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A. Die Methode der Restzihlung.

Seit den bekannten Studien WricuTs und NEUFELDS ist die Phago-
cytose allerorts wieder Gegenstand der Untersuchung geworden, zumal
seit WRIGHT in seinem opsonischen Index einen diagnostisch und thera-
peutisch bedeutungsvollen Wert gefunden hat. Trotz des grofen Um-
fanges der Literatur, fiir welche wir auf die neueren Zusammenstellungen*)
verweisen, sind die Grundlagen der Opsoninfrage weniger untersucht
worden, als die Verhiltnisse bei menschlichen Erkrankungen. Es schien
deshalb nicht tiberfliissig, auch die bereits von anderer Seite bekannt
gegebenen Grundversuche nachzupriifen bezw. zu erweitern ?).

Die zum qualitativen und quantitativen Studium der Phagocytose
angewendeten Methoden basieren alle auf der Beobachtung bezw. Zihlung
der in den Leukocyten liegenden Bakterien. Dazu miissen die Leuko-
cyten klar fixiert und die in ihnen liegenden Bakterien leicht erkennbar
sein. Beides ist in Versuchsreihen mit Exsudatleukocyten nicht immer
zu erreichen. Wenn auBerdem die Zahl der phagocytierten Keime eine
gewisse Grenze iiberschritten hat, dann ist die Zahlung schwierig und
ungenau. Und doch ist es fiir die Gewinnung gleichméRiger Resultate
vorteilhaft, wenn die Phagocytose eine hochgradige ist, wenn also die
Mehrzahl der Leukocyten sich maximal gefiillt hat.

1) 1. Sauersrck, E., Neue Tatsachen und Theorien in der Immuni-
tiatsforschung. Sonderabdr. a. Lusarscu-Ostarracs Ergebnisse. Wiesbaden
(Bergmann) 1907. — 2. Lomeiy, Ueber A. E. Wrights Opsonine und
seine therapeutischen Bestrebungen bei Infektionskrankheiten. Miinch. med.
Wochenschr., 1907, No. 80. — 3. RosextaaL, W., Die Wrightsche Opsonin-
lehre und ihre klinische Verwertung zu diagnostischen und therapeutischen
Zwecken. Med. Klinik, 1907, No. 15. — 4. WeicHARDT, Jahresbericht tiber
die Ergebnisse der Immunititsforschung, Bd. 1 u. 2. Stuttgart (Ferd. Enke).
— 5. Hexrory, L., Phagocytosis and Opsonins. Journ. of the Americ. med.
Assoc., 12. May 1906. — 6. Kriex, H., The opsonins in typhoid immunity.
Jomns Hopxins Hosp. Bull, Vol. 18, 1907. — SoserNEeIM im Handbuch
Kreur-Marcuano, I, 1908.

2) Der experimentelle Teil dieser Arbeit wurde Oktober 1907 abge-
schlossen.
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Auf Grund dieser Erwigungen haben wir eine andere Methode
angewendet, deren Grundlage folgende ist: Wir zéihlen — nach WRIGHT-
scher Methode — die zum Versuche gelangende Bakterienaufschwemmung,
zihlen ferner die zu benutzende Leukocytenemulsion, scheiden nach der
Phagocytose durch Filtration die Leukocyten — und mit ihnen die phagocy-
tierten Bakterien — von der Fliissigkeit und zihlen nunmehr die in dieser
leukocytenfreien Fliissigkeit vorhandenen freien, also nichtphagocytierten
Bakterien. Die Zahl der urspriinglich vorhanden gewesenen Bakterien,
vermindert um die Zahl der in der leukocytenfreien Fliissigkeit gefun-
denen Bakterien, ergibt die Summe der phagocytierten Bakterien, das
Verhiltnis dieser Zahl zur Zahl der verwendeten Leuko-
cyten ergibt die durchschnittlich von jedem Leukocyten
aufgenommene Bakterienmenge — die phagocytdre Zahl
pro Leukocyt.

Im folgenden seien die Details dieser Methode angegeben: Schrig-
agarkulturen waren das Ausgangsmaterial, fiir deren gleichmiiRige Be-
wachsung dadurch gesorgt wurde, daR sie mit 3—5 Tropfen einer ein-
tigigen Bouillonkultur beimpft wurden; es wurden moglichst gleich-
groRe Agarflichen ausgesucht und fiir gleichméfige Ausbreitung der
Impftropfen gesorgt. Dadurch wurde eine ziemlich gleichméBige Ernte
erzielt. Es folgte unter Verwendung der Oese eine sorgfiltige Ab-
schwemmung mit Bouillon und Nachspiilung, gelegentlich, wenn notig,
Filtration durch ein Drahtsieb oder etwas Watte. Zur Zihlung nach
WricaT diente eine Standardaufschwemmung von Kaninchenblut in
physiologischer NaCl-Losung, welche durch Zusatz einer kleinen Menge
Formalin haltbar gemacht war und auf Eis aufbewahrt wurde. Ihr
Gehalt an Erythrocyten wurde nach TrOMA-ZEISS bestimmt und von
Zeit zu Zeit kontrolliert.

Zur Bakterienzihlung wurden gleiche Teile der Standardblutauf-
schwemmung und der zu benutzenden Bakterienemulsion energisch ge-
mischt und davon ein Objekttriger mit einer bestimmten Oese be-
schickt. Die gleichméifige Ausbreitung des Tropfens geschah mit einem
zweiten, schriig aufgesetzten Objekttriger, dessen freies Ende mit den
Fingern gefaRt wurde, wihrend ein 20 g-Gewicht auf sein unteres Ende
zur Beschwerung aufgesetzt wurde. Dadurch wurde ein gleichméifiger
Druck beim Ausstreichen ausgeiibt. Die lufttrockenen Priparate wurden
in gesittigter Sublimatlosung fixiert und gewohnlich nach GRAM und
mit wisserigem Fosin gefirbt. Mit starkem Immersionssystem und
Netzokular geschah die Zihlung (ein grofes Quadrat mit 25 kleinen
Quadraten); von jedem Préiparate wurden an zwei verschiedenen Stellen
2 grofe Quadrate, von jeder Mischung wurden 3 oder 4 Priparate
ausgezihlt. Es wurde so die 7ahl der vorhandenen Blutkdrperchen
und die Zahl der Bakterien bestimmt; aus diesem Verhiltnis aber
konnte die in 1 cmm der Bakterienaufschwemmung vorhandene absolute
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Bakterienmenge leicht berechnet werden, da ja die absolute Zahl der
in 1 cmm der Blutaufschwemmung vorhandenen Blutkérperchen bekannt
war. Hitten wir z. B. in der Standardblutaufschwemmung 2 Mill. Erythro-
cyten pro 1 cmm, und hitten wir in den Mischungspréparaten auf
25 Blutkérperchen 165 Bakterien gezéihlt, so wire das Mischungsver-
hiltnis gewesen 25:165=1:6,6. Unsere Bakterienaufschwemmung
hitte also enthalten 2 Mill. X 6,6 = 13,2 Mill. Bakterien in 1 cmm.

Die Leukocyten wurden stets durch Einspritzung von Aleuronat
(1 Messerspitze in 10 ccm Bouillon) in die Brusthohle von Kaninchen
gewonnen. Die Kaninchen wurden 24 Stunden nach der Einspritzung
aus der Femoralis entblutet und das Exsudat mit mindestens der 10-
fachen Menge physiologischer NaCl-Losung geschiittelt, zentrifugiert
und so 3mal in frischer Losung zentrifugiert, um jede Serumspur zu
entfernen. Die definitive Aufschwemmung wurde dann nach THOMA-
ZEiss gezihlt.

Der eigentliche Versuch wurde in kleinen Reagensglisern derart an-
‘gesetzt, daR in jedem Rohrchen 1 ccm Bakterienemulsion, 1 cem Leuko-
cytenaufschwemmung und 1 cem der Serumverdiinnung mit Kochsalz-
16sung gut gemischt und fiir eine bestimmte Zeit (30 Minuten) bei 37°
gehalten wurden. Gleichzeitig wurde eine zweite Reihe Rohrchen vor-
bereitet, deren jedes einen kleinen Trichter erhielt; in jeden Trichter
aber wurde ein kleines Hiufchen Glaswolle gesteckt, das mit 2—3
Tropfen Bouillon befeuchtet wurde. Die dem Brutschrank entnommenen
Rohrehen wurden kriftig geschiittelt und ihr Inhalt durch die Glaswolle
filtriert. Der weitaus grofte Teil der Leukocyten bleibt dabei in der
Glaswolle zuriick, natiirlich auch die in den Leukocyten befindlichen
Bakterien. Ein einfaches Priiparat aus der Glaswolleschicht zeigt das
deutlich, ebenso wie ein Priparat des Filtrates erkennen 1i8t, dal nur
ganz wenige Leukocyten, aber viel freie Bakterien das Filter passiert
haben. Das Filtrat ist mehr oder weniger getriibt, je nach der Anzahl
der durchpassierten Bakterien, ohne daf indessen der Triibungsgrad
ein verliBlicher quantitativer Indikator fiir die Zahl der passierten
Keime wire, wie wir wohl anfangs geglaubt haben. Die durch das
Filter passierte Fliissigkeit wird nunmehr wie die Original-Bakterien-
aufschwemmung zu gleichen Teilen mit der Standardblutaufschwemmung
gemischt und in gleicher Weise wie beschrieben behandelt und gezéhlt.
Bei der dann folgenden Ausrechnung muB man beachten, daf die durch
das Filter passierte Fliissigkeit eine Bakterienaufschwemmung ist, welche
im Gegensatz zur Original-Bakterienaufschwemmung durch die Leuko-
cyten und das Serum bereits im Verhiltnis 1:3 verdinnt war.

Es ist zweckmiRig, die erhaltenen zahlenmifigen Werte nicht nur
als ,phagocytire Zahl® auszurechnen, sondern auch das Prozentver-
hiltnis der phagocytierten Bakterien zu der Gesamtmenge der Bak-
terien anzugeben. Denn nur daraus erkennt man, ob nicht etwa alle
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oder fast alle Bakterien phagocytiert werden; in diesem Falle néimlich
wiirde die gefundene phagocytire Zahl ein zu niedriger Wert sein
konnen. Wiren mehr Bakterien vorhanden gewesen, so wiren viel-
leicht noch mehr phagocytiert worden.

B. Priifung der Methode.

Die Methode ist ziemlich umstindlich und erfordert recht viel Zeit;
sie setzt ferner groBere Mengen von Leukocyten voraus. Aus allen
diesen Griinden ist sie nicht zur Bestimmung des opsonischen Index
am Krankenbett geeignet, sie ist vielmehr wesentlich fiir Versuchs-
reihen, die iiber theoretische Punkte der Phagocytose Aufschlufl geben
sollen, bestimmt. Sie eignet sich auch, wie wir noch zeigen werden,
um die Frage der echten Leukocytenstimulantien einerseits, der Leuko-
cytengifte andererseits quantitativ zu studieren. SchlieBlich haben wir
die Methode bisher ausschlieflich fiir den Staphylococcus pyogenes
aureus angewandt und wissen iber die Verwendbarkeit fiir andere.
Bakterien nichts. Natiirlich waren von vornherein manche Einwénde
gegen die Genauigkeit der Methode zu priifen, wenn die Methode An-
wendung finden sollte.

Rinmal ist es fiir die Genauigkeit der Zdhlung von grofer Be-
deutung, daB keine Bakterienkomplexe vorhanden sind; es muf deshalb
die Bakterienemulgierung sehr sorgfiltig geschehen, die Emulsion muB
vor dem Gebrauch lange und kriftig geschiittelt werden. Man {iiber-
zeugt sich durch ein ungefirbtes Préparat von der guten Verteilung
der Bakterien, und filtriert, wenn diese nicht vorhanden ist, wiederholt
durch etwas Watte. Von Einfluf ist natiirlich der Zustand der Kultur,
also das Verhiltnis der in der Kultur vorhandenen lebenden und toten
Keime; denn die toten Bakterien werden leichter phagocytiert als die
lebenden. Der folgende Versuch wurde mit lebenden und mit bei 60°
abgetoteten Staphylokokken und zwar einerseits in NaCl, andererseits
in normalem aktivem Kaninchénserum ausgefiihrt.

Es wurden phagocytiert in Proz.

der lebenden  der bei 600 abgetoteten
Staphylokokken Staphylokokken

in physiologischer NaCl-Lésung 2,4 9/, 9.5 9/,

in Normal-Kaninchenserum 66,3 9/, 94 = o/

Im folgenden sind die Resultate stets als Wert der phagocytiren
Zahl angegeben, was, wie erwihnt, besagt, wieviel Bakterien durch-
schnittlich von einem Leukocyten aufgenommen werden. .

Folgender Versuch wurde mit normalem aktivem Kaninchenserum
ginerseits, mit inaktiviertem Immunserum (Kaninchen mit unserem
Staphylococecus immunisiert) andererseits angestellt. Als Kontrolle
diente physiologische NaCl-Losung.

Zahl der Leukocyten in 1 cbmm: 0,87 Mill.
Zahl der lebenden bezw. bei 60° abgettteten Staphylokokken 19,9 Mill.
in 1 cbmm, ,
Phagocytire Zahlen

1

|

l
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\ Lebende Kultur Tote Kultur (60 9)
|

|

|

NaCl 0,3 2,1
akt. Normalserum 15,1 21,1
inakt. Immunserum 21,4 22:1

‘. Die Leukocyten nehmen also tote Bakterien reichlicher auf als
' lebende. Ebenso wurden, wie ein anderer Versuch zeigte, Staphylo-

| kokken aus einer dlteren Kultur reichlicher phagocytiert, als 24-stiindige
Staphylokokken.

_ Wir \.rerwandten stets 20-stiindige Kulturen. Auf die Virulenz,
die sicherlich von groBem Einfluf ist, brauchten wir, da wir stets den-
selben Stamm benutzten, keine Riicksicht zu nehmen.

Ueber die beste Dauer der Versuchszeit gab folgender Versuch
Aufschluf :

Bakterienaufschwemmung 1456 Mill. in 1 cmm
Leukocytenaufschwemmung 0,9 ]|

Phagocytire Zahlen
Aufenthalt bei 87° Norm. akt. Kaninchenserum physiol. NaCl-Lésung

”

15 Min. 8,0 0,08
30 15,9 03
60 15,9 3,6

120 - 16,0 41

Auf Grund dieses Versuches haben wir in allen Versuchen die
Proben Y/, Stunde bei 37° stehen lassen.

Das Exsudat muB moglichst frei von Blut sein; aber auch ohne
direkte Gefdlverletzung kann durch Diapedese das Exsudat Erythro-
cyten enthalten, wie daraus hervorgeht, daf bei Einspritzung in die
rechte Pleurahohle das nicht selten auch links entstehende Exsudat ge-
legentlich Erythrocyten zeigt. Bei Verwendung der WRicHTschen Zihl-
methode vermdgen groRere Mengen von Erythrocyten, von denen ein
Teil bei der Filtration mit den freien Bakterien das Filter passiert, die
Zahlresultate zu beeintrichtigen. Es lieRe sich diese Fehlerquelle ailen-
falls durch Verwendung kernhaltiger Standardblutaufschwemmung oder
aber einer anderen Standardaufschwemmung (wie Hefe) ausschalten ;

wir haben indessen fiir unsere Versuche jedes irgend stirker bluthaltige
Exsudat von der Verwendung ausgeschlossen.

Das Exsudat soll moglichst 24 Stunden nach der Einspritzung be-
nutzt werden. Freilich zeigte einmal eine Untersuchung eines
24-stiindigen Exsudats die phagoc. Zahl 15,

48-stﬁg(1igen Exsudats die phagoc. Zahl 14, aber das 48-stiindige
Exsudat zeigt héufig bereits viele zerfallene Leukocyten.
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Eine sehr griindliche Entfernung des Plasmas durch Zentrifugieren
ist durchaus notig. Die Leukocyten miissen eine normale Vitalitidt be-
sitzen ; deshalb ist eine Totung der Tiere durch Chloroform oder Aether
nicht angingig. Auch darf die eingespritzte Aleuronatmenge nicht so
groB sein, daB schwere Atmungsstorungen der Tiere eintreten, denn
asphyktische Kaninchen — an der violetten Firbung der Schnauze
zwischen den Nasenlochern erkennbar — geben unregelmifige Resultate
und sind auszuschlieBen.

Besonders wird man Einwinde gegen die Filtration machen. Wir
haben sie auch erst angewendet, als wir die Zentrifugierung als un-
brauchbar erkannt hatten. Denn bei der Filtration durch gewdhnliches
Filterpapier verloren wir 3 Proz. der Bakterien, bei der Zentrifugierung
aber 21,6 Proz. Aber auch die Filtration durch Papier ergab, wie eben
erwihnt, einen Verlust von 3 Proz., die Filtration durch Glaswolle nur
einen Verlust von 0,9 Proz.

SchlieRlich war zu erweisen, daf es in der Tat die lebenden
Leukocyten waren, welche die Bakterien aufnehmen und dadurch auf
dem Filter zuriickhielten. Ein einfacher Kontrollversuch mit Chinin
klarte dariiber auf. Wir versetzten eine Leukocytenaufschwemmung
su etwa 1 Proz. mit Chinin, setzten Staphylokokken (17,7 Millionen
pro cbmm) zu und filtrierten durch Glaswolle; es fanden sich wieder
17,4 Millionen pro cbmm, was einen Verlust von weniger als 2 Proz.
bedeutet.

Diesen Chinin-Kontrollversuch haben wir spiterhin sehr oft gemacht
quch dann speziell, wenn Immunsera zur Anwendung kamen, die ja
quch agglutinierende Wirkung hitten haben konnen. Wir iiberzeugten
uns auf diese Weise, daB diese Einwinde gegen unsere Filtrations-
methode hinfillig sind, daB vielmehr die Differenz in der Zahl der
Bakterien vor und nach der Filtration — abgesehen von minimalen
Fehlergrenzen — allein auf die phagocytire Tatigkeit der lebenden
Leukocyten zu beziehen ist.

Eine Frage glaubten wir noch vor dem Beginn unseres eigentlichen
Themas untersuchen zu sollen: ob namlich fiir die phagocytire Zahl
das Verhiltnis von Leukocyten zu Bakterien von Bedeutung sei. Wir
benutzten zu diesem Zweck 3 Leukocytenaufschwemmungen, die mit
physiologischer NaCl-Losung s0 hergestellt waren, dafl eine Aufschwem-
mung halb soviel, die weitere Verdiinnung den 4. Teil der Leukocyten der
Originalaufschwemmung enthielt. Und zwar stellten wir durch Zéhlung
fest, daR unsere Verdiinnungen die richtigen Mengen Leukocyten ent-
hielten. (Die Z#hlung ergab 1—1,5 Proz. Differenz gegeniiber der Be-
rechnung.) Die benutzte Bakterienaufschwemmung war in den 3 Ver-
suchen die gleiche. Als Serum wurde frisches aktives Kaninchenserum

in gleichen Mengen verwendet.
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Leukooytenaufschwemmung ~ Phagocytire Zehl, /o 4% Pragocytierten

unverdiinnt 15 ]'?Zkt‘? i
halbverdiinnt 15 36 /0
4-fach verdiinnt 15 18 7

”

Das Resultat des Versuches war ganz eindeutig: Di
Zahl war in allen drei Proben 15. (Dgie Dezimaleng sin;ef£225f:gs,tj;§
Trotzden} also im 3. Versuch nur 18 Proz. der vorhandenen Bakterieil
phag?cytlert waren, demnach noch ein groBer Bakterientiberschuf zur
Verfugung stand, wurden doch von den Leukocyten nur durchschnittlich
15 Bakterien pro Leukocyt aufgenommen, und zwar genau soviel pro
.Leukocyt, wie in den beiden anderen Proben, in denen 36 Proz beIz)w
7f1 Proz. .der vorhandenen Bakterien phagocytiert wurden. Es 'ist das:
ein BGWGIS,. daf das Phinomen der Phagocytose eine biologische Er-
sch'emung ist und daR nicht etwa eine Art Gleichgewichtszustand
:z“.nschen_ der Anzahl der Bakterien und der Zahl der Leukocyten ‘ein-
tritt. Dieser Versuch, den wir 2 mal mit dhnlichem Erfolge gemacht
haben, steht in einem gewissen Gegensatz zu den Angaben WRIGHTS
denen zufolge die Dichtigkeit der Bakterienaufschwemmung fiir die,
Al}setzung des opsonischen Versuches von wesentlicher Bedeutun
sei. Aber die Versuchsverhiltnisse bei dem WricHTSchen Opsoning-
versuch und bei unseren Phagocytoseversuchen sind so verschieden
(Menschenserum, Menschenleukocyten, ganz verschiedene Groéfenord-
nung der phagocytiren Zahl), daf allein daraus die Verschieden-
heit der Resultate begreiflich wire. Ein unseres Erachtens aber be-
son'ders differierender Punkt ist der, dal WRrigHT verhéltnisméiRig
gle%che Leukocytenmengen, aber verschiedene Bakterienmengen bei
gllt.alchblelbender Serumquantitit benutzt. Wir haben aber wie er-
Wahnt,. Bakterien- und Serummengen gleich und die Leukoc;itenmenge
Yersch}eden gewihlt. Ungere Bakterien waren also in allen 3 Proben
in gleicher Weise ,opsoniert®, eben derart, daB sie durchschnittlich
zu 15 pro Leukocyt aufgenommen wurden. Bei der WricHTschen
.Versuchsan(?rdnung ist es denkbar, daB die in verschiedener Menge
1Itl 1olas g1e1c.he “Serumquantum eingebrachten Bakterien verschieden
sv,v 311: d{leﬁ,‘opsomert und demnach auch verschieden stark phagocytiert
Weiterhin haben wir uns tiber die VerldRlichkei
Zihlmethode orientiert. Da scheint es uns von lgﬁenganl;IGI;;‘EChbeg
unserer Methode der Restzihlung die Bequemlichkeit, also d}e VerliaB-
hfzhkelt, der Zdhlung mit der Hohe der Phagocytose zun’imrﬁt — je groBer
die Phagpcytose, um so geringer der nicht phagocytierte Rest. Ferner
haben wir von verschiedenen Untersuchern die gleiche Bakterienauf-
schwemmung durchzidhlen lassen und dabei so geringe Differenzen ge-
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funden, daB die schliefliche Berechnung der phagocytiren Zahl nur in
den Dezimalen differiert hitte. :

SchlieRlich haben wir eine direkte Vergleichung unserer Restzéhl-
methode und der gewdhnlichen Zihlung der intraleukocytir liegenden
Bakterien vorgenommen, und zwar absichtlich in einem Falle, in dem
die phagocytire Zahl niedrig war, in dem also die Chancen fiir unsere
Methode weniger giinstig, aber fir die gewohnliche Methode vorteilhaft
waren.

Phagocytire Zahl in 2 V ersuchen:
Direkte Z#hlung der intraleukocytér

liegenden Staphylokokken Restzihlmethode
1) 7.2 8,2
2) 45 5.1

Ohne auf eine Diskussion der nach beiden Methoden gewonnenen
Resultate einzugehen, stellen wir nur fest, daB die Differenzen keine
sehr erheblichen sind.

C. Das Opsonin des Normalserums.

Wir verfiigen im ganzen iiber 13 Einzelversuche, in denen die
opsonische Kraft des normalen aktiven Kaninchenserums bestimm®
wurde; sie wurden an verschiedenen Tagen angestellt und dienten h#ufig
nur als Kontrolle fiir besondere Versuchsreihen. In 6 Versuchen dieser
Art wurde gleichzeitig eine Kontrollprobe in NaCl-Losung angesetzt,
auBerdem verfiigen wir noch iiber einen Versuch in NaCl, zu dem ein
Versuch mit normalem aktivem Serum nicht vorhanden ist.

Die Leukocytenmenge schwankte in diesen Versuchen zwischen 0,9
und 046 Mill. in 1 cmm. Die Bakterienmenge zwischen 19,5 und

14,6 Mill. in 1 emm. Die phagocytiren Zahlen lagen in

normalem aktiven, Kaninchenserum NaCl
zwischen 15,0 und 15,9 0,1 und 0,8
Durchschnitt 15,4 0,3

In einigen Versuchen haben wir das Serurﬁ des Kaninchens, von dem
die Leukocyten stammten, mit dem Serum anderer normaler Kaninchen
verglichen. Ein Unterschied in der phagocytiren Zahl war nicht nach-

weisbar. Um zu sehen, bis zu welchem Verdiinnungsgrad das aktive
Normalserum noch opsoniert, machten wir folgenden Versuch:

Leukocyten 0,49 Mill. in 1 cmm?)
Bakterien 19 AT SR

1) Im folgenden bedeutet:
L. Leukocytenmenge, ausgedriickt in Millionen pro 1 cmm
B. Bakterienmenge, = . o Al
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Phagocytierte Bakterien

Serumverdiinnung in 9/ Phagocytire Zahl
0
1:10 davon 0,5 21,6 8,6
0,25 9,8 3.6
0,15 8,2 3,4
1:100 , 05 3,1 1,2
0,25 1,0 0,3
0,15 fast O 0,2

Ferner haben wir einen Versuch mit Normal-Menschenserum bezw.

Normal-Pferdeserum, Normal-Rinderserum und Normal-Meerschwein-
chenserum angestellt.

Normal-Menschenserum akt.: L. 0,76
gil 30,3
agocytire Zahl 142
Normal-Pferdeserum : 155 S g 0,68
b
B. 22,9
Phagocytire Zahl 15,2
0/ 451
Normal-Rinderserum : L. l 0 )9
7
B 16,4
Phagocytire Zahl 151
b A 9, 88
ormal-Meerschweinchenserum : L. 0,68
?
B. 22,9
Phagocytire Zahl 15,7
0/0 47

D1e§e Sera verlieren, ebenso wie Kaninchen- und Meerschweinchen-
serum, ihre opsonische AKktivitit bei einstiindiger Erhitzung auf 589,
und so waren die phagocytiren Zahlen in den mit inaktiviertem Serum

ausgefithrten Paralleluntersuchungen der eben angefiihrten Versuche
folgende:

Menschenserum aktiv 14,2 inaktiv 0,2
Pferdeserum e D2 07
Rinderserum Seilaal : : 0,4:
Meerschweinchenserum , 15,7 % 0,8
Ferner 3 inaktive Kaninchensera 0:3

0,3

0,4

Absorptionsversuche mit Normalserum.

DaR die Opsonine des Normalserums von den Bakterien absorbiert
V\fel.rd.en, ist leicht zu zeigen. Wenn man mit akt. Normalserum sen-
s1b1hsier.te Staphylokokken nach griindlichem Waschen zu den Leuko-
cyten gibt, so ergibt die Restziihlung eine starke Phagocytose, und
auch Staphylokokken, die bhei 60° abgetdtet und dann mit akt. N(;rmal-

1) 9/, bedeutet im folgenden stets, daB
i von d &
terien nO/o Phagocytiert S hn ? n den vorhandenen Bak
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serum behandelt sind, zeigen die gleiche Erscheinung, nur in noch
stirkerem MaRe, wie ja iiberhaupt tote Staphylokokken stirker phago-
cytiert werden.

Wir erhielten folgende Zahlen:

lebende Kultur tote Kultur

e (gcl)’i o/, phagocyt
56,9 ¢/, phagocyt. » phagocyt.
e ]If)iak%erien) ; Bakterien)

(NB. Ein entsprechendes Resultat erhielten wir bei Sensibilisierung
lebender und toter Staphylokokken mit inakt. Immunserum.) :

Bei der Absorption gibt das Normalserum, wie eh.l Versuch ze1gte,
sein Opsonin an die Bakterien ab, es verschwindet .b-el d'er Absorption
aus dem Serum. Die Absorptionsversuche sind freilich insofern etvyas
umstindlich, als eine sehr griindliche Abzentrifugierung .der .Baktenen
notwendig ist, wenn nicht mit Opsonin beladene Bakterien im Serl}m
suriickbleiben sollen. Da hier aber nur grofe Mengen von szlktenen
einen Ausschlag geben, so hat das etwaige Zuriickblt'alben (.amzelner
Keime — das unvermeidbar ist — auf das Resultat keinen Einfluf.

Auffallend war bei diesen Versuchen die Erscheinung, dal es uns
nicht gelang, durch Absorption das Opsonin vollig aus dem Serum zu
entfernen. Nach einstiindiger Absorption bei 37° durch grofie M(_angen
Bakterien enthielt ein aktives Normalserum immer noch Opsonin, so
dal der Versuch die phagocytire Zahl 3,2 ergab.

In weiterer Verfolgung dieser Erscheinung kamen wir zu folgendem
Versuch: Wir versetzten ein Normalserum mit grofen Mengen Bak-
terien, lieBen eine Stunde bei 37 0 stehen und zentrifugierten 11/, Stunden.
Die iiberstehende Fliissigkeit teilten wir in 2 Teile, verfh’innten den
einen Teil im Verhdltnis 1:2, den anderen im Verhiltnis 1:16 und
machten damit den opsonischen Versuch nach der Restzihlmethode.
Das Resultat war:

Phagocytire Zahl‘fﬁr das 1:2-Serum 3,6
Ea 1:16-Serum 2,9

” ” ” ”

Aus 4uBeren Griinden konnten wir dieser interessanten Erscheinung
nicht weiter nachgehen und deshalb nicht feststellen, ob im Norrr.lal-
serum ein schwer absorbierbares, schwach sensibilisierendes, aber reich-
lich vorhandenes Opsonin neben dem gewdhnlichen besteh'F, oder ob es
sich um eine ganz andere Erscheinung (normales Serumstimulans, Ab-
gabe eines Stimulans aus den Bakterien oder dergl.) han.delt. i

Fine weitere schon bekannte Erscheinung konnten wir bestitigen:
das an sich thermolabile Opsonin des Normalserums geht mit den Bak-
terien eine Verbindung ein, welche thermostabil ist. Wiihrend also
erhitztes Normalserum seine sensibilisierende Wirksamkeit verloren hat,
kann man Bakterien, die mit Normalserum sensibilisiert waren, er-
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hitzen, ohne daB die Phagocytose dieser Bakterien wesentlich geiéindert
wird. Der Versuch war der folgende: Staphylokokken wurden bei 37°
eine Stunde in aktivem Normalserum gehalten, dann gut zentrifugiert
und gut gewaschen, darauf eine Stunde bei 58° erhitzt und nunmehr
mit Leukocyten in physiologische NaCl-Losung zusammengebracht. Eine
Kontrolle wurde gleichméfig behandelt, nur fiel die einstiindige Er-
hitzung fort. Die erste Probe ergab die phagocytire Zahl 12,1, die
Kontrolle 15,2. Es hat also eine gewisse Abschwichung stattgefunden,
zumal die durch die Hitze abgetdteten Staphylokokken ja noch leichter
phagocytiert werden sollten, als die unerhitzten Staphylokokken der
Kontrolle, aber trotzdem hat eine erhebliche Phagocytose stattgefunden
— ein Beweis dafiir, daf die mit Normalserum sensibilisierten und
nachher erhitzten Bakterien noch als stark opsonisch gelten konnen.
Man wird sich demnach, zumal bei Beriicksichtigung des p. 14
erwihnten Versuches, die Opsoninwirkung nicht so vorstellen konnen,
als ob das Opsonin das Bindeglied zwischen Bakterien und Leukocyten
sei, sondern wird annehmen miissen, daf durch das Opsonin eine be-
sondere Verdnderung des Bakteriums. zustande kommt, die man sich

am ehesten als Auftreten eines loslichen, vom Bakterium aus diffun-
dierenden Stoffes verstéindlich machen kann.

D. Opsonine des Immunserums.

Wir haben uns zunéchst davon tiberzeugt, daf die Leukocyten
eines Immuntieres sich von den Leukocyten eines Normaltieres an sich
nicht unterscheiden. Zum Versuch erzeugten wir bei einem mit unserem
Staphylococcus immunisierten Kaninchen und bei einem normalen
Kaninchen auf gew6hnliche Weise Exsudate und priiften die gewaschenen
Leukocyten in physiologischer NaCl-Losung, in aktivem Normalserum
und in Immunserum auf ihre phagocytire Kraft.

B. 16,4 Mill. Leukocyten des Immunkaninchens 0,64 Mill.

5 » Normalkaninchens 0,46
Leukocyten des

”

normalen Kaninchens Immunkaninchens

phagocytire Zahl 9/, phagocytire Zahl 9/,
in Normalserum 15,2 43 15,9 62
in Immunserum 21,0 59 21,2 83
NaCl 0,2 0,5 0,2 0,7

Der Versuch zeigt nur ganz geringe Unterschiede, die noch inner-
halb der 'Fehlergrenze liegen. Wir konnten demnach einen Unter-
schied zwischen den Leukocyten eines Immuntieres und eines Normal-
tieres nicht konstatieren.

Bei den folgenden Versuchen, deren Technik véllig die gleiche wie
bei den vorhergehenden Versuchen war, haben wir zuerst die Opsonine

des unverdiinnten aktiven Serums — entsprechend WRIGHT — unter-
sucht.
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i i Kaninchenserums.
i I%La%zcytgﬁf?%;e%;efﬁ?ﬂ%,glﬁilf Olrfi'f; Mill.).
12. IX. Intravenose In.;')ektion von 0,3 cem einer 24-stiind. Bouillon-
B haghonvine °%1§;1;0 52 (5. 09 Mill, B. 18,4 Ml
18. IX. Phagocytare Zaholl; 1364 (L. 0,9 Mill, B. 19,5 Mill.).

i i inchens.
b. 24, IX. Priifung des Serums eines nf)rmalen Kaninc
Phagocytire Zahl: 15,2 (L. 0,5 Mill.,, B. 18,2 Mill.).
0y 42
Darauf intravendse Einsgritzung von 0,5 cem einer 24-stiind. Staphylo-

kokkenbouillonkultur. { L
i 95. IX. Phagocytire Zahl: 26 (L. 0,5 Mill, B. 37,9 Mill.).
o/ 4

0 o .
8. X. Phagocytare Zahl: 162 (L. 0,8 Mill., B. 24,3 Mill.).
0/ 53 ' g
Danach wiederum 0,5 cem einer 24-stiino'!. Bouillonkultgr intravenos.
10. X. Phagooytire Zahl: 2,6 (L. 0,6 Mill, B. 87,3 Mill).
% 4

Das starke Fallen des Wertes im unmittelbaren Ansc}.ﬂuB an die
Impfung ist die WricHTsche ,negative Phase“, ebenso wie das An‘:
steigen des Wertes in der Periode der Immunitit die ,positive Phase

anzeigt.
Bei der Immunisierung mit abgetdteten Staphylokokken (1 Std.

60°) haben wir auch gelegentlich diese negative Phase beobachtet.

c. 81. VIIL. 2 cem 48-stiind. Bouillonkaltur (1 Stunde 60 0) intravends
eingesg.ri;zg Phagocytare Zahl: 12 (L. 08 Mill,, B. 23,8 Mill.).
7. IX. Phagocytire o Lll4,8 (L. 08 Mill, B. 14,7 Mill).
12. IX. Die gleiche Ein;’]/p(i'it?z?mg wie am 31. VIIL
14 TX, Phagocytire Zal(l)} : }377,8 (L. 0,9 Mill, B. 184 Mill).
18. TX. Phagocytire zat(l)f’; gsé(; (L. 0,9 Mill, B. 19,5 Mill).
95. TX. Phagocytire Za};{(:) %94 (L. 05 Mill, B. 87,9 Mill).
8. X. Phagocytire e ig’s(?e; (L. 0,8 Mill, B. 24,3 Mill).
oy 50 -
]fééssge ﬁ’i;‘éi’;fﬁ?f zﬁfg}ergﬁ}lt'(h 0,6 Mill, B. 87,3 Mill.).
0

Eine negative Phase wurde also nur das 1. Mal beobachtet, die

positive Phase ist deutlich. ' i
Gar keine negative Phase, auch bei der 1. Einspritzung, sahen
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wir bei zwei anderen, am gleichen Tage wie das eben erwihnte ge-
impften Kaninchen.

d. 81. VIII. 2 ccm einer 48-stiindigen Staphylokokkenbouillonkultur
(1 Stunde 60 °).

3. IX. Phagocytire Zahl: 149 (L. 0,8 Mill, B. 23,8 Mill.).

7. IX. i » B3 (L.O08 , B. 147 )
12. IX. Dieselbe Einspritzung wiederholt.

14. IX. Phagocytére Zahl: 171 (L. 0,9 Mill, B. 18,4 Mill.).
18. IX. o vl il LN SOOI Re T SRS U Myl e
25, IX. o s Al (10,5 e ABE3R9. T
8. X. 3 s 0,8 0, o B 2483 0
Danach dieselbe Einspritzung.

10. X. DPhagocytire Zahl: 215 (L. 0,6 , B.373 ., ).

Es fehlt die negative Phase, die positive ist deutlich.
Ein letztes Kaninchen zeigte folgende Werte:

e. 31. VIIL. 2 ccm einer 48-stiind. Staphylokokkenbouillonkultur (1 Std.
600, intravends).

3. IX. Phagocytire Zahl: 15,1 (L. 0,8 Mill, B. 23,8 Mill.).

o IXe 5 w. M9 (L 08. . B.147T ).

12. IX, 0,5 cem einer 24-stiindigen Bouillonkultur nicht erhitzt,
intravendos.

14. IX. Phagocytire Zahl: 38 (L. 0,9 Mill, B. 18,4 Mill.).

18. IX. ; , 199 (@L.09 , B.195 , ).
25. IX. : 55, (L 0Bl B BT.9, ).
gl = : , 16 (d.08 , B.243 ).

Danach Wieder7 0,6 cem lebende Kultur intravends.
10. X. Phagocytire Zahl: 3,6 (L. 0,6 Mill, B. 37,3 Mill.).

Nach der Einspritzung der toten Kultur keine Erniedrigung der
phagocytéren Zahl, die nach jeder Einspritzung der lebenden Kultur
erfolgt.

Im Anschluf an diese Versuche sei eine Beobachtung am Menschen
erwihnt. Es handelt sich um das Serum eines Osteomyelitiskranken im
akuten Stadium; wir verdanken das ganz frische Material dem Direktor
der chirurgischen Klinik des stidtischen Krankenhauses, Herrn Prof.
L. Rean. Wiéhrend, wie wir gesehen hatten, das aktive Serum nor-
maler Menschen eine phagocytéire Zahl von 14,2 zeigte, war die phago-
cytire Zahl dieses Osteomyelitikerserums im aktiven Zustande nur 3,2,
ein Zeichen, daf der Patient sich in der negativen Phase befand.

Wir haben noch einige weitere, wenn auch aus dufleren Griinden
nicht gentigend zahlreiche Versuche iiber die negative Phase gemacht.
Einmal wire denkbar gewesen, dal der Grund der negativen Phase
nicht das Fehlen des normalen Opsonins wire, sondern vielmehr in
dem Erscheinen eines die Phagocytose hemmenden Stoffes begriindet
sei. Ein Versuch aber, in dem wir das aktive Normalserum mit dem

aktiven Serum eines in negativer Phase befindlichen Kaninchens
Ehrlich, Arbeiten IV, 2
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mischten, zeigte, da8 die phagocytire Zahl des aktiven Normalserums
nur im Verhiltnis der Verdiinnung geindert wurde; das Gleiche ergab
sich, wenn wir das Serum des Negativ-Phase-Kaninches inaktivierten
und dann mit normalem aktiven Kaninchenserum mischten.

SchlieBlich haben wir zur Priifung der Frage, ob die negative Phase
spezifisch sei, einen Versuch gemacht.

£ Kaninchen vor dem Versuch: Phagocytire Zahl: 15,4.
Danach intraventse Injektion von 0,56 ccm Bouillonkultur von Bac-
terium coli.
Phagocytire Zahl am folgenden Tage: 14,2

g. Ein anderes Kaninchen, vor dem Versuche : 15,2
Intraventse Injektion von 0,5 ccm eintigiger Coli-Bouillonkultur.
Phagocytire Zahl am nichsten Tage : 15,2

am folgenden Tage: 15,2

n ”

Das so charakteristische Absinken der phagocytiren Zahl gegen-
iiber Staphylokokken, das wir nach Einspritzung lebender Staphylokokken-
kultur stets haben eintreten sehen, fehlt nach der Einspritzung lebender
Colikultur.

Wir wissen wohl, daB dieser Versuch insofern unvollstindig ist,
als nicht erwiesen ist, daB die phagocytire Zahl fiir Coli wirklich ge-
sunken war. Immerhin gibt er einen Hinweis fiir die spezifische Natur
der negativen Phase.

Im Gegensatz zum Opsonin des Normalserums sind die opsonischen
Substanzen des Immunserums (bakteriotrope Substanzen NEUFELDS)
bekanntlich thermostabil.

Der folgende Versuch, der mit dem unerhitzten und mit dem auf
580 (1 Stunde) erhitzten Serum eines der erwihnten Immunkaninchens
angestellt wurde, zeigt die bekannte Erscheinung deutlich :

Serum aktiv Phagocytire Zahl: 21,4 (L. 0,56 Mill. B. B. 18,3 Mill.
Serum 1 Std. 58° erhitzt N | 0 g

Ein Immunserum ist also von einem Normalserum an der Thermo-
stabilitit der opsonischen Substanzen sicher zu unterscheiden ; ein
weiterer Unterschied liegt in der Héhe der phagocytiren Zahl, die,
wie die Versuche zeigen, hoher ist als beim normalen Tiere. Gleichwohl

wird man aus der Hohe der phagocytiren Zahl, also auch aus dem .

Verhiltnis der phagocytiren Zahl beim Immuntier zur phagocytiren
Zahl beim Normaltier (opsonischer Index von WriGHT) keine direkten
Schliisse auf den Stirkegrad des Serums ziehen konnen. Das wird
nur auf dem bei unserem quantitativen Arbeiten allein mdoglichen
Wege der Austitrierung mittels Verdiinnung des Serums moglich sein.
Dementsprechend haben wir das Serum des einen Kaninchens, das
unverdiinnt die phagocytire Zahl 21,6 zeigte, verdiinnt und ausge-
wertet.
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Serumverdiinnung Phagocyttire Zahl

1:10 21,6

1:50 21,3

1:100 20,6

1:500 19,0

1:1000 16,0

1:5000 11,2

1:10000 47

1:50000 1,8

E‘s zeigte sich also, daR noch das 1000-fach verdiinnte Immunserum
dieselbe phagocytire Zahl ergab, wie sie das Normalserum zu haben
pflegt. Und selbst das auf 10000 und sogar auf 50000 verdiinnte
Serum zeigt noch eine Erhéhung der. phagocytiren Zahl gegeniiber der
Phagocytose in NaCl.

SchlieRlich haben wir noch Sensibilisierungsversuche mit dem
Immunserum angestellt. Wir lieRen die Bakterien eine Stunde bei
57° in Contakt mit dem Immunserum, zentrifugierten, wuschen mit
NaCl und machten dann in NaCl den opsonischen Versuch: ’

A Das .bb;anutzte Immunserum hatte eine phagocytire Zahl von 21,5
die sensibilisierten Bakterien ergaben die i ( 12
s g phagocytire Zahl von 21,2

Um aber dem Einwand zu begegnen, daf etwa noch beim Waschen
zuriickgebliebene Spuren freien Serums die Sensibilisierung vorgetiuscht
hitten, haben wir nicht nur mit dem Vollserum, sondern auch mit dem
vejrdﬁnnten Immunserum sensibilisiert. In der folgenden Tabelle geben
wir die phagocytiren Zahlen wieder, die mit dem verdiinnten Serum
an sich und die durch Sensibilisierung mit dem ebenso verdiinnten
Serum erhalten wurden. -

Serum direkt gepriift Staphylokokken mit der entsprechen-
den S di ibilisi
o e L erumver uﬂnung sensibilisiert
1:2 —
: 21,3
1:1000 15,9 15,2
1 : 5000 112 76
)

Also auch mit dem 5000-fach verdiinnten Immunserum ist eine hoch-
gradige Sensibilisierung der Bakterien moglich.

Analoge Versuche wurden mit unserem Immunserum (Kaninchen)
und toten (1 Stunde 60°) Staphylokokken gemacht, und zwar wurde in
folgendem Versuch das volle Immunserum teils aktiv, teils inaktiv
(Y, Std. 58°) benutzt.

__Tote Staphylokokken (1 Std. 60 ©)
B. 19,2 Mill. akt. Immunserum: phagocytire Zahl: 225
L. 0,5 Mill. inakt. W o S22

Dieselbe Thermostabilitét zeigte sich in einem Sensibilisierungs-
versuch, der entsprechend dem frither erwihnten Sensibilisierungsver-
D
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such mit normalem Serum angestellt wurde; dielebenden Staphylokokken
wurden also eine Stunde lang bei 37° mit Immunserum sensibilisiert,
dann zentrifugiert und tiichtig gewaschen, schlieBlich eine Stunde auf
60° erhitzt und dann zum Versuch benutzt; die erhaltene phagocytéire
Zahl war 224.

AuBer unserem selbstgewonnenen Immunserum (Kaninchen) haben
wir noch das im Handel erhiltliche Antistaphylokokkenserum der Firma
RuerE und ENocH in Hamburg, das vom Pferd stammt, zu Versuchen
herangezogen. Als Kontrollen dienten normales aktives Pferdeserum
und das gewohnliche Diphtherieserum.

Antistaphylokokkenserum Normal-Pferdeserum Diphtherieserum
aktiv
Verdinnung 1:10 — 15,2 —
1:100 21,9 3,7 2,8
1:1000 16,3 0,4 0,4

Das Antistaphylokokkenserum ist also auch unserem Stamm gegen-
iiber ein Immunserum.

Aus besonderen Griinden haben wir noch das ebenfalls der Fabrik
RueTE-ENoCH entstammende, sogenannte DEUTSCHMANN-Serum, gleich-
falls vom Pferd gewonnen, zur Kontrolle herangezogen.

Verdiinnung Phagocytidre Zahl
unverdiinnt 16,1
1:10 15,2
1:50 6,3
1:100 3,7
1:1000 0,4

Ein Sensibilisierungsversuch mit DEUTSCHMANN-Serum ergab die
phagocytire Zahl: 3,2.

7u diesen Versuchen ist folgendes zu bemerken: Aus dem Sen-
sibilisierungsversuch ergibt sich, daB keine direkte Beziehung zwischen
Staphylokokken- und dem DEUTSCEMANN-Serum besteht; das DEUTSCH-
MANN-Serum vermag Staphylokokken nicht zu opsonieren. Aus dem 1.
Versuch mit DEuTscEMANN-Serum folgt aber, daB es gleichwohl die
Phagocytose zu verstirken vermag; eine andere Versuchsanordnung lieB
diese verstirkende Wirkung des DEUSCHMANN-Serums deutlich erkennen.
Wenn wir Staphylokokken mit Immunserum sensibilisierten und nach
Abzentrifugieren mit Leukocyten und DEUTSCHMANN-Serum bezw.
Normalserum versetzten, so muBte die verstirkende Wirkung deutlich
werden. v

Wir sensibilisierten die Bakterien

1) mit dem halbverdiinnten

2) mit dem 5000-fach verdiinnten Immunserum,
und benutzten das DEUTSCHMANN-Serum bezw. Normalserum in 100- und
1000-facher Verdiinnung.
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A. Sensibilisierung mit halbverdiinntem Immunserum.

Phagocytire Zahl bei Zusatz von Pferdeserum (1:100) 19,7
DrurscaMANN-Serum  (1:100) 21,3

B. Sensibilisierung bei 5000-fach verdiinntem
Immunserum.
Phagocytire Zahl nach Zusatz von
aktives Normal-Pferdeserum (1:100) 7,9
DEuTSCHMANN-Serum (1:100) 13,0
§ (1:1000) 9,9

Auf diese besondere Eigenschaft des DEUTSCHMANN-Serums werden
wir noch im Abschnitt E zuriickkommen.

Zum Schluf sei noch ein Protokoll mitgeteilt, das die phago-
cytiren Zahlen des Serums eines Kaninchens wihrend der Immunisierung
zeigt. Und zwar wurde das Serum sowohl aktiv wie inaktiv und quan-
titativ untersucht. '

Phagocytire Zahl
aktiv 15,2 inaktiv 0,3 dann
Impfung von 0,5 ccm einer 24-std.
Bouillonkultur intravends

Vor dem Versuch

2 Tage spiter aktiv inaktiv
Serumverdiinnung 1:2 40 0,4
1:4 3,9 —
1:8 3,8 o
1:16 3,7 —
2 Tage spiter
Serumverdiinnung 1:2 121 3,6
1:4 8,2 1,1
} 3 ?6 6,1 1,0
2 Tage spater o iy
Serumverdiinnung 1:2 16,7 15,9
1:4 16,6 15,8
1638 16,4 15,7
1:16 16,3 15,6

Der Versuch lehrt mancherlei: Einmal zeigt das inaktivierte Serum
und nur dieses, den Gang der Entstehung des spezifischen Immun-,
opsonins (Bakteriotropine NEUFELDS). Denn am 4. Tage nach der
Impfung beginnt ein thermostabiles Immunopsonin aufzutreten, das
am 6. Tage bereits reichlich vorhanden ist. In dieser Zeit ist aus dem
Versuch mit dem aktiven Serum nicht zu erkennen, ob ein normales
oder ein immunisatorisch entstandenes Opsonin vorliegt; wird die
Inaktivierung angewendet, so ist der Unterschied evident, ein normales
Opsonin wire verschwunden, ein immunisatorisch entstandenes leidet
un'ter der Inaktivierung fast gar nicht. Am 4. Tage nach der Impfung
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ist ein betrichtlicher Unterschied in den Werten des aktiven und
inaktiven Serums zu konstatieren; dies ist augenscheinlich damit zu
erkliren, daB auBer der Neuehtstehung des Immunopsonins noch das
normale Opsonin, das in der negativen Phase verschwunden war,
wiederkehrt.

Es gelingt somit bei gleichzeitiger Untersuchung von aktivem und
inaktivem Serum festzustellen:

1) Daf iiberhaupt keine Infektion gegentiber dem betreffenden Bakterium
vorliegt (normales Tier).
Aktives Serum ergibt normale Zahl,
inaktives Serum ergibt fast O.

2) DaB zur Zeit der Untersuchung eine starke Durchseuchung mit dem
betreffenden Bakterium stattfindet (negative Phase).
Aktives Serum ergibt sehr niedrige Werte,
inaktives Serum ergibt fast O.

3) Daf immunisatorisch entstandene Stoffe nachweisbar sind.
Aktives Serum ergibt annihernd normale Werte,
inaktives Serum ergibt je nach dem Zeitpunkt verschieden hohe
‘Werte, aber stets hohere, als normales inaktives Serum.

Diese gleichzeitige Untersuchung von aktivem und inaktivem Serum
wiirde also nicht nur die Art der Infektion, sondern auch die Periode,
in welcher der Patient sich befindet, erkennen lassen.

E. Ueber Leukocytenstimulantien.

Das Wesentlichste der NEurELDschen Studien besteht bekanntlich
in der Erkenntnis, daB die Immunopsonine direkt auf die Bakterien,
nicht aber direkt auf die Leukocyten wirken. Dal die opsonischen
Substanzen nur eine direkte Verwandtschaft zu den Bakterien, nicht

.aber zu den Leukocyten haben, 4Bt sich leicht zeigen. Wir haben

Leukocyten mit inaktivem Immunserum eine Stunde in Kontakt bei
370 gelassen, zentrifugiert, gewaschen und dann in physiologischer Koch-
salzlosung mit den Staphylokokken zusammen gebracht. Die resul-
tierende phagocytire Zahl war 0,4. Solche direkt auf die Leukocyten
wirkende Stoffe hat man nach METSCHNIKOFFschem Vorgange als
Stimuline zu bezeichnen; wir nennen sie, da wir im allgemeinen mit
kérperfremden Stoffen gearbeitet haben, Stimulantien. Bei unserer Art
der Technik war es méglich, auch diese Seite der Phagocytose bei Ver-
wendung von Arzneistoffen etc. quantitativ zu verfolgen. Um iiber die
in Betracht kommenden Mengenverhéltnisse der zu untersuchenden Stoffe
einen ungefihren Anhalt zu besitzen, schienen Vorversuche mit ein-
facherer Technik am Platze. Wir wihlten dazu die Phagocytose von
Ochsenblutkérperchen (0,5 cem einer 5-proz. Aufschwemmung in physio-
logischer NaCl-Losung) durch Kaninchenleukocyten (0,5 ccm einer in der
beschriebenen Weise her gestellten Aufschwemmung) unter Zusatz von
einem spezifischen inaktiven Immunserum (0,2 ccm Serum eines mit

.
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Ochsenblut vorbehandelten Kaninchens). Nach einstiindigem Aufenthalt
der Proben bei 37° erfolgte Untersuchung im hiingenden Tropfen. Aus
dem Verhéltnis der Zahl der Leukocyten mit Phagocytose zu der Gesamt-
zahl der Leukocyten -erhielt man ein ungefihres Bild von den Mengen-
verhéltnissen, in denen die einzelnen Stoffe angewendet werden muBten ;
und fiir jeden Stoff stellten wir uns auf diese Weise eine Kurve her,
deren Hochstpunkt diejenige Konzentration des Stoffes zeigt, bei der
uns die Phagocytose der Erythrocyten die reichlichste zu sein schien.

So lag z. B. das Maximum der Phagocytose bei
Chinin. hydrochloric. (1 Proz. in Wasser mit ganz geringem HCI-
Zusatz gelost) bei der Verdiinnung 1:128.

Alkohol absol. bei der Verdiinnung 1:512,

Nucleinsture (2 Proz.) bei 1:2,

Pepton Wirre (1 Proz.) bei 1:256 ete.

Unter Beriicksichtigung dieser Resultate wurde nun die erste
Versuchsserie so angestellt, dal zu Staphylokokken und Leukocyten
(in physiologischer NaCl-Losung) fallende Mengen der verschiedenen
Stoffe zugesetzt wurden.

Z. B. Bakterienemulsion (19,6 Mill. in 1 emm) 1 cem

Leukocyten (0,7 Mill. in 1 emm) 05
phys. NaCl-Losung 1L
Chininlésung (D
Chininlgsung 19/, Phagocytidre Zahl
0 0,8
verdiinnt 1:30 davon 0,5 0,2
o 15190530 .1 05 5,0
5 1520 Q 001 0.5 2,0
Nukleinséure 2 9/,
0 0,8
0,5 0,8
verdiinnt 1:2 davon 0,5 5,2
1:4 ° . 056 2,2

Man ersieht, daf Chinin in der Menge von 0,5 der 30-fachen Ver-
diinnung die phagocytire Zahl herabsetzt, also in dieser Konzentration
noch als Leukocytengift wirkt. Bei entsprechender Dosis aber zeigt
sich eine deutliche und -erhebliche Erhohung der phagocytiren Zahl,
die bei weiterer Verdiinnung wieder sinkt. _

Es braucht wohl kaum betont zu werden, dal diese Zahlen keine
absoluten sind, sondern nur fiir die gewéhlte Versuchsanordnung (Zeit!)
gelten. Immerhin zeigen sie deutlich die zahlenmé&Rig festgestellte
Stimulation der Leukocyten. Nur aus &duBeren Griinden war es uns
unmoglich, die optimalen Punkte der Wirkung der benutzten Stoffe
genauer auszutitrieren.

Bei der Wichtigkeit dieser Feststellungen schien es geboten, die
gleichen Versuche nicht nur in physiologischer NaCl-Losung, sondern
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auch unter Bedingungen anzustellen, welche an sich zur Phagocytose
fiilhren. Es galt also die opsonische Wirkung z. B. des Normalserums
durch die gefundenen Leukostimulantien zu erhéhen.
1. Versuch.
Staphylokokken (19,6 Mill.) 1,0

akt. Normalserum
Leukocyten (0,9 Mill. in 1 cmm) 0,5

Chininlésung 0,5

Chininlésung 1 9/, Phagocytsire Zahl

0 15,0

1:30 davon 0,5 4.7

129000015 0,5 19,6

1572705 & 0,6 16,6

Der gleiche Versuch mit 2-proz. Nucleinséure L. 0,5 Mill. B. 22,5 Mill.

Nukleinsture 2 9/, Phagocytire Zahl

0 15,0

0,5 18,2

1:2 davon 0,5 21,7

1:4 , 05 17,3

1581 - 5 105 16,0

Es zeigt sich das gleiche Phiinomen: Chinin in zu groBer Dosis
setzt die phagocytire Zahl herab, in richtiger Menge erhoht es, ebenso
wie die Nucleinsiure, die phagocytire Zahl um etwa 25 Proz.
Das gleiche Resultat zeigt sich bei Anwendung von Immunserum.
Staphylokokken 87,3 Mill.
Leukocyten (O
plus Immunserum Phagocytdre Zahl 21,5

plus Immunserum plus Chinin 19/, 1:90 davon 0,5 25,9
plus Immunserum plus Nucleinssure 29/, 1:2 davon 0,5 26,1

in 1 cmm

Und schlieflich wurde der gleiche Versuch mit inaktiviertem, also
unwirksamem Normalserum ausgefiihrt.

L. 0,85 MillL B. 22,4 Mill. in 1 cmm
Chinin 19/, Phagocytire Zahl
verdiinnt 1:30 davon 0,5 0,2
5 1.:90 "= - = 10,5 5,2
,, 1o 2708 )y 05 2.1
Nucleinsaure 2 9, :
0,5 0,8
verdiinnt 1:2 davon 0,6 5,3
S e e A 2,2

Aus besonderen Griinden schien es uns noch wesentlich, diese Ver-
suche mit sensibilisierten, wenn moglich schwach sensibilisierten Staphylo-
kokken zu wiederholen. Wir 'haben deshalb in gewdhnlicher Weise
Staphylokokken mit unserem Immunserum — aber in 5000-facher Ver-
diinnung angewendet — bei 37° eine Stunde in Kontakt gelassen, dann
mehrmals zentrifugiert und gewaschen. Auf diese Weise wurde eine
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Reihe von Versuchen derart angestellt, daf 1,0 ccm Bakterien -+ 0,5 cem
Leukocyten - 0,56 ccm der zu untersuchenden Losung gemischt und
in gewohnlicher Weise untersucht wurden.

Chinin. hyd TR0 . 22,7
iniz by drophlon i, E (2),(;; Phagocytire Zahl

0 7,6

1:30 davon 0,5 0,2

190 ==5 05 12,3

1 27 05l 2015 9,2
Nucleinsaure 29/, B. 225
L. 0,64

0 7,2

1:2 davon 0,5 12,0

U e S G 53 9,0

Am selben Tage wurde ein Versuch mit folgenden 3 Stoffen gemacht:
Alkohol absol. B. 22,6

L. 0,54
Konzentration Phagocytidre Zahl
0
1:300 davon 05 2.1
156007 220 5 13,2
16390088 SE 00’5 1104
Jodkalium 1:1000 ., 05 12,5
1= 150080 =05 9,7

Staphylolysin (das bekanntlich im Leukocidin
ein starkes Leukocytengift besitzt)

1: 500 davon 0,5 12,1

1:1000 , 05 9,1
Ferner: Pepton Witte 19, L. 0,7
: B. 225

0 il

1:200 davon 0,5 3,1

1:400 , 05 16,1

1:800 , 05 10,4

Es geht aus diesen Versuchen hervor, daf mit Opsonin beladene
Staphylokokken von den Leukocyten reichlicher bei gleichzeitiger An-
wesenheit von Leukostimulantien aufgenommen wurden; und diese
Leukostimulation findet sich sowohl dem Normal- wie dem Immun-
opsonin gegeniiber, sie ist auch ohne jedes Opsonin nachweisbar.

Ordnen wir unsere Leukostimulantien nach dem Hohepunkt der
phagocytiren Zahl, den wir damit erzielt haben, so steht an der Spitze
das Pepton, das in der Konzentration 1:160000 eine Erhohung der
phagocytiren Zahl von 7,1 auf 16,1 bewirkt hat. Man wird dabei an
die Wirkung der Verdauung denken, die, wie aus den Ver-
suchen zu schliefen ist, eine direkte Leukostimulation
bewirkt.

Nicht ohne Interesse ist auch der Staphylolysinversuch; er zeigt
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daB auch die bakteriellen Leukocytengifte in entsprechender Dosis
Leukostimulantien sind, und es wire interessant, das Tuberkulin nach
dieser Richtung zu untersuchen?). Wer in der Phagocytose einen Heilungs-
vorgang infolge Eliminierung der Krankheitserreger sieht, wird in
unseren Versuchen die experimentelle Stiitze fir die Anschauung
finden, daR Bakterien durch die leukostimulierende Eigenschaft ihrer
Produkte zu ihrer eigenen Eliminierung und Zerstérung beitragen.

Im Zusammenhang mit diesen Versuchen steht auch der p. 20 er-
wihnte Versuch mit dem DEuTscHMANN-Serum. DaR das DEUTSCH-
MANN-Serum kein Staphylokokkenopsonin enthilt, haben wir gezeigt,
aber andererseits festgestellt, daf es zu den Leukostimulantien gehort.
Es liegt auf Grund unserer Nucleinsiiureversuche nahe, auch die
Wirkung des DrurscEMANN-Serums auf Nucleine zu beziehen; denn
es wird ja bekanntlich von Pferden gewonnen, die kurze Zeit, nachdem
ihnen enorme Mengen von Hefe einverleibt sind, zur Ader gelassen
werden. Es wire dies die erste plausible Erklirung fir die nach einer
Reihe von Berichten vorhandene giinstige Wirkung des DEUTSCHMANN-
Serums.

Unsere Versuche iiber Leukostimulation lassen an eine kombinierte

. Therapie denken, bei der spezifische Sera und gleichzeitig Leuko-

stimulantien in Anwendung kommen.

Zusammenfassung.

A. B. Zur Methode.

1) Fiir quantitative experimentelle Untersuchungen der Opsoninfrage
eignet sich fir Staphylokokken unsere Methode der ,Restzihlung“.

2) Tote Staphylokokken werden in Kochsalzlosung, in Normal-
serum und in Immunserum mehr phagocytiert, als lebende Staphylo-
kokken, ebenso wie dltere Kulturen mehr phagocytiert werden, als.24-
stiindige Kulturen. ;

3) Bei unserer Versuchsanordnung ist in 30 Minuten die Phago-
cytose im wesentlichen beendet. :

4) Durch unsere Chininkontrollen wurde gezeigt, dal die Vitalitit
der Leukocyten ausschlaggebend fir das Verschwinden der Bakterien
aus dem Filtrat war.

5) Bei gleichbleibender Bakterien- und Serummenge kann die Zahl
der Leukocyten um das 4-fache vermindert werden, ohne daf die phago-
cytire Zahl sich dndert.

6) Die WricuTsche Methode der Bakterienzihlung ist bei einiger
Uebung sehr verldRlich.

1) Zusatz wihrend der Korrektur: CarmerTe berichtet tiber solche
Versuche (Compt. rend. de la soc. de biol., 1907).
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7) Ein Vergleich zwischen unserer Restzihlung und der direkten

Zihlung der phagocytierten Bakterien ergab keine erheblichen Diffe-
renzen.

C. Normalopsonine.

1) 13 Sera von normalen Kaninchen zeigten in aktivem Zustande
Werte von 15,0—15,9.

2) 6 Kontrollversuche in physiologischer NaCl-Lésung die Zahlen
0,1—0,8.

3) Bei 20-facher Verdiinnung sinkt die phagocytire Zahl des Normal-
serums auf 8,6 — bei 200-facher Verdiinnung auf 1,2 — bei 400-facher
Verdiinnung ist ein hoherer Wert als in Kochsalzlosung nicht mehr
nachweisbar.

4) Die untersuchten Sera von Mensch, Pferd, Rind, Meerschweinchen
zeigten Werte von 14,2—15,7.

5) Inaktiviert zeigten dieselben Sera einen Wert von 0,2—0,7.

F)‘) Durch Absorption mit lebenden oder toten Staphylokokken ver-
sghwmdet das Opsonin aus dem Normalserum bis auf einen Rest, der
n.mht absorbierbar zu sein scheint. Dieser Restkérper scheint reich-
lich vorhanden zu sein und ist vielleicht kein Opsonin, sondern ein
Stimulans.

: 7) Die zur Absorption verwendeten Bakterien sind opsoniert und
ble{ben es, auch wenn sie nach der Sensibilisierung auf 58° (1 Stunde)
c'arhltzt werden. Die durch das Opsonin gesetzte Verinderung ist also
im Gegensatze zu dem diese Verinderung bewirkenden Normalopsonin
selbst thermostabil.

D. Immunopsonine (Bakteriotropine NEUFELDS).

1) Die Opsonine des Immunserums sind thermostabil.

2) Ein hochwertiges Immunserum zeigt eine hohere phagocytiire
Zahl, als ein Normalserum.

3) Die Wertigkeit eines Immunserums Ilift sich aber nicht aus
dem Werte der phagocytiren Zahl des unverdiinnten Serums, sondern
nur durch Austitrieren des Serums mittelst der Verdiinnung erkennen.

4) Noch mit 1000- und mit 5000-fach verdiinntem Immunserum
war eine starke Sensibilisierung maoglich.

5) Die gleichen Versuche waren mit bei 60° (1 Stunde) abgetdteten
Staphylokokken moglich.

6) Das im Handel befindliche Staphylokokkenserum erwies sich als
spezifisch opsonierend. '

7) Das Serum von DEUTSCHMANN hatte ebenfalls eine die phago-

.cytdre Zahl steigernde Kraft, hatte aber keine spezifische Affinitit zu

den Staphylokokken. Seine opsonische Wirkung muf andere, noch zu
besprechende Ursachen haben.

é_B) A1.1s dem Vergleiche der phagocytiren Zahlen des aktiven und
des inaktiven Serums li8t sich nicht nur die Art der Infektion er-
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kennen, sondern auch ersehen, ob zur Zeit der Untersuchung die ,nega-
tive Phase“ besteht, oder ob bereits immunisatorische Reaktionen ein-
gesetzt haben.

9) Nach intravendser Einspritzung lebender Staphylokokken haben
wir in den folgenden Tagen stets eine sehr deutliche ,negative Phase®
beobachtet. Nach Einspritzung lebender Colikultur haben wir keine
negative Phase gegeniiber Staphylokokken beobachtet. Bei Injektion
toter Staphylokokken waren die Ergebnisse unregelmiBig. Bei einem
an akuter Osteomyelitis leidenden Menschen haben wir gleichfalls eine
auBerordentlich geringe phagocytire Zahl beobachtet.

E. Leukostimulantien.

1) Eine Reihe von Stoffen, die in grofer Dosis Gifte fiir die Leuko-
cyten sind, vermogen in entsprechend geringer Dosis die phagocytire
Kraft der Leukocyten zu stimulieren.

9) Auf diese Weise lift sich die phagocytire Zahl sowohl in physio-
logischer NaCl-Losung, wie in aktivem Normalserum, wie in Immun-
serum, wie auch schlieflich gegeniiber sensibilisierten Bakterien er-
heblich steigern.

3) Zu diesen Leukostimulantien gehdren z. B. das Pepton (Ver-
dauung!), die Nucleinséure, das Chinin, das Jodkalium etc.

4) Die in vitro nachweisbare stimulierende Wirkung des DEUTSCH-
MANN-Serums ist wohl auf den Nucleingehalt zu beziehen.

Fiitterung von Midusen mittelst
Magensonde').

Von

Dr. Lewis Hart Marks (aus New Orleans),
fritherem Assistenten der Abteilung.

Hierzu 4 Abbildungen.

1) Hine entsprechende Arbeit habe ich im ,Journal of experimental

medicipe“ Vol. 10, No. 1, Januar 1908, New York, in englischer Sprache
erscheinen lassen.




Fﬁr viele experimentelle Zwecke ist es wichtig, Miuse mit be-
stimmten Quantititen von Substanzen zu fiittern. Die bisher in Be-
tracht kommende Methode der Verabreichung von gewogenen Mengen

Fig. 1.

Fig. 2.

Cakes, mit welchen die Substrate vermengt sind, welche bekanntlich
von EHRLICH stammt (Deutsche med. Wochenschr., 1891, p. 976), reicht
fiir die meisten Fille gewil vollig aus, ist aber natiirlich von dem Appetit
der Tiere abhiéingig. Ich habe nun die direkte Magensondierung aus-
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probiert und mich davon tiberzeugt, dal bei geeignetem Instrumentarium
eine sehr geringe Uebung erforderlich ist, um ganze Serien von Méusen
intrastomachal in kurzer Zeit zu fiittern; es ist dabei ein genaues
quantitatives Arbeiten moglich, da die Méuse nicht vomierel.l.

Die eigentliche Magensonde (cf. Fig. 1) besteht aus einem ganz
feinen Seidenkatheter, etwa von der Art der Ureterenkatheter, 6/, cm

Fig. 3. ; Fig. 4.

lang und an einem Ende mit einem Kaniilenansatz versehen, welch(?r
auf das untere Ende einer gewohnlichen Pravaz-Spritze palt. Das freie
Ende der Magensonde ist abgerundet, um Verletzungen zu vermeidgn.
(F. und M. LAUTENSCHLAGER, Frankfurt a. M. Die Katheter sind
lange gebrauchsfihig; sie werden zweckmilig nach jeder Benutzung
mit Alkohol durchgespiilt.

Zur Sondierung muf die Maus von einem Assistenten an der losen
Haut des Kopfes und dem Schwanz gehalten und so gerade gerichtet
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werden. Dann wird eine leichte Pinzette geschlossen zwischen die
Kiefer eingefiihrt und durch Oeffnen der Pinzette das Maul miBig weit
gedffnet. Die mit Wasser angefeuchtete Magensonde wird in der Mitte
gefalt und seitlich neben der Zunge mit ganz leichtem Druck-nach
hinten eingefiihrt; sie gleitet gewdhnlich sofort in die Speisershre, eine
Verirrung in die Luftrohre ist uns niemals vorgekommen. Wenn die
Sonde gentigend tief eingefiihrt ist, wird die Spritze gefiillt, angesetzt,
entleert, mit etwas Kochsalzlosung nachgefiillt, wieder angesetzt und
wieder entleert; danach wird die Sonde herausgezogen. Man kann
leicht 1—2 cem Fliissigkeit einspritzen und. sieht bei geniigender Menge
deutliche Vorwélbung des Magens (vgl. Fig. 2, 3, 4).

Anwendung bei einigen Stoffen.

Im folgenden seien einige Stoffe angefiihrt, deren wir zu bestimmten
Versuchen bedurften. Als Maximumdosis ist diejenige Menge anzu-
sehen, die bei einer Anzahl von Miusen (17—25 g) noch gegeben
werden konnte, ohne dal je der Tod eintrat; die letale Dosis ist die
sicher todliche.

Calomel (ih Suspension)  Letale Dosis 0,005 g
Maximale Dosis 0,002 ,,

Salzsture Let. D. 0,5 cem einer 6-proz.
Loésung
Max. D. 0,5 cem einer 5-proz.
Losung

Chin. hydrochlor. in 3%, HC1 Let. D. 0,1

Max. D. 0,08
Jodkalium : Let. D. 0,03

Max. D. 0,01
Natr. salicyl. Let. D. 0,085

Max. D. 0,02
Natriumsulfit Let. D. 0,2

Max. D. 0,09
Natriumsulfat Let. D. 0,2

Max. D. 0,08
Magnesiumsulfat Let. D. 0,4

Max. D. 0,2
Antipyrin Let. D. 0,04

Max. D. 0,01
Sublimat Let. D. 0,0007

Max. D. 0,0004
Strychnin Let. D. 0,00005

Max. D. 0,00003
Paramidophenylarsinsaures Let. D. 0,04

Natrium (Atoxyl) Max. D. 0,02
Acetyl-paramidophenyl- Let. D. 0,3
arsinsaures Natrium Max. D. 0,1

Ehrlich, Arbeiten IV, 3
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Morphin. hydrochlor. Let. D. 0,02
Max. D. 0,006
Kupfersulfat Lat. D. 0,005
Max. D. 0,002
Arsenigsaur. Na. . Let. D. 0,0005
Max. D. 0,00025
Alkohol absol. Let. D. 1 cem 20-proz. Losung pro
20 g Maus
Max. D. 1 cem 14-proz. Lésung pro
20 g Maus | %
Sicher einschlafernde Dos. 1 cem 13-proz. Liosung pro 20 g Maus ‘ .

Fiitterungsstudien an Miusen mit
einem Bacillus der Paratyphusgruppe.

Von

| Dr. Lewis H. Marks (aus New-Orleans),
\ ; friitherem Assistenten der Abteilung.




Im weiteren Verlaufe der seit Jahren fortgesetzten Studien iiber
die Bakterien der Paratyphusgruppe?!) schien es zweckmifig, an einem
groReren Tiermateriale Fiitterungsversuche anzustellen; denn es gibt
nicht viele Bakterienarten, mit denen in gleich bequemer Weise zu
arbeiten ist, die mit gleicher RegelméBigkeit bei dieser Art der Ein-
verleibung die Miuse toten und so leicht im Kadaver zu identifizieren
sind. Dazu kommt, daf die gefiitterten Tiere erst nach einer mehr-
tigigen Inkubation sterben unter Erscheinungen — wie Diarrhée, Hi-
morrhagien im Darme, sogar mit Darmperforationen, wie wir beobachten
konnten — die an den menschlichen Typhus erinnern. Und auch das
immer noch ungeklirte Inkubationsstadium schien sich bei der Ver-
fiitterung dieser Bakterienart gut studieren zu lassen. '

Als Versuchsobjekte dienten ausschlieflich weile Miuse, die zu je
4 in einem Glase saBen. Ein besonderes Registrier- und Wartesystem
war notig, um bei der sehr grofen Zahl von Miusen (mehrere Hundert)
und bei der langen Beobachtungszeit der einzelnen Tiere vor kompli-
zierenden Epizootien, vor Verwechselungen etc. etc. geniigend geschiitzt
zu sein. Der weitaus grofte Teil der Versuche ging darauf hinaus,
eine aktive Immunisierung der Méuse zu versuchen, um sie so
gegen den Tod durch Verfiitterung zu schiitzen. Das Resultat dieser
sehr zeitraubenden, iiber 3/, Jahre fortgesetzten Versuche ligt sich in
die wenigen Worte zusammenfassen, dal es uns bisher auf keinem
Wege gelungen ist, einen dauernden spezifischen Schutz gegen den
Tod durch Fiitterung zu erzielen. Wohl vermag eine intensive Vor-
behandlung den Tod um Tage hinauszuschieben, aber mehr gelingt
nicht, und auch dieses Resultat ist selten. Wir haben dabei so
ziemlich alle in Betracht kommenden Arten der aktiven Immuni-
sierung angewendet, die subkutane und intraperitoneale Einspritzung
von toten Kulturen in den verschiedensten Intervallen, die Fiitterung

1) Smipt, H., Zur Charakterisierung der Hog-Choleragruppe. Centralbl.
f Bakt., 1905, Bd. 38. — Kranepumr, Miinch. med. Wochenschr., 1905,
No. 28. — Bonus, Zeitschr. f. Hyg., Bd. 52, 1905. — N=uisser, M., Centralbl.
f. Bakt.,, 1906, Ref. Beiheft, Bd. 38.
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mit toten Kulturen in groften Mengen und lange Zeit hindurch, und
haben dabei die Art der Abtétung nach den verschiedensten und scho-
nendsten Verfahren variiert. Wir haben ferner mit stark verdiinnten
lebenden Kulturen vorgefiittert, in der Regel mit demselben negativen
Resultate; die subkutane und intraperitoneale Einspritzung lebender
Kulturen war unmoglich, weil noch /40000 ccm unserer Kultur unter
die Haut gespritzt die Tiere, wenn auch erst nach 10 Tagen, tdtete.
Von diesen Versuchen, die sich auch auf die Aggressinimmunisierung
erstreckten, seien nur einige Protokolle angefiihrt.

Tabelle I. Immunisierungsversuch.

Maus No. 154 Art des Impfstoffes Dosis | Art der Applikation

1. Tag 1 Agarkultur in 6 ccm NaCl 1 Stunde| 1,0 ccm subkutan
bei 65°

1 Tag spéter do. 50388 %

” ” do. 110 ” b2

5 Tage , |1 Agarkultur in 6 ccm NaCl 1 Stunde|?/, Oese intraperitoneal
bei 65°

4 » 7 do' 1/2 ” ”

9 7 ” ~ do' 1/‘_’ ” N2

5iisy ,»  |lebende Bouillonkultur gefiittert

(5% ,»  |gestorben mit typischem Befunde

Tabelle II. Immunisierungsversuch.

Maus No. 35 Art des Impfstoffes Dosis | Art der Applikation
1. Tag Bouillonkultur 1 Stunde bei 65° gefiittert
2 Tage spéter do. o

1 Tag 5 do. o

3 Tage ,, do. iy

1 Tag 5 do. =

1 » bh do' »

1 b2 ” do' 2

2 Tage ,, do. . i
2R ,» |lebende Bouillonkultur .
T ,» |gestorben mit typischem Befunde

Tabelle III. Immunisierungsversuch.

Maus No. 57 Art des Impfstoffes Dosis | Art der Applikation

1. Tag 24-stiindige Agarkultur in 6 ccm NaCl| 0,2 ccm intraperitoneal
1L Stun%e bei 62°

7 Tage spéter, do. O3 .

T 2 do. 0;3 1) ”

102057 ,» |48-stiindige Agarkultur in 6 ccm NaCl'/, Oese ¢
1 Stunde bei 65°

T ,» |1 Massenkultur = 12 Agarkulturen in| 1 ccm intrastomachal
12 ccm NaCl 1 Stunde bei 60°

1 Tag - do. 15 i

2 Tage ,, do. IR %

1 Tag = ,, do. 163 .

2 Tage ,, do. b s o

4 , |lebende Bouillonkultur gefiittert

14 ,» |gestorben mit typischem Befunde
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Ein paar Vorfragen waren zunichst zu beantworten, die fiir die
ganze Versuchsanordnung von Bedeutung waren. Einmal war zu unter-
suchen, ob sich gesunde Miuse, mit kranken in demselben Glase
sitzend, spontan infizieren. Wir haben das in einer Reihe von beson-
deren Versuchen niemals beobachtet, auch nicht dann, wenn eine ge-
sunde Maus in das ungereinigte Glas einer kranken Maus gesetzt
wurde. Die Gefahr also, die bei einem so grofen Betriebe trotz aller
Aufsicht moglich erschien, daf néimlich die Infektion zu einem anderen
Termin als bei der experimentellen Fiitterung erfolgte, brauchten wir
nicht zu firchten. Dagegen fiel es uns auf, mit welcher Begierde und
Geschicklichkeit viele M#use Fliegen fangen und verzehren. Wenn
die Fliegen sich vorher infiziert hatten, konnte damit eine Fehlerquelle
fir unsere Versuche gegeben sein. Und in der Tat lie sich dieser
Infektionsweg nachweisen. Wir gaben Fliegen in besonderer Versuchs-
anordnung Brot, das mit unserem Stamm N (dem Versuchsstamm)
getrankt war, entfernten am nichsten Tage das Brot und lieBen die
Fliegen 12 Tage lang mit anderem Futter in dem GefiB, ohne dafB sie
noch einmal mit N gefiittert wurden. Am 12. Tage gaben wir einer
Maus 3 Fliegen in ihr Glas, die auch bald verzehrt wurden. Die Maus
starb in typischer Zeit mit typischem bakteriologischen Befunde. Wir
waren deshalb auf Vertilgung der Fliegen besonders bedacht und lieRen
auch fiir die Miusegliser Deckel mit besonders dichtem Geflecht her-
stellen. Uebrigens gelang uns dieser Fliegenversuch nur das eine Mal;
und daB unsere Laboratoriumsfliegen nicht infiziert waren, lehrte die
Verfiitterung von 76 Laboratoriumsfliegen an 5 Méuse, die sémtlich
gesund blieben. Anderes Ungeziefer unserer M#use, wie Flohe, brauchten
wir nicht zu berticksichtigen, da nichts sichtbar war.

Der von uns benutzte Stamm N ist ein sogenannter Schweinepest-
stamm, algo seinerzeit aus dem Schwein geziichtet, mit allen morphologi-
schen und kulturellen Merkmalen der Bacillen der Paratyphusgruppe. Sein
agglutinatives Verhalten ist mehrfach beschrieben worden. Der Stamm
hat seine Virulenz durch Jahre hindurch gut erhalten und es geniigen
wenige Miusepassagen, um ihn wieder vollvirulent zu machen. Wie
erwihnt, totete 1: 100000 cem gewohnlich in 10 Tagen.

Zur Fiitterung wurden im allgemeinen 24-stiindige Bouillonkulturen
benutzt, mit denen Brotstiicke reichlich getréinkt wurden. Die MAuse,
zu je 4in einem Glas, blieben 16 Stunden ohne Nahrung und erhielten
dann nur diese Brotstiickchen. Am nichsten Tage wurden sie in neue
sterile Gliser umgesetzt und in gewohnlicher Weise gefiittert. In der
iiberwiegenden Mehrzahl der Fille gingen die Tiere zwischen dem 7.
und 10. Tage nach der Fiitterung unter Diarrhée ein, die Sektion zeigte
hyperdmischen Darm mit Himorrhagien, ganz selten auch Perforationen,
gelegentlich kleinste Herde in der Leber, mifig grofe Milz. Eine
Oese Herzblut auf ENDO-Agar ausgestrichen, ergab stets reichlich Rein-
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kulturen des verfiitterten Stammes, ebenso eine Oese des Diinndarminhalts,
wéahrend, wie die vielen Kontrollen zeigten, der Diinndarminhalt der
normalen Maus fast immer steril ist.

Die Tiere sind nach der Fiitterung bis etwa 2 Tage vor dem Tode
anscheinend vollig gesund, und selbst von einem erfahrenen Kenner
dieser Tiere nicht von einer normalen Maus zu unterscheiden. Auch
die Temperaturmessung, die ich fir Méuse erprobt hatte, gibt keinen
Aufschlul. Erst durchschnittlich vom 6. Tage an beginnt die erkenn-
bare Krankheit, das Verkleben eines Auges, dann auch des anderen,
das gestrdubte Fell, die septische Haltung. Schlachtet man aber
eine gefiitterte Maus am 3. und 4. Tage, an dem sie also
noch vollig gesund erscheint, und iibertrigt man das Herzblut
mittels Kapillare in ein CoNrADIsches Gallenrohrchen, von dem am
ndchsten oder tibernichsten Tage eine ENDo-Platte ausgestrichen wird, so
ist der Nachweis der verfiitterten Bakterien hiufig zu dieser Zeit im
Herzblut leicht moglich. Untersucht man gleichzeitic den Magen-
und Darminhalt, speziell den Inhalt des Diinndarms mittels Enpo-Platten,
so findet man die verfiitterten Bacillen in den ersten Tagen nicht
wieder, die erst reichlicher auftreten, wenn die Maus bereits einen
kranken Eindruck macht.

Wir haben auf diese Weise bei einer grofien Zahl von gefiitterten
M#gusen den Nachweis der im Herzblut zirkulierenden Bakterien fiihren
konnen, zu einer Zeit, als die M&use noch vollig gesund erschienen
und mehrere Tage vor dem Tode der gleichzeitig gefiitterten Kontrollen.
Ein Beispiel zeigt Tabelle IV.

Tabelle IV.

Die Hiufigkeit des Vorkommens im Herzblut und Diinndarm.
Serie C. 10 Miuse gleichmiBig gefiittert am 25. Mai 1907.

Maus getdtet mit Chloroform Diinn- | Maus Kontrollen :
No. am Herzblut darm No. gestorben am
274 | 1. Tag nach der Fiitterung | steril steril 271 7. Tage
259 2‘ » ” ” ” ”, ¥ 4 ” £ 276 7' »

252 (535, % o 5 positiv | negativ | 277 S
273 4' ” ” 7 2 ” Jdcs 275 9' »
2050 11BN 5 3 » » positiv

270 6 ” ” » ” ” ”

Das septische Aussehen der M#use fillt also nicht mit dem Beginn
der Sepsis zusammen, sondern folgt ihr immer erst einige Tage; die
reichliche Vegetation im Darmkanal, zumal im Diinndarm, ist nicht die
Ursache der Sepsis, sondern deren Folge. Denn es sind be-
reits Bacillen im Herzblut nachweisbar, wenn der Diinndarm noch
steril ist und wenn weder im Magen noch in den anderen Darmab-
schnitten die verfiitterten Bakterien nachweisbar sind. Ob im Verlauf
des septischen Prozesses die Bacillen in den Darm ausgeschieden
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werden — wobei man natiirlich an die Galle denken wird — oder ob
die im Darm zwar nicht nachweisbaren, aber doch spérlich vorhandenen
Bacillen zur Wucherung erst dann kommen, wenn der Organismus
durch die Sepsis seiner Abwehrkrifte diesem Bacillus gegeniiber be-
raubt ist, oder ob schlieflich — was wohl das Wahrscheinlichste ist —
beide Moglichkeiten zutreffen, Ausscheidung in den Darm und Wuche-
rung der dort primér vorhandenen wenigen Bacillen ist nicht zu ent-
scheiden gewesen.

Wir werden demnach den ganzen ProzeBR als Sepsis auffassen
miissen, dessen letztes Stadium die reichliche Wucherung im Darm ist; |
wo aber dieser septische Prozel seinen Ausgangspunkt hat, dariiber
geben diese Fiitterungsversuche keinen sicheren Aufschluf. Es war ja
leicht festzustellen, dal das Einschmieren der Kultur in das Maul ge-
niigt, um das typische Krankheitsbild hervorzurufen. Aber hier konnte
direkte Infektion des oralen Teiles, ferner Hineingelangen verschiuckter
Bacillen in die tieferen Abschnitte des Magendarmkanales, schlieBlich
auch Aspiration in die Lungen in Frage kommen; auch das direkte
Einbringen in das Rectum, das ebenfalls zum typischen Tod fiihrt, ist
zur sicheren Entscheidung nicht heranzuziehen. Dagegen.wurde ver-
sucht, wig sich die Infektion bei direktem Einbringen der Bacillen
(1 ecem Bouillonkultur) in den Magen mittels meiner intrastomachalen
Methode verhielt. Das Eintreten einer typischen Infektion auf diesem
Wege beweist natiirlich ebensowenig etwas fiir den Priméraffekt, wie die
Fiitterung; wohl aber hétte das Ausbleiben einer Infektion einen Finger-
zeig gegeben. Meine zahlreichen Versuche lassen sich nun dahin zu-
sammenfassen, dal in der iiberwiegenden Mehrzahl der Fille eine
typische Infektion auch bei direkter intrastomachaler Einfiihrung ein-
trat, daf aber eine nicht ganz geringe Zahl der so infizierten Miuse 3
Wochen und lidnger iiberlebte; diese iiberlebenden erlagen tibrigens
einer spiteren gewohnlichen Fiitterung; das ist bei der grofen Regel-
méBigkeit, mit der die in gewo6hnlicher Weise gefiitterten M#use starben,
immerhin auffillig. Auch bei grofter Zuriickhaltung diirfen wir deshalb
das eine daraus folgern, dal auch die direkt in den Magen in sehr

‘groBer Zahl gebrachten Bacillen nicht immer zu infizieren brauchen,

vielleicht sogar weniger ‘leicht infizieren, als wenn eine gewd6hnliche

Fiitterung erfolgt, bei der die Chancen der Infektion (durch Aspiration

in die Lungen, durch Eindringen in den oberen Teil des Digestions-
traktus ete.) grofer sind.

: Entsprechend dieser Auffagssung, daf die Eintrittspforte nicht nur
in einem Darmabschnitt gesucht werden kann und daB nicht die primére
Vermehrung im Darm das Ausschlaggebende des Prozesses ist, war
von einer Beeinflussung der Infektion durch besondere Fiitterungen
nicht viel zu erwarten, und wir haben auch einige resultatlose Reihen
mit besonderen Diiten zu verzeichnen.
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Dagegen wurde versucht, in allgemeinen Einwirkungen auf den
Organismus den Infektionsprozef nach der Fiitterung zu beeinflussen.
Freilich erfordern diese Versuche grofe Reihen von Tieren mit eben-
solchen Kontrollreihen, wenn man nicht durch das zufillig lingere
Ueberleben einiger Tiere, das gelegentlich bei der Abschwichung des
Stammes sich einstellt, irregefiihrt sein will. Wir werden deshalb aus
unseren zahlreichen Versuchen nur diejenigen erwihnen, die eine ge-
niigende Konstanz der Resultate bei mehrfachen Wiederholungen und
bei einer groRen Anzahl von Tieren ergaben. Es sind das Versuche, in
denen wir die Tiere nach der Fiitterung bei verschiedenen Tem -
peraturen unter sonst moglichst gleichen Versuchsbedingungen
hielten. Und zwar kamen gleichm#Bige Temperaturen iiber 309 ferner
schwankende Zimmertemperaturen, Kellertemperaturen und
gelegentlich auch Eisschranktemperaturen in Anwendung. Ge-
wohlich wurden je 8 oder 12 Méiuse moglichst gleicher Grofe zu den
Versuchen verwendet. Es hat nicht die geringste Schwierigkeit, Méuse
dauernd bei Temperaturen von - 7° bis 4-35° zu halten, nur muRf
man bei feuchter Laboratoriumsluft, zumal also im Sommer, acht geben,
daB nicht die Feuchtigkeit in den M#useglisern zu grof wird; man
muf dann die Miuse oft umsetzen. Das Resultat 14Rt sich dahin zu-
sammenfassen, daRl mit unserem Stamm gefiitterte Méuse bei gleich-
méBiger Temperatur zwischen 30 und 35° gehalten regelméRBig
um einige Tage linger leben, als die bei tieferen Temperaturen
‘gehaltenen Miuse. Der Verlauf ist hiufig der, dal die ersten Miuse
im Brutschrank erst dann sterben, wenn bereits alle Miuse bei tieferen
Temperaturen gestorben sind, und eine Verlingerung der Zeit zwischen

Tabelle V.

Fiittterungsversuche bei verschiedenen Temperaturen.
Serie E. 12 Mduse, gleichmiBig gefiittert.

Todestag 1]2|3(4]5]6]7|8|9 [10[11]12[13[14]15]16]17|18] 19] 20
6 Miuse im Brutschrank
Temperatur:
Min. +380° Max. + 32°

1 +

2 ; e

3 ot

4 T

5) ek

6 ol T| Summas:
77 Tage

6 Miuse im Keller |
Temperatur: ‘
Min. +15,0° Max. +175° 2

7 b T

8 S il

9 Aahed by

10 =IKr |

11 L R R L [ R Summa :

12 e o e s i e Ko 55 Tage
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Fiitterung und Tod um 8 Tage und mehr gegeniiber den anderen
Méiusen ist im Brutschrank nicht selten. Aber auch wenn die ersten
Méiuse gleichzeitig oder fast gleichzeitig sterben, zeigt der Durchschnitt
eine Differenz zugunsten der warm gehaltenen Miuse. FEin Beispiel
zeigt Tabelle V.

Dieser Unterschied, den warm und kalt gehaltene Miuse zeigen,
ist auch deutlich gegeniiber den bei warmen, allerdings schwankenden
Laboratoriumstemperaturen gehaltenen M#use. Fiir dieses einzigartige
Verhalten, das jedenfalls mit dem Bacillenwachstum direkt nichts zu
tun hat, vermégen wir eine Erklirung auf Grund von Versuchen nicht
zu geben; es ist uns aber eine Stiitze unserer Anschauung, daf die
allgemeinen Einflisse auf den Organismus die Resistenz gegen die
himatogene Infektion zu modifizieren vermogen. So werden auch
Darmdesinfektionsmittel wirkungslos bleiben, wenn sie nicht zugleich
den ganzen Korper von den eingedrungenen Keimen zu befreien helfen,
und eine immunisatorisch erzielte lokale Darmimmunitit wiirde fiir
unseren Fall wahrscheinlich ebenfalls ohne Nutzen sein, wir haben sie
auch experimentell nicht hervorrufen kénnen.

Wir enthalten uns weitgehender Schliisse auf andere Fiitterungs-
krankheiten, so naheliegend die Analogie gerade mit dem Typhus er-
scheint. Nur mochten wir auf eine unmittelbare Konsequenz unserer
Versuche hinweisen. Zu der gleichen grofen Gruppe wie unser Stamm
gehort bekanntlich der Mausetyphusbacillus; es diirfte sich nach unseren
Versuchen empfehlen, das Auslegen der Miusetyphuskulturen in den fiir
die Tiere an sich ungiinstigen Jahreszeiten vorzunehmen; Feuchtigkeit
und Kilte werden dem Krankheitsprozef bei den Miusen forderlicher
sein, als gleichm#fRige Wirme und Trockenheit.

SchlieBlich seien noch einige interessante Nebenbefunde erw#hnt.
Die durchschnittliche Zeit zwischen Fiitterung und Tod betrigt, wie
erwdhnt, gewdhnlich 7—10 Tage. Ein fritherer Tod (5 Tage) gehort zu
den Seltenheiten, ein spiterer Tod (15, 16 Tage) ist nicht so selten,
aber sehr selten ist ein noch lingeres Ueberleben. Ueberlebt aber
einmal eine Maus die Fiitterung um 3—4 Wochen, so liegt die Ver-
mutung nahe, daf trotz aller gleichzeitigen Kontrolle vielleicht doch
die Fitterungsinfektion eine unvollstindige gewesen ist. Wir haben
deshalb alle iiberlebenden M#use nach entsprechender Zeit nachgefiittert.
Wir verfiigen tiber wenige solcher mehrfach in langen Intervallen ge-
fiitterter Méuse, aber wir besitzen keine einzige, welche wirklich dauernd
iiberlebt hétte, denn schlieBlich, wenn auch erst nach Ablauf von
Monaten, sind sie alle eingegangen, auch wenn sie wochenlang mit den
Infektionserregern nicht mehr in Beriihrung gebracht waren; und alle
derart eingegangenen Miuse zeigten im Herzblut und Diinndarm groRe
Mengen des Bacillus N, mit dem sie gefiittert waren. Dabei waren sie
in der ganzen Zeit nie krank gewesen, sie schienen die Infektion glatt
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iiberstanden zu haben; aber es war eben doch im Korper ein Herd
zuriickgeblieben — der auch einmal als Leberabszef leicht erkennbar
war — welcher plotzlich wieder aufflackerte und zum septischen Tode
fithrte. Auf diese Weise haben wir Inkubationen von Monaten
beobachtet, d. h. wir haben Fille gesehen, wo zwischen letzter Fit-
terung und erster erkennbarer Erkrankung Monate
lagen. Es wird keine unberechtigte Analogie sein, wenn man bei
manchen menschlichen infektiosen Erkrankungen #hnliche, ungewohnt
lange Inkubationszeiten supponiert.

In der Tat hat ja auch ConraDI (Klinisches Jahrbuch, Bd. 17, 1907,
p. 301) solche ungewdhnlich langen Inkubationszeiten beim menschlichen
Typhus beschrieben.

Zur
Technik der Widalschen Reaktion.

Von

Dr. L. H. Marks (aus New-Orleans),

fritherem Assistenten der Abteilung.

Hierzu 2 Abbildungen.




Die von M. NEISSER vor 6 Jahren ausgebildete und von
. ProEscuer (Centralbl. f. Bakt., Bd. 31, 1902, p. 400) publizierte
Technik der WrparLschen Reaktion basiert bekanntlich aaf folgenden
Prinzipien:

1) Verwendung einer mit Formalin abgetdteter Bouillonkultur ;

2) Ansetzen einer geometrischen Reihe (Verdiinnungen 1:2, 1: 4,
1:8 ete.) in besonders einfacher Weise;

3) alle Proben enthalten gleiche Mengen Bacillen und gleiches Ge-
samtvolumen ;

4) Besichtigung der in flache Schilchen ausgegossenen Proben mit
schwachem Trockensystem.

An einem sehr groBen Material von Untersuchungen und Versuchs-
reihen ist die Brauchbarkeit und Bequemlichkeit dieser Technik erprobt
worden, und nur kleinere Veréinderungen sind im Laufe der Jahre hin-
zugekommen. Einmal werden seit etwa Jahresfrist die Proben nicht
mehr bei 37° zwei Stunden, sondern bei etwa 45—50° eine Stunde,
und dann eine Stunde bei Zimmertemperatur gehalten — ohne daf
wir dies fiir alle Fille besonders empfehlen mochten. Weiterhin aber
schien es mir praktisch, die einzelnen Blockschilchen, die, aufeinander-
gestellt, gelegentlich einmal umfallen, in einem festen Glasklotz zu
vereinigen; weiter war es dann moglich, die einzelnen Locher des Glas-
klotzes so zu vertiefen, daB die Verdiinnungen nun nicht mehr in be-
sonderen Reagenzglisern, sondern direkt in dem Glasklotz hergestellt
werden konnten. Auf diese Weise entstand der von der Firma F. u.
M. LavreNscHLAGER (Frankfurt a. M.) hergestellte Glasklotz, den die
Abbildung 1 in etwa halber Verkleinerung zeigt. Eingeiitzte Zahlen
zeigen die Verdiinnungen bezw. die Kontrolle; ein besonderer Glas-
deckel schiitzt die Probe vor Verdunstung.

Die Besichtigung kann in gewdhnlicher Weise mit dem schwachen
Trockensystem des Mikroskopes erfolgen, aber es erschien der Lénge -
des Klotzes halber zweckmifig, ein besonderes Agglutinoskop von der
genannten Firma anfertigen zu lassen. Es besteht aus vier Stiitzen -
fiir den Glasklotz und einem in Fihrung laufenden kleinen Stativ, das
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einerseits eine Lupe (12-fach), andererseits eine Scheibe mit Planspiegel
und schwarzem Revers trigt (Fig. 2).

Die Ausfiihrung der Reaktion gestaltet sich im einzelnen folgender-
maBen: Es werden stets zwei Glasklotze benutzt, der eine fiir die
WipaL-Reaktion gegeniiber Typhusbacillen, der andere fiir die WIDAL-
Reaktion gegeniiber Paratyphusbacillen. In das erste Schilchen des

einen Klotzes kommt 1 ccm physiologischer Kochsalzlosung?), das erste
Schilchen des zweiten Klotzes bleibt zuniichst leer, alle anderen Schélchen
erhalten 0,5 cem physiologischer Kochsalzlosung. In das erste Schilchen
des ersten Klotzes kommt nun 0,2 cem Serum und nach griindlicher

Fig. 2.

Mischung 0,8 cem physiologischer Kochsalzlosung. Es sind nunmehr
2 cem eines 10-fach verdiinnten Serums darin. Mit einer !/, cem-Pipette
wird aus Schilchen 1 des Klotzes 1 je 1/, cem in
Schiilchen 2 des Klotzes 1
» 1 » ” 2
” 2 » ” 2

1) Es ist zweckmialig, die Kochsalzlosung durch Papier zu filtrieren.
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iibertragen. In den zweiten Schilchen der beiden Klbtze ist jetzt 1 ccm
20-fach verdiinnten Serums; von da wird wieder Y/, cem in Schilchen 3,
von da mnach griindlichem Durchmischen !/, cem in Schilchen 4, von
da in Schilchen 5 iibertragen; aus Schilchen 5 wird nach Durchmischen
!/, ccm entnommen und weggeblasen. Zu jedem Schilchen des Blockes 1
kommt *[, cem Typhuskultur, zu jedem Schilchen des Blockes 2 !/, ccm
Paratyphuskultur 1).

Es resultieren die Verdiinnungen, die auf dem Klotz angegeben
sind 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320. Das 6. Schilchen, die Kontrolle,
enthillt '/, ccm Kochsalz + !/, cem Typhus- bezw. Paratyphuskultur.
Nach zwei Stunden 37° und einer Stunde Zimmertemperatur, oder einer
Stunde 50° und einer Stunde Zimmertemperatur erfolgt die Besichtigung
mit dem Agglutinoskop, oder mit dem schwachen Trockensysteme des
Mikroskopes. Es gehort wenig Uebung dazu, um auf dem schwarzen
Untergrunde des Spiegelreverses die Haufenbildung deutlich zu erkennen.
In manchen Fillen ist iibrigens ein lingeres Stehen bei Zimmertempe-
ratur zweckmiRig,

1) Bouillonkslbchen zu 100 cem werden beimpft, nach eintigigem
Wachstum mit 1 cem des kiuflichen Formalins versetzt, in MaBcylinder
gefiillt und 48 Stunden abermals in den Brutschrank gestellt. Darauf
Abgiefen von event. Sediment, ndtigenfalls Filtrieren durch Faltenfilter,
Konservieren im Eisschrank; etwa 1 Monat haltbar. Auch das Fickersche
Reagenz (E. Mercox, Darmstadt) kann benutzt werden.

Ehrlich, Arbeiten IV, 4
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Seitdem die Agarplatte in sehr vielen Fiéllen an die Stelle der
Gelatineplatte getreten ist, ist man nicht mehr an den WoLFFHUGELSchen
Apparat und an die fiir diesen Apparat notwendige horizontale Lagerung
der PETRI-Schale gebunden. Ich benutze deshalb seit Jahren einen Apparat
mit senkrechter Anordnung der PETRI-Schale. Es ergeben sich daraus
mancherlei Vorteile. Einmal ist Untersuchung und besonders Zihlung
in Augenhdhe ungleich bequemer als in gebiickter Haltung — und
gerade beim Zihlen bedeutet Bequemlichkeit einen grofen sachlichen
Vorteil; dann aber ermdglicht die senkrechte Stellung eine Beobachtung
bei durchfallendem Licht, das sich auch durch eine, in geeignetem Ab-
stand aufgestellte dunkle Scheibe gleichsam abblenden und in eine Art
seitlicher Beleuchtung umwandeln 148t.

SchlieRlich 14Rt diese Anordnung auch eine besonders bequeme
Art des Abstechens der Kolonien zu. Durch die umfangreichere Ver-
wendung der Agarplatte ist fiir viele Zwecke das Oberflichen- Aus-
strichverfahren an Stelle des Plattengusses getreten?). Die Moglich-
keit der Entstehung von Doppelkolonien ist dadurch sicherlich ver-
groBert, damit aber auch die Gefahr, daf trotz Abstechens von schein-
bar einer Kolonie doch eine Mischkultur resultiert. Von Agaraus-
strichplatten wird deshalb in meinem Laboratorium nur unter Kontrolle
einer Lupe abgestochen, und das ist mit dem Apparat sehr bequem zu
erreichen.

Dieser Apparat, den die Firma E. Lerrz-Wetzlar nach meinen An-
gaben angefertigt, hat und den wir iibrigens schon 1907 auf der Aus-

1) Ich verwende seit Jahren an Stelle des Pinsels oder des Glas-
spatels etc. mit Vorteil kurze Reagenzgléser, die, in groferen, starkwandigen
Reagenzglisern steckend, mit diesen im Trockenschranke sterilisiert werden.
Die runde Kuppe des inneren Reagenzglases eignet sich vorztiglich zum
Ausstreichen. :
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stellung des Berliner Hygienekongresses ausgestellt hatten, trigt die
PeTRI-Schale in einem senkrecht stehenden Rahmen, in den die Schale
leicht einzufiigen ist. Unmittelbar hinter der PrTRI-Schale ist eine, in
Quadrate eingeteilte Glasscheibe angebracht, welche der PETRI-Schale als
Stiitze dient und durch ihre Einteilung eine bessere Orientierung er-
moglicht. Die Quadrate haben !, em Seitenléinge. Recht zweckmilig
ist noch die Einitzung von Zahlen in einer senkrechten und einer
wagerechten Linie, doch erhoht sich dadurch der Preis der Glasscheibe.
Im Abstande von etwa 6 cm ist hinter dem Schalentriiger ein zweiter

Fig. 1. Fig. 2. Fig. 3.

Rahmen angebracht, der das Einschieben einer geschwirzten Blech-
scheibe ermoglicht. Der ganze bisher beschriebene Teil ist nach Art der
Kreuztische in 2 Dimensionen durch bequeme Schrauben zu verschieben ;
dadurch kann jeder Teil der PETRrI-Schale vor die Beobachtungslupe ein-
gestellt werden. Die Lupe ist fest am Stativ angebracht, 148t sich aber
durch Lockern einer Schraube fiir die individuelle Augenhéhe einstellen.
Sie befindet sich etwa 48 em {iber Tischhohe. Als Vergroferung empfiehlt
sich am meisten eine achtfache; der Abstand von der Platte ist dann
etwa 21/, cm; durch einfaches Drehen ist scharfes Einstellen ermoglicht.
Der Lupenhalter triigt an einer verschiebbaren Hiilse einen wagerechten
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Stab, der als Handauflage beim Abstechen dient. Das Abstechen
erfolgt, zumal bei dichter Platte, ungleich sicherer, wenn der kleine
Finger der abstechenden Hand einen Stitzpunkt hat. Ein schwerer
FuB und eine starke Stiitzsiule sichern die Stabilitit des Apparates.
Urspriinglich war, wie die Abbildung zeigt, auch ein Umlegen und
dadurch eventuell Beobachtung bei horizontaler Lage vorgesehen. Aus
Grinden der Verbilligung kann von dieser nur fiir Gelatineplatten no-
tigen Komplikation Abstand genommen worden (Fig. 1, 2 u. 3). Da
die Kolonien auf der PETRI-Schale einigen Abstand von der quadrierten
Glasplatte haben, so erscheinen bei etwas verdnderter Kopfhaltung auch
etwas verschiedene Teile der PETRI-Schale in einem Quadrat. Um fiir
Zihlzwecke diesem kleinen Uebelstande zu begegnen, kann vor die
Beobachtungslupe eine Blende
mit ganz kleiner Oeffnung ge-
setzt werden, welche eine ge-
niigend konstante Augenhaltung
erzwingt. Auf Abbildung 1 ist
diese Blende am FuBe des Sta-
tivs zu sehen.

Fir die Zahlung kommen
nur Platten, die nicht zu dicht
besdt sind, in Betracht; fiir die
dichteren Platten wird immer die
mikroskopische Zihlung (siehe
Zeitschr. f. Hyg., Bd. 20, 1895,
p- 119) angewendet werden
missen. Ganz diinn besite Fig. 4.

Platten — bis etwa 150 Keime

— wird man ganz auszihlen, bei groferen Kolonienmengen geniigt es,
eine angemessene Zahl von Gesichtsfeldern mit der Lupe durchzuzihlen.
Das véllige Auszihlen ist bei dem angegebenen Apparate durch die
Kreuzfilhrung sehr erleichtert, fiir das Auszihlen eines Teiles der Platten
habe ich dem Apparate eine besondere Zihlscheibe mitgegeben, die in
Fig. 4 abgebildet ist. Sie zeigt 15 quadratische Ausschnitte in einer
undurchsichtigen Scheibe: die Ausschnitte, deren Fliche Y, Clem ist,
sind keilformig angeordnet. Es werden, unter volliger Abblendung des
tibrigen Teiles der PErrI-Schale, 15 Quadrate ausgezihlt, darauf die
PrTrI-Schale gedreht und wieder 15 Quadrate ausgezihlt, und diese
Manipulation wird im ganzen 4mal gemacht, so daf 60 Quadrate aus-
gezdhlt werden. Um jedesmal andere Teile der Platte vor die Lupe
zu bekommen, markiert man sich die verschiedenen Schalenstellungen
durch einen Blaustrich am Rande der PETRI-Schale. Die keilférmige
Anordnung der Ausschnitte ist der radiiren vorgezogen, weil die radisire
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Anordnung bei der Drehung der Platte die Plattenmitte im Verhéltnis
zur Peripherie zu reichlich vor die Lupe fiihrt. Die Z#hlscheibe zeigt
wagerechte Striche am oberen Teile, welche den Durchmesser der
PETRI-Schale in Millimetern angeben; am anderen Ende der Striche
steht ein Index, der angibt, wieviel Mal der Flacheninhalt der 60 Quadrate
in dem Flicheninhalte der ganzen PerrI-Schale vorhanden ist. Man
braucht also nur die in 60 Quadraten vorhandenen Kolonien auszu-
zdhlen, den der Schalengriofe entsprechenden Index abzulesen und
damit die gezihite Zahl zu- multiplizieren, um die Zahl der Kolonien
auf der Platte zu erhalten.

Ueber einen anfangs atypischen
Typhusstamm.

Von

T. Ernst,

friiherer Assistentin der Abteilung.




Im November 1906 ging dem Institut eine Stuhlprobe zur Unter-
suchung auf Typhusbacillen zu; nach Angabe des behandelnden Arztes,
Dr. O. Markus, dem wir fiir seine Auskunft auch an dieser Stelle
vielmals danken, war die Dame, von der das Material. stammte, im
Jahre 1874 von dem Vater des Kollegen an Typhus behandelt worden ;
damals wurde das Hausmidchen ebenfalls sehr bald von Typhus be-
fallen, hatte sich also vermutlich angesteckt. Seit dieser Zeit war die
Dame vollig gesund, bis auf ganz gelegentlich auftretendes »Darm-
schneiden“. Im Oktober 1906 bekam sie die erste deutliche Gallen-
kolik, die wieder abklang. Am 23. November 1908 neuer, milderer
Anfall, und damals wurde zum ersten Male Stuhl zur Untersuchung
eingeschickt. Es sei gleich hier erwiihnt, daf die Patientin nun wiederum
1Y/, Jahre vollig Ruhe hatte, bis nach einer starken Aufregung im Mirz
1908 Erbrechen von Galle eintrat, das 24 Stunden anhielt. Auch jetzt
wieder trat rasche Rekonvaleszenz ein.

Die Aussaat der Stuhlprobe im November 1906 auf ENDo-Agar ergab
viele kleinere, durchscheinende Kolonien, vom Aussehen von Kolonien
der Typhusbacillen. Aber sie enthielten unbewegliche Bacillen, die auch
durch hochwertiges Immunserum im héingenden Tropfen nicht agglu-
tiniert wurden. Die daraus geziichteten Reinkulturen wurden noch
einmal zu Platten verarbeitet, welche nur eine Sorte Kolonien zeigten ;
von einer isolierten Kolonie wurde die definitive Reinkultur angelegt.
Es waren vollig unbewegliche Stiibchen, welche gramnegativ waren und
im Kulturverfahren alle Eigenschaften der typischen Typhusbacillen
zeigten. (Keine Vergirung von Milch- oder Traubenzucker, kein Indol,
keine Verfliissigung von Gelatine oder Serum, keine Milchgerinnung;
Rotung der Lackmusmolke, aérobes und anaérobes Wachstum in hohen
Schichten mit Triitbung des Zuckeragars.)

Diese unbeweglichen Stibchen waren weder in lebendem noch in
totem Zustande zu agglutinieren; in quantitativen Versuchen, nach der
hier im Laboratorium tiblichen NEISSER-PRGSCHERschen, oder nach
der KorLEeschen Methode angesetzt, war in keiner Verdiinnung eine
Agglutination nachweisbar. Als wir aber Kaninchen mit diesem nicht-
beweglichen, nicht-agglutinablen Stamm immunisierten, erhielten wir ein
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hochwirksames Agglutinin, das nicht nur diesen Stamm, sondern auch
die Testtyphusstimme des Laboratoriums gleich hoch agglutinierte.
Ehe noch dieser Beweis geliefert war, hatte der Stamm, der tiglich von
Agar auf Agar und von Bouillon auf Bouillon iibertragen wurde, unter
unseren Augen eine seltsame Verénderung durchgemacht. Von der
7. Kulturpassage an n#dmlich zeigte er die lebhafte Beweglichkeit
der normalen Typhusbacillen und war auch nunmehr ebenso agglutinabel
wie die Teststimme des Laboratoriums; er wurde nun durch dasselbe
Serum, das anfangs ihm gegeniiber unwirksam war, bis zur Titregrenze
agglutiniert. Er verhielt sich wie ein ganz typischer Typhusbacillus.

1Y/, Jahre spiiter erhielten wir von derselben Patientin zweimal
Erbrochenes, das stark gallehaltig war, ferner Stuhl und Urin. Aus
allen diesen Materialien gingen wieder typhusihnliche Kolonien auf,
die wieder unbewegliche, nicht-agglutinable Bacillen enthielten. Wiederum
wurden durch doppelte Reinkultivierung Kolonien erhalten, die kulturell
vollstindig Typhusbacillen glichen; aber wiederum waren die Bacillen
der ersten 7 oder 8 Generationen vollig unbeweglich und nicht agglu-
tinabel. Wiederum wurde unter unseren Augen der Stamm — wie
unabhéingig von mir auch von anderer Seite beobachtet wurde — be-
weglich und schlieRlich so lebhaft beweglich, wie ein typischer Typhus-
bacillus. Hand in Hand damit nahm seine Agglutinabilitit zu, die
allméhlich ebenfalls eine véllig normale wurde. Ein mit den ersten
unbeweglichen, inagglutinablen Generationen immunisiertes Kaninchen
ergab ein Serum, das den typischen Laboratoriumstamm normal agglu-
tinierte. ‘

Kurzum, in den Untersuchungsobjekten des Jahres 1906 und 1908
fand sich jedesmal ein Typhusbacillus, der durch seine véllige Unbe-
weglichkeit und seine komplette Inagglutinabilitit leicht verkannt worden
wire. Erst die weiteren Kulturpassagen gaben dem unter besonderen
Umstéinden augenscheinlich seit Jahrzehnten vegetierenden Stamme
seine normalen Eigenschaften zuriick. Dal die Inagglutinierbarkeit des
Stammes iibrigens nur eine scheinbare war, konnte MORESCHI zeigen.
Wie er mitgeteilt hat (Centralblatt f. Bakteriologie, Bd. 46, 1908, p. 459),
gelang es ihm mittels des Prinzips der Kettenbindung, eine Aggluti-
nation des Stammes hervorzurufen. Ich erwihne noch, dal 1/, Oese
der Agarkultur fiir Meerschweinchen todlich war. Von Interesse war
die leichte Auflosung der Bacillen durch aktives Immunserum, auch
wenn durch Formol abgetotete Bacillen verwendet wurden; ebenso
leicht geschah die Auflésung der mit Formol abgetéteten Bacillen im
PrErrrERschen Versuch.

Seit jenem erwihnten Dienstmidchen scheint iibrigens, wie uns
Herr Kollege MarkuUs mitteilte, die Trigerin in den langen Jahren
niemand angesteckt zu haben.

Kasuistische Beitrige
zum Vorkommen von Bacillen der
Paratyphus (Hog-Cholera)-Gruppe').

Von

Dr. Eckersdorff,

fritherem Assistenten der Abteilung.

1) Der experimentelle Teil " dieser Arbeit wurde HEnde 1906 abge-
schlossen. 5




N achdem ScHOTTMULLER die Aufmerksamkeit auf den Paratyphus-
bacillus B gelenkt hatte, verging eine ziemlich lange Zeit, ehe darauf
hingewiesen wurde, daf Bakterien mit den gleichen morphologischen
und kulturellen Merkmalen seit Jahren bekannt und als Erreger ente-
ritischer Tierkrankheiten beschrieben waren. Der ilteste Vertreter
dieser Gruppe ist der von SaLmon und THEOBALD SmiTH beschriebene
Hog-Cholerabacillus, nichstdem kommen in Betracht der Miusetyphus-
bacillus von LOFFLER, der Bacillus enteritidis von GARTNER, der Psitta-
kosisbacillus von Nocarp, der Bacillus morbific. bovis von BaAsENAU
etc. In mehreren aus dieser Abteilung hervorgegangenen Arbeiten (cf.
MArks, dieses Heft, p. 37) ist in Uebereinstimmung mit friiheren Autoren
und in Ergéinzung ihrer Befunde auf diese Verhiltnisge hingewiesen
worden. Es unterliegt somit heute keinem Zweifel, daB die Gruppe
der Paratyphusbacillen eine umfangreiche ist, so wie etwa die Pasteurella-
gruppe; es ist denn auch in neuester Zeit von franzdsischer Seite vor-
geschlagen worden, in Analogie zur Pasteurellagruppe diese Bakterien
als Salmonellagruppe zu bezeichnen. Freilich finden wir gewisse kleine
kulturelle Unterschiede (speziell schnelleres oder langsameres Umschlagen
der anfangs gersteten Lackmusmolke), aber in den wesentlichen und
konstanten morphologischen und kulturellen Merkmalen herrscht — soweit
wir bisher wissen — so vollige Uebereinstimmung, daR zwar die Er-
kennung eines Stamms dieser Gruppe fiir den Bakteriologen eine lejchte
Aufgabe ist, daf es aber im Einzelfalle bisher unméglich ist, den Stamm mit
Bestimmtheit einer Untergruppe zuzusprechen. Zur bequemen Charak-
terisierung der Gruppenzugehﬁrigkeit empfahlen wir zuerst die Heran-
ziehung des polyvalenten Schweinepestserums (Hochst a. M.). Es ertibrigt
sich fast an dieser Stelle die wohlbekannten Charakteristika dieser
Gruppe noch einmal anzufiihren, es sei nur bemerkt, daR zur Identifi-
zierung eines jeden solchen Stamms stets folgende Untersuchiingen
dienten :
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Hingender Tropfen sehr beweglich

Grav-Fiarbung . negativ

Bouillon kein Indol

Expo-Platten farblose Kolonien

Traubenzuckeragar in hoher Schicht Gasbildung, Zerreifung des Agars.
(1 Proz.)

Milchzuckeragar in hoher Schicht kleine Gasblasen in der anaéroben
(1 Proz.) mit Zusatz von Trauben- Zone, keine ZerreiBung des Agars,

als Zeichen der Traubenzucker-
vergirung und der Nichtver-
girung des Milchzuckers. :
Milch keine Gerinnung

Lackmusmolke erst Rotung, dann vom 2. bis 4.
Tage an Blduung.

zucker (1/;,, Proz.).

Bagsierow-Nutrose-Nahrbdden mit verschiedenen Zuckerzusitzen.
Grelatine keine Verflisssigung, allméhliche Ver-
zweigungen.
keine Verfliissigung

LorrLer-Serum
diinner Belag ohne Farbstoff bildung.

Agar

Ueber die Immunitdtsreaktionen ist zu sagen, daR sich mit ihrer
Hilfe die eine Gruppe sicher abtrennen 148t, der Typus Moorseele
der Fleischvergifter, der selten zu sein scheint. Auch sonst lassen sich
manche Gruppen im allgemeinen abscheiden, so der eigentliche Para-
typhus SCHOTTMULLER, aber man wird immer wieder Stimme finden,
deren sichere Zuteilung zu einer Untergruppe der Paratyphusgruppe
auf Grund der Immunitétsreaktionen nicht moglich ist.

Was die Versuchstiere betrifft, so ist bekannt, daR bei subkutaner
und intraperitonealer Injektion von Miusen nach wenigen Tagen der
septische Tod eintritt, mit reichlichem Befunde im Herzblut und be-
sonders im Diinndarm. Tauben zeigen ein verschiedenes Verhalten;
die meisten aus Tieren geziichteten Stimme toten Tauben bei inter-
muskuldrer Injektion, aber alle Stimme, auch die scheinbar avirulenten,
wachsen im Taubenmuskel und bringen ihn schlieflich zur Degene-
ration. Im folgenden seien einige seltene Befunde von Bacillen dieser

Gruppe mitgeteilt. '

I

Am 30. April 1906 brachte eine Frau 2 tote Papageicn zur Unter-
suchung. Sie gab an, daB sie schon ofter Papageien geziichtet und
diese beim Kauf vor 5 Tagen von einem Hindler fiir ganz gesund ge-
halten habe; sie seien aber am 26. April abends und am 27. mittags
plotzlich unter Appetitlosigkeit und zunehmender Schwiiche erkrankt
und der erste am 27. abends, der zweite am 29. gestorben; den Héndler
habe sie nicht mehr auffinden kénnen.

Es war ein grauer und ein bunter Vogel, deren Sektion keine er-
heblichen Verdnderungen der Organe bot, auBer den Faulniserscheinungen
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bei dem grauen, schon 3 Tage toten Tier. Wir strichen das Herzblut
beider auf EnNpo-Platten aus und fanden bei dem einen Papagei nichts
bakteriologisch Verwertbares. Aus dem Herzblut des anderen aber wuchsen
neben einer ganzen Anzahl roter Colikolonien, deren Vorhandensein
im Blut durch die beginnende Fiulnis erklirt ist, reichlich weile runde
Kolonien, von der Beschaffenheit der zur Salmonellagruppe gehorigen. Sie
wurden reingeziichtet und auf die verschiedenen morphologischen und
kulturellen Eigenschaften gepriift. Das Resultat stimmte mit dem Aus-
fall der Tierversuche und Agglutinationen iiberein und ergab die sichere
Zugehorigkeit der Stibchen zur Paratyphus(Hog-Cholera)-Gruppe.

Von den Tierversuchen ist nur die hohe Vogelpathogenitit be-
merkenswert, aber wir haben keine direkten Versuche mit Papageien
gemacht. Aus diesem Grunde und aus dem weiteren, daf wir nichts
dariiber in Erfahrung bringen konnten, ob in der Zucht des Handlers
noch weitere shnliche Erkrankungen der Papageien vorgekommen sind
oder ob Erkrankungen der Papageienbesitzer eingetreten sind — aus’
allen diesen Griinden stehen wir an, unseren im toten Papagei gefundenen
Bacillus als Psittakosisbacillus entsprechend dem Nocarpschen zu be-
zeichnen. Freilich verhielt er sich vollig analog dem von KRAL be-
zogenen Stamm der NocArpschen Psittakosis und wurde auch durch
ein mit diesem Stamme hergestelltes Serum sehr stark und fast bis
zur Titregrenze agglutiniert, aber all das zeigen auch andere Stimme
der Paratyphusgruppe, die mit einer Papageienerkrankung nichts zu
tun haben. Bemerkenswert ist, daf ein mit dem SCHOTTMULLER-Stamm
hergestelltes Serum unseren Stamm auch in 100-facher Verdiinnung gar
nicht beeinfluBte.

T

An 2. Stelle sei des klinischen Interesses wegen der Fall einer
27-jahrigen Patientin angefiihrt, die mit den ausgesprochenen Zeichen
einer Gallensteinkolik am 18. Mirz 1906 in das stidtische Krankenhaus
in Frankfurt aufgenommen wurde. Sie war 10 Tage vorher plstzlich
mit heftigem Stechen in der Lebergegend, das kolikartig etwa alle halbe
Stunden wiederkehrte und einige Minuten dauerte, mit hiufigem Er-
brechen, Appetitlosigkeit und Fieber erkrankt; Stuhlverhaltung bestand
schon 4 Tage friiher; am 8. Krankheitstage bemerkte sie, daf sie am
ganzen Korper gelb wurde. Die Diagnose des behandelnden Arztes
auf Gallensteinkolik schien durch die genaue Untersuchung der wohl-
genéhrten Frau im Krankenhaus zunichst bestéitigt zu werden: Gallen-
farbstoff im Urin, gelbe bis weile Stiihle, deutliche druckempfindliche
Resistenz von der GroRe eines kleinen Apfels in der rechten Parasternal-
linie nach unten vom rechten Leberlappen. Milz nicht tastbhar, Puls
zwischen 80 und 100 in der Minute, Temperatur 38,5—39 C; doch war
die Zahl der weiBen Blutkorperchen mit 11 400 gegen 4 800000 der

Ehrlich, Arbeiten IV, 5
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roten erhoht. Es wurden damals systematisch bei uns alle Fille von

Ikterus auf ihr Verhalten zur Wiparschen Reaktion wegen des Zu-
sammenhanges zwischen Gallenblasenerkrankungen und abgelaufenen
Typhuserkrankungen untersucht; und in diesem Falle zeigte sich in der
Tat eine Agglutination des ScHOTTMULLER-Stammes durch das Serum
der Patientin noch sehr deutlich in einer Verdiinnung von 1 :320.
Wir baten daraufhin um Einsendung von Stuhl und konnten nun
mittels ENDo-Platten in dieser Probe und in 4 weiteren an verschiedenen
Tagen entnommenen Stuhlproben massenhaft Paratyphusbacillen, 2mal
geradezu in Reinkultur, nachweisen: am 13., am 19., am 25., am 27.
und am 30. Krankheitstage. Dagegen gelang es nicht, die Bacillen
im Urin am 28. und im Blut am 30. Krankheitstage (mittels der
ConraDI- Ka1sErschen Gallenrdhrchenmethode) zu finden. Erst die
bakteriologische Untersuchung lief also das #tiologische Moment der
Lebererkrankung erkennen.

Ich betone noch, daB anamnestisch nicht der geringste Anhaltspunkt
fiir eine frithere Erkrankung paratyphoser Natur bestand. Der weitere
Krankheitsverlauf bot wenig Charakteristisches. Ende der 2. Woche
schwanden das Fieber, die erhohte Pulsfrequenz, der Gallenfarbstoff
aus Urin und Haut; Anfang der 4. Woche nahm auch die Empfind-
lichkeit der Unterbauchgegend und die Vermehrung der weilen Blut-
korperchen ab, die schon am 20. Tage wieder auf 760 :4 500 000 zuriick-
gegangen waren. Auch in medizinalamtlicher Beziehung bietet der
Fall Interesse, da auf diese Weise eine Paratyphustriigerin ermittelt
wurde.

Leider war es nicht moglich, von der Patientin Blut zur WiDAL-
schen Reaktion zu bekommen. Der herausgeziichtete Stamm war véllig
typisch; er wurde durch unser mit dem ScHOTTMULLER-Stamm her-
gestelltes Serum stark (1:2000) agglutiniert, ein mit unserem Stamm
hergestelltes Serum agglutinierte noch in der Verdiinnung 1:6400 den
Stamm SCHOTTMULLER.

I11.

Als dritten Beitrag mochte ich die Entstehung und den Verlauf
einer Meerschweinchenseuche anfiihren, die nach den anatomischen Er-
scheihungen als Pseudotuberkulose aufzufassen war; wir mochten daran
erinnern, da auf den nahen Zusammenhang zwischen der Hog-Cholera-
gruppe und der Pseudotuberkulose der Nagetiere schon frither hinge-
wiesen worden ist, unter anderem auch von BOHME in seiner Verdffent-
lichung aus unserer Abteilung (cf. Zeitschr. f. Hyg. u. Inf.-Kr., Bd. 52).
Die Aehnlichkeit mit Tuberkulose ist makroskopisch: in der vergroGerten,
dunkelroten, meist weichen Milz vorzugsweise, hiufig auch in der dann
gleichfalls groRen und blutreichen Leber und in den mesenterialen
Driisen zeigen sich vereinzelt oder iiber das Organ ausgesiit mehr oder
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weniger scharf begrenzte, iiber das Niveau deutlich hervorragende, gelbe
bis gelbweile Herde von weicher bis trocken-kiisiger Beschaffenheit,
die in der GroRe zwischen 'einem Stecknadelknopf und einer grofien
Erbse schwanken. Besonders die groferen lassen sehr hiufig in ihrer
Peripherie feine Gefiife erkennen. Bisweilen sieht man Verklebungen
oder in ilteren Stadien Verwachsungen mit Nachbarorganen — Niere,
Leber, Zwerchfell; hiufiger liegen die Herde unter dem unverdickten
Serosaiiberzug oder sind manchmal mit leicht abwischbaren Fibrinflocken
belegt. Ein Konfluieren von mehreren Herden, wie es bisweilen eine
langsam verlaufende Impftuberkulose der Meerschweinchen zeigt, haben
wir bei unseren Tieren nicht gesehen; ebensowenig ein Befallensein der
Lungen, doch ist zu berticksichtigen, da alle unsere Tiere nicht lange

- an der Seuche krank gewesen sind.

Zum Teil erschien auch der Darm betroffen: hiufiger in Form
eines Katarrhs mit diffuser Schwellung der Schleimhaut, bisweilen aber
auch mit ausgesprochener Lokalisation an den Driisenapparaten, den
solitiren wie den aggregierten Follikeln; sie traten dann als weiche
geschwellte Herde iiber die Umgebung deutlich hervor, oft schon von
auBen sichtbar, oder zeigten in einzelnen Féllen — drei wurden kon-
serviert — deutliche Geschwiirsbildung mit aufgeworfenem, verdicktem
Rand. Auch an gréReren und kleineren Blutungen in die Mucosa fehlte
es nicht, so daB das ganze Bild unwillkiirlich an den Typhus beim
Menschen erinnerte. In fast allen Fillen waren die Mesenterialdriisen
an Milz, Leber und Mesenterium geschwellt, manchmal bis Kirschkern-
groBe, weich; und von ihrer Schnittfliche wie von der der geschwellten
Darmfollikel gelang es jedesmal, die typischen Bacillen durch Abstreifen
herauszuziichten. Auch im Pankreas safen &fter kleinere und groRere
Knoten.

Im ganzen ist die ‘Aechnlichkeit mit einer durch intraperitoneale
Injektion hervorgerufenen echtenﬁTuBér‘ku'ldsré nicht zu besﬁreiiten, wenn
auch fiir den, der viele Fille von Impftuberkulose beim Meerschweinchen
gesehen hat, Verschiedenheiten nach Anordnung, Grofe und dem Neben-
einander der einzelnen Stadien hervortreten. _Schwierigkeiten in der
Unterscheidung kénnen entstehen, wenn beide Prozesse nebeneinander
vorkommen, was wir erlebt haben, oder aber, wenn das Auftreten der
Seuche bei den Versuchstieren noch nicht entdeckt ist.
~ Den ersten Fall, den wir hervorheben, war der folgende :

Von einem Urin, dessen Originalpréparat schon Tuberkelbacillen
enthielt, waren 2 Meerschweinchen subkutan und intraperitoneal gespritzt
und nach 6 Wochen getétet worden (Mitte Januar 1906). In den Or-
ganen des einen Tieres wurden Knoten und in diesen mikroskopisch
Tuberkelbacillen gefunden; das andere hatte vergroferte Mesenterial-
driisen und einen etwa erbsengrofen, gelben, etwas brickeligen Knoten
in der Milz, den wir mit einigem Zweifel auch als Tuberkulose an-
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sprachen. Tuberkelbacillen waren nicht darin; dagegen ziichteten wir
daraus ein bewegliches gramnegatives Stibchen, das morphologisch,
kulturell und agglutinativ zur Gruppe der Paratyphusbacillen gehérte.

Der Befund blieb zunichst unaufgeklirt. Einige Wochen spiiter
kam ein Meerschwein mit demselben Befund zur Sektion: der Fall
blieb ebenso unklar. Gegen Ende Mirz wiederholte sich der Befund
an den é#lteren und auch den jungen, erst kiirzlich von Ziichtern be-
zogenen Tieren Ofter; wieder und wieder ziichteten wir das Stibchen
heraus, so daR schlieflich an dem Vorhandensein einer Seuche nicht
mehr gezweifelt werden konnte. Eine Massenschlachtung bestitigte die
Vermutung in ausgedehntem MaBe. Von je 3 Tieren zeigte etwa eins
die erwihnten Zeichen und der ganze Bestand von ungefihr 100 Meer-

schweinchen muBte geopfert werden. Besondere Ungelegenheit vermag -

eine derartige Epizootie hervorzurufen, wenn Tierversuche mit einem
Stamm der Paratyphusgruppe im Gange sind; man impft dann leicht
den einen Stamm und ziichtet den anderen heraus.

[V

An eine Veroffentlichung aus der Ziiricher medizinischen Poliklinik
von Dr. A. StoLr im Korrespondenzblatt fiir Schweizer Aerzte, Jahr-
gang 35, 1905, welche vollzihlig auch die wenigen vorhandenen Lite-
raturangaben enthilt, erinnert der Verlauf einer Fischvergiftung, der
als 4. Beitrag hier angefiihrt sei. Da der behandelnde Arzt Dr. ABRAHAM
bereits im Aerztlichen Verein Frankfurt a. M. (cf. D. m. Wochenschr.,
Vereinsberichte 1906, No. 50, p. 2055) genauere Mitteilung gemacht hat,
s0 beschrinke ich mich auf folgende Angaben: :

In einer Pension hatten etwa 30 Personen am Abendbrot teil-
genommen und mit wenigen Ausnahmen auch von einer Fischmayonnaise
gegessen, die aus einem groReren Seehecht hergestellt war. Schon
nach wenigen Stunden fiihlten sich die meisten unwohl, matt, bekamen
Kopfschmerzen, Erbrechen und Durchfille. Der sofort zugezogene
Arzt konstatierte, daf die gesund gebliebenen die waren, welche von
dem Fischgericht nichts gegessen hatten, und sandte von dem noch
tibrig gebliebenen Rest des Hechtes einen Teil zur Untersuchung
an den Nahrungsmittelchemiker, den anderen zur bakteriologischen
an uns. Der Fisch, der von frith bis zum Abend gestanden hatte,
zeigte das gewdohnliche weife Aussehen eines gesottenen Fisches und
roch nicht anders, als Seefische gewdhnlich riechen. Die Original-
préparate enthielten eine ziemlich reichliche Bakterienflora: in den
mannigfaltigen Kulturen, die wir vom Originalrest und am 2. Tage
auch aus dem Herzblut der infizierten und inzwischen gestorbenen
Méuse anlegten, fielen uns bald auf den ENDO - Platten weiBwach-
sende Kolonien auf, die aus gramnegativen, lebhaft beweglichen
Stébchen bestanden. TIhre Reinkulturen ergaben simtliche typischen

/
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Proben der Paratyphusgruppe, dazu augenblickliche Agglutination im
hdngenden Tropfen durch unser Kaninchenparatyphus B-Serum in
100-facher Verdiinnung. Daraufhin lieRen wir uns durch den behandelnden
Arzt, dem auch an dieser Stelle nochmals unser Dank ausgesprochen
sei, von einigen inzwischen fast wiederhergestellten Patienten Blut und
Stuhl kommen. Leider erhielten wir erst Stuhlproben (8. u. 9. Tag),
als fast simtliche Patienten wieder genesen waren; dementsprechend
fanden wir in keiner der (nicht zahlreichen) Stuhlproben unsere Ba-
cillen. Dagegen wurde unser Stamm von 5 Serumproben von 6 Pa-
tienten (8. Tag) stark agglutiniert (bis 1:2500). Diese Sera aggluti-
niertén auch andere Stimme der Paratyphusgruppe hochgradig.

Es bestand somit kein Zweifel daran, daB der Fisch die Ur-
sache der Erkrankung gewesen war und es blieb nur noch auf-
zuklidren, auf welche Weise die Paratyphusbacillen in den Fisch ge-
kommen waren. Gegen die Méoglichkeit, daR eine Infektion des Fisches
in der Kiiche vorgekommen war, sprach die Auskunft deg Arztes, daR
das Personal gesund gewesen war und gesund blieb, und an chronische
Tréger wird man deshalb nicht zu denken brauchen, weil das Personal
schon lange im Dienst war, ohne daB sich etwas Derartiges ereignet
hitte. Waren aber die Bacillen mit dem Fisch in die Kiiche ge-
kommen, so war es auffillig, daf die Bacillen durch das Kochen nicht
abgetdtet waren. Nun ist ja bekannt und durch ausfiihrliche Tem-
peraturmessungen seit langem erwiesen, wie schwer die Hitze in das
Innere groBer Fleischstiicke eindringt (RUBNER). Gleichwobl haben
wir den direkten Versuch mit unserem Stamm an einem groBen See-
hecht angestellt.

Wir kauften einen frischen, grofien, noch unersffneten Seehecht von
11 Pfund, richteten ihn kiichenmiiBig her und schnitten ihn in verschieden
groBe Stiicke. Eins von diesen, etwa 15 cm lang und je 10 em hoch
und breit, impften wir mit einer Aufschwemmung einer eintéigigen Agar-
kultur des isolierten Bacillus in 10 cem Kochsalzlosung durch ver-
schiedene Einstiche mit der langen Nadel in das Muskelfleisch.

Das Stiick wurde in einem festschlieRenden eisernen Kochtopf eine
halbe Stunde gekocht. Eine halbstiindige Temperatur von 100° diirfte
das HochstmaB dessen darstellen, was man einem Fisch in der Kiiche
zumuten darf, ohne ihn der Gefahr des ginzlichen Zerfalles auszusetzen.
Das Gewohnliche diirfte die Hilfte der Zeit und etwas niedrigere Tem-
peratur als 1009, sogenanntes Ziehenlassen des Fisches, sein, besonders
fiir Zwecke der Majonnaisenbereitung, wie im vorliegenden Fall. Dann
entnahmen wir mit der Platinése aus einer mittleren und einer innersten
nahe der Wirbelsiule gelegenen Stelle, welche gleichfalls die weiBé
Farbe des gekochten Fischfleisches hatte, etwas Material und strichen
es auf ENDo-Platten: aus. Wihrend des Kochens maBen wir die an-
nidhernden Temperaturen an der Peripherie des Fischstiickes und im
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Zentrum. Die Peripherie zeigte 1009, das tiefe Innere nur 42° Dem-
entsprechend waren wir am néchsten Tage nicht erstaunt, die beiden
Platten dicht mit den weiBen typischen Kolonien bewachsen zu sehen;
die Reinziichtung und Priifung zeigte, dal der verimpfte Stamm ge-
wachsen war.

Ein 2. Versuch mit der Modifikation, da8 ein frisch geimpftes Stiick
24 Stunden auf dem Eise stehen gelassen und dann ebenso weiter be-
handelt wurde, ergab denselben Erfolg und erbrachte damit den Beweis,
dal die kiichenmifige Behandlung zur Abttung der vorhandenen patho-
genen Keime nicht geniigt hatte.

Dies Resultat stimmt mit den friitheren Versuchen RUBNERs iiber
die Innentemperatur groBerer Fleischwiirfel nach mehrstiindigem Braten
und auch mit den Angaben iiber Paratyphusbacillen von B. FISCHER
iberein, nach denen bei 5 Minuten langer Erhitzung auf 75° die meisten
(Festschrift fiir R. KocH, Jena 1903, p. 289), aber nicht alle Individuen
abgetotet wurden. Neuerdings hat dhnliche Resultate an Wiirsten im
AnschluB an eine Wurstvergiftung in Eupen bei Aachen durch eine
Proteusart Kreistierarzt GurzeiT in Heft 6—8 der Fortschritte der Ve-
terindr-Hygiene 3, Jahrgang, veroffentlicht.

Wie nun der Fisch, der die Veranlassung der Vergiftung gewesen
war, infiziert worden ist, 148t sich natiirlich nur vermuten; so viel lief
sich erweisen, daB andere zu dieser Zeit aus derselben Fischhandlung
bezogene Fische keine Fischvergiftung hervorgerufen hatten. Da es
sich in unserem und in dem Stossschen Fall um einen Seehecht ge-
handelt hatte, wird man die Vermutung nicht abweisen konnen, daB
diese Raubfische in der Nihe der Kiisten oder der Miindungen grofer
Strome Nahrung zu sich genmommen hatten, die mit diesen Bacillen
infiziert waren, obne dal man entscheiden konnte, ob daraus fiir den
Fisch eine Erkrankung resultierte. Fiir das Zustandekommen einer
derartigen paratyphosen Fischvergiftung scheint auBer der Fischart noch
die GroBe des Fisches wesentlich zu sein. Es ereignen sich deshalb
solche Fischvergiftungen auffallend hiufig in Pensionaten, Gesellschaften
etc, kurzum da, wo groBe Stiicke groBfer Fische zur Verwendung
kommen; gerade dann eben dringt die Hitze so langsam ein, daB im
Inneren der groBen Stiicke die zur Abtdtung etwa vorhandener Keime
notigen Grade nicht erreicht werden. Da aber durch das Kochen doch
eine groBe Zahl der Keime vernichtet wird, so muf zu alledem noch
eine erneute Vermehrung der Keime kommen, wenn starke Vergiftungen
entstehen sollen. Augenscheinlich hat das Stehen des Fisches geniigt,
um diese Vermehrung der Keime herbeizufiihren.

Als Kuriosum mdéchte ich erwihnen, daR die Ueberreste des Fisches
von einer Frau vom Lande als Futter fiir das Vieh mitgenommen
wurde; sie berichtete von selbst, daf die 2 damit gefiitterten Schweine
krank geworden seien.
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Anmerkung (Professor M. NEISSER.)

Im Anschluf an diese Mitteilung mochte ich auf 2 Nahrungsmittel-
massenerkrankungen hinweisen, die wir in der Folgezeit beobachten
konnten. Beidemal handelte es sich um Schwestern eines Kranken-
hauses, welche mit Uebelkeit, Erbrechen, Durchfall etc., erkrankten.
Das erste Mal ergab die Stuhl- und die Serumuntersuchung bei den
etwa 50 Erkrankten den Nachweis, dal es sich um eine echte para-
typhose Nahrungsmittelinfektion handelte, deren Ausgangspunkt aller-
dings nicht mit Sicherheit aufgefunden wurde; es wurden auch Stiihle
und Sera der nicht erkrankten Schwestern untersucht — mit negativem
Erfolge. Ausfiihrlich berichtet dariiber der Oberarzt der inneren Klinik
des Stidtischen Krankenhauses, Herr Dr. BINGEL in der Miinchener
medizinischen Wochenschrift.

Wenige Monate spiter erkrankten wieder gegen 30 Schwestern
unter dhnlichen, wenn auch leichteren Erscheinungen ; alle Untersuchungen
von Stiihlen oder Serum waren aber negativ. Auch zeigte sich, daf
durch die erste Vergiftung eine Immunitiit gegen die zweite nicht zustande
gekommen war; es waren eine Reihe Schwestern beidemal erkrankt ;
von Bedeutung war ferner die Tatsache, daf die letzterwiihnte Ver-
giftung sich an einem Montag zutrug. Dadurch aber wurde ich an
dhnliche leichte Massenerkrankungen erinnert, die ich in Krankenan-
stalten schon einige Male beobachtet hatte. Es hingt das mit dem
Wirtschaftsbetrieb zusammen, der es bedingt, daf einmal die Kessel
am Samstag mit Sduren gereinigt werden, und daB ferner nicht selten
Speisen am Samstag angesetzt und bis Sonntag abend im Kessel be-
lassen werden. Ohne hier auf die besonderen Ursachen dieser Art von
nicht paratyphdsen Massenerkrankungen einzugehen, erwihne ich sie,
weil ich aus den erwéihnten véllig negativen Untersuchungsresultaten
im Zusammenhang mit den epidemiologischen Nachforschungen zu dem
Urteil kam, daB die zweite unter scheinbar gleichen Umstéinden und gleichen
Erscheinungen, wie die erste auftretende Massenerkrankung in ijhrem
Wesen von der ersten vollig verschieden war. Die eigentliche Ursache
der ersten Massenerkrankung war auBerhalb des Krankenhauses, die
der zweiten im Wirtschaftsbetrieb zu suchen.




Weiteres zur Schardingerschen

Reduktionsprobe,

Von

Dr. Siegfried Oppenheimer
(aus Frankfurt a. M.).




In 2 aus der Abteilung hervorgegangenen Arbeiten (SmipT, Hyg.
Rundschau, 1904, p. 1137, und BranD. Miinch. med. Wochenschr., 1907)
ist iiber die SCHARDINGERsche Reaktion berichtet worden. Die Reaktion
besteht bekanntlich darin, daf zu Milch eine Mischung von Methylen-
blau und Formalin zugesetzt wird. Die frische ungekochte Milch re-
duziert bei 45—50° das Methylenblau-Formalingemisch (FM) in kurzer
Zeit. In der Arbeit von SMIDT waren die verschieden reduzierenden
Faktoren der Milch kritisch besprochen worden, und es war festgestellt
worden, daB es ein originires Ferment der Kuhmilch, nichtbakteri-
eller Natur, giibe, an dessen Vorhandensein die Reaktion gekniipft
sel. BRAND hatte als Optimum der Reaktion die Temperatur von 70
ermittelt und glaubte damit ein Mittel gefunden zu haben, um dieses
originire Ferment wirken zu lassen, ohne daf der stirende EinfluB der
Bakterien — die eben durch diese Temperatur gelihmt wiirden — her-
vortrite. Er glaubte die 70 °-Reaktion empfehlen zu konnen, nicht nur
um gekochte von roher Milch, sondern auch um alte, also bakteriell
zersetzte, von frischer, verdiinnte von reiner Milch zu unterscheiden.
Gegen diese Arbeiten ist SELIGMANN mehrfach (zuletzt Zeitschr. f. Hyg.,
Bd. 58, 1907, p. 1) aufgetreten.

Ich habe die durch BranDs vorzeitigen Tod ins Stocken geratenen
Nachpriifungen wieder aufgenommen und mich davon iiberzeugt, daf
auch die 70°-Reaktion nicht nur in der frischen unzersetzten Milch
vorkommt. Ich habe in einer Reihe von Fillen auch in Milch, die
24 Stunden bei 22° gestanden hatte, eine prompte FM-Reaktion bei
70° erhalten und gebe SELIGMANN auch darin Recht, daB die Ge-
schwindigkeit der FM-Reaktion (70°) in Milch, die einige Stunden bei
37¢ gehalten wird, sogar zunehmen kann. In der heutigen Form ist
deshalb die FM-70°-Reaktion noch nicht geeignet, um unzweideutig
liber den Zersetzungsgrad einer Milch Aufschluf zu geben. Hingegen
habe ich niemals in gekochter und wieder beimpfter Milch eine typische
FM-70 °-Reaktion auftreten sehen.
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Wenn wir SELIGMANN hierin zustimmen, so konnen wir ihm in
einem uns noch wesentlicher erscheinenden Punkte nicht beitreten.
Seine Auffassung iiber die Reduktionserscheinungen in der Milch zeigt
sich am prignantesten im SchluBabsatze seiner erwihnten Arbeit. Er
schreibt auf p. 13: .

»Die mitgeteilten Versuche haben demnach ergeben, daf auch die
70°-Reduktion in Milch eine Reaktion bakteriellen Charakters ist, daB
infolgedessen unsere Anschauung von dem bakteriellen Charakter der
Reduktasen unerschiittert geblieben ist.

Damit will ich nicht behaupten, daBf das Vorhandensein von echten
reduzierenden Fermenten in der Milch ausgeschlossen ist: nur, was
bisher als Fermentwirkung angegeben wurde, hat sich nicht als solche
erwiesen. Die bisher bekannten Reduktionsvorginge in
frischer wie in dlterer Milch sind nach dem Ergebnisse
unserer Untersuchungen bakterieller Natur.*

Ohne auf die vielen indirekten Beweise fiir oder wider diese An-
schauung hier néher einzugehen, begniige ich mich mit dem direkten
Beweise, den schon BrRAND gefiihrt hat, und den ich in ausgedehnterem
MaBstabe wiederholt habe. Wenn die Reaktion mit frischer, steriler
oder fast steriler Milch unmittelbar nach dem Melken gelingt, so ist
dies ein unumstoBlicher Beweis dafiir, daR die Bakterien der Milch
nicht die Ursachen der FM-Reduktion in frischer Milch sind; ehe nicht
diese Tatsache widerlegt ist, muB an dem Vorhandensein eines origi-
niren Reduktionsstoffes, der unabhingig von bakterieller Wucherung
ist und in die frische Milch aus der Kuh iibergeht, festgehalten werden.
In einem Kurmilchstalle, in dem auBerordentlich sauber gemolken wird,
bot sich mir durch das Entgegenkommen des Besitzers, Herrn Gorr-
SOHALK, Gelegenheit zu diesen Untersuchungen. Ich ging folgender-
maBen vor:

Das Kuheuter wurde stets vor dem Melken griindlich gewaschen.
Die zur Untersuchung benutzte Milch' wurde immer in der Mitte des
Melkens entnommen, mit Ausnahme einiger besonders gekennzeichneter
Félle. Von der sofort in Eis gekiihlten Milch wurde 1 ccm fiir jede
Agarplatte verwandt, der Rand der PrTrrischen Doppelschale wurde
mit Heftpflaster verklebt, um beim Transporte der fertigen Platten
ins Laboratorium nachtriigliche Verunreinigung auszuschliefen, und die
Schalen im Brutschranke bei 37° aufgehoben. Die Keimzihlung wurde
nach 3 Tagen bei Durchleuchtung mit einer kleinen elektrischen Bogen-
lampe vorgenommen (Lupe). Bei den ersten 10 Kiihen wurde nur die
50 °-Reaktion, bei den folgenden 6 auch die 70 °-Reaktion angestellt.
Sowohl der ‘PlattenguB als die Anstellung der Reaktionen fanden in
einem' Raume neben dem Kuhstalle statt. -

‘Die folgende Tabelle zeigt die Resultate :

Weiteres zur Schardingerschen Reduktionsprobe. P

Kuh Datum | FM 50° | FM 70° Kei
No. | des Melkens in Minuten inell’llzé)alzlll Bemerkungen

l
21 | 24. IV. 08 ) 43, 12
17 | 24 IV. 08 |  6%° 123
32 | 24. IV. 08 s 15
14 | 24. TV. 08 6 7800
23 | 24, IV. 08 5 20 500
35 | 24. IV. (8 g;% I\ 1%3 %l:stie Stréi.hlen der Milch

R Mittlere Strahlen der Mil
33 | 24. IV. 08 e, 150 |Jiingere Kuh, ersterE) \}V(z)}éhen ge-
27 | 24.IV. 08 | 12 500 i
9 | 24. IV. 08 8 15 |Aelteste Kuh im Stalle, mehr alg

26 | 24. IV. 08 | 14Y, 11 P
25 | 29. 1V. 08 3/, 14/, 58
22 | 29. IV. 08 IE 6 2
24 | 29. IV. 08 BYARe 12 12
31 | 29. IV. 08 7/, |in 32 Min. 18 |Erst vor 2 Monaten gekalbt

nicht %mz

wel

10 | 29. IV. 08 11 in7 Min| 3537 |Erste Strahlen der Milch

nicht ganz

6 v2vei13
5 ; ;

50 | 2. 1v. 08 | 6’;: 2/2 ] 322 Mittlere Strahlen der Milch

Mit Ausnahme einer Milch, die von einer jungen Kuh, die vor
2 Monaten gekalbt hatte (No. 31), stammte, ist in séimtlichen in der
Mitte des Melkens entnommenen Milchproben eine prompte FM-Reaktion
eingetreten.

Es ergibt sich aus der Tabelle:

I. Samtliche frisch ermolkenen 18 Proben, die von 16 Kiihen stamm-
ten, ergaben die ScHARDINGERsche Reaktion bej 50° innerhalb 15 Mi-
nuten, davon 15 innerhalb 10 Minuten,

IT. Ordnet man die Proben nach der Geschwindigkeit der Reaktion
(wobei die beiden Proben: »erste Strahlen“ auszuscheiden sind) und
figt man die Keimzahlen der Proben bei, so ergibt sich folgende Tabelle: °

Kuh }Reaktionszeit in Minuten]Keimzahl

25 34/, 58
35 3%, 15
21 4%/, 122
23 5 20 500
%{“5 6 7 800
7 1 53
i‘g 6% 345
24 6Y, 1
32 7Y, 15
221 7 2
slf i 18
33 7, 150

9 8 15
27 12 500

26 14/, 11
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Es besteht also nicht der geringste Parallelismus
zwischen Keimzahl und Reaktionsgeschwindigkeit (50°).

III. Die iiberwiegende Mehrzahl der Proben ist als sehr keimarm,
einzelne sind als fast steril zu bezeichnen.

IV. Die 70 °-Reaktion trat bei Untersuchung von 6 Kiihen 5mal
innerhalb 7%/, Minuten auf, 1mal bei einer Kuh, die erst 2 Monate
vorher gekalbt hatte, auch in 32 Minuten noch nicht komplett. Auch
bei der 70°-Reaktion war kein Parallelismus mit der Keimzahl nach-
weisbar.

V. Die ersten Strahlen, die verhiiltnismifig keimreich — und be-
kanntlich fettarm — sind, ergaben in den zwei untersuchten Fillen er-
heblich langsamere Reaktion, als die mittleren Strahlen. Es ist dies
wohl auf die schon von SmipT gefundene Abhingigkeit des Reduktions-
stoffes vom Fett zurtickzufiihren.

Es muB nach alledem daran festgehalten werden, daf die SCHAR-
piNGERsche Reduktionsprobe der frisch ermolkenen Milch von einem
Stoffe herriihrt, der mit den Milechbakterien nichts zu tun
hat. Diesen originiren Reduktionsstoff hat Smipt Aldehydkatalase ge-
nannt. Die originsire Aldehydkatalase ist von den direk-
ten oder indirekten bakteriellen Reduktasen streng zu
unterscheiden.

Ueber
zwel Hausapparate zur Ozonisierung

von Wasser,

Von

M. Neisser.
Hierzu 4 Abbildungen.




Von den Felten & Guilleaume-Lahmeyerwerken A.-G-. Frankfurt a. M.
wurden mir 2 Ozonapparate zur Verfiigung gestellt, bei denen die
Ozonerzeugung durch den Strom der Lichtleitung erfolgt und die
Mischung des Ozons mit dem Wasser mittels einer an den Wasserhahn
angesetzten Saugdiise geschieht. Das durch den Wasserstrom ange-
saugte Ozon mischt sich besonders innig mit dem Wasser. Das Oeffnen
des Wasserhahnes bewirkt zugleich die Ozonerzeugung und die Mischung
des Ozons mit dem Wasser.

Der Ozonerzeuger besteht bei beiden Apparaten aus einem in einen
Schutzkasten eingebauten Hochspannungstransformator 120/5000 Volt
mit Plattenkondensator. Die Platten des Kendensators sind aus Glag
mit Metallbelag und haben geringen Abstand voneinander. In dem Raume
zwischen den Platten entstehen die violetten Ausstrahlungen, welche einen
Teil des Sauerstoffes der Luft in Ozon umwandeln. Diese Ozonluft wird
von der Saugdiise abgesaugt, so daf fortwihrend frische Luft zwischen
die Platten nachstrémen muf. Hierdurch erfolgt auch die notwendige
Kiihlung der Kondensatorplatten. Ich bemerke hierbei, daB bei héherer
Temperatur eine Umwandlung von O, in O; nicht zustande kommt.
Der Ozonerzeuger wurde an das hiesige stidtische Netz 120 Volt,
45 Perioden angeschlossen und verbrauchte 0,55 Ampére. Die erzeugte
Ozonmenge betrug 5—6 mg per Liter Luft bei etwa 2 1 Luft in der
Minute.

Der Emulseur ,,0Otto“ ist nachstehend in Ansicht und im Schnitt
wiedergegeben (Fig. 1). Man erkennt die aus 2 konischen Réhren ge-
bildete Saugdiise mit angebautem Wassersack und Auslauf. Das Wasser
stromt von oben ein, reift die seitlich ankommende Ozonluft mit, mischt
sich in dem unteren Hohlkonus und Wassersack und verlift am Aus-
lauf den Apparat. Das ausstromende Wasser riecht zunichst noch
stark nach Ozon, der Geruch verschwindet jedoch nach wenigen Se-
kunden. Bei den Versuchen betrug der Ozonverbrauch pro Liter Wasser
2,5—3 mg.

Ehrlich, Arbeiten IV. 6
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Es ist ja bekannt, wie wenig 16slich das Ozon im Wasser ist, und
dal deshalb eine auBerordentlich gute mechanische Durchmischung notig
wird, wenn Keimtétung eintreten soll. Es schien von vornherein nicht
gerade wahrscheinlich, daf die kurzdauernde Durchmischung in dem
Wassersacke ausreichen sollte, um eine Wassersterilisierung zu be-
wirken, und die ersten Versuche zeigten auch kein Resultat; aber die
Versuchsanordnung war technisch so unvollkommen, daR diese Versuche
jede Beweiskraft verloren und durch sachgemiiRere ersetzt werden
mufiten. AuBer der Ozonmenge und der Durchmischung kommt es

Sl

Fig. 1. Emulseur Otto (1:2).

bei der Wasserozonisierung bekanntlich wesentlich auf das Wasser selbst
an, nicht sowohl hinsichtlich seines Bakteriengehaltes, als vielmehr beziig-
lich seiner allgemeinen Qualitiiten, zumal seines Gehaltes an organischen
Stoffen und suspendierten Bestandteilen etc. Die Zahl der Keime ist
diesen Einfliissen gegeniiber ziemlich nebensiichlich; wenn ein Wasser
fir Ozonisierung iiberhaupt geeignet ist, macht es wenig aus, ob Hun-
derte oder Tausende von Keimen in einem Kubikzentimeter vorhanden
sind. Uns stand das Leitungswasser der Stadt Frankfurt einerseits —
das ein Gemisch von Quell- und Grundwasser ist und im folgenden
als Trinkwasser bezeichnet werden wird —, das rohe Mainwasser anderer-
seits zur Verfiigung. Das letztere war im rohen Zustande zur Ozoni-
sierung nicht geeignet, das Trinkwasser aber enthielt so wenige Keime,
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daf eine Konstatierung der Ozonwirkung kaum méglich war. Es mufRten
deshalb dem Trinkwasser Bakterien kiinstlich zugesetzt werden ; auler-
dem aber verlangt der ,OTTo“-Apparat einen Wasserdruck von etwa

== blasgloch
5& /Mi;chd"

“n t oo

§ ) Umlaufhahn
; " Pumpe
-

;é:‘!g- ischkessel

e i fo e

—

Fig. 2.

2 Atmosphéren, denn nur dann wird geniigend Ozon aus dem Ozoni-

sateur angesaugt. Herr Ingenieur Fuss, der mir bei allen Versuchen

beigestanden hat, 16ste diese Schwierigkeit auf folgende Weise: Ein
6%
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MischgefdB von 60 1 Inhalt konnte nach Bedarf mit Trinkwasser oder
aber mit Mainwasser gespeist werden.. Eine kleine elektrisch betriebene
Zahnradpumpe erméglichte in kurzer Zeit Durchmischung innerhalb des
MischgeféBes, oder bei anderer Hahnstellung Entleerung des Misch-
gefifies durch den Emulseur ,Otto“, und zwar lieR sich der Druck,
mit dem das Wasser aus dem Mischgefiile gehoben und durch den
Emulseur gepreSt wurde, von 04 bis auf 3 Atmosphéiiren beliebig ein-
stellen. Ein Manometer lief den Druck erkennen; die Auslaufgeschwindig-
keit wurde direkt gemessen.

Die Abbildung 2 zeigt den Ozonerzeuger, an dessen unterem Rande
das Rohr, durch welches das Ozon angesaugt wird, abgeht. Unterhalb
des Ozonisateurs ist der Hahn mit dem Emulseur »Otto“ zu sehen,
er ist zur Zeit der Aufnahme des Bildes nicht mit dem Ozonrohr ver-
bunden gewesen. Rechts neben dem Emulseur »Otto“ sind der Zapf-
hahn der Trinkwasserleitung, weiter rechts ein noch zu besprechender
Hahn mit der Mischdiise ,F. G. L. und einer Glasglocke, dann das Mano-
meter und schlieflich der Zapfhahn der Mainwasserleitung zu sehen.
Das im Mischkessel vorbereitete Wasser wurde durch die kleine Pumpe
sowohl dem Mischhahn ,F.G.L.“ als auch dem Emulseur »Otto“ durch
einen nur schlecht auf dem Bilde erkennbaren Rohrstrang zugefiihrt.
Das Ozonrohr konnte sowohl mit dem Emulseur »Otto“ als mit dem
Mischhahn F. G. L.“ verbunden werden.

Als Zusatz zu dem Wasser wurden Staphyl. pyog. aur. und Bact.
coli (aus Sduglingsstuhl stammend) gewiihlt. Nachdem das Mischgefily
mit Trinkwasser gefiillt war, wurden 10-30 cem Bouillonkultur der
betreffenden Bakterienart zugesetzt, mittels der Pumpe durchgemischt,
dann die Schaltung gefindert und nun mit 1%/, oder 2 Atmosphiren
Druck das bakterienhaltige Wasser durch den Emulseur oder den
Mischhahn gepreBt. Das Manometer wurde abgelesen, die geforderte
Wassermenge gemessen, nach einigen Minuten wurde die erste Probe
entnommen und darauf die Lichtleitung zum Zwecke der Ozonerzeugung
eingeschaltet. Wenige Sekunden darauf roch das ausflieBende Wasser
stark nach Ozon — man brauchte es nur einige Sekunden stehen
zu lassen, um den Geruch zum Verschwinden zu bringen. Etwa
3 Minuten nach Einschalten des Ozons wurde die 2. Probe entnommen,
darauf die Lichtleitung ausgeschaltet und nach abermals etwa 3 Minuten
— nunmehr also wiederum ohne Ozon — eine letzte Probe entnommen.
Bei Verwendung von Staphylokokken und Coli wurden Agarplatten ge-
gossen, die nach 1—3-tigigem Stehen bei 37° geziihlt wurden. Dieses
Schema der Untersuchung wurde natiirlich nach Bedarf modifiziert;
andere Druckverhiltnisse, verschiedene Bakterienmenge, kiirzere Zeiten
der Ozoneinwirkung wurden probiert etc. Das alles aber ist verhiltnis-
mifig unwesentlich gegeniiber der festgestellten und immerhin be-
merkenswerten Tatsache, dal — geeignete Wasserqualitit vorausgesetzt

Ueber zwei Hausapparate zur Ozonisierung von Wasser. 85

— mittels der OrToschen An ordnung eine Vernichtung
von Tausenden von Bakterien pro Kubikzentimeter, so-
fern sie die Resistenz der § taphylokokken bezw. des
Bact. coli haben, mit Sicherheit m 6glich ist. Die grofe
Giftigkeit des Ozons fiir Bakterien zeigt sich eben darin, daf bei inniger
Berithrung mit dem Ozon nur auBerordentlich kurze Zeiten zur Keim-
totung notig sind.

Das folgende Protokoll zeigt einen typischen Versuch: 60 | Trink-
wasser +- 10 cem einer 1-téigigen Colibouillonkultur. N ach griindlichem
Durchmischen Entnahme aus dem Emulseur 5 Outol

i
Fig. 3. Mischdiise ,F. G. L. (2::13).

ohne Hinschaltung des Ozons bei 1 Atmo-

sphire Druck (2,4 1 Wasser pro Minute) etwa 43000 Keime in 1 cem
danach Einschaltung des Ozons, nach eini-

gen Minuten neue Probe 5 5000 el bl
dann Erhthung des Wasserdruckes auf

2 Atmosphiaren (3,6 1 Wasser pro Mi-

nute), danach neue Probe A il e
dann Ausschaltung der Ozonerzeugung, nach

wenigen Minuten neue Probe » 40000 el

Aus technischen Griinden schien es angebracht, einen bei ge-
ringerem Drucke arbeitenden Mischhahn zu ersetzen. Herr Ingenieur
Fuss konstruierte deshalb eine Mischdiise, bei welcher der Wasser-
strahl durch besondere Fiihrung in zahlreiche sich noch vielfach brechende
Wasserfiiden aufgelost und so in innigste Beriihrung mit dem Ozon
gebracht wurde. Die Mischdiise ,F.G. L.“ ist hier abgebildet (Fig. 3).
Um diese Beriihrung noch lingerdauernd zu machen, wurde anfangs
das Wasser noch durch eine in der Abbildung 2 sichtbare Glasglocke
gefiihrt, in der es als Springbrunnen aufschof, um an den Winden in
diinner Schicht abzufliefen. Diese Anordnung hat sich ausgezeichnet
bewidhrt, aber es zeigte sich, daB auf die Glasglocke verzichtet werden
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konnte, wenn nur die Mischdiise entsprechend verlingert wurde. Die
Resultate mit dieser Mischdiise ,F. G. L.“ sind insofern noch giinstigere,
als mit dem Emulseur ,Otto*, als mit dieser Mischdiise schon bei
geringerem Leitungsdrucke geniigend Ozon angesaugt, und als bei
gleichem Drucke groRere Wassermengen pro Minute gefordert werden.
Bei dem eben erwihnten Versuche wurde neben dem Emulseur ,Otto*
auch die Mischdiise ,,F. G. L.“ zum Vergleiche herangezogen. Schon bei
0,6 Atmosphiren Druck (2 1 Wasser pro Minute) ging die Keimzahl
von 43000 auf 5000 herunter, bei 1 Atmosphire (2,6 1 Wasser pro
Minute) waren nur noch 11, bei 2 Atmosphéren (4 1 Wasser pro Minute)
weniger als 10 Keime in 1 cem vorhanden.

Fig. 4.

Wir haben eine Anzahl Versuche mit verschiedenen Mischdiisen
nach dem System ,,F. G.L.“ angestellt mit Bact. coli und mit Staphylo-
kokken, welche alle das gleiche Resultat ergaben: Schon bei einem
Drucke von 1,5 Atmosphiiren wurden nach kurzer Zeit fast sidmtliche
zugesetzten Keime abgetotet. Freilich gingen ganz vereinzelt Keime
auf, hiufig nur 2 oder 4 — und diese sind wohl als zufillig am Aus-
laufsrande hingen gebliebene anzusehen — aber Tausende und Zehn-
tausende der zugesetzten Keime waren trotz der so kurzen Beriihrung
mit dem Ozon abgetdtet. Die Abbildung 4 zeigt 2 Platten eines solchen
Versuches. In wie kurzer Zeit die ganze Mischdiise keimfrei wird,
zeigt der folgende Versuch mit einem #lteren Modelle der Mischdiise

APHERT 058 _
) 601 Trinkwassser 4 10 ccm einer 2-téigigen Staphylokokkenbouillon-
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kultur; 1,5 Atmosphiren Druck, 21 Wasser pro Minute. Mit je 1/, ccm
wurden Agarplatten gegossen, die nach 3-tigigem Stehen bei 370 ge-
zdhlt wurden:

ohne Ozon 11200 Keime in 1 cem
nach 10 Sekunden Ozon 208 i By
» weiteren 20 Sekunden Ozon 4 Ak e
” 1 150 ” ” 4 7 ” 1 ”
dann Steigerung des Druckes auf 2 Atmosphiren
(2,3 1 Wasser pro Minute) 2h s Al
. Steigerung auf 21, Atmosphire (2,5 1 Wasser pro
Minute) GRS o LA
danach ohne Ozon : 16000 by
dann Einschaltung des Emulseur »Otto%, 2 Atmo-
sphéren Druck (3,2 1 Wasser pro Minute) 16500 L e

Die hygienische Bedeutung der wenigen iiberlebenden Keime wird
man nicht hoch veranschlagen; wir wissen aus der Filtrationserfahrung,
von welch groRer Bedeutung eine erhebliche Reduktion der Keimmengen
ist — in unseren Versuchen ist aber bei dem enormen kiinstlichen
Zusatze diese Reduktion eine so auferordentliche, daB sie in prak-
tischer Beziehung einer volligen Keimvernichtung fast gleich zu er-
achten ist.

Es soll nicht der Zweck dieser Zeilen sein, die praktische Ver-
wendung dieser Hausapparate zu empfehlen; sie sind ja sicherlich nur
als Notbehelf anzusehen, und ihre Verwendbarkeit wird auf besondere
Fille beschriinkt sein. Immerhin aber ist es von Bedeutung, daf der-
artige Apparate existieren. Wichtig erscheint mir der Nach-
weis, daB bei inniger: Mischung die momentane Beriih-
rung mit geniigenden Mengen Ozon zur Keimtétung ge-
nigt. Diese Tatsache diirfte auch fiir die Konstruktion im GroR-
betriebe zu beriicksichtigen sein.

Das bisher Gesagte gilt, wie anfangs betont wurde, nur fiir ein
geeignetes Wasser, und das von uns benutzte Trinkwasser mit seinem
minimalen Gehalte an organischen Stoffen, ohne suspendierte Bestand-
teile und ohne Eisen, stellt natiirlich das Optimum der Bedingungen
dar. Verwandten wir Mainwasser, natiirlich ohne kiinstlichen Bakterien-
zusatz, so war auch bei Verdiinnung mit Trinkwasser bis zur Hilfte
weder mit dem Emulseur ,Otto“, noch mit der Mischdiise » 0 G L
irgend ein Effekt zu konstatieren; mischten wir 1 Teil Mainwasser mit
3 Teilen Trinkwasser, so trat mit Emulseur »Otto* oder Mischdiise
»F. G. L eine Keimreduktion um das 10-—20-fache ein (3800 bis etwa
190 im Minimum). Diese Verhiltnisse waren natiirlich schwankend, je
nach der Beschaffenheit des Mainwassers an dem betreffenden Tage.
So fanden wir einmal bei Mischung von 1 Teil Mainwasser mit 6 Teilen
Trinkwasser : :
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vorher ohne Ozon 17000 Keime in-1 cecm
mit Ozon 260 . i [
nachher ohne Ozon 23000 bR

Ein andermal bei Mischung von 1 Teil Mainwasser mit 4 Teilen
Trinkwasser:
vorher ohne Ozon 11500 Keime in 1 ccm
mit Ozon 45 e s
nachher ohne Ozon 11000 XL
Die Qualitit des Wassers ist also ausschlaggebend; man wird sich
deshalb u. a. dieser Apparate auch dazu bedienen kénnen, um im Ver-
suche festzustellen, ob ein Wasser, das in grofem MafBstabe ozonisiert
werden soll, zur Ozonisierung tiberhaupt geeignet ist, und man wird
dann mit Vorteil die skizzierte Versuchsanordnung mit kiinstlichem
Zusatze von Bakterien benutzen konnen. Fiir transportable Apparate,
z. B. fiir militdrische Zwecke, die fiir allerhand Arten von Wasser ge-
eignet sein sollen, kann die Ozonisierung mit diesen Apparaten nur
dann in Betracht kommen, wenn eine Behandlung des Wassers — z. B.
Ausfillung oder Filtration — vorangegangen ist, welche eine derartigen
Reinheitsgrad des Wassers bewirkt, wie er fiir die Keimtotung durch
Ozon noétig ist.
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