalt an Antitoxinen zu ermitteln. Diese Er-
mittelung begegnet nun beim Diphtherieserum und beim Tetanusserum
keinerlei Schwierigkeiten, nachdem wir seit den grundlegenden Arbeiten
Enmrricus (12, 24, 25) genaue Kenntnis iiber die Konstitution der Gifte
und iiber die Beziehungen zwischen Toxin und Antitoxin besitzen.

Gegeniiber den verschiedenartigsten Anschauungen iiber die Bin-
dung zwischen Toxin und Antitoxin vertraten EHRLICH
und v. BeHRING bereits von vornherein den Standpunkt, daf
zwischen beiden Komponenten eine direkte chemische Beziehung be-
stinde. Speziell ErrLIcH (3) konnte bei seinen Untersuchungen iiber
die Beziehungen des Ricins zum Antiricin durch Einfithrung des
Reagenzglasversuches zeigen, daf Gift und Gegengift sich direkt
chemisch vereinigen miissen, ohne Mitwirkung vitaler Krifte.
Spitere Untersuchungen, u. a. besonders von MARTIN und CHERRY (27),
WassErMANN und Bruck (28, 95) haben in vitro und in vivo die von
Emrricu ersterkannte chemische Natur dieser Bindung experimentell
bewiesen, und heute kann dieselbe als sichergestellt gelten [vergl. auch
L. MicEAELIs (134) u. LEvADITI (94)]. Man hat sich jedoch die Ent-
giftung des Toxins nicht als eine Zerstérung desselben vorzustellen,
sondern man mufB annehmen, daB bei der Bindung Toxin- Antitoxin
eine neue und ungiftige Verbindung entsteht.

Die von Emrricu gefundenen Tatsachen fiihrten ihn zu folgenden
Schliissen :

Das Toxinmolekiil besitzt zwei funktionell verschiedene Atomkom-
plexe, eine die Giftwirkung verursachende labile (toxophore) und eine
die Bindung an das Antitoxin bewirkende stabilere (haptophore) Gruppe;
das Antitoxin wirkt spezifisch und direkt auf das Toxin ein; die Bindung
zwischen beiden Komponenten. erfolgt nach dem Gesetz der Multipla
als chemische Reaktion; gewisse scheinbare Ausnahmen von diesem
Gesetz werden durch die komplexe Konstitution der Gifte erklirt.

Es wiirde wohl zu weit fiihren, die Wirkung der einzelnen Fak-
toren, welche bei der chemischen Natur der Reaktion zwischen Toxin
und Antitoxin fiir den Ablauf dieser Reaktion besonders wichtig sind,
eingehend zu besprechen. Es kann hier nur hervorgehoben werden,
daB auRer der Reaktionszeit besonders die Temperatur, die Konzentration
der Losungen und der Salzgehalt der Medien, in denen die Reaktion vor
sich geht, bei diesem Neutralisierungsvorgang von hochster Bedeutung
sind, und daf daher ihr Einfluf bei der Beurteilung dieses Vorganges
stets Deriicksichtigt werden muf [EmrLICE (12), V. BEHRING (20),
KNorr (119), BEarING und Ransom (8)].

Neuere Untersuchungen [MoRGENROTH (29), OrTo und SAcHS (30)]
haben es weiter wahrscheinlich gemacht, daf man bei Vereinigung
zwischen Toxin und Antitoxin auch mit katalytischen Einfliissen (in
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dem Subkutangewebe bezw. dem Serum selbst) wird rechnen miissen,
worauf bereits v. BEERING (31) hingewiesen hat.

Kommt es nun darauf an, die antitoxische Wirkungskraft,
d. h. den Gehalt eines Serums an Antitoxinen zu messen, so bedarf es
hierzu natiirlich in erster Linie eines bestimmten, auf unbegrenzte
Zeiten hin konstant zu erhaltenden MaBstabes. Hierzu dient
die ,Immunitéitseinheit (Antitoxineinheit). Die Entstehung der De-
finition dieser Einheit ist urspriinglich auf den von v. BEHRING (26, 32,
42), formulierten Begriff des ,Tetanusnormalserums“ zuriickzufiihren.

»1 ccm Tetanusnormalserum sollte den zur Erreichung eines Heil-
effektes bei weilen Miusen erforderlichen Mindestgehalt an Antitoxin
enthalten.“ Als sich spiter aber zeigte, daR dieser Heileffekt von vielen
unkontrollierbaren Faktoren abhing und daher als genauer MaBstab nicht
brauchbar war, wurde zwar der ,Mischungsversuch“ an Stelle der alten
Methode gesetzt, aber den weiteren Berechnungen des Antitoxinwerts
das urspriingliche Normalserum bezw. ein mit diesem Serum einge-
stelltes bestimmtes Gift zu Grunde gelegt und 1 ccm Tet. AN! = 1 A.IL
gesetzt. In #hnlicher Weise entstand das ,Diphtherieserum®. Spiter
wurde dann als Diphtherienormalserum von EmRLIcH und BEHRING
(40) ein Blutserum bezeichnet, von dem 0,1 ccm genau 1 cem Normal-
gift, also 100 todliche Dosen?'), neutralisierte. 1 cem des Normal-
serums, enthielt die allen Wertmessungen zu Grunde gelegte MaR-
einheit, ,eine Immunitéitseinheit’ (EHRLICH).

Die jetzt in der Priifungstechnik gebrauchten MaQ-
(Immunitits-)Einheiten sind dagegen willkiirlich gewidhlte
GroBen und fir das Diphtherieserum z. B. so entstanden, daf EHRLICH
eine bestimmte Menge Antitoxin als Einheit bezeichnete, welche von einem
damals zur Verfiigung stehenden Gift 100 D.L. so absittigte, daf nach
Injektion dieses Gemisches auch nicht die geringste Spur von Krank-
heit (lokaler und allgemeiner Reaktion) eintrat. Als Triger dieser
Einheit wihlte er das Antitoxin, nachdem sich einerseits bei
der Diphtheriepriifung ergeben hatte, daf die Diphtherie gifte hierzu
nicht geeignet waren, weil sie, selbst wenn man sie sorgfiltig vor
duleren Schédlichkeiten schiitzte, sich dennoch allmihlich abschwiichten,
und es ihm andererseits gelungen war, eine absolut sichere Serumkon-
servierungsmethode zu finden. Das erste zu Standardzwecken verwandte

1) Beim Diphtheriegift war diejenige Menge Gift als einfache tod-
liche Dosis bezeichnet worden, die ausreichte, um ein Meerschweinchen
von 250 g akut in 4—5 Tagen zu tdten (Emrricus physiolog. Gifteinheit),
v. BerrING hatte weiter dann dasjenige Gift als ,Normalgift“ ange-
nommen, welches in 1 cem genau 100 einfach todlichen Dosen enthielt
(D.T.N.1 M?°0 — Diphtherietoxin 1-fach normal, gepriift an Meerschweinchen
von 250 g).
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Serum, welches als Diphtherie-Urstandard im Frankfurter Institut dhnlich
wie das Metermall in Paris aufbewahrt wird, ist z. B. ein seinerzeit
evakuiertes Diphtherietrockenantitoxin von 1700-facher Stiirke. Da
nun der MaRstab, wenn er verloren ginge, unersetzlich wire und die
absolute Konstanthaltung Grundbedingung einer exakten Wertbemessung
ist, so liegt natiirlich eine der Hauptaufgaben der amtlichen Priifungs-
stelle darin, mit allen zu Gebote stehenden Mitteln fiir die absolute
Unveriinderlichkeit der MaQstibe Sorge zu tragen.

Die Bedeutung eines absolut unveréinderlichen Mafstabes fir die Wert-
bemessung haben besonders die fritheren Erfahrungen mit dem Diphtherie-
heilserum gelehrt (12, 33). Bekanntlich gab es in den ersten Jahren der
Heilserumtherapie eine Zeit, wo dieselbe bei der Diphtherie, besonders in
England, stark in Mifkredit geraten war, da die Wirkung der dort zur
Anwendung gelangenden Heilsera sich als unzuverlissig erwies. KEine
von der englischen Zeitschrift ,The Lancet“ eingesetzte Kommission
konnte damals aber nachweisen, daf dieses Versagen der Sera allein darauf
zuriickzufiihren war, daf die zur Anwendung gelangenden Sera ungentigend
antitoxinhaltig waren. Als diese Kommission nimlich unter Benutzung der
ihr vom Steglitzer Institut fiir Serumforschung und Serumpriifung gelieferten
Priifungsmaterialien die englischen Sera nachpriifte, fand sie, dal dieselben
zum Teil kaum den sechsten Teil des angegebenen Wertes besallen, wihrend
die in Deutschland von Schering bezw. den Hochster Farbwerken herge-
stellten Sera vollwertig waren. Zu einem #hnlichen Resultat gelangte
Mapsex in Kopenhagen, als er ein in Ddnemark vielfach zur Anwendung
gelangtes Serum untersuchte. Er fand dabei, daf diesen fiir thera-
peutische Zwecke viel zu schwach war. Dieses Vorkommen zu
schwacher Sera war nur so zu erkliren, daf die in England und Déine-
mark frither angewandten Maflstibe sich abgeschwicht hatten. Dal
damals das Steglitzer Institut vor #hnlichen Unannehmlichkeiten be-
wahrt blieb, verdankte es allein den sorgfiltigen Nachpriifungen, welche
Ermrrice mit dem Testgift und Serum vornahm. Dabei fand er die
aulerordentlich wichtige Tatsache, daf beide Komponenten durchaus har-
monisch absinken und so ein Konstantbleiben vortiduschen konnten. Diese
Erfahrungen, einmal, daf auch die glyzerinhaltigen Antitoxinlgsungen eine
Abschwichung erfahren konnen und zweitens, daf die Konstanz des Neu-
tralisationspunktes eine sichere Garantie fiir die Konstanz der Testlgsungen
nicht bietet, veranlaften seiner Zeit Enrrvion, andere Konservierungs-
methoden zu suchen, die eine sichere Haltbarkeit garantierten. Dabei galt
es besonders, diejenigen Faktoren auszuschliefen, welche nach chemischen
Erfahrungen die Zerstérung derart zersetzlicher Korper bedingen: Wasser,
Sauerstoff, Licht und Wéirme. .

Die Mafnahmen, welche nun unter Berticksichtigung dieser Faktoren
zur Konstanthaltung der Sera in der Priifungstechnik nach dem Vor-
gange EmrLicus beim Diphtherieserum allgemein eingefiihrt sind, be-
stehen in der Konservierung der Sera in EHrLICHSchen
Vakuumapparaten (12, 35, 36) und spiterer geeigneter Aufbewah-
rung dieser Apparate. Diese Methode der Serumkonservierung eignet
sich ebenso vorziiglich zur Konservierung groferer Mengen trockenen
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Serums (Diphtherie-Standard) wie zu der kleinster Serumdosen, (z. B.
Tetanus-Standardserum, von welchem in jedem Vakuumapparat nur
0,006 g Serum enthalten sind). Die Methode eignet sich ferner auch
zur Konservierung von Giften. Praktische Momente sprechen aber,
wenigstens bei der Diphtheriepriifung, fiir die Anwendung dieses Ver-
fahrens allein beim Antitoxin.

Die EarricaEsche Serumkonservierungsmethode ist kurz
folgende: Die zu konservierenden Sera werden, falls es sich um fliissige
Préparate handelt, mit feinsten Pipetten bezw. Biiretten in Serumréhrchen
von bestimmter Form (s. Fig. 2a) eingefiillt. (Es diirfen nur véllig
native Sera ohne irgend welchen Zusatz benutzt werden. Handelt es
sich um die Konservierung von groferen Dosen Trockenserum, so miissen

C @

a b Fig. 2. y

die einzelnen Dosen auf der chemischen Wage genau abgewogen werden).
Diese Serumréhrchen ,a“ bilden nun den Teil eines Rohrensystems (Fig. 2),
zu dem noch ein Kolbchen 0%, das zur Aufnahme von Phosphorsiiure-
anhydrid dienen soll, und ein Verbindestiick ,¢* gehort. Nachdem das
trockene Serum eingefiillt ist, bezw. nachdem das in die Serumrshrchen
eingefiillte fliissige Serum im Exsikkator iiber Nacht vorgetrocknet ist,
werden die einzelnen Stiicke des Rohrensystems in der aus obiger Figur
ersichtlichen Anordnung aneinander geschmolzen und zur weiteren voll-
stindigen Evakuierung eine Anzahl solcher Apparate mit einer Queck-
silber-Luftpumpe in Verbindung gebracht (s. Fig. 3).

Unter dem Einfluf des Vakuums wird nun das Wasser, welches
noch bis zu 10 Proz. in den Trockenseris enthalten ist, schnell durch
das Phosphorsdureanhydrid absorbiert und zugleich mit dem Sauerstoff
entfernt. Nachdem die Rohrchen dann hei z (Fig. 2) abgeschmolzen
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sind, bleiben sie noch lingere Zeit unter dem Einfluf des Phosphor-
sdureanhydrids stehen, bis dieses sichtbar keine Feuchtigkeit mehr auf-
nimmt. (Priifung: Das durch Klopfen vorsichtig aufgeschiittelte Anhydrid
mufl unverdndert bleiben.) Alsdann werden die das Serum enthaltenden
Teilchen des Apparates bei y abgeschmolzen, und 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, vermag sich das Serum so jahrelang
unverdndert zu halten. Es ist jedoch nicht vorteilhaft, wie ich auf
Grund im hiesigen Institut angestellter Versuche (35) bemerken mdochte,
die Absorption des Wassers bei erhohter Temperatur forcieren zu wollen,
vielmehr scheint hierzu die geeignete Temperatur die Zimmertemperatur
zZu sein.

Von der gleichen praktischen Wichtigkeit wie die Konservierung
ist natiirlich auch die absolut genaue Fortfiithrung der MaR-
einheit bei der Einstellung eines neuen Standardserums,
falls das urspriingliche Serum zu Ende geht. Da hierbei jede Verschie-
bung 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, muBl man bei der Neuein-
filllung eines Serums zu Standardzwecken vor allem daran denken, dafl
das Serum durch die einzelnen Akte der Evakuierung nicht unerheb-
liche Verluste an spezifischer Wirksamkeit erleiden kann. Aus diesem
Grunde ist es absolut notwendig, die endgiiltige Einstellung erst dann
vorzunehmen, wenn das Serum bereits eingefiillt und evakuiert ist.
Man wird daher bei der Herstellung eines neuen Standardserums am
besten in folgender Weise verfahren. Angenommen, es handle sich um
die Neueinstellung eines frischen Diphtheriestandardserums?®). Nachdem
man sich durch Vorpriifungen von dem ungefihren Werte des Serums
iiberzeugt hat, werden bestimmte abgewogene Mengen Trockenserum in
die Standardapparate eingefiillt und evakuiert. Aber erst nachdem das
Serum einige Zeit gelagert hat, beginnt man mit der genauen Ein-
stellung des Serums (vergl. auch den folgenden Abschnitt ,Testgifte).
Zu diesem Zwecke werden die benétigten fertigen Rohrchen wieder ge-
offnet und der Inhalt eines Rohrchens in einer ganz bestimmten Fliissig-
keitsmenge gelost. Mit diesem frisch gelosten Serum wird nun zunichst
der ungefihre Wert des Serums ermittelt (Tabelle 2), nachdem man sich
zuvor von der Konstanz der Priifungsdosis des Testgiftes tiberzeugt hat
(Tabelle 1). Ist beides geschehen, so erfolgt die genaue Einstellung des
Serums in der Weise, dall man die in Betracht kommenden Verdiinnungen
des Serums gegen dieselben fallenden Dosen Gift priift, mit welchen
man 1 I.E. des alten Standardserums eingestellt hatte (Tabelle 3). Auf

1) Vergl. hierzu S. 39 ff.
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diese Weise ist eine absolut genaue FErmittlung des Wertes eines
Serums moglich, wie das folgende Beispiel zeigt:

Tabelle No. 1. Kontrolle der Priifungsdosis.

Altes . -
T Standardserum 1 Urstandard
Giftmenge =
in cem Versuch am:
! 4 0G| SR RS | 4L XL V180 AXTE, | F 21, XL
4. X1I. 1902 1902 ’ i | ‘Toos | 1002 ’ 1902 | 1902
0,76 davon davon | davon | davon | davon | davon | davon
0,77 davon davon | davon | davon | davon T4 davon
0,78 + 41 T4 T4 T4 davon SPIES T4
079 el AR ot R B e e

Tabelle No. 2. Orientierende Einstellung des neuen Standardserums
mit der Priifungsdosis 0,78.

Bel iVer: Versuch am:

diinnung

d. Serums| 11 XT.|14.XI.|18.XL. | 26. XI.|29.XI.| 3. XIL | 5. XII. |8. XIIL. | 15. XII.

auf ?-fach| 1902 | 1902 | 1902 | 1902 | 1902 | 1902 | 1902 | 1902 | 1902
12,0 davon — davon | davon — — — — —
12,25 — — — — — — — — —
12,5 — davon | davon | davon | davon | davon — = —
12,75 — — — —— 1 4%/, | davon | davon | davon | T5
13,0 P Sp ) +4 | davon| 4 4 | davon | davon | T 4/,
13,25 — — - — TS TR +5 T4 +4
135 == T3 T4 TR e — — 23 +4
13,75 — — — — — — — — €3
14,0 13 — — — — — — — —

Tabelle No. 3. Genaue Einstellung des neuen Standardserums.

Giftmenge ‘Am 15.XTI.1902 | Am 15, XTI. 1902 | Am 15. IT. 1903 | Am 15. IT. 1903

in cem als 13,0fach als 13,2bfach als 1325fach als 13,5fach
0,76 davon davon davon —
0,77 davon davon davon T4
0,78 davon T4 +4 T4
0,79 davon 4 | +3 +3

»

Erkldrung zu Tabelle 1—3.

Tabelle 1 zeigh, daB auf Grund der mit dem alten Standard und dem Ur-
standard angestellten Versuche die Li-(Priifungs-)Dosis des Giftes = 0,78 com ist.

Aus Tabelle 2 ergibt sich, daB unter Benutzung der gefundenen Priifungs-
dosis (= 0,78 cecm) das neue Serum = 13,25fach, eventuell aber noch als 13,0- bezw.
13,5fach anzusehen ist.

Nach Ausfall der Versuche in Tabelle 3 und Vergleich mit den Versuchen
in Tabelle 1 ist das neue Serum in der Tat genau 13,25fach.

Fiir die praktische Ausfihrung der Priifung ist also als tertium
comparationis noch ein G ift notwendig. Theoretisch kann man mit irgend
einem beliebigen Gift, wie es zur Verwendung kommt, im einzelnen Falle
eine Messung eines derartigen Serums vornehmen und seinen Gehalt an
Antitoxineinheiten feststellen, indem man (wie oben gezeigt wurde) einer-

1) ¢+ 4 = tot am 4. Tage.
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seits die Standardeinheit in successiven Reihen mit steigenden Giftdosen
versetzt und andererseits beliebige Verdiinnungen des betreffenden Probe-
serums in dieser Weise behandelt. Der Vergleich dieser Reihen erlaubt
dann ohne weiteres eine Wertbestimmung. Natiirlich ist ein solcher
Modus im allgemeinen hochst unbequem, indem fiir die Ermittlung
jedes Serums eine groBe Tierreihe notwendig wird, und daher nur
in ganz besonderen Fillen (siehe S. 31 ff.) anwendbar. In der Praxis
hat sich ein anderer Weg bewihrt. Derselbe beruht darauf, daf es
moglich ist, Gifte eine gewisse Zeit in ihren priifungstechnischen Eigen-
schaften konstant zu halten. Beim Diphtheriegift ist dies einfach in
der Konservierung in der gewohnlichen Form maoglich, sobald die Gifte
»abgelagert sind, beim Tetanusgift ist eine Konservierung nur im
trockenen Zustande mdglich. Solche Gifte von priifungstechnischer
Konstanz werden als Standardgifte bezeichnet. Bei ihnen geniigt
es, ein einziges Mal genaue Tierserien vorzunehmen, deren Endzweck
es ist, zwei Giftdosen [ExrLICH (12)] zu ermitteln, 1) diejenige Dosis,
die von der betreffenden Antitoxindosis so abgesiittigt ist, daf sie {iber-
haupt keine Giftwirkung mehr erkennen 1lé8t, L,-Dosis, und 2) diejenige
Giftmenge, die so verdndert ist, daB von den in dem Gifte enthaltenen
vielfachen todlichen Giftdosen nur eine einzige Dosis letalis iibrig ge-
blieben ist (Li-Dosis).

Jede von diesen beiden Giftdosen kann als Priifungsdosis gelten.
So war z. B. urspriinglich beim Diphtheriegift die Priifungsdosis der
L,-Wert, wéhrend bei der jetzigen Priifungsmethode auf den Li-Wert
eingestellt wird.

Ist die Priifungsdosis, z. B. die Ly-Dosis, bei einem solchen Gifte
einmal festgelegt, so hilt sich dieselbe in der Regel sehr viele
Monate lang unveréndert, wie die folgende Tabelle No. 4 zeigt.
Diese Tabelle enthilt eine Zusammenstellung aller bisherigen Diphtherie-
testgifte mit Angabe der Priifungsdosen. Im ganzen wurden seit 1897,
d. h. seit der Einfilhrung der neuen EmRrLIcHschen Priifungsmethode,
9 Gifte als ,Priifungsgifte benutzt. Die Priifungsdosis (Lt-Dosis)
schwankte bei den einzelnen Giften zwischen 0,26 und 0,79 ccm. Die
Tabelle zeigt nun, wie gesagt, daf sich die einmal ermittelte Priifungs-
dosis meist recht lange unverindert zu halten pflegt, so war sie z. B.
bei dem Gift 2, welches im ganzen 12 Monate als Priifungsgift ver-
wandt wurde, unverdndert = 0,5 cem. Aus der Tabelle ist aber noch
ersichtlich, dal man in einzelnen Féllen (Gift 1, 4, 7 u. 8) gendtigt war,
die Priifungsdosis nach einigen Monaten zu #ndern, da sich das Gift
— wenn auch in geringem Grade — noch nach der Einstellung als
Testgift abschwichte. Bemerkenswert ist immerhin, daf sich dann nach
dieser Zeit alle Gifte weiterhin so lange unverindert hielten, als sie in
Gebrauch waren, das war bei dreien 1 Jahr und dariiber.

Wenn man nun den Ly- bezw. Li-Wert eines Giftes gewonnen hat,
Ehrlich, Arbeiten IL 3
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Tabelle No. 4.

im Gebrauch Priifungsdosis war
Tegygift L ;
: : mithin wie : wie
0 von? bis ? lange? wie hoch? lange ?
i April 1897 | Oktober 1897 | 7 Monate { g)) 0250 com, < D Monate
2 November 1897 | ,, 1898 |12 Ol o e o e
3 % 1898 | August 1899 |10 5 0,79 , |10
4 September 1899 | Januar 1901 |17 B { ,‘3 8’21 2 12 2
5 Februar 1901 | Oktober 1901 | 9 0ABI S| 19,
6 November 1901 | September 1902 | 11 5 026 e 55t (FLL=SEs
7 Oktober 1902 * | Dezember 1903 |15, { %3 8:% ; o :
o 4 < 0)38 b 6 2
8 Januar 1904 August 1905 |20 3 Jl %3 03% . |14
9 Seit September 1905 — — 027 ,, |Dbisher 10

so ist die Bestimmung des antitoxischen Wertes eines Serums, z. B.
eines Diphtherieserums, hochst einfach, zumal es sich bei der Priifungs-
aufgabe des Instituts nur darum handelt, einen bestimmten Wertgehalt
zu garantieren. Soll z. B. ein Serum 500-fach sein, so muf in jedem
Kubikcentimeter der Verdiinnung 1:500 eine Antitoxineinheit enthalten
sein. Mischt man also 1 cem der Verdiinnung 1:500 mit der auf eine
Immunititseinheit bezogenen IL,-Dosis, so darf das Tier, wenn das
Serum genau H00fach ist, keine lokalen Erscheinungen zeigen (d. h.
es muf am 4. Tage ,glatt* sein). Ist aber weniger als eine Immunitéts-
einheit in der berechneten Serumdosis enthalten, also das Serum nicht
500-fach, so muf eine Induration eintreten. Aehnlich verhilt es sich bei
der Priifung mit der Ly-Dosis. Wird z. B. ein zu priifendes Serum mit
der Lf-Dosis gemischt, so sind 4 Moglichkeiten vorhanden: 1) das Tier
bleibt glatt, d. h. das Serum ist hoherwertig, 2) das Tier stirbt chronisch
unter lokalen Krankheitserscheinungen oder kommt gerade noch mit
dem Leben davon, d. h. das Serum hat etwas iiber den genauen Wert,
3) das Tier stirbt am 4. Tage, d. h. das Serum besitzt gerade den an-
gegebenen Wert, oder 4) das Tier stirbt innerhalb der ersten 3 Tage,
d. h. das Serum ist unterwertig. In der Prifungspraxis ver-
langen wir nun — wie hier vorausgenommen werden mag — dal
ein zur Priifung gestelltes Diphtherieserum aus bestimmten Griinden
(siche S. 45) nicht nur den absolut genauen Wert besitzt,
sondern hoherwertig ist und statt den sub 3) genannten Be-
dingungen mindestens den sub .2) angefiihrten Anforderungen entspricht.

Hat man nun absolut konstante MafBstéibe zur Verfiigung, so be-
darf es noch eines Indikators, der anzeigt, inwieweit die Neutrali-
sierung zwischen einem gegebenen Antitoxin und einem bestimmten
Toxin erfolgt ist, da eine bestimmte Serumdosis stets nur eine be-
stimmte Menge Gift bindet. Hierzu bedienen wir uns des Tierkorpers,
und zwar kommt es darauf an, eine Tierspecies von geniigend gleich-
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méiﬂiger Empfinglichkeit bezw. Resistenz zu besitzen. Denn nur wenn
d%ese Bedingung erfiillt ist, ist eine genaue Messung moglich. Dies ist
nicht bei allen Giften der Fall. Ein typisches Beispiel hierfiir hietet
das Crotin (EHRLICH).

: Gegeniiber diesem Gifte finden sich bei den Tieren alle maoglichen
Differenzen insofern, als das eine Tier unempfindlich und das andere

hoch empfindlich ist. Wendet man z. B. ein Gemisch von Crotin und
Anticrotin an, das nicht vollkommen gesittigt ist, so kann dies bei un-
empfindlichen Tieren doch als gesiittigt erscheinen. Es ist also Voraus-
setzung der Messung der Wirksamkeit eines antitoxischen Serums, daf
man Tiere von gleichmifiger Empfindlichkeit zu Gebote hat, die nicht
solche Schwankungen zeigen. Dies ist nun bei den der staatlichen
Priifung unterstellten Seris der Fall, insofern als wir im Meerschweinchen
fir das Diphtheriegift und in der Maus (und dem Kaninchen) fir das
Tetanusgift Tiere von hoher gleichméBiger Empfinglichkeit besitzen.
3#
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Sind diese Hauptbedingungen fiir die Wertbestimmung eines anti-
toxischen Serums erfiillt, so ist dessen quantitative Wertmessung mit
grofter Genauigkeit moglich,
wie dies z. B. die von EHR-
LICH ausgearbeitete Priifungs-
methode fiir das Diphtherie-
gift zeigt, welche mit einer
Fehlergrenze von hochstens
2 Proz. arbeitet. Selbst die
Bestimmung kleinster Mengen
Diphtherieantitoxin begegnet
dann keinen Schwierigkeiten,
wie eine von EHRLICH und
MArx (37) ausgearbeitete Me-
thode beweist, welche bei Be-
nutzung  eines  geeigneten
Giftes) gestattet, den Wert
eines Serums, das bis zu 'J
Immunitéitseinheiten in 1 ccm
enthilt, exakt festzustellen.

Um stets gleichméBige
Resultate zu erzielen, ist es
gerade bei der Giftabmessung
notwendig, mit Mefappa-
raten zu arbeiten, die selbst
die Kkleinsten  Flissigkeits-
mengen mit absoluter Genauig-
keit abzuteilen gestatten. Es
sind daher fiir die speziellen
Zwecke der staatlichen Serum-
priiffung bestimmte Pipetten von EHRLICH eingefiihrt worden, welche
teils auf Inhalt, teils auf Ausfluf geeicht sind und als ,,Voll“- bezw.
,Feinpipetten” von der Firma F. & M. Lautenschliger in Berlin

1) Diese Methode benutzt als Indikator die 6demma_chende Wirkung
des Diphtheriegiftes; es handelt sich dabei darum, diejenige Mepge "Antl-
toxin festzustellen, welche geniigt, um die geringste noch o}euthch 6dem-
machende Dosis vollig oder gar nicht mehr s1chtb.a1‘ z beeinflussen. Die
mehr oder weniger grole Feinheit des Nachweises ist daher von der
Konstitution des Diphtheriegiftes abhiingig! Gegen ~dlese Methqde, welche
naturgemif weniger fiir die Priifungspraxis als fiir Wlssenchhafthche Unter-
suchungen bestimmt ist [sie wurde z. B. von SALGE (1.3() zum Nac]m.zels
kleinster Mengen Antitoxin im Blute von S'émghngen, die mit Amlgenmﬂch
Diphtherieantitoxin stomachal eingefiihrt eﬂnelten, sehr erfolgreich ver-
wandt), sind von einigen Seiten theoretische Elnw'zi.n'de (139) erhoben worden,
die aber bei der Nachpriifung sich nicht als stichhaltig erwiesen haben
[UrrnxuemMer (138)].
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in den Handel gebracht werden. Die ,Feinpipetten® sind auf 1/, ccm
geeicht und werden von uns in folgenden Sitzen vorritig gehalten:

0,7—2,0 ccm 3,0—4,5 cem

1,5—3,0 ,, 4,0—5,0

3,0—4,0 und 4,5—5,5 ,
Diese Pipetten (und auch wohl die bekannten ,Stangen*) werden bei
Versuchen zur Ermittelung der Giftigkeit eines Toxins und des Ab-
sittigungsverhéltnisses zwischen Toxin und Antitoxin speziell zur Ab-
messung des Toxins benutzt. Bei der Abmessung der Serumverdiinnungen,
speziell des Diphtheriestandardserums, bedienen wir uns dagegen der so-
genannten ,,Vollpipetten*, d. h. auf Inhalt geeichter Pipetten. Die gewdhn-
lichen AusfluBpipetten sind fiir diese Zwecke unbrauchbar, da besonders
das infolge seines hohen Glyceringehaltes dickfliissige Standardserum an
den Wandungen der Pipette nicht unerhebliche Serummengen zuriickliilt.
Bei den Vollpipetten kann man indessen nach Ausfluf des Serums mit der
Losungsfliissigkeit die Pipette sorgsam ausspiilen. Wir besitzen auBer
auf 1 cecm geeichten Vollpipetten noch folgende GroRen, welche zur Ab-
messung der Verdiinnungsfliissigkeit benutzt werden: Pipetten geeicht
auf 2, 3, 4, 5, 6, 7—10, 17—20, 27—30, 38—40, 48—50, 59, 69, 79,
99—100.

Das Fiillen der Pipetten nehmen wir stets in der Weise vor, daf
wir an dem oberen Ende direkt mit dem Munde saugen. Da dieses
Verfahren und auch das VerschlieBen der Pipette durch Aufsatz mit dem
Finger bei infektiosen Fliissigkeiten nicht ungefihrlich sein kann, so
hat man versucht, das Saugen mit dem Munde durch eine andere Saug-
vorrichtung (z. B. Gummiballon, Aspirationsspritze, Quetschhahn) zu
ersetzen. Allein.alle derartigen Aufsitze sind wenig praktisch. Eine
rithmliche Ausnahme scheint dagegen eine neue von Ki'sTER (38) kon-
struierte Saugvorrichtung zu machen, welche mit Hilfe eines luftdicht
zu befestigenden Pipettenaufsatzes eine genaue (bis /09 ccm) und
rasche Abmessung kleinster Fliissigkeitsmengen gestattet. Das sichere
Funktionieren des Apparates beruht auf einem steilen Schraubengewinde,
durch welches der Gang des Saugkolbens geregelt wird.

Erwihnt sei noch, daB wir alle Mischungen von Gift - Serum in
kleinen Flischchen (aus dunklem Glase) vornehmen und uns zu diesem
Zweck die verschiedensten Grofen (sterilisiert) vorriitig halten. Aus
diesen Flischchen entnehmen wir bei kleinen Mengen (z. B. der Tetanus-
priifung) mittelst der graduierten Injektionsspritzen das zu injizierende
Quantum, bei groBeren Mengen Fliissigkeit, z. B. hei der Diphtherie-
serumpriifung, gieBen wir die Gemische zur Injektion in die gedffnete
Kocusche Spritze und spiilen das Flischchen sorgfiltic mit Kochsalz-
16sung nach. Um jedes UmgieBen von abgemessenen Mengen zu ver-
meiden, verfihrt RoSENAU (39) in der Weise, daB er die Mischungen in
der Spritze selbst vornimmt und zu diesem Zwecke sich eine Batterie
Spritzen vorritig hilt, wie es Fig. 6 zeigt.

kil
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Im einzelnen erfolgen nun die Priifungen der beiden staatlich kon-
trollierten antitoxischen Sera in folgender Weise:

1. Die Priifung des Diphtherieheilserums.

Die amtliche Priifung des Diphtherieheilserums im
Institut wird bestimmungsgeméil stets von zwei Institutsmitgliedern ge-
trennt ausgefiihrt. Stimmen die Priifungen beider Beamten nicht iiberein,
so muB die Priifung von beiden wiederholt werden. Bei nochmaliger
Differenz ist die Untersuchung in Gegenwart des Direktors des In-
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stituts fiir experimentelle Therapie zu wiederholen. Bei Uebereinstim-
mung der Priifung wird von beiden Beamten der Zulassungsschein
ausgestellt und an die Fabrik gesandt. Die Priifung selbst besteht in
der Feststellung

1) der Unschidlichkeit und

2) des Wirkungswertes des zu priifenden Serums.
Die zu diesem Zwecke angestellten Sterilititsproben und geimpften
Tiere werden 6 Tage lang beobachtet. Ein Teil der zur Untersuchung
eingesandten Flischchen wird zu den spiter noch zu besprechenden,
offiziellen Nachpriifungen aufbewahrt. Beziiglich der Priifung auf ,,Un-
schidlichkeit sei auf S. 19 hingewiesen.

Die Wertbhestimmung, zweifellos der wichtigste Akt der amt-
lichen Serumpriifung, erfolgt in der Weise, daf nach der von EHRLICH
eingefiihrten Wertbemessungsmethode (12) das Serum auf seinen
Antitoxingehalt gepriift wird.

Urspriinglich ging man bei der Wertbemessung des Diphtherieheil-
serums in der Weise vor, daf man die Versuchstiere mit der sicheren
todlichen Dosis einer virulenten Kultur infizierte und ihnen daun fallende
Mengen Heilserum injizierte. Auf diese Weise ermittelte man die Dosis,
welche gentigte, um Tiere vor dem Tode zu schiitzen. Allein trotzdem
man sich bei dieser Priifungsmethode die grofte Mithe gab, alle Stérungen,
die durch ungleiches Tiermaterial oder die Kulturvirulenz bedingt waren,
auszuschalten, gelang es nicht, zu einer gentigend’ sicher arbeitenden
Priifungsmethode zu kommen. Dies war auch noch nicht méglich, als man
die Methode, den ,Heilwert des Serums zu bestimmen, verlief und den
ylmmunisierungswert* gegen die nachfolgende Infektion priifte. Man kam
erst zu besseren Resultaten, als v. Bemrine (21, 127) an die Stelle der
Infektion die Intoxikation setzte, ein Verfahren, das Emrricm bereits bei
seinen Untersuchungen tiber die Ricinimmunitit angewandt hatte.

Einen weiteren wesentlichen Fortschritt in der Priifungstechnik des
Diphtherieserums bedeutete die von Emrrich, KosserL und WassErMANN (41)
ausgearbeitete Giftserummischungsmethode. Der Vorzug dieser Methode,
bei welcher mit der 10fach tédlichen Dosis gearbeitet wurde, gegeniiber
den fritheren bestand darin, daf Gift und Serum gemischt injiziert wurden,
wodurch eine stets gleichmifige Einwirkung beider Korper aufeinander
innerhalb des Tierkorpers erreicht wurde. Man verfuhr dabei, um den
Wert eines Serums festzustellen, in der Weise, dal fallende Dosen des
zu priifenden Serums im Reagenzglas mit dem Testgift gemischt wurden
und, nachdem die Flissigkeit auf 4 cem aufgefiillt war, Meerschweinchen
von 250 g sukutan injiziert wurden. Wenn nun z B. die Testgiftdosis
durch 1/, , cem Serum neutralisiert wurde, so enthielt das Serum in 1 cem
genau 1 LE. Die Neutralisation wurde als geniigend angesehen, wenn das
Giftserumgemisch nur eine unbedeutende Reaktion hervorrief, die bis zum
4. Tage riickgiingig geworden war (L, = Wert).

Aber auch diese verbesserte Methode erwies sich als nicht gentigend,
denn es zeigte sich, daf Sera, die mit verschiedenen Giften in den ver-
schiedenen Instituten gepriift waren, ganz ungleiche Werte hatten, wie
dies die bereits oben erwihnten Vorkommnisse in England und Déne-
mark bewiesen. Hs ergab sich hieraus einerseits die Berechtigung der
Klagen von seiten der Aerzte iiber MiBerfolge, als auch.andererseits die
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Forderung, im Interesse der Serumtherapie eine Wertbemessungsmethode
zu finden, welche derartige Moglichkeiten ausschlof. Dies gelang nun
Enrrvice auf Grund zahlreicher Untersuchungen, deren Ergebnisse er in
seinen Abhandlungen ,Die Wertbemessung des Diphtherieheil-
serums® (12) und ,Ueber die Konstitution des Diphtherie-
giftes® (25) zuzammengefalt hat. Ehrlich hat sich dadurch das grofe
Verdienst erworben, die Wertbemessung des Diphtherieheilserums auf eine
sichere Grundlage gestellt und das Vertrauen der Aerzte dem zum Teil
arg in Mifkredit geratenen Serum wieder gewonnen zu haben.

Der fundamentale Fortschritt der EmrricHschen Methode der
Wertbemessung lag darin, daf EnrricH das Gift als Tréiger der
MaBeinheit verlieB und statt dessen das Antitoxin hier-
fiir wihlte. Zu dieser Aenderung wurde er durch die schon er-
wihnte wichtige Entdeckung veranlafit, dal die beiden analysierbaren
Funktionen der Gifte, ihre Giftwirkung und ihre F#higkeit, Antitoxine
zu binden, durchaus nicht zahlenméBig parallel gehen. Als Grund hier-
fiir erkannte er die komplexe Konstitution des Diphtheriegiftes, das
man bis dahin allgemein fiir einen einheitlichen Korper gehalten hatte
in dem man aber nach den Untersuchungen EHRLICHS neben zwei ver-
schiedenen primiren Giften, dem Toxin und Toxon, eine Anzahl sekun-
dérer Gifte verschiedener Aviditdt zum Antitoxin annehmen muf. Da
die sekundiren molekularen Umlagerungen, bei denen die ungiftigen,
aber antitoxinbindenden Toxoide entstehen, vom Augenblick der Gift-
bildung an vor sich gehen und erst ziemlich spit — etwa nach einem
Jahre — aufhoren, so war es erklirlich, das man einerseits bei der
Wertbemessung mit einem und demselben Gifte zu verschiedenen Zeiten
als auch andererseits mit verschiedenen Giften zu der gleichen Zeit un-
gleiche Resultate erhalten mufRte.

Eine weitere Verbesserung der neuen EmRLICHschen Priifungs-
methode bestand darin, dal EmrLIcH statt der bis dahin iiblichen L,-
Dosis die Li-Dosis als Priifungsdosisis einfiihrte. Wihrend nimlich das
Urteil, ob noch eine geringgradige Reaktion am 4. Tage vorhanden ist
oder nicht, bei der ersteren Methode®) hiufig schwierig ist und infolge-
dessen Meinungsverschiedenheiten entstehen konnten, wurde durch die Ein-
fiihrung der Li-Dosis als Priifungsdosis an Stelle des unsicheren, mehr
dem subjektiven Ermessen iiberlassenen Befunde ein objektiver Befund ge-
setzt. Der Tod bezw. das Ueberleben des Tieres zeigte, wenn man sich
so ausdriicken will, rein automatisch den Wertgehalt des Serums an.
Auch trug der Umstand zur Verbesserung der Schirfe der EHRLICH-
schen Methode bei, dal man nicht mehr den neutralisierenden Wert
einer !, sondern einer vollen L.E. ermittelte. Durch diese Verbesse-
rungen wurde es erreicht, daR die neue Priifungsmethode mit einer

1) Die Méglichkeiten zu Differenzen liegt zum Teil darin, daf die
lokale Reaktion verschieden ist, je nachdem man rein subkutan oder sub-
muskuldr injiziert. In letzterem Falle ist die Reaktion deutlich geringer.
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Fehlerquelle von hochstens 2 Proz. arbeitete. Diese fast absolute Ge-
nauigkeit wurde am schlagendsten bewiesen durch Wertbemessungen,
welche gleichzeitig an den verschiedensten Orten (London, Kopenhagen,
Steglitz u. s. w.) vorgenommen wurden, und ihr allein ist es zu verdanken,
daB auch das Ausland fast allgemein sich den Exmrricuschen MaBstab zu
eigen gemacht hat, wodurch fiir die Einheit der Wertbemessung des Diph-
therieserums und damit fiir die Beurteilung der Serumtherapie auBer-
ordentlich viel gewonnen wurde. So wird denn zur Zeit die ,EHRLICHSche
Immunitétseinheit* auch im Auslande von einer grofen Reihe staatlicher
Institute und wissenschaftlicher Laboratorien, die regelmiBig alle zwei
Monate frisch eingestelltes Standardserum vom Frankfurter Institut be-
ziehen, bei der Wertbemessung der Diphtheriesera verwandt, und zwar
insgesamt von etwa 40 Anstalten, die sich auf folgende Linder ver-
teilen: Dé#nemark, England, Niederlande, Norwegen, RuRfland, Oester-
reich-Ungarn, Schweiz, Italien, Spanien, Portugal, Ruménien, Bulgarien,
Nordamerika, Kuba, Indien und China. Wie wenig, besonders friiher,
die auslidndischen Sera den angegebenen Werten entsprachen, moge
folgende Tabelle (No. 5) zeigen, in welcher der ,angegebene“ und ,tat-

Tabelle Nr. 5.

Apg‘e}‘%ebener .| Im Frankfurter Institut
ert gefundener Wert
If\fd. Bezeischnung des | Ausgegeben
No. am? z
0 erums am e LIDRIRER 11 s Datum der |0 L-E-‘in
in |pro 1ccm Priifun 1 cem
?cem | Serum g Serum
i Russ. S. O. 27. VIII. 97 | 1500 150 8. 1L, 98 ungef. 75
10,0
2 Span. 8. B. o ? ? 25. IV. 98 =0
3 Am. 8. M. C.8.1 |20. VI. 98 500 100 3. IX. 98 > 250
5,0 < 275
4 Am. S. P.D. 4 14. VII. 98 | 2000 266 3. TX. 98 > 280
) << 300
5 Am. S. H. D. 8 21. V. 98 2500 555 3. IX. 98 | ungef. 660
4,5
6 Am.S.H.D. 4 23. VI. 98 1500 | ea. 230 | 3. IX. 98 > 210
6,5 << 220.
7 Am. S. G. D. A, 2 3000 | ca. 150 | 5. IX. 98 > 75
20,5 < 100
8 Am. 8. H.D.6a |28. III. 98 3000 273 9. IX. 98 |ungef. 375
10
9 Am. S.P.D. 5 2 13000 430 9. IX. 98 |ungef. 500
7,0
10 Russ. 8. C. M. G. [19. X. 98 1000 333 |21. XI. 98 |ungef. 350
=20
11 E. D. St. S. ? — 3200 27. I. 99 ung. 2660
(Trockenserum)
12 Belg. S. 89 1. IT. 99 1500 200 4. VIIL 99 200
75
13 Belg. S. 91 3. X. 96 2000 200 4. VIIL. 99| > 125
10,0 << 150
14 F.P.S. 87 1. VL. 98 1500 150 4 5VIITR09 | o 78
el
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Angegebener Im Frankfurter Institut
Wert gefundener Wert
 Lid. Bezeichnung des Ausgegeben
No. Serums am? ? LE| % LE. ? LE. in
: in |prol cem D %%%ﬁer 1 ccm
? cem | Serum g Serum
15 F.P.S. 83 15. IIL. 96 2000 200 4. VIII. 99| > 30
; 10,0 < 40
16 Belg. 8. 88 27. XI. 97 1200 120 5. VIII. 99| ungef. 75
s o 10,0
317 0. B. Kr. 27. II1. 99 1000 200 21. VI. 99 | ungef. 100
\ 5,0
18 S. S. Al 16. I. 00 1000 200 26. V. 00 ungef. 200
; 5,0
19 R. R. S. 12. IV. 00 = 600 3. X. 00 > 350
< 400
20 R. K. 104 ? — 600 ] B(BRIES 600
21 Belg. S. 26 27. VIII. 00 | 1750 175 2. X. 01 > 135
_ 10,0 < 144
<22 Belg. 8. 58 26. X. 00 1500 136 2. X. 01 > 60
11,0 < 66
23 1 Belg. S. 8040 10. VIII. 01 | 1500 187,5 S0 > 138
‘ 8,0 =150
24 FPS. ? 2 175 (7) 2. X. 101 > 162
v < 168
25 R. G. 31. IrIL 02 1 500 21. IV. 02 | ungef. 500
26 REDIO: 21. X. 02 = 400 12. X. 02 ungef. 600
21 J.S. B. a) ? = 150 2. II. 03 ungef. 150
28 J.S.B. b) 2 55 250 2. II. 03 > 250
29 E. 8. B. ? 2000 500 7..TIL. 03 > 300
4,0 < 400
- 30 F. St. 8. B ? XI. 02 e 18 6. III. 03 24
31 Jap. 8. 8. 25 2 — | 500 (5507) | 25. III. 03 > 508
< 55
32 E.D.A. W.1 ? 1000 333 2. VIIL. 04 |nicht voll
3,0 250
33 E.D. A, W. 2 & 2000 666 2. VII. 04 | knapp 650
3,0
34 Bras. A. dift. M. 9. 7. 04 1500 ’ 500 24, X. 04 > 10
5 3,0 ( < 20
35 Am. St. Ser. 14, XTI, ,05. | | 115 FHIERO6 11,5

séichliche“ Wert von 35 im hiesigen Institut untersuchten auslindischen
Seris gegentibergestellt ist. In dieser Tabelle, die die besagte Tatsache
klar demonstriert, sei nur auf die Nummern 2 und 34 hingewiesen, um
zu zeigen, daB mehrfach selbst vollig und fast wertlose Priparate im
Auslande in den Handel gebracht wurden.

Wihrend heutzutage also in den auswirtigen Seruminstituten meist
die EErLIOHSche Priiffungsmethode zur Anwendung gelangt, geschieht
dies in Frankreich nicht, vielmehr erfolgt hier die Wertbemessung nach
einem von dem KEnRLIcHSchen nicht unerheblich abweichenden Ver-

fahren.

Bei der Methode (22), wie sie im Institut Pasteur bei der Bewertung
des Diphtherieserums angewandt wird, verfihrt man in der Weise, dal
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man das Serum 1) auf seine Schutzkraft (pouvoir préventif) und 2) aut
seine Heilkraft (pouvoir curatif) priift. Man bezeichnet die Schutzkraft
eines Serums mit 50 000, wenn !/,,, cem Serum ein Meerschweinchen
von 500 g gegen die ein Kontrolltier von dem gleichen Gewicht in
30—40 Stunden totende Dosis Gift schiitzt. Die Beziehung zwischen
dem Gewicht des Tieres und der Menge des angewandten Serums bemift
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 Dosis, welche die
Kontrolltiere in 86—40 Stunden totet, und 6 Stunden spiter eine be-
stimmte Serummenge injiziert. Die Meerschweinchen, welche am 6. Tage
leben, werden als geheilt betrachtet und ein Serum wiirde z. B. 1000fach
sein, wenn 0,05 ccm ein Meerschweinchen von 500 g unter diesen Bedingungen
zu retten vermdgen.

Mapsex (34) hat sich der Aufgabe unterzogen und vergleichende Priifungen
mit der Emruicmschen und der franzdsischen Methode angestellt. Dabei
stellt sich einmal heraus, daf bei der franzésischen Methode selbst Unter-
schiede im Werte von 1:100000 und 1:200000 mit Sicherheit oft nicht
festzustellen waren (vergl. Tab. 6). Woeiterhin zeigte sich aber noch, daf
das Resultat bei dieser Methode erst nach einer Woche ersichtlich ist,
und daf zur Anstellung derselben stets eine Anzahl Tiere gehdren, ganz
abgesehen davon, daf — wenn man, wie dies gestattet ist, bei der Be-
stimmung der Werte mit lebenden Kulturen arbeitet — gleichmiiBig ver-
laufende Versuchsreihen nie sicher zu erzielen sind.

Tabelle No. 6.

Verhiltnis zum
Serum Gewicht des Ausfall der Probe Infiltration
Tieres

No. 1 1: 50000 |das Meerschweinchen lebt kleine Infiltration
1: 50000 |desgl. - e
1:100000  |desgl. grofe %
1:100000  |desgl. o i
1:200000 |+ 3 Tage nach der Einspritzung —
1 200 OOO -i- 31/2 ” 2 ” ” S

No. 2 1:100000 |das Meerschweinchen lebt groBe Infiltration
1:100000  |desgl. % >
1:100000 |+ 5 Tage nach der Einspritzung —
1:200 000 -i- 3 ”» 9 ” ” e
1:200 000 T 6 » T ” ” a3

No. 3 1:100000 |das Meerschweinchen lebt grof3e Infiltration
1:100000 - |+ 60 Std. nach der Einspritzung —
1:100 000 T 60 » ”» ”» ” =
1:200 000 .i‘ 23 ” ” ” ” T
1:200000 |29 S ¥ —

No. 4 1:100000 |das Meerschweinchen { 2/, Tage nach —

der Einspritzung

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

‘Diese Untersuchungen Mapsexs beweisen also die Ueberlegenheit der
Enrriceschen Methode in Bezug auf Einfachheit, Schnelligkeit und Ge-
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nauigkeit ebenso sicher, wie die oben (S. 25) genannten Experimente von
Marx die Unrichtigkeit der Rouxschen Anschauung klarstellen, daB nim-
lich der praventive und kurative Effekt der Diphtherieheilsera besonders
bestimmt werden miisse [vergl. Wernicke (123)].

Amtliche Priifungsvorschrift.

Die von ErrLICH ausgearbeitete und vom Ministerium genehmigte
Priifungsvorschrift fiir die Wertbemessung des Diphtherieserums lautet
folgendermaRen :

»1) Als MaRstab fiir die Serumbestimmung dient ein unter Aus-
schluB von Sauerstoff und Wasser konserviertes Serumpulver von genau
bekanntem Wert. Dasselbe befindet sich in genau abgemessenen Quan-
tititen in besonders gearbeiteten Vakuumrohrchen. Die zur Zeit im
Institut vorhandenen Apparate sind mit je 2 g eines Trockenantitoxins
von 1700facher Stirke gefiillt. (NB. TUnsere jetzigen Apparate ent-
halten 2,5 g eines Trockenantitoxins von 2544facher Stiirke!)

2) Die Auflésung des Serums hat, um eine moglichst genaue Halt-
barkeit zu gewiihrleisten, in einem aus gleichen Teilen 10-proz. Koch-
salzlosung und Glycerin bestehenden Gemenge zu erfolgen. (NB. Wir
benutzen jetzt eine Mischung von 2, Glycerin 4 !/; 0,85-proz. Koch-
salzlosung.) Es ist zunéchst alle 3 Monate (jetzt alle 2) ein Rohrchen
zu Offnen und eine neue Losung herzustellen. Von dem zur Zeit im
Institut aufbewahrten Trockenserum wird der Inhalt eines Rohrchens
in 200 cem (jetzt in 636 ccm) des oben angegebenen Gemisches geldst
und so eine Testserumlosung von 17facher (jetzt 10facher) Stirke her-
gestellt.

3) Die jetzige Testgiftdosis wird mit Hilfe einer L.E. ermittelt,
wie eine solche z. B. in 1 cem der 17fachen (bezw. 10fachen) Ver-
diinnung des in No. 2 erwihnten 17fachen (bezw. 10fachen) Testserums
enthalten ist. Es wird diese Serummenge mit steigenden Mengen Gift
versetzt und durch eine moglichst genaue Versuchsreihe der Grenz-
wert ermittelt, bei dem gerade ein den Tod des Versuchstieres in den
ersten 4 Tagen herbeifithrender Giftiiberschufl manifest wird. Das so
ermittelte Giftquantum stellt die jetzige Priifungsdosis dar. Mit der
gleichen Serumdosis erfolgt zur genauen Charakterisierung des Giftes
die Bestimmung eines zweiten Grenzwertes, welcher die Giftdosis zu
ermitteln hat, welche bei der Mischung mit der obigen Serummenge
gerade neutralisiert wird.

4) Die Bestimmung des Wertes eines Diphtherieserums erfolgt mittels
der nach No. 3 festgestellten Testgiftdosis in folgender Weise: Die be-
treffende Testgiftdosis, z. B. 0,355 eines jetzigen (d. h. damaligen) im
Institut gepriiften Giftes wird mit 4 ccm einer dem angegebenen
Priifungswert entsprechenden Serummenge gemischt.

Da die Testgiftdosis auf 1 ccm des einfachen, oder 4 cecm eines
!/,fachen Normalserums eingestellt wird, wird bei einem Serum von
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xfacher Stirke die Serumverdiinnung !/, X sein miissen, also bei der
Priifung eines 100fachen Serums 1/,,, betragen.

5) Die erhaltene Mischung wird einem Meerschweinchen von 250 bis
280 g rein subkutan injiziert. Sterben bei der von den beiden Mitgliedern
des Instituts ausgefiihrten Priifung die Versuchstiere innerhalb der ersten
4 Tage, so besitzt das Serum nicht die angegebene Stirke. Sterben
die Tiere innerhalb des 5. und 6. Tages, so steht das Serum knapp
an der Grenze des Zuldssigen und ist, um die voraussichtliche baldige
Einziehung zu vermeiden, den Fabriken eine 5—10 Proz betragende
Aufbesserung zu empfehlen. Indurationen, die bei den Versuchstieren
auftreten, sollen dagegen keinen Grund zur Beanstandung geben.

Von den gestorbenen Tieren ist eine Seéktion vorzunehmen und
insbesondere auf Komplikationen mit vorher bestehenden Krankheiten
(Tuberkulose, Pseudotuberkulose, Pneumonie) zu achten, welche eine
Ueberempfindlichkeit des Versuchstieres bedingen kénnen.

6) Als Testgift konnen sowohl fliissige wie feste Gifte verwandt
werden, falls bei ihnen die in No. 3 definierten Grenzwerte scharf zu
ermitteln sind (und die Differenz der beiden Grenzwerte 15 einfache
Todesdosen nicht tiberschreitet)!). Kommen fliissige, durch Toluol kon-
servierte Gifte zur Verwendung, so soll dies nur geschehen, wenn
1. durch lédngere Voruntersuchungen die Haltbarkeit der Priifungs-
konstanten erwiesen ist, 2. wenn die Priifungsdosis 1 cem nicht iiber-
schreitet. Die Untersuchungen iiber die Qualitit der Testgifte sind
weiter fortzusetzen.

7) Die Testgifte sind, wenn fliissig, allmonatlich durch Kultarver-
fahren auf Sterilitéit zu priifen. '

8) Das Testgift ist alle 6 Wochen mittels der Testserumdosis neu
zu bestimmen, indem jedesmal die Priifungsdosis und der Glattwert
neu ermittelt wird. Sollte bei der Nachpriifung sich eine irgendwie er-
Gift hebliche Abweichung von der Priifungsdosis herausstellen, so ist das
als in Zersetzung befindlich anzusehen und durch ein neues zu ersetzen.

9) Die Fabrikationsstitten sind darauf aufmerksam zu machen, daf
das Testgift in kleineren Quantitiiten sich leicht zersetzt, und daf ins-
besondere schon eine kurze Belichtung eine erhebliche Abschwichung
hervorrufen kann. Es ist daher den Fabriken anzuraten, etwa alle
3 Wochen das Gift von neuem vom Institut zu beziehen.“

Aus diesen Bestimmungen ergeben sich fiir die Priifung der Diph-
theriesera als zunéichstliegende Aufgaben: die Herstellung des
Standardserums und die Einstellung des Testgiftes.

a) Standardserum.

Der offiziellen Vorschrift entsprechend, die im Laufe der Zeit einige
nebensichliche Aenderungen erfahren hat (wie aus dem in Klammern

1) Nachtriglich fallen gelassen.
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beigefiigten Text ersichtlich ist), wird alle 2 Monate ein Standard-
rohrchen geoffnet und dessen Inhalt in so viel Glycerinkochsalzlosung
gelost, dal die resultierende Losung in 1 cecm genau 10 LLE.
enthilt. Bei dem gegenwirtigen Standardtrockenserum muf der Inhalt
des Rohrchens (2,0 g 2b44faches Serum = 6360 I.E.) daher genau in
soviel Fliissigkeit gelost werden, daB eine Serumldsung von 636 cem
resultiert. Bei der Losung des Serums sind gewisse Vorsichtsmafregeln
zu beobachten, und man verfihrt daher am besten
Q in folgender Weise: Zunidchst mifit man sich eine ge-
wisse Menge physiologischer Kochsalzlosung ab (etwa
150 cem) und 16st den Inhalt des Rohrchens in einer
bestimmten Menge der abgemessenen Fliissigkeit, in
einem Flischchen, auf. Wenn sich das Serum voll-
stindig geldst hat, gieBt man es in den sogenannten
,Mischkolben®, indem man mehrmals das Flischchen
mit dem Rest der abgemessenen Menge physiologischer
Kochsalzlosung nachspiilt. Die weitere Mischung mit
dem Glycerin erfolgt in diesem , geeichten“ Mischkolben
(s. nebenstehende Figur). In dieses Gefil wird,. um
moglichst die Bildung von Luftblasen zu vermeiden,
mittelst eines langen, tief in das Gefil reichenden
Trichters unter langsamem Emporziehen des letzteren
so viel Glycerin und Kochsalzlésung im Verhéltnis
2:1 zugetan, bis die Fliissigkeit genau die Marke
636 erreicht. Nach Verschluf des Kolbens und mehr-
Blig:17. maligem Umschiitteln 148t man das Serum in dem
Schiittelkolben 24 Stunden stehen. In der Regel sinkt
in dieser Zeit durch das Aufsteigen der beim Einfiillen unvermeidliehen
Luftblasen die Fliissigkeit um etwa /, ccm. Der Inhalt des_Kolbeng wird
daher (am nichsten Tage) mit Kochsalzlosung genau w1ec£er bis zur
Marke 636 gefiillt und nochmals durchgeschiittelt. Diese Losung stellt
dann die fertige (2 Monate giiltige) Standardldsung dar, welche nun
zuniichst mit dem derzeitigen Testgift gepriift wird.

b) Das Testgift?).

Als Testgift benutzen wir bei der Diphtheriepriifung ausschliel&.lich
fliissige, mit Toluol konservierte Gifte, da die Herstellung von Diph-
therietrockengiften #uBerst schwierig ist (12). : .

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

i i o6rt in erster Linie eine gut giftbildende Kultur.
Da i;lrl‘ giffswﬁizsingf;grigfgiges Gift bilden,g Wef—l;che auf der Ober-

fliche der Bouillon wachsen, so muf man zunichst versuchen, eine etwa
frisch gewonnene Kultur an reines Oberflichenwachstum zu gewdthnen,

1) Vergl. auch S. 32 ff.
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indem man sie méglichst hiufig tberimpft und dabei stets nur an der
Oberfliche gewachsene Partikelchen zur Weiterziichtung verwendet. Als
Néhrboden benutzen wir schwach alkalische Bouillon ohne Kochsalzzusatz.

Da die genaue Einstellung der Gifte sehr miihsam ist und einen
grofen Aufwand von Zeit und Tiermaterial erfordert; so empfiehlt es sich,
stets grofe Mengen Gift zu bereiten. Aus diesem Grunde werden in der
Regel von uns 20 Kolben (4 500 g Bouillon) geimpft, zumal da man auch da-
mit rechnen muf, daf ein Teil der Kolben sich spiter wegen ungeniigender
Giftbildung als unbrauchbar erweist. Die Kolben bleiben 16 bis 20 Tage
bei 379 Nach dieser Zeit werden simtliche Kolben, soweit sie typisches
Wachstum zeigen, herausgenommen und umgeschiittelt, so dal die Bakterien
zu Boden fallen. Haben sich die Bakterien gesenkt, so erfolgt die Um-
filllung der Bouillon in L-Literkolben, wobei man nach Moglichkeit das
Mitflielen der Bakterien selbst zu vermeiden sucht. Nachdem jeder Kolben
mit einer 1%,—2 cm dicken Toluolschicht iiberschiittet ist, werden die
Kolben einige (2—8) Tage hindurch mehrmals taglich kréftic geschiittelt
und bleiben dann 2 Tage stehen. Diese Zeit geniigt, um alles Tuluol sich
dber dem Gift sammeln zu lassen und die noch in der Bouillon ent-
haltenen Bakterien vollstéindig abzutéten, wie dies eine nachfolgende Sterili-
titspriifung zu ergeben hat. An die Sterilitatspriifung schlieft sich gleich-
zeitig eine orientierende Giftigkeitspriifung der einzelnen Kolben an. Der
Inhalt aller gentigend wirksam gefundenen Kolben wird dann zusammen
in ein groferes Gefill gegossen und wie der mit einer hohen Schicht Toluol
iberschiittet. In diesem Gefif, das im Bisschrank gegen Licht geschiitzt
(Papierumhiillung) aufzubewahren ist, verbleibt das Gift, bis es eingestellt
wird, stehen, nachdem das ,Gesamtgift® vorher nocheinmal durchschiittels,
sowie auf Sterilitdt und seine ungefihren Giftwerte gepriift ist. Zu letzteren
Versuchen entnimmt man zweckméfig mit langer Pipette ein bestimmtes
(groferes) Quantum, um nicht fortwihrend das Hauptgefi 6ffnen zu miissen.
Es empfiehlt sich, eine Dichtung der Korken der Gefale, in denen das
Gift aufbewahrt wird, mit Paraffin vorzunehmen.

Ehe ein Gift nun endgiiltig als Testgift eingestellt wird, lassen wir
es ungefihr ein Jahr lagern. Nach dieser Zeit ist die Umlagerung
der Toxine u. s. w. in der Regel abgelaufen und die nunmehr er-
mittelten Priifungsdosen zeigen sich (wie dies bereits eingangs erortert
wurde) lange Zeit hindurch unverindert. Zur genauen Charakteri-
sierung wird auBer der Priifungsdosis (LT) stets auch die Ly,- und
die absolut tddliche Dosis der Gifte ermittelt. Die folgenden Tabellen
zeigen die Resultate der einzelnen Versuche, welche bei der Einstellung
unseres jetzigen Priifungsgiftes angestellt wurden. Die absolut todliche
Dosis betrug Ende 1904 0,004, Ende 1905 0,005 cem.

Die Lj-Dosis ist = 0,18 cem und

die Ly-Dosis = 0,27 ccm (Priifungsdosis).
Das Gift ist bereits iiber 3/, Jahr im Gebrauch, ohne daB sich der
Wert bisher geiindert hat (vergl. Tabelle 4).

Ausfithrung einer Diphtherieserumpriifung.
Mit dem ,,Priifungsgift** als MaBstab wird an der Hand der offiziellen
Vorschrift die Wertbemessung eines z. B. als 400-fach zur Prifung ein-
gesandten Serums in folgender Weise vorgenommen :
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Tabelle No. 8. Einstellung des Giftes ,,April“ (1904).
1) Absolut todliche Dosis.

Desia Datum des Versuches
Sl =€ =% 7 v
18. X. 04 |25. X. 04 |31. X. 04 |5. XI. 04 23. 1. 05 | 13. X. 05 | 17. XL 05
0,001 davon — — — L — 1 s
0,0015 =t — — — — — —
0,002 davon davon — — — — —
0,0025 — davon davon davon davon — =
0,003 davon davon T4 davon davon davon —
0,0035 — davon T4 3L T 6 davon davon
0,004 T4 +3 T4 T3 i 44, davon davon
0,0045 = +3 davon +3 +2 \\ glazgn d_ggvzn
0,005 T3 19 T2 12 il ot /o i -
0,0055 = — — e= = T 3 i
0,006 — — - — — 2 +.3

Absolut tédliche Dosis wird ermittelt, indem von dem Gifte eine Verdiinnung z. B.
von 1:1000 bezw. 1:500 hergestellt wird und von dieser Verdinnung fallende Dosen
Meerschweinchen subkutan injiziert werden. Die Ermittellung dieser Dosis kann bei den
individuellen Verschiedenheiten der Tiere hédufig schwierig sein.

Tabelle No. 8.

2) L,-Dosis.
; Datum des Versuches

Dosis

9. X. 1904 | 3. XII 1905
0,15 glatt glatt
0,16 fast glatt fast glatt
0,17 zu wenig zZu wenig
0,18 L, i
0,19 zu stark zu stark
0,2 1., Odem zy,_ stark
0,21 Odem Odem

Die I,-Dosis wird in der Weise ermittelt, da zu 1 LE. fallende Dosen Gift
hinzugefiigt und den Tieren subkutan injiziert wurden. Das Tier mit der L,- Dosis
muB natiirlich am 4. Tage ,.glatt* sein. Um die hierfiir I‘I.Chtl%f Realktion zu treffen,
toten wir alle Tiere am 2. Tage. Es ldBt sich dann mit Sicherheit Slle]enlge Reaktion
feststellen, welche erfahrungsgemifB gerade fiir L, hinreicht (vergl. S. 40).

Tabelle No. 9.
3) Li-Dosis.

D (?Sis Datum des Versuches
es .

Gift 14.X.| 18.X.| 24.X.| 8.X1.| 23. I.| 25. 1I.|18.1IL.|15.IV.|11. VIIL|10. X.|9. XII.
inlcciz 1904 | 1904 | 1904 | 1904 | 1905 | 1905 | 1905 | 1905 | 1905%) | 1905 | 1905
025 |lebt?)| lebt | — — — — — — — — —
0,28 el‘ebt) lebt | lebt | lebt | lebt | lebt | lebt | lebt lebt lebt | lebt
0,265 — |1 8%,| lebt | lebt | T 4 lebt | lebt | lebt lebt '1ebt lfebt
027 |t |t4 |+ 4| t4 |78y ve | +8%] t4 | ta |44 | 14
AR e e ] e e
oz |va|ts [T2 [ Fo|T2 | TZA T2 | T E8% 15n s
0:2915< | 523 — — — — — — — — — —
0,3 + 2 — — — — — — — — — —

Die Li-Dosis wird in der Weise ermittelt, daB zu 1 LE. fallende Dosen Glft
hinzugefiigt und die Gemische Meerschweinchen subkutan injiziert werden. Die Li-
Dosis muB soviel Giftwirkung entfalten, daB die Tiere am 4. Tage akut unter
typischem Befunde eingehen (lokales hiimorrhagisches Oedem, Schwellun(% der regionéiren
Driisen, serose Ergiisse, speziell in die Pleura, das Perikard und das Peritoneum,
hochgerttete Nebennieren).

1) Von hier ,Priifungsgift mit der Priifungsdosis = 0,27.
2) Lebt = lebt am 4. Tage.
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(Schema).
Begleitschein No. ...........
Kontroll-No. ........... Eferdig=: =3 Datum der Blutentziehung: ...
Serummenge: ...
Angegebener Wert: .....cccccoeceeec. LE.
Ausschender Eliissipkeitraiser Sl ICRSram G SR e - S I aE K0 0l
Datum Wertbestimmung und Priifung auf ... LE.
Meerschweinchen Gewicht

AuBerliches Kennzeichen:
Menge des eingespritzten Serums und Testgiftes:
Verdiinnung:

Verhalten des Tieres :

Unschédlichkeitspriifung : ¢) kulturell:

a) an Maus b) an Meerschweinschen 1 Aerob
Zeichnung: Zeichnung : 2 Bouillon
Injizierte Menge : Injizierte Menge: 1 Anaerob
Verhalten: Verhalten : d) EiweiBgehalt:

ST Y e e S R R e L e R e e et o e e

Zuniéchst erfolgt die Eintragung der zu priifenden Serumnummer
in das Protokollbuch. Aus dem obenstehenden Schema sind die Punkte
ersichtlich, auf deren Protokollierung zu achten ist.

Nachdem inzwischen fiir die Priifung 2 Meerschweinchen (davon
eines im Gewichte von 250 g) und die nétigen Nihrboden (1 Trauben-
zuckeragar, 2 Bouillon, 1 Agarréhrchen zum Plattengiefen) zum Ge-
brauch fertig bereitgestellt sind, erfolgt nach vorsichtigem Oeffnen eines
Probeflischchens die Vornahme der Priifung des Serums auf Sterilitit
durch Einsaat von 5 Tropfen Serum in jeden der 4 genannten Nihrboden.
Sodann wird mit phys. Kochsalzlosung eine Verdiinnung des Serums von
1:16001) hergestellt [1: 1600= (1 + 39) (1~ 39)] und in einem Flischchen
die Lf-Dosis mit 4ccm der Verdiinnung 1:1600 vermischt
(Prézisionspipetten). Diese Mischung wird einem Meerschweinchen von
250 g Gewicht streng subkutan in der Mitte des Bauches injiziert. Zu
dieser Injektion bedient man sich am zweckmiBigsten einer Kocmschen
Spritze mit abgestumpfter Kaniile?). Die Spitze der Kaniile wird in die
linke Achselfalte eingestochen und vorsichtig rein subkutan bis zur
Mitte des Bauches gefiihrt, an welcher Stelle die Injektion erfolgt?).
Sodann erhilt ein zweites Meerschweinchen 10 cem und eine Maus (von

1) Die Verdinnung 1:1600 statt 1:400 (4 ccm 1:1600 = 1 cem
1:400) wird gewdhlt, um die kleinen Fehler, die durch das Umfiillen der
Flissigkeit entstehen, auf das minimalste zu reduzieren.

2) Es ist selbstverstdndlich, daf zu allen Priifungsarbeiten nur sterile
Apparate und Verdiinnungsfliissigkeiten benutzt werden diirfen.

8) Vorsichtig injizieren, damit nicht Luft mit eindringt.

Ehrlich, Arbeiten IT. 4
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15 g Gewicht) 0,5 cem Serum subkutan injiziert. Kurze Zeit nacl'l der
Seruminjektion tritt bei der Maus ein mehr oder weniger starkes Zittern
infolge des Phenolgehaltes des Serums auf. Stirbt die Maus, so enthilt
das Serum mehr als 0,5 Proz. Phenol. Ueber das Verhalten der Meer-
schweinchen und der Maus wird genau Buch gefiihrt. Das Priifungstier
darf lokale Erscheinungen darbieten, aber der Giftwirkung nicht erliegen,
wenigstens nicht innerhalb der ersten 4 Tage; stirbt es am 5. oder
6. Tage, so steht das Serum an der Grenze des Zulissigen (s. S. 45),
stirbt es frither, so wird das Serum beanstandet. Das zweite Meer-
schweinchen muf die Injektion der 10 cem gut vertragen und munter
bleiben. Alle eingehenden Tiere werden natiirlich seziert.

Geniigt das Serum allen Anforderungen, so wird es nach Abschlufl
der Beobachtungszeit der Tiere und Kulturen (nach 6 Tagen) zu-
gelassen. Zu diesem Zwecke wird das dem Begleitschein beifolgenc.le
,Prifungsergebnis® von beiden Beamten ausgefiillt und an die Fabrik
zuriickgesandt (welche nunmehr das Serum im Beisein des Kontroll-
beamten abfiillen 1idRt).

Nachpriifung.

Zweimal, und zwar 6 Monate und 2 Jahre nach der ersten Priifung,
wird jede zugelassene Serumnummer bestimmungsgem#f einer Nach-
priifung im Institut auf ihren Wertgehalt unterzogen. Alle Sera,
die bei dieser Nachpriifung eine Abschwichung von mehr als
10 Proz. zeigen, werden als ,abgeschwicht* dem Ministerium gemeldet
und ihre Einziehung beantragt. Ueber 2 Jahre hinaus finden Nach-
priifungen nicht mehr statt, einmal, weil diesbeziigliche Versuche ergebgn
haben (36), daB nach dieser Zeit bei den Seris, welche sich bis dahin
gehalten hatten, eine wesentliche und schnelle Abschwichung nicht mehr
beobachtet wurde, und zweitens, weil in der Praxis iiber 2 Jahre alte
Sera nur in den allerseltensten Fille angewandt werden?).

AuBer dieser Nachpriifung auf Abschwichung findet noch eine solche
aufKeimfreiheit statt, da sich gezeigt hat, dal wahrscheinlich bei der
Umfiillung der zugelassenen Serumproben in den Fabriken oder durch nicht
sterile Korken manchmal Keime in die Serumflischchen gelangen. Mit der
Nachprifung auf Sterilitéit der zur Anwendung kommenden Sera ist eine
Reihe von Krankenhiusern beauftragt. Es sind dies: die Kinderklinik
der Charité zu Berlin, das Kaiser und Kaiserin Friedrich-Kranken-
haus in Berlin, das Allgemeine Krankenhaus St. Georg in Hamburg und
das Stiddtische Krankenhaus in Frankfurt a. M. Findet ein Kranken-

1) DaB auch tropische Einflisse im allgemeinen den Wil.*kungswert
der Diphtheriesera nicht herabsetzen, haben uns Versuche gezeigt, welche
wir bei Seris anstellen konnten, die léngere Zeit in den Tropen (Trans-
port nach China) an Bord von Schiffen und an Land aufbewahrt waren.
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haus ein verunreinigtes Serumflischchen, so hat es dem Institut die Kon-
trollnummer des betreffenden Serums zu berichten. Das Institut stellt nun
seinerseits gleichfalls Sterilitdtspriifungen an und beantragt bei erwiesener
nachtriglicher bakterieller Verunreinigung die sofortige Einziehung dieser
Serumnummer. Im allgemeinen kommt eine solche nachtrégliche Ver-
unreinigung von Heilseris nur HuBerst selten vor.

2. Die Priifung des Tetanusantitoxins.

Die Priifung dieses Serums im Institut fiir experimentelle Therapie
erfolgt einmal in der schon oben beschriebenen Weise auf seine Un-
schéidlichkeit hin und zweitens auf seinen Wertgehalt.

Die amtliche Werthestimmungsmethode schlieft sich im grofien
und ganzen eng an die v. BEHRINGSche (4, 26, 42) Methode an.

V. BEHRING (42) verfuhr bei der Wertbemessung in folgender Weise :
Er stellte sich von dem zu priifenden Serum Verdiinnungen mit physio-
logischer Kochsalzlosung her, z. B. 1 cem Serum + 99 cecm physio-
logischer Kochsalzlosung. Von dieser Verdiinnung brachte er 1 cem in
ein Erlenmeyersches Kolbchen, welches 38 ccm destilliertes Wasser ent-
hielt, und fiigte 1 cem seines Priifungsgiftes (Testgift No. 5 — 1S
normal) hinzu. Nach gleichmiRiger Verteilung durch Umschiitteln lieR
er das Gemisch 30 Minuten stehen und injizierte dann einer Maus von
mittlerem Gewicht 0,4 ccm subkutan. Blieb die Maus ganz gesund, so
besaB das gepriifte Serum in 1 cem mindestens 10 Antitoxineinheiten,
da 1 cem der Verdiinnung 1:100 1 cem des /o Normalgiftes voll-
kommen neutralisiert hatte. Wurde die Maus nach der Injektion dieser
0,4 ccm tetanisch, so enthielt das Serum natiirlich weniger als 10 A.E.,
und starb die Maus, so bot die Schnelligkeit, mit welcher der Tod ein-
trat, Anhaltspunkte fiir die Beurteilung, ob sein Wert annihernd SOfach
normal oder geringer war. Die genaue Wertbestimmung des Serums,
d. h. die Ermittelung der Mischung, bei der die Maus nach Injektion
von 0,4 cecm vollkommen gesund blieb, erfolgte dann durch weitere Ver-
suche. War auf diese Weise der L,-Wert des Serums erreicht, so lieR
sich durch einfache Berechnung der Wert des Serums ermitteln. Die-
jenige Serumdosis, welche in 0,4 ccm Fliissigkeit mit 0,01 ccm Testgift
No. 5 Ly, gab war genau gleich 1 oo AL

Von dieser Versuchsanordnung ausgehend ist die amtliche Wert-
bemessungsmethode ausgearbeitet. Die Schwierigkeiten, welche bei der
Tetanuspriifung zu iiberwinden waren, wurden einmal dadurch verursacht,
dal hier das Vereinigungsbestreben zwischen Toxin und Antitoxin ein
sehr geringes ist. Infolgedessen schwankte die Menge des bei der Ein-
wirkung von Gift und Gegengift entstehenden neutralen Gemisches in
hohem Grade, je nach der Linge der Reaktionszeit und der Konzen-
tration der Losungen. Um die hierdurch bedingten Fehlerquellen aus-
zuschalten, war es natiirlich notwendig, stets unter den vollig gleichen Be-
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dingungen 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 entstand bei der Tetanusserumpriifung
infolge der Labilitdt des Giftes. Notgedrungen muBte man frither bei
der Priifung in der Weise vorgehen (vergl. Donirz [33]), daf man zu
jeder Priiffung eine gewisse abgewogene Menge Trockengift jedesmal
frisch 16ste und zentrifugierte. Durch diese Manipulationen wurde
natiirlich die Priifungsarbeit nicht unwesentlich erschwert und man war
daher bemiiht wie beim Diphtheriegift, so auch beim Tetanusgift ein
Konservierungsverfahren fiir fliissige Testgifte zu finden. Allein alle
Versuche nach dieser Richtung verliefen negativ (36, 40), und es gelang
nur aus diesem Dilemma herauszukommen durch Ausdehnung der EHR-
ricuschen Serumkonservierungsmethode auf das Testgift.

In welcher Weise unter Zuhilfenahme der EnrLicHschen Kon-
servierungsmethode die Konservierung des Tetanusgiftes am zweck-
miBigsten geschieht, sei zunichst kurz geschildert (36):

Eine Hauptbedingung fiir ein als Testgift zu verwendendes Teta-
nustoxin ¥) ist naturgemiB seine Sporenfreiheit. Es ist daher die erste

- Aufgabe bei der Testgiftherstellung, das Gift sporenfrei zu machen.

Dies kann man durch Filtrieren erreichen. Wir wenden indessen die
Filtration nicht an, sondern statt deren die schonendere Ausfillung
durch Ammonsulfat. Das frisch gewonnene Gift, das noch grofe Massen
Sporen enthilt, wird nach der ersten Ausfillung sofort wieder in Koch-
salzlosung gelost und scharf durchzentrifugiert (eine Stunde mit guter
Zentrifuge, die 4000 Touren in der Minute macht). Sodann wird die
klare Fliissigkeit abgegossen und das Toxin von neuem durch Ammon-
sulfat ausgefillt, sogleich wieder geldst und zentrifugiert. Diese Prozedur
muB in der Regel drei- bis viermal wiederholt werden, dann erhilt man
meist nahezu sporenfreie Gifte. Das Gift wird als dann auf Tontellern im
Vakuum getrocknet und eine Sterilititspriifung vorgenommen, um zu sehen,
ob die Reinigung des Giftes von Sporen in der Tat eine geniigende ist.
Dieselbe kann als geniigend angesehen werden, wenn das Gift nur noch
vereinzelte Sporen enthilt. Erweist sich das Gift aber noch in hoherem
Grade sporenhaltig, so muf die Ausfillung und Zentrifugierung desselben
so lange wiederholt werden, bis die &uBerste Reinheit des Praparates
erreicht ist. (Vorsicht beim Hantieren mit dem sporenhaltigen Gift.)

1) Zur Giftbereitung impft man grofe Kolben Zuckerbouillon mit

reichlichem Tetanuskulturmaterial (Bacillen oder Sporen) und halt die nach.

Wasserstoffdurchleitung luftfrei gemachten Kolben bei 8 Tage 37° C. Kr-
gibt dann die Priifung der Bouillon eine Reinkultur, so wird das Gift
einer orientierenden Giftigkeitspriifnng unterzogen und event. in der oben
geschilderten Weise gleich weiter behandelt. 1 1 Kulturflissigkeit ergibt
ungefahr 5—6 g Trockengift (51).
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Ist diese schlieflich erreicht, so wird das ausgefillte Gift im Exsikkator
getrocknet. Das nunmehr sporenfreie getrocknete Gift wird im Ver-
hiltnis von 1:2 in Wasser gelést und dann mit Prizisionspipetten in
absolut gleichen Dosen in die oben beschriebenen EERLICHSChen
Vakuumréhrchen gefiillt. Die Beschickung der Apparate und die weitere
Evakuierung erfolgt ganz in der gleichen Weise, wie es oben fiir das
Standardserum beschrieben wurde. Die Men ge des einzufiillen-
den Giftes richtet sich dabei nach den ermittelten Gift-
werten des Toxins und zwar muf der Inhalt der Rohrchen stets
so gewdhlt werden, daR er, mit einer passenden Fliissigkeitsmenge ge-
lost, die fiir eine Priifung notige Giftlosung darstellt. Der Grad der
Verdiinnung 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 Réhrchen befindliche Trockencift
stellt, in 25 cem Wasser geldst, unsere ,Nor maltestgiftlosung* (ijar.

Es hat sich nun als #uferst praktisch erwiesen, in gleicher Weise
wie das Priifungsgift auch das Tetanusstandardserum in Mengen,
wie sie fiir eine einzelne Priifung nétig sind, zu evakuieren. Die
Veranlassung hierzu gab die Erfahrung, daf das Tetanusantitoxin in
therinlésung in seinem Wertgehalte nicht absolut konstant blieb und
die weitere Erwiigung, dal es wenig rationell sei, zu diesen Priifungs-
versuchen, die doch nur geringe Mengen Serum erfordern, relativ grofle
abgewogene Mengen Serum vorritig zu halten. Auch bei der Evakuierung
solcher minimalen Mengen Serum hat sich nun das Emrricmsche Kon-
servierungsverfahren vortrefflich bewihrt. Unsere jetzt im Gebrauch
befindlichen Standardserumrdhrchen sind mit soviel Serum (0,006 g eines
43,33fachen Serums = 0,26 LE.) gefiillt, dal der Inhalt, in 26 cecm
Wasser geldost, genau in 1 cem Yy, A.E. enthalt. (Im Gegen-
satz zur Diphtherieserumpriifung bedienen wir uns also bei der Tetanus-
prifung keiner fliissigen Testpriiparate, sondern halten das fiir jede
Priifung notige Testgift und Standardserum evakuiert vorritig.) Die
so konservierten Gifte und Sera sind nach unsern bisherigen Er-
fahrungen von einer in praktischer Beziehung unbegrenzten Haltbarkeit.
Wie Versuche im hiesigen Institut gezeigt haben, erwiesen sich sogar

derartig konservierte Tetanusgifte vollig unveriindert, wenn sie einen
Monat bei 37° C belassen waren.

Ausfiihrung der Priifung.

Auf Grund der bestehenden Vorschriften wird die offizielle Priifung
des Tetanusantitoxing in folgender Weise ausgefiihrt:
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Nachdem je ein Gift- und Serumrohrchen vorsichtig durch Abfeilen
geoffnet ist, wird mit einer graduierten Pipette eine bestimmte Menge
(z. B. b ccm) Wasser in jedes Rohrchen gefiillt und die Rohrchen dann
mit abgebrannten Korken sicher verschlossen. Wenn sich dann das
Gift und das Serum nach mehrmaligem Schiitteln vollkommen geldst
haben, wird der Inhalt der Rohrchen mit dem Rest der zur Verfiigung
stehenden Fliissigkeitsmengen ') sorgfiltig nachgespiilt; nunmehr wird
das zu priifende Serum ?) dem von der Fabrik angegebenen Titre ent-
sprechend so verdiinnt, daf in 1 ccm der Verdiinnung genau 1/;,, A.E.
enthalten sein miifte. Nachdem dies geschehen ist, erfolgt die An-
setzung der Giftserumgemische in vitro. Hierzu sind zwei Reihen (zu
8 Flischchen) erforderlich. In die Flischchen der ersten Reihe kommt
je 1 cem Standardserumldsung, in die zweite Reihe je 1 cem der von
dem zu prifenden Serum hergestellten Losung. Zu jeder Reihe gibt
man fallende Dosen Gift, und zwar bei unserem Testgift Dosen von
0,8—1,5 cem. Diese Dosen sind so gewéhlt, dal voraussichtlich alle
Werte von L, bis Li getroffen sind. Dann werden die Gemische mit-
Wasser auf 4,0 cem aufgefiillt 8). Die gut verkorkten Flischchen bleiben
nunmehr !/, Stunde bei Zimmertemperatur, geschiitzt gegen das Tages-
licht durch Deckung mit Blechhiilsen, stehen. Nach dieser Zeit erfolgt
die Impfung der Tiere, und zwar benutzen wir ausschlieflich weile
Méuse. Entsprechend den angesetzten Gemischen werden zwei Reihen
zu 8 Méusen %) infiziert, und zwar erhilt jede Maus 0,4 ccm eines der an-
gesetzten Gemische subkutan unter die Haut des rechten HinterfuBes,
also Y40, A.E. + fallende Dosen Gift. Da die Giftdosen wie gesagt
so gewihlt sind, dal bei der Standardreihe alle Werte von I, bis Lt
vorhanden sind, so konnen wir bei regelrechtem Verlauf der Ver-
suchsreihen alle Phasen, Intaktbleiben, Krankheit und akuter Tod
(wenigstens in der. Standardreihe) verfolgen.

Hat das zu priifende Serum den angegebenen Titre, so miissen
natiirlich die Versuchsresultate in beiden Tierreihen genau zusamimen-
fallen. Ist es dagegen schwicher, so tritt eine entsprechende Ver-
schiebung der Resultate ein, aus der man leicht ersehen kann, um
wieviel das betreffende Serum hinter dem angegebenen Titre zuriick-
bleibt.

Die folgende Tabelle zeigt einen in dieser Weise ausgefiihrten
Priifungsversuch:

1) 20 bezw. 21 cem, siehe oben S. 53.

2) Nach voraufgegangener Sterilitdtspriifung.

3) Aus praktischen Griinden fiillt man in die Fldschchen zun#chst
das Wasser, und zwar Dosen von 2,2—15 cem. Dann beschickt man die
Fldaschchen mit je 1 cem der Standardserumlésung bezw. der Lisung des
zu priifenden Serums und fiillt nun erst die Giftdosen zu.

4) Die M#use miissen natiirlich alle das gleiche Gewicht haben.
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Datum: 1. IL 05.
Tetanus-Antitoxin: Fabrik X No. y-
Eingesandt am: 31. I. 05. Eingetroffen am: 1. II. 05.
Pferd Nr. 4 u. 6,

Geblutet am 22. u. 24. IX, (4.
Menge des eingesandten Serums: 5 Liter,
Phenoliehalt: 0,5 Proz.

Angegebener Titre: 6fach.
Priifung auf Sterilitit: steril.
S » Phenolgehalt: Maus zittert gering.

Wertbestimmung auf: 6 A.E.

I. Standardserum: Verdiinnung 0,006: 26,0 cem.
II. Serum: X Nr. 11. Verdiinnung 1:600 (= 1+ 19, davon 1 - 29).
III. Normalgiftlosung :
Zu 1 cem Serumverdiinnung werden zugesetzt:

Gift aufgefiillt mit Wasser zu 4 ccm
0,8 ” ” 272 » 4 ”
079 ” ”» 2) ” 4: ”
170 » ” 2’0 ” 4 2
171 ” ” 1’9 2 4 ”»
112 ” ” 178 ” 4 ”»
1’3 ” ” ]}7 ” 4 »
174: 2 ” 176 ” 4 ”
15 » » 1,5 4

.. Die Giftserumgemische bleiben */, Stunde bei Zimmertemperatur stehen.
Injektionsmenge: 0,4 cm.

Versuchstiere: Weie Miuse (15 g).

Standard-Serum. Serum No. y.
1. 08 Kopf gelb 9. 0,8 Kopfrot
2 IL 05 0 2 IL 05 0
3' ”» M O 3' » ” O
4:' ”» » O 4:' 2 » 0
5' n ” O 5' ” » O
6‘ ” ” O 6‘ ” 3 0
7' ” » O 7- 2N O
2. 0,9 Nacken gelb 10. 0,9 Nacken rot
2. I1. 05 0 2. IL. 05 0
3' ” » O 3' ” b2} O
4 4 5 0? 4 0?
9 » 2 ? 5' b ” ?
6' ” ” ? 6' ”»” » ?
7’ ”» » ? 7' ” ” ?
3. 1,0 Riicken gelb 1. 1,0 Riicken rot
2. II. 05 ? 2. II. 05 ?
2. » y» Oplirchen Z » » Oplirchen
A 2 =39 000 »
g' FE ] me' g 200499, Spur
a5y Sy o CERENREET) 9
7 ,  leicht krumm 7. , , leicht krumm
LT SteiB gelb 12. 1,1 Steib rot
2. IIL. 05 Spiirchen 2. II. 05 Spiirchen
3. , , Spur St i SpUL:
4. ,, ,, leicht krumm 4. ,, ,, leicht krumm
5. 93,7499, ” ” 5. » 9 ” ”
6. 29,8859 ety 2] > 6. »o» ” ”
7. , , ziemlich deutlich krumm 7. ,, , ziemlich deutlich krumm
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Standard-Serum. Serum No. y.
5.t 1,2 rechter VorderfuB gelb | 13. 1,2 rechter Vorderfu8 rot
2. IL. 05 Spur 2. II. 05 Spur
3. FE T leicht krumm 3. » 9 l(?lChf:' krumm 3
4. ,, ,, ziemlich deutlich krumm 4} » » ziemlich deutlich krumm
5. , , deutlich krumm 5., , deutlich krumm
6. , , ziemlich stark krumm 6. , , ziemlich stark krumm
7. , , stark krumm 7. , 5 stark kromm
. 1,3 linker VorderfuBl gelb 14. 1 linker Vorderfu8 rot
O T 05 e < 271 05 leicht krumm_
3. ,, , ziemlich deutlich krumm 3. , , ziemlich deutlich krumm
4, ,, ,, deutlich krumm 4. , , deutlich krumm
5. , , ziemlich stark krumm 5. ,, , ziemlich stark krumm
6. ,, , stark krumm 6. , , stark krumm
7. , , schwerer Tetanus 7. 4 , schwerer Tetanus
ter HinterfuB gelb| 15. 1,4 rechter HinterfuBl rot
7 12#l II. 05 It'i?agﬁicfl krumm 8 2! 1I. 05 deutlich krumm
3. ,, , ziemlich stark krumm 3. 5  ziemlich stark krumm
4, ,, ,, tetanisch 4. ,, , tetanisch
5‘ ” ” 9. ” ”» 1— 4
8 inker HinterfuBl gelb 16. 1,6 linker HinterfuB3 rot
2 %3511. 05 lz;élmlich stark krummg 2., IT. 05 ziemlich stark kromm
3. , , allg. Tetanus s allg. Tetanus
4, IPRET) < 4. »n »

Der im vorliegenden Falle absolut gleichmifige Verlauf beider Ver-
suchsreihen zeigt, dal das gepriifte Antitoxin in der Tat genau 6fach war.

Wie wir aber aus dem Gesagten ersehen konnen, ist die Wert-
bemessung des Tetanusantitoxins viel komplizierter als die des Diph-
therieheilserums (101). Aus diesem Grunde wird auch eine absolut genaue
Werteinstellung von seiten der Fabrik bei Einsendung der Priiparate
nicht verlangt. Zwar miissen auch hier die Sera mit einer bestimmten
Titreangabe zur Priifung eingesandt werden, wenn sich aber -dieselben
bei der Priifung als nicht vollwertig erweisen, so werden sie doch
nicht direkt zurtickgewiesen, wie bei der Diphtherieserumpriifung, sondern
das Institut stellt in diesem Falle die Sera genauer ein und lift sie
zu dem gefundenen Titre zu, vorausgesetzt, daf sie den Mindestgehalt
von b bezw. 50 A.E. in 1 cem fliissigem bezw. in 1 g Trockenserum
haben und den sonstigen Anforderungen der Priifungsvorschrift geniigen.

b) Die Wertbemessung der antibakteriellen Sera.

Um die bakterizide Kraft eines Serums zu messen, sind verschiedene,
mehr oder weniger sicher arbeitende Methoden versucht und angewandt
worden. Bei fast allen hat man als Indikator der spezifischen Serum-
wirkung die Bakterienvernichtung, und zwar in erster Linie die Bak-
teriolyse, sei es in vivo oder in vitro, benutzt. Unter den verschiedenen,
auf der Bakteriolyse beruhenden Methoden nimmt der ,PFEIFFERsche
Versuch“ die erste Stelle ein als ein Verfahren, das, wie R. PFEIFFER
(46—47) und seine Schiiler zeigen konnten, bei gewissen Seris, z. B.
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dem Choleraserum, eine genau quantitative Wertbemessung gestattet.
Spritzt man néimlich einem Meerschweinchen lebende Choleravibrionen
zusammen mit fallenden Dosen Choleraimmunserum intraperitoneal ein,
so léBt sich mit Sicherheit diejenige Serummenge ermitteln, welche gerade
noch ausreicht, um das Tier gegen eine bestimmte Priifungsdosis, z. B.
gegen die 10fache tddliche Dosis virulenter Kultur zu schiitzen, welche
Dosis R. PFEIFFER als 1 LE. bezeichnete [vergl. auch FRIEDBERGER (48)]

Eine Erklirung der beim Prerrrerschen Versuch in der Peritoneal-
hohle sich abspielenden bakteriolytischen Vorgiinge verdanken wir neben
R. Premrer in erster Linie METSCHNIKOFF (49) und Borpmr (50), welche
erkannten, daf es sich hierbei um die kombinierte Wirkung zweier Sub-
stanzen handelt, von denen die eine, wie BorpET nachwies, sehr labil ist
und auch im normalen Serum vorkommt (EmrLicHS Komplement), wihrend
die andere ziemlich stabil ist und als Produkt der spezifischen Immuni-
sierung aufzufassen ist (EmrLicHS Ambozeptor).

Ein tieferes Eindringen in die Kenntnis der Bakteriolyse wurde aller-
dings erst durch die Hamolysinforschung ermoglicht, da man hier in die
Lage versetzt wurde, im Reagenzglas mit Ausschaltung des Tierkorpers
genaue quantitative Versuche vornehmen zu kénnen und den Mechanismus
der Lysine ohne Schwierigkeit zu verfolgen (129). Nach den grundlegenden
Untersuchungen Eurricas und MoreENROTHS (15) verliuft der Vorgang der
Himolyse in der Weise, daf der Ambozeptor von den Blutkorperchen
spezifisch gebunden wird und dab er sie durch weitere Bindung des Kom-
plements fiir die Wirkung desselben zugingig macht. Weitere Unter-
suchungen ergaben dann zwischen den Hémolysinen und den Bakterio-
lysinen in Bezug auf den Wirkungsmechanismus eine weitgehende Ueber-
einstimmung. Speziell Enrrice und seine Mitarbeiter M. Nuisser, MoreEN-
rOTH, SAcES, Kyms u. a. (15) konnten nachweisen, daf hier und dort streng
spezifische und chemische Beziehungen zwischen Ambozeptor und Zelle
einerseits, sowie zwischen Ambozeptor und Komplement andererseits be-
stehen, welche quantitativen Gesetzen folgen. Dementsprechend hatten
ja auch schon R. Premrer und seine Schiller den Nachweis fiihren
konnen, daf man mittels des Prmrrrerschen Versuchs bei Innehaltung be-
stimmter Kautelen den spezifischen Wirkungswert (i. e. den Ambozeptorge-
halt) eines Choleraimmunserums genau quantitativ bemessen kann.

Indessen ergab die weitere Erfahrung bald, daB der PrEIFrERsche
Versuch nur bei einigen Seris zur Wertbestimmung brauchbar war, bei
vielen anderen dagegen nicht, weil hier das PrreIrrErsche Phinomen
ausblieb. Man versuchte daher, statt der Bakteriolyse im Tierkorper,
die Bakteriolyse in vitro als Wertbemessungsmethode zu benutzen. Unter
den verschiedenen Methoden (128), welche auf der Bakterienvernichtung
in vitro beruhen, erwies sich hierfiir als besonders geeignet das so-
genannte ,Plattenverfahren“. Eine groRe Reihe von Forschern hat sich
bemiiht, mit Hilfe dieser Methoden den quantitativen Nachweis bakterio-
lytischer Stoffe in den bakteriziden Seris zu erbringen, allein die Resul-
tate, die sie erzielten, waren duBerst ungleichméBig und die empfohlenen
Verfahren meist viel zu kompliziert. Erst M. NEIsSER und WECHS-
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BERG haben durch Einfihrung brauchbarer Versuchsanordnungen die
»Plattenmethode® zu einer praktisch anwendbaren Wertbemessungs-
methode vervollkommnet.

Der Gang der Priifung bei dieser Methode, deren genaue Technik
M. Neisser in Emrvicos gesammelten Arbeiten zur Immunititsfcirschung
(15) angegeben hat und die spiter von verschiedenen Seit.en zum Nachweis
bakterizider Antikorper sowohl in normalen als auch in Immun- bezw.
Rekonvaleszentenseris mit Erfolg angewendet wurde, ist nach M. Npisser
und WacensBErG (70) der, :

»daB z. B. je 1/5,, ccm einer eintagigen Bouillonkultur des be-
treffenden Bakteriums in eine Reihe steriler Rohrchen gegeben wurde. Da-
zu kamen wechselnde Mengen des bei 569 inaktivierten Immunserums
und gleiche Mengen des komplettierenden aktiven Serums oder in anderen
Reihen gleiche Mengen Immunserum und wechselnde Mengen des k.om-
plettierenden Serums. Die Abmessungen waren derart, daf ﬁberall_glelche
Mengen Fliissigkeit (gewthnlich 25 cem) vorhanden waren. Dle“ Ver-
diinnungen und Auffiillungen geschahen mit 0,85-proz. NaCl-Losung.
Auferdem wurden jedem Rohrchen 3 Tropfen Bouillon zugefiigt, nachdem
wir uns tberzeugt hatten, daf dadurch ein ungestértes Wachstum in den
Kontrollproben gewéhrleistet war. Umfangreiche Kontrollen War‘ep“aller-
dings jedesmal notig, schon um die benutzten Ser‘a. auf Sterilitit zu
prifen. Die Proben wurden wahrend 3 Stunden bei 87'0 gehalten und
dann zu Agarplatten verarbeitet, indem mit gleichm"z‘t{hgen Pipetten je
5 Tropfen zur Aussaat verwendet wurden. Die Beurteilung der Platten
geschah stets vergleichs- und sch'atzungsweise,‘etwa nach folgendem
Schema: 0, vereinzelt, Hunderte, Tausende, unendlich.“

Wenn nun diese Methode in der Priifungstechnik von uns nicht
angewandt wird, so beruht das einmal darauf, daB bei derselben hiufig
andere Werte gefunden wurden als im Tierversuch [wie dies auch jiingst
die Arbeiten KoLLEs und seiner Mitarbeiter (112) bestitigt haben],
und daB zweitens auch diese Methode nur bei ganz bestimmten Seris
anwendbar war und unter anderen gerade bei den Seris versagte, die
fir die amtliche Serumpriifung in Betracht kamen. :

Von den anderweitigen Methoden die zur Wertbemessung der spezi-
fischen Wirksamkeit der antibakteriellen Sera in neuerer Zeit vorgeschlagen
und versucht sind, seien in kurzem hier noch ein von BorRDET und GENGOU
(141) bereits 1901 angegebenes Verfahren und eine zuerst von WRIGHT
(54, 133) angewandte Methode erwihnt. Das erstere beruht darauf, dé}.[s
die mit Ambozeptor beladenen Bakterien im stande sind, Komplemente in
vitro an sich zu reifen, so dal nach Zusatz eines himolytischen Systems
die ganz oder teilweise ausbleibende Himolyse einen Riickschluff auf den
Gehalt des Serums an Ambozeptoren gestattet. Mit Hilfe dieses Ver-
fahrens gelang es GENGOU (53), auch Ambozeptoren fiir die geldsten
EiweiBstoffe nachzuweisen, und durch die Untersuchungen von MORESCHI
(85), NE1ssER und SAcHS (56, 57) und GAy (58, 120) hat es heute eine
grofie Bedeutung erlangt, besonders nachdem M. NEISSErR und SACHS
auf Grund dieses Verfahrens zu einer neuen Methode der EiweiBdifferen-
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zierung gelangt sind und dieselbe in der forensischen Praxis als Blut-
unterscheidungsmethode eingefithrt haben: als Methode zum quantita-

?
tiven Nachweis antibakterieller Ambozeptoren ist dieses Verfahren dann
von WASSERMANN und Bruck (59), sowie KoLLE und WASSERMANN (60)
beim Meningokokkenserum angewandt worden.

Die genaue Methodik, wie sie Korrs und WassErMANN beim Meningo-
kokkenserum anwandten, besteht darin, dal man Fliissigkeiten, welche
Bakterienleibessubstanzen gelsst enthalten, mit dem Immunserum, welches
Antiksrper fiir die betreffende Bakterienart enthilt, mischt. Alsdann
verankert sich der spezifische Immunkérper (Ambozeptor) an die in der
Flissigkeit gelésten Leibessubstanzen der Bakterien. Figt man nun zu
dem Gemisch etwas normales komplementhaltiges Serum hinzu, so reift die
Verbindung Ambozeptor 4 Bakteriensubstanz Komplement an sich. Setat
man dann nachtriiglich ein hémolytisches System zu dem beschriebenen
Gemische hinzu, so tritt keine vollstdndige oder doch nur eine teilweise
Hamolyse ein. Aus dieser mehr oder weniger starken Hemmung der Hiimo-
lyse ,laBt sich ein Riickschluf auf den Grad des Verbrauches an Kom-
plement und, da dieser proportional ist dem vorhandenen Immunkérper,
auf den Gehalt des Immunserum, z B. des Meningokokkenserums an
Ambozeptoren machen.* KorLe und WASSERMANN wiahlten dabei die
Versuchsanordnung so, daf sie zu gleich bleibenden Mengen (0,1 cem)
des durch einstiindige Erwarmung auf 60° C inaktivierten Immunserums
abgestufte Mengen eines bestimmten, mit Karbol versetzten Bakterien-
extraktes hinzufiigten und alsdann als Komplement 0,1 ccm normales Meer-
schweinchenserum hinzugaben. Die Mischung blieb fiir 1 Stunde bei 370,
Dann wurde das hamolytische System zugesetzt. Die Befunde werden
nach 2-stiindigem Verweilen bei 37° O -+ 24-stiindigem Stehenlassen im
Eisschrank notiert. Die Versuche verliefen vollkommen quantitativ. —
Allein selbst KorLe und WasserMANN Hulern sich zu dieser Methode, daf
sie dieselbe noch nicht als endgiiltig abgeschlossen betrachten kénnen.

Nicht unwichtig fiir die Beurteilung des Wertes dieser BoRDET-
GENGouschen Methode scheint mir aber der von NIDRIGAILOFF (61)
erhobene Befund, daR sich die einzelnen gegen die gleichen Infektions-
erreger hergestellten Immunsera insofern verschieden verhalten konnen,
als man bei dem einen zwar im stande ist, mittelst dieses Verfahrens
das Vorhandensein spezifischer Ambozeptoren nachzuweisen, wéhrend
dieser Nachweis bei einem zweiten Serum nicht gelingt. So verliefen
z. B. Versuche mit einem von NIDRIGAILOFF untersuchten Pariser Rot-
laufserum und dem ArRonsonschen Streptokokkenserum negativ, wih-
rend andererseits die gleichen Versuche mit einem Charkower Rotlauf-
serum und einem Pariser Streptokokkenserum positiv ausfielen. Auch
M. NE1sseEr (15) hatte schon friiher gefunden, daB diese Methode in
einigen Fillen nicht zum Ziele fiihrte. :

Die zweite Methode, die zuerst von WRIGHT (54, 133) praktisch
angewandt wurde, beruht auf der Erscheinung, daB bestimmte Sera die
Fahigkeit erlangen, Bakterien, welche mit denselben vorbehandelt wurden,
in der Weise zu stimulieren (METSCENIKOFF), daB sie in vitro im Gegen-
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satze zu unbehandelten Bakterien von den Leukocyten schneller und
besser aufgenommen werden. Diese spezielle Eigenschaft bestimmter
Sera nannte WRIGHT ,opsonisch“. Nachdem schon frither DENYS und
LECLEFF (62) bei ihren Studien #iber die Immunitit gegen Strepto-
kokken das gleiche Phinomen (auch in vitro) beobachtet hatten [von
BorpET (63) wurden die Resultate in vitro zundchst damals nicht be-
stitigt] hat injneuerer Zeit speziell NEUFELD (64, 103, 125) sich unabhéngig
von WricHT mit dem Studium der Wirkungsweise dieser ,Bakteriotropine,,
eingehender beschiéiftigt. Eine praktische Verwendung hat aber auch diese.
Methode bisher nicht gefunden, da einmal diese Substanzen nach den bis-
herigen Untersuchungen nur bei ganz bestimmten Seris in gréBerer Kon-
zentration vorzukommen scheinen und andererseits selbst bei diesen, z. B.
bei den Antistreptokokkenseris, soweit sie bisher staatlich gepriift werden,
der Tierversuch dieser Methode an Einfachheit und Sicherheit weit iber-
legen ist. KoLLE und WASSERMANN (65), welche auch diese Methode
zur Wertbemessung ihres Meningokokkenserums zu verwender. suchten,
duBern sich auf Grund der Versuche ihres Mitarbeiters LOHELEIN dahin,
daB ,diese von WrigHT Opsonine, von NEUFELD Bakteriotropine ge-
nannten Substanzen fiir eine exakte Wertbemessung des Meningokokken-
serums kaum zu benutzen sind“. ,Denn da die Leukocyten verschie-
dener Tierarten selbst in gewaschenem Zustande, noch stirker aber
unter Zusatz von normalem Serum einen groBen Teil der Meningo-
kokken in sich aufnehmen, so ist eine exakte, zahlenm#fRige Beurteilung,
in welch quantitativ hoherem Mafle ein Immunserum diese Vorginge
steigert, dulerst schwierig und in erheblichem Mafe subjektiv. Wir
lassen dabei die Frage, in welchen Beziehungen die die Phagocytier-
barkeit der Kokken bewirkenden Substanzen des normalen (Opsonine
WricHTs) und des spezifischen Serums (bakteriotrope Substanzen NEu-
FELDs) zueinander stehen, offen. Abgesehen von diesen Schwierigkeiten,
kommen indessen hierbei auch noch sehr groBe individuelle Schwan-
kungen in Betracht.“ _

Diese letztgenannten Methoden, welche alle auf den Tierversuch
verzichten, miissen nun abgesehen von den praktischen Scwierigkeiten
auch theoretisch zu schweren Bedenken beziiglich ihrer Brauchbarkeit
als Wertbemessungsmethoden Anlaf geben insofern, als wir beiihnen
die Wirksamkeit nur ganzbestimmter,im Reagenzglas in
Aktion tretender Korper messen konnen, wihrend wir auf die
Beriticksichtigung einer Reihe von Korpern verzichten miissen, welche
zweifelsohne bei der Schutzwirkung der Sera in vivo eine grofe Rolle spielen.
Wie wir wissen, enthiilt ja jedes mit Bakterien hergestellte Immunserum
auler den rein bakteriziden Antikérpern sicher noch eine grofe Reihe
anderer spezifischer Produkte der Immunisierung, so z. B. Antitoxine,
Prizipitine, Agglutinine. Wenn nun auch die Rolle der Agglutinine und
Prazipitine bei der Schutzwirkung in vivo keine sehr grofe sein diirfte, so

Die staatliche Priifung der Heilsera. 61

ist die Wirkung der Antitoxine z. B. doch nicht zu unterschétzen.
Speziell beim Dysenterieserum haben Topp, ROSENTHAL und GABRIT-
SCHEWSKY (cit. nach 140) und in neuerer Zeit KrRAUS 1), sowie VAIL-
LARD und DoprErR (140) nachgewiesen, dal dessen Wirksamkeit
sicher gleichzeitig auf seiner antitoxischen Eigenschaft beruht. Ein
solches zugleich antitoxisches Serum bewirkt, vielleicht hauptsichlich
indirekt die Abtétung der Bakterien, indem es sie der Schutzwaffe be-
raubt, welche sie gegen die Korperkrifte zu entfalten vermogen.

Weiterhin ist in Betracht zu ziehen, ob nicht auch noch andere
Stoff z. B. Antiagressine (122) oder Anti-Endotoxine bei gewissen Seris
eine Rolle spielen. Beziiglich der letzteren haben MACFADYEN (66, 73)
und BESREDEA (67, 74) gerade in neuerer Zeit den Nachweis erbrécht,
dal bei geeigneter Immunisierung, z. B. mit den Typhusbacillen, ein
Anti-Endotoxin erzeugt werden kann, und es scheint nach den tiblichen
Immunisierungsmethoden nicht ausgeschlossen, daB alle antibakteriellen
Sera eine gewisse Quote Anti-Endotoxin enthalten.

Aus allen diesen Griinden sehen wir uns gezwungen, ausschliel -
lich im Tierversuch eine Entscheidung tiber die anti-
infektiose Wirksamkeit eines Serums zu versuchen, da
allein hier alle Faktoren, welche die Bakterien bekémpfen und ver-
nichten, in Aktion treten und gleichzeitig zur Wirkung gelangen, wih-
rend bei der Bakteriolyse in vitro eine bestimmte, vielleicht gerade:
wichtige Quote ungemessen bleiben kann.

Dadurch, daB wir aber auf den Tierversuch angewiesen sind, ent-
stehen nunmehr eine Reihe priifungstechnischer Schwierigkeiten, auf
welche hier niher eingegangen werden muf.

Zunéchst ist fir die groBe Mehrzahl der antibakteriellen Sera wohl
daran festzuhalten, daB ihre Wirkungsweise nach dem Ambozeptortypus
Enrricns stattfindet. Dadurch ist aber zugleich die Priifung der Wirk-
samkeit dieser Sera in schwerer Weise gegeniiber den antitoxischen
Seris kompliziert, denn wihrend wir bei den Antitoxinen die Beziehungen
allein zwischen Toxin und Antitoxin zu beriicksichtigen hatten, haben wir
hier von vornherein mit der vom Ambozeptor zum Bakterium und mit
der vom Ambozeptor zum Komplement zu rechnen.

Vorausgesetzt nun, daf die bei der antibakteriellen Wirkung der
Sera in Aktion tretenden Antikérper in der Tat Ambozeptoren (bezw.
Polyzeptoren) sind, so ergeben sich theoretisch hieraus fiir die Priifungs-
technik bestimmte Komplikationen, die zunichst durch den Bau (oder
die Aviditit) der Ambozeptoren bedingt sein konnen. Wir miissen auf
die hierdurch fiir die Priifungstechnik entstehenden Schwierigkeiten
speziell bei der Priifung der Schweineseuchensera zuriickkommen und
soll daher an dieser Stelle auf dieselben nicht niiher eingegangen werden.
Dagegen mochte ich hier kurz auf diejenigen Komplikationen hin-

1) Vortrag auf d. fr. Mikrobiolog. Verein, in Berlin 1908.
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weisen, welche bei der Bindung zwischen Ambozeptor und Komplement
von seiten des Komplements entstehen konnen.

Bekanntlich hatten Emrricm und MorGENrROTH (1. c.) bei ihren
Hémolysinstudien nachgewiesen, daf durchaus nicht jedes Kor_nplement
geeignet ist, jeden Ambozeptor zu komplettieren, und dal die Wahr-
scheinlichkeit hierfir um so gréBer ist, je niher das zu schiitzende
Individnum dem Individuum steht, von dem das Immunserum gewonnen
wurde, daB bei einer fernstehenden Species aber eine oft nur ganz un-
vollstindige Komplettierung einzutreten pflegt. Dies 1_st ja leicht
erkldrlich, da der Ambozeptor nach seiner Entstehung in einem be-
stimmten Tierkorper spezifisch fiir das betreffende Bakterium und dgs
bestimmte Komplement sein muB. Gerade bei den Untersucl}un‘gen mit
bakteriolytischen Seris fand man hierfiir einige markante Beispiele.

So fand WecusBERG (68), dal der durch Immunisierung von
Tauben mit Vibrio Metschnikoff gewonnene Ambozeptor mit Tauben-
serum komplettiert wird, dagegen nicht der durch Immunisierung von
Kaninchen erhaltene. Ein #hnliches Beispiel konnten KoLLe und Ver-
fasser (69) bei ihren Studien iiber die Wirkung des Pestserums kon-
statieren. Ein bei Ratten und M#usen hochwirksames, vom Pferde ge-
wonnenes Pestserum, versagte vollstindig am Meerschweinchen, wihrend
bei diesen Tieren ein vom Meerschweinchen gewonnenes Immunserum,
das bei Ratten und Méusen absolut keine nennenswerten schiitzenden
Eigenschaften zu entfalten vermochte, deutlich wirksam war.

Ohne auf die zahlreichen iibrigen Schwierigkeiten, weiche infolge der
komplizierten Beziehung zwischen Ambozeptor und Komplement entstehen
konnen, niher einzugehen, sei hier nur noch auf die eventuelle Bedeutung
der von M. NEisseEr und WECHSBERG (70) zunichst in vitro nachge-
wiesenen Komplementablenkung fiir die Priifungstechnik hingewiesgn. .Es
sprechen viele Beobachtungen in der Tat durchaus dafiir, daf auch in vivo
durch einen bedeutenden Ueberschuff von Ambozeptor die bakterizide
Kraft eines Serums nicht nur stark.geschwiicht, sondern unter Umstinden
sogar aufgehoben werden kann (118 u. a. 113, 114, 115). .

Aus dem bisher Gesagten ergibt sich also, dal wir zwar bestimmte
Mengen Ambozeptor einem Tiere zufithren kénnen, daf wir indes ipfolge
des komplizierten Baues von Ambozeptor und Komplement, sowie der
komplizierten Wirkungsweise beider Komponenten nie voraussage'n
konnen, inwieweit die zugefiihrten Ambozeptoren in der Tat durch die
im Einzelfalle disponiblen Komplemente komplettiert werden, wodurch
natiirlich ein quantitatives Messen in hohem Grade erschwert' werden
mufB. In gewissen Fillen kann man nun aber die kompletﬁerenden
Leistungen des Organismus durch bestimmte Eingriffe (zeitlich getren‘nte
Seruminjektion und Infektion, intraperitoneale Injektion der Bakterien)
wesentlich verbessern, wie dies die Untersuchungen von MARX (71)
beim Rotlaufserum gezeigt haben, auf die ich spiter noch ziiriickkommen
werde.
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Fir die Priifungstechnik ergibt sich hieraus zunichst die Aufgabe,
geeignetes Tiermaterial zu finden, welches das in der Regel von Pferden
gewonnene Serum, das in der Praxis bei irgend einer anderen Tierart ver-
wandt werden soll, geniigend gleichmiRBig komplettiert, wie
dies z. B. die Maus beim Rotlaufserum tut. Dieses Serum wird bekanntlich
von Pferden gewonnen, an der Maus gepriift und beim Schwein angewandt.

Daf die hier auftretenden Schwierigkeiten hiufig recht grofie sein
konnen, haben uns speziell die schon erwihnten Versuche (l. ¢.) gezeigt,
welche mit dem SoBERNHEIMschen Milzbrandserum angestellt wurden.
Es ist bisher (auch bei neueren Versuchen im Institut und in der
Merkschen Filiale in Halle a. S.) nicht gelungen, eine Tierart zu er-
mitteln (auBer Schafen), welche dieses Serum geniigend gleichmiiBig
komplettiert. Andererseits erwiesen sich aber die Schafe selbst als
wenig geeignete Tiere zu Priifungsversuchen, einmal wegen der Unmog-
lichkeit, an ihnen in einem gewohnlichen Laboratorium zu experimen-
tieren, und zweitens, weil sie sich der Infektion mit Milzbrandbacillen
gegeniiber in hohem Grade verschieden empfinglich erwiesen.

Wir kommen damit zu einer #hnlichen Bedingung, wie sie bei der
Wertbemessung eines antitoxischen Serums erfiillt sein mulite, nimlich
dem Besitz einerTierspecies, welche fiir die bei den Prii-
fungsversuchen anzuwendenden Bakterien von gentigend
gleichméBiger wEmpfinglichkeit“ bezw. wResistenz* ist.
Hier besitzen wir nun allerdings in der Maus ein Tier, welches fiir
diese Zwecke sehr geeignet ist und daher in der Serumpriifung ausge-
dehnte Verwendung findet. Allerdings gibt es auch eine Reihe iiber-
haupt nicht oder doch nur in méfigem Grade tierpathogener Bakterien,
die nur fiir den Menschen pathogen sind und gegen die man Immunsera
herstellt. In diesen Fillen ist aus den oben niher ausgefiihrten Griinden
eine Wertbemessung bisher noch nicht moglich gewesen.

WasserMany und Korrs (I c.) haben in dem schon zitierten speziellen
Falle bei der Wertbemessung des Meningokokkenserums, wo es sich um
solche gering tierpathogenen Bakterien handelte, versucht, einen sicher
todlichen Infektionsmodus fiir Meerschweinchen (Msuse lassen sich in diesem
Falle nach ihren Angabe nicht verwenden) dadurch zu erreichen, daf sie die
nattirlichen Widerstandskrifte des Korperskiinstlich herabzusetzen versuchten.
Nachdem schon Brrrmxcourt (97) diesen Zweck durch Einverleibung von
Antikomplementserum vergeblich zu erreichen getrachtet hatte, gingen KoLLe
und Wassermany dazu tiber, mit Hilfe der kiinstlichen Aggressine WASSER-
MANNS (96) eine fiir normale Meerschweinchen unschédliche Dosis Meningo-
kokken tgdlich zu gestalten, in der Absicht, zu untersuchen, ob das Immun-
serum alsdann die mit kiinstlichem Aggressin und Kultur injizierten Tiere

von dem Tode bewahren konnte. Allein dio Versuche ergaben, daf die
Ergebnisse der Priifungsreihen nie so unzweideutig waren, daf man darauf

eine exakte Wertbemessung grinden konnte, wenngleich sich mit Sicher-
heit die Anwesenheit von Schutzstoffen in den Tmmunseris nachweisen lief.

Vorausgesetzt nun, daf es sich um die Priifung eines mit tier-
pathogenen Bakterien hergestellten Serums handelt, tritt hiufig noch
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eine weitere Reihe von Schwierigkeitens auf, welche die Werthemessung
derartiger Sera stark komplizieren. Dieselben koénnen zunéchst durch
die Virulenzschwankungen der Kulturen bedingt sein?t).

Selbst wenn man durch hiufiges Ueberimpfen und regelmifBige
Tierpassagen fiir eine gute Virulenz der Kulturen Sorge trigt, ist es
oft nicht moglich, die erforderliche Hohe und GleichméfBigkeit in der
Virulenz der Kulturen mit Sicherheit zu erzielen. Aber schon PFEIFFER
und KorLe (72, 117) haben bei der Wertbemessung des Typhusserums
gezeigt, daB fiir die Titrierung eines Serums die Anwendung einer
Kultur von geniigender Virulenz von grofter Bedeutung ist, und so
kann es nicht angfingig sein, die Beurteilung-des Wirkungswertes eines
bakteriziden Serums allein nach seiner Wirksamkeit gegentiber der In-
fektion mit einer bestimmten Dosis einer virulenten Kultur durchzufiihren.
Indessen gelang es EHRLICH verhdltnisméBig leicht, die hieraus ent-
stehenden Schwierigkeiten zu fiberwinden, und zwar durch Einfiithrung
eines Standardserumsvon bekanntem Titre als Mafstab fiir
die Virulenz der Kultur. Er verfuhr dabei in der Weise, dal bei jedem
Priifungsversuch zwei Versuchsreihen angesetzt wurden, eine mit dem
Standardserum und eine zweite mit dem zu priifenden Serum. Die
Standardserumreihe gab alsdann die Menge Serum an, welche gegen
die angewandte Infektion schiitzte und die zweite Versuchsreihe lief
durch Vergleich mit der ersten mit Leichtigkeit erkennen, welche Wirk-
samkeit dieses Serum im Vergleich zum Standardserum gegeniiber der
gleichen Infektion auszuiiben vermochte. Auf diese Weise war es
moglich, auf eine ganzbestimmte Virulenz der Priifungs-
kulturen zu verzichten. Wie wichtig aber die Ausschaltung der
Kultur als Triger des Wertmalles war, haben spétere Beobachtungen
nach Einfiihrung des Standardserums gelehrt, welche man bei der Wert-
bemessung des Rotlaufserums im hiesigen Institut zu machen Gelegen-
heit hatte. Es zeigte sich ndmlich, dal gegen die gleiche Infektion,
welcher die Kontrollmiuse prompt in 48 Stunden erlagen, anfangs
0,01 cem, spiter aber schon 0,001 cem desselben Standardserums
schiitzte. Es hatte also die Kultur, ohne daf eine Virulenzabnahme
gegeniiber den nicht mit Serum behandelten Tieren erkennbar wurde,
doch schon eine wesentliche Abschwéchung bezw. Resistenzverminderung
dem Serum gegeniiber erfahren. (Da sich bei diesen Kulturen die Virulenz-
abschwiichung gegeniiber den unbehandelten Tieren meist erst viel spéter

1) Auf die Méglichkeit einer (durch eine ungleichmiBige Beeinflussung
der Kulturen durch das Immunserum verursachten) Stérung, wie sie z. B.
bei vereinzelten Typhuskulturen im Prrirrerschen Versuch beobachtet ist
(109, 116), soll hier nicht niher eingegangen werden. Derartige Kulturen
sind eben zu Priifungszwecken nicht geeignet. s sei bei dieser Gelegenheit
bemerkt, daB bisher zu allen Priifungen der ,provisorisch staatlich gepriiften*
antibakteriellen Sera die Fabriken ihre eignen Immunisierungskulturen
einsenden mubBten.
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bemerkbar macht, so hat man in der Priifung mit einem Standardserum
ein Mittel, Abschwiichungen der Kulturen sehr frithzeitig zu erkennen !)

Den Wertgehalt der bakteriziden Sera bemessen wir nun
stets durch Priifung ihres »Schutzwertes®, da bei fast allen eine
eigentliche kurative Wirkung sich experimentell vielleicht noch schwerer
nachweisen 4Bt als bei den Antitoxinen ). Wéhrend hier v. BEHRING (15er)
und seine Schiiler (104), sowie DONITZ (75, 126) nachweisen konnten, daf
man wenigstens noch nach einiger Zeit durch hohe Serumdosen einell als
Heilwirkung aufzufassenden Einflu ausiiben kann, geht aus den Beobach-
tungen von LAzZARUS (76), ISSAEFF (77), sowie von SOBERNHETM und Jaco-
BITZ (78) hervor, daB die zeitliche Heilungsgrenze z. B. beim Choleraserum
im PrEIFFERschen Versuch eine auBerordentlich beschrinkte ist. Mit Im-
munserum allein gelang es letzteren, nur ganz kurze Zeit nach der Infektion
noch Heilung zu erzielen, auch mit Hilfe einer kombinierten Ambozeptor-
Komplementbehandlung nur noch 21/, Stunden nach der Infektion, wihrend
nach 5 Stunden alle Bemiihungen vergeblich waren. Aehnliclie wenig
giinstige Resultate erhielten auch andere Autoren sonst mit bakt(’arizide;
Seris, u. a. KoLLE und seine Mitarbeiter (6,111) bei Heilversuchen mit Pest-
serum. Bei diesen schien es sogar hiiufig, als ob die spiite Serumanwendung
eher schidlich wirkte als niitzlich, eine Erscheinung, die auch bei anderen
Seris (52, 79) beobachtet wurde und in der Weise erklirt wird, daf die
‘.bakteriziden Krifte der Sera zwar noch im stande sind, die bereits ,l'eichlich
im Kérper zur Vermehrung gelangten Bakterien abzutoten, daf dann aber
das Individuum den nunmehr frei gewordenen Endotoxinen — welche be-
kanntlich den eigentlichen Toxinen fernstehen und sich von ihnen vor
allem dadurch unterscheiden, daB gegen sie eine Antikdrperbildung sehr
schwer zu erzielen ist —, erliegt.

: Wie bei den antitoxischen Seris, so pflegen wir auch bei den bak-
teriziden Heilseris den gefundenen Wirkun gswert nach Immu-
nitdtseinheiten auszudriicken und zwar ist bei allen der staatlichen
Kontrolle bisher unterstellten SerisalsN ormalserum ein solches betrach-
tet xyorden, von dem 0,01 ecm gegen die nachfolgende (mehrfach) todliche
]ffoms schiitzt (1 ccm dieses Serums — 1 LE.). Im Laufe der Zeit hat
sich aber der Usus eingebiirgert (mit Ausnahme bei der Wertbemessung
des 'ARONSONSChen Antistreptokokkenserums) ein Serum, das in der
Dosis von 0,01 ccm gegen die nachfolgende (mehrfach) tddliche Dosis
lebender Bakterien schiitzt, kurz als yhundertfach® zu bezeichnen.

Auch die den Priifungen der verschiedenen antibakteriellen Seris
zu Grunde gelegte ,Immunititseinheit” ist ein zundchst will-
kii‘ rlich gewihltes MaB, das nun aber ein fiir allemal feststeht. Als
Triger dieses Mafstabes dienen uns auch bei allen der staatlichen

1) Vergl. Aroxsox (82).
Ehrlich, Arbeiten II.
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Priifung unterstellten antibakteriellen Seris Standardsera von be-
stimmtem Gehalt an Immunitéitseinheiten.

1. Das Schweinerotlaufser um.

Die erste Wertbemessungsmethode fiir das Rotlaufserum stammt
von LorENz (80), welcher das (zu der von ihm eingefiihrten kombi-
nierten Schutzimpfung bendtigte) Serum auf seine Brauchbarkeit in
folgender Weise priifte: er infizierte graue Miuse in Hauttasche mit
0,01 cem einer Bouillonkultur und injizierte diesen Tieren gleich nach
der Impfung fallende Dosen des zu priifenden Serums (subkutan). Das
Serum mufte so mindestens in der Dosis von 0,01 ecm die Miuse vor
dem Tode schiitzen.

Scutrz und VocEes (81, 131) dagegen bestimmten den Schutzwert
des Rotlaufserums an Miusen in der Weise, dal sie’ Serum und Kultur
(0,1 cem = ca. 110fache todliche Dosis) gemischt gleichzeitig subkutan
injizierten.

In dhnlicher Weise wurde urspriinglich auch die Priifung im In-
stitut fiir experimentelle Therapie ausgefiihrt. Eine immer gleichbleibende
Menge Bouillonkultur wurde, gemischt mit fallenden Mengen Serum,
einer Reihe von weilen Mé#usen unter die Haut gespritzt. Diejenigen
Miuse, welche nach 10 Tagen noch gesund waren, wurden als maB-
gebend angesehen und nach der zu diesem Schutze nétig gewesenen
Serummenge der Wert des Serums bezeichnet.

Trotzdem man aber besondere Mithe auf die gleichmiifige Aus-
fithrung der Versuche verwandte, gelang es doch nicht, Priifungsreihen
von der gewiinschten RegelméRigkeit zu erhalten, so dal die Wert-
bemessungs-Versuche hiufig wiederholt werden muften. Dieser Uebel-
stand gab die Veranlassung dazu, dall weitere Versuche zur Verbesse-
rung der Methode angestellt wurden.

Bei diesen Untersuchungen, die Marx (71) im hiesigen Institut
ausfiihrte, ergab sich als Ursache. der Stoérungen die mangelhafte und
langsame Komplettierung des Rotlaufserums durch den Organismus der
Méuse. Es dauerte scheinbar mehrere Stunden, ehe das mit den Kul-
turen gemischt injizierte Serum aktiviert wurde, und so hatten allem
Anscheine nach die Bakterien inzwischen Gelegenheit gefunden, sich im
Korper des Tieres zu vermehren. Das spéter aktivierte Serum fand
dann, den individuellen Verhéltnissen entsprechend, durchaus verschiedene
Mengen Kultur vor, wodurch wie anzunehmen war die stérenden Unregel-
mifigkeiten entstanden. MARX #nderte daher (nachdem er zunichst ver-
geblich versucht hatte, das inaktive Rotlaufserum durch natives komple-
menthaltiges Serum zu aktivieren) die alte Priifungsmethode in der Weise
ab, dal er zuerst das Serum allein gab (subkutan) und dann 24 Stunden
spéter die Impfung vornahm, und zwar intraperitoneal, damit ,,die Bak-
terien in einer Weise dem Tiere zugefiihrt werden, daB sie der Wirkung
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des Immunkorpers sofort unterliegen und eine Wucherung ausge-
schlossen wird*,

_ Diese neue Methode ergab nun praktisch sehr gute Resultate. wie
dies auch Nachpriifungen auRerhalb des Instituts, z. B. von CASPEI’% (in
Hdchst), bestitigt haben. Auch heute prifen wir noch nach diesem
Verfahren, welches fiir verschiedene andere Methoden vorbildlich ge-
worden ist, nur wihlen wir als Priifungstiere statt der grauen jetzt in
dgr Regel weiBe Mduse. Diese bieten den Vorteil, dal man bei ihnen
wie schon MARX fand, die Infektion bereits nach einer Stunde v0rnehmen’
kann (sie aktivieren also scheinbar das Immunserum schneller alg graue
Méuse) und daf sie viel leichter zu beschaffen sind als letztere.

Bei der amtlichen Rotlaufserumpriifung verfahren wir seit den Unter-
suchungen von MARX nunmehr in folgender Weise: Es werden zwei
Priifungsreihen angesetzt, eine mit Standardserum — das bei jeder Priifung
stets frisch geldst wird — und eine zweite mit dem zu priifenden Rotlauf-
serum —, wobei sich der Grad der Verdiinnung nach den Angaben der
Fabrik richtet. Das Standardserum ist in der fir jede Priifung notigen
Menge von 0,5 cem (= 0,05 Trockenserum) in EmrLICHSchen Vakuum-
Trockenapparaten eingeschlossen und hat den konventionell angenommenen
Wert von 100 LE. in 1 cem !). In der Regel schiitzen 0,015 cem dieses
Standardserums gegen die folgende Infektion mit der Priifungsdosis
(= Y1 cem einer virulenten 24-stiindigen Bouillonkultur). Um alle
Uebergiinge von Lt bis L, in den Versuchsreihen vorzufinden, werden
daher folgende Verdinnungen von Standardserum angewandt:

0,01 = 05 der Verdiinnung 1 :50
0,015 ==10.3¢" i 1220
0,020 =104 i 1::20
0,0275 = 0,65 ,, 0 1:20
0,035, i=10,7: s 1°520.

Ist der Titre des zu priifenden Serums ebenfalls als 100fach 2) an-
gegeben, so hat man dementsprechend mit den gleichen Dosen und Ver-
diinnungen zu arbeiten.

Mit jeder Serumdosis werden zwei weilie Miuse subkutan' injiziert
N‘a‘ch einer Stunde folgt zugleich mit der Infektion von Zwel Kontrollen'
die intraperitoneale Infektion der Tiere mit Y100 cem  24-stiindiger
Bouillonkultur.

i Verlaufen die Versuchsreihen regelmifig, so miissen die Kontrollen
in 2 X 24 Stunden, spitestens 3 X 24 Stunden sterben. AuBerdem
miissen. von den mit Standardserum behandelten Tieren diejenigen mit
0,01 ccm mit einer Verzogerung von einigen Tagen eingehen, wihrend
alle anderen Tiere davonkommen sollen, und zwar zeigen in der Regel

die Tiere mit 0,015 noch schwere, die mit 0,02 noch leichte Krankheits-

1) Vergl. S. 65.
2) Bestimmungsgem# miissen alle Rotlaufsera mindestens 100fach sein,
5
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. : Standardserum Serum H 62
erscheinungen. Die eingegangenen Tiere werden seziert, um inter- = s B 8 0.02 Sh
. ® U b} =1
kurrente Krankheiten als Todesursache aus'zuschhe[Sen. : 30. V. 05 0 130.V.05 O 30.V. 05/ 0 30. V. 05 0
Die Beobachtung der Versuchstiere wird 8 Tage lang fortgefiihrt, 3%. ] 051: 3 3}. VL 8Z 3%. VL 8Z 3%. e O‘;{ :
0 : S OVALSL S k7 VL, ? o WAL ? : 15 ran
der Priifungsabschluf§ findet demnach am 9. Tage statt. Er}tspllclljc in AN “g‘? B 0 gnu” ’ 0 Sy 07
dem oben angegebenen Falle z. B. das 100fache Serum seinem Titre, 2. R 8 i Sedls 8 i. e 8 Z. A 8
so muB die zweite Versuchsreihe einen der erstfsn Relhej vollstamh.g REE 0 ity 0 SR 0 Sha YL 0
parallelen Versuchsverlauf zeigen. Sterben von dieser Reihe noch die Gl i 0 Bl s 0 G e 0 6o 0
Tiere mit 0,015 cem, so ist das Serum selbstverstidndlich nicht voll- 4h 0,0275 b 9 0,0275 9b
wertig 1) g(). V. 05 8 gO. V. 05 8 30. V. 05 8 (30. V. 05 0
- . 10y 1' . J l- k2] ” 31' h) ” 31' ) ” 0
Ueber den Verlauf der Priifung findet eine genaue Protokollierung iy T 0 A 0 % Vi 0 ,% VI ” 0
3 1 i i i i . 2' ” »” O 2' » ”» O . ” b 2 ”» )
statt, wie aus dem folgenden Beispiel ersichtlich ist: Sl Bl Ry ' 8 S 8
20 5 tlauf; No. H 62. Fabrik: H. 4ty 0 é:' [T} 0 4o 5 0 %- ST 0
]E)aturgarné%a}:log'ﬁ V‘ 05_ RO PR Eingetroffen am: 29. V. 05. 5. » N O 1 ” 0 5' 99 193 ‘ 0 ORI ” O
K?Iﬁ;ioll-No. ()2. ¥ Pferde: 34, 36, 49. 6. 9.9 O 6' 99,4759 0 67 »» 0 6' » » O
Sciluie s 1o und E VTG 2 Iv. 05. 5a 0,035 5b 102 0,03 10b
Aigeiit e e 1006yh: 30. V. 05| O  [30.V.05] O 30. V. 05| 0 [30.V.05] O
Geprﬁft auf: 100fach. 31. 9. 9 0 31. LR T) 0 31. M9 0 31. 991v 93 0
Keimgehalt: steril. % vl 8 % A 8 % Vi 8 % VL., 8
Bemerkungen: Zugelassen am: 6. VI. 05. 3 : :: 0 3 : : 0 3 :: ’: 0 3 :; : 0
I. Standardserum. . g‘- LR ] 8 ‘g' M » 8 %- 99107399 8 Z:)L »n 8
0,01 0,015 0,02 0,0275 0,035 : Al by R0 SR e
0,5 Y5 0,3 a0 04 Yy, 0,05 Y20 0,7 a0 6. » » 0 6. » 0 6. ul 0 6oty 0
II. Zu priifendes Serum H 62: e Kontrollen. L
~ 27 0,035 :
(0L 00l o oD A 30. V. 05 krank 0.V. 05 | kank?
D s 20 las L 80 : 20 ! 5 RRIEE -2 3L krank, fast agonal
L 91
ITI. Kontrollen. RV | Feh
Y100 = 0,3 1:30 24-stiindige Bouillonkultur. ) ]
WeéiBe Miuse (15 g); Differenz zwischen Seruminjektion und Infektion 1 Stunde. 2. Das polyvalente Schweineseuchenserum
Standardserum Serum H 62 (provisorisch staatlich gepriift seit 1902).
1a 0,01 1b 6a 0,01 _6b Das polyvalente Schweineseuchenserum wird von dem Pharma-
30. V. 05 0 30. V. 05 k];anklf 3(1) V. 05 (())“’? g(l) V. 05 8; zeutischen Institut L. W. Gans in Frankfurt a. M. nach den An-
07| bk LV 2 v e R gaben der Proff. WAsSERMANN und OsTERTAG hergestellt, und zwar
B kol R é » o ]12::315 AR werden zur Immunisierung der Pferde moglichst zahlreiche Stimme des
SRS 4. . 7| krank Schweineseuchebakteriums von méglichst verschiedener Provenienz ge-
g » ]]?r‘:ﬁi ’ wihlt. Zur Herstellung derartiger ,multipartialer Sera® wurden WASSER-

MANN und OSTERTAG (84) durch folgende Erwigungen veranlaft:
2a 0,015 2b 7a 0,015 b W. und O. nehmen auf Grund ihrer Untersuchungen an, daf alle

oGl 8 3? Yol 8 g(l) N 8? 21: ‘,7, (3? 0?? Schweineseuchebakterien zwar gemeinsame dominante Rezeptoren be-
3%: VL | krank |1 VL, | 02 L VL ,, | krank | L VL, lﬁl‘anﬁ sitzen, dafl aber jeder einzelne Stamm Partialrezeptoren besitzt, die bei
i e b : bess(')‘?m}l Y S0 s ik den einzelnen Stimmen erheblich .voneinander abweichen. Dement-
e bESZI iich 4. . |bess. sich | 4. S 0 R 8‘-’ sprechend resultiert bei der Immunisierung mit nur einem Stamme ein
5. 5 | gesund g- » o9 8? 2 nit 8 g' e 0 Serum, das neben den allen Schweineseuchebakterien gemeinsamen Rezep-
b » . AR sty St toren eine bestimmte Anzahl Partialambozeptoren enthilt, die nur fiir die

1) Da es vorkommen kann, daf einmal ein Tier ,ausfallt“ (z. B. in- Rezeptoren des Ausgangsstammes passen. Infolgedessen wird ein solches
folge Verletzung bei der Kulturinjektion oder weil das Tier latent krank Serum nur gegen die Ausgangsstimme oder zufillig gleich gebaute Stimme

war), so sind fiir jede Dosis immer 2 Tiere vorgesehen.
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wirksam sein konnen, wihrend es gegeniiber einer grofien Reihe anderer
Stdmme wenig oder gar nicht wirksam sein wird. Um diesem Uebel-
stande zu begegnen, haben W. und O. vorgeschlagen, nicht mit einem
Stamme die Immunsera gegen Schweineseuche herzustellen, sondern
bei der Herstellung derselben so vorzugehen, daf man den Tieren
verschiedene Bakterienstimme der gleichen Species bei der
Immunisierung injiziert und die Sera mit verschiedenen Stimmen
immunisierter Tiere mischt (124). Auf diese Weise soll ein
pmultipartiales®, gegen verschiedene Stimme wirksames (poly-
valentes) Serum erzielt werden. Ueber die verschiedene Wirkungsart
mono- und polyvalent gewonnener Sera duBern sich die Autoren ‘selbst
folgendermafen:

»Vergleichen wir den verschiedenen Bau und damit die verschiedene
Wirkungsweise eines mono- und eines polyvalenten Serums, so ist der Haupt-
unterschied zwischen heiden folgender: Das polyvalente Serum setzt sich
aus einer weit groferen Anzahl verschiedener Partialteile, entsprechend den
individuell schwankenden Nebenrezeptoren, zusammen, als das monovalente
Serum. Wir haben schon eingangs darauf aufmerksam gemacht, daf das
polyvalente Serum, wie wir es auffassen, sich grundsitzlich von jenen
polyvalenten Seris nach dem Typus des Denysschen Streptokokkenserums
unterscheidet. Hs ist daher richtiger, dal wir solche Sera, wie sie JuNsEN,
Taven, Moser, WecHsBERG, Lipstmiy, Lrescmtrz und Vork, RomEr, wir
u. a. vorschlagen, nicht mehr polyvalente Sera, sondern um das, was sie
ihrem Wesen nach von diesen scharf unterscheidet, prignanter hervortreten
zu lassen, multipartiale Sera nennen. Der eine von uns!) hat an
anderer Stelle bereits diesen Namen in Vorschlag gebracht.

Bei der genaueren Betrachtung der verschiedenen Wirkung eines mono-
valenten und multipartialen Serums, speziell des Schweineseuchenserums,
miissen wir also vor allem berticksichtigen, daf das Immunserum, d. h.
die Ambozeptoren, die beim Immunisieren eines Tieres entstehen, sich
zusammensetzt aus der Summe der den einzelnen Partialrezeptoren des
Bakterienleibes entsprechenden Partialambozeptoren. Bezeichnen wir den
dominanten Rezeptor in einem Mikroorganismus mit D und die in einem
beliebigen Stamm Schweineseuche. vorhandenen Nebenrezeptoren als N,
N,, N, N, so wird das mit diesem Stamme gewonnene Serum sich zu-
sammensetzen aus AD-- AN, |- ANy 4- AN, - AN, , wobei A = Ambo-
zeptor ist. Nehmen wir einen zweiten und dritten Stamm, die sich von
dem ersteren in den Nebenrezeptoren individuell unterscheiden, also
wiederum D, aber Nebenrezeptoren N;, N;, N, N, einen dritten D,
N;, N;, N;, N, und wir immunisieren nun ein Tier gleichzeitig mit
diesen drei Stammen, so wird dementsprechend der entstehende Ambozeptor
sich zusammensetzen aus dem gemeinschaftlichen dominanten Rezeptor AD
und aus der Summe der Nebenrezeptoren 4~ AN, | AN, - AN, -- AN,
- AN, |- ANy - AN,. Entsprechénd der geringeren Anzahl von Partial-
ambozeptoren in dem ersten, dem monovalenten Serum, wird dafiir jeder
Partialanteil in groferer Menge von dem Tiere produziert werden, in dem

1) Wassermany, Verhandlungen des internat. Kongr. fiir Hygiene zu
Briissel 1903. Festschrift zum 60. Geburtstage Roserr Kocrms. Jena 1904,
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multipartialen Serum dagegen werden mehr Partialambozeptoren, dafiir
aber jeder einzelne in geringerer Hohe vorhanden sein. Es wird also bei
der Immunisierung mit nur einem Stamme ein Serum entstehen, das
beziiglich seiner wenigen Partialambozeptoren sehr hoch ist, das aber
in Bezug auf die Zahl der verschiedenen Partialambozeptoren sehr wenig
breit ist. Umgekehrt werden wir bei der Immunisierung mit mehreren
Stammen ein Serum erhalten, das jeden einzelnen Partialambozeptor
weniger konzentriert, dafiir aber weit mehr differente Partialambozeptoren
enthilt. — Wenn wir uns dies korperlich vorzustellen versuchen und als
Vergleichsobjekt dafiir etwa ein altromisches Fascesbiindel nehmen, das
einen Stab darstellt, der sich aus der Summe einzelner Stibe zusammen-
setzt, .so reprisentiert das monovalente Serum einen hohen Stab, der sich
aus wenigen einzeinen Staben komponiert, das multipartiale umgekehrt
einen kiirzeren, aber bedeutend dickeren, da er weit mehr einzelne Stibe
enthalt. Damit stimmt die Wirkung eines monovalenten und multipartialen
Serums, die wir beim experimentellen Vergleich der beiden nachweisen
konnen, tiberein, wie die nachfolgenden Arbeiten zeigen.

Ein monovalentes Serum wirkt, wenn es zufilligerweise einen Stamm
trifft, auf den seine Partialambozeptoren einpassen, bereits in geringeren
Mengen als ein multipartielles. Dafiir aber gibt es eine grofe Anzahl
Stémme, fir die es nur den dem dominanten Rezeptor entsprechenden
dominanten Ambozeptor zur Verfiigung hat, wihrenddem die individuell
schwankenden Nebenrezeptoren in ihm nicht geniigend vertreten sind.
Einen solchen Stamm wird alsdann ein hohes monovalentes Serum nur
bis zu einem gewissen Grade, aber fiir die Praxis ungentigend beeinflussen,
wie gleichfalls die nachfolgenden Versuche zeigen. Dagegen wird das
multipartiale Serum den einzelnen Stamm erst in einer etwas hoheren
Konzentration beeinflussen. Dafiir hat es aber den Vorteil, daf, sofern
es gentigend multipartial ist, kaum ein Stamm vorkommen wird, bei dem
es nicht infolge seines grofien Gehaltes an den verschiedensten Neben-
rezeptoren schiitzende Wirkung iibt.

Da nun nach den Untersuchungen von Emrricn und seinen Schiilern
auch bei den Komplementen des lebenden Organismus, die ja zur Kom-
plettierung des Ambozeptors unerliflich sind, sich dominante und Neben-
komplimente nachweisen lassen, so ergibt ein multipartiales Serum auch
eine bessere Ausniitzung der vorhandenen Komplemente®.

Entsprechend dem Antrage der Fabrik erfolgt nun die Wertbe-
messung dieses Serums in der Weise, dal der Wirkungswert desselben
gegen 8 verschiedene Stimme Schweineseuche (die bisher von dem
Pharmazeutischen Institut L. W. Gans selbst geliefert wurden), im Tier-
versuch gepriift wird.

Ich mdchte bei dieser Gelegenheit betonen, daf wir zu unterscheiden
gezwungen sind zwischen ,polyvalent“ im allgemeinen und im rein
prifungstechnischen Sinne. Priifungstechnisch kénnen wir unter
ybolyvalenten® Seris nur solche Sera verstehen, welche im Priifungs-
versuch gegen die verschiedensten Stimme zu schiitzen vermdgen. Es
ist dabei in gewissem Sinne gleichgiiltig, wie diese Sera gewonnen
werden. Fiir den Fall, daB jemand zur Immunisierung einen besonders
geeigneten Stamm wihlt, dessen Rezeptorenapparat besonders giinstig
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gebaut ist, kann er unter Umstéinden natiirlich auch mit einem solchen
besonders geeigneten Stamm ein ,polyvalentes“ Serum erzielen, das
tatsiichlich gegen verschiedene Stimme im Tierversuch schiitzt. Jeden-
falls zwingt uns die Angabe, daf ein Serum auf ,Polyvalenz® gepriift
werden soll, zu einem Priifungsverfahren, in dem tatsichlich das be-
treffende Serum gegen eine Reihe verschiedener Stimme im Tierver-
such gepriift wird, ein Verfahren, das natiirlich den Priifungsmodus
nicht unwesentlich kompliziert.

Die Anordnung des Priifungsversuches ist kurz folgende:

Es werden zwei Parallelreihen zu je 6 weiBen Miusen angesetst.
und zwar eine mit dem konventionell als 100fach angenommenen Stan-
dardserum und eine zweite mit dem zu priifenden Serum, das dem
ersten mindestens gleichwertig sein muB. Die Dosen, welche den ein-
zelnen Tieren injiziert werden, sind folgende :

Standard: Zu priifendes Serum:
Maus la und 1b 0006 =05 Y,  Maus 7aund 7b
e e2a i iioh 0,0075. = 0,75 ¥/, i Oa st ERdR ]
o EEOAMN ERESTy QIO ==H0h e da s O
» 4a ,, 4b 0,015 = 0,3 %/, » 10a ,, 10b
” Da 2 5b 0102 = 074 1/20 ” 11a ” 11b
» =08 5, Bb 003 =06 Y, el 12k

Nach 24 Stunden erhalten die Miuse die Infektionsdosis gleich-
falls subkutan. Zur Herstellung dieser Impfdosis wird von jedem der
8 Stimme (24stiindige Bouillonkultur) eine Verdinnung von 1:30
mit physiologischer Kochsalzlosung hergestellt und werden diese _Ver-
diinnungen dann gemischt. Von dieser Kulturmischung erhilt jedes
Tier beider Versuchsreihen zusammen mit zwei Kontrollen je 0,3 ccm
(= 100) subkutan injiziert.

Die Beobachtungsdauer der Tiere betriigt 10 Tage. Die Kontrollen
sollen in 2—3 Tagen eingehen.

3. Das Schweineseuchenserum ,Suisepsin®
(provisorisch staatlich gepriift seit 1904).

Unter der Bezeichnung ,Suisepsin® bringen die Hochster Farb-
werke ein Serum zur Bekiimpfung der Schweineseuche in den Handel,
das im Gegensatz zu dem erstgenannten polyvalenten Serum nach
OSTERTAG und WASSERMANN als ein monovalentes nach seiner Priifungs-
art zu bezeichnen ist. Bei seiner Priifung wird nimlich die Infektion
nur mit einem Stamme ausgefiihrt. Die Anordnung des Priifungsver-
suches ist im iibrigen die gleiche, wie sie beim vorigen Serum be-
schrieben wurde. Zur Infektion wird /4, cem einer virulenten 24stiin-
digen Bouillonkultur verwandt, eine Dosis, welche die Kontrollen in
spitestens 2—3 Tagen totet.

Beobachtungsdauer 10 Tage.
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4. Gefliigelcholeraserum sGalloserin®
(provisorisch staatlich gepriift seit 1904).

Zur Bekimpfung der Gefliigelcholera wird von den Hochster Farb-
werken ein Serum hergestellt, das unter der Bezeichnung ,Galloserin®
in den Handel gebracht wird. Als MaRstab zur Wertbemessung dient ein
Standardserum mit dem konventionell angenommenen Titre von 100 I.E,

Die Priifung erfolgt auch bei diesem Serum in der Weise, daB fallende
Dosen Serum weifen Miusen subkutan injiziert werden (0,005 — 0,0075
— 0,01 — 0,015 — 0,02 — 0,03), und daf 24 Stunden spéter die Tiere mit
/100 ccm einer virulenten Hithnercholerakultur intraperitoneal infiziert
werden. Diese Dosis geniigt, um die Kontrollen in 24—36 Stunden zu
toten.

Die Beobachtungsdauer betrigt 10 Tage.

5. Das Antidysenterieserum
(provisorisch staatlich gepriift seit 1904).

Das Antidysenterieserum wird von dem Pharmazeutischen Institut
L. W. GaNs nach den Angaben SurGAs (92, 132) als antibakterielles Serum
hergestellt. Da es zur Anwendung beim Menschen bestimmt ist, wird
natiirlich bei diesem Serum véllige Keimfreiheit gefordert.

Die Werthemessung des Serums erfolgt bisher!) an weifen Miusen
in der Weise, daB die Tiere das Serum subkutan erhalten und 24 Stunden
spéiter mit virulenten Ruhrbacillen intraperitoneal infiziert werden. Als
Standardserum dient vorldufig ein karbolisiertes Serum mit dem Titre
0,01 (0,01 schiitzt gegen die folgende todliche Infektion).

Die bei dem Priifungsversuch zur Anwendung gelangenden Serum-
dosen sind: 0,001 — 0,002 — 0,006 — 0,01 —.0,02 — 0,05 cem. Die
zur Priifung zu benutzende Kultur muRB so virulent sein, dal mindestens
0,2—0,3 cem die Tiere sicher in 1—3 Tagen toten. GroRere Kultur-
massen kann man nicht anwenden, da ihre Injektion scheinbar stark toxisch
wirkt und die Versuchsreihen stért. Dieses Versagen des Serums gegen-
tiber hohen toxisch wirkenden Infektionsdosen diirfte auf seiner geringen
Wirkung gegeniiber den Endotoxinen beruhen. Inwieweit dem GANs-
schen Serum auch eine rein antitoxische Wirkung zukommt (vergl. auch
S. 61 beziiglich antitoxischer Wirkung des Antidysenterieserums) 148t
sich nach dem bisher iiblichen Priifangsmodus nicht sagen.

Die Beobachtungsdauer betrigt 6 Tage.

6. Das Antistreptokokkenserum

(provisorisch staatlich gepriift seit 1902).
Die Chemische Fabrik auf Aktien (vorm. E. Schering) in Berlin
stellt unter Leitung von Arowson (82, 83) ein Antistreptokokkenserum
1) Wahrscheinlich diirfte spiter eine Wertbemessung der antitoxischen

Wirksamkeit dieses Serums (6hnlich der Priifung des Diphtherieserums)
notwendig werden. ;
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her, das der staatlichen Priifung unterstellt ist. Als MaBstab bei der Weriﬁ Serie I 1:100000 Serie II. 1:10000
3 : » 9 n 1 . . 2 . .

bemessung dieses Serums dient ein Standardserum mit dem §on‘venlt10}1e bl {% i %t:s ggleéb i i i Kontrollis. {% i I%SS r;gt i %%
angenommenen Titre von 20 Aronsonschen L.E. (Als Normalserum E

: i : 0,01 ccm eine Maus gegen 3 I 1T 111 v
bezeichnet ARONS_,ON, an Sel}l 0 VO & delm : dieses Serums=1g1ti3) Sgl;l;ir;l Standard Schering 7 Sgggi[g' Standard Schering 7
die 10—100fach todliche Dosis schiitzt. eI 08 ; e Zeichen | Erfolg | Zeichen| Erfolg Zeichen| Erfolg |Zeichen| Erfolg

Beziiglich der Wertbestimmung dieses Serums ist folgendes vor- e R 7o e e b X 0 e e B o
auszuschicken : S. z 8 g. % 8 g. o 8 8 o 8

Aronson benutzt zur Herstellung seiner Antistreptokokkensera 108G 1050 0 10. 00 T
zwel verschiedene Arten von Streptokokken, einmal .solche von Yo | Nogo |7.IX. 0| N.R. | 7.1X. 0| = law | 82 | 71X 0] r8r | 71X o
hochster, durch Tierpassagen erzielter Virulenz, und zweitens solche, 8. EN0 Bt S0 8y 10

, 5 : : i S 9 e 0 giZentg gastitin 9iiE g

welche direkt vom Menschen geziichtet sind und nicht t}mp& g ' 10250 108 ex ey 1050750
sein brauchen. Infolgedessen enthilt auch das 1tesu1t1eren.de Serum Yoo | Bz |7.IX 0| Rr | 71X o = faomo | LB LTI OF| LiBind 7. IX. 0
zwei verschiedene Quoten wirksamer Substanzen, die den beiden Arten g, % 8 8_ & 8 g. 3 8 g A 8
der angewandten Streptokokkenstimme entsprechen. Von diesem 148t 100y 0 10 he o 0. 7 0
sich natiirlich nur die erste (im Tierversuch wirksame) ('Quo.te messen, Yoo | Stes.g | 7. IX. 0| Sts.r | 7. IX. o | 1 fio | b-8g.| 7. IX. 0] b.8r | 7-IX. 0
wihrend die zweite bisher nicht bei der Priifung beriicksichtigt werden S. ,, 8 g . 8 g. o 8 S. . %?
kann und ihr gleichméBiger Gehalt nur durch die von der Fabrik benutzte iy 10, Zeg 0 g 1025
Darstellungsmethode garantiert wird. Die Wert‘bemessung des Serums B VR [ T e e R Yoo | 108 | 7. IX. 0| rOx | 7. IX. 0
geschieht nach den Vorschligen von AronNsox in folgender Weise: g e np) S > 8 g_ y T2 g. r 13

Es werden 4 Parallelreihen mit fallenden Dosen Serum (subkutan » o 5 i
injiziert) angesetzt, Reihe 1-4-3 werden vorbehandelt mit dem Standal.'d- 2 ot LV 0 TR 0011 Vst 7 B0 et AL 0 o B BT 04 1.0 b7 TX 0
serum, Reihe 2 4 4 mit dem zu priifenden Serum. 24 Stunden spiiter Wu"d g ” 8 g: % 8 » T2 » T2
in den ersten beiden Parallelreihen (1-+-2) die Infektion mit %/;gq 400, in 10520 1007 240

i ren Reihen mit ! cem intraperitonel vorgenommen, Yoo -Hifs.g 7. IX. 0 LHfs.r.| 7. IX. 0| */p | b.0.g.| 7. IX. 0 | b.O.1. | 7. IX, 0

den beiden &Bd‘elell i /30 (')Ood T R R 6000 gl Sy 6000 giamah 8 . 07
und zwar von einer Kultur, die noch in der ! g : g iiaa 9. 43 9.7 Lk,
Méuse akut innerhalb 24—48 Stunden totet. Die Ausfithrung von zwei e

Doppelreihen ist einmal nétig, weil sich gezei.gt hat, daf die Wirl'mng der Die Beobachtungsdauer betrigt 4 Tage.
Streptokokkensera bei der Anwendung verschieden starker Infektionen (?ft
eine verschiedene ist, und daher sich eine genaue Werthemessung me?1st
nur bei einer bestimmten Infektionsdosis ausfiihren 148t und andererseits,

weil die Kulturen hiufig starke Virulenzschwankungen aufweisen.

©) Priifung des Tuberkulins.

Die staatliche Priifung des Tuberkulins erfolgt nach einer von
DontTz (85) ausgearbeiteten Modifikation des Kocmschen (86) Ver-

Wie die mehrfachen, im Institut ausgefiihrten Priifungsversuche
ergeben haben, 148t sich nach der von ARONSON ausgearbeiteten Me.thode
in der Tat die Wertbemessung eines Antistreptokokkenserums mit ge-
niigender Genauigkeit durchfiihren. ;

Die zur Anwendung gelangenden Serumverdiinnungen ergeben sich
aus dem folgenden Protokoll einer solchen Antistreptokokkenserum-
priifung: e

5. IX. 04 Serum Schering 7

No. Pferd 1 u. 4
Kontroll-No. 7 gebl. 21. VIIL u. 28. VIIL 04

Menge: 5 Liter
Angegebener Titre: 20fach
gepriift auf: 20fach
Keimgehalt : steril

fahrens, unter Zugrundelegung des ersten staatlich gepriiften Tuber-
kulins als Standardtuberkulin. Alle Tuberkuline miissen dem ersteren
absolut gleichwertig sein. Minderwertige Priparate werden zuriickge-
wiesen, bei stirker wirksamen wird der Fabrik das Verhiltnis ange-
geben, damit dementsprechende Verdiinnungen vorgenommen werden
konnen. Im Interesse der Herstellung moglichst gleichwertiger Tuber--
kuline wurde frither nur ein Mindestquantum von 100 1 zur Prifung
zugelassen. Diese Serummenge ist spiter auf 50 1 herabgesetzt, und
zwar diirfen solche Fabrikationsstitten, welche nicht 50 1 in einem halben
Jahre absetzen, bei der Einsendung der Probe beantragen, dal die Zu-
lassung in zwei Raten zu je 25 1 erfolgen soll. Zwischen der Zu-
lassung der ersten und zweiten Rate darf jedoch hochstens ein Zeitraum
von 1%/, Jahren liegen.
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Die urspriingliche Kocusche Priifungsmethode bestand darin, daf an
tuberkulds gemachten Meerschweinchen gepriift wurde, ob mindestens
0,5 cem des zu priifenden Préparates im stande waren, die Tiere zu toten
KocH legte dabei keinen besonderen Wert darauf, ob und wie weit die
Stérke der einzelnen Préparate dieses MafR iiberschritt. Speziell veteriniir-
drztliche Beobachtungen liefen es nun aber erwiinscht erscheinen, feste
Normen fiir den Wirkungswert des Tuberkulins zu erhalten und es
wurde daher das Institut (1897) mit Versuchen zur Ermittelung eines
festen, den Verhiltnissen angepalten MafBstabes fiir die Wertbestimmung
des Tuberkulins beauftragt.

Umfangreiche, von DONITZ ausgefiihrte Versuche ergaben nun in
Uebereinstimmung mit den fritheren Erfahrungen R. Kocms, dal es
nicht gelingt, die Priifung an kranken Tieren durch die weniger um-
stindliche an gesunden zu ersetzen!), daB es aber moglich ist, den
Wirkungswert des Tuberkulins ziemlich genau mit einer fiir die Praxis
vollkommen ausreichenden Schirfe zu bestimmen, wenn die Kocmsche
Priifungsweise in bestimmter Weise modifiziert wurde.

Die Schwierigkeiten, welche sich bei der Verwendung tuberkulds
gemachter Meerschweinchen der Ausarbeitung einer genauen Wertbe-
stimmung des Tuberkulins entgegenstellten, waren folgende: Zuniichst
zeigte es sich, daB die Priifung eines und desselben Tuberkulins in ver-
schiedenen Versuchsreihen ganz verschiedene Grenzwerte ergab. Wihrend
z. B. in einer Serie schon 0,1 ccm Tuberkulin geniigte, um die Tiere inner-
halb 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, daB die jedesmal minimal tddliche Dosis ein sehr verinderlicher
Wert war. Diese Schwankungen riihrten, wie leicht nachzuweisen war,
nicht von Schwankungen des Titres des Tuberkulins selbst her, sondern
waren abhidngig von dem Grade der Tuberkulose der Versuchstiere.
Bei genauer Verfolgung der Tuberkulose der geimpften Tiere zeigte
sich nédmlich, daB die Krankheit in den einzelnen Serien ganz erhebliche
Differenzen in ihrem Verlauf aufwies, die hauptsiichlich von der Virulenz
der angewandten Kultur und dem gewiihlten Infektionsmodus abhingig
waren. Diese Storungen, welche vollkommen analog denen waren, die
durch die Virulenzschwankungen der Bakterien bei der Wertbemessung
der bakteriziden Sera bedingt sind, lieBen sich hier wie dort gleichfalls
mit Leichtigkeit durch Einfiithrung eines Standardtuberkulins von be-
kanntem Werte {iberwinden. Durch den einfachen Weg der Einfiihrung
eines Standards konnte man sich auch bei der Tuberkulinpriifung un-
abhéngig machen von dem Grade der Tuberkulose der Tiere, indem

1) Daf die durch von Lixgmrseem (87) inaugurierte Priifung durch
intracerebrale Injektion an Meerschweinchen ganz unsichere Resultate er-
gab, hat Nrurmrp (88) nachgewiesen (vergl. auch Doxirz, 136).
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man nunmehr den bei der betreffenden Standardtuberkulinserie ge-
fundenen Wert als MaBstab fiir die Giftigkeit des zu priifenden Pri-
parates benutzte.

Es stellte sich aber bald die Tatsache heraus, daf es oft trotzdem
nicht gelang, glatte Priifungsreihen zu erhalten, sondern daB die Reihen
oft sehr unregelmifig verliefen. In einer und derselben Serie bliehen
z. B. oft Meerschweinchen mit hohen Dosen Tuberkulin am Leben,
wihrend solche mit wesentlich geringeren Dosen desselben Tuberkulins
eingingen. Dieser Uebelstand wurde allein bedingt durch die individuellen
Schwankungen in der Tuberkulose-Empfiinglichkeit der Tiere. Er lieB sich
so gut wie ganz ausschalten, als man gelernt hatte, mit ganz besonderen
VorsichtsmaBregeln speziell bei der Auswahl der Versuchstiere und bei
der Infektion vorzugehen. Es erwies sich dabei als durchaus notwendig,
nur solche Meerschweinchen zu den Priifungsversuchen auszuwihlen,
welche durch stetige Gewichtsabnahme gezeigt hatten, daf sie iiber die
besonders ungleichméfigen Anfangsstadien der Krankheit hinaus waren.
Die gewiinschte GleichméaRigkeit des notigen Tiermaterials lieR sich weiter
dadurch erreichen, daB man fiir jede Priifung stets eine groBe Anzahl
Tiere infizierte und sich durch fortlaufende Wigungen iiber das Fort-
schreiten der Tuberkulose bei den einzelnen Tieren orientierte.

Auf Grund der von DONITZ gewonnenen Erfahrungen wird die amtliche
Priifung des Tuberkulins in folgender Weise vorgenommen: Etwa 50
Meerschweinchen von annihernd gleichem Gewicht (350—400 g) werden
mit 0,5 mg einer frischen, in 0,5 cem physiologischer Kochsalzlosung gleich-
mélig aufgeschwemmten 12—14-téigigen Bouillonkultur subkutan infiziert.
Sobald diese Tiere tuberkulés geworden sind, was man an der fort-
schreitenden Gewichtsabnahme, die in der Regel gegen Ende der dritten
Woche einsetzt, erkennen kann, wird ein Vorversuch angestellt zur
Priifung, ob die Meerschweinchen fiir den eigentlichen Wertbemessungs-
versuch reif sind. Zu diesem Zwecke injiziert man einer Anzahl Tieren
(2—4) fallende Dosen Standardtuberkulin und zwar 0,3—0,5. Diese
Dosen miissen hinreichen die Tiere zu toten. Tétet selbst 0,5 die Tiere
nicht, so muf man noch einige Zeit mit der Anstellung des Versuchs
warten. Im anderen Falle folgt sogleich der Priifungsversuch. Bei

- diesem setzt man zwei Parallelreihen zu 5—6 Tieren an. Die erste

Reihe der Tiere erhilt fallende Dosen Standardtuberkulin, um die
minimal tédliche Dosis zu ermitteln, die zweite Reihe die entsprechen-
den Dosen des zu priifenden Priparats, um dessen Wert zu ermitteln.
In der Regel wihlen wir hierzu (bei positivem Ausfall der Vorprobe)
folgende Dosen Tuberkulin: 0,05—0,075—0,1—-0,015—0,2—0,3 ccm, da
sich gezeigt hat, daB der Titre bei Verwendung reifer Tiere meist bei
0,1 bezw. 0,15 liegt.

Zur genaueren Dosierung der Tuberkulinpréiparate benutzen wir
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bei der Priifung eine zehnfache Verdiinnung der Originalpriparate und
injizieren dementsprechend 0,5 cem bis 3,0 cem subkutan.

Der Tod der Tiere muB innerhalb der ersten 24 Stunden einge-
treten sein und der Sektionsbefund bei den eingegangenen Tieren den
fir die Tuberkulinwirkung charakteristischen Befund zeigen.

Aus dem Verlauf beider Priifungsreihen ergibt sich durch Vergleich
der Wert des zu priifenden Priparates. Als vollwertig wird ein Tuber-
kulin angesehen, wenn in der Priifungsreihe die gleichen Dosen ge-
niigten, um die Tiere zu toten, wie beim Standardpriparat. Bestehen
Differenzen, so wird, falls das zu priifende Préparat minderwertig ist,
dasselbe beanstandet, im anderen Falle, falls es kriftiger wirkend ist,
wird der Fabrik mitgeteilt, wie stark das Tuberkulin zu verdiinnen ist,
damit seine Wirkung dem des Standardtuberkulins entspricht.

Nach diesem Verfahren ist es bei Beachtung der genannten Vor-
sichtsmafregeln und ;Vermeidung sonstiger Fehlerquellen moglich ge-
wesen, durchaus zufriedenstellende Resultate zu erzielen, wie ich dies
vor einiger Zeit in einer kurzen Mitteilung im Klinischen Jahrbuch (89)
an der Hand unserer Protokolle gezeigt habe.

Bei einem gleichwertigen Priparat, wie es z. B. das am 11. April
1904 gepriifte Tuberkulin H 10 war, ergibt sich folgendes Priifungs-
protokoll : ;

Tuberkulin H 10.

Eingesandt am:: ................
Gepriift am: 11. April 1904
Menge: 50 L
Keimgehalt : steril.

andard Zu priifendes |
Verdiinnung Brandar Sektionsbefund | Tier | Tuberkulin: |Sektionsbefund
Tier |Erfolg Erfolg
0,05 1 lebt 7 lebt
0,075 2 . -8 ”
0,1 3 i typisch 9 it typisch
0,15 4 i » 10 T »
0,2 5 lebt (fallt aus) 11 s 5
0,3 6 T typisch 12 + 5

Ich habe gerade dieses Protokoll gewiihlt, um an der Hand desselben
darauf hinzuweisen, dal man bei der Priifung des Tuberkulins auch jetzt
noch damit rechnen muf, da8 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 Wertbestimmung des
betreffenden Priparates nicht gestort wird. Zum Vergleiche zeigt das
folgende Protokoll eine Tuberkulinpriifung, auf Grund deren das be-
treffende Priiparat als minderwertig bezeichnet werden muBte:
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Tuberkulin AL
Eingesandt am: ...
Gepriift am: 30. Mai 1903

Menge: < 5 ISR
Keimgehalt: ... .
Verditming Standard Tuberkulin ,,A%
Tier Erfolg Tier ’ Erfolg
0,1 1 T |.typisch 8 lebt
e e e
0,2 3 T » 10 .
0,20 4 »i‘ ” 11 ”»
e L
) | ) 13 i typisch
0,5 7 T 5 14 ? yp”

d) Die Priifung des Taurumans,

Die Hochster Farbwerke bringen seit kurzem einen von ihnen nach
den Vorschriften von R. Kocr und ScutTz (90) hergestellten Impf-
stoff zur Verhiitung der
Tuberkulose der Rinder in
den Handel, der auf ihren ;
Antrag der staatlichen Kon- ©
trolle unterstellt ist. :

Dieser TImpfstoff, der
unter der Bezeichnung, T au-
ruman® direkt an die Tier-
arzte abgegeben wird, be-
steht aus einer Emulsion’ e
lebender Tuberkelbacillen [zt clien
vom Typus humanus. Das
Tauruman ist in Glasrohr-
chen zu 10 cem physiolo-
gischer Kochsalzlssung ab-
geschmolzen, in welchen 0,02
—0,04 g lebender Tuberkel-
bacillen enthalten sind.

Die amtliche Priifung
besteht beim Tauruman aus
einer fortlaufenden und einer
periodischen Priifung. Die Fig. 8.
letztere'ist eine alle 3 Monate
zu wiederholende Virulenzpriifung des Impfstoffes an Meerschweinchen
Ill'ld Kaninchen. Die Virulenz bezw. Avirulenz des Impfstoffes diesen
il‘lerspecies gegeniiber muf der seiner Zeit mit der Standardemulsion
im Institut ermittelten entsprechen. Um dies zu priifen erfolgt die sub-

Zentrifugierrdhrchen

-- - Watte

!

- Gummi-
[~ korken
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kutane Impfung von Meerschweinchen mit 0,001 g Kultur (= 05 cecm
des Impfstoffes) und die intravendse bezw. subkutane Infektion von
Kaninchen mit 0,001 bezw. 0,01 g Kultur (= 0,5 bezw. 50 ccm des
Impfstoffes).

Die fortlaufende Priifung des Impfstoffes erstreckt sich auf alle in
den Handel gebrachten Impfstoffserien.

Da der Impfstoff moéglichst frisch zur Anwendung gelangen soll, so
konnen hier nur Priifungen vorgenommen werden, die im Laufe weniger
Tage ausfiihrbar sind. Daher beschrinkt sich diese Priifung darauf:

1) das Priparat auf verunreinigende Bakterien zu untersuchen (das
Priiparat soll solche nicht enthalten) und

2) die Mengen der in jeder Impfdosis euthaltenen Bakterienmasse
zu kontrollieren. Das letztere geschieht durch Bestimmung des Sediments
nach scharfem halbstiindigen Zentrifugieren in graduierten Zentrifugier-
rohrchen unter gleichzeitiger Benutzung einer Kontrollemulsion, von
welcher im Institut Proben aufbewahrt werden.

Die von uns zu diesen Zentrifugierungen bendtigten Roéhrchen
stellt uns nach unseren Angaben die Firma F. & M. Lautenschliger
her. Die einzelnen Rohrchen sind moglichst priizise angefertigt und
von uns vor dem Gebrauch auf GleichméiRigkeit gepriift (Zentrifugier-
probe mit Blutkérperaufschwemmung!). Ihre Gestalt und Anwendungs-
weise soll die Skizze (auf S. T9) erkliren.
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