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Uebersetzungsrecht vorbehalten.

Ueber die Haltbarkeit

des Diphtherie- und Tetanusserums

Von

K. E. Boehncke

.



Nicht selten stoBt man in #rztlichen Kreisen auf die Meinung, dag
der spezifische Wertgehalt der Heilsera duBerst labiler Natur sei. Bei
der erheblichen praktischen Bedeutung, die eine mehr oder minder
grole Haltbarkeit jedes Heilserums unbestritten besitzt, muBiten Er-
gebnisse aus Untersuchungen iiber diese Frage von allgemeinerem
Interesse sein. Fiir das am meisten angewendete Heilserum: das
Diphtherie-Antitoxin sind solche Untersuchungen bereits mehrfach und
an verschiedenen Stellen, jedoch mit zum Teil widersprechenden Er-
gebnissen ausgefiihrt. Gerade unser Institut ist infolge des so tiberaus
reichlichen Materials ganz besonders in der Lage, iiber das Vorkommen
und die Hoéhe von Abschwichungen der im Verkehr befindlichen
Diphtherie-Heilsera Auskunft zu geben. Solche Untersuchungen sind
hierselbst vor einer Reihe von Jahren von Marx?'), sowie von OTTO 2)
ausgefithrt. Wihrend letzterer die Frage der Haltbarkeit der Heil-
sera in der tropischen und subtropischen Zone priifte und dabei fand,
dal ein Verlust von Antitoxineinheiten, der auf den EinfluR des
Tropenklimas zuriickzufiihren gewesen wire, nie eingetreten war, hat
Marx die Haltbarkeit verschiedener Diphtheriesera, die ohne besondere
Vorsichtsmalregeln, also in einer der Praxis entsprechenden Weise auf-
bewahrt wurden, genauer untersucht. Er konnte zeigen, daf von den
auf der priifungstechnischen Abteilung kontrollierten Diphtherieseris
nur eine verschwindend kleine Menge (von 1104 Priifungsnummern 34)
wegen einer Abschwichung um mehr als 10 Proz. ihres Antitoxingehaltes
vor Ablauf ihrer staatlichen (3-jahrigen) Gewihrsdauer zur Einziehung
gelangen muliten. Weiter konnte MARX bei der Untersuchung mehrerer
ungewOhnlich alter Sera, wie sie in der Praxis iiberhaupt nicht mehr

1) Festschrift z. 60. Geburtstag von R. Kocm, 1903.
2) Arch. fir Schiffs- und Trop.-Hyg., Bd. X., 1906.
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vorkommen konnen, zeigen, dal auch diese alten 5!/,-bis 61/,-jihrigen
Diphtheriesera noch in jeder Beziehung den Angaben iiber den Antitoxin-
gehalt, den sie aufweisen sollten, entsprachen. Entgegengesetzte
Resultate Cmiapinis, der auf Grund der Untersuchungen von 12 Seris
behauptet hatte, dal die Diphtheriesera bis zum 2. Jahre ihren Anti-
toxingehalt hewahren, sich dann aber fortwihrend abschwichen, konnten
von MARX als ungiiltig infolge der Anwendung einer fehlerhaften Ver-
suchsmethodik des italienischen Autors zuriickgewiesen werden.

Neuerdings sind von zwei japanischen Autoren, HipA und Morz1 ),
Untersuchungen tiber die Haltbarkeit des Diphtherieserums angestellt,
die wegen ihrer mit den Ergebnissen der friiheren hiesigen Unter-
suchungen nicht recht in Einklang zu bringenden Resultate unser
besonderes Interesse erregen und uns zu einer Wiederaufnahme dieser
in praktischer Hinsicht so bedeutungsvollen Angelegenheit auffordern
mufiten. Hipa und Morr untersuchten die Haltbarkeit verschiedener
Diphtheriesera, die bei Zimmertemperatur im Dunkeln aufbewahrt waren.
Auf Grund ibrer Untersuchungen mit 44 mehrere Monate bis mehrere
Jahre (4 Monate bis 12 Jahre) alten Diphtherieseris, verkiindeten sie
als Ergebnis, dal das Diphtherieheilserum in einem Jahre keine Ver-
minderung in seinem Gehalt an Antitoxineinheiten zeige, wihrend es
sich bei langjdhriger Aufbewahrung nach und nach abschwiche. Ueber
den Grad der Abschwéichung der untersuchten Serumproben ergibt die
nachstehende Tabelle 1 Auskunft:

Tabelle 1.

Dauer der Auf- Maximalabnahme der| Minimalabnahme der U
bewahrung des Serums| Antitoxineinheiten | Antitoxineinheiten Durchschnittlich
bis zu 1 Jahre 0 Proz. 0 Proz 0 Proz
2 ” ‘2 b3} 15’3 ” Q » 5 »
b » 3 ” 15)3 »” L] 7)6 b2) 9?5 »
3 ) 4 ” 30’7 7 7’6 2 26)8 »
” 5 ” 2310 ” 7)6 T 15)3 ”
» ” 6 9 21’0 kRl 8’3 ” 1511 ”»
B r St (L E 230 ., 486 ,
iiber 8 |, 7208 20,0 ,, 3R

Aus den vorstehend wiedergegebenen durchschnittlichen Exrgebnissen

‘schlossen die japanischen Autoren auf eine ziemlich regelméfige,

gradatim erfolgende und sehr erhebliche Abnahme der antitoxischen
Fihigkeiten des Diphtherieserums unter gewdhnlichen Verhiltnissen.
Es standen somit diese Behauptungen in sichtlichem Widerspruch zu
den von MARx an dem Material unserer priifungstechnischen Abteilung

vor Jahren erhobenen und oben kurz mitgeteilten Befunden.

1) Saikingakkuzashi, 1911, No. 184, bezw. Referat in Zeitschr. fiir
Chemotherap., 1912, II. Teil, No. 3 u. 4.
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Unsere Untersuchungen erstreckten sich zunichst auf die Nach-
prifung des antitoxischen Wertgehalts einer Reihe zum Teil recht
alter Diphtheriesera aus verschiedenen Herstellungsstitten, weiterhin
auf die Nachuntersuchung mehrerer Diphtheriesera neueren Datums,
die verschiedene Zeit — 1 bis 5 Monate — der schidigenden Wirkung
hoherer Temperaturgrade (teils 37, teils 40° C) ausgesetzt waren und
endlich auf die Frage, ob unter den jetzigen gesetzlichen Bestimmungen
fiir die Kontrolle der Diphtherie- und Tetanussera aus der Benutzung
zu alter Sera irgend eine Schidigung von Aerzten und Patienten er-
wachsen konnte.

Die Untersuchung der Diphtherieserumproben geschah in der von
EnrLIcH?!) angegebenen, in Deutschland zur staatlichen Priifung vor-
geschriebenen Gift-Serum-Mischungsmethode in vitro und Auswertung
an Meerschweinchen. Die einzelnen Proben waren unseren Bestéinden
wahllos entnommen und waren in den vergangenen Jahren ohne be-
sondere SicherheitsmafBregeln im Schrank eines Laboratoriums auf-
bewahrt, das im Winter nicht geheizt wird. In den folgenden
Zusammenstellungen (Tabelle 2 und 3) ist das jeweilige Zulassungs-
datum der einzelnen Serumproben, ihr urspriinglich festgestellter
Mindestgehalt an Antitoxineinheiten, sowie die bei den jetzigen Nach-
untersuchungen ermittelte Abschwichung gegeniiber dem urspriinglichen
Titer in Prozenten angegeben.

Tabelle 2.

1. Nachuntersuchung von Diphtherieseris verschiedensten Alters
derselben Herkunft.

Urspriinglich o

Datum . Abschwichung

der Zulassung | mecgeboner | Jetaiger Wortgehalt in Proz.
vor 15 Jahren 250 fach mehr als 225fach - knapp 10 Proz.
” 141/2 ” 250 7 i3] » 225 ” " 10 »
gy . 250 ,, genau 225 ,, 10N
n 1240, 500 ,, gut - 500 ,, 0=,
S IHEA . 400 ,, reichlich 400 ,, Oxzes
” 10 n 400 ” ” 400 » O ”
gt 9.8 5 400 , genau 300 ,, 2D
S % 400 ,, reichlich 400 ., Qs
7 7 ” 400 ” ”» 400 ” 0 ”»
” 6[/4 ” 400 » ” 400 ” 0 ”
i) 51/.1 b1l 400 i3 2 400 » 0 7
” 4" ”» 400 ” 1 400 » 0 7
” 3 1 500 bRl »n 500 2 O »
” 2 b2l 500 ” ” '500 ” 0 ”

1) Emrricu: Klin. Jahrbuch, 1897. VI, Bd.; Vergl. auch OrTo und
Boraxcke: Die Wertbemessung der Schutz- und Heilsera. Handbuch von
Korte u. v. WassermaNN, 2. Aufl,, IT. Bd, 1. Teil.

2) Serum triibe, eingedickter Rest in der Flasche, stark bakteriell
verunreinigt.
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Tabelle 3.

2. Nachuntersuchung von Diphtherieseris verschiedensten Alters
anderer Herkunft wie in 1.

Urspriinglich -

Datum PLung : Abschwichun
der Zulassung av%gei%gsﬁgﬁr Jetziger Wertgehalt R CDron g
vor 14 Jahren 300 fach ca. 220 fach ca. 27 Proz.
2 5 450 i i) A » o 13 5
7 11 » 300 bi) ” 279 2 B ” 10 ”»
2 10 » 250 %) 245 ) knapp 2,5 ”
» g » 16.8 » ggg ” iy lg »
Kok g, 500 iiber 475—480 fach i 5
R o 400 , 400 fach : (D
» 3 » 400 » 400 ” O ”

Ein Vergleich der in vorstehenden Tabellen ermittelten Werte mit
denen der Tabelle 1 1aG8t ohne weiteres die grofen Unterschiede unserer
Untersuchungsergebnisse mit denen von HrpA und MoRrr erkennen und
beweist, daf die Annahmen dieser Autoren von der GleichmiRigkeit
und Intensitit des Antitoxinverlustes im Diphtherieserum jedenfalls
nicht uneingeschréinkt fiir alle Diphtheriesera gelten konnen. Die #l-
testen von HripA und Morr untersuchten Diphtheriesera waren 8 Jahre

' lang aufbewahrt. Sie zeigten im Durchschnitt eine Abschwéichung von

38,1 Proz. Unsere Untersuchungen ergaben fiir ein 8-jéhriges Serum
teils iiberhaupt keine (Tabelle 2), teils eine Abschwiichung von 5 Proz.
(Tabelle 3). Noch bis zu 121/, Jahren lieR sich ein Antitoxinverlust bei
Diphtherieseris einer Fabrikationsstitte nicht feststellen. 13—15-jihrige
Diphtheriesera derselben Fabrik zeigten einen relativ minimalen Verlust
von 10 Proz. des urspriinglich angegebenen Wertgehalts. Auch die in
Tabelle 3 aufgefiihrten Sera anderer Herkunft lieBen eine erhebliche
Abnahme des Antitoxingehalts erst bei einer 14-jihrigen Probe erkennen.
Daf die Haltbarkeit der in Tabelle 3 verzeichneten Diphtheriesera nicht
ganz so gut war wie die in der Tabelle 2 verzeichneten Sera, 148t sich
vielleicht dadurch erkliren, daf bei letzteren die Flischchen fast durch-
weg mit Gummistopfen, bei ersteren dagegen nur mit Korkstopfen in
Pergamenthiille verschlossen waren. Dafiir wiirde weiter sprechen die
Tatsache, da seit der vor 8 Jahren in der betr. Fabrik durchweg ein-
gefiihrten Gummistopfung (zufolge freundlicher persénlicher Mitteilung
des betr. Abteilungsvorstehers Prof. RuppEL) die Diphtheriesera einen
Antitoxinverlust nicht erkennenliefen. Derin Anbetracht unserer iibrigen
Untersuchungsresultate aulergewohnlich hohe antitoxische Verlust eines
9-jéhrigen Diphtherieserums (Tabelle 2) 1d8t sich wohl ohne weiteres
auf die in diesem Falle nachgewiesene bakterielle Verunreinigung
zuriickfiithren. Aber auch die japanischen Resultate scheinen die
verallgemeinernde Annahme eines stindig fortschreitenden Antitoxin-
verlustes in erheblichem Grade aus dem Diphtherieserum nicht
ganz zu rechtfertigeu, da dieser Annahme die in der 3. Spalte der
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Tabelle unter Minimalabnahme der Antitoxineinheiten verzeichneten
Resultate direkt widersprechen. Es zeigt hier ein 8-jihriges Diphtherie-
serum nur einen Antitoxinverlust von 20 Proz., ein 6-jihriges nur von
8,3 Proz. Das diirfte dafiir sprechen, dal es sich bei den untersuchten
Diphtherieseris mit Maximalabnahme an Antitoxineinheiten nicht um
einen natiirlichen Vorgang handelt, der bei jeder lingeren Konservierung
jedes Diphtherieserums eintritt, sondern daf dabei noch andere Momente
direkt schiidigender Natur mitgewirkt haben,wiez.B.bei unserem 9-jihrigen
Serum in Tabelle 2. Dann kann man aber nicht mehr von einer natiir-
lichen Abnahme des Antitoxingehalts unter den gewdhnlichen Verhélt-
nissen der Praxis reden, und so eingreifend schon &uBerlich veréinderte
bezw. geschidigte Sera wird niemand auch nur im Notfall gebrauchen.

Es dirfte danach die Annahme zu Recht bestehen, dal bei guter
Fillung ') und festem Verschluf der Flischchen (wie ihn die jetzt
allgemein gebriuchlichen sterilen Gummi- bezw. paraffinierten Kork-
stopfen oder zugeschmolzenen Glasampullen hinlinglich sicher gewihr-
leisten) das in Deutschland nach staatlicher Kontrolle in
Verkehr gebrachte Diphtherieserum, wenn es nicht di-
rekten Schidigungendurch Lichtoder Wirme ausgesetzt
ist,im allgemeinen eine praktischunbegrenzte Haltbar-
keit mit anscheinend ganz geringem, sehr allmihlichem
Antitoxinverlust hat, sodal der urspriinglich garantierte Wert-
gehalt dem Konsumenten viele Jahre hindurch gewéhrleistet erscheint.
Diese Erfahrungen haben wir an allen von uns kontrollierten Seris ver-
schiedener Herkunft mit nur geringen Unterschieden gemacht bis auf
eine Ausnahme. Aus einer Fabrik stammende Diphtheriesera und
zwar merkwiirdigerweise in der Regel gar nicht so hochwertige (meist
3b0fache) zeigen ndmlich sehr hiufig einen stirkeren Antitoxinverlust,
oft schon nach wenig (6—7) Monaten. Wir kommen noch weiter unten,
gelegentlich der Besprechung der gesetzlich angeordneten 6- und 24-
monatlichen Nachpriifung des Diphtherieserums darauf zu sprechen.
Jedenfalls miissen wir aber das Verhalten dieser Sera, die im Gegensatz
zu allen anderen in Deutschland fabrizierten Diphtherieseris einen starken
Antitoxinverlust schon nach kiirzerer Zeit erkennen lassen, als ein aus-
nahmsweises betrachten, das vielleicht durch irgendwelche besondere
Behandlung bei der Herstellung des Serums bedingt ist.

Die Diphtheriesera derselben Herkunft erwiesen sich iibrigens
ferner bei Konservierung bei héheren Temperaturen auch nur wenig
haltbar, wieder im Gegensatz zu den Ergebnissen mit unseren iibrigen
Diphtherieseris. Denn bei diesen vermochte selbst mehrmonatige Auf-
bewahrung bei erhohter Temperatur regelméfig nur eine sehr allméhliche

1) Vermeidung der oxydierenden Wirkung eines griferen Luftquantums
und geringere Gefahr bakterieller Verunreinigung,
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und erst bei relativ hohen Temperaturen eintretende Schidigung zu
bewirken. Wie Tabelle 4 unter a zeigt, halten 3 verschiedene Sera
eine 2'/,—b-monatige Erwirmung auf 37° ohne nennenswerte Einbufe
an Antitoxin aus. Selbst bei einer Temperatur von 41° macht sich
erst nach mehrmonatiger Einwirkung (Tabelle 5 unter a) im allgemeinen
eine deutliche Abschwichung bemerkbar.

Tabelle 4.
Aufbewahrung mehrerer Dipl])nthgroiesera verschiedener Herkunft
ei 37°
1 Monat 2t/, Monate 5 Monate
vorher nachher vorher nachher vorher nachher

reichl. 500 | reichl. 500 | reichl. 500 | reichl. 500 | reichl. 500 gut 500 .
a. » 500 » 500 » 500 s 500 i 500 5, D00
w000 » D00 w . D00 Ssher200 5. 500 ,» 500

b, | reichL 350 | ca. 300 | reichl 500 | gut 425 | reichl. 500 {ZW-I35E(])—400

300 w925 2 2 13b0 ca. 225 — —
Tabelle 5.
Aufbewahrung mehrerer Dipll)lthegiesera verschiedener Herkunft
ei 40°.
1 Monat 2!/, Monate 5 Monate
vorher nachher vorher nachher vorher nachher
reichl. 500 | reichl. 500 | reichl. 500 | reichl. 500 | reichl. 500 | knapp 500
y 1500 SHEH00 i wH00) 3 1500 SEEL00, ca. 480
Z » 400 » 400 » 400 gut 400 — —
Ssi) »  H00 — = — —

reichl. 350 |ca. 300
b. » 350 | , 300
5 3b0. [ :315—320

Demgegeniiber ist die starke Abschwichung der unter b. in den
beiden Tabellen aufgefiihrten Diphtheriesera aus der vorerwihnten
Fabrik besonders auffillig, zumal sie schon bei 37° nach kurzer Zeit
deutlich und nach 2!/, Monaten sehr erheblich ist. Ebenso labil wie
gegeniiber der alleinigen zeitlichen Einwirkung (ohne schiidigende
Momente) verhalten sich diese selben Sera also auch der Wirme-
wirkung gegeniiber. Es diirfte deshalb auch in diesem Fall der SchluR
gerechtfertigt erscheinen, daf es sich bei diesen Diphtherieseris um
eine durch irgendwelche besonderen uns unbekannten Ursachen be-
dingte Ausnahme von der Regel handelt.

Bisher hat uns die Frage der Haltbarkeit des Diphtherieserums
bei extrem langer bezw. direkt schédlicher Aufbewahrung beschiftigt.
Es eriibrigt sich noch zu priifen, wie es mit der Haltbarkeit unter den Ver-
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héiltnissen der Praxis bestellt ist. Dafiir konnen wir die Ergebnisse
der amtlichen Nachpriifungen heranziehen. Bekanntlich werden
in Deutschland alle Diphtheriesera nicht nur einmal auf ihren seitens
der Herstellungsstitten angegebenen Wertgehalt kontrolliert, sondern
auch spéter und zwar nach 6 bezw. 24 Monaten einer erneuten Nach-
prifung unterworfen. Dabei werden bisher Sera mit einer Ab-
schwéchung von hochstens 10 Proz. nicht beanstandet; Diphtheriesera,
die bei einer dieser Nachprifungen einen stirkeren Antitoxinverlust
zeigen, gelangen sofort zur Einziehung. Nach den Mitteilungen von
Marx ') waren von 1895—1903 im ganzen 1104 Priifungsnummern von
Diphtherieserum in den Handel gebracht worden. Seit dem 1. 4. 1903
bis zum 31. 3. 1913 sind weiter 1585 Kontrollnummern zur Priifung
gelangt, insgesamt also 2689 Nummern. Davon wurden vorzeitig
wegen Abschwichung eingezogen 176 = 6,5 Proz. Fiir die letzten
10 Jahre, den Zeitraum vom 1. 4. 1903 bis 31. 3. 1913, gestalten
sich die Verhéltnisse folgendermafen: '

Tabelle 6.
S Wegen Abschwichung
Gepriift eingezogen nach 6 Monaten | nach 24 Monaten
1585 142 = 8,9 Proz. 21 121
Davon zwischen 1. 4. 1903 — 31. 3. 1908
599 113 = 18,8 Proz. | 19 94
zwischen 1. 4. 1908 — 31. 3. 1913
986 29 = 29 I’roz. | 2 27

Es geht daraus hervor, daf die Zahl der Einziehungen an sich
keine sehr groBe gewesen ist und ferner, dal sich die Verhiltnisse
gerade in dem letzt vergangenen Lustrum ganz bedeutend (2,8 gegen
18,8 Proz. Einziehungen) gebessert haben. Immerhin sind die Zahlen
doch so grofle, daB der Widerspruch zu den vorher dargelegten Nach-
untersuchungsresultaten stark in die Augen springt. Betrachten wir
aber niher, wie sich diese relativ hohen Einziehungsziffern wegen
vorzeitiger Abschwichung des Serums zusammensetzen, so sehen wir
sofort, dal es sich hier wieder fast ausschlieflich um Diphtheriesera
aus einer — oben bereits erwihnten — Fabrik handelt: unter den
insgesamt im letzten Dezenium als abgeschwécht eingezogenen Diphtherie-
sera sind n#dmlich nicht weniger als 111 dieser Herkunft.

Davon mufiten 17 bereits nach 5 — 7 Monaten, 94 nach 24—25
Monaten zur Einziehung gelangen. Da insgesamt 255 Kontrollnummern
aus dieser Fabrik kontrolliert wurden, ist also fast die Hélfte, ndmlich
43,6 Proz. wegen vorzeitigen starken Antitoxinverlustes zur Einziehung

1) 1. c. Seite b.
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gelangt. Das steht aber wieder in so offensichtlichem Widerspruch
zu allen Nachuntersuchungsresultaten der aus den anderen Fabriken
stammenden Diphtheriesera, daf es sich nur bei diesen frihzeitig
geringwertigen Diphtherieseris um eine — vorliufig noch
unerklirliche — Ausnahme handeln kann. Denn nach Abzug der
265 erwihnten Kontrollnummern stellten sich die Ergebnisse so, daB
von 1330 aus anderen Fabriken stammenden Diphtherieseris nur 31
(und zwar 4 nach 6 Monaten, sowie 27 nach 24 Monaten) d. s. 2,3 Proz.
vor Ablauf der gesetzlichen Gewihrsdauer wegen einer Abschwichung
von mehr als 10 Proz. zur Einziehung gelangen muften. 4

Ein Grund zur Beunruhigung von Aerzten und Patienten hinsicht-
lich etwaiger Schidigungen durch ,verdorbenes Diphtherieserum
diirfte also keinesfalls vorliegen. Nachdem aber unsere Untersuchungen
die Haltbarkeit des Antitoxins im Diphtherieserum in unerwartet
hohem Grade erwiesen haben, wiirde es auch keinen Bedenken unter-
liegen, durch eine Verschirfung der Nachuntersuchungs-
bedingungen (etwa nach 6 Monaten auf vollen Wertgehalt, nach
24 Monaten auf eine Maximalabschwichung von 5 Proz.) die Kontrolle
noch wirksamer zu gestalten, da hierbei Sera, bei denen eine aus-
nahmsweise schnelle Verminderung des antitoxischen Wertgehalts
aus irgend einem Grunde stattfindet, sicher schon bei der ersten Nach-
untersuchung zur Beanstandung und aus dem Verkehr kimen. Anderer-
seits aber diirften im wohlbegriindeten Interesse der Industrie ebenso-
wenig Bedenken bestehen, bei der erwiesenen grofen Haltbarkeit des
Antitoxins die gesetzliche Gew#dhrsfrist fir Diphtherie-
sera von 3 auf b, mindestens 4 Jahre, ohne die geringste Beein-
trichtigung der Rechte der Konsumenten zu verlingern.

Nachdem durch Ministerialerlaf vom 10. Mai 1910 die Priifungs-
kontrolle des Tetanusserums gesetzlich geregelt und dabei auBer der
erstmaligen Priifung auf den angegebenen Wertgehalt an Antitoxin-
einheiten auch eine spitere Kontrolle durch Nachpriifungen festge-
setzt ist, sind wir in der Lage auch einige Angaben iiber die Halt -
barkeit des Tetanusserums zu machen, woriiber sich Mit-
teilungen in der Literatur unseres Wissens bisher nicht finden. Das
fliissige Tetanusserum wird auf der priifungstechnischen Abteilung be-
stimmungsgemiR nach 2 Jahren, das feste Serum nach 2 und 4 Jahren
einer Nachpriifung auf seinen Wertgehalt unterzogen. Wird dabei eine
Abschwichung von mehr als 10 Proz. gefunden, so erfolgt die sofortige
amtliche Einziehung der betreffenden Kontrollnummer. Fiir nicht ab-
geschwéchte fliissige Tetanussera betriigt die Gewdhrsdauer 3 Jahre,
fir feste Tetanussera, die auch bei der zweiten (vierjihrigen) Nach-
priifung geniigen, ist die Gewihrsdauer unbeschrinkt.

Im Folgenden (Tabelle 7) bringen wir eine Uebersicht iiber unsere
bisherigen Nachpriifungsergebnisse :
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Tabelle 7.
Nachpriifung 2 Jahre alter Tetanussera auf ihren spezifischen

Wertgehalt. .
Kontroll- Tag der Wert in Bei der Nachpriifung Abschwichung

Nr. Zulassung A-E. festgestellter Wertgehalt in Proz.
160 21.4. 10 4fach 4fach 0 Proz
75 9.5.510 e VE O
162 2D, S10 0 [C56 (6 5 (O 4
1661) 15.6. 10 60 ,, GO R
167 21.6. 10 6 knapp 6 ,, fast 0,
170 27.6. 10 4 4 0 &
761) 4.6, 10 70 ,, gut 63 fast 10 )
s 3.6. 10 4 knapp 4 ,, o RS
178%) 29:7..10. 40 ,, 40 ,, 05
179 2:9. 10 6 , 6 (¥
184 4,11.10 6 (s (5
185 4.11.10 68 605 O3
190 17, 11510 AL 4 D
80 Sy bl O nicht ganz 8,1, mehr als 10,
196 21.3. 11 657 6, O
2 28.11.10 4 ,, knapp 4 ,, fast 0,
4 28.11.10 4 i e i h
81 17.4. 11 4, 4 o

Danach haben von 18 untersuchten zwei Jahre alten Tetanusseris
12 ihren vollen urspriinglichen Wertgehalt bei der Nachpriifung er-
geben; 4 Sera haben eine ganz minimale, praktisch vollig bedeutungs-
lose, im fein reagierenden Tierversuch nur eben wahrnehmbare Ab-
schwichung (fast O, d. h. bis hochstens 1/, Proz.) gezeigt. Ein Tetanus-
serum, und zwar ein hochwertiges Trockenserum, hat eine deutliche
Abschwichung von fast 10 Proz. und endlich ein hochwertiges fliissiges
Serum sogar noch etwas mehr als 10 Proz. Abschwichung erkennen
lassen. Dieses letztgenannte Serum verfiel deshalb der sofortigen
Einziehung.

Wir konnen aus diesen Ergebnissen wohl den Schluf ziehen, daf

. auch die Haltbarkeit des Tetanusserums unter den Ver-

héltnissen der Praxis (unsere nachgepriiften Sera sind ohne
jegliche Vorsichtsmafregeln aufbewahrt) eine durchaus be-
friedigende ist, und daB die gesetzlichen Vorschriften vollauf ge-
niigen, um das Vorhandensein von minderwertigen, weil stark abge-
schwichten Tetanusseris im Verkehr auszuschliefen.

1) Trockenserum.



Die Wertbemessung
des Meningokokkenserums vom
priifungstechnischen Standpunkt

Von

K. E. Boehncke



W:’ethrend eine groBe Anzahl von Autoren bei der Behandlung
der epidemischen Genickstarre mit der Serumtherapie bei systema-
tischen intralumbalen Injektionen groRerer Mengen Meningokokken-
serums giinstige Resultate zu erzielen vermochte, sind von einigen
Autoren unbefriedigende Resultate berichtet. Da in beiden Fillen
die Sicherheit der Angaben durch die Namen der betreffenden
Autoren vollig gewiihrleistet ist, so diirfte es vielleicht nicht fern
liegen, den Grund fiir die Fehlschlige in den betreffenden, jeweils *
zur Anwendung gelangten Serumpriparaten zu suchen. Um die Ver-
wendung solcher minderwertiger Sera zu verhindern und zugleich fiir
die Beurteilung der spezifischen Serumwirksamheit sichere Grundlagen
zu schaffen, ist man bekanntlich von jeher bestrebt gewesen, fiir jedes
in die Therapie eingefiihrte bezw. einzufithrende Heilserum eine ge-
naue Wertbemessung zu ermitteln und in der Medizin bereits bewihrte
Sera der amtlichen Priifungskontrolle zu unterstellen. Wihrend sich
eine Bestimmung des Wertgehalts bei den meisten in der Human-
medizin verwendeten Seris, besonders den antitoxischen, ohne griofere
Schwierigkeiten hat ermoglichen lassen, ist die Ausarbeitung einer
sicheren Werthemessungsmethode beim Meningokokkenserum von
jeher auf die groften Hindernisse und Unstimmigkeiten gestoRen. Zwar
sind von den verschiedenen Autoren, die sich mit der Darstellung
des Genickstarreserums beschéftigten, auch Methoden zu seiner Wert-
bestimmung angegeben, doch gehen die Ansichten aller Sachver-
stindigen iiber die geeignetste Art der Wertbemessung bisher noch
durchaus auseinander. Bei dem Mangel eines einheitlich anerkannten
Priifungsmodus konnte aber eine staatliche Kontrolle des Meningo-
kokkenserums trotz seiner fast allgemein anerkannten therapeutischen
Wirksamkeit bisher nicht eingefiithrt werden, da ja naturgemif das

Vorhandensein einer durchaus sicher arbeitenden und Vergleiche er-
Ehrlich, Arbeiten V. 2
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moglichenden Wertbestimmungsmethode eine conditio sine qua non
fiir diese MaRregel bilden muB. Es schien daher durchaus erforderlich,
vor Einfiihrung eines bestimmten Priifungsmodus vorerst die ver-
schiedenen, von den einzelnen Autoren angegebenen Untersuchungs-
arten einheitlich nachzupriifen, um danach entscheiden zu konnen,
ob und welche Methode den besonderen Bedingungen der amtlichen
Priifungstechnik vollig bezw. am meisten gerecht wird.

Bevor wir in die Wiedergabe der hierbei erzielten Untersuchungs-
ergebnisse eintreten, diirfte es angebracht sein, eine zusammenfassende
Uebersicht der verschiedenen in der Praxis der Serumfabrikation und
im Laboratorium benutzten Wertbemessungsmethoden des Meningo-
kokkenserums voranzuschicken. Sie lassen sich trennen, in (die na-
tirlich weit mehr vorzuziehenden, weil iiberzeugenderen) Versuche
am lebenden Tier und in solche im Reagenzglas.

JocHMANN hat trotz der ihm bekannten schwankenden Tiervirulenz
der Meningokokkenstimme die Austitrierung des Meningokokkenserums
im Tierversuch an weifen Miusen oder jungen Meerschweinchen vor-
genommen und hat angeblich damit ,einigermaBen zufriedenstellende
Wertbestimmungen“ ausfithren konnen.

RuppEL, der sein Meningokokkenserum an weifen Miusen aus-
wertete, benutzte als Priifungsstimme eine durch fortgesetzte Passage
auf Serumbouillon so hoch virulent gemachte Meningokokkenkultur,

., daB sie noch in Dosen von 0,000001 Kaninchen, Meerschweinchen und

Miuse unter dem Bilde der Septikdmie totete. Jedoch haben diese
Angaben RuprpeLs nirgends Bestitigung gefunden, da es anscheinend
keinem anderen Autor gelungen ist, eine derartige Virulenzsteigerung
bei Meningokokken zu erzielen.

Von Kravus und DOERR, sowie von v. WASSERMANN und LEUCHS,
ferner von KrAus und BAcHER wurde vorgeschlagen, die giftneutrali-
sierende Wirkung des Meningokokkenserums gegentiber einem als
Schiittelextrakt hergestellten spezifischen Toxin zu seiner Wertbe-
stimmung heranzuziehen. Die genannten Autoren vermochten dabei
in der Priifung an jungen Meerschweinchen angeblich quantitative
Resultate zu erzielen.

KrumBEIN und DIEHL konnten bei der Nachpriifung dieses Verfahrens
weder mit den toxischen Extrakten allein, noch mit Extrakt und Serum-
gemischen bei der Priifung des priventiven und kurativen Effekts des
Meningokokkenserums geniigend gleichméfRige Reihen erhalten. Sie
haben vorgeschlagen, anstatt der labilen Meningokokkenextrakte Bak-
teriensedimente zu benutzen, wobei angeblich eine grifere Konstanz
in der toxischen Wirkung erreicht wurde.

Noch ein anderes Verfahren, daf den Tierversuch bereits mit dem
Reagenzglasversuch kombiniert, ist die von KrAaus und BACHER an-
gegebene Priifung der Bakteriotropie im Meerschweinchenperitoneum
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mit gleichzeitiger intraperitonealer Einverleibung von Meningokokken-
serum und Kultur und spiterer Plattenaussaat des entnommenen
Exsudats. : .

Wihrend die Feststellung des Agglutinationstiters ziemlich ein-
hellig als ungeeignet zur Wertbestimmung der Meningokokkensera
erachtet ist, weil ein hohes Agglutinationsvermégen durchaus keinen
Schluff auf die Schutz- und Heilkraft des betreffenden Serums gestattet
und die Priifung der bakteriziden Wirkung in vitro bisher zu praktischen
Ergebnissen nicht gefiihrt hat, haben zwei andere Reagenzglasmethoden
namentlich in neuerer Zeit allgemeinen Anklang gefunden. Es sind
dies einmal das von KoLLE und von v. WASSERMANN angegebene
Verfahren, das die quantitative Bestimmung der gegeniiber einem
Meningokokkenantigen komplementbindenden Stoffe des Serums in vitro
bezweckt und weiter der von NEUFELD ausgearbeitete bakteriotrope
Reagenzglasversuch, womit ebenfalls unter Ausschaltung des Tier-
korpers die jeweils kleinste Menge Meningokokkenserum festgestellt
wird, die in vitro noch eine deutliche spezifische Phagozytose von
Meningokokken hervorzurufen vermag. :

Die Nachpriifung dieser voraufgefiihrten Wertbemessungsmethoden,
die von der priifungstechnischen Abteilung des Instituts im Laufe der
letzten 1'/, Jahre (auf Anordnung des Herrn Ministers des Innern)
vorgenommen wurde, erstreckte sich einmal auf die Erprobung des
originaliter jeweils angegebenen Verfahrens und sollte weiter versuchen
evtl. durch Einfithrung und Einfigung noch méglicher zweckdienlicher
Modifikationen die eine oder andere Methode so umzugestalten, daf sie
auch den besonderen Anforderungen der amtlichen Priifungstechnik
gentigt.

1. Wertpriifung des Meningokokkenserums in vivo.

Zur direkten Priifung der antiinfektivsen Wirkung des Meningo-
kokkenserums im Tierversuch ist es vor allem notig, Meningokokken-
stimme von konstanter Virulenz fiir das zur Priifung geeignetste
Versuchstier ausfindig zu machen. Es geniigte also fiir die besonderen
Zwecke der amtlichen Priifung nicht, festzustellen, daf dieser oder
jener Meningokokkenstamm sich als virulent erwies, sondern es mufte
weiter genauestens festgelegt werden, dal diese Tiervirulenz eine kon-
stante, unverdnderliche Eigenschaft des betreffenden Stammes war und
blieb. Schon nach JocumanNs Erfahrungen, der die Austitrierung
seines Genickstarreserums an weillen Méusen infolge der ,schwankenden
Tiervirulenz der Meningokokkenstéiimme erschwert® fand, war die Aus-
sicht nicht grof; umso geringer als nach dem iibereinstimmenden
Urteil aller Autoren (KoLLE und v. WASSERMANN, KrAUS und DOERR,
FLEXNER, KUTSCHER, NEUFELD u.a.m.) die JocEMANNsche Art der

Werthemessung mangels einer hinreichend konstanten Virulenz der
2*
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Meningokokken und eines geniigend empfinglichen Versuchstieres fur
die Praxis nicht als brauchbar erachtet ist. Die in unseren Versuchen
gewonnenen Resultate brachten eine volle Bestitigung dieser Angall)en.
Von ca. 25 verschiedenen Meningokokkenstimmen, darunter auch frisch
aus dem Korper geziichtete, besaf kein einziger eine nennens'werte
Virulenz (nicht unter 2—3 Normaldsen bei intraperitgnealgr Einver-
leibung) gegeniiber weifen Méusen und niemals lief sich eine kon-
stante Virulenz erweisen. Die Versuche auf Meerschweincheg aus-
zudehnen, eriibrigte sich nach den ﬁbereinstimmendgn Ar}gaben in der
Literatur, daB dort die Verhéltnisse ganz #hnlich wie bei Q(.en Meﬂlsen
liegen. Es kann demnach die direkte Priifung der' antiinfektiosen
Wirkung des Meningokokkenserums im Tierversucl.l infolge de.l" ge-
ringen und dazu schwankenden Tiervirulenz der Memngokokkenstan}me
fiir die staatliche Priifung nicht herangezogen werden. Das gleiche
gilt fiir die von FLEXNER an Affen verschiedentlich mi.t Erfolg.aus-
gefilhrte Bestimmung der antiinfektiosen Eigenschaften eines Men.mgo-
kokkenserums, da infolge der notwendigen intralumbalen Einverleibung
dieses Verfahren einmal zu kompliziert und in unseren Breitengraden
auch zu teuer sein diirfte und andererseits ebenfalls sehr von der
Benutzung stets frisch isolierter Meningokokkenstimm'e abhingig zu
sein scheint, die in der Praxis aber nur ausnahmsweise zu erhalten
sein diirften.

Der von RuPPEL eingeschlagene Weg zur Wertbestimmung des
Meningokokkenserums mit kiinstlich hochgetriebenen Passagestimmen
konnte bisher von keinem anderen Autor bestitigt werden, da mangels
nitherer Angaben iiber seine Versuche eine Kontrolle nicht moglich
und es keinem anderen Untersucher (KRUMBEIN und SCHATILOFF) ge-
lungen ist, eine derartige Virulenzsteigerung — bis zu 100 Qese fu1
weile Miuse — bei Meningokokken zu erzielen. Andererseits wird
man wohl der Ansicht NEurELDs vollkommen beipflichten miissen,
daf auch im Falle der Moglichkeit ‘einer solchen kiinstlichen Virulenz-
steigerung eines Meningokokkenstammes es wohl den groften Bedenken
unterliegen miiBte, solche in ihren pathogenen Eigenschaften fundamental
verinderte Passagestimme zur Serumpriifung, insbesondere fﬁr.ZWecke
einer allgemein giiltigen amtlichen Priifungskontrolle heranzumehe}n.

GroRere Aussicht fir eine erfolgreiche Titrierung des Meningo-
kokkenserums im Tierversuch schien zunichst die von Kraus und
DOERR, V. WASSERMANN und LrucHs, sowie KRrAus ur@ BKCH}ER
vorgeschlagene, auch von FLEXNER, sowie DOPTER bestatlgte. Mog-
lichkeit der Priifung des Serums auf seine giftneutralisierende Wirkung
zu bieten. Diese Priifung erfolgt an Meerschweinchen von 150 g (nach
KraUS besser von 125 g) mit stets frisch hergestellten Giftlosungen.
Diese toxischen Extrakte werden gewonnen durch Abschwemmen
24-stiindiger Bakterienrasen Kollescher Schalen, die mit verschiedenen
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Meningokokkenstimmen besét sind, mit je 5 cecm sterilen destillierten
Wassers (v. WASSERMANN und LrucHs) oder durch Abschwemmen
48-stiindiger Kulturen mit 10 ccm '/, Normalsodalosung (KrAus und
BicHER) oder aus toluolisierten, durch Berkefeldfilter filtrierten Koch-
salzsuspensionen oder filtrierten Bouillonkulturen von Meningokokken
(FLEXNER). Von einem solchen Toxin verlangt man man, dafl es in
Mengen von 0.1 ccm, mindestens von 0,3 cem fiir Meerschweinchen von
150 g in 24 Stunden todlich ist. Die Tiere erhalten dann die mehr-
fach todliche Dosis gemischt mit fallenden Mengen des Immunserums
in die Bauchhohle injiziert.

Es zeigte sich nun zuniichst, daB — wie dies auch die genannten
Autoren bemerken — nicht alle Stiimme in gleicher Weise zur Gewinnung
eines wirksamen Toxins sich eignen, im Gegenteil scheint diese Fihigkeit
nur ganz ausnahmsweise den Meningokokken zuzukommen. TUns ist es
jedenfalls bei unseren zahlreichen Stimmen nie gelungen, nach den vor-
beschriebenen Methoden bezw. bei Anwendung von neutralisierten Anti-
forminauflésungen der Kokken, ein Toxin mit akuter Giftwirkung von
weniger als 0,3 ccm fiir 150 g Meerschweinchen bei intraperitonealer, intra-
vendser oder intrakardialer Injektion zu erzielen. Meistlag die Dosis letalis
minima erst zwischen 0,3 bis 0,5 cem. Abgesehen von diesem nicht gerade
sehr hohen Giftwert, zeigten sich aber die Extrakte in ihrer Giftwirkung
hiufig sehr schwankend, so dal bereits bei der Gifteinverleibung allein
die Versuchsreihen nicht entsprechend den quantitativen Verhiltnissen
ausfielen, noch weniger aber bei Injektion der Giftserumgemische. Des-
halb lehnen auch KrumBEIN und DIeHL die Priifung gegen das Toxin
bei Meerschweinchen wegen ‘der starken Schwankungen in der Gift-
wirkung ab. Wir zogen ferner, da die Toxinpriifung an weifen Miusen
nirgends brauchbare Werte ergeben hat und auch uns nicht ergab,
zur Einstellung der Toxine auch Kaninchen von 1000—1200 g Gewicht
heran, um zu priifen, ob sich hierbei vielleicht bessere Ausschlige in
quantitativer Hinsicht erreichen lieBen. Zur Erzielung eines akuten
Todes (in 24 Stunden) machte sich eine Erh¢hung der toxischen Dosis
auf 0,75—1,0 cem notig; Dosen von 0,4—0,5 cem (intravends) vermochten
den Tod in 4 bezw. 3 Tagen herbeizufiihren. Wihrend sich mit dem
Toxin allein hinlinglich gleichméiRige Resultate erzielen lieRen, traten
bei Einverleibung der Giftserumgemische meist grofe Schwankungen
auf. AuBerdem machte sich stets eine erhebliche Verringerung des
toxischen Effekts der Extrakte, auch bei nur wenige Wochen, ja bis-
weilen schon bei einige Tage wihrender Konservierung (karbolisiert
im Eisschrank gehalten, bezw. nach Einfrieren und Wiederauftauen)
bemerkbar. Das ist aber ein Uebelstand, der den Wert dieser Methode
fir prifungstechnische Zwecke sehr problematisch macht, da beim
Fehlen eines — wenigstens einigermafen — konstanten Testtoxins die
Austitrierung eines antitoxischen Serums auch unter Verwendung eines
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Standardserums nur mit grofen Fehlergrenzen geschehen kann. In
Uebereinstimmung mit KoLLE, der diese Priifungsmethode fiir praktisch
undurchfiihrbar hilt, ferner mit KruMBEIN und DiEHL, sowie FLEXNER
und JoBLING, die zu befriedigenden Ergebnissen ebenfalls nicht ge-
langten, konnten auch wir uns nach den oben dargelegten Erfahrungen,
von einer geniigenden Sicherheit der Methode, wie sie fiir priifungs-
technische Zwecke unumginglich erforderlich ist, nicht iiberzeugen.
Ganz abgesehen davon, wird bei der Bewertung der giftneutralisierenden
Wirkung des Meningokokkenserums im giinstigsten Falle nur eine,
dabei nach ziemlich iibereinstimmenden Ansichten fast aller Autoren,
wohl nicht sehr bedeutende Quote der Heilwirkung des Serums ge-
priift, wie ja auch im Krankheitshilde der epidemischen Genickstarre
toxische Einfliisse weniger in Erscheinung treten, als die Symptome
der echten Infektionskrankheit. Trotz der erwihnten Unzulinglich-
keiten diirfte die Methode aber sicher die einzige sein, die bei weiterem
Ausbau, besonders durch Gewinnung eines Toxins von hohem und
konstantem Giftwert im Tierversuch eine Werthemessung des Meningo-
kokkenserums erméglichen lassen wird. Dabei ist weniger von Belang,
dal die bisher mitgeteilten antitoxischen Werte des Meningokokken-
serums nur niedrig sind (0,5 — 1,0 cem Immunserum gegeniiber der
1—2-fachen Dosis letalis minima), da einmal die antitoxische Quote
bei der Herstellung des Immunserums bisher wohl nur weniger Be-
riicksichtigung gefunden hat, andererseits aber beim Meningokokken-
serum ein Hochtreiben des antitoxischen Wertgehalts, nicht wie beim
Diphtherie-, Tetanus- und Dysenterieserum erstes Erfordernis ist, weil
hier auf den Antitoxingehalt immerhin nur ein Teil der giinstigen
Wirkung des Serums zuriickzufiihren sein diirfte.

Anstatt der Kokkenextrakte haben KruMBEIN und DieHL die
Verwendung von sterilisierten Kokkenemulsionen in Versuchen an
Meerschweinchen und weiflen Méusen vorgezogen, da die letzteren eine
bis zu 3 Monaten wihrende Haltbarkeit der Giftwirkung zeigten.
Weder die- an Meerschweinchen noch an Mi#usen von den genannten
Autoren erzielten Resultate erscheinen geeignet, um sie als versprechend
fiir eine ratiomelle Serumpriifung bezeichnen zu kénnen. Auch wir
vermochten bei der Verwendung solcher steriler Kokkenemulsionen an
weillen Miusen keine glatten Reihen bei der Toxizitdtspriifung zu er-
reichen. Auch bei der Kombination von Kokkenemulsionen -+ Me-
ningokokkentoxin zur Erzielung besserer toxischer Effekte waren unsere
Resultate nur ausnahmsweise den einverleibten Giftquantititen ent-
sprechend. Bei Verwendung gleichbleibender, sicher toxischer Dosen
mit fallenden Serummengen im Giftserumgemische (Einverleibung sub-
kutan wund intraperitoneal) zeigten nur relativ hohe: Serumdosen
(0,8—0,5 cem pro 20 g Maus) eine Wirkung, die dann aber auch von
dem zur Kontrolle injizierten Normalserum meist erreicht wurde, wie
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es sich dhnlich auch in einigen Versuchen von KrRuMBEIN und DIEHL
zeigt. Also auch mit dieser Modifikation erscheint die Auswertung
des Meningokokkenserums im Tierversuch praktisch nicht brauchbar.

Die von Kraus und BAcHER angegebene Methode zum Nachweis
der bakteriotropen Eigenschaften des Serums in vivo, wobei die durch
Phagozytose erfolgende Keimzahlverminderung in der Peritonealhohle
von Meerschweinchen mittels nachfolgender Plattenaussaat gepriift wurde,
ist zwar theoretisch sehr interessant, in praxi aber so umstindlich und
mit der Gefahr groferer Fehlerquellen verkniipft, daB sie sich fiir die
prifungstechnische Praxis weniger eignet, als der bakteriotrope Reagenz-
glasversuch, wie ihn iibrigens zurzeit auch Kravs und BACHER selbst
zur Wertbemessung anwenden.

Damit erscheinen die Moglichkeiten einer Priifung im Tier-
versuch erschopft. Da keine einzige der Methoden in der
zurzeit gehandhabten Ausfithrung eine nur einiger-
mafen geniigende Sicherheit der Werthestimmung ge-
wéhrleistet, so kommen sie, wenigstens in der jetzigen
Form, zur Verwendung in der prifungstechnischen
Praxis nicht in Frage.

Es multe danach weiter gepriift werden, ob die verschiedenen,
zur Austitrierung des Meningokokkenserums angegebenen Reagenz-
glasmethoden bessere Resultate zu liefern ermoglichen.

II. Wertpriifung des Meningokokkenserums in vitro.

Wéhrend KruMBEIN und DIEHL noch angeben, dal auBer den
komplementbindenden Stoffen, auch der Gehalt an Agglutininen sich
bisher fir die Wertbestimmung des Meningokokkenserums als brauch-
bar erwiesen hat, wobei sie allerdings die Komplementhindungsmethode
der Agglutinationsreaktion iiberlegen erkliren, ist sonst ganz allgemein
die Priifung des Agglutinationstiters als ungeeignet zur Werthemessung
des Meningokokkenserums erklirt worden, weil hohe Agglutinationskraft
auch ohne Schutz- und Heilkraft erzeugt werden kann (JOCHMANN).
BicrER und HAcHLA machen auBlerdem noch auf die Abhingigkeit
des Agglutinationstiters von der Verwendung mehr oder weniger gut
agglutinabler Stimme aufmerksam. Wir haben mit Riicksicht auf die
ersterwithnte, anerkannte Tatsache von vornherein darauf verzichtet,
die Agglutinationsreaktion zur staatlichen Priifung des Meningokokken-
serums heranzuziehen. Ganz abgesehen davon wiirde anscheinend die
Verwertung des Agglutinationsresultats als Wertpriifungsmethode ein
falsches Bild von der Haltbarkeit der Meningokokkensera geben. Wir
fanden n#mlich bei mehreren nach Jahresfrist und dariiber untersuchten
Meningokokkenseris eine ganz betriichtliche Abnahme der aggluti-
nierenden Antikérper im Gegensatz zu dem noch vorhandenen Gehalt
an komplementbindenden Stoffen und bakteriotropen Immunkérpern.
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(Protokoll s. w.u. Seite 41.) Dieses Ergebnis lediglich mit der zu-
falligen Verwendung eines schlecht agglutinablen Stammes erkliren
zu wollen, wiirde aber wohl sehr gezwungen erscheinen, da die Re-
sultate mit mehreren Stimmen die gleichen waren und bei Verwendung
derselben Stimme, sowohl im Komplementbindungsversuch, wie mit
dem Tropinversuch ein weit stirkerer Gehalt an spezifischen Stoffen
sich nachweisen lieB.

Eine nennenswerte bakteriolytische oder bakterizide Wirkung des
Meningokokkenserums hat sich — auch in Verwendung mit Komplement
oder frischen Peritonealextrakt von Meerschweinchen — nie nachweisen
lassen (HAENDEL, KrAUus und BACHER, JoBLING, NEUFELD). Es
ist deshalb auch die Bewertung des Serums nach dem Gehalt an
bakteriziden Ambozeptoren von keiner Seite herangezogen worden,
obschon JocHMANN angibt, eine, wenn auch nur geringe bakterizide
Wirkung seines Serums durch Plattenversuche nachgewiesen zu haben.
In den von uns angestellten Plattenversuchen haben wir verwertbare
Resultate ebenfalls nicht erzielen konnen.

Das von KoLLE und v. WASSERMANN zur Wertbestimmung des
Meningokokkenserums in vitro angegebene Verfahren, benutzt dazu
die BOorDET- GENGOUsche Komplementbindungsmethode und bestimmt
den Gehalt des Immunserums an komplementbindenden
Stoffen gegeniiber einem spezifischen Antigen. Aus dem Fiir und
Wider der zahlreichen, iiber die Brauchbarkeit dieser Methode zur
Wertbemessung des Meningokokkenserums erschienenen Verdffent-
lichungen (NEUFELD, Kraus und DoErr, Kraus und BACHER,
KrumBEIN und ScEHATILOFF, KRUMBEIN und Dienr, BACHER und
HacurA, v. WAsSERMANN und LEevucHs, FLEXNER und JoBLING,
JOCHMANN, ONAKA, CorLoMBO u. a. m.) L#Bt sich jedenfalls soviel
entnehmen, daf die Methode zur Feststellung von vergleichenden
Werten geeignet ist und im \Ganzen fiir die Praxis geniigend
gleichméafRige Resultate ergibt, ohne freilich ganz zu befriedigen.
Es war demnach zu' untersuchen, ob die Methode auch fiir die be-
sonderen Verhdltnisse der amtlichen Priifung ausreicht, namentlich ob
die beiden Hauptkomponenten des Verfahrens: das Immunserum und
das spezifische Antigen sich in priifungstechnischer Konstanz herstellen
und konservieren lassen, so dal eine stéindige GleichmiBigkeit und
Vergleichsmoglichkeit der jeweils sich ergebenden Resultate gewiihr-
leistet erscheinen kann. Erst in zweiter Linie war zu beriicksichtigen,
ob ein direkter Zusammenhang zwischen dem Komplementbindungs-
vermogen und der therapeutischen Wirksamkeit der Meningokokken-
sera sich beweisen 14Rt. Denn die anfingliche Meinung von KOLLE
und v. WAssERMANN, daf die komplementbindenden Stoffe mit ambo-
zeptorartigen Substanzen zu identifizieren seien, hat sich spiter als
nicht haltbar erwiesen (NEUFELD, FLEXNER und JoBLING, KRAUS
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und BACHER u.a.m.) und ist auch von den beiden Autoren inzwischen
selbst redressiert. Da aber bei der staatlichen Priifungskontrolle der
Modus der provisorischen (fakultativen) amtlichen Priifung von Heil-
seris besteht, wonach von einer neu einzufithrenden Priifungsmethode
zunichst nur quantitativ gleichbleibende Standardresultate verlangt
werden, ohne Riicksicht darauf, welcher Art die dabei gepriiften Stoffe
sind, erscheint bei Unmoglichkeit einer anderen Wertprifung sonach
die Verwertung dieser Methode fiir die Zwecke der amtlichen Priifung
auch moglich, wenn nur der ersten Forderung mit ihr gentigt wird,
ganz abgesehen davon, daf bisher ein strikter Beweis dafiir, daf die
komplementbindenden Stoffe mit dem Schutz- und Heilwert des Serums
in gar keiner Beziehung stehen, nicht geliefert ist.

Unsere Untersuchungen hatten sich also zuniichst zu erstrecken auf
die Priifung der Konstanterhaltung 1. des Immunserums, 2. des Antigens.

Welche Konservierungsweise die Haltbarkeit der komplement-
bindenden Stoffe in einem als Standardserum zu verwendenden
Meningokokkenserum am besten garantiert, war von vornherein nicht
ganz sicher, da sich in der Literatur widersprechende Angaben iiber
diesen Punkt fanden. So soll nach den Untersuchungen von KRuUM-
BEIN und ScHATILOFF der Titer fliissiger, karbolisierter Meningo-
kokkensera verhéltnisméfRig rasch heruntergehen, aber auch in trocken
konservierten Meningokokkenseris ein stindiger Rickgang an
komplementbindenden Stoffen sich bemerkbar machen. HAENDEL und
NeEvurELD konnten dagegen im Laufe eines Jahres keine Abschwichung
feststellen. Dasselbe berichten BAcEER und HAcHLA, und v. WASSER-
MANN und LevcHs sprechen direkt von einer priifungstechnischen
Konstanz, ohne allerdings auf die Frage der Konservierung niher ein-
zugehen. Unsere Untersuchungen ergaben, dal die im Handel erhélt-
lichen fliissigen "Meningokokkensera unter gewdhnlichen Verhiltnissen
eine verschiedene Haltbarkeit der komplementbindenden Stoffe zeigen.
So lieB ein karbolisiertes, im Eisschrank aufbewahrtes Meningokokken-
serum (B. vom 29. 5. 1911) aus der chemischen Fabrik von E. Merck
in Darmstadt und das Meningokokkenserum No. 53 vom 1. 5. 1911
(karbolisiert) aus dem TInstitut fiir Infektionskrankheiten, Robert Koch,
bei der Wiederholung der Komplementbindungsreaktion nach 15 Monaten
eine teils nicht unerhebliche, teils immerhin deutliche Verminderung
an komplementbindenden Stoffen erkennen, wie aus nachstehendem
Protokoll ersichtlich ist (Tabelle 1, Seite 26—27). Dagegen fiel bei den
Meningokokkenseris No. 5 und 6 (karbolisiert) aus den Farbwerken
Hochst a. M. und No. 34 und 35 aus dem DBerner Seruminstitut
(u. W. unkarbolisiert), die ebenfalls im Eisschrank konserviert wurden,
die zweite nach 14, bezw. 15 Monaten vorgenommene Priifung fast genau
so aus wie das erste Mal (s. die betreffenden Protokolle in Tabelle 1,
Seite 26—27). Bei unzweckmifiger Aufbewahrung — im Brutschrank
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Tabelle
Haltbarkeit der komplementbindenden
Men.Se. Nr. 53
Men.Se. Merck B. (Inst. £. Inf.)
Im.Se. + Men.Extr. ¥/, 4+ Kompl. Y/
¥ 2 ke GRS ol 671 o R
11 124 lf o0 i 12 On:
ei 37 bei 37°
]
025" 0,59 L. 0,5 % H. kplt. H.fkplt. 0 |H.kplt.|H. kplt.|H. kplt.
p i st. !
0,2 TP » ot ) :g » kplt. 0 ) ” »
071 -+ 2 s ” é’;\o » Spur 0 » ” fst. ”»
£05 S ; i B crmtOB L 0 [REERE BEER (ET
_s
= fst.
001 4+ 3 + 5 E 0 0 0 kplt. Spur 0
0,005 4+ i L, ,, E 0 0 0 4] 0 0
0,002 + N + » 0 0 0 Spur 0 0
0,001 -+ i + 2 = 0 0 0 0 0 0
0,002 — + »” = 0 0 0 0 0 0
0,005 — S » < 0 0 0 0 0 0
01 — + » 4 0 0 0 0 0 0
0,2 = 2 = = 0 0 0 0 0 0
0,25 — + b m| 0 0 0 0 0 0
0 + 0,5 =+ ” 0 0 0 0 0 ()
0 + 1,0 + » §|] 0 0 0 0 0 0
N.Se. L
025 ot 0,5 + » 21 0 0 0 0 0 0
0,25 - + “ & 0 0 0 0 0 0
O,D = ke 2 N 0 0 0 0 0 0
Eine Stunde bei 37°, .

bei 8379 — machte sich nach den angegebenen Zeiten ausnahmslos ein
starker Riickgang an komplementbindenden Stoffen bemerkbar. (Pro-
tokolle s. vorstehende Tabelle 1). Bemerkt sei dabei, daf als Antigen
in allen Versuchen derselbe Standardextrakt zur Verwendung gelangte.
Derselbe stammte aus dem Institut fiir Infektionskrankheiten Robert
Koch und wurde eingefroren konserviert. Jedenfalls zeigen die Ver-
suche, dafl die Haltbarkeit der komplementbindenden
Stoffe in Meningokokkenseris, die in gleicher Weise im
Eisschrank konserviert werden, keine ganz gleich-
mafige ist, somit dieser Konservierungsmodus fiir priifungstechnische
Zwecke nicht geniigen kann. Wir haben deshalb die Konservierung
eines vom S#chsischen Serum-Werk im Mai 1912 uns zur Verfiigung
gestellten Meningokokkenserums nach der EHRLICHschen Vakuum-
methode vorgenommen, die sich bekanntlich (OTTo, sowie OrTTo und

1) = der Halfte der ersten spontan nicht mehr hemmenden Extraktdosis.
2) = der 3fach lgsenden Abe.-Dosis (nach 20 Min,).
3) = Dauer der Aufbewahrung bis zur Losung séimtlicher Kontrollen,

Notierung der Resultate nach 20-stiindiger Aufbewahrung im Eigschrank.
In allen Rohrchen ist das Gesamtvolumen durch physiologische NaCl-Auf-
fillung auf 2,5 ccm gebracht, 2

Men.Se. Hochst Nr.5 | Men.Se. Hochst Nr. 6 | Men.Se. Bern Nr. 34 | Men.Se. Bern Nr. 35
2
; 1.10.12
28.8. | 22,10, {21012 o958 |99 10, 21012} 91 7. |91, 10, PRA012) 01,7, |21 10.| g
sl 5= | VRions, Kons. | 7] 12 Kons. | “7% 12 ons.
| 12 pgge| 11| 12| pegyo bei 370 bei 37
H. kplt.| H. kplt.|H. kplt.| H. kplt.| H. kplt.|H. kplt.|H.kplt.|H kplt. E[.fkg)lt. H kplt.| H.kplt.|H. kplt.
st.
” ” ” 2 2 b b2 ” kplt. ” 2 »
” ” ]{fls)fé. ” ” 3 ” ”» 0 » ” deut]'
fst. fst. 0 . R 0
” ” O | pplt. | kptt. | © » » :
fst. fst. 0 ! B 0 . 2
kplt. | kplt. 0 0 » ) fs’t ) o :
deutl. | deutl. 0 0 5 0 » kpft. 8 (;e:té). el(l) : :
0 0 0 0 0 st.
i e 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5
0 0 (0] 0 0 0 0 0 0 0 0] 2
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 )
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 !
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 .
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O i
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 8 0 0 0 0 0 0 0 0 8 8
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

BoEENCKE) zur Konservierung des Diphtherie-, Tetanus-., Rotlauf-und
anderer Standardsera ausgezeichnet bewihrt hat. Zu diesem Zweclfe
wurden teils je 0,6 cem des unkarbolisierten Meningokokkenseru@s in
die Glasschenkel des Vakuumapparats gefiillt und im Vakuum einge-
trocknet, teils wurde das Meningokokkenserum (10fach }(onzentrlert)
zu je 0,3 g in den Glasschenkeln luftfrei eingeschmolzen. Wie das Resul-
tat der nach 7 Monaten vorgenommenen Nachpriifung ergab, hatte das
Serum bei dieser Konservierung seinen Anfangstiter vollkommen be-
halten (s. Tabelle 2.)

Tabelle 2

Men. Standardisiertes Standardisiertes

Im.Se. + Extr. + Kompl fliissiges Serum trockenes Serum
e 10 ‘1o 95, 5420 || 2011212 1350020 | F20r 1202
01 + 05+ 05 H. kplt. H. kplt. H. kplt. H. kplt.

0)83 + ”» i ” » ”» :7 ”

0, + 2 ”» ” 2 ) 2

deutl. deutl. 5 &)

8’8(1)5 j—— it i 4 Spur Spiirchen fst. kplt. i
1 e 0 0 Spur Spur(():hen

000l + 5 + 0 0

Kontrolle;a, hiimolytisches System, Versuchsdauer und Gesamtvolumen der ein-
zelnen Rohrchen wie in den Versuchen auf Tabelle 1.
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Natiirlich miissen erst noch weitere Nachuntersuchungen die
d‘auernde Konstanz des Meningokokkenserums bei dieser Konger-
vierungsart beweisen. Wenn diese auch fernerhin die Konstan des
luftfrei konservierten Trockenserums ergeben sollten, so wire aus
prak.tischen Griinden diese Form der Aufbewahrung V’rorzuziehen da
bfarelts in einem Rohrchen mindestens die fiir eine Komplem’ent-
bindungsreaktion erforderliche Menge Standardserum (0,3 g des 10fach
konzentrierten = 3,0 ccm natives Serum) enthalten ist, wihrend von
den _ﬂﬁssig eingefiillten und nach Eintrocknung im Vakuilm luftfrei kon-
servierten Seris in jedem Rohrchen hochstens 0,6 ccm nativen Serums zur
Verfiigung stehen, also stets eine gréBere Zahl von Rohrchen fiir jeden
Versuch_zu offnen wire. Bei der Benutzung eines Standard-Trocken-
serums 1st nur darauf zu achten, dag die Eintrocknung grobkérnig und
schollig geschieht, da nur so eine einigermafRen geniigende L('jslizhkeit
d.es Serums erhalten bleibt, wiihrend bei pulverisierten Trockenseris
eine vollstindige Losung spéiter kaum noch in 24 — 48 Stunden, auch
bei Anwendung hoherer Temperaturen (379 zu erreichen ist. ’

pas be‘i der Komplementbindungsmethode notwendige spezifische
Antigen ist von verschiedenen Autoren in verschiedener Form an-
gewendet worden. Von KoLLE und v. WASSERMANN ist die BORDET-
GEN.GOUSChe Komplementhindungsmethode zur Werthemessung des
Meningokokkenserums in der v. WASSERMANN-BRUCKSchen Modifikation
bengtzt, wobei als Antigen statt der Vollbakterien Schiittelextrakte aus
Meningokokkenagarkulturen Verwendung fanden. KoLLk und seine Mit-
arbeiter KRUMBEIN und SCHATILOFF, sowie KRUMBEIN und DrIgmL
haben spiiter jedesmal frisch hergestellte Meningokokkenaufschwem-
mungen empfohlen.

.Fﬁr priifungstechnische Zwecke kann a priori die Verwendung des
Antlgens nur in einer Form in Betracht kommen, die seine unverinder-
liche Konstanz im Gehaltan spezifischen.Substanzen bei der Konservierung
Verbﬁ%‘gt. Die benutzten jedesmal frisch hergestellten Meningokokken-
em'uls1.011en wiirden daher schon aus diesem Grunde nicht angingig sein
weil sie eben infolge der jedesmaligen Neuherstellung keinen stets’
konstanten, die Feststellung von Vergleichswerten erméglichenden Mag-
stab Qarstellen. Solche Bakterienaufschwemmungen aber lange Zeit
uflvera}nd.ert zu konservieren, ist wegen der stindigen autolytischen Vor-
gange mnicht moglich. Es bleiben also die Meningokokkenschiittel-
extrakte. v. WASSERMANN und LEUCHS sprechen direkt von einem
Standardextrakt, den sie sich aus Meningokokkenkulturen her-
stellten, indem XKollesche Agarschalen, die zur Erzielung eines
p(ilyvalenten (multipartialen) Extrakts mit verschiedenen M eningokokken-
stimmen besit waren, mit je 5 ccm sterilem destilliertem Wasser ab-
geschwemmt wurden. Diese Emulsion wurde im Schiittelapparat ge-
schiittelt, bis 0,5 Proz. mit Karbol versetzt und zentrifugiert, der Ab-
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guR wurde in dunklen Flaschen als Standardextrakt auf Eis konserviert.
Beziiglich der Haltbarkeit derartig hergestellter Extrakte stellte sich
heraus, daB die frisch bereiteten Extrakte wéhrend der ersten Wochen
in ihrer Wirksamkeit stark zuriickgehen, sich dann aber fir lange Zeit
quantitativ konstant einstellen. Die Autoren benutzten deshalb spéter
nur Extrakte, die lingere Zeit, d. h. mehrere Monate abgelagert
waren. Nach Verbrauch des jeweiligen Extraktvorrats ist angeblich die
genaue Einstellung eines 2. Extrakts zu derselben Stirke mit Hilfe
eines Standardserums sehr leicht moglich. Mit diesen Darlegungen
war der Weg zur Gewinnung eines Meningokokken-Standardextrakts
gegeben und es blieb nur zu untersuchen, ob die angegebene Art der
Bereitung und Konservierung die zweckméfBigste und sicherste war,
oder ob durch etwaige Modifikationen die Standardisierung des Extraktes
noch sicherer und konstanter ermdglicht werden konnte.

Nach einigen Vorversuchen bedienten wir uns zur Herstellung
folgenden Verfahrens: Kollesche Agarflaschen werden in gleicher
Zahl mit je einem Meningokokkenstamm (verschiedene Laboratoriums-
und frisch aus dem Korper geziichtete Stimme moglischst gemischt)
beimpft und nach 36—40-stiindigem Verweilen im Thermostaten bei
37° mit je 10—15 cem 37° warmen sterilen, destillierten Wassers, ent-
sprechend der Stirke des Bakterienrasens, abgeschwemmt. Diese Auf-
schwemmung wird 30 Stunden im Schiittelapparat bei Zimmertempe-
ratur geschiittelt, danach bis zu volliger Klarheit zentrifugiert und nach
probeweiser Einstellung unter einer Toluolschicht in dunkler Flasche
mit Paraffin-Gummiverschlul mindestens 3 Monate im Eisschrank auf-
bewahrt, bis der Extrakt als ,abgelagert” gelten kann. Danach wird
derselbe genau eingestellt und je nach dem Grade seiner Selbst-
hemmung in kleinen Quantitéiten in dicht iiber der Fliissigkeitskuppe
abgeschmolzenen Glasrohrchen auf Eis oder besser moch eingefroren
konserviert, da bei der von v. WASSERMANN und LEUCHS angegebenen
Konservierung des karbolisierten Extraktes im Eisschrank eine
vollige Konstanz auf die Dauer uns nicht gewdhrleistet schien. Auf
unsere Art konservierte Extrakte zeigten sich uns bisher noch 14 Monate
spéter in ihrem Gehalt unverindert. Neuerdings beabsichtigen wir aber
auch fir die Konservierung des Meningokokkenextraktes die EHR-
ricusche Vakuummethode anzuwenden, wie sie sich z. B. auch fir
die Konservierung des labilen Tetanustoxins so unvergleichlich bewéhrt
hat. Da hierbei aber die grofte Einzeldosis 0,6 cem nicht iibersteigen
darf, wenn nicht die vollstindige Evakuierung in Frage gestellt werden
soll, so gilt es aus praktischen Griinden, wegen der nicht unerheblichen
Kosten jedes Einzelapparates, noch einen derart konzentrierten Extrakt
herzustellen, daf die ersten nicht mehr selbsthemmenden, bei der
Reaktion zur Verwendung gelangenden Extraktdosen so niedrig (z. B.
0,02—0,01 cem) liegen, daf der Inhalt eines Rohrchens fiir den Standard-
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Vergl. auch Resultat des Tropinversuchs Nr. 4
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und den Priifungsversuch ausreicht. Es sind deshalb Versuche im LU =
Gange, ob es vielleicht gelingt, durch Benutzung des klar zentrifugierten S e Ll T T s e e e
; I A= =
Abgusses der ersten Meningokokkenabschwemmung zu einer 2. und oaRs =
evtl. 3. Abschwemmung jedesmal neu besiter Kollescher Schalen = 5" S Q‘ 2 20 O CO0O0OD00 OO0
eine derartige Anreicherung der antigenen Substanzen zu erreichen, 5] =
den Extrakt also gewissermaBen zu séttigen, daf seine spezifische Wirk- 2 E = HAg
samkeit noch in den oben genannten hohen Verdiinnungen bei der 3 =T ; I AT Rt AT o LT AT TRaE oy
Komplementbindungsreaktion zutage tritt. Sollten jedoch diese Ver- 8 B =
suche auch zu keinem Resultat filhren, so erscheint bereits durch die g 'E*rf R e
vorher auseinandergesetzte Konservierung des Testantigens — einge- = :3-2 o
froren oder auf Eis in kleinen zugeschmolzenen Glasrohrchen — eine = | "8 »*a <
auch fiir priifungstechnische Zwecke hinreichende Konstanz gewdhr- 1S 5" St LTS ESSS SR asC SRS
leistet. Nach Erschopfung des Vorrates diirfte die Neueinstellung eines 'E % ; : E
Extraktes mit Hilfe des Standardserums auf besondere Schwierigkeiten ; E ,ﬂg et FEs e o salicoe
nicht stoRen. a5 e s g
Wie die vorstehenden Ausfilhrungen zeigen, diirfte also die o § = = =
zu erreichende Qualitit eines Standardserums und S 8§ 5 oM :“Ug;o TR AT bR O
einesTestantigens fiireineVerwendung der Komplement- = %’“‘ = E :
bindungsmethode zur Wertbemessung des Meningo- 5 2 B e S R S S e s
kokkenserums auch unter priifungstechnischen Gesichts- = g e s <
punkten ein Hindernis nicht bieten. i 3 :f e 2 2B
Wenn somit die Verwendbarkeit der Komplementbindungsreaktion = 8% SE R e e AN e
fiir die staatliche Priifungskontrolle gegeben erscheint, so war doch % = B0 i = ;
noch die weitere Frage zu beantworten, ob diese Methode allein zu SRR ,5-4;3 & : :fo o cocoooooo ocoo
einer sicheren Bewertung des Meningokokkenserums in seinem Immun- 2 %" @ o} =
korpergehalt geniigt, oder ob ihr nur mehr der Wert einer Ergéinzungs- a5 &8 #i M
methode bei der amtlichen Wertbemessung des Meningokokkenserums 2 8 e B S i b il
suzuerkennen sein wird. Fiir den ersten Fall wire es unbedingtes 52 = o
Erfordernis, daR die mit der Komplementbindungsmethode bestimmten § § E. é mg SR S
spezifischen Antikérper in direktem unabinderlichem Zusammenhang 20 e, s
mit der Schutz- und Heilwirkung des Meningokokkenserums stehen. E 5 i
Das ist, wie bereits oben erwihnt, nicht der Fall. Sie sind ebenso- M;T =, st Gl atin b ol el e I Al
wenig wie die Agglutinine als Heilstoffe anzusehen, da die anfingliche K g ST R Y o e S et P
Meinung, die BorpETschen komplementbindenden Antikérper wiren - ’:4_
mit den bakteriziden Ambozeptoren identisch, jetzt allgemein als irrig 20 B ¥ e e R
angesehen wird (s. a. o. Seite 24—25). Wenn demnach diese Methode b 2
der ersten Forderung auch nicht geniigt, so besitzt sie andererseits g gs s s s w o [ g A
als erginzendes Werthestimmungsverfahren doch so viel Bedeutung, 3
daf ihre Verwendung auch in der staatlichen Priifungskontrolle an- =
gingig erscheint, zumal da das Verfahren fiir Meningokokken als 1- N R ;
suBerst spezifisch anerkannt ist — entgegen den Befunden CoLOMBOS, 2 o o s £ 8288880 @,
= S S S8S S 3ogssess | lacss

der die BorpETschen Antikorper noch mit Ambozeptoren identifiziert —

1) Serumprobe vollig dick, ist vom fiebernden Pferd entnommen.

2) Serumprobe 8 nicht geliefert,

und nach den Angaben OnAxAs der Komplementbindungstiter mit
dem Immunisierungsgrade der Serumtiere fortschreitet. Damit besteht

Lfde.
Nr.

in Tabelle 5 (Seite 42).
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aber die Wahrscheinlichkeit, dal von den zahlreichen noch unbekannten
therapeutisch wirksamen Stoffen im Meningokokkenserum doch die
einen oder anderen durch die Titrierung der komplementbindenden
Antikérper mitbestimmt werden. Nach unseren Untersuchungen iiber
den graduellen Anstieg dieser Antikorper wihrend des Immunisierungs-
aktes beim Pferd konnten wir die Angaben ONAKAs vollauf be-
stiitigen. Die einzelnen bei den verschiedenen Blutungen des Serum-
tieres entnommenen Serumproben wurden uns in liebenswiirdiger Weise
von Herrn Prof. RuppEL, Leiter der bakteriologischen und Serum-
abteilung an den Hochster Farbwerken, zur Verfiigung gestellt. Wie
die in der Tabelle 3 zusammengestellten Ergebnisse zeigen, ist die all-
méhliche Zunahme an komplementbindenden Antikdrpern iiberall deutlich
(betreffs der Ausnahme in Serumprobe 4 vergl. die Anmerkung bei Tabelle 3)
Das Maximum ist in der Serumprobe nach der zehnten lnjektion erreicht.
Danach macht sich bald eine deutliche, aber anscheinend lingere Zeit
konstant bleibende Abnahme an BorpETschen Antikorpern bemerkbar.

Was die Ausfithrung der Reaktion anbetrifft, so ist alles néhere
aus den angefiihrten Protokollen ersichtlich. FEine jedesmalige Kom-
plement- und Ambozeptortitrierung und, solange man nicht iber ein
standardisiertes Testantigen verfiigt, auch dessen Austitrierung, hat
dem eigentlichen Komplementbindungsversuch vorauszugehen. Die
Verwendung starker Ambozeptordosen (das dreifache der nach 20 Mi-
nuten losenden kleinsten Ambozeptormenge) und spérliche Extrakt-
dosen (1, der letzthemmenden bezw. !/, der ersten Losung nicht mehr
hindernde Dosis) empfiehlt sich zur Vermeidung von Fehlerquellen sehr.
Die obligatorische Einfiihrung eines bestimmten Titers wird sich wohl
fiir die staatliche Priifungskontrolle als erforderlich erweisen. Am
Institut fiir Infektionskrankheiten war komplette Hemmung bis zur
Dosis von 0,005 (1:200 der Immunserumverdiinnungen) fiir ein brauch-
bares Serum Vorschrift.

Kurz resiimierend konnen ‘wir nach unseren Darlegungen iiber
die Eignung der Komplementbindungsreaktion zur Verwendung bei
der amtlichen Wertbemessung des Meningokokkenserums wohl sagen,
daB das Verfahren zwar nicht allen Anforderungen, die
an eine allein giiltige Prifungsmethode zu stellen sind,
entspricht und daher nicht als einziges Werthestim-
mungsverfahren in Frage kommen kann; andererseits
besitzt die Komplementbindungsmethode auch in prak-
tischer Hinsichtsoviel Vorziige, daB sie alserginzendes
Verfahren stets brauchbare Ergebnisse verspricht, so
daB sie in der staatlichen Priifungskontrolle so lange
mit Vorteil Verwendung finden kann, bis eine brauch-
bare Methode des quantitativen Antitoxinnachweises
im Tierversuch (s. a. 0. Seite 20—23) ausgearbeitet ist.
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Als letztes Verfahren zur Wertbemessung des Meningokokken-
serums in vitro kommt die Bestimmung der bakteriotropen
Substanzen in Frage.

Schon JocEMANN hat den Nachweis geliefert, daf im Meningokokken-
serum neben antitoxischen Stoffen und bakteriziden Ambozeptoren auch
phagozytosebeférdernde Substanzen enthalten sind. Zur Wertbemessung
des Serums hat er dieselben jedoch nicht herangezogen. NEUFELD
hat dann unter Anlehnung an eine von DENYS und LECLEFF fiir das
Streptokokkenserum angegebene und von MENNES auch beim Pneumo-
kokkenserum mit Erfolg angewandte Methode ein Verfahren zur
Austitrierung der bakteriotropen Stoffe des Meningokokkenserums im
Reagenzglas ausgearbeitet. Seine Methode gestaltet sich so, daf ab-
gestufte Immunserummengen in vitro mit Meningokokken und Leuko-
zyten gemischt eine gewisse Zeit bei 37° gehalten werden, und in
dem alsdann angefertigten, gefiirbten Ausstrichpriparat unter dem
Mikroskop die unterste Serumverdiinnung festgestellt wird, bei welcher
gegeniiber Kontrollen ohne Immunserumzusatz eine spezifische An-
regung der Phagozytose deutlich erkennbar ist. JOOHMANN hat auf
diese NreureLDsche Methode als sehr beachtenswert hingewiesen.
FLExNER und JOBLING benutzen die Wertbestimmung des Meningo-
kokkenserums nach dem Tropingehalt ausschlieflich und angeblich mit
sicherem Erfolg. Auch Kraus und BAcHER, desgleichen BACHER
und HacuLA haben bei ihren Nachpriifungen die Methode brauchbar
gefunden und sie als Priifungsverfahren fiir das Meningokokkenserum
— evtl neben dem Nachweis der giftneutralisierenden Substanzen
des Serums — empfohlen. Endlich haben auch v. WASSERMANN
sowie ONAkKA den Wert der Tropinmethode als Hilfsverfahren zur
Wertbemessung des Meningokokkenserums anerkannt.  Ueber die
praktische Brauchbarkeit der NEUrELDschen Reagenzglasmethode
herrscht also unter den beteiligten Fachminnern zurzeit kein Zweifel
melhr. Dazu kommt, daB den bakteriotropen Eigenschaften des
Meningokokkenserums jetzt allgemein auch ein betréichtlicher, nach
JocumaNN sogar der bedeutendste Anteil an der Heilwirkung des

Serums beigemessen wird. Es konnen also — im Gegensatz zu den
komplementbindenden Stoffen, wo nach unseren obigen Ausfithrungen
dies noch unsicher ist — durch die Titrierung der Bakteriotropine

tatsiichlich kurativ wertvolle Bestandteile des Meningokokkenserums
bestimmt werden. Demnach handelte es sich fiir uns nur darum, zu
untersuchen, ob die Methode in der von NEUFELD angegebenen Aus-
fihrungsform®) ohne weiteres auch fiir die Zwecke der staatlichen
Serumpriifung verwertbar war. Der Autor, der sein Verfahren neben

1) Med. Klin,, 1908, Nr. 30; Arb. a. d. Kais. Gesundh.-Amt, 1910
Bd. 34, Nr. 3.

Ehrlich, Arbeiten V. 3
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der Komplementbindungs-Reaktion zur staatlichen Priifung des Me-
ningokokkenserums empfohlen hat, 148t nimlich bei Besprechung seiner
Methodik selbst mehrfach die Frage offen, ob durch etwaige Ab-
anderungen in der Technik bezw. Eruierung und Ausschaltung einiger
bisweilen storender Faktoren die Resultate des bakteriotropen Reagenz-
glasversuchs sich nicht noch gleichmiBiger gestalten lassen, was ja
gerade fiir die priifungstechnische Praxis von ausschlaggebender Be-
deutung wire. Dazu war von anderer Seite auf die durch ofters
beobachtete schlechte Firbbarkeit einzelner Meningokokken bedingte
Unsicherheit in der Beurteilung der Resultate, ferner auf die bei
manchen Meningokokkenstimmen erwiesene entweder schon primér
bestehende oder bei kiinstlicher Fortziichtung eingetretene Neigung
zur Spontanphagozytose durch normale Sera hingewiesen. Anderer-
seits sollen Stimme vorkommen, die so gut wie garnicht phago-
zytiert werden. Endlich berichtete ONAkA, das bei Benutzung ver-
schiedener echter Meningokokkenstimme zur Austitrierung desselben
Meningokokkenserums mittels der Tropinmethode sich quantitativ
schwankende Resultate ergaben (vergl. dazu die 4 Versuchsproto-
kolle S. 38). -

Unsere Untersuchungen, zu deren Illustrierung nachstehend mehrere
Protokolle wiedergegeben sind (Seite 34—38) zeigten uns jedenfalls,
daR die der bakteriotropen Reagenzglasmethode anhaftenden Méngel nur
geringfiigiger Natur sind, und daB es zweifellos gelingt, auch in
priifungstechnischem Sinne hinreichend genaue und sichere Vergleichs-
werte damit zu erzielen.

20. 5. 1912,

Tropinversuch mit Dresdener Meningokokken Standard-Serum.
a) fliissig, b) trocken (geldst 1:10)
Versuchsanordnung: LSe. + Kokken + Leukozyten 1%/, Std. bei 37°.

Gegen Stamm E. 24-stiindig.

Nr.| I.Se. Verd. Resultat bei a Nr.| L.Se. Verd. Resultat bei b
1t 0,01 et ot 1 0,01 ARSRESE
2 0,005 + 4 bis +++ 2 0,005 ALt
3 0,002 ++ 3 0,002 ++
4 0,001 ++ 4 0,001 4+ 4+
b) 0,0005 + bis ++ 5 0,0005 . + bis ++
5 0.0002 schwach -+ 6 0,0002 schwach -+
7 0,0001 fast O 7 0,0001 0
8 | N.Se. 0,01 0 8| N.Se. 0,01 0
9 | NaCl 0,2 0 9 | NaCl 0,2 0

Konturen der Kokken vielfach sehr unscharf.
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24. 5, 1912.

Tropinversuch mit Dresdener Meningokokken-Serum (fliissig).

¢ Versuchsanordnung wie oben.
Gegen Stamm E. a) 26-stiindig, b) 12-stiindig.

I.Se. :
Nr.| Verd. Resultat bei a Nr. \1723 Resultat bei'b
1] 0,01 + 4+ 1| 001
2| 0,006 ++ 2| 0,005 ——f|-_ —_||: ——||:
3] 0002 |++ bis -+ 3| 0002 |+ bis +4++
4| 0001 |4+ bis +-+4[ 4| 0,001 |4+ bis +-4+
5 0,0005 4 haufige de- | 5 | 0,0005 + bis +- |Gut erhaltene
6 | 0,0002 - generierte | 6 | 0,0002 - Formen der
7 O\,OOOl -+ Formen 7 1 0,0001 + Kokken
8 |N.Se. 0,91 + 8 |N.Se. 0,01 fast O
9 |NaCl 0,2 + 9 |NaCl 0,2 0
In }c’ltez)léeKontrollen geringe Spontanphago-| Kontrollen frei von Spontanphagozytose.
VA 4

24. 5, 1912.
Tropinversuch mit Dresdener Meningokokken-Serum (fliissig).

Versuchsanordnung: I.Se. + Kokken 1/, Std. bei 37° dann Leukozyten dazu und
1 Std. bei 37°.
Gegen Stamm E. a) 24-stiindig, b) 12-stiindig.

LSe. . 3
Nr. Vord. Resultat bei a Nr. \ITeSrfi Resultat bei b
1] 001 +++ 1| 001 +++
2| 0,005 +4+ 2| 0,005 Jelrer
3| 0,002 ++ bis +++ 3| 0,002 |4+ bis +++
4 0,001~ o 4| 0,001 |4+ bis +-44+
51 0,0005 + bis ++ 5| 0,0005 4+ Weniger de-
6| 0,0002 4+ bis -4+ 6 | 0,0002 ++ generierte
7 | 0,0001 -+ 7 |1 0,0001 + Formen wie
8 [N.Se. 0.01 + 8 [N.Se. 0,01 o, bei 24-stiind.
9 [NaCl 0,2 a0 9 |NaCl 0,2 0 Kultur. Kei-
ne Spontan-
phagozytose
24. 5, 1912,

Tropinversuch mit Dresdener Meningokokken-Serum (fliissig).
Versuchsanordnung: Die Mischung von Se. + Kokken -+ Leukozyten gepfropft und
0 Min. geschiittelt, dann 1!/, Std. bei 37°.
Gegen Stamm E. a) 24-stiindig, b) 12-stiindig.

Nr. \Ifesr?l Resultat bei a Nr. \ITS'?I Resultat bei b
11 001 +++ 1] 0,01 ++4+ 4+
21 0,005 btk 2| 0005 htels
3] 0,002 |44 bis +4++ 3| 0,002 +
4| 0,001 ++ 4| 0,001 ++
5 0,0005 + bis 4+ |Viel Detritus| 5 | 0,0005 +
6| 0,0002 + 6 | 0,0002 +
7| 00001 | + (schwach) 7 | 0,0001 AL
8 [N.Se. 0,01f -+ (schwach) 8 |N.Se. 0,01 +
9 |NaCl 0,2 + 9 |NaCl 0,2 +

Spontanphagozytose und nicht quantitative Resultate.
3*
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30. 5. 1912,

Tropinversuch mit Dresdener Meningokokken-Serum (fliissig).
Zuerst Kokken mit Se. sensibilisiert !/, Std. bei 37°, dann Leukozytenzusatz und
15 Min. Schiittelapparat, sodann ?/, Std. bei 37°., Die Leukozyten sind in der elek-

trischen Zentrifuge ausgeschleudert.
Gegen Stamm E. a) 24-stiindig, b) 12-stiindig.

Nr| LBe Resultat bei a Nr,| LEe Resultat bei b
1+ 002 +++ 11 002 TR
21 001 +++4+ 2| 001 +4++
3| 0,005 it 3| 0,005 +++
4| 0,002 |++ bis +44+ 4| 0,002 4+
5| 0,001 4+ 5| 0,001 4+
6 | 0,0005 + 6 | 0,0005 + bis -4
7 | 0,0002 4 7 | 0,0002 L, Formen der
8 | 0,0001 £ 8| 0,0001 + Kolkken sehr
9 |N.Se. 0,02 + Spontanpha-| ¢ |N.Se. 0,02 0 gut erhalten
0,2 phys. gozytose  |;4 | NaCl- 0
10 | NaCl- i Kontrolle
Losung
30. 5. 1912.
Tropinversuch wie vor; jedoch Leukozyten mit Wasserzentrifuge
ausgeschleudert.
Gegen Stamm G. a) 24-stiindig, b) 12-stiindig.
Nr. %e&x‘g Resultat bei a Nr. XITeSr?i Resultat bei b
11 002 Sy 1 002 Gttty
2| 001 el 2| 001 S
3| 0005 Lo 3| 0005 HLAa
4| 0002 |+ bis 4+ 41 0002 |4+ bis ++4
5| 0,001 AESE Zahlreiche | 5| 0,001 AL
6 | 0,0005 + bis ++ | Kokken in | 6 | 0,0005 4+ Formen der
7|1 0,0002 -+ Zertall 7 | 0,0002 L Kokken sehr
8 | 0,0001 + 8 | 0,0001 + gut erhalten
9 |N .%e. &02 + 9 |N.Se. 0,02 0
aCl- NaCl-
10 Kontrolle = 10 Kontrolle 0
31511912,

Tropinversuch mit Meningokokken-Standard-Serum (trocken)
Verwendung von 37° warmer 0,85-proz. NaCl-Losung zum Abschwemmen der Leuko-
zyten im Meerschweinchen, zum Waschen derselben und zum Aufschwemmen nach

dem Zentrifugieren.
Se. + Kokken Y/, Std. bei 37° danach Leukozytenzusatz und 1 Std. bei 37°.
Gegen Stamm BE. 24-stiindig.
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18. 10. 1912.
Tropinversuch mit Meningokokken-Trocken-Standard-Serum
3/, Std. sensibilisiert, */, Std. mit Leukozyten bei 37° (3 mal schiitteln in der ersten
Viertelstunde).
Gegen Stamm E. 12-stiindig.

1.8 Resultat bei: NaCl-Losung 1.Se Resultat bei: Verwendung von
Nr.| ‘:’i' 37° warm, ohne Natr. citr.- |Nr. NVord 37 ° warmer NaCl-Losung mit
i Zusatz ord. 1., Proz. Natr. citr.?)

1| 0,02 Versuch wegen volliger | 1| 0,02 +++

21 001 Gerinnung der Leuko- 21 0,01 +++

31 0,005 zytenabschwemmung 3| 0,005 ++ bis +++

4| 0,002 unmoglich. 4| 0,002 4+ bis +++

5| 0,001 5| 0,001 ++

6 | 0,0005 6| 0,0005 + bis ++

7| 0,0002 7| 0,0002 +

8 | 0,0001 8| 0,0001 ik

9 |N.Se. 0,02 9 |N.Se. 0,02 +

10 | NaCl 0,2 10| NaCl 0,2 0
18. 9. 1912.

Tropinversuch mit Meningokokken-Standard-Trockenserum
a) Kokken */, Std. mit Se. sensibilisiert, darauf */, Std. bei 37°
b) 2] 3/4 ” » ” ” b3 ] V3 Sk » 37°
Verwendung von 37° warmer NaCl-Losung

Gegen Stamm E. 24-stiindig.

Nr %,23 Resultat bei a Nr. ‘17;3 Resultat bei b

1 |Kontrolle =+ 3 0,01 + 4+

21 0,01 4 44 2| 0,005 4+ bis +++

3| 0,005 ++ bis ++4++ 3| 0,002 4+ bis +-+

41 0,002 ++ 4| 0,001 B

5| 0,001 4+ 5 |° 0,0005 -+

6 | 0,0005 schwach - 6 | 0,0002 . schwach -+

71 0,0002 3 + - 7 1 0,0001 +

8 | 0,0001 + 8 | Kontrolle: vereinzelt Spontanphago-
zytose

ionizpllstnighatsivadiet Phagozytose deutlich schwicher. Kon-

trolle nicht einwandfrei.

nr| LSe Resultat : 2 Tropfen Nr.| LSe Resultat : 1 Tropfen
| Verd. Kokkenemulsion | Verd. Kokkenemulsion
18 18.0:01 SRR 1| 001 SIS
2| 0,005 +4+ 2 | 0,005 +++
3| 0,002 [+ bis +++ 3| 0,002 ++
4| 0,001 ++ Es sind zu | 4| 0,001 + bis ++
5| 0,0005 IS viel Kokken | 5 | 0,0005 +
6 | 0,0002 + auBerhalb, | 6 | 0,0002 -+
7 | 0,0001 + diedas Bild | 7 | 0,0001 +
8 |N.Se. 0,02 + storen. 8 |N.Se.0,02 0?
9 | NaCl 0,2 + 9 | NaCl 0,2 0°?

18. 9. 1912.
Tropinversuch wie vorher.
Gegen Stamm E; jedoch 12-stiindig.
Nr. ‘Ifesrg Resultat bei a Nr. YIf.eSril'. Resultat bei b
1 |Kontrolle |0, sehr deutlich 1] 0,01 4
2411-10,01. 44 2| 0,005 + bis +-+
3| 0,005 meist + -4+ 3 0,002 schwach + | Formen der
4| 0,002 -+ Formen der| 4 | 0,001 4 Kokken
5| 0,001 + bis ++ | Kokken 5 | 0,0005 + sehr gut
6 | 0,0005 + sehr gut 6 | 0,0002 fast O erhalten.
7 | 0,0002 + erhalten. 7 | 0,0001 0
8 | 0,0001 0 8 | Kontrolle|0, sehr deutlich

Das Protokoll betont ausdriicklich das Fehlen jeder Spontanphagozytosein den Kontrollen,

1) Bei Zusatz von 1/, Proz. Natr. citr. ist die Phagozytose véllig ge-
hemmt, bei ¥/, Proz. Natr. citr. merkliche Verminderung der Phagozytose,
bei 1/g—1/;, Proz. Natr, citr. ist ein schadigender EinfluB nicht bemerkbar
und Gerinnung trotz des geringen Zusatzes von Natr., citr. nie bemerkt.
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14. 11. 12. bezw. 18. 1. 13.
Tropinversuch mit Meningokokken-Trocken-Standard-Serum.
a) 3/, Std. sensibilisiert, */, Std. mit Leukozyten bei 37°; wihrend der ersten Viertel-
stunde 3mal geschiittelt.
b) 1/, Std. sensibilisiert, 1 Std. mit Leukozyten bei 37°.
Zur Ausspiilung 37° warme NaCl-Losung mit 1/, Proz. Natr. citr.
Gegen Stamm E. 12-stiindig.

. I.Se. sultat bei a - Se. 5
Nr. Vesrg. Rel Al bl2 a) 18. 1. 13 |Nr. ’\IT.ebr?i. Resultat bei b
1] 0,02 Seslmaly AIEr la| 0,02 +4++

2| 0,01 +++ A 2| 001 SRR

3| 0,005 +4+ ++ bis +4+413 | 0,005 ++ bis 44
4| 0,002 +-+ bis +4++ 4+ bis +++] 4| 0002 4

5[ 0,001 ++ it 51 0,001 + bis -

6| 0,0005 + bis 44 + bis ++ | 6| 0,0005 +

7| 0,0002 schwach + schwach + | 7 | 0,0002 =

8| 0,0001 fast O + 8 | 0,0001 fast O

9 [N.Se. 0,02 0 0 9 |N.Se. 0,02 0

10| NaCl 0,2 0 0 10 | NaCl 0,2 0

Phagozytose schwicher wie bei a.

Verwendung verschiedener Meningokokkenstimme gegeniiber dem-
selben Meningokokkenserum.

Tropinversuche mit Meningokokken-Serum Merck v. 29. 5. 1911 gegen Stamm I, E.,
[T Br AT G SV L

Am 16. 8. 1911. Kultur 12-stiindig.

Nr. | LSe. Verd. el
I | I | 1II | v
1 0,02 e +4++ +++ + 4+
2| 001 Tt +++ +++ +4+
3 | 0005 + -+ bis +++ ++ 44 bis +++ bt
4| 0002 el et + -+ he
51 0001 s + bis ++ ++ + 4
6 | 00005 + bis ++ SRaBIsR +4 4
7 | 00002 =2 + . + +4
8 0,0001 St + aF +
9 | N.Se. 0,02 0 0 0 +
10 | NaCl 02 0 0 0 s

Die drei Stimme E., Br. und G. zeigen alle fast ganz gleiche Titer mit demselben
Serum. Stamm H. ist infolge Neigung zu starker Spontanphagozytose ungeeignet
fiir die Tropinmethode.

Wegen der Einzelheiten, soweit sie nicht aus den angefiihrten
Protokollen ersichtlich sind, sei auf die Abhandlung BOEHNCKE: ,Zur
Methodik des bakteriotropen Reagenzglasversuchs“ aus dem 67. Bande,
Heft 7, des Centralblatts fiir Bakteriologie, I. Abteilung, Originale,
verwiesen und nur die Zusammenfassung der als zweckmiBig er-
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achteten Modifikationen der NrvurFrELDschen Versuchstechnik hier
wiederholt :

»,300—350 g schwere Meerschweinchen werden 24 Stunden nach
intraperitonealer Injektion von 5—10 cem mit etwas (0,5) Aleuronat
versetzter Nihrbouillon durch vorsichtigen Nackenschlag oder Be-
tdubung getotet. Das zihe Peritonealexsudat wird mit etwa 50 ccm
/o Proz. Natrium citricum enthaltender 37° warmer physiologischer
Kochsalzlosung ausgespiilt, die Waschfliissigkeit (nach Entfernung
etwaiger groberer Aleuronatpartikel und Fibrinflocken) vorsichtig mit
geringer Tourenzahl zentrifugiert und der Bodensatz nach jedes-
maligem Durchwirbeln zweimal mit 37° warmer physiologischer
Kochsalzlosung gewaschen. Von den restierenden Leukozyten wird
in 37° warmer NaCl-Losung eine Aufschwemmung hergestellt, die
in ihrer Konsistenz einer 1/;-prozentigen Lezithinemulsion entspricht
(MEYER).

Zur Bakterienaufschwemmung werden gut bewachsene 12—14-stiin-
dige Schrigagarkulturen mit je 0,5 cem NaCl-Losung -+ 0,5 ccm
Bouillon abgeschwemmt und sorgfiltic — unter Vermeidung sichtbarer
Kliimpchen — emulsioniert. Die Bakterienaufschwemmung ist so dicht
zu wéhlen, dal sie in ihrem Aussehen einer Bouillon mit einem Gehalt
von 0,2 g Aleuronat pro 3 cem — aufgeschiittelt — entspricht. Von
Verdiinnungen des Immunserums

1: 10 werden je 0,2; 0,1; 0,05

1l 00 s #:0:2:00:1:510,05

151 000 s #10:2:70:1:50;05
in kleine (5 cm hohe, 6 mm weite) Reagenzrohrchen in besonderen
niedrigen Doppelgestellen gefiillt und dazu je ein Tropfen der Bak-
terienaufschwemmung aus ein und derselben Tropfpipette fiir alle gleich-
zeitig angesetzten Tropinversuche hinzugetan. AuBerdem fiir jeden
Versuch ein Kontrollrohrchen mit 0,2 NaCl-Losung und 0,2 '/, Normal-
serum derselben Art wie das Immunserum plus 1 Tropfen Bakterien-
emulsion. Nach 3/,-stiindigem Sensibilisieren der Bakterien bei 37°
werden pro Rohrchen zwei Tropfen der Leukozytenaufschwemmung
hinzugegeben, diese kriftig durchgeschiittelt und fir weitere %, Stunden
im Brutschrank Konserviert. Wahrend der ersten Viertelstunde wird
das Reagenzglasgestell zweckmifig noch 2—3mal durchgeschiittelt.
Danach Abgul der tiberstehenden Fliissigkeit, Einstellen der Glidschen
umgekehrt in ein neues Gestell mit dicker FlieSpapierunterlage und
Anfertigung von je zwei Ausstrichpriparaten vom DBodensatz jedes
Rohrchens. Nach Aether-Alkoholfixierung Fiarbung mit (Manson-)
Methylenblan und schétzungsweise Feststellung der graduellen Ab-
stufungen der Phagozytose. ‘,

Unser Versuchsprotokoll lautet so:
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Datumis 5 <
Tropinversuch
a) mit Meningokokkenserum Nr. x,
aus der Fabrik x
gegen 12-stiindige Meningokokkenagarkultur x
b) mit Meningokokkenstandardserum wie vor.
Lide. | I.Se. Resultat | Standard- | pegyitag
: serum- :
Nr. Verd. bei a ol bei b
1 0,02 0,02
2 0,01 0,01
3 0,005 0,005
4 0,002 0,002
5 0,001 0,001
6 0,0005 0,06005
7 0,0002 0,0002
8 0,0001 0 0001
9 102 NaCl-L. 02Na(J1 I
1 02 /o N.Se. 02 1, N.Se.

Indieser Anordnung hat uns der bakteriotrope Reagenzglasversuch in
zahlreichen Fillen sehr gute, deutlich vergleichbare Resultate bei der Prii-
fung verschiedener Immunsera, besonders Meningokokkensera geliefert.”

In das Protokollmuster ist bereits ein Standardserum mit-
aufgenommen. Auch NEUFELD, sowie KrRAus und BAcHER empfehlen
die Anwendung eines solchen, um die Werte der anderen Sera und
auch die Phagozytierbarkeit der Kulturen messen zu koénnen. Fir
die staatliche Priifungskontrolle ist die Einfithrung eines Standard-
serums als vergleichenden MaBstabes (oben schon n#her erliutert) ein
unbedingtes Erfordernis. Wie die vorausstehenden Protokolle dartun,
ist fiir den Tropinversuch das evakuierte fliissige, wie Trockenserum
in gleicher Weise verwertbar. Wie NEUuFEDs Untersuchungen zeigten,
die wir — wenigstens fiir den Zeitraum eines Jahres — bestiitigen
konnten, sind die Bakteriotropine auch in mit Karbol versetzen, fliissigen,
einfach im Eisschrank fest verkorkten Meningokokkenseris sehr haltbar.
UnzweckméRige Aufbewahrung bei starker Wirme (37° schidigten
sie dagegen erheblich (vergl. nachstehendes Protokoll).

Tropinversuch mit Meningokokken.serum Bern Nr. 34 und 35
mit Stamm E. 12-stiindig.

Iitd I S Nr- 34 ™ Nr. 35
€. €. Re- . Brut- Eis- Brut-
Nr. Verd. sultat EISSChm].Jk schrank Resultat schrank schrank
. 15811 4 10.12 |4 10, 12|15.8. 11| 4 10. 12| 4. 10.12
1 0,02 IR S I = S R [ o i bis o o
2 0,01 + | bis | 4 —F+ | +++ | F+ |+ bis 44+
3 0005  |44+|++Dbis+++ + S S
4 0,002 ++ ++ + ++ ++ +
5 0,001 +4 + £ |Dbis++H| e
6 0,0005 + + + - L fast O
7 0,0002 o =l 0 =L e fast O
8 0,0001 0 0 0 0 0 0
9 | N.Se.0,02 | 0 0 0 0 0 0
10 | NaCL02 0 0 0 0 0 0
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Darin verhalten sie sich also #hnlich wie die komplementbindenden
Stoffe, aber anders als die Agglutinine, bei denen sich in einigen
gleichzeitig agglutinierenden Seris ein starker Riickgang nach ein-

jihriger Konservierung im Eisschrank gegeniiber dem — von der

Fabrik angegebenen — Anfangstiter bemerkbar machte (s. nach-
stehendes Protokoll in Tabelle 4).

Tabelle 4.
z’l(g é”é Konser-
1-;(;)8 E,_‘ vierung |1:25(1:50|1:75|1:100|1:200|1:300 | 1:400|1:500 |1:600
gl 23 im:
Mg | PE

34 1:2000 Eisschr., |++4+|+++|+++| ++ | ++ 4+ |schw| + F
Bern |™* Brutschr. | ++ | ++ | + +

35 . Eisschr. | +-4 + ! 0
Bern 1:2000 Brutschr, [schw4| 0 :(I): 0

36 |4. Eisschr. |++4+4+|+4++| ++ :

Bern 1:2000 Brutschr. l 0 0 ?):

Die Frage des Standardserums diirfte also unter keinen Umstinden
bei der Anwendung der Tropinmethode in vitro einen Hinderungsgrund
in irgend einer Beziehung abgeben.

Wir haben dann noch den Anstieg des baktenohopen Titers in
einem Meningokokkenserum wihrend der einzelnen Phasen der
Immunisierung gepriift. Die untersuchten Serumproben (Tabelle 5)
sind dieselben wie die zur Feststellung des komplementbindenden
Titers in Tabelle 3 benutzten. Der Paralellismus der einzelnen Reihen
in beiden Tabellen diirfte ohne weiteres ersichtlich sein.

Ob ein solcher Paralellismus immer zu beobachten sein wird, muf
vorlsufig noch dahingestellt bleiben. Die Untersuchungen von ONAKA,
sowie unsere eigenen konnten zwar den allmdhlichen Anstieg des
komplementbindenden Titers eines Serums wéhrend der einzelnen
Phasen des Immunisierungsaktes veranschaulichen, wie es in gleicher
Weise sich zeigt in Tabelle 5 fir den Anstieg der Bakteriotropine.
Ferner liefen in der Regel die von uns untersuchten Meningokokken-
sera, welche eine spezifische Phagozytose noch in sehr hohen Ver-
diinnungen verursachten, auch einen hohen komplementbindenden Titer
erkennen, beispielsweise das Meningokokkenserum Bern No. 36, das
von allen untersuchten Seris sowohl den hochsten komplementbindenden
Titer, nimlich in einer Verdiinnung von 0,002 und hochsten bakterio-
tropen Titer (deutliche Phagocytose noch bei 0,0001) aufwies. Ob dieser
Paralellismus zwischen komplementbindendem und bakteriotropem
Titer beim Meningokokkenserum eine konstante Erscheinung ist, kann
bei der immerhin beschriinkten Zahl unserer Untersuchungen nicht
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Tabelle
Anstieg des bakteriotropen Titers

Blutentnahme nach:

L.Se.
Verd.

]y 2. 3 4. B.
Injektion | Injektion Injektion | Injektion') | Injektion

0,02
0,01
0,005
0,002
0,001
0,0005
0,0002
0,000
LSe. 0,02
NaCl 0,2

4+ bis ++

COLTIDU A WS
(=)= lololel=lele))
[elelelolelelelalcl=)
ocooocoocook+

coocoococococH

=

sicher entschieden werden, zumal auch wir in vereinzelten Killen
Schwankungen in dem Gehalt an beiden Substanzen bemerken konnten.
Immerhin sprechen unsere Ergebnisse fiir die Wahrscheinlichkeit eines
ziemlich weitgehenden Paralellismus im Gehalt des Meningokokken-
serums an komplementbindenden und bakteriotropen Substanzen, was
natiirlich von besonderem Wert sein wiirde fiir die Verwendungsmog-
lichkeit beider Priifungsmethoden nebeneinander zur Wertbemessung
dieses Serums.

Von einzelnen Autoren ist die Festlegung eines bakteriotropen
Mindesttiters als MafRstab fiir ein in der Praxis brauchbares Meningo-
kokkenserum als wiinschenswert erachtet worden. Selbstverstindlich
wiirde auch in der staatlichen Priifungskontrolle ein derartiges Mindest-
maR an bakteriotropen Fihigkeiten fiir jedes zuzulassende Serum von
vorneherein zur Bedingung gemacht werden. Als solch ein Mindest-
titer konnte auf Grund unserer sehr zahlreichen Untersuchungen mit
den verschiedensten Meningokokkenseris, die Forderung einer deut-
lichen Anregung der Phagozytose noch in der Immunserumverdiinnung
von 0,001 angiéingig und keinesfalls als iibermifig bezeichnet werden.
Nur mochten wir vorschlagen, in der Praxis anstatt der Benennung
des bakteriotropen Titers nach dem Grade der Immunserumverdiinnung
lieber die in der Serumpriifung bereits allgemein eingefiihrte Nomen-
klatur nach einem Normalserum und so und so vielfach hoéher
wertigen Seris derselben Art zu benutzen. Es wire also ein Normal-
oder einfaches Meningokokkenserum ein solches, das in der Verdiinnung
von 0,01 eine deutliche spezifische Anregung der Phagozytose gegeniiber
entsprechenden Kontrollen verursacht. Ein Meningokokkenserum, das
dieselben Eigenschaften in der Verdiinnung von 1:1000 bezw. 1:2000 bezw.

1) Serumprobe vollig dick, ist vom fiebernden Pferd entnommen.
Vergl, auch die Resultate des Komplementbindungsversuchs Nr. 4 in
Tabelle 3.

Die Wertbemessung des Meningokokkenserums usw.

.
wihrend des Immunisierungsaktes.

Blutentnahme nach:

6. T 0% 10. 20 Tage nach der
Injektion Injektion Injektion ?) Injektion 10. Injektion

+4 bis 44+ st ohchs - bekrh
P ahisls + 4 bis +4+
SPar Apar
B bIBt + bis ++
ibisiiHs + bis ++
schwach +

oouoow+iii
+

1:5000 usw. zeigt, wiirde demnach als ein 10-, 20- oder 50faches usw.
zu bezeichnen sein. Nach unserem Vorschlage wiire somit ein 10faches
Meningokokkenserum. das niedrigste, das auf Grund der Beurteilung
seiner bakteriotropen Eigenschaften fiir die Verwendung in der Praxis
zugelassen werden konnte. Es wiirde eine solche, bereits allgemein
gebriuchliche und einfache Bezeichung auch sicher von den Klinikern
und Aerzten freudiger begriiBt und verstindnisvoller aufgefalt werden,
als die zurzeit noch immerhin fernliegende Bezeichnung des eigent-
lichen bakteriotropen Titers als solchen.

Resiimierend lift sich iiber die Tropinmethode in vitro
sagen, daB sie geeignet erscheint, hinldnglich genaue und
gleichmafige Resultate in. der Wertbemessung des
Meningokokkenserums zu garantieren und daf die mdg-
lichen Schwankungen aus nebensidchlicheren Ursachen
nicht so bedeutende sind, um ihre Verwendung in der
staatlichen Priifungskontrolle zu verhindern. Da ferner
mit dieser Methode sicher Werte bestimmt werden, die
bei der Heilwirkung des Meningokokkenserums eine
nicht unbetrichtliche Rolle spielen, so diirfte es ange-
brachtsein,aufdieTitrierung derbakteriotropenSerum-
stoffe in vitro zur Wertbemessung des Meningokokken-
serums in erster Linie zu rekurrieren und daneben als
Hilfsmethode die Komplementbindungsmethode mit zu
verwenden.. :

SchluBsiitze.

Auf Grund der vorstehend geschilderten Ansichten und Ergebnisse
anderweitiger, sowie auf Grund der Resultate eigener Untersuchungen
lift sich iiber die Ein- und Ausfithrung einer staatlichen Prifung des
Meningokokkenserums folgendes sagen:

2) Serumprobe der 8. Blutung nicht erhalten.
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1. Die Notwendigkeit der Unterstellung des Meningokokkenserums
unter die staatliche Priifungskontrolle ist ein dringendes Bediirfnis und
allgemein anerkannt.

2. Die Auswertung im Tierversuch erscheint zurzeit noch nicht mit
der Sicherheit moglich, wie sie fiir staatliche Priifungszwecke unbe-
dingtes Erfordernis ist. Vielleicht ist bei weiterem Ausbau der anti-
toxischen Wertbestimmungsmethode in der im Text angegebenen
Richtung spiterhin auch eine Verwendung des Tierversuchs moglich.

3. Von den Wertbemessungsmethoden in vitro bietet die von
NEUFELD vorgeschlagene Bestimmung der bakteriotropen Substanzen
vermittels des bakteriotropen Reagenzglasversuchs unter Zugrunde-
legung eines Standardserums mit den hier angegebenen Modifikationen
geniigende Sicherheit und Exaktheit, um auch in der staatlichen
Priifungstechnik Verwendung zu finden. Daneben empfiehlt es sich
bis auf weiteres jedes Meningokokkenserum, unter Verwendung eines
Standardserums und Standardextrakts, auch auf komplementbindende
Antikérper in der von v. WASSERMANN und BRUCK angegebenen
Methodik zu priifen.

4. AuBer dieser speziellen Werthemessung empfiehlt sich bei der
staatlichen Kontrolle jedes Meningokokkenserums noch eine Priifung
auf Unschédlichkeit in der gleichen Art wie fir die iibrigen in der
Humanmedizin angewendeten Sera tiblich, némlich auf: Keimfreiheit,
Karbol- und Eiweifgehalt.

5. Obwohl die Grundlagen fiir eine staatliche Priifung hinsichtlich
der therapeutischen Wirksamkeit des Meningokokkenserums als ge-
geben zu erachten sind und somit Bedenken gegen eine sofortige Ein-
fihrung der definitiven Priifungskontrolle des Meningokokkenserums
nicht bestehen diirften, empfiehlt es sich aus prifungstechnischen
Grinden vorerst die Priifing noch provisorisch zu gestalten.

Ueber den Parallelismus
der Pneumokokkenantikorper in vitro
und in vivo und ihre Haltbarkeit im
Pneumokokkenserum

Von

K. E. Boehncke und J. Mouriz-Riesgo
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Bei der gesteigerten Anwendung, die das Pneumokokkenserum in
den letzten Jahren bei der Behandlung der Pneumonie und anderer
Pneumokokkeninfektionen in praxi gefunden hat, erschien es von
Interesse, an mehreren Pneumokokkenseris verschiedener Herkunft
Untersuchungen anzustellen iiber den Parallelismus der in vitro und
in vivo in Erscheinung bezw. in Wirkung tretenden Antikorper. Gleich-
zeitig sollte daneben die IFrage der Widerstandsfihigkeit der ver-
schiedenen im Serum vorhandenen Immunstoffe gegeniiber schidigenden
duBeren Einfliissen gepriift und aulerdem mit Riicksicht auf eine viel-
leicht noch vermehrte praktische Bedeutung des Pneumokokkenserums
in Zukunft an einigen bereits mehrere Jahre alten Pneumokokkenseris
die Haltbarkeit des Serums unter gewoéhnlichen Verh#ltnissen unter-
sucht werden.

Ueber den Vergleich der Immunititswerte einiger Antipneumo-
kokkensera hat PunTONI!) neuerdings Untersuchungen verdffentlicht.
Der Autor priifte in Schutzversuchen ein von Tizzont in Bologna her-
gestelltes, sowie das Berner und MERCKsche Pneumokokkenserum. Aus
dem uns zur Verfiigung stehenden Referat in der Wiener klinischen
Wochenschrift (Jahrgang 1912, S. 771) geht iiber die Wirkungsweise
der Sera nur hervor, dal das italienische Serum in Versuchen an
Rindern und kleineren Laboratoriumstieren den beiden anderen ge-
nannten, in seiner Schutzwirkung erheblich iiberlegen sich zeigte.
Nach Abschluf unserer Untersuchungen erhielten wir durch die Liebens-
wiirdigkeit von Herrn E. MErck in Darmstadt Einsicht in ein Referat
einer in polnischer Sprache erschienenen Arbeit von St. Saskr ,,Ueber
den Gehalt an spezifischen Antikorpern der Antipneumokokkensera
von MERCK und des Sichsischen Serumwerks“. Aus dem deutschen

1) Gazetta degli Ospedale, 1912, No. 21.
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Referat geht nur hervor, daf die Priifung sich erstreckte auf Agglu-
tinine, Priizipitine, komplementbindende Antikdrper, Bakteriotropine,
Bakterizidine und antibakterielle Schutzstoffe. Néhere Angaben iiber
einen etwaigen Paralellismus einiger dieser Substanzen sind nicht ent-
halten. Als SchluBresultat findet sich verzeichnet, daf das MERcKsche
Serum an Schutzkraft dem Sichsischen Serum sich bedeutend iiber-
legen zeigte.

Unsere Untersuchungen hatten sich auf die gleichen Antikorper
im Pneumokokkenserum erstreckt, wie die in der Arbeit von SASKI
angefithrten. Dazu standen uns Pneumokokkensera zur Verfiigung aus
den Farbwerken in Hochst, dem Sichsischen Serumwerk in Dresden,
sowie der chemischen Fabrik von E. MErck in Darmstadt, d. s. die
drei fabrikmiRig in Deutschland hergestellten und wohl fast ausschlief-
lich bei uns in der Praxis verwendeten Pneumokokkensera. Fir die
freundliche Ueberlassung der Sera sind wir den genannten Herstellungs-
stitten zu lebhaftem Dank verpflichtet.

Die bei den einzelnen Versuchen zur Verwendung gelangten
Pneumokokkenstimme waren folgender Art:

1. Stamm H., ein noch ziemlich frisch isolierter, hoch virulenter
,typischer” (s. u.) Stamm.

9. Stamm 9 und Stamm N.: beides bei der Herstellung des
Hochster Serums mitverwendete Immunisierungsstimme.

3. Stamm Dr., ein bei der Herstellung des Sichsischen Serums

benutzter Stamm.

4. Ein ,aptypischer®, d. h. durch die drei gebriuchlichen Immun-
sera nicht beeinflufter echter Pneumokokkenstamm.

5. Stamm Marx, ein bisweilen bei der Priifung im Schutzversuch
gegen ganz Kkleine Infektionsdosen, sowie agglutinatorisch von zweien
der drei untersuchten Sera in ganz geringem MaRe beeinflulter,
offeubar einer anderen Gruppe atypischer Pneumokokken zugehoriger
Pneumokokkenstamm. ’

Das Agglutinationsvermdgen -der drei vorbezeichneten
Sera gegeniiber den eben genannten Stimmen ergibt sich aus den nach-

folgenden Tabellen 1—3.

Tabelle 1.
. Agglutination des Pneum.-Serums Hoechst.

Se.-Verd. St. H. St 9 St. N. St. Dr. | Atyp.St. | St. Marx
1K 1) 0 -+ —+ schwach + 0 0
15025 0 0 0 0 0 0
1: 50 0 0 0 0 0 0
L 7tD 0 0 0 0 0 0
1:100 0 0 0 0 0 0
1:1560 0 0 0 0 0 0
1:200 0 0 0 0 0 0

Kontr. NaCL. 0 0 0 0 0 0
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; ) Tabelle 2.
. Agglutination des Pneum.-Serums Dresden.
Se.-Verd. St. H. St. 9 St. N. St. Dr. | Atyp. St. | St. Marx
1: 10 o+ |+ |
: et 0
%: 25 S AP e i —I——I—i 0 +++
5 50 SR et s =k 0 0
) 4 -+ -+ schwach 0 0 0
1:100 + 0 0 0 0 0
1:150 0 0 0 0 0 0
1:200 0 0 0 0 0 0
Kontr. NaCl. 0 0 0 0 0 0
; ! Tabelle 3.
Agglutination des Pneum.-Serums Merck.
Se.-Verd. St. H. St. 9 St. N. St. Dr. | Atyp. St. | St. Marx
u1e: 31 ) et SRR ARHCAR o
L SR 0
e §5 TRAFYE il Gy oot -t 0 +—I—+++
: 50 e o = EE 0 0
1: 7% 4 + - 0 0 0
% }gg 1— i 8 + sc%wach 0 0 0
1:200 1 0 0 8 8 8
1:300 0 0 0 0 0
Kontr. NaCl. 0 0 0 0 0 8

Es zeigt das Serum Hochst lediglich gegen die beiden homologen
(d. h. bei seiner Herstellung zur Immunisierung des Serumspenders
verwendet'en) Stimme und einen heterologen typischen Pneumokokken-
s.ta'mm eine, in letzterem Falle allerdings nur angedeutete agglu-
tnnelrende Wirkung.  Der heterologe typische Stamm H sc;wie die
atypischen Stimme werden agglutinatorisch gar nicht beei];ﬂuISt.

_Al}sge‘préigter, wenn auch nur in stirkerer Konzentration, ist das
Agglutinationsvermogen der Pneumokokkensera Dresden und Mérck. Be-
merkenswert erscheint, das ersteres den heterologen typischen Stamm
H erheplich weiteragglutiniert als seinen homologen Stamm Dr. und
daR beide Sera bis 1:25 auch einen atypischeu Stamm agglutinieren
Erstere Erscheinung ist vielleicht in Uebereinstimmung zu bringen mitz,
der Beobachtung NEUFELDS, der bisweilen von seinen Seris night nur
hon}ologe, sondern auch einige heterologe Stimme hoher Virulenz
beeinflult sah, dagegen avirulente nicht; es war nimlich der vom
Dresdener Serum stirker agglutinierte heterologe Stamm H. zur Zeit
der Agglutinationspriifung in seiner Virulenz (1:10 000 000) de'm
homologen (1:50000—100000) bedeutend iiberlegen.

‘Im Ganzen zeigten also die untersuchten Pneumokokkensera nur
geringes agglutinierendes Vermdogen. Stets verlief die Agglutination
relativ langsam, so daB das Resultat erst nach 24 bis 30 Stunden
fixiert werden konnte.

Wie sehr die Haltbarkeit der Agglutinine in Pneumo-

kokkenserum von der Art der Konservierung abhéingt, zeigt das Er-
Ehrlich, Arbeiten V. 4
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gebnis der Agglutinationspriifung (Tabelle 4) bei den folgenden
drei Seris:

a) fiinfjihriges, nach EmrrLicHs Methode evakuiert, bei Zimmer-
temperatur im Dunkeln aufbewahrtes (15—20faches) Trockenserum Merck.

b) 41/,-jihriges, karbolisiertes (40faches) fliissiges, im Glasflisch-
chen bei Zimmertemperatur ohne besondere Vorsichtsmafregeln
konserviertes Serum Merck, C. Nr. 1.

¢) 4-jihriges (20faches), wie vor beschaffenes und aufbewahrtes
Serum Merck, C. Nr. 3.

Zur Agglutinationsreaktion diente Stamm H.

Tabelle 4.
Haltbarkeit der Agglutinine im Pneumokokkenserum.

Se.-Verd. a b (@
T O o -t 0
1: 26 | 44+ = 0
1:u50 + 4+ 0 0
1: 75 + 4+ 0 0
1:100 ++ 0 0
1:150 + 0 0
1:175 + 0 0

K1:200 0 0 0
ontrolle

mit NaCl| © ¢ Y

Wihrend das evakuiert konservierte Serum in seiner Agglutinations-
kraft noch fast dem frischen MERckschen Serum (vergl. Ergebnis in
Tabelle 3) entsprach, hatten sich die Agglutinine in den beiden fliissigen
karbolisierten Seris fast ganz bezw. ganz verloren.

Die Beeinflussung der Agglutinine im Pneumokokkenserum
dnrech Wiarme und Licht zeigt nachstehende Tabelle.

Tabelle b.
Agglutination des Seerums Dresden.
a) nach 17/, monatiger Aufbewahrung bei gg‘(’) : 1 mit St. H
b) ” 3 ” ’ ) s 1
EA R L g ,’, im diffusen Tageslicht 2 5 Bt Dr.
Se.-Verd. a a, b, b, e C,
1::10 SRR | s sy A inta s | stenaats
1: 25 i = =1 -+ hsials i
15550 ==F == 0 0 + 0
175 + 0 0 0 0 0
1:100 + 0 0 0 0 0
1::150 0 0 0 0 0 0
1:200 0 0 C 0 0 0
NaCl-Kontrolle 0 0 0 0 0 0

Fs scheint danach Wirme in miBigen Graden in der Zeiteinheit
weniger auf die Agglutinine zu wirken als das diffuse (also von Wérme-
strahlen ziemlich freie) November-Dezember-Tageslicht. Bei lingerer
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Dauer der Wirmewirkung zeigt sich naturgemi8 eine stirkere Ab-
nahme der Agglutinine (vergl. b; und by).

Die Ergebnisse der Priifung des Prazipitationsvermdgens
der einzelnen Sera finden sich in nachfolgender Tabelle (6) zu-
Als Antigen dienten klar zentrifugierte Schiittel-

sammengestellt.

extrakte der einzelnen Pneumokokkenstimme.

Tabelle 6.
Serum je 0,1 ccm, Extrakt je 0,9 cem.

Extrakt aus: St. H. St 9 St. Dr. St. N. | Atyp. St. | St. Marx
! So-| So-| ~ So-| w| 1r4 | S0-| 54 80| ki |qre S0-| 5/ | 15

nach: fort 5 15¢ fort 5 | 15° fort 5|15 fort 5 |15 fort el Y fort\ bekla

Se. Hochst | O|+| + |[O|+|++/0|0|Of0]0|lO]lO]|O|O]|O]|O|O
Se. Dresden otf = | e hoio: ] o ol | 0 | 0400 [ 0] 0300 10 O
Se. Merck 0|+4l+x+|l0|+|++|0|0O[0|0|0[0]0[0]|0]|O0|O0]|L
Normal.Pf.-Se.| 0 | 0 0 ojlojlo|lo|o|O|O|O|O|]O[O[O|O|O|O
NaCl 0] 0 0 olololo|lo|lOo|O]|0O|O|O|O]O]O|O|O

Durchweg ist die Prizipitation nur gering. Ebenso wie bei der
Agglutination zeigt auch hier das Serum Merck und zwar wieder mit
dem hochvirulenten Stamm H. die ausgeprigteste Reaktion. Beachtung
verdient mit Riicksicht auf das Agglutinationsergebnis und (das spéter
mitgeteilte) Ergebnis im Schutzversuch, die — wenn auch nur mini-
malste — Priizipitation | durch  das Antigen Marx. Beim Serum
Dresden ist gleich der Agglutination auch die Prizipitation mit Ex-
trakt aus dem heterologen Stamm H. wieder um ein Geringes stirker
als mit dem zugehorigen Stamm Dr. Das Serum Hochst vermag nur
mit einem seiner homologen Stimme deutlich zu prézipitieren.

Genau so wie auf die agglutinierenden Antikorper scheint auch auf
die prizipitierenden das diffuse . Tageslicht stirker einzuwirken, als
mifige Wirmegrade trotz' lingerer Einwirkung derselben ‘(s fol-
gende Tabelle).

Tabelle 7. .

Prizipitation des Serums Dresden:

- a) nach 1!/,-monatiger Konservierung im diffusen Tageslicht,
b) nach 3-monatiger. Konservierung bei 37° :

'Extrakt aus Stamm H.

|

Resultat ‘nach
sofort ‘5 Minuten | 15 Minuten

a) LSe. 0,1

-+ Extrakt 0,9 ccm 0 g 0
b) LSe, 011 S R D g 0 it 4 bis ++
Normales 'Pferde-Se. -+ ety MERYL s, 0 0 0
NaCl-Losung - SR (9 0 0 ‘ 0

- Wihrend aus dem Gehalt eines Immunserums an Agglutininen und
Priizipitinen nach allgemeiner Ansicht ein Riickschlu auf seine Schutz-
und Heilkraft nicht gezogen werden kann, ist dies aus dem Gehalt an

4*
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eigentlichen Immunkdrpern: den Bakterizidinen und fiir die Kokken-
sera besonders den Bakteriotropinen wohl eher moglich.
Bakterizidine lieBen sich in keinem der drei Sera im Platten-
versuch nachweisen. '
Das Verhalten der bakteriotropen Antikérper ergibt sich
aus den nachstehenden Tabellen 8—101).

Tabelle 8.
Tropinversuche mit Serum Hoechst.
Immuni- Immuni-
Se.-Verd. sierungs sierungs St. H. | St.Dr. | Atyp. St. | St. Marx
St.9 St. N. : ‘
0,02 schwach 4 | + bis ++ + 0 0 0
0,01 + schwach -+ + 0 0 0
0,005 + + £ 0 0 0
0,002 fast O 0 + 0 0 0
0,001 a0 0 E 0 0 0
0,0005 A 0 0 0 0 0
0,0002 e 10 0 0 0 0 0
0,0001 0 0 0 0 0 0
Kontr. 0,2 NaCl i) 0 0 0 0 0
Tabelle 9.
Tropinversuche mit Serum Dresden.
) Immuni- :
Se.-Verd. sierungs St. H. St. 9 St. N. [ Atyp. St. | St. Marx
~St. Dr.
0,02 0 R e e Tk 0 0 0
0,01 0 L biseh oo (R 0 0 0
0,005 0 ++ 4 bis + 4 0 0 0
0,002 .0 + + bis 4 0 0 0
0,001 0 + + 0 0 0
0,0005 0 0 + 0 0 0
v 0,0002 0 0 fast O 0 0 0
0,0001 0 0 L4 10 0 0 0
Kontr. 0,2 NaCL 0 0 150 0 0 0
Tabelle 10."
Tropinversuche mit Serum Merck.

Se.-Verd. - St. H. St.9 St.N. | St.Dr.' | Atyp. St. | St. Marx
0,02 +++  [++bis4+4+ 0 TP 0 0
0,01 T ek 0 + 0 0
0,005 ++ st 0 0 0 0
0,002 ++ 44 0 0 0 0
0,001 + bis ++4 | + bis ++ 0 0 0 0
0,0005 schwach 4 | + bis 4+ 0 0 0 0
0,0002 L n0 + 0 0 0
0,0001 ) ES 0 O 8 0

Kontr. 0,2 NaCl. 0 a4 0 01 0 0

1) Beziiglich der Technik vergl. Bornnckr, Zur Methodik des
bakteriotropen Reagenzglasversuchs. Centralbl. f, Bakt., L Abt, Orig.,
Bd. 67, 1913. :
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Eindeutige Resultate ergaben also nur die mit Stamm H. ange-
stellten Versuche. Dieser hochvirulente Stamm wird von allen drei
Seris, allerdings in sehr verschiedener Weise beeinfluft. Dem nied-
rigen bakteriotropen Titer des Serums Hochst mit 1:100, steht ein
Titer von 1:500 beim Serum Dresden und 1:1000 (evtl. sogar noch
1:2000) beim Serum Merck gegeniiber. Die Resultate mit dem aviru-
lenten Stamm 9, die auf den ersten Blick noch besser erscheinen, sind
wegen Spontanph agozytose auch in der Kontrolle nicht ganz verwert-
bar. Der andere schwach virulente homologe Stamm N. wird vom
Serum Hochst auch nur knapp bis 1:100 phagozytiert. Bemerkenswert
erscheint das vollige Versagen des Serums Dresden gegeniiber dem
homologen Stamm Dr. Insgesamt ergeben die Resultate genau das
Gegenteil der Angaben von WADSWORTH.- Nach diesem Autor sollen
ndmlich nur avirulente Stimme in vitro der spezifischen Phagozytose
unterliegen, dagegen virulente Pneumokokken auch in Gegenwart von
Immunserum niemals phagozytiert werden. Nach dem Parallelismus
unserer hier geschilderten Resultate mit den Ergebnissen der spiter
folgenden Schutzversuche mochten wir aber an der Richtigkeit der
Behauptungen WapsworTHS Zweifel hegen.

Der Besitz der vorher erwihnten mehrere Jahre alten Pneumo-
kokkensera, ermoglichte uns "die Priifung der Haltbarkeit der
bakteriotropen Substanzen imPneumokokkenserum (Tabelle 11).
Wie dem einen von uns (BOEHNCKE) bereits aus Tropinversuchen mit
verschiedenen Meningokokkenseris bekannt war, scheinen die Bakterio-
tropine relativ stabile Antikorper zu sein, weit haltbarer jedenfalls als
die Agglutinine, vielleicht nicht so haltbar allerdings wie die Antitoxine.
(Marx 1), OrTo2), BOEENCKE nach neueren hier verdffentlichen Unter-

Tabelle 11.
Tropinversuche mit mehrjihrigen Seris:

a) Trockenserum (5-jdhrig)
" b) fliissiges Serum Kontrollnummer 1 (4!/,-jihrig)¢ mit Stamm H.
c) fliissiges Serum Kontrollnummer 3 (4-jahrig) | ,

Se.-Verd. a : b fte
0,02 ++ ++ bis +++ %) ok
0,01 + bis ++ ++ <+ bis ++
0,005 4+ bis ++ + schwach +
0002 schwach - schwach + fast 0
0,001 fast 0 fast 0 0
0,0005 fast 0 0 0
0,0002- . - =20 0 0
0,0001 0 0 0
Kontr. 0,2 NaCl | - 0 0 0

1) Festschrift z. 60. Geburtstag von R. Koch, 1903.
2) Arch. f. Schiffs- u. Tropen-Hyg., Bd. X, 1906.
8) Viel degenerierte Kokkenformen.
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suchungen iiber die Haltbarkeit des Antitoxins im Diphtherie- und
Tetanusserum; (s. dieses Heft S. 5—12).

Wenn das 5-jéhrige standardmé&Big konservierte Trockenserum
noch einen Titer bis 1:5000 zeigte, so war das — ziemlich im FEin-
klang stehend -mit den Ergebnissen der Agglutinations-Reaktion —
weniger erstaunlich als das gleiche bezw. fast gleiche Resultat auch
bei den beiden anderen 4Y,- bezw. 4-jihrigen fliissigen, einfach
bei Zimmertemperatur gehaltenen Pneumokokkenseris, deren Agglu-
tinationstiter nur noch 1:10 bezw. gleich 0 war.

Sobald aber die Aufbewahrung eines Serums unter direkt
schadigenden Bedingungen geschieht, zeigt sich eine relativ
rasche Abnahme des bakteriotropen Titers (Tabelle 12) und zwar ziem-
lich gleichsinnig bei Warme- oder Lichteinwirkung um das 10—20fache
gegeniiber dem normalen Titer. : i '

Tabelle 12.

Tropinversuche bei Serum Dresden:

a) nach 1'/,-monatiger Aufbewahrung im diffusen Tageslicht } it S amn

b) nach 3 e % bei 37°

Se.-Verd. Resultat a Resultat b

0,02 - schwach o+
0,01 fast 0 schwach -+

- 0,005 044 =

. 0,002 0 0

0,001 i 0 i 0

Kontr. NaCl 0 : 0

Von den in vitro nachzuweisenden spezifischen Substanzen des
Pneumokokkenserums blieb noch das Verhalten der komplement-
bindenden Antistoffe zu priifen. Es schien dies auch von
praktischer Bedeutung, seitdem von KorLLE und v. WASSERMANN der
Nachweis derselben zur Werthemessung .des Meningokokkenserums
herangezogen ist und von BOEHNCKE in neueren an anderer: Stelle?)
niedergelegten Untersuchungen fiir diese in der Regel ein Parallel-
gehen mit den bakteriotropen Stoffen im Meningokokkenserum erwiesen
werden konnte. Im Pneumokokkenserum scheint ihr Nachweis erheb-
lichen Schwierigkeiten zu begegnen. Jedenfalls lief sich in den unter-

" suchten Seris niemals, wie hier gleich vorweggenommen sein mag, ein

Parallelismus mit den Bakteriotropinen oder anderen in vitro reagie-
renden Antikorpern erkennen, im Gegenteil, ihr Verhalten war ein
vollig paradoxes. :

Die Sera wurden vor Gebrauch %/, Stunde bei 56° inaktiviert und
in fallenden Verdiinnungen mit spérlichen, vorher austitrierten Antigen-
mengen und mittleren Ambozeptordosen (doppelt bis 8fach lésende
Menge) angesetzt. Zunichst gelangte als ' Antigen.ein Schiittelextrakt

1) S. dieses Heft 8. 17ff.
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(mit Aqua destillata) aus Stamm H. zur Anwendung. Es ergab da-
bei komplette, bezw. fast komplette spezifische Hemmung:

Serum Merck bis zur Verdiinnung 1:10

,»  Dresden 5 5 1552
»  Hochst nur in der Verdiinnung 1:1000.

5-jihr. Serum Merck (trocken) bis zur Verdiinnung 1:200

In weiteren Versuchen gelangte ein multipartialer Schiittelextrakt
aus den oben genannten 5 Pneumokokkenstimmen zur Verwendung.
Damit zeigte das gleiche Resultat:

Serum Merck bis zur Verdiinnung 1:5

»  Dresden - % 156

. » hach 3 Mon. bei 37° bis zur Verdiinnung 1:3

» Hochst bis zur Verdiinnung 1:2000 (spezifisch erst von
1:200 ab).

Bemerkt sei noch, dal die vergleichenden Versuche an demselben
Tage mit demselben hiimolytischen System und gleichen Extraktdosen ange-
stellt wurden. Mit anderen (Streptokokken-, Staphylokokken-, Meningo-
kokken-) Extrakten, zeigte sich bei keinem Serum Komplementhindung.

Es wire danach der Gehalt an komplementfixierenden Stoffen in
unseren Pneumokokkenseris diametral entgegengesetzt den anderen
in vitro nachgewiesenen Antikérpern und besonders, wie sich unten
zeigen wird, auch umgekehrt proportional der Schutzwirkung der Sera
in vivo. Bemerkt sei noch, dal TIsaBorLINSKY!) mit verschiedenen
Pneumokokkenantigenen und Pneumokokkenseris ein positives Resultat
iiberhaupt nicht zu erzielen vermochte. SAsk1?) dagegen hatte bei
10 verschiedenen Stimmen 8mal positives und zweimal negatives Er-
gebnis. Genauere Untersuchungen zur Klirung dieser merkwiirdigen
Erscheinungen miiffiten noch angestellt werden.

Mangels eines wirksamen ,Pneumokokkentoxins“, dessen Her-
stellung uns bisher weder durch Ausschiitteln auszentrifugierter Kokken
in Aqu. destill., noch Auflésen der Kulturen in Kochsalzlosungen von
Natrium taurocholicum gelang, konnte eine Priifung unserer Sera auf
etwaige besondere antitoxische Qualititen nicht stattfinden. Wir
mufiten uns vielmehr darauf beschrinken, die allgemeine Schutz-
wirkung der Sera im Tierversuch zu priifen.

Zunéchst wurden sidmtliche Pneumokokkensera gleichzeitig in
fallenden Mengen gegeniiber der 100fach todlichen Dosis des fiir alle
Sera heterologen Stammes H. gepriift.

Wie aus Tabelle 13 ersichtlich, versagte diesem Pneumococcus
gegeniiber das Serum Hochst und Dresden fast vollstindig: Es kamen
davon nur die mit 0,1 Serum gespritzten Miuse, alle anderen iiber-

1) Wratschebnaja Gazeta, 1909, No. 28.
2R C:
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Tabelle 13.
Priifung im Schutzversuch gegeniiber dem heterologen Stamm H.
Serum subkutan, Kultur intraperitoneal. 24 Stunden spéter.

Serum- Aeltere Pneumokokkensera

Kultur [Se. Hochst |Se. Dresden| Se. Merck

Nerdunmung Standard-Se| C. Nr. 1.| .C. Nr. 3
je 1,0 cem [je 0,5 cem| 1.|2.|3.4.]5.]1. 2.\3.\4.|5. 1.|2.|3.|4.|5. 7 2.| 3.|4. 5. 1.|2.|3.|4. 5. 1.1 2.13.] 4.]5.
1:10 =0,1 Yoom  10]0]0[0]0]0I0[0]0]0[0]0]0]0[0[0]010]{010]|010]0]0|0|0|0 0100
1:100 =0,01 2 0|+ 00|+ ololololojolololo]olojo]ojG|o|ofo]o|o]0
1:250 —0,004 = 0+ 0|2 |+ olololololo|ololo|olojolojolo|ofo]o|o]o
1:500 =0,002 < ? |+ 0?2 |+ ololo|olojo|?|0]0]0|0]0|0l0]0|+
1:1000=0,001 = ? |4 9|+ 0[2/0|0[0]0|+ 0/0]0{0|0|0|+
1:2000=0,0005| ,,  [|kr|+ 2|+ 0| 2|+ ololo|olo|o|of?|+| [0]O]0O

— 5 kri+

ok EE) 2 5
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lebten die Kontrolltiere lingstens um 1—2 Tage. Weit stirkere
Schutzwirkung zeigten alle MERCKschen Sera. Das frische Serum schiitzte
noch in der Verdiinnung 1:100; das bY,-jihrige, urspriinglich als
15—20faches bezeichnete, Standardserum schiitzte noch in der Ver-
diinnung von 1:500. Die beiden 4',-, bezw. 4-jihrigen fliissigen, ohne
besondere Sicherheitsmafnahmen aufbewahrten MERckschen Sera (Kon-
trollnummer 1 und 3) zeigten Schutzwirkung noch in der Verdinnung
von 1:1000 bezw. 1:250. Trotz dieser relativ guten Wirkung IaBt
sich bei den letzten drei Seris doch eine erhebliche Abnahme ihrer
Schutzkraft gegen die frither vorhandene konstatieren. Denn urspriing-
lich hatte das Standardserum im Schutzversuch bei gleicher Versuchs-
anordnung sich noch in der Verdiinnung von 1:1500 bis 1:2000, Serum
No. 1 sogar bis 1:4000 und Serum No. 3 bis 1:2000 wirksam er-
wiesen. Dabei ist aber zu beachten, dal die Titerangaben sich be-
ziehen auf friithere Priifungen gegen einen homologen Stamm, wovon
uns jetzt leider keiner zur Verfiigung stand. Es erscheint nicht ausge-
schlossen, daB entsprechend dem relativ hohen bakteriotropen Titer
dieser Sera gegeniiber einem homologen Stamm auch die Schutzkraft
im Tierversuch gegeniiber einem solchen eine noch bessere gewesen
wiire, wie z. B. auch das frische von der Fabrik als 20fach bezeichnete
Serum gegeniiber dem heterologen Stamm H. sich nur als 10fach
erwies.

Es war nun von Interesse zu priifen, ob die Sera Hochst und
Dresden gegeniiber ihren homologen Stimmen bessere Resultate er-
gaben. Tir das erstere Serum standen hierfir die uns aus der Fabrik
freundlichst iiberlassenen Stimme 9 und N. zur Verftigung. Der Stamm
9 erwies sich uns jedoch als avirulent im Méuseversuch (noch 1 cem
einer Verdinnung 24-stiindiger Bouillonkultur auf 1:10 vermochte
weile Miuse in 5 Tagen nicht zu toten). Gegeniiber dem méifig viru-
lenten homologen Stamm N (mit 0,5 cem Y40, 24-stiindiger Bouillon-
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kultur bei i. p. Injektionen -,) zeigte das Serum Hochst Schutz-
wirkung bis zur Dosis von 0,004 (Verdiinnung 1:250) also um das 25-
bezw. 250fach stéirkere als gegeniiber den heterologen Stimmen H
und Dr. (s. oben und Tabelle 13a). Auch Serum Dresden erwies sich
gegeniiber seinem homologen (virulenten) Stamm Dr. wesentlich wirk-
samer als gegen den heterologen Pneumokokkus H. (vergl. oben und
Tabelle 18a). Interessant war, daf die Schutzkraft des MERCKschen
Serums gegentiber dem heterologen Stamm Dr. nicht so ausgesprochen
war, wie bei dem ebenfalls heterologen Stamm H., obwohl dieser noch
hohere Virulenz hatte als der Stamm Dr.

Tabelle 13a.

Priifung im Schutzversuch gegen Stamm Dresden, 24-stiindig.
Serum subkutan, Kultur intraperitoneal, 24 Std. spiter.

Schwellenwertbestimmung sidmtlicher Sera gegen Stamm H.

SarVierd: Ili/wlooo Maus Serum Hochst | Serum Dresden l Serum Merck
s 1723145 1121345 |112[3]4]5
L =0 0,5 cem | K. gelb 2|+ ololololo|lo|lO|O]|O]O
oo Q0106 S, o EN T, ? |+ ololojlojloflo|lo|0]O]|O
s =0,004 Foe s, (SR, 1 RE ) 0lojo|lo]j0ofl0]l0O|0O]0O]|O
Yoo =0,002 | ,, St + |+ ol#?|2lo]lololo|0|0]|O
;/moo=0,001 » 5 |T. Seite gelb [kr. | 4 0|+ 0l0|+
/2000’=O’OOO5 » ”» . » » (2| 4 0]+ 00|+
[T 2 b2 Bauch ” + ll/,
S 3] 2 2 ” +11/1

Man kann somit annehmen, daB weniger die Virulenz des (typischen)
Priifungsstammes als vielmehr das Passen des Rezeptorenapparates den
Effekt des Pneumokokkenserums beeinflut und daf schon daraus die
ZweckmifRigkeit der Verwendung moglichst vieler
Stimme mit verschiedenem Rezeptorenapparat zur
Immunisierung erhellt.

Tabelle 14.

Serum in gleicher Dosis subkutan, Kultur in fallenden Dosen nach 24 Std. i. p.

24-stiindig.

Serum| Kultur i 8 Se. Merck | Se. Merck | Merck
1:10| Verd. Maus| Se. Hochst |Se. Dresden|Se. Merck Nr. 1 Nl 3| Stand . Se,
1 cem | 0,5 cem | Nr. |1.|2.(3.|4./5.] 1.2 3.‘4.|5. 1.|2.|3.14.|5.] 1.2.]3.|4.|5.| 1.[2.] 3.|4.[5.|1.| 2.]|3.|4.|5.
15:10 1 f|e 4+ 0] 0| 0] 0] O]+ + 0l -+
1:100 2 1?4+ 010]+ 0[0]0] 0] 0] 0]0][0[0[0]O|?|+ 0[0]0]0[0O
1:125 3 |0|+ 0]0[0]0][0[0[0]0]0]0]0|0|0]0O[0|0[0[0]|0{0]0]0|0[0]O
1:250 4 10|10+ 0]0]0]0]0]0{0[0]0]0]0|0]0]0[0]0|0]0]|0]0[0]0|0Ol0O
sl |00, 5 10|2 |+ 0]0/0|0]0]0[0]0]0]0]0|0]0]0{0]0[0[0]|0]0[0OO|0O[0fO
1:5000 6 [0]2?|+ 01]0[0]0]|0[0]0]0]0]0]0|0]0[0]0[0[0]0|0]0[0]0]|O0]0O
1:5000 e [
1:10000 8 |? |+
1:100000 9 |O|? |+
1:500000] 10 (O|? |+
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Von ausschlaggebender Bedeutung ist nach NEUFELD und HAENDEL
fiir die Wertbemessung eines Pneumokokkenserums aber erst der
Ausfall der Priifung starker Serumdosen gegen massive Kulturdosen,
die von den Autoren sog. ,Schwellenwert“bestimmung des Serums.
Dazu wurden Reihen weiler Méuse mit gleichen Serumdosen (0,1 =1 ccm
/1) subkutan vorbehandelt und 24 Stunden spiter die Kultur, be-
ginnend mit der iiberaus starken Infektionsdosis von 0,5 cem der Ver-
diinnung 1:10 von 24-stiindiger Bouillonkultur intraperitoneal infiziert.
Die dabei erzielten in Tabelle 14 verzeichneten Resultate stellen ein
getreues Spiegelbild der vorher geschilderten Ergebnisse bei den
Schutzversuchen gegen konstante mindere Infektionsdosen dar.

Auch bei der Schwellenwertbestimmung zeigt gegeniiber dem fiir
alle Sera heterologen Pneumococcus H. das MErcksche Serum den

stirksten Effekt. Wéihrend das Serum Hochst ganz versagt, hat das

Dresdener Serum noch zu schiitzen vermocht gegen die Kulturver-
diinnung 1:125. Von den mehrjihrigen MERCKschen Pneumokokken-
seris zeigt auch hier wieder die Kontrollnummer 3 die schwichste
Schutzwirkung. Es geniigt hinzuzufiigen, dal der Schwellenwert des
Serums Hochst gegen den homologen Stamm N. wieder betréchtlich
erh6ht — bis zur Kulturverdiimnung 1:100 — war. Der Schwellen-
wert der drei Sera, Hochst, Merck und Dresden, gegeniiber Stamm
Dr. ergibt sich aus nachstehender Tabelle, wo wieder die Ver-
besserung des Resultates bei Injektionen des homologen Serums er-
kennbar ist. :

Tabelle 15.

Schwellenwertbestimmung der Sera gegeniiber Stamm Dr. 24-stiindig.
Serum subkutan; Kultur in fallenden Mengen 24 Std. spiiter i. p.

ble'r%n K‘}ﬁgr' Maus | Serum Hochst Serum Dresden Serum Merck
Tag: b Tag: Tag:
Loem | 05 cem | Nr |y 0150 a5, [1]2] 545|125 4]s
0,1 1510 1 2l + +
14 1:100 2 ? | kr.| + 0[?2]2/0{0]|0|0|0]|0]O0
5 15125 3 |0f?2]2? |+ 0/0]0O|O|O]|O|O]O|O]|O
i 1:250 4 |0 |+ 0{0|0O|O|O|O|O|O]|O]O
5 1: 500 5 [0]0(0]0O(Q|O|O[O|O|O|O]O|O|O]O
! 1:5000 6 (0]0j0|0O[0O]O]|O|0O]O]O|O]O]O|O]O
1 : 5000 7 -
— 1:10000 8 -+

Nach den bisher besprochenen Ergebnissen war man vielleicht be-
rechtigt, dem Pneumokokkenserum Merck eine gewisse Polyvalenz
zuzusprechen. Wirklich polyvalent war aber auch dieses Serum nicht.
Das zeigte sein (wie der anderen untersuchten Pneumokokkensera)
vollstindiges Versagen bei Schutzversuchen gegeniiber dem differential-
diagnostisch als echten Pneumococcus anzusprechenden, oben unter
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No. 4 aufgefiihrten und wegen seiner Resistenz aller Seris gegeniiber
als atypisch bezeichneten Stamm. Daf dem Serum Merck andererseits
doch polyvalente Qualititen, wenn auch nur in beschrinktem Mafe zu-
kamen, darauf konnte man aus seiner teilweisen Wirksamkeit gegen-
iber den vorher unter No. 5 gekennzeichneten Pneumococcus Marx
schliefen. In der gewdhnlichen Versuchsanordnung (10- bis 100fache
Dosis letalis und fallende Serummengen) zeigten sich alle drei Sera
ohne eine Spur von Wirkung. Wurden aber konzentrierte Serum-
mengen (0,2—0,1—0,02) gegeniiber der nur ca. 2fach todlichen Infek-
tionsdosis verwendet, so zeigte das Serum Merck sich regelméiBig
wirksam, wihrend die beiden anderen Sera Hochst und Dresden auch
unter diesen Umstinden jede Wirkung vermissen liefen. Bei Ver-
wendung aller drei Sera als Mischserum zu gleichen Teilen, sank so-
fort der Wirkungseffekt auf 0,2 Gesamtserum, ein Zeichen, daf nur
der Anteil des Merck-Serums von 0,066 ccm im Gemisch eine Wirkung
austiibte.

Restimierend 14ft sich sagen, dal im Ganzen ein gewisser
Parallelismus zwischen dem Gehalt an in vitro nach-
zuweisenden Antistoffen eines Pneumokokkenserums
und dem Grad seiner Schutzwirkung in vivo unverkenn-
bar ist. Deutlicher wird dieser Parallelismus nur bei den in
vivo wohl sicher in Wirkung tretenden Antikérpern: den Bakterio-
tropinen. Ein umgekehrtes Verhalten zeigten die komplementbinden-
den Stoffe.

Eine ausgesprochene Polyvalenz zeigte keines der
untersuchten Sera weder in vitro noch in vivo. Eine gewisse,
freilich nur beschrinkte Polyvalenz in der Wirksamkeit diirfte auf
Grund der Ergebnisse im Regenzglas- und im Schutzversuch dem
von uns untersuchten Pneumokokkenserum Merck nicht abzusprechen
sein.

Ueber den Gehalt an komplementhindenden Antistoffen
im Pneumokokkenserum, deren Verhalten in unseren Versuchen ein
ganz paradoxes war, konnen erst eingehendere Untersuchungen Klar-
heit schaffen.

Was die Haltbarkeit des Pneumokokkenserums be-
trifft, so zeigten sich bei einer Aufbewahrung unter gewohnlichen
Verhiltnissen in flissigen, 4— 4%/, Jahre alten Seris die Agglutinine
als sehr labile, die Bakteriotropine dagegen als relativ
stabile Substanzen. Im Schutzversuch zeigten diese Sera noch
ca. Y, bis '/; ihrer urspriinglich angegebenen Wirksamkeit. Hieraus
diirfte sich auch ohne weiteres ergeben, daf aus dem Gehalt an Agglu-
tininen (und komplementbindenden Stoffen?) keinerlei Schliisse auf die
Wirksamkeit eines Pneumokokkenserums in vivo gestattet sind, wohl
ber aus dem in vitro nachgewiesen en Gehalt an Bakteriotropinen,
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denen somit ein betrachtlicher Anteil an der spezifischen

Wirkung des Serums im Tierversuch zuzuschreiben sein
diirfte. ~ Genaueren AufschluB iiber den. Anteil der bakteriotropen
Substanzen und eventueller antitoxischer, sowie bakterizider Sub-
stanzen des Pneumokokkenserums an den Heilungsvorgiingen bei der
Pneumokokkeninfektion sollen uns weitere Versuche ergeben, mit
denen wir bereits seit lingerer Zeit beschiiftigt sind.

Frommannsche Buchdruckerei (Hermann Pohle) in Jena.

ul-Ehrlich-Institut

*00203102*




	Deckblatt
	1-17
	18-41
	42-45
	46-60

