181
todestéllen konstant Blutungen im T a w ar a schen Knoten und im linken Schen-
kelgebiete fand, glaubt, daB solche Blutungen durch Sehidigung der Biindel-
fasern hemmend auf dig Uberleitung wirken kinnen. Ich kann mich dem nur
anschliefen, wenn ich auch bis jetzt iiber keinen durch Klinische Untersuchung
gestiitzten einwandfrei beweisenden Fall von Herzstorung durch solche Blutungen
im Reizleitungssystem verfiige.

Jedenfalls sind vereinzelte Zerreibungen von Fasern des Reizleitungssystems
und damit Storungen der reguliren Uberleitung moglich. Vielleicht trigt dieser
Hinweis auf die Befunde von Ménckeberg, Berblinger und meine
eigenen dazu bei, die Kliniker zu veranlassen, auch ihrerseits der Pathogenese
dieser Blutungen erhohtes Interesse zuzuwenden, wieweit dieselben einfach toxi-
scher Natur, wieweit sie auf Vagusreizungen, wieweit sie auf direkter Herzmuskel-
reizung beruhen, und gleichzeitig die Folgen' therapeutischer Eingriffe durch
elektrokardiographische Methoden genauer als bisher zu verfolgen.

XYV.
Ergebnisse und Ausblicke der Thermopraezipitinreaktion.
Von

Prof. Dr. Alberto Ascoli,

Direktorstellvertreter des Serotherapeutischen Instituts in Mailand.
(Hierzu 5 Textfiguren)

Die Immunitatsforschungen haben nicht nur fiir die kiinstliche Immunisierung
gegen die verschiedenen Infektionskrankheiten, sondern auch fiir die Diagnostik
derselben eine grolle Bedeutung erlangt. Fiir letztere ist von entscheidender Wich-
tigkeit die Tatsache, daB} sowohl spontan wihrend und nach einer Infektionskrank-
heit als auch bei immunisierten tierischen Organismen in dem Blute in mehr oder
weniger groler Menge spezifische Reaktionskorper auftreten.

So enthalten antibakterielle Immunsera neben Antitoxinen, Bakteriolysinen
und Agglutininen auch prézipitierende Immunstoffe. Kraus sah zuerst in
keimfreien Filtraten von Bakterienkulturen (Typhus, Cholera, Pest), die er mit
gleichnamigen Immunseris versetzte, spezifische Niederschlige auftreten. Dabei
entstanden nach Vermischung des klaren Immunserums mit dem klaren Filtrate
der Bakterienkultur zunéchst leichte Triibungen, dann feine Flocken, die zu Kliimp-
chen zusammengeballt zu Boden sanken, wihrend die dariiberstehende Fliissig-
keit sich aufklarte.

Kine allgemeine Bedeutung erlangte die Préazipitation dadurch, daB Tschisto -
witsch und Bordet auch mit Seris von Tieren, die mit Aalserum, Blut und
Mileh vorbehandelt waren, in den zur Immunisierung dienenden Fliissigkeiten
Niederschlige erzeugen konnten. Dieser Befund lehrte, daB die von- Kraus bei
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Bakterienimmunseris ermittelte Erscheinung auch bei Immunseris zu Recht be-
stand, die durch Vorbebhandlung der serumliefernden Tiere mit Eiweibstoffen
tierischer Herkunft gewonnen waren. Eine weitere Verfolgung dieser Feststellung
gab endlich Anregung zur Ausarbeitung der Methode der biologischen Eiweil3-
differenzierung (A. Wassermann), des in der gerichtlichen Medizin so be-
deutungsvollen Verfahrens zur Unterscheidung der verschiedenen Blutarten
(Wassermann und Schiitze, Uhlenhuth) sowie der Methode fiir
die Bestimmung der Herkunft gewisser Fleischwaren, namentlich zur Unter-
scheidung des geringwertigen Pferdefleisches von dem wertvolleren Fleische anderer
Schlachttiere (Uhlenhuth, Jess).

Wihrend also der Prazipitationsreaktion als EiweiBreaktion eine grofe Trag-
weite zuerkannt werden mufl, waren seit der bedeutungsvollen Entdeckung von
Kraus bereits 13 Jahre verstrichen, ohne daf die Anstellung der Prazipitations-
reaktion mit Bakterienimmunseris, wie sie zuerst von dem Wiener Forscher an-
gegeben worden war, eine durchdringende praktische Verwendung erfahren htte.

In diesem Sinne miissen die Untersuchungen von uns und Valenti als

“bahnbrechend bezeichnet werden, indem wir die Prézipitationswirkung als spe-
zifische Eigenschaft einzelner Milzbrandsera erkannten und, nach Uberwindung
zahlreicher Schwierigkeiten, diesen Umstand fiir die praktische Milzbranddiagnostik
zu verwerten gewubBt haben.

Um das uns festgesetzte Ziel zn erreichen, haben wir uns fiirs erste von der
Spezifitit der Reaktion bei Heranziehung der Schichtprobe nach M. Ascoli
iiberzeugt und die Herstellung préazipitierender Milzbrandsera zielbewu8t ins Auge
gefalBt. Wir suchten ferner das milzbrandige Bakterienprotoplasma, gleichviel ob
aus frischem, verfaultem, eingetrocknetem oder konserviertem Material,- derartig
in Losung zu bringen, daB wir iiber tadellose, klare Extrakte verfiigten. Endlich
gelang es uns, unter Verwertung der Thermoresistenz der prizipitinogenen Sub-
stanz, die Extraktionsmethode derart zu vereinfachen, daf auch der praktische
Tierarzt bei Herstellung des Kochextraktes und unter Anwendung des zum Zweck
ersonnenen Anthraxdiagnostikums aus unserer Entdeckung Vorteil ziehen kann.

Nachdem unseren jahrelang anhaltenden Bestrebungen der Aushau einer fiir
die Praxis geeigneten Methode zur Milzbranddiagnose gelungen war und unsere
Reaktion in der Heimat (Roneaglio, Favero, Zibordi, Casa-
lotti, De Gasperi, Granucei, Floris, Negroni, Guerrera,
Leoneini, Silva) sowohl wie im Auslande (Bierbaum, Pfeiler,
Lebre, Markoff, Schiitz, Ruppert, Hobstetter, Profé,
Prefiler, Flemming, Fischoeder, Zwick, Maag, Quevado,
Szymanowskiund Zagaja, Canejo, Osiander, Meyer, Isa-
bolinskyundPatzewitsch, Djoubelieff, Alexeijew, Jar-
mai, Elsaesser und Siebel, Seibold, Declich, Sehmitz)
Bestétigung und Beifall gefunden hatte, lag es nahe, deren Anwendung zu verall-
gemeinern, d. h. auf Grund der Prinzipien, auf denen die Reaktion beruht, den



183

Nachweis von bakteriellem, prazipitinogenem Protoplasma bei andern Infektionen
zu versuchen.

Einen ersten Beweis fiir die Richtigkeit unserer Voraussetzung sahen wir in
den ermutigenden Resultaten, die zuerst wir mittels der Thermoprizipitinmethode
bei Rotlauf erzielten und die alsbald Bestitigung fanden (Silva, Iwieki,
Zagaja, Isabolinsky und Patzewitsch, Raebiger, Sei-
bold, Declieh, Hecht, Gaus).

Eine weitere Verallgemeinerung erfuhr vor kurzem umser Verfahren durch
weitere Verwertung bei der Tuberkulose (Fagiuoli), bei Fleischvergiftungen
und Paratyphusinfektionen (Reinhardt, Murschel, Rothacker),
bei Rauschbrand (Hececht, Declich) und Mittelmeerfieber (Vigand), und
wir glauben, nicht irre zu gehen, wenn wir annehmen, dafl sich der Wirkungskreis
der Thermoprazipitine noch mehr und mehr erweitern wird, shnlich wie sie sich
allmahlich bei der Diagnostik und Differentialdiagnose der Tierseuchen einen
ersten Platz errungen haben.

Tiir diese Methode, welehe, dank der Verwertung zweckentsprechender Immun-
sera, der Schichtprobe nach M. Ascoli und der richtigen Wiirdigung des Fak-
tors ,,Zeit*, die spezifischen Komponenten der Leibessubstanzen der verschiedenen
Bakterien zu veranschaulichen vermag, dhnlich wie fiir den Ausfall photographi-
scher Aufnahmen Wahl geeigneter Platten, Art der Bestrahlung und Bemessung
der Lichteinwirkung ausschlaggebend sind, diirfte wohl mit Riicksicht auf die
Eigenstellung der in Betracht kommenden thermoresistenten Prazipitinogene der
Name ,Thermoreaktion* gerechtfertigt erscheinen.

Das priizipitierende Milzbrandserum.

Die ersten Angaben iiber die Prazipitation bei Milzbrand stammen von Bail,
welcher zwar eine stark prizipitierende Wirkung des Milzbrandserums auf die im
Odem enthaltene Flilssigkeit feststellte, jedoch diese spezifische Prizipitations-
wirkung nicht von dem Gerinnungsvermogen des Normalserums zu unterscheiden
vermochte, ebensowenig wie spater Carini, der die Niederschlagsbildung bei
Milzbrandserum auf die Agglutination zuriickfiihrte. Weiterhin haben Gruber
und Futaki hervorgehoben, daB Milzbrandsera mit Milzbrandbazillenextrakten
spezifische Priizipitate bilden; keiner dieser Forscher, die das Phénomen als solches
beobachtet hatten, hat jedoch aus diesem Umstande praktischen Nutzen zu ziehen
gewulit.

Der Grund dafiir mag wohl darin gelegen sein, daf die im Handel befindlichen
Milzbrandsera nur ganz ausnahmsweise prézipitierendes Vermogen besitzen. Unter
40 von uns daraufhin untersuchten Milzbrandseris (vom Esel, Pierd, Maultier und
Schaf) besaBen bloB 9 ein deutliches Prézipitierungsvermogen auf Extrakte aus
Milzbrandbazillenkulturen; etwas mehr Gliick hatten Schiitz und Pfeiler,
die unter 21 Serumproben verschiedener Herkunft bei 4 ein auierordentlich starkes,
bei weiteren 2 ein miBiges Prazipitationsvermiogen nachweisen konnten.
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a) Herstellung.

Um jederzeit iiber gut prizipitierende Milzbrandsera verfiigen zu konnen,
mufte daher vor allem die systematische Herstellung solcher Sera ins Auge gefalt
werden, eine Aufgabe, an die wir uns unverziiglich heranwagten, die wir aber erst
nach langem Umbhertasten im Dunkeln und nach Uberwindung mannigfaltiger
Schwierigkeiten losen konnten. Es zeigte sich namlich, dal bei der Prazipitin-
bildung individuelle Verschiedenheiten obwalten, so dal weder bei Auswahl einer
besonderen Tiergattung zur Serumgewinnung, noch bei einer bestimmten Ein-
fithrungsart der zur Immunisierung dienenden Milzbrandkulturen, noch bei Heran-
ziehung gewisser, spezieller Milzbrandstdmme konstante und zuverlissige Re-
sultate erzielt wurden. So lieferte uns z. B. bei unseren ersten Versuchen, trotz
eines gleichartigen Vorgehens, die Immunisierung von Pferd, Esel, Kuh und Schaf
nur bei ersterem dieser Tiere ein gutes Prizipitin, wéhrend in weiteren Untersuchun-
gen bessere Resultate beim Isel zu erzielen waren. Zwar konnten hisweilen auch
nach Einspritzung von stark konzentrierten, durch Filtrieren keimfrei gemachten
Milzbrandextrakten Priizipitine beobachtet werden, die darauf hinweisen, daff die
léslichen Bestandteile der Bazillenleiber als Antigen dienen kimnen, doch waren
diese Sera nicht hochwertig genug, um zu diagnostisehen Zwecken verwertet werden
zu konnen. Ebenso war das Serum von Kaninchen, die mit hohen Dosen von ab-
getoteten Milzbrandkeimen schnell immunisiert waren, nur wenig wirksam und
auBerdem nicht so haltbar wie das von grefien Tieren gewonnene.

Wir gelangten nach und nach zur Uberzeugung, es liege der Hauptfaktor bei
Herstellung des prizipitierenden Serums in den Bazillenleibern selbst, nicht in deren
Virulenz. Es dienen demnach zur Herstellung zweckmifBig abgeschwichte bezw.
avirulente Keime der Milzbrandgruppe; ein Umstand, der iiberdies geeignet ist,
die Unannehmlichkeiten auszuschalten, die bei Immunisierung der Tiere mit
virulenten Bazillen obwalten. Bei Verwendung solcher Stimme gelingt beim Esel
die Gewinnung prizipitierender Sera rasch und mit klassischem Verlauf.

In der angefiihrten Kurve ist der Verlauf der Immunisierung und deren Dauer
in Wochen veranschaulicht und der prizipitierende Wert des Serums auf Grund
des zeitlichen Auftretens des Prazipitationsringes bei Anstellung der Ringprobe
verzeichnet; die Kurve gibt graphisch den Verlauf der Immunisierung bei einem
Esel wieder, der nach intraveniser Behandlung in weniger als 7 Wochen ein tadellos
prézipitierendes Serum lieferte.

Das Problem dér Herstellung des prazipitierenden Milzbrandserums ist spater
mit bestem Erfolge von Alexeijew und in anerkennenswerter Weise von
Schiitz und Pfeiler, etwas frilher von Markoff und unléngst von
Maag und Declich aufgegriffen worden.

Alexeijew, der auf die Beschaffung groBer Mengen prizipitierenden Serums fiir prak-
tische Zwecke bedacht war, fiihrte die Immunisierung am Pferde aus. In Anlehnung an unsere An-

gaben benutzte er den schwichsten ihm zur Verfiigung stehenden Stamm, den ersten Impfstoff
von Lange, von dem er nach unserem Beispiel $teigende Mengen intravends einspritzte. Auf
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Reaktion
Auftreten des Dauer der Immunisierung in Wochen
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Fig. 1. Das prézipitierende Vermogen des Serums wurde durch das zeitliche Auftreten
des Prizipitationsringes bei Anstellung der Ringprobe mit Milzbrandextrakt und dem Serum
der verschiedenen im Laufe der Immunisierung entnommenen Blutproben ausgewertet

diese Weise erzielte er in 7 Wochen ein brauchbares, nach weiteren 4 Wochen ein momentan pri- .
zipitierendes Serum.

Markoff, der den ersten Beitrag zur Frage lieferte, stellte seine Versuche anfinglich
am Pferde, an Ziegen, Hunden und hauptsichlich an Kaninchen an. Da er das Gliick hatte, unter
10 jhm von verschiedener Seite zur Verfiigung gesteliten Milzbrandseris, die simtlich vom Pferde
stammten, drei mit deutlichem Prizipitationsvermogen herauszufinden, glaubte er anfinglich, es
eigne sich diese Tierart am besten zur Gewinnung des prizipitierenden Milzbrandserums; ein
eigenes Pferdesernm scheint Max koff nicht hergestellt zu haben. Seine Bemtihungen, bei
Ziegen ein prizipitierendes Serum zu erhalten, scheiterten zum Teil an dem Umstande, dafi die
meisten dieser Tiere wihrend der Immunisierung zugrunde gingen, wihrend eine mit Odemfliissig-
keit und Milzbrandextrakten vorbehandelte Ziege ein Serum lieferte, das nicht streng spezifisch
war. Das bei Hunden gewonnene Serum muBte wegen starker Opaleszenz als zu Priizipitations-
zwecken ungeeignet ansgeschaltet werden, Es gelang schlieflich Markoff, Milzbrand pra-
zipitierende Sera von Kaninchen zu gewinnen, die mit keimfreien Filtraten von Milzbrandbazillen
behandelt wurden. Solche Sera hatten zwar anfangs nur schwaches Prizipitierungsvermogen;
nach 10- bis 15 maliger Behandlung der Tiere gelang es aber doch im Laufe von 8 bis 10 Wochen,
ein Prizipitin zu erhalten, das bei der Ringprobe eine sofortige Reaktion ausloste. Fiir praktische
Zwecke diirften jedenfalls Sera von kleinen Versuchstieren, wie vom Kaninchen, weniger in
Betracht kommen.

Umfangreicher sind die auf eine praktische Herstellungsweise des prézipitierenden Milzbrand-
serums bedachten Untersuchungen von Schiitz und Pfeiler, die auBer bei Kaninchen
an Pferden, Eseln, Schafen, weiter bei einer Ziege und einem Rinde vorgenommen wurden.

In Ubereinstimmung mit unseren Angaben und jenen von Markotf konnten anch diese
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Forscher bestdtigen, daB sich vom Kaninchen ein Serum mit prizipitierenden Antikérpern ge-
winnen 1a8t. Unter 86 teils subkutan, teils intravends oder intraperitoneal mit schwach-, méBig-
oder hochvirulenten Keimen und Milzbrandextrakten behandelten Tieren lieferte jedoch nur eines
ein starkes, fiir praktische Zwecke brauchbares prizipitierendes Serum, wihrend die meisten
sich fiir diese Zwecke als ungeeignet erwiesen und aus dem Reste der Tiere nur schwach pri-
zipitierende Sera gewonnen wurden.

Nach den gleichen Grundsitzen suchten diese Forscher prizipitierende Milzbrandsera bei
Schafen und Ziegen zu gewinnen, doch zeigte sich die Immunisierung mit abgettteten Kulturen
als erfolglos, wihrend bei Behandlung mit lebenden Keimen von mittlerer bis hoher Virulenz eine
Anzahl von Tieren, trotz Behandlung mit spezifischem Heilserum, an Milzbrand eingingen. Viel
giinstiger lauteten die Versuche beim Esel, bei dem die Vorbehandlung mit groferen Mengen
lebender, schwach oder mittelgradig virulenten Milzbrandkulturen, in den meisten Fillen in kurzer
Zeit zur Gewinnung eines momentan prézipitierenden Serums fithrte. Die vorzugsweise Ver-
wendung des Esels vor dem Schafe wiirde sich nach Schiitz und Pfeiler schon aus dem
Grunde empfehlen, weil er dem Milzbrand gegeniiber viel widerstandsfihiger ist. AuBerdem
wurde die Herstellung des prizipitierenden Serums noch bei 6 Pierden und bei einem Rinde mit
hinreichend guten Resultaten durchgefiihrt.

Uber die Bildung der prizipitierenden Antikérper entscheidet nach Schiitz und Pfeiler
nicht nur die individuelle Veranlagung des serumliefernden Tieres, sondern auch die besondere
Beschaffenheit der fiir die' Vorbehandlung verwendeten Kulturen.

Auch Declich hat zu Studienzwecken die Gewinnung eines Milzbrand prizipitierenden
Serums bei Kaninchen angestrebt, jedoch mit negativen Resultaten. Das erzeugte Serum zeigte
keine spezifische Préazipitationswirkung, sondern es trat die Ringbildung mit milzbrandigem Ma-
terial sowohl als mit nicht milzbrandigem in Erscheinung, ein Umstand, der von Declich auf
die Hersteltungsart des Antigens zuriickgefiihrt wird, da die zur Immunisierung verwendeten
Kulturfiltrate eine halbe Stunde im Autollaven bei 120° C gelassen wurden.

Zum Schlusse sei noch der Versuche M a a gs Erwigung getan, der sich ebenfalls, jedoch
mit negativen Resultaten, um die Herstellung eines prizipitierenden Milzbrandserums bemiihte.
Die Anzahl der Tiere, iiber die er verfiigte, war nur eine geringe: 2 Esel, 1 Ziege und einige kleine
Versuchstiere. Bei der Immunisierung verwendete er abgeschwichte Milzbrandkulturen, die er
vornehmlich subkutan einfiihrte. Die Ziege ging schon nach wenigen Einspritzungen ein, bei
den {ibrigen Tieren konnte nach 4 monatlicher Behandlung ein prizipitierendes Serum nicht erzielt
werden, worauf M a a g seine Versuche einstellte.

b) Werthestimmung.

Unm aus der Prizipitationsreaktion bei Milzbrand praktischen Vorteil ziehen
zu konnen, ist es in allererster Linie notwendig, iiber ein wirksames Serum zu ver-
fiigen. Ahnlich wie bei Schutz- und Heilseris bedarf man jedoch auch bei Seris zu
diagnostischen Zwecken eciner Methode, die iiber deren Wert Aufschluf erteilt.
Zur Titerbestimmung kann jedoch die fiir Antieiweiflsera geiibte Verdiinnungs-
methode nur bei Innehaltung bestimmter Bedingungen benutzt werden, da die als
Ausgangspunkt dienenden Bakterienextrakte je nach dem mehr oder weniger
iippigen Wachstum, dem Alter der Kultur, dem Verhéltnisse zwischen Milzbrand-
bakterien und Sporen, der Art und Menge des Extraktionsmittels und der Tem-
peratur eine schwankende Konzentration aufweisen.

‘Wenn z. B. die Extrakte bei Zimmertemperatur mit physiologischer Kochsalz-
losung hergestellt wurden, lag die oberste Grenze fiir die Ringprobe bei einer Ver-
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diinnung der Ausziige von 1 : 200; wurden hingegen stark konzentrierte Extrakte
herangezogen, so verschob sich fiir ein und dasselbe Serum der Grenzwert auf
1 : 5000 bis 1 :10000.

Es wurde demnach von einer mathematisch genauen Titerbestimmung fiiglich
Abstand genommen, und es sind fiir die Prézipitinreaktion ausschlieBlich
solche Sera zugelassen, welehe bei Anstellung der Schichtprobe eine sofortige
Triitbung an der Berithrungsflache zwischen Milzbrandextrakt und Serum bewirken.
Die Prifung des Serums wird mit zwei Extrakten vorgenommen, die unter
Verwendung von physiologischer Kochsalzlosung als Extraktionsfliissigkeit aus
einer Reinkultur der Milzbrandbazillen bezw. aus der Milz eines sicher milzbrand-
kranken Tieres hergestellt werden.

Diese Extrakte, auf deren Herstellungsart und Konzentration wir spéter
zuriickkommen, sollen mit dem spezifischen, prézipitierenden Serum sofort die
fiir die Schichtprobe charakteristische, ringférmige Tritbung geben, hingegen mit
Normalserum der gleichen Tierart ¥4 Stunde lang vollkommen klar bleiben. Diese
Kontrollproben sind notwendig, weil zu konzentrierte Extrakte gelegentlich auch
mit Normalserum oder Immunseren gegen andere Krankheiten Prazipitationsringe
geben kinnen. AuBerdem ist eine Probe mit dem Extrakt einer normalen Milz
anzustellen, um sich zu vergewissern, dal unter denselben Verhdltnissen keine
Ringbildung auftritt.

Diese Wertbestimmung, die lediglich auf die praktische Brauchbarkeit des
Serums Riicksicht nimmt, diirfte fiir die praktischen Bediirfnisse geniigen und hat
sich in der Tat bei den vielen bisher von uns und andern Forschern angestellten
Versuchsreihen als brauchbar erwiesen.

Die genauere Wertbemessung, die ja in der Praxis wegfillt, kann zur Ein-
schatzung der Wirksamkeit, zumal bei der Herstellung der prizipitierenden Sera,
gute Dienste leisten, da es mittels derselben moglich ist, zu erfahren, welcher Zeit-
raum zur Blutentnahme am geeignetsten ist bezw. am wievielten Tage nach einer
Einspritzung das Serum die groBte Menge der prazipitierenden Antikérper enthilt.

Wir pflegen weiterhin den Gehalt an Prézipitin in der Art anniihernd zu be-
stimmen, daf wir das zu verausgabende Serum auch mit Verdiinnungen unserer
Extrakte prifen. Die Ringbildung tritt gewthnlich fiir die Verdimnungen des
Kulturextraktes zu 1 : 10 bis 20, auch 1 : 50 noch prompt auf; bei htheren Ver-
diinnungen stellt sie sich immer langsamer ein, bei 1 : 100 bis 200 bleibt sie endlich
innerhalb einer Viertelstunde ganz aus. Bei den Verdiinnungen des Milzextraktes,
welches in der Regel mehr Priazipitinogen enthilt, verschieben sich die Grenzen
bis um eine Dezimalstelle, wenn das Extrakt, wie spiter angegeben, aus der Milz
eines an spontaner Milzbrandinfektion gefallenen Rindes hergestellt wird.

Schiitz und Pfeiler glaubten diese Wertbestimmungsmethode noch
dureh eine quantitative Bestimmung des Gehaltes an prizipitierenden Antikérpern
erginzen zu miissen. Als Normaleinheit bezeichnen sie jene Menge antigener
Substanz, die in einem Extrakt von bestimmter Konzentration enthalten ist, und
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als einwertig das Serum, das imstande ist, die bei der Konzentration des Antigens
von einer Normaleinheit vorhandene antigene Substanz momentan sichtbar durch
Ringbildung zu beeinflussen. Da nun aber gute préazipitierende Milzbrandsera
nicht nur die in der Normaleinheit vorhandene Antigenmenge anzuzeigen ver-
mogen, sondern auch Bruchteile derselben, so gehen Schiitz und Pfeiler
in der Weise vor, dafB sie ein Serum, das z. B. das hundertfach verdiinnte Antigen
noch momentan nachzuweisen vermag, als hundertfaches Serum bezeichuen und
dieses als Standardserum fiir die Finstellung neuer Antigentésungen heranziehen.

¢) Konservierung und Haltbarkeit.

Die prazipitierende Substanz des Milzbrandserums ist lange haltbar; so fand
Granuceci, daB eine {iber 14 Tage in einem warmen Raume aufbewahrte
Serumprobe ihr prézipitierendes Vermogen nicht eingebiift hatte, und ein Gleiches
konnten Schiitz und Pfeiler bei einem lange Zeit auf is gehaltenen ver-
faulten Serum feststellen. Letztere Forscher konnten sich weiter davon iiberzeugen.,
daB die Einwirkung von Schimmelpilzen im nicht konservierten Serum die Pri-
zipitationstahigkeit nicht zerstort, weshalb nach ihnen von einer Filtration
schicklich Abstand genommen werden kanm.

Auch m#Bige Warmegrade scheinen die Brauchbarkeit des prézipitierenden
Serums nicht merklich zu beeintrichtigen; nach Granucei vertrigt das Serum
Temperaturen bis zu 56°; bei 70° und dariiber verliert es aber sein prizipitierendes
Vermogen. Scehiitz und Pfeiler machten die Beobachtung, da durch
halbstiindiges Erhitzen auf 56° die Normalprizipitine des Serums, die sich in einigen
Fallen neben den spezifischen Prizipitinen stirend bemerkbar machen, vernichtet
wurden. Eine Erwirmung auf 650 bis 70°, die das native und geloste Eiweif
angreift und zur Gerinnung bringt, hebt nach diesen Forschern die: Prazipitations-
wirkung des Serums auf. Isabolinsky und Patzewitsch erhielten noch
positive, obleich etwas langsamer auftretende Reaktionen mit Serum, das auf 56°
erhitzt war, bei einer Erwiarmung des Serums auf 60° unterblieb die Reaktion
ginzlich.

Bei den von uns hergestellten Seris unterlassen wir in der Regel den Zusaiz
der bei Schutz- und Heilseren iiblichen Konservierungsmittel, Alexeijew
filtriert seine Sera durch Berkefeld, Schiitz hingegen versetzt sein Serum
mit 0,bprozentiger wassriger Phenollssung, die er tropfenweise unter stiandigem
Sehiitteln zugibt.

Wird das prazipitierende Serum im kithlen dunklen Raume gehalten, so bleibt
es viele Monate, auch Jahre lang wirksam. So iiberzeugten sich z. B. Szyma -
nowski und Meyer, da ihre unter solchen Bedingungen aufbewahrten
Serumproben nach 6 Monaten nichts von ihrer Stiérke eingebiiit hatten; wir selbst
verfligen iiber Sera, die nach Jahren noch vorziiglich reagieren. Bei nicht geeigneter
Aufbewahrung 146t sich eine Verminderung des Wertes wohl schwerlich ganz ver-
meiden.
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Sowohl das steril gewonnene wie das konservierte Serum triiben sich all-
mihlich, und es bildet sich nach einiger Zeit ein Bodensatz. Diesem in der Tat
etwas storenden Ubelstande, der auch den sterilen AntieiweiBseris anhaftet, wird
entgegengesteuert, indem man das Serum vor dem Gebrauch absetzen 148t oder
die Triitbungen durch Zentrifugieren beseitigt. Das serotherapeutische Institut
in Mailand liefert auf Verlangen auch prizipitierende Sera, die sich nicht triiben;
bloB ist die Ringbildung bei denselben etwas verzogert.

Spezifitit der Thermoreaktion.

Normale Sera oder Sera von Tieren, die gegen andere Infektionen (Tetanus,
Diphtherie, Ruhr, Typhus, Kolibakterien, Pneumokokken, Streptckokken) im-
munisjert waren, zeigten bei tadelloser Versuchstechnik mit unseren Milzbrand-
kulturextrakten keine spezifische Préazipitationserscheinung. Schon zu Anfang
unserer Untersuchungen machten wir jedoch darauf aufmerksam, daB die pra-
zipitierende Wirkung des Milzbrandserums nicht absolut spezifisch ist. Es fiel
zwar die Schichtprobe bei unseren Kontrollversuchen mit den in der unten be-
schriebenen Weise hergestellten Extrakten von Cholera-, Dysenterie-, Mesentericus-,
Staphylo- und Streptokokken sowie Rauschbrandkulturen vollkommen negativ
aus; ebenso zeigte sie keine Reaktion gegeniiber den gewdhnlichen Extrakten aus
frischen oder faulig verinderten Organen von gesunden oder an verschiedenen
Infektionen nnd Intoxikationen verendeten Tieren, dagegen kam es zu mehr oder
weniger deutlicher Reaktion, wenn Extrakte aus den sogenannten Pseudomilz-
brandbazillen mit dem Serum unterschichtet wurden. Pseudomilzbrandbazillen
und Anthrakoidesarten besitzen in der Tat eine groBe Affinitit zum echten Milz-
brandkeime, so daB eine Unterscheidung derselben, nach Valenti, weder mittels
der metachromatischen Férbung noch auf Grund des Verhaltens bei der Prézi-
pitationsreaktion moglich ist. Aus unseren Untersuchungen schopften wir trotz-
dem sogleich die Uberzeugung, da vom praktischen und diagnostischen Stand-
punkte der Wert der Reaktion dadurch nicht beeintrichtigt wurde, insofern
dieselbe an Ausziigen von Organen nicht milzbrandiger Tiere in der Regel
negativ, an solchen aus Milzbrandmaterial fast durchweg positiv ausfiel. Wir
hoben auch hervor, da$ in zweifelhaften Fallen durch entsprechende Verdiinnung
der Extrakte Abhilfe geschatft werden konnte, zumal von den Keimen mit durch
Milzbrandserum spezifisch fillbarer Leibessubstanz keiner eine solche Vermehrung
in den Organen aufweist wie der Milzbrandbazillus.

Diese unsere Annahme iiber die Spezifitit unserer Reaktion konnte bei den
zahlreichen Nachpriifungen seitens der verschiedensten Forscher voll und ganz
bestatigt werden.

Zur Kontrolle der Spezifitat des Serums wurden anstatt des Milzbrandex-
traktes Extrakte der verschiedensten Art aus Kulturen und Organen angewandt:
50 z. B. Extrakte von Rotlauf (Schiitz, Pfeiler, Lebre, Flemming
usw.), Rotz, Tuberkulose, Typhus, Paratyphus A und B; Schweinepest, Koli,
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Ruhr, Druse, Brustseuche (Bierbaum, Roncaglio, Schiitz und
Pfeiler usw.), Nagana (Favero), Maul- und Klauenseuche, Rauschbrand
(Roncaglio), Schlafkrankheit (L ebre), Piroplasmose, Pasteurella (Maag),
Wut, Syphilis, Scharlach (Isabolinsky und Patzewitsch) usw.;
durchweg mit negativen Ergebnissen.

Anderseits wurden versuchsweise auch Extrakte der verschiedensten teils
frischen, teils verfaulten normalen Organe von Méiusen, Meerschweinchen, Ka-
ninehen, Hunden, Schafen, Rindern und Pferden fiir die Anstellung der Reaktion

verwandt, ohne dab von irgendeiner Seite iiber Fehlresultate berichtet worden wire.

In gleicher Weise modifizierten nach unserem Beispiel Schiitz und Pfeiler die Ver-
suchsanordnung, indem sie zur Kontrolle -an Stelle des prézipitierenden Milzbrandserums eine
Anzahl von Normal- und Immunseris (Rotlauf-, Brustseuchestreptokokken-, Pasteurella-, Druse-,
Paratyphus B-, Rauschbrand- und andere Sera) auf ihr Verhalten gegeniiber Reinkulturextrakten
der Milzbrandbazillen und Milzbrandorganextrakten priiften, wobei sie das momentane Auftreten
der Reaktion nur bei Milzbrandseren wahrnehmen konnten. Nur ausnahmsweise zeigten einzelne
Normal- und Immunsera nach kiirzerer oder lingerer Bertihrung sowohl mit den Extrakten als
auch mit Karbolkochsalzlosung eine leichte Ringbildung, die folgerichtig als nicht spezifische Er-
scheinung anfgefaft warde. Dieser Umstand veranlaBte die genannten Forscher, unserer Forderung
beizutreten, daf zur Ausfithrung der Reaktion zu diagnostischen Zwecken nur solche Sera zuzu-
lassen seien, die momentan prizipitierend wirken.

Wie schon erwéahnt, erfihrt die Spezifitit der Prizipitation bei Milzbraned
dadurch eine theoretische Einschrinukng, daf sie unter Umstinden auch mit
Pseudomilzbrandbazillen auftreten kann, also mit Bagzillen, die den Milzbrand-
keimen zwar verwandtschaftlich nahe stehen, aber eine Milzbrandinfektion selbst
nicht auszultsen vermogen. Der von uns in unserer ausfiihrlichen Mitteilung
schon verneinten Frage, ob Pseudomilzbrandbazillen den praktischen Wert unserer
Methode sechmélern konnen, ist, auf unsere Veranlassung, de Gasperi auf

Grund ausfithrlicher experimenteller Belege nahergetreten.

Es hat dieser Forscher in einer groBeren Reihe von Versuchen nachgepriift, ob erstens unter
experimentellen, fibertrieben zu nennenden Verhiltnissen, wie sie in der Praxis nicht vorliegen,
die prazipitinogenen Substanzen des Pseudomilzbrandbazillus und des Bacillus anthracoides den
Ausfall der Reaktion in positivem Sinne beeinflussen konnten und ob dieses zweitens unter Ver-
hiltnissen, die den in der Natur vorkommenden #hnlich sind, gleichfalls der Fall wire. Die Ver-
suche de Gasperis zeigen, dal zwar im ersten Falle die Reaktion positiv sein kann, daf sie
hingegen bei Kaninchen, die nach Reizung der Darmschleimhaut mit Kulturen der genannten
Bakterien gefiittert warden und in deren Milz die Keime zum Teil kulturell nachzuweisen waren,
negativ ausfillt,

Ahnliche Versuche wurden in gleicher Absicht spiter auch von Schiitz und Pfeiler
angestellt und dabei bestiitigt, daB Extrakte aus Organen, die unter Nachahmung natiirlicher Ver-
hiltnisse mit Psendomilzbrandbazillen infiziert wurden, die Reaktion iiberhaupt nicht mehr oder
nur mit einem auBerordentlich stark prizipitierenden Serum innerhalb mehrerer Minuten geben.
Auf Grund dieser Beobachtung treten Schiitz und Pfeiler der schon von Roncaglio
geduBerten Ansicht bei, daf es sich empfehleri diirfte, zwar momentan wirkende, aber nicht zu
hochwertige Sera fiir die Prizipitationsdiagnose des Milzbrandes zu benutzen.

Die Frage, inwieweit Anthrakoidesarten, anthraxhaltige Erde oder im Darmtraktus von
nicht an Milzbrand eingegangenen Tieren vorhandene Milzbrandkeime die Spezifitit der Reaktion
zu beeintrichtigen vermogen, ist von M ey e x experimentell gepriift und genau erdrtert worden.
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Er lief zum Zwecke in einer erstenVersuchsreihe normale Organe in anthraxhaltiger Erde faulen
und stellte nach einigen Wochen mit Material aus den verschiedenen Schichten die Ringprobe an.
Die Reaktionen verliefen in den Fillen, bei denen es sich um Teile aus dem Innern der Organstiicke
handelte, vollstandig negativ; es trat auch in der Mehrzahl der uieren Proben keine Reaktion auf,
wihrend in wenigen Fillen sich die Ringbildung bemerkbar machte, jedoch nicht sofort nach dexr
Uberschichtung, sondern erst zwischen 15 bis 45 Minuten. In.einer zweiten Versuchsrethe lieB
Meyer unter dhnlichen Versuchsbedingungen das zu untersuchende Material in mit milzbrand-
dhnlichen Keimen infizierter Erde faulen, mit dem Ergebnis, daB eine Ringbildung bei Anstellung
der Schichtprobe in der grofen Mehrzahl der Félle ausblieb, da8 aber dieselbe in Ausnahmefillen
zum Ausdruck kam, jedoch erst nach 45 bis 60 Minuten, also zu einer Zeit, in der die Reaktion
einen spezifischen Charakter nicht mehr beanspruchen kann. In einer letaten Versuchsreihe wurde
den Versuchstieren eine-geringe Menge Anthraxteig verfiittert, sie wurden hieranf getotet und erst
bei vorangeschrittener Fiulnis der Organe die Prézipitationsreaktion angestellt; die Ergebnisse
fielen insgesamt negativ aus mit Ausnahme eines Falles, in dem der Kadaver mit ergffneter Bauch-
hihle 28 Tage faulte und bei dem einige Organe, wie z. B. die Niere, positiv reagierten. Im groBen
ganzen diirfte somit auch unter solchen Bedingungen das Préizipitationsverfahren genug spezifisch
sein, nur miifite man in derartigen Fillen vorsichtiger zu Werke gehen, alle nétigen Kontrollver-
suche anstellen und die Methode der Extraktverdiinnung heranziehen.

Im allgemeinen kann, abgesehen von ganz wenigen Ausnahmefallen, die erst
durch entsprechende Verdiinnung der Extrakte einer richtigen Beurteilung zu-
ganglich werden, die Reaktion als geniigend spezifisch gelten, um in der Praxis
brauchbare Resultate zu zeitigen.

Wie jede biologische Untersuchung, so verlangt natiirlich jedoch auch die
Prizipitationsreaktion eine gute technische Schulung und eine genaue Einhaltung

der Versuchsanordnung.

Das verdichtige Material.

Was die Auswabl des verdichtigen Materials betrifft, so stellt das Verfahren
nur ganz bescheidene Anspriiche, indem es zwar die Milz als klassisches Unter-
suchungsmaterial wegen ihres Reichtums an Bazillen bevorzugt,  sich jedoch
in der Not mit einem haselnuBgrofien Stiickchen aus einem beliebigen Organ
begniigt.

So wurden von uns und andern Forschern positive Reaktionen mit der Milz,
Lunge, Leber, Niere, Nebenniere, mit Darm, Herz, Knochenmark, Lymphdriisen
usw. erreicht; anch die Odemfliissigkeit, Blut, Ergiisse, Haut- und Muskelstiickchen
wurden mit positivem Erfolge verwendet.

Die Frage iiber die mehr oder weniger groBe Tauglichkeit des einen oder andern Organs
zur Entnahme des Priifungsmaterials ist vor allem von Roneca glio, Osiander, Isa-
bolinsky und Patzewitsch ertrtert worden: nach ersterem eignet sich am besten die
Milz; ihr folgen in abstufender Reihe das sulzige Odem, die Haut und das Unterhautzellgewebe,
insofern sie von der Eingangspforte des Keimes entnommen werden; hierauf kommen Herz, Blut,
Muskeln, Leber, Niere und Hirnsubstanz. Isabolinsky und Patzewitsch erhalten
die dentlichsten Resultate mit der Milz und der Odemfliissigkeit; sie bezeichnen aber auch. Material
aus Leber, Niere, Blut, Lymphe, Herz, Haut und Lunge als gut brauchbar. Osiander hebt
hervor, daB mit Material aus Milz, Leber, Herz und Niere der Prazipitationsring rasch und deutlich,
mit Material aus Lunge und Muskeln erst nach einigen Minuten auftritt; es will ihm scheinen,
es werde in letzterem Falle die Reaktion anfinglich durch die Opaleszenz verdeckt, die er bei
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Lungen und Muskelextrakten nie ganz beseitigen konnte. DaB die Reaktion mit Muskelextrakt
etwas spilter auftritt, ist auch von Fa ver o hervorgehoben worden. Ein undeutliches Resultat
will Lebre mit Material aus der Mammadriise erhalten haben; Alexeijew redet der Ver-
wendung von Lungenextrakten sehr das Wort.

Die Thermoreaktion vermag also den vielfachen Erfahrungen zufolge die An-
wesenheit milzbrandigen Protoplasmas in den verschiedensten Organen anzu-
zeigen, und zwar, wie wir noch sehen werden, nicht nur, wenn dieselben in frischem,
sondern auch, wenn sie in verfaultem oder konserviertem Zustande zur Unter-

suchung gelangen.

Verhalten der préazipitinogenen Substanaz

Der praktische Nutzen der Thermoreaktion bei Milzbrand, dank welchem sie
sich neben dem bakteriologischen Nachweis eingebiirgert hat, héngt innig mit dem
physikalisch-chemischen Verhalten des Prazipitinogens zusammen, d. h. der im
Milzbrandprotoplasma enthaltenen Substanz, welche mit dem Prézipitin des spe-
zifischen Serums spezifisch zu reagieren vermag.

a) Verhalten der Faulnis gegeniiber.

Sehon bei unseren ersten Versuchen konnte ermittelt werden, daf der Ver-
wesungsproze das Prizipitinogen keineswegs zerstort, sondern daf die Reaktion
auch mit Extrakten aus Organen gelingt, die erhebliche Zeit der Faulnis ausgesetzt
waren. In der Tat beeintrichtigt die Faulnis, welche bei der bakteriologischen
Priifung so storend wirkt, die Prézipitinreaktion nicht; es scheint vielmehr aus dem
einstimmigen Urteil der Forscher, die sich um diesbeziigliche Nachpriifungen ver-
dient gemacht haben, zu erhellen, dall die Nachweisbarkeit des Milzbrandes in
fanlen Organen eine unbegrenzte ist. So erhielten wir selbst positive Reaktionen
mit einer 16 Monate der Faulnis iiberlassenen milzbrandigen Milz, wihrend sich die
léngste Erfahrung von Schiitz und Pfeiler auf Organteile erstreckt, die
Hb0 Tage gefanlt hatten. DaB die Methode mit mehr oder weniger lange Zeit der
Verwesung anheimgefallenen Organen tadellos arbeite, bestatigen auch Zwick,
Granucci, Bierbaum, Meyer, Lebre, Maag, Osiander,
Declieh w.a; nur Tsabolinsky und Patzewitsch wollen beob-
achtet haben, dafl nach 30- bis 40tsigigem Faulen des Materials die Ringbildung
etwas schwicher zum Ausdruck kam.

Bei der praktischen Wichtigkeit einer sicheren Anthraxdiagnose im Hinblick
auf die Seuchentilgung und die Entschidigungsfrage verdient dieser Umstand die
groBte Wiirdigung, da durch denselben der Prozentsatz des sicheren Nachweises
um ein bedeutendes gesteigert werden kann.

b) Thermoresistenz.

Im Verlaufe von Untersuchungen, die mehr zur Ergriindung des Wesens des
spezifischen Prazipitinogens angestellt wurden, konnten wir gewisse Eigenschalten
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desselben ermitteln, welche in der Feststellung einer hochst beachtenswerten
Widerstandsfahigkeit der Extrakte gegeniiber Eiweil- und Stérkespaltenden
Fermenten und andern physikalisch-chemischen Einfliissen gipfelten. Die pri-
zipitable Substanz der Extrakte zeigte unter anderem eine hervorragende Thermo-
resistenz: sie vertrigt anstandslos andauerndes Kochen, und selbst durch Tempera-
turen itber 100° erweist sie sich nur nach léangerer Einwirkung angreifbar; zu einer
tiefgreifenden Spaltung kommt es erst nach Heranziehung hoher Temperaturen
und starker Mineralsauren.

Dieses Verhalten, welches demjenigen der Prizipitinogene bei Typhus und
Cholera entspricht und auch von Granuecei, Schiitz, Pfeiler und
Hecht bestiitigt wurde, haben wir praktisch verwertet und darauf unsere
Thermoprizipitationsmethode aufgebaut. Unter Heranziehung der Thermostabili-
tit des Prazipitinogens kommt man némlich einfach und rasch zur Gewinnung
eines Extraktes fiir die Préazipitinreaktion, wenn man ein Stiick des verdéchtigen
Materials mit der b- bis 10 fachen Menge physiologischer Kochsalzlosung kocht
und das Dekokt durch Asbest filtriert, wie wir weiter unten ausfiihrlicher be-
schreiben werden. Auf diese Weise wird das ganze Verfahren derart vereinfacht,
daB es in dieser Form auch dem Praktiker ein Leichtes ist, daraus Nutzen zu ziehen.

Osiander schligt vor, die Widerstandsfihigkeit der prézipitablen Sub-
stanz gegen Temperaturen von 80 bis 120° auch in der Weise praktisch auszu-
nutzen, daB das zur Untersuchung eingesandte Material am Feuer eingetrocknet
wiirde.  Er meint, es konne damit der Gefahr der Zerstreuung des Milzbrandes
durch den Versand wirksam begegnet werden, ohne die Sicherheit der Diagnose
zu beeintrichtigen.

¢) Verhalten gegen Konservierungsfliissigkeiten.

DaB Chloroform als vorziigliches Konservierungsmittel der reagierenden Milz-
brandbestandteile zu gelten hat, ging aus unserer ersten Mitteilung hervor.

Zibordi gebiihrt das Verdienst, auf unsere Veranlassung das Verhalten des Prézipitinogens
Konservierungsfliissigkeiten gegeniiber zuerst eingehend erdrtert zu haben, nachdem Roncaglio
bei einer seit Monaten in Alkohol aufbewahrten Milz noch eine positive Reaktion verzeichnet hatte.
Von der Tatsache ausgehend, daB die praktischen Tierdrzte, bei Einsendung von Organstiicken
milzbrandverdichtiger Tiere zwecks Sicherung der Diagnose, als Konservierungsfliissigkeiten
(lyzerin, Alkohol oder Formalinlosung zu benutzen pflegen, suchte er festzustellen, ob die Milz-
branddiagnose noch méglich ist, wenn das Material in einer der obengenannten Fliissigkeiten auf-
bewahrt worden ist. Seine Ergebnisse beweisen, daB die Diagnose des Milzbrands mittels der
Thermoreaktion auch in jenen Fillen méglich ist, in denen das zu priifende Material in Alkohol,
(lyzerin oder Formalin konserviert wurde. Hingegen liegt es auf der Hand, daf Sublimatlosung
zur Autbewahrung von Milzbrandmaterial in solchen Fallen nicht geeignet ist. Selbst anhaltendes
Waschen in flieBendem Wasser ist nicht imstande, die Sublimatlésung ginzlich zu entfernen,
und es geniigen selbst ganz geringe Spuren von Sublimat, um bei Kontakt mit dem Serum an und
fiir sich einen Niederschlag von Quecksilberalbuminat hervorzurufen. Die zur Entfernung des
Sublimats aus den Geweben gebriuchlichen chemischen Verfahren sind zu umstindlich und lang-
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wierig, um bei Anstellung einer sicheren Schnelldiagnose in Betracht kommen zu konnen; iiberdies
ist iiber das Verhalten des Prizipitinogens gegeniiber Hg Cl, nichts bekannt.

Auch Flemming, Lebre, Osiander, Granuecci und Declich beschif-
tigten sich mit der Widerstandsfahigkeit des Prizipitinogens Konservierungsfliissigkeiten gegen-
iiber. Der erstere dieser Forscher erhielt deutlich positive Reaktionen mit Material, das mehrere
Tage in 96 prozentigem Alkohol und in konzentrierter Formalinlosung gelegen hatte; Lebre
machte die gleichen Erfahrungen mit Milzbrandorganen, die 4 Monate in Alkohol lagen, und mit
solchen, die 150 Tage im Eisschrank faulten. Zibordi und Osiander halten Alkohol fiir
das zu diesem Zweck am besten geeignete Konservierungsmittel, da sie mit in 99prozentigem
Alkohol aufbewahrtem Material eine fast momentan auftretende Ringbildung erhielten, wahrend
nicht milzbrandiges, auf gleiche Weise konserviertes Material eine Reaktion niemals gab. Eben-
falls tauglich als Konservierungsfliissigkeit fiir Milzbrandmaterial erwiesen sich bei den Unter-
suchungen von Osiander Glyzerin oder 2 prozentige Formalinlosung, wihrend im Gegenteil
Granucci eine Zerstorung der prizipitablen Substanz durch Formalin beobachtet hat und
Declich sowohl Glyzerin als Ather als nicht geeignete Konservierungsfliissigkeiten anspricht.
Kreolin und Septoformlosungen miissen nach Osiander ausgeschaltet werden, da sie das
Auftreten nicht spezifischer Triibungen veranlassen.

Endlich gelang Casalotti und Osiander die Diagnose mit Extrakten aus milz-
brandigen Organen von Kadavern, die, mit Petrolenm und Kalkmilch iibergossen, lingere Zeit im
Boden verscharrt geblieben waren. '

Vom praktischen Standpunkte aus ist es wertvoll, daB die Thermoreaktion
sowohl der Einwirkung hoher Temperaturen und der Faulnis widersteht, als auch
durch Eintrocknen oder Konservierungsmittel, wie Alkohol und Chloroform, nicht
beeintrichtigt werden kann.

d) Lokalisierung des Préazipitinogens.

Von grofer praktischer Wichtigkeit sind die Erfahrungen von Granuceci
iiber die Bildung und Verteilung der prizipitablen Substanz im infizierten Orga-
nismus.

Es konnte dieser Forscher namlich feststellen, da$ die Organe ein und desselben milzbrandigen
Tieres nicht immer und iiberall dieselbe Menge Prizipitinogen enthalten. Diese Substanz findet
sich vielmehr in groBter Menge in den Organen und Korperteilen, die am reichlichsten mit Bazillen
durchsetzt sind, so dafi Bildung und Gehalt an Prézipitinogen in direktem Verhaltnis zur Zahl
der Bazillen steht. Aus weiteren Versuchen ergab sich, daB das Priizipitinogen zuerst an der
Impistelle entsteht; es enthilt z. B. das an der Eingangspforte des Virus auftretende Odem die
prizipitable Substanz an der Impfstelle und nicht in dem weiter entfernt gebildeten Exsudat.
Bei experimentellem Milzbrand bildet sich wihrend der ersten 12 Stunden das Prizipitinogen
weder im Blute noch in den inneren Organen, es ist nach 24 Stunden zwar nicht in allen, aber doch
in einigen Organen nachzuweisen und iiberschwemmt die iibrigen Organe und das Blut erst in der
Folge.

Diese Feststellungen sind insofern lehrreich, als sie uns iiber das Ausbleiben
der Reaktion, das von uns bei experimentellem Milzbrand in Fillen mit
sparlichem Keimgehalt zuerst verzeichnet wurde, deren Ursache in einem zu spér-
lichen Prézipitinogengehalt des betreffenden Materials liegt, n#her orientieren

und uns anweisen, besonders bei lokalem Milzbrande, das zu untersuchende Ma-
teridl tunlichst aus der Eingangspforte des Virus zu entnehmen.
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Die Extrakte fiir die Priizipitinreaktion.
a) Herstellung.

Die Herstellung der Extrakte ist eine der wichtigsten Manipulationen zur
Priifung und Kontrolle des prézipitierenden Serums sowie bei Anstellung der
Milzbranduntersuchung. v

Fiir die ‘Wertbestimmung und die Kontrolle des prizipitierenden Serums
bedarf es zweier Extrakte, deren eines aus einer Reinkultur, das andere aus der
Milz eines an Milzbrand eingegangenen Tieres bereitet wird.

Die Bereitung des Kulturextrakfes soll nach unserer urspriinglichen Vorschrift in der Weise
vorgenommen werden, daf eine 24 stiindige Agarkultur in 5 ccm physiologischer Kochsalzlésung
aufgeschwemmt wird und 2 Stunden bei Zimmertemperatur in Beriihrung mit ihr bleibt. Bei
Herstellung groBerer Mengen soll dieses Verhéltnis zwischen Milzbrandrasen und physiologischer
Kochsalzlosung beibehalten werden; eine Abkiirzung der Extraktionsdauer durch einfaches Ani-
kochen der Aufschwemmung ist hingegen zuliissig. Das Extrakt wird hierauf durch Filtrierpapier
oder durch eine Tonkerze filtriert und soll klar, héchstens leicht gelblich gefiirbt sein.

Zur Bereitung des Milzextraktes werden nach dem urspriinglichen Verfahren 2 bis 3 g der
mittels Quarzsandes fein zerriebenen Milzpulpa eines an Milzbrand eingegangenen Tieres, z. B. eines
Meerschweinchens, zwecks Entfirbung mit 10 cem Chloroform durchmengt und etwa 5 Stunden
lang bei Zimmertemperatur in Berithrung gelassen; nach Dekantierung des nicht verdampiten
Chloroforms wird der Brei mit 5 cern physiologischer Kochsalzlgsung extrahiert und nach 2 Stunden
durch Papier, eventuell Asbest, filtriert. Bei der Darstellung des Milzextraktes gehen wir nun-
mehr nach Einfiihrung der Thermoprézipitinmethode in einfacher Weise se vor, daB wir ein griferes
Quantum einer Rindermilz von einem klassischen Milzbrandfalle nach entsprechender Zerkleine-
rung mit der fiinffachen Menge physiologischer Kochsalzlésung kurze Zeit am besten im Auto-
klaven aufkochen, nach dem Erkalten zuerst durch Papier und dann durch Berkefeld filtrieren.
Das klare, fast farblose Filtrat wird in sterile Phiolen abgefiillt und ist so auf lange Zeit brauchbar.
Uber die Verwendung dieser Extrakte zur Rinstellung des prizipitierenden Serums ist schon Seite
186—188 berichtet worden.

Die Gewinnung von Extrakt aus dem zu untersuchenden verdichtigen Material erfolgt ent-
weder nach der Chloroform- oder nach der Kochmethode, wie sie obenstehend zur Herstellung
der Testextrakte aus der Milz angegeben wurden. Nach der Thermoprizipitinmethods wird
einfach das verdichtige Material nach der Zerstiickelung in einem Reagenzrohr mit der b- bis 10-
fachen Menge physiologischer Kochsalzlsung iibergossen, auf einige Minuten in ein kochendes
Wasserbad gestellt und nach dem Erkalten durch besondere Asbestfilter (siche Seite 198) filtriert,

Schiitz und Pfeiler haben bei der Herstellung der Extrakte, die im groBen ganzen
nach unserem Verfahren gemacht wurden, eine kleine Ab#nderung eingefiihrt, indem sie sowohl
fiir den Kulturauszug als fiir das Organextrakt Karbolkochsalzlosung als Ldsungsfliissigkeit an-
wenden und die Milzpulpa mit 10 g weifien Glassandes gleichmiBig verreiben. Lebre und Gra -
nucci stellen ihre Extrakte mit gewthnlichem Wasser, Isabolinsky und Patzewitsch
mit destilliertem Wasser her, chne daB dadureh der Ausfall der Reaktion eine Beeintriichtigung
erlitten hitte.

Die Tatsache, daB sich das Antigen momentan extrahieren 13Bt, suchten Sc¢hiitz und
Pieiler in der Weise zu einem Schnellverfahren zu verwerten, daB sie ein Stiick geronnenen
Blutes (von der GroBe einer HaselnuB) mit 10 cem Karbolkochsaladsung gut durchschiittelten,
zu dem resultierenden, schmutzigrot gefirbten Extrakt 1 cem Chloroform hinzufiigten, wiederum
gut durchschitttelten und filtrierten. Diese Methode besitzt jedoch keinen Vorzug vor der urspriing-
lichen Chloroformmethode, da.die Klirung des Extraktes Schwierigkeiten beveitet und, wie

13*
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Schiitz und Pfeiler selbst betonen, die Ausziige weniger Antigen enthalten, als es bei
dem Chloroformextrakt der Fall ist.

Am besten geeignet fiir praktische Zwecke diirfte seiner einfachen und raschen
Herstellungsart halber das Kochextrakt sein; d. h. das Extrakt, das unter Ver-
wertung der Hitzebesténdigkeit der prézipitablen Substanz durch einfaches Auf-
kochen des milzbrandigen Materials gewonnen wird.

Die Zubereitung desselben ist, wie gesagt, leicht zu bewerkstelligen: ein Stiick des verdichtigen
Materials wird mit der 5- bis 10fachen Menge physiologischer Kochsalzlosung einige Minuten
gekocht, man 148t das Dekokt erkalten und filtriert durch Filtrierpapier oder besser durch Asbest.
Die Gewinnung des Extraktes auf diese Weise nimm$ nur wenige Minuten in Anspruch.

Bei den vielseitigen Nachpriifungen unserer Methode ist die groBe Mehrzahl
der Proben unter Verwendung dieser unserer Thermoprézipitinmethode mit Koch-
extrakt durchgefilhrt, welches als durchweg brauchbar erkannt worden ist.
Schiitz und Pfeiler geben der Chloroformmethode den Vorzug, da sie an-
nehmen, daB bei Einhaltung derselben eine grofere Menge Antigen in Lisung
iibergehe.

Wir selbst neigen der Meinung zu, daB der Gehalt der Extrakte an aktiver
Substanz nicht so sehr mit der Extraktionsmethode als mit der Konzentration
der Ausziige und mit der mehr oder minder giinstigen Verteilung des Prazipitinogens
in den verschiedenen Organen in Einklang zu bringen sei. Auf diesen Punkt werden
wir iibrigens voch spiter zuriickkommen. '

Dafi die Herstellungsweise der Extrakte auf die Reaktion keinen besonderen
Einflu$} ausiibt, wird unter anderem auch von Osiander und Declich be-
statigt, die bei vergleichender Heranziehung des Koch- und Chloroformextraktes
zu gleichen Resultaten kamen und daher die weniger zeitraubende Thermoextrak-
tion bevorzugten, zumal bei letzterer auch die storend wirkende Rotfirbung weg-
tallt, die nach Osiander mit der Chloroformmethode, namentlich bei der Milz,
nicht leicht zu vermeiden ist.

b) Konzentration.

Die Konzentration des Extraktes, die bei Anstellung der einfachen praktischen
Untersuchungen, speziell am frischen Material, keine wichtige Rolle spielt, wie
ganz richtig ¥ avero bemerkt hat, wird hingegen bei Nachpriifungen, bei aus-
fithrlicheren Laboratoriumsversuchen, bei der Wertbestimmung des Serums und
bei Entscheidung schwieriger Fille zu einem hochst wichtigen, empfindlichen
Faktor. Speziell bei Nachpriifungen sollten die Proben mit dem Extrakte in Ver-
ditnnungen (1 : 10—25—50—100—200—500) nie unterlassen werden, in denen
die prézipitable Substanz in der Regel in solcher Menge und unter solchen Bedin-
gungen enthalten ist, daB zum Auftreten der spezifischen Ringbildung die giinstig-
sten Verhiltnisse vorliegen. A priori miiite man zwar annehmen, daf die starkste
Konzentration die besten Resultate ergeben sollte; und dies trifft in der Tat im
allgemeinen 7u. So konnte auch Roneaglio in seinen Versuchen iiber den
Einflu der Konzentration der Extrakte auf den Ausfall der Reaktion feststellen,



197

daB die Ringbildung desto frither, deutlicher und schneller eintritt, je mehr der
Milzbrandextrakt konzentriert und je stirker und energischer das Prézipitations-
vermogen des verwendeten Serums ist. Er erzielte je nach der Aktivitdt der Sera
und der Konzentration der Extrakte sofortige deutliche, sowie schwiichere und
langsamer auftretende Reaktionen.

Bei Verdiinnung der Ausziige im Verhaltnis von 1 : 10 bis 1 : 100 konnten wir
sowie Lebre, Roncaglio, Flemming, Isabolinsky und Patze-
witseh in der Regel das momentane Eintreten der Reaktion wahrnehmen.
Oberhalb dieser Grenze fingen die Resultate an, in Zeit und Stéirke abzuttnen.
Wir haben des weiteren schon an anderer Stelle erwahnt, daf die Extrakte beim
Meerschweinchen schon in einer Verdiinnung abzuklingen pflegen, bei der an klassi-
schen Rindermilzen noch deutlich positive Reaktionen erzielt werden. Flem -
mings Extrakte aus Material von experimentellem Milzbrand reagierten bis zur
Verdiinnung von 1 : 400 momentan, oberhalb dieser Grenze erst nach 5 Minuten.
Fischoder erhielt mit Extrakten aus Material von spontanen Milzbrandfsllen
bis zur Verdiinnung von 1 : 800 noch deutlick positive Reaktionen; bei experimen-
tellem Milzbrand beobachteten Isabolinsky und Patzewitsch in Ver-
diinnungen von 1 : 200 das Auftreten der Ringbildung erst nach 5 bis 8 Minuten.
Es ist jedenfalls bei Beurteilung der Reaktion auch der Faktor ,,Zeit* zu beriick-
sichtigen, worauf wir spiter niher eingehen werden.

In meiner ausfiihrlichen Mitteilung vom 1. Januar 1911 machte ich darauf
aufmerksam, daf} stark konzentrierte Extrakte auch mit Normalserum zu reagieren
verméchten. Daf mit einem mit Phenol versetzten Serum paradoxe Erscheinungen
auftreten kinnen, hat in richtiger Erkenntnis der Sachlage Flemming hervor-
gehoben, welcher mit konzentrierten Milzextrakten das Ausbleiben der Reaktion
feststellte, die erst nach Verdiinnung der Ausziige in klassischer Weise sich ein-
stellte. Umgekehrt konnen in konzentrierten Extrakten Substanzen (Produkte
der Autolyse, der Verwesung und der Verseifung) vorkommen, die nicht spezifische
Ringbildungen auszulosen vermogen. Diese Fehlerquellen sind leicht durch Ver-
diinnung der Extrakte auszuschalten. '

Die Anwendung der Extrakte in hoherer Verdiinnung ist besonders dann am
Platze, wenn der Verdacht besteht, es handle sich im betreffenden Falle um Ver-
unreinigung mit milzbrandahnlichen Bazillen. Bei einer Verdiinnung von 1 : 50
und dariiber, bei der echter Milzbrand immerhin noch deutlich reagiert, unter-
bleibt in der Regel jede Ringbildung, die durch diese nicht pathogenen, aber ver-
wandten Keime bedingt sein konnte.

Ausfithrung der Priizipitinreaktion.

a) Untersuchungenin Laboratorien und Nachpriifungs-
stationen.

Die Ausfithrung der Prézipitinreaktion erheischt, wie nochmals hervorgehoben
werden mag, ein gut prézipitierendes Milzbrandserum, welches bei Anstellung der
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Schichtprobe eine sofortige Tritbung an der Beriihrungsfliiche zwischen Milzbrand-
extrakt und Serum bewirkt. Das Serum ist in der Weise zu kontrollieren, dal man
es mit zwei, an anderer Stelle schon besprochenen Extrakten auf seine Wirksam-
keit priift; namlich mit dem Extrakt einer Milzbrandkultur auf Agar und mit dem
einer sicher milzbrandigen Milz. Diese Extrakte sollen mit dem spezifischen pra-
zipitierenden Serum sofort die fiir die Ringprobe charakteristisehe Tritbung geben,
hingegen mit dem entsprechenden Normalserum eine Viertelstunde lang voll-
kommen klar bleiben. Auflerdem empfehlen wir in einer Kontrollprobe festzu-
stellen, daB das prézipitierende Serum mit dem entsprechenden Normalorgan-
extrakt keine Ringbildung gibt; letzteres wird am zweckméBigsten aus einer nor-

Asbestfilter

Fig. 2. Fig. 3.

malen Rindermilz nach denselben Vorschriften hergestellt wie das Extrakt aus der
milzbrandigen Milz.

Zur Filtriernng und Kl4rung der Extrakte sehr geeignet sind besonders Asbest-
filter, wie ich sie in meiner ausfiihrlichen Mitteilung beschrieben habe, die leicht
am Geblise aus einer gewthnlichen Eprouvette herzustellen sind.

Das Tmmun- und das Normalserum sind erforderlichenfalls am besten durch
Zentrifugieren zu klaren. Die Ausfithrung setzt unter allen Umsténden die Ver-
wendung klarer, farbloser Reagentien voraus.

Das Schema fiir eine Milzbranddiagnose mittels der Prézipitinreaktion ge-
staltet sich im Laboratorium folgendermaBen:

préazipitierendes Serum - Extrakt von dem zu priifenden Material,
s aus der Milz eines an Milzbrand verendeten Tieres
»  aus einer Milzbrandkultur auf Schrigagar,

»  aus milzbrandfreiem Material,
physiologische Kochsalzlosung,

+ o+
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Normalserum + Extrakt des zu priifenden Materials,
” + »  aus der Milz eines an Milzbrand verendeten Tieres.

Bei Ausfilhrung aller dieser Kontrollversuche, wie sie auch bei den andern
serologischen Methoden gefordert werden, und Anstellung der Hauptprobe mit dem
Extrakte des fraglichen Materials in verschiedenen Verdiinnungen kann die Me-
thode allen Anforderungen auf Zuverlassigkeit und Empfindlichkeit Geniige leisten,
gleichviel ob das Organextrakt nach der urspriinglichen Chloroformmethode oder
einfach nach dem Kochverfahren hergestellt wird ).

Zur Ausfithrung der Reaktion dienen uns kleine Standzylinder mit etwa 8 mm
lichter Weite und einer Hohe von 7 em die vor dem Gebrauch gut zu waschen,
mit Alkoholather zu trocknen und unmittelbar vor der 'Probe mittels eines Watte-
bausches gut zu siubern sind. FEine Sterilisierung ist dann nicht nétig.

Im Laboratorium, wo jederzeit P as t e ursche Pipetten bereit liegen, ist
die Sehichtprobe in der Weise anzustellen, daB man zuerst die Extrakte, bezw.
die physiologische Kochsalzlosung, in' die Standrohrchen in der Hohe von etwa
1 em einfiillt wnd das Serum dann unter dieselben mit Hilfe P asteur scher
Pipetten schichtet. Es braucht nicht besonders erwéhnt zu werden, daf auch die

1) In einer vorldufigen Mitteilung, die€ noch Ende vorigen Jahres vor der medizinischen
Gesellschaft in Parma gemacht wurde, jedoch erst am 16. April dieses Jahres im
Centralblatt fiir Bakteriologie Originale Bd. 68 Heft 5/6 evschienen ist wird an-
scheinend die Spezifitdt der Thermoreaktion bei Milzbrand und Rotlauf in Abrede
gestellt. Es sei mir gestattet darauf hinzuweisen, daB der Autor spater (was aus
obiger Mitteilung nicht hervorgeht) in der Sitzung vom 14. Februar 1913 derselben
Gesellschaft (siehe Bericht im Policlinico Sezione Pratica Heft 13 vom 30. Mirz 1913
Seite 452—53) erklirt hat, daB die von ihm benutzten, z. T. tagelangem Erwirmen
unterworfen, Sera auch in den Kontrollproben mit physiolo-
gischer Kochsalzlosung positive Reaktion gaben - Diese
Feststellung entzieht den in jener vorldufigen Mitteilung niedergelegten Beobachtungen
jeden Boden: es liegt denselben ein prinzipielles MiBverstindnis des Begriffes
Spezifitit zugrunde. Denn man konnte mit gleichem Rechte alien Immunitéts-
reaktionen jeglichen Wert absprechen, weil dieselben Erscheinungen (agglutinierte
Hamolyse . . . .) auch durch unspezifische Faktoren bewirkt werden konnen, der
Hamolyse z. B. weil Hiémolyse auch dann eintritt, wenn statt Kochsalzlosung
destilliertes Wasser benutzt wird oder der Agglutination, weil sie durch Salzldsungen
hervorgerufen werden kann.

Grundsitzliche Vorbedingung fiir einwandfreies Arbeiten auf diesen Gebieten
ist eben die strenge Einhaltung solcher Bedingungen unter denen die gleichen nicht-
spezifischen Effekte ausgeschlossen sind: zum Beweise, daf wir jedesmal dieser
Forderung gerecht geworden sind, bedienen wir uns eben der Kontrollen. Sofern
diese nicht stimmen sind die Versuche zu verwerfen. Dies gilt eben fiir obige
Untersuchungen, welchen jeder Halt fehlt, da die Kontrollversuche mit Kochsalzlgsung
positiv ausfielen. Es ist einleuchtend, daf Blutsera, welche schon an sich, mit physi-
ologischer Kochsalzlsung allein, einen Niederschlag geben, fiir spezifische Prazipitations-
versuche absolut unbrauchbar sind. Es eriibrigt sich bei dieser Sachlage auf die
weiteren VerstdBe des Autors gegen unsere Vorschriften einzngehen. (Anmerkung
bei der Korrektur.)
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Pipetten peinlichst gewaschen sein sollen; es gehort zu jeder Probe eine neue Pi-
pette, die vor dem Gebrauche mit physiologischer Kochsalzlosung ausgespiilt wird.

‘Wenn zu Studienzweeken groBere Untersuchungsreihen vorgenommen werden
sollen, so hat die Priifung des prazipitierenden Serums bloB am Anfang und am
Ende der Versuche zu verfolgen, ebenso auch die Probe mit physiologischer Koch-
salzlosung und jene zwischen Normalserum und Milzbrandextrakt, so daf die fort-
laufenden Untersuchungen sich auf die Proben mit dem prazipitierenden Serum
und die Kontrolle mit dem Normalserum derselben Tierart beschrénken konnen.

b) Untersuchungen in der Praxis. — Das Anthrax-
diagnostikum.

Um dem Verfahren Eingang in die Praxis zu verschaffen, mullten aber nicht
nur die vielen Kontrollproben weggelassen werden, sondern es war auch die Aus-
fithrung der Reaktion in eine Form zu bringen, welche dem technisch nicht ge-
schulten und iber kein Laboratorium verfiigenden Tierarzte zugénglich wére.
Zu diesem Zwecke ersannen wir einen Apparat, welcher die Filtrierung und auto-
matische Schichtung des Extraktes oberhalb des Serums bewerkstelligt. Dieser
Apparat (Textfig. 4) besteht aus einem der schon erwahnten Standzylinder und
einem Trichterchen mit Asbestfilter, das in ein winkelig gebogenes Kapillarrghrchen
ausliuft. Das prizipitierende Serum, das bereits an der Bezugsquelle auf seine
Zuverlassigkeit gepriift wurde, ist in Spezialphiolen (Textfig. 5) abgefiillt, an deren
unterem Ende eine kleine Erweiterung zum Auffangen und eine Verengerung zum
Zuriickhalten der Spontantriibungen des Serums angebracht sind. In dem soge-
nannten Anthraxdiagnostikum *) werden dem Praktiker eben die notigen Behelfe
geboten, um die Reaktion an Ort und Stelle in einer viertel bis einer halben Stunde
ausfithren zu konnen, Der immerhin bedenkliche Verzicht anf die Kontrollproben,
welcher mich bewog, diese Form der Reaktion bloB als ein diagnostisches Hilfs-
mittel zu empfehlen, wird zum Teil dadurch wettgemacht, daB beim frischen Ma-
terial, an dem sie zur Anwendung kommt, einige Fehlerquellen wegfallen diirften,
gegen die man mehr am verfaulten Material der Nachpriifungsstation anzu-
kampfen hat.

Ablesung der Resultate.

Zum genauen Verstindnis des Reaktionsergebnisses ist zu bemerken, daB an
der Berithrungsfliiche zwischen Milzbrandextrakt und Serum die Bildung eines fast
momentan auftretenden Ringes, richtiger einer Scheibe, erfolgt, die wihrend einiger
Minuten an Intensitét bedeutend zunimmt. Es erscheint, wie ganz richtig Flem -
ming hervorhebt, zuerst an der Beriihrungsfliche der beiden Medien eine leichte,

1) Das Pharmazeutische Institut L. W. Gans in Oberursel a. T. liefert zwei Bestecke; in dem
einen wird bloB das prézipitierende Serum ohne jeden Zusatz geliefert, mit dem Vermerk
der Tierart, von der es stammt, so daB die Beschaffung des Konftrollserums ermdglicht ist;
in dem andern wird das Kontrollserum mitgegeben.
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diinnschichtige, grauweiBe, homogene Triilbung, mit einem Schein ins Blauliche.
Sie verbreitet sich bald, ist an ihrer Begrenzung nach oben und unten hin scharf
abgesetzt und nimmt bald einen deutlich wolkigen Charakter an. . LaBt man die
aufeinandergeschichteten Reaktionsfliissigkeiten lingere Zeit ruhig stehen, so
beginnt die grauweie Fallungssubstanz sich allméhlich nach dem Boden des
Glases hin zu senken, bis sie sich schlieBlich als Bodensatz abgeschieden hat. Diese
gleiche Erscheinung macht sich beim Hauptversuch bemerkbar, wenn das ver-
dichtige Material wirklich milzbrandig ist.

Bei den Kontrollproben mit prizipitierendem Serum und nicht milzbrandigem
Extrakt oder mit Normalserum soll innerhalb einer Viertelstunde eine Triibung

T S Extrakt

— Praecipitationsring

nicht auftreten. Die Beriihrungsebene erscheint in diesem Falle als stark licht-
brechende Fliche, die bei leichtem Schiitteln sich schaukelnd hewegt.

Besonders beachtenswert sind die negativen Kontrollproben, auch jene mit phy-
siologischer Kochsalzlosung die an der Beriihrungsflache der aufeinander geschichte-
ten Fliissigkeiten eine leichte Tritbung erkennen lassen konnen. Um nun eine
Fehldiagnose gegeniiber den oben beschriebenen charakteristischen Prézipita-
tionsfillungen zu vermeiden, ist es notwendig, diese Art Triibungen genan zu
kennen. Es handelt sich hier ebenfalls um eine fast momentan auftretende, grau-
weibe Zone an der Grenze der beiden Medien; diese setzt sich jedoch nur nach oben
einigermaBen seharf ab, verliert sich aber allm#hlich nach vunten zu in der darunter
befindlichen Fliissigkeit. Bei lingerem Stehenlassen ist ferner keine Intensitéts-
zunahme zu bemerken. ’ '
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Wer Gelegenheit hatte, eine derartige diffuse Tritbung etliche Male zu beob-
achten, dem ist es ein leichtes, sie von der scharf abgegrenzten, charakteristischen,
spezifischen Reaktion zu unterscheiden.

Ein weiterer, nicht gering zu schitzender Faktor liegt in der zeitlichen Beur-
teilung der Reaktion. In der Regel stellen wir an eine deutlich positive Reaktion
die Anforderung, dafl die ringférmige Tritbung sofort oder ldngstens nach 5 Minuten
zum Ausdruck kommt, wahrend wir die Beobachtungsdauer nach 15 Minuten -
fiir abgeschlossen erklaren und den nach diesem Zeitraum auftretenden Triibungen
einen spezifischen Wert absprechen. Bei Beurteilung der Reaktionen, die zwischen
der 5. und 15. Minute zum Ausdruck kommen, miissen andere Erwigungen, be-
treffend das Verhalten der Kontrollen, die Konzentration des Extraktes, dessen
Bazillengehalt usw. mitberiicksichtigt werden; es wire eventuell die Probe unter
verfinderter Versuchsanordnung zu wiederholen, woraul auch die heikleren Falle
in der Regel eine befriedigende Lisung finden diirfter.

Untersuchungen bei experimentellem Milzbrand

Wie bei den meisten wissenschaftlichen Untersuchungen, deren Wiege das
Laboratorium war, so muBten auch die ersten Versuche iiber das Prézipitations-
verfahren bei Milzbrand aus &uBeren, leicht begreiflichen Griinden an kleinen
Versuchstieren durchgefithrt werden, und es diente Material aus experimentellem
Milzbrand auch bei allen spateren Versuchen als Kontrolle sowohl wie zur Losung
der verschiedenen, dem Problem anhaftenden Fragen.

Es kamen hierbei die verschiedensten Organe von experimentell infizierten
Meerschweinchen, Kaninchen, Miusen, Schafen, Ziegen und Tauben, aber auch
Eseln und Pferden, zur Untersuchung. In der Regel wurde zwar das Material zur
Anstellung der Schichtprobe aus der Milz entnommen; es konnten jedoch auch Blut,
Muskeln, Haut, Hirnsubstanz usw. mit Erfolg verwendet werden. In Uberein-
stimmung mit dem etwas spirlicheren Keimgehalt trat mit Organen aus experi-
mentell infizierten Tierén im Vergleich zu Matérial aus spontanen Milzbrandfgllen
gewdhnlich die Reaktion etwas schwiicher und weniger prompt auf, sie liel jedoch
an Spezifitit und Deutlichkeit nichts zu wiinschen iibrig. Daf bei experimentellem
Milzbrand negative Resultate in Fallen mit sparlichem oder lokalisiertem Keim-
gehalt vorkommen, ist schon erwihnt worden.

Die ersten Bestitigungen, die durch Bierbaum, Pfeiler und Ron-
caglio der Methode zuteil wurden, waren beinahe ausschlieBlich mit frischem
und verfaultem Material aus experimentellem Milzbrand ausgefiihrt worden. An
ebensolehem Material fand zum Teil die Frage nach der Widerstandsfahigkeit des
Prézipitinogens gegen chemische und physikalische Einfliisse Erorterung und
Losung sowie jene nach der Verteilung des Prazipitinogens in den verschiedenen
Organen, nach dem zeitlichen Auftreten und Vordringen desselben von der Kin-
gangspforte der Infektion aus. Kbenso hat erst die Priifung der Sachlage an
Versuchstieren uns iiber die praktische Tragweite der Einschrinkung belehrt, die
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sich aus der theoretischen Krkenntnis der Thermoreaktion als einer Gruppen-
reaktion ergab.

Da wir diese Punkte bereits in frilheren Kapiteln eingehend besprochen haben,
wollen wir uns an dieser Stelle nicht weiter damit befassen und lieber auf die noch
nicht erirterte Frage iiber den Einflufl der Milzbrandimpfung auf den Ausfall der
Prazipitinreaktion kurz eingehen, deren Liosung Guerrera bei Kaninchen in
Angriff genommen hat.

Dieser Forscher versuchte es festzustellen, ob Tiere, die wahrend oder nach der Milzbrand-
impfung getétet werden, in jhren Organen Uberreste von Bakterien enthalten, die imstande waren,
eine positive Reaktion vorzutduschen. Er stellte zum Zwecke die Thermoreaktion mit Organen
von Kaninchen an, die teils mit dem ersten Impfstoff allein, teils mit dem ersten und zweiten
Impfstoff behandelt worden waren, und endlich mit Organen von Tieren, die nach der doppelten
Impfung tiberdies eine virulente Milzbrandkultur eingespritzt erhielten. Die Tiere wurden 8 bis 12
Tage nach AbschluB der Behandlung geopfert, und es ergab die mit ihren Organen angestelite
Schichtprobe in simtlichen Fillen negative Resultate.

Es zeigten demnach diese Versuche, daf der praktische Wert der Methode
etwa durch eine Vortsuschung eines positiven Ausfalles bei den der Milzbrand-
schutzimpfung unterworfenen Tieren nicht beeintrichtigt werden kann.

Untersuchungen an Material aus der Praxis.

Die Milzbranddiagnose ist zwar, wenn man von wenigen Ausnahmeféllen bei
bestimmten Arten (Mensch, Pferd) absieht, vom therapeutischen Standpunkte
aus von untergeordneter Bedeutung, hingegen fiir die Anordnung und die Durch-
fithrung der Bekampfungsmalvregeln duBerst wichtig, zumal in Landern, in denen
das Viehseuchengesetz fiir an Milzbrand gefallene Tiere eine Entschidigung gew#hrt.

Gerade bei der an den bakteriologischen Untersuchungsiamtern stattfindenden
Kontrolle der Diagnose treten die Schwierigkeiten besonders augenfillig zutage,
gegen die haufig eine solche Nachpriifung anzukéimpfen hat. So leicht nimlich
durch Offnung des Kadavers und anschlieBende mikroskopische Priifung der Ver-
dacht zur Sicherheit wird, um so schwieriger gestaltet sich der bakteriologische
Nachweis, je spiter er versucht wird, d. h. je weiter die Faulnis des zu unter-
suchenden Materials vorgeschritten ist. Trotz der zwecks Entnahme und Ver-
sehickung des verdachtigen Materials ausgearbeiteten und vielfach geiibten Me-
thoden (Seidenfaden nach Heim, Stralburger Gipsstibchenmethode usw.)
ist die Nachpriifung in etwa 209%, der Fille nicht imstande, die vom Tierarzte
vertretene Meinung zu bestétigen, und zwar nicht nur in Féllen, bei denen bloB
der klinische Verlanf und die sonstigen Verdachtsgriinde vorlagen, sondern auch
bei ‘durch den Obduktionsbefund und die mikroskopische Priifung begriindeten
Diagnosen.

So unanfechtbar der positive Ausfall der bakteriologischen Nachpriifung beim
Milzbrand ist, ebensowenig kann ein negativer Befund.an nicht mehr frischem
Material dazu dienen, einen bestehenden Verdacht zu verneinen.
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Sehr lehrreich ist z. B. in dieser Beziehung ein in den preuBischen Jahres-
Veterindrberichten erwahnter Fall, in dem irrtiimlicherweise zwei Stiicke des-
selben milzbrandverdidchtigen Materials an zwei aufeinanderfolgenden Tagen zur
bakteriologischen Nachpriifung eingesandt wurden: die Untersuchung ergab an
der frischen Probe ein positives, an der um 24 Stunden &lteren ein negatives Resultat.

Diesem Ubelstande kann nur in der Weise gesteuert werden, daB an Stelle des
Nachweises der wenig haltbaren Milzbrandbazillen oder der leicht von andern
Keimen zu iiberwuchernden Sporen eine serodiagnostische Methode tritt, welche
die spezifischen Bestandteile der Bakterienleiber bezw. der bei ihrem Zerfall frei
werdenden Produkte zu entdecken vermag.

In der Tat ist es unserer Thermoreaktion gelungen, die bestehende Liicke
auszufilllen, und es wird ihr dieses Verdienst von allen Seiten her unbestritten zu-
erkannt. Die groBe Uberlegenheit der Methode zeigt sich namentlich in denjenigen
Fillen, in denen das Untersuchungsmaterial bereits so faul ist, daB die mikro-
skopische und bakteriologische Untersuchung fiir den Nachweis des Milzbrandes
nicht mehr ausreichen. In solchen Fillen, in denen bisher aus den begleitenden
Umstanden (Zerlegungsbericht, Krankheitsverlauf usw.) geschlossen wurde, ob
der Todesfall anf Milzbrand zuriickzufithren sel oder nicht, wird diese Unsicherheit
durch die Prézipitinreaktion beseitigt. Sie klirt nach dem ansehnlichen Zeugnis,
das ihr Sehiitz ausstellt, jeden Fall in wissenschaftlich einwandfreier Weise
auf und gibt dadurch dem beamteten Tierarzte die sichere Grundlage fiir seine
Handlungen und der Nachpriifungsstelle die Moglichkeit fiir gerechte und gleich-
méBige Entscheidungen.

a) Bei Rindern.

Der schwerste Priifstein fiir die Verwendbarkeit und den praktischen Wert
unserer Verfahrens war zweifelsohne in deren Anwendung bei aus der Praxis stam-
menden Fillen gegeben. In erster Linie kamen hierbei Versuche an milzbrandigen
oder milzbrandverdichtigen Rindern in Betracht, und es muBte ein Hauptwert
auf ziemlich umfangreiche Untersuchungsreiben gelegt werden, aus denen sich
statistische Daten entnehmen lassen.

Die ersten Proben an 15 milzbrandigen Rindermilzen mit durchweg positiven Ergebnissen
sind von mir und Valenti im April 1910 zusammengestellt worden. Abgesehen von den
gahlreichen Untersuchungen, die von uns selbst im weiteren Laufe der Zeit ausgefiihnt wurden,
und bei denen sich die Methode stets bestens bewihrte, sind dann die ersten umfangreichen Nach-
priffungen an Material aus der Praxis von Schiitz und Pfeiler zwei Jahre spiter mit-
geteilt worden. Diese Forscher wendeten das Verfahren in solchen Féllen von Milzbrand oder
Milzbrandverdacht an, die bereits an einer andern Stelle bakteriologisch untersucht worden waren,
ohne daB ihnen selbst das Ergebnis bekannt gewesen wire. Aus diesem Grunde veranlafite der
Herr Minister fiir Landwirtschaft des Konigreichs PreuBen durch den Erlaf J. A. 3 und 6963
vom 22. Juni 1911 die Oberprisidenten der Provinzen Ost- und WestpreuBen, die Kreistierarzte
beider Provinzen anzuweisen, auBer der anderweit vorgeschricbenen Fintnahme und Versendung
von Proben an die Nachpriifungsstelle des dortigen Bezirkes auch dem Pathologischen Institute
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zu Berlin von jedem milzbrandigen oder milzbrandverdichtigen Rind ein Stiickchen Milz in einer
vorgeschriebenen Packung als Eilbrief zu tibersenden.

Darauihin sind dem Pathologischen Institut in der Zeit vom 22. Juni 1911 bis zum 15. Januar
1912 insgesamt 45 Proben Materials zugegangen, das groBtenteils in hochgradig faulem Zustand
ankam. Die Untersuchung fand dort unverziiglich nach dem Eintreffen statt. In einer griBeren

- Zahl von Fillen fiel die bakteriologische Priifung, der vorangeschrittenen Fiulnis halber, bereits
negativ aus. In allen Fillen ist nach dem frither beschriebenen Verfahren das Koch-, Schiittel-
und Chloroformextrakt bereitet und mit diesem die Untersuchung auf das Vorhandensein von
Milzbrandprézipitinogen vorgenommen worden.

Es ergab sich, daB in 32 Fillen, in denen auf Grund der mikroskopischen und bakteriologi-
schen Nachpriifung Milzbrand festgestellt worden war, dieses Ergebnis durch die Unstersuchung
mittels der Prizipitationsmethode gleichfalls ermittelt worden ist. Anderseits ist in 8 Fillen, in
denen die mikroskopische und bakteriologische Nachpriifung das Nichtvorliegen der Milzbrand-
infektion ergeben hatte, auch das Frgebnis der Prizipitation negativ ausgefallen. Somit stimmen
in 40 Fillen, die mit Hilfe der serologischen Untersuchung gewonnenen Resultate mit denen der
Milzbranduntersuchungsstellen iiberein. Ein besonderes Interesse fiir die Beurteilung des Wertes
der Prizipitationsmethode zur Erkennung des Milzbrandes beanspruchen die weiteren 5 Fille. Im
ersten Falle hatte der beamtete Tierarzt auf Grund des bei der 2 Tage nach dem Tode vorge-
nommenen Zerlegung ermittelten Befundes den Milzbrandverdacht ausgesprochen. An der Nach-
priifungsstelle waren Milzbrandkeime nicht ermittelt, es war aber auf Grund der schriftlichen Unter-
lagen Milzbrand angenommen worden. Das Ergebnis der Thermoreaktion lautete positiv, stimmte
also mit dem lediglich auf Grund der schriftlichen Unterlagen abgegebenen Urteil iiberein.

Umgekehrt lagen die Dinge in einem zweiten Fall, in dem ebenfalls die mikroskopische Priifung
versagte und Milzbrandverdacht lediglich auf Grund der Zerlegung ausgesprochen wurde; hier
fiel die Prézipitation negativ aus. Im dritfen Falle war von dem beamteten Tierarzte Milzbrand-
verdacht ausgesprochen worden, nachdem er Milzbrandstibchen ermittelt hatte. In der Unter-
suchungsstelle wurden Milzbrandkeime nicht gefunden; das Ergebnis der Prazipitation war gleich-
falls negativ. Im vierten Falle hatte sich der beamtete Tierarzt auf Grund des Zerlegungsbefundes
fiir das Vorhandensein des Milzbrandes ausgesprochen, obwohl durch die mikroskopische Unter-
suchung Milzbrandbazillen nicht zu ermitteln waren und anch die Nachpriifung negativ ausfiel.
Das Ergebnis der Prizipitation aber zeigte, dall das Gutachten des Tierarztes zu Recht bestand;
bei dem fraglichen Tiere hatte Milzbrand vorgelegen. Im fiinften Falle endlich handelte es sich um
eine Kuh, die, wie sich aus dem Ergebnis der Zerlegung ergab, an einer fibrinds-eitrigen Bauchfell-
entziindung gelitten hatte. Bei der mikroskopischen Priifung und Nachpriifung sollen zahlreiche
Milzbrandbazillen nachgewiesen worden sein, es lag jedoch eine Bestitigung durch die bakterio-
logische Untersuchung nicht vor. Im Pathologischen Institute waren in Ausstrichpriparaten
Milzbrandkeime nicht nachzuweisen, auf den Plattenkulturen gingen Milzbrandkolonien nicht an,
und die geimpften Miuse starben an Septikimie und enthielten Milzbrandkeime nicht in ihren
Organen; in Ubereinstimmung mit diesem Befunden war auch das Ergebnis der Prizipitation
ein negatives.

Eine noch groBere Anzahl von Fillen aus der Praxis wurde ferner von Szymanowski
und Zagaja im Veterinirinstitut der Universitit Krakau zur Untersuchung gebracht. Es
handelte sieh dabei um 70 Proben, bestehend aus Milz, Muskelaunsschnitten und Blut von Tieren,
welche wegen Verdachtes auf Milzbrand getdtet oder unter suspekten klinischen Symptomen
spontan eingegangen und von den zustdndigen Amtstierdrzten an Ort und Stelle seziert worden
waren. Die Organstiicke wurden auf amtlichem Wege zur Untersuchung befdrdert, und es ge-
Jlangte das Material mit Verspitung und bereits mit dem Ausfall der bakteriologischen Diagnose
in die Hinde der Forscher.

Wihrend Schiitz und Pfeiler ihre Untersuchungen zu Anfang mit von uns be-
zogenem prézipitierendem Milzbrandserum, spéter mit Seris eigener Produktion anstellten, wurden
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die Versuche von Szymanowski und Zagaja durchweg mit unserem prizipitierenden
Serum durchgefiihrt. Wie schon Pfeiler, so erkannten auch diese Forscher an, da8 sich das
Serum bei allen Proben als vorziiglich spezifisch und prompt reaktionsfihig zeigte. Das Serum
wurde unter Lichtabsehiuf im Kiihlraum aufbewahrt, und konnten diese Forscher im Laufe der
ganzen Untersuchungszeit (iiber 6 Monate) keinen Riickgang der Wirksamkeit wahrnehmen. In
einer groflen Anzahl der Fille ist die Priifung zweimal ausgefithrt worden; einmal gleich nach
der Ankunft des Materials, das zweitemal nach mehreren Monaten. Abgesehen von ganz ver-
einzelten Ausnahmen, stimmten die Ergebnisse stets vollkommen iiberein, ungeachtet der weit-
greifenden Verschimmelung und Féulnis.

Zur Anstellung der Proben diente das Kochextrakt, welches nach unseren Vorschriften be-
reitet war und stets unverdiinnt zur Reaktion verwendet wurde; anscheinend sind Proben mit ver-
schiedenen Verdiinnungen des Extraktes nicht ausgefiihrt worden.

Aus den Ergebnissen von Szymanowski und Zagaja ist zu entnehmen, daB auf
69 untersuchte Falle die Thermoreaktion 55 mal das Erdgebnis der in der amtlichen Untersuchungs-
stelle ausgefiihrten bakteriologischen Untersuchung bestatigt hat; es waren darunter 33 positive
und 22 negative Fille; 11 mal hat die Thermopriizipitation den Milzbrand in solchen Fillen fest-
gestellt, wo die tiblichen Methoden im Stiche lieBen, wodurch der auf klinischen und autoptischen
Daten fundierte Milzbrandverdacht eine serologische Bestitigung fand. In zwei Fillen endlich
zeigte die bakteriologische Priifung ein positives, die Thermoreaktion ein negatives Resultat,
welches durch Annahme eines geringen Gehaltes an Prézipitinogen erklirt wird.

Solehe Ergebnisse, deren Aufgabe in der Bestimmung des relativen Wertes
der beiden Priifungsmethcden bestand, beweisen nach diesen Forschern in einwand-
freier Weise die Vorziige der serologischen Priifung, dadie Zahl der Fille, indenen die
bakteriologische Priifung im Stiche lie, viermal griBer war als diejenige, in denen
die Thermoprazipitinreaktion versagte. Es mag an dieser Stelle gleich erwéhnt
werden, dall solche negative Ergebnisse der Thermoreaktion wie in den zwei
Fallen mit positivem bakteriologischen Befund auch einer andern Deutung zugénglich
sein diirften, die durch die erwihnten Beobachtungen von Flemmin g iiber
das Vorkommen paradoxer Phéinomene bei der Thermoreaktion nahegelegt wird.
Es ist wohl depkbar, daB #hnliche Hemmungen vorgelegen haben mégen, die erst
durch Verdiinnung der Extrakie ausgeschaltet und richtig ausgelegt werden kinnen

Sehr zugunsten unserer Methode fielen ferner die Versuche aus, die im Auftrage des Herrn
Staatssekretirs des Innern durch Herrn Regierungsrat Prof. Z wick im Kaiserlichen Gesund-
heitsamte zu Berlin angestellt worden sind zum Zwecke der Priifung der Frage, ob diese Methode
auch in denjenigen Fallen sicheren Aufschluf zu geben vermag, in denen die bakteriologischen
Untersuchungsmethoden versagen. Mit Genchmigung des IHerrn Ministers fiir Landwirtschaft
sind die Kreistierarzte der Provinzen Westfalen und Hannover angewiesen worden, dem Kaiser-
lichen Gesundheitsamte Material einzusenden von Tieren, die an Milzbrand oder unter milzbrand-
verdiichtigen Erscheinungen verendet waren. Mit Hilfe der mikroskopischen Untersuchung und
des sonst iiblichen Ziichtungsverfahrens wurde festzustellen versucht, ob wirklich Milzbrand vorliege.

Es kamen insgesamt 37 Proben (groftenteils kleine Milzproben) zur Untersuchung. In
32 Fallen wurde mit Hilfe der mikroskopischen Untersuchung und des Ziichtungsverlahrens
Milzbrand einwandirei diagnostiziert. Eben diese 32 Proben benutzte Zwieck fiir die weitere
Untersuchung nach der Thermoreaktion, in der Weise, daB er dieses Verfahren zu einer spiteren
Zeit anwandte, wo es tiberhaupt nicht mehr gelingen konnte, den Milzbrandbefund mit den andern
Methoden zu sichern. 14 Tage bis 6 Wochen nach der Einsendung, nachdem die Fiulnis an den
Organproben sehr stark vorgeschritten war, wurden alle zuniichst nochmal bakteriologisch gepriift,
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In keinem Falle ist es nunmehr durch mikroskopische und kulturelle Untersuchung gelungen, die
Diagnose auf Milzbrand zu stellen, wohl aber gelang es mit Hilfe des Prizipitationsverfahrens, und
zwar konnte in allen 32 Fillen der Nachweis sofort einwandfrei und eindeutig gefiihrt werden.’
Von den 5 Fillen, in denen bei der anfinglichen Untersuchung die bakteriologischen Methoden
versagt hatten, konnten weitere 4 auf Grund des Ausfalles der Thermoreaktion als , Milzbrand*
angesprochen werden, wihrend der Nachweis nur bei einem Falle mit samtlichen Methoden ver-
sagte, so dab eine Milsbrandinfektion ausgeschlossen werden muBte. 7 wick schlieBt aus dem
Gesamtergebnis seiner Untersuchungen, daf in der Tat die Prizipitationsmethode berufen ist,
in Zukunft sichere Auskunft iiber das Vorliegen von Milzbrand zu erbringen in Féllen, wo wir bis
jetzt vor einem Fragezeichen standen und nicht imstande waren, zu unterscheiden, ob es sich
um Milzbrand handle oder nicht, deshalb, weil die Fiulnis an dem Untersuchungsmaterial zu stark
vorgeschritten und der Erreger der Krankheit infolgedessen zugrunde gegangen war,

Fine weitere umiangreiche Nachpriifung des praktischen Wertes der Prizipitinmethode ist
mit von uns geliefertem Serum von Dr. Fischo der, Chef der Untersuchungsstelle fiir Milz-
brand zu Konigsberg, angestellt worden. Es sind hierbei im ganzen 60 Fille nach unserem Ver-
fahren untersucht worden, wobei es sich griftenteils mm Material aus milzbrandigen oder milz-
brandverdachtigen Rindern, nur ausnahmsweise um solches von Plerden und Schweinen handelte.
Von diesen 60 Fallen ist nur bei 19 das Vorhandensein von Milzbranderregern sichergestellt und
in weiteren zwei Fillen auf Grund der begleitenden Umstéinde angenommen worden. In diesen
21 Fallen hat auch die Prizipitationsmethode stets eine positive Reaktion ergeben. Wihrend
Fischoder einerseits das Verfahren als hochst empfindlich und zuverldssig und den ibrigen
Methoden als weit iiberlegen bezeichnet, berichtet er anderscits iiber einen nicht unerheblichen
Prozentsatz von Fehlresultaten, in denen auch in Fallen, bei welchen Milzbrand ausgeschlossen
wurde, eine deutliche Ringbildung auftrat. Fischo der gibt zwar an, dafl die Einrichtungen
seiner Milzbranduntersuchungsstelle zu umfangreichen Versuchen nicht ausreichten, um zu er-
nitteln, auf welehe Ursachen diese Fehlergebnisse zuriickzufiihren waren.

DaB man sich jedoch bei Nachpriifungen in Untersuchungsstationen, wo das
Material in verfaultem Zustande eintrifft, nicht auf die bloB als Hilfsmittel fiir
den Praktiker am frischen Organ zuléssige Hauptprobe beschrinken darf, sondern
mindestens den Kontrollversuch mit Normalserum heranziehen sollte, bedarf nach
unseren Ausfithrungen keiner besonderen Erdrterungen.

AuBerdem diirfte einerseits ein technischer Fehler vorliegen, insoweit Fisch -
oder die in zweifelhaften Féllen heranzuziehende Verdiinnungsmethode. auf die
Aufsechwemmung anstatt auf das Extrakt bezieht; anderseits eine verfehlte Auf-
fassung der Sachlage, wenn er auf Grund des Versagens der bakteriologischen
Untersuchungsmethoden an zersetztem Material Milzbrand ausschlieft und dann
den positiven Ausfall der Ringprobe als Fehlresultat anspricht.
 Esliegt ja auf der Hand, daB bei Nachpriifungen auch mit unbekannten GroBen
zu rechnen ist, d. h. mit solchen Fallen, bei denen durch den negativen Ausfall
der bakteriologischen Untersuchung an verfaultem Material eine sichere Ent-
scheidung nicht getroffen werden kann, da man nicht recht wei}, ob der negative
Befund auf Versagen der Methode zuriickzufiihren ist oder darauf, dab von vorn-
herein kein Milzbrand vorlag.

Es bleibt dadurch dem personlichen Ermessen ein gewisser Spielraum offen,
da nicht alle Forscher denselben MaBstab anlegen. Es ist dies eine Liicke, die die
Beurteilung der Thermoreaktion an dem Materiale der Untersuchungsstationen
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erschwert, aber auch SehluBfolgerungen, wie sie Fisch o der zieht, von vorn-
herein verbietet.

Je vertrauter die Forscher auf Grund der Untersuchung frischen und ex-
perimentellen Materials, an dem der einheitliche MaBstab der bakteriologischen
Kontrolle nicht versagt, mit der Methode werden, um so verliBlicher erscheint
dann an faulen Organen die Thermoreaktion im Vergleiche zur bakteriologischen
Priifung und desto vorurteilsfreier klingt dann die Einschitzung der Ergebnisse,
wenn Verwesung eingetreten ist. Alexeijew, welcher sich in der bakterio-
logischen Station Semstwo der Provinz Tula zuerst mit unserem Serum an ex-
perimentellem Milzbrand einen richtigen Einblick in die Reaktion verschafft hatte,
konnte nieht nur alsbald zur Darstellung eines eigenen prazipitierenden Serums
iibergehen, sondern dasselbe dann auch mit Vorteil bei Nachpriifungen verwenden,
ohne bei seinen Kontrolluntersuchungen an Organen von Kilbern, Ochsen, Kiihen,

Zieglein und Pferd das giinstige Urteil iiber die Methode zu #ndern.

Eine letzte ausgedehnte Versuchsreihe hat endlich. Declich im Hygienischen Institute
der Tierarztlichen Hochschule zu Wien angestellt, um den allgemeinen Wert der Thermoreaktion
zu priiffen. Zu diesem Zwecke verwendete er die an die Station fiir diagnostische Tierimpfungen
gelangenden Einsendungen von milzbrandigem Material, die bereits in der vorgeschriebenen Art
und Weise gepriift waren. Die Versuche, die sich groBtenteils auf Material von Rindern, nur auns-
nahmsweise auf solches von Pferden und Schafen bezogen, wurden nach unsern Vorschriften mit
von uns hergestelltem Serum und bei gleichzeitiger Anstellung der notigen Kontrollen durchgefiihrs.
Von 82 Organproben waren 77 teils sofort, teils nach wenigen Minuten positiv, 5 negativ, obwohl
der bakteriologische Nachweis positiv lautete, 1 negativ in Ubereinstimmung mit der bakterio-
logischen Untersuchung. Das bei den oben erwihnten Fallen erhaltene Fehlresultat wird von
Declich auf einen spérlichen Prizipitinogengehalt in den untersuchten Organteilen zuriick-
gefithrt, auch die Méglichkeit von paradoxen Reaktionen ist jedoch, wie wir an anderer Stelle
schon andepteten, nicht von der Hand zu weisen. ' Aus diesen Versuchen geht jedenfalls hervor,
daB die Thermoreaktion tatsichlich ein ausgezeichnetes Hilfsmittel zur Milzbranddiagnose ist;
denn die Fiulnis, die auf die Bakterien auflosend einwirks, bedingte keine Zerstorung des Pré-
zipitinogens, so dal eine Diagnose auch beim faulen Zustande des Kadavers ermbglicht wurde.

Die vorausgeschickten umfangreicheren Versuchsreihen an Material aus der
Praxis haben also die praktiseche Verwendbarkeit der Prazipitationsreaktion bei
der Milzbranddiagnose ausreichend bestéatigt. Es fehlt jedoch nieht an lehrreichen
Beispielen bei den Untersuchungen, die aus Mangel an notigem Material sich nur
anf wenige Fille von spontanem Milzbrand beim Rinde beschrinkten und im
iibrigen auf solche von experimenteller Infektion bei Versuchstieren sich erstreckten.

So gelangten zu entsprechenden giinstigen Resulfaten: Ronecaglio bei milzbrandigen
Rindermilzen, die 84 Tage der Faulnis fiberlassen bzw. 60 Tage in Alkohol konserviert waren;
Floris bei Milzen und Muskelsubstanz von Rindern, die 36 bzw. 48 Stunden friiher an Milzbrand
eingegangen waren; Flemmin g mit Herz, Lunge, Leber und Milz von milzbrandigen Rindern
und Casalotti mit Milz- und Muskelteilen einer Kuh, die 45 Tage lang 2 m tief vergraben
und mit Petrolenm und Kalk iibergossen waren. Uber ihnliche zufriedenstellende Resultate
berichten Osiander, der mit bis einen Monat der Fiulnis iiberlassenen oder vergrabenen
Organteilen aus an Milzbrand eingegangenen Rindern noch deutlich positive Resultate erzielte,
und noch weitere Forscher, die sich mit den Kontrollversuchen iiber die Brauchbarkeit unseres
Verfahrens befafiten.



209

b) Bei den Schweinen.

Uber den Milzbrand beim Schweine hat erst die Literatur der letzten Jahre
einige Aufklirung gebracht, da frither die Ansicht vorherrschte, da diese Tier-
gattung immun gegen Anthrax sei oder dal die Erkrankung eines Schweines an
Milzbrand wenigstens zu den grofiten Seltenheiten gehore. In neuerer Zeit wurde
jedoch von verschiedenen Seiten auf das haufigere Vorkommen von Milzbrand
beim Schweine aufmerksam gemacht und namentlich darauf hingewiesen, dal bei
dieser Tierart, an Stelle des bei Rindern iiberwiegenden septikémischen Charakters,
die Krankheit meist einen chronischen, milderen Verlauf, ohne ausgesprochene
klinische Symptome, aufweise und in der Mehrzah! der Fille einen rein lokalen
Charakter besitze. In sehr vielen Fallen kann sogar der Erkrankungsherd oft auf
eine einzige Lymphdriise beschriinkt bleiben, so dal durch die bakteriologischen
Methoden in den andern Organen keine Milzbrandbazillen nachzuweisen sind.

Bei den giinstigen Resultaten, welche die Thermoreaktion bei der Milzbrand-
diagnose am Rinde gezeitigt hat, lag es nahe, das neue diagnostische Verfahren
auch bei der Milzbrandinfektion des Schweines heranzuziehen.

Der erste mittels der Prizipitationsmethode untersuehte Fall von Milzbrand beim Schweine
ist von Zwick in einem am 9. Februar 1912 im PreuBischen Landesokonomiekollegium gehalte-
nen Vortrage mitgeteilt worden. In der Milz dieses Schweines waren lant Bericht des beamteten
Tierarztes, der die Probe eingesandt hatte, trotz lingeren Suchens nur wenige Milzbrandbazillen
zu finden gewesen. Mit Aussziigen aus diesemn Material angestellte Versuche ergaben insgesamt
eine negative Reaktion. Z wick hat, wie er selbst bedanernd hervorhob, keine Gelegenheit zu
einer weiteren Priifung dieses Falles gehabt, da thm nicht geniigend Material zur Verfiigung stand.
Bei dem meist lokalisierten Charakter der Milzbrandinfektion beim Schweine ist obiges Fehlresultat
leicht zu erkldren. '

Wie von Roncaglio, Granueci usw. hervorgehoben wurde, empfiehlt sich in
solchen Fillen die Entnahme des Materials zwecks Anstellung der Schichtprobe an der Eintritts-
pforte des Keimes. Elsdsser und Siebel haben in ihren Untersuchungen iiber lokalen
Milzbrand beim Schweine diesen Umstand richtig zu wiirdigen gewult, indem sie es als selbst-
verstindlich bezeichnen, daB in derartigen Fillen das Material dem erkrankten Herde zu ent-
nehmen ist, da die Reaktion des Muskelsaftes und des Saftes der nicht betroffenen Organe negativ
ist. Es haben diese Forscher unser Verfahren in 5 Fillen zur Anwendung gebracht; in einem Falle,
wo die sdmtlichen andern Untersuchungsmethoden im Stiche lieSen, lieferte die Schichtprobe,
mit Extrakt aus der Gekrsdriise, noch ein positives Resultat.

Material aus 3 milzbrandigen Schweinen und einem Wildschwein waren ferner in den Ver-
suchsreihen von Fisch§ der mit einbegriffen, wobei die Schichtprobe in 8 Fillen mit Mila-
extrakt, in einem vierten mit dem Auszug aus der Lymphdriise deutliche Scheibenbildung zeigte.

Auch Osiander hatte Gelegenheit, sich ein Stiickchen Ohr und etwas Milzpulpa von
einem Schweine zu verschaffen, das wegen Milzbrandverdachts notgeschlachtet wurde, ein Verdachs,
der durch die mikroskopische Untersuchung sowie durch den Tierversuch bestitigt worden war.
Das zur Anstellung der Prizipitinreaktion beiseite gelegte Material besafl jedoch bei der mikrg-
skopischen Priifung einen hochst spirlichen Keimgehalt, und es fiel die Reaktion in der Tat
negativ aus.

Einen lehrreichen Bericht iiber eine kleine Milzbrandepidemie unter Schweinen verdanken
wir Seibold. In einem Schweinebestande war nach Verfiitterung von RiibenkUpfen eine
Art Futtervergiftung ansgebrochen, der in wenigen Tagen visr Tiere zum Opfer fielen. Bei einem
Schweine bestand intra vitam eine Anschwellung am Halse und Atemnot, im iibrigen zeigte die

Virchows Arochiv L pathol. Anat. Bd. 218. Hit. 2/3, 14
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Obduktion das Bestehen einer Gastritis haemorrhagica, wie bei Rotlauf oder akuter Schweine-
seuche, Das zur Untersuchung eingesandte Milzstiick wies jedoch Infarkte anf, die den Verdacht
auf Milzbrand erweckten. In der Tat lautete die mikroskopische Priifung und das Kulturverfahren
eindeutig auf Milzbrand.

Aus der Milzpulpa und aus den Knoten der Infarkte stellte Seibold teils nach der
Chloroformmethode, tels mit dem Kochverfahren Extrakte her, die er zur Anstellung der Pri-
zipitinreaktion verwendete. Diese fiel nun in beiden Fillen mit dem Auszug aus der Milzpulpa
negativ, mit dem aus den Infarkten deutlich und momentan positiv aus.

Es beweist dieses Resulfat neuerdings, dafl man beim Milzbrande des Schweines
auBerordentlich vorsichtig in der Auswahl des Materials zur Extraktbereitung
sein muf, wenn man ein entsprechendes Resultat erzielen will.

Auch Schmitz priifte im Schlachthofe zu Diisseldorf den Wert der Thermoreaktion bei
Feststellung des Milzbrandes beim Schweine, konnte jedoch, aus Mangel an Zeit, nicht in allen
Fillen die Probe mit verschiedenen Organen anstellen. Fir hebt hervor, daB zwar bel Untersuchung
von frischen Féllen, wie man sie in der Schlachthauspraxis gewshnlich antrifft, die Thermoreaktion
entbehrt werden kann, daf ihre Verwendung aber bei &lterem Material stets am Platze ist.
Sehmitz konnte sich im Laufe seiner Versuche iiberzeugen, wie tiberaus fein die Probe re-
agierbe und wie sie namentlich bei alteren Fillen AuBerordentliches leistete; besonders in die
Augen springt ihre Unentbehrlichkeit, nach diesem Forscher, wenn bei auf dem Transport oder
spontan verstorbenen Tieren bei unertffnetem Kadaver die Diagnose gestellt werden soll.

In welcher Weise die vorsichtige Auswahl des Materials und die Anstellung der Probe mit
allen notigen Kontrollen auch bei der Milzbranddiagnose beim Schweine richtig zum Ziele fithren
kann, zeigen uns unter anderen die Beobachtungen von Pfeiler, der 5 duBerst kompliziert
liegende Fille mit der Prizipitinmethode richtig diagnostizierte. In vielen Fillen zeigte sich die
Extraktherstellung aus den Gekroslymphdriisen als zweckentsprechend, es ist jedoch dieses nicht
immer zutreffend, sondern es muB die Auswahl des Materials bei jedem einzelnen Falle unter genauer
Beriicksichtigung des vorliegenden Befundes erfolgen.

¢) Bei andern Tierarten.

Auer bei Rindern und Sehweinen wurden Versuche auch bei milzbrandigen
oder milzbrandverdschtigen Pferden, Hammeln, Ziegen und Zicklein angestellt.
Schieppati bediente sich ferner der Thermoreaktion zum Studium des Ver-
haltens des Bacillus anthracis in den Fischen.

Weitere Anwendungen des Priizipitationsverfahrens bei Milzbrand.
a) Beigetrockneten milzbrandigen Hiufen

Aufler zur Diagnose des Milzbrandes an frischen und verfaulten Kadavern
von Pferden, Rindern, Schweinen usw. wurde die Thermoreaktion auch zum Nach-
weise derselben Infektion an getrockneten, zur Verarbeitung in Gerbereien be-
stimmten Hauten gebracht.

Uber derartige Versuche berichtete zuerst B elfanti auf dem KongreB fiir Lederindustrie,
der im September 1911 zu Turin abgehalten wurde. Es zeigte dieser Forscher, daf die Schicht-
probe mit prizipitierendem Milzbrandserum und Ausziigen aus sicher milzbrandigen Hiuten
deutlich positiv aunsfiel.

7u einem gleichen Ergebnis gelangte Negroni, der das Verfahren an 11 bis 180 Tage
getrockneten Hiuten experimentell infizierter Kaninchen und Meerschweinchen sowie an von an
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Milzbrand - eingegangenen Rindern stammenden wiederholte. Ferner kamen zur Untersuchung
getrocknete, zur Verarbeitung in der Gerberei bestimmte, aus China und Buenos Aires einge-
fithrte Haute, von denen viele negativ, einige aber auch positiv reagierten. Der bestindig negative
Ausfall der Reaktion-mit Ausziigen von sicher nicht milzbrandigen Hauten einesteils und die deut-
lich positive Reaktion mit solchen aus an Milzbrand eingegangenen Tieren anderseits sprechen fiir
die Spezifitit und praktische Brauchbarkeit der Probe. Im gleichen Sinne lauten einige wenige
von Deeclich mit frischen, in Alkohol konservierten oder eingetrockneten, sicher milzbrandigen
Hautstiicken angestellte Proben.

b) Bei Nahrungs-und Futtermitteln

Wahrend die Versuche Rupperts mittels unseres Verfahrens den Nach-
weis milzbrandiger Verunreinigungen an Futtermitteln zu erbringen, an dem reichen
Gehalt der pflanzlichen Stoffe an sogenannten Normalprizipitinen scheiterten,
waren hingegen die Bemithungen von Silva an getrockneten und gesalzenen
Wiirsten von Erfolg gekront.

Es versuchte nimlich dieser Forscher, mittels der Prizipitinreaktion den Nachweis milz-
brandigen Fleisches in Wiirsten, die das Salzen und Trocknen durchgemacht haben. " Er verar-
beitete daher gesunde Schweinemuskulatur, normales Schweinefett und milzbrandige Rinder-
muskeln zn Mortadella (spezielle italienische Wurst) und untersuchte dieselben in der Folge nach
der Thermoreaktion auf das Vorhandensein von Milzbrandprézipitinogen. Anderseits versuchte
er zur Kontrolle die Prizipitinreaktion an dem Handel entzogenen zersetzten Wiirsten sowie an
Milz und Blut von an Meteorismus und Asphyxie eingegangenen Rindern und an Material aus
einem an Staupe verendeten Hunde und einem an Gefliigelpest gestorbenen Huhn.

Es ergab sich ans diesen Versuchen, dal die Thermoreaktion auch dann positiv
ausfallt, wenn der milzbrandige Muskel die mit der Verfertigung der Mortadella
verbundene Verarbeitung (Salzen, Trocknen) durchgemacht hat, eine Tatsache,
die bei der Nahrungsmittelkontrolle von Wichtigkeit sein diirfte, namentlich in
Anbetracht der Schwierigkeiten, die den Untersuchungen von Wurstwaren mit
andern, gewShnlich geiibten Verfahren entgegenstehen. Zu solchen Untersuchun-
gen diirfte das Verhalten der Prazipitinogene gegen tierische Membranen, von denen
sie bei der Dialyse im Gegensatze zu den Salzen zuriickgehalten werden, praktisch
verwertbar sein.

¢) In der gerichtlichen Medizin.

DaB das Prizipitationsverfahren auch bei medizinisch-gerichtlichen Problemen
imstande ist, eine Entscheidung herbeizufithren, zeigt folgender von Leoncini
verdffentlichter interessanter Fall.

Es war diesemn Forscher vor mehreren Jahren vom Gerichte die Aufgabe auferlegt worden,
zu entseheiden, auf welehe Ursache der unter septikiimischen Erscheinungen erfolgte Tod eines
Stallknechtes zuriickgefithrt werden miisse. Es bestand zwar im allgemeinen der Verdacht auf
Milzbrandinfektion, da aber der betreffende Leichnam schon seit 37 Tagen beerdigt war, war die
Faulnis bereits so weit vorangeschritten, dafl simtliche bakteriologische Methoden versagten,
so daff die Streitfrage eine endgiiltige Losung nicht finden konnte. Lecnecini, der vom be-.
treffenden Falle noch ein Stiickchen Muskel in Alkohol konserviert hatte, untersuchte nunmehr
auf unsere Veranlassung dasselbe auf den Gehalt an Milzbrandprizipitinogen. Das in der Ver-
diinnung von 1 : 4 hergestellte Kochextrakt gab bei Anstellung der Schichtprobe eine deutlich

14*



212

positive Reaktion. Das betreffende Organstiick, das vom 28, Juli 1906 bis zum 23. Juni 1911,
demnach etwa 5 Jahre, in Alkohol konserviert lag, ermoglichte dank der Thermoreaktion, den
Bewels zu erbringen, daf das in Frage stehende Individuum an einer Milzbrandinfektion gestorben
war. Ahnliche Fille sind nach privaten Mitteilungen vor kurzem in Gérz und Pavia vorgekommen
und bloB durch die in staatlichen Instituten ausgefiihrte Thermoreaktion richtig erkannt worden.

Fehlresultate.

Den giinstigen Beurteilungen der meisten Forscher, die das Prazipitations-
verfabren bei der Milzbranddiagnose nachgepriift und angewandt haben, stehen
jedoch Mitteilungen gegeniiber, die besagen, dafl sich auch diese Methode in starre
Formeln nicht fassen 148¢t, sondern daf bei ihr wie bei jeder biologischen Reaktion
mit einigen Fehlerquellen zu rechnen ist.

Pfeiler meint, daB irrefiihrende Ergebnisse nur dann moglich sind, wenn die zur Priifung
gelangenden Organe stark mit Balkterien, die den Milzbranderregern nahe stehen, infiziert sind,
oder wenn die Zahl der in den Organen vorhandenen Milzbrandkeime eine zu geringe ist.

PreBler erhielt bei einem Kontrollversuche, zu dem er Blut von einer milzbrandigen Kuh
als Antigen verwendete, negative Reaktion; er fithrt dies auf den wahrscheinlich zu geringen Titer
des Serums zuriick und glanbt, daB dasselbe durch die lange Lagerung im Laboratorium an Wirk-
samkeit verloren habe.

Ruppert untersuchte Stiicke der Milz eines bakteriologisch gesicherten Milzbrandfalles
und erhielt mit der Schichtprobe ein negatives Resultat. Es versagte in denselben Hinden die
Probe auch bei drei exhumierten Kadavern von Rindern, die nach dem Vorbericht als stark milz-
brandverdichtig bezeichnet werden muBten; negativ soll unser Verfahren noch bei weiteren zwei
Organstiicken gewesen sein, die zwar nicht den Eindruck milzbrandiger Organe machten, obwoh!
mittels des Platten- und Impfversuches Anthrax konstatiert wurde.

Es seien ferner der negativen Reaktionen Erwshnung getan, die Ribiger, Zwick und
Osiander bel vereinzelten Fillen von Schweinemilzbrand erzielten, sowis der Fehlresultate,
tiber die Fischo der berichtet hat und deren wir bereits friiher erwahnten.

Pieiler #ubert sich in einer Mitteilung iiber die Milzbranddiagnose mittels
der Prazipitinreaktion am Schweine dahin, daB ein Teil der Fehldiagnosen auf
mehr oder weniger grofe Fehler in der Versuchsanordnung zuriickzufithren, ein
anderer auf Rechnung von ungeeigneten Seren zu setzen sei.

Wir selbst haben im Laufe unserer Abhandlung die verschiedenen Fehler-
quellen angedeutet, gegen die die Thermoreaktion anzukéimpfen hat. Dieselben
liegen einerseits in Vortéuschung positiver Reaktionen durch milzbrandahnliche
Keime nnd durch die sogenannten Normalprazipitine, welch letztere wir mehr als
Tritbungen aufzufassen geneigt sind, die beim Zusammentreffen des Serums mit
nicht spezifischen Produkten der Hydrolyse entstehen diirften; wie wir schon an-
gegeben haben, 1Bt sich hier eine Fehldiagnose bei entsprechender Verdiimnung
der Extrakte vermeiden. In dem andern Faile, wenn die Reaktion trotz des Vor-
liegens einer Milzbrandinfektion versagt, ist nur dann, wieder durch geeignete Ver-
diinnung des Extraktes, Abhilfe zu schaffen, wenn eine paradoxe Reaktion vor-
liegt. Bei spérlichem Gehalt an Prizipitinogen kann hingegen einem negativen
Ausfall der Reaktion nur in der Weise entgegengearbeitet werden, dal man in der
Auswsahl des zu untersuchenden Materials vorsichtig zu Werke geht. 'Wir sind im
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iibrigen iiberzeugt, daB bei Verwendung eines wirksamen, prézipitierenden Serums
und bei genauer Einhaltung der Versuchstechnik diese einzige wirkliche Fehler-
quelle, abgesehen vom lokalen Milzbrand, wie er beim Schwein, wohl auch beim
Pferde und bei experimentellem Milzbrand angetroffen wird, kaum zu Fehlresul-
taten in der Praxis Veranlassung geben diirfte.

Das rege Interesse und die Anerkennung, die unserem Verfahren seitens der
Forscher der verschiedensten Linder zuteil wurden, ist der beste Beweis fiir dessen
praktischen Wert bei der Milzbranddiagnose.

Es ist die Prizipitinreaktion auch bereits in mehreren Staaten in die amts-
pflichtige Milzbrandbekémpfung aufgenommen worden.

So weist das Ministerium des Innern des GroBherzogtums Hessen im Amtsblatt Nr. 467
(22. Januar 1912) die groBherzoglichen Kreisveterindramter an, daf in allen zweifelhaften Fallen
dieses Verfahren angewandt werde; zu diesem Zwecke ist von Tieren, bei denen der Obduktions-
befund und die mikroskopische Untersuchung den einwandfreien Nachweis des Milzbrands nicht
ergeben, ein Organstiick (am besten von der Milz) in der Grofe einer HaselnuB an die Rotlanf-
impfanstalt einzusenden.

Auch seitens der Regierung von Anhalt und in Belgien ist unser Verfahren zum Nachweise des
Milzbrandes als Hilfsmittel zur veterinirpolizeilichen Feststellung amtlich zugelassen worden.

In der 80. Versammlung des Vereins der Thiiringer Tierdrzte (Erfurt, 5. Mai 1912) wird
durch Hobstetter mitgeteilt, daB im GroBherzogtum Weimar kiinftighin alle Fille von
Milzbrandverdacht nach der Prazipitationsmethode durch die heamteten Tierirate zu priifen sind,

Im Konigreich Bayern kann nach einer EntsehlieBung des Staatsministeriums des Innern vom
6. April 1912 die Prézipitationsmethode nach unserem Verfahren beim Milzbrand im Sinne des
Milzbrandentschidigungsgesetzes bis auf weiteres nur als diagnostisches Hilfsmittel neben der
bakteriologischen Untersuchung, nicht aber als Ersatzmittel fiir diese Untersuchung angewandt
werden.

In diesem gleichen Sinne sprach das Mahnwort, das wir gelegentlich unserer
ersten Veroffentlichungen unserer Methode mit auf den Weg gegeben haben, ,,es
mochte dieselbe nicht ohme weiteres als ein Krsatzmittel angesehen werden,
welches die andern Untersuchungsmethoden entbehrlich macht, sondern als ein
diagnostisches Hilfsmittel, welches allerdings zur Sicherung der Diagnose hervor-
ragende Dienste leistet“. Bei entsprechender Versuchsanordnung und der septi-
kiimischen Form, wie sie beim Rind und wohl anch beim Menschen in der Regel
angetroffen wird, arbeitet jedoch die Reaktion mit solch mathematischer Exakt-
heit, daB ihr absoluter Wert in diesen Fillen kaum mebr in Abrede gestellt werden
ditrfte. '

Anwendung der Thermoprizipitinreaktion bei Schweinerotlauf.

Die Prinzipien, auf denen die Thermoreaktion beruht, lassen es begreiflich
erscheinen, dafl dieselbe bei der Diagnose des Milzbrandes bloB die erste Verwen-
dung einer allgemeinen serodiagnostischen Methode bedeutet, welche in ver-
dachtigen Materialien den Nachweis von bakteriellem, prézipitinogenem Proto-
plasma verschiedensten Ursprungs zu erbringen imstande sein diirfte.

Voraussetzung zur Verallgemeinerung der Methode sind im Einzelfalle: Her-
stellung des spezifischen, gut prézipitierenden Serums und Gewinnung geeigneter
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prazipitinogenhaltiger Extrakte. Xs wird voraussichtlich nicht geringe Miihe
kosten, um diesen Forderungen bei den verschiedenen Infektionen entsprechen
zu kdnnen,

Zunichst konnte beim Rotlauf der Schweine erfreulicherweise der Reaktion
ein neues Arbeitsfeld in einfacher Weise erschlossen werden.

Das Rotlaunfprazipitin

Die Beschaffung von prizipitierendem Rotlaufserum gelingt némlich viel
leichter als jeme des préazipitierenden Milzbrandserums, einesteils weil der syste-
matischen Gewinnung solcher Sera keine besonderen Schwierigkeiten im Wege
stehen, andernteils weil die zu Schutz- und Heilzwecken dienenden hochwertigen
Rotlaufimmunsera haufig aueh ein ausreichendes spezifisch préizipitierendes Ver-
mdgen entfalten.

Das Rotlaufprazipitin, das zuerst von Vanney bei gegen Rotlauf immuni-
sierten Serumtieren nachgewiesen wurde, konnte von uns selbst bei Vorbehandlung
des Schafes, des Pferdes und des Esels in kurzer Zeit gewonnen werden. Unter
etwa 20 Seris verschiedener Herkunft von gegen Stabchenrotlauf immunisierten
Pferden wurde in der Mehrzahl der Fille ein mehr oder weniger ausgesprochenes
Prazipitationsvermogen gegentiber den Extrakten von spontan infizierten Schweinen
und an experimentellem Rotlauf eingegangenen Tauben angetroffen. Die Re-
aktion fand nicht statt mit den Kulturextrakten verschiedener Mikroorganismen
sowie mit den Extrakten von milzbrandigen Rindermilzen und von Organen
gesunder Schweine und Tauben. Die Reaktion, die mit entsprechendem Serum
bei Kontakt mit Rotlaufextrakten deutlich und rasch auftrat, war wihrend der
iiblichen Beobachtungsdauer bei den Kontrollversuchen nieht nachzuweisen.

Die Sperifitit des Rotlaufprazipiting wurde in der Folge von mehreren For-
sechern (Iwieki, Zagaja, Silva, Isabolinsky und Patze-
witsch, Seibold, Declich, Hecht, Gaus usw.)an unserem Serum
bestiitigt.

Wiahrend aber Zagaja mit ginzlich negativen Resultaten einige Versuche an einem
‘Budapester Schweinerotlanfserum anstellte, erhielten Isabolinsky und Patzewitsch
unter 5 daraufhin untersuchten Serien von russischen Rotlautheilseris 5 mal brauchbare Resultate;
es geben aber diese Forscher an, da bei dem von uns gelieferten Serum der Prizipitationsring
schirfer war und viel schueller auftrat als bei ihrem Heilserum.

Deeclich, der 12 Rotlaufsera verschiedener Herkunft auf ihr prizipitierendes Vermogen
untersuchte, fand darunter 5, die dasselbe in hohem Grade besaBen, und He cht ist ebenfalls
der Meinung, daf bei Rotlauf wie bei Milzbrand der Gehalt eines Serums an Immunsubstanzen
nicht immet mit jenem an prizipitierbaren Substanzen Hand in Hand gehen muB, da er mit einem
staatlich gepriiften Rotlaufserum keine Prizipitation erhielt, wihrend das Serum des Budapester
Jenner-Pasteur Institutes gut prizipitierend wirkte. Im letzteren Falle handelte es sich um

das Serum eines Tieres, das seit Jahren mit virulenten Bakterienmengen (bis zu 100 ccm Bouillon
in vierwtchentlichen Abstinden) vorbehandelt worden war.

‘Wir wollen nicht unterlassen, daran zu erinnern, da8 eine genane Werthestim-
mung des Rotlaufprizipitins nach den bei Milzbrand aufgestellten Prinzipien in
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jedem Falle, namentlieh bei Anwendung der Reaktion im Laboratorium, am Platze
ist, wobei das Serum vergleichend mit Bouillonkulturfiltraten und Rotlauforgan-
extrakten sowie mit normalen Organextrakten vom Schwein und von der Taube
zu priifen ist.

Das Rotlaufpréazipitinogen.

Nachdem wir uns durch Immunisierung des Esels in klassischer Weise den
Besitz eines gut prizipitierenden Rotlaufserums gesichert hatten, machten wir
uns an das Studium des Rotlaufprazipitinogens, d. h. der im Rotlaufmaterial ent-
haltenen Substanzen, die zusammen mit dem spezifischen Prazipitin des Serums
zur Auslosung der Ringbildung fiihrt.

Khnlich wie beim Milzbrande kann auch beim Rotlauf ein beliebiges zur Ver-
fiigung stehendes Organstiickchen zur Diagnosestellung mittels der Thermo-
reaktion verwendet werden: Wir selbst gebrauchten zum Zwecke in der Regel Herz
samt Blutgerinnsel, Nieren und Muskeln, auBerdem erwiesen sich als tauglich Blut
und Milz (Silva, Iwieki, Canejo, Gaus), Lunge und Leber (Isa -
bolinsky und Patzewitseh, Gaus), Darm, Hant, Driisen, Musku-
latur (Declich, Gaus), wobei der Grad der Reaktion dem groBeren oder
geringeren Prazipitinogengehalt des untersuchten Materials entsprechend mehr
oder weniger ausgesprochen war.

Das Verhalten des Prazipitinogens den physikalischen und chemischen Ein-
fliissen gegeniiber war ghnlich dem bei Milzbrand beobachteten.

Dieses gilt in erster Linie fiir die Hitzebestéindigkeit der prézipitinogenen Sub-
stanz: in der Tat konnten die daraufhin gepriiften Rotlaufstdmme und Extrakte
als thermoresistent erwiesen werden, ein Befund, der seifens simtlicher Forscher,
die unsere Methode bei Rotlauf nachgepriift haben, vollstandig bestatigt wurde.

Nach Hecht betriigt die oberste Grenze der Erhitzbarkeit 130° bis 200° C.  Rotlauforgan-
stiickchen, die auf Glasplatten im Sterilisierschrank bei 160° gehalten, sodann mit physiologischer
Kochsalzlosung fiber der Bunsenflamme aufgekocht wurden, ergaben bei der Schichtprobe eine
deutliche Reaktion, ein Beweis, daB die praktisch bei der Verarbeitung von Fleisch in Betracht
kommenden Temperaturen nicht imstande sind, das Prizipitinogen zn zerstiren.  Bei lang an-
haltender starker Erhitzung konnen zwar einzelne Gruppen der Prézipitinogene zerstort werden,
so daf nunmehr die Reaktion etwas schwiicher auftritt. So erhielt Hecht nach 10 Minuten
langem Erwirmen des Materials eine deutliche Ringbildung auch mit weniger guf prizipitierendem
Serum, wihrend nach einstiindigem Erhitzen der Extrakte ein positiver Ausfall nur mehr mit dem
von uns gelieferten stark prézipitierenden Serum zu erzielen war. Hecht, der eine halbstiindige
Beobachtungszeit fiir den Eintritt der Prizipitinreaktion bei Rotlaunt als oberste Grenze ansieht,
da auBerhalb dieser Frist ihm hiiufig auch in den Kontrollseris durch Normalprizipitine Reaktionen
vorkamen, betrachtet einstiindiges Erhitzen bei 200° als Grenze der Thermoresistenz der Pré-
zipitinogene.

In getrocknetem Zustande ist auch die Resistenz des Prizipitinogens eine
hohere, wie bereits Eisenberg durch halbstiindiges Erhitzen auf 100° nach-
weisen -konnte.

Die Resistenz des Rotlaufprizipitinogens der Faulnis gegeniiber hat zwar
bei der Diagnosestellung des Schweinerotlaufs eine weit geringere Bedeutung als
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bei Milzbrand, da bei dieser Seuche der bakteriologische Nachweis auch am zer-
setzten Materiale moglich ist, dank der hochgradigen Widerstandsfihigkeit des
Rotlaufbazillus. Immerhin verdient diese Kigenschaft der prazipitablen Substanz
hervorgehoben zu werden.

Mit verfaulten rotlaufigen Organen tritt nach Iwicki, Zagaja, Isabolinsky
und Patzewitsch die Schichtprobe sogar deutlicher zum Ausdruck; es wird dieselbe auch
durch mehrtigiges Verfaulen der betreffenden Organe in der Erde nach Canejo nicht be-
eintréchtigt. Nach Declich, Seibold und Gaus verhilt sich das Rotlaufprizipitinogen
der Faulnis gegeniiber ebenso wie Milzbrandprizipitinogen. s sei jedoch bemerkt, daf Isa -
bolinsky und Patzewitsch in 2 Fallen mit verfaultem Milzextrakt einer Rotlauftaube
und Iwiecki mit Milzextrakt eines Rotlaufschweines negative Resultate erhalten haben. In
letzterem Falle exgab die Wiederholung des Versuches mit einer andern Serumprobe einen positiven
Ausfall, so daB Iwicki dem Serum die Schuld des Fehlresultates beimifit; Isabolinsky
und Patzewitsch hingegen geben an, die betreffenden Extrakte, zwecks Entfernung des
Hamoglobins, iibererwirmst zu haben, und sind geneigt, den negativen Ausfall mit diesem techni-
schen Fehler zu erkliren.

Wenn aber der EinfluB der Faulnis die prézipitinogene Substanz nicht zu
schidigen scheint, so vermag doch der vorangeschrittene Faulnisgrad des Rotlauf-
materials aus einem andern Grunde die Spezifitdt unseres Prézipitationsverfahrens
zu beeintrachtigen. Wir konnten uns némlich anlilich unserer Versuche, durch
Verweilen der zu untersuchenden Organe im Brutschrank eine Anreicherung der
Keime zu erzielen, davon iiberzeugen, dall unter diesen Bedingungen auch nicht
rotlanfige Organe die Figenschaft erwerben, eine Ringbildung auszulosen, wenn
die Fgulnis tiberhand nimmt. Die Ursache dieser Fehlresultate glauben wir in
erster Linie auf das Eindringen und die Vermehrung von Keimen der Gruppe des
Baeillus murisepticus, die ja mit dem B. rhusiopathiae suis eng verwandt ist, am
faulenden Material zuriickfiihren zu diirfen. Tatséchlich ist auch die Prazipitin-
reaktion bei Rotlauf eine Gruppenreaktion, und es tritt die Ringbildung bei Schich-
tung des Rotlaufprazipiting mit Murisepticuskultur-Filtraten, mit Extrakten aus
mit Murisepticus verunreinigtem Material und an der Infektion mit Murisepticus
verendeten Mausen leicht ein. Es bedingt demnach das Eindringen und die Ver-
mehrung der Murisepticusgruppe in faulenden Organen, aus welchen javon Koch
die Reinziichtung des Murisepticus zuerst bewerkstelligt wurde, eine Gruppen-
reaktion, die die Spezifitit der Probe bei Faulnis derart gefihrdet, dafi ein positives
Ergebnis an verfaultem Material mit Zuriickhaltung beurteilt werden muf.

Der Frage iiber das Verhalten des Rotlaufprézipitinogens verschiedenen Kon-
servierungsfliissigkeiten gegeniiber sind [sabolinsky und Patzewitsch
sowie Declich und G aus nihergetreten.

Um den EinfluB der Desinfizientien auf das Resultat der Reaktion zu priifen, liefen die erste-
ren Forscher Sprozentige Karbolsiure, lprozentige Sublimatlgsung und 95prozentigen Alkohol
auf Herz, Leber und Milz von an experimentellem Rotlauf verendeten Tauben einwirken: nach
10 tégiger Konservierung versechwand die Reaktion nicht, sie wurde nur schwicher, und die Ring-
bildung erfolgte spiter. Natiirlich miissen so konservierte Organe vor Anstellung der Schicht-
probe tiichtig in physiologischer Kochsalzlosung ausgewaschen werden, da sonst an und fiir sich
bei der Schichtung ein Eiweibring entsteht. Zu etwas verschiedenen Resultaten gelangte De -
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¢lich, nach welchem das Verhalten der Organe, je nach ihrer Konservierung, beim Rotlauf
etwas von demjemgen bei Milzbrand abweicht: Organe, die in Alkohol konserviert waren, sollen
nach Declich eine dentliche Verminderung ihres Prazipitinogengehaltes aufweisen. Nach
Gaus beeintrichtigt die Konservierung der Organe in Spiritus oder Formalin das Eintreten der
Realction nicht oder nur schwach; Glyzerin erwies sich als etwas weniger geeignet, und Septoform
sowie Sublimatlésung waren ginzlich ungeeignet.

Herstellung der Extrakte.

Die Herstellung der Extrakte gestaltet sich beim Rotlauf #hnlich wie bei
Milzbrand. Dem Umstande Rechnung tragend, daB unserem Prazipitationsver-
fahren bei Rotlauf hauptséchlich als einfaches und rasches Diagnosemittel Be-
deutung zukommt, wurde in der Mehrzahl der Fille die langsamere Chloroform-
methode beiseite gelassen und das Extrakt in Form des gewShnlichen Kochextraktes
hergestellt, wie es beim Milzbrand eingehend beschrieben ist.

Bei Laboratoriumsversuchen wurde jedoch von uns, Isabolinsky und
Patzewitsch, sowie von Hecht auch mit Vorteil die Chloroformmethode
herangezogen; es scheint sich dieselbe vor allem zur Herstellung der Extrakte aus
verfaultem Material und zur Klarung der héufig sich tritbenden Filtrate zu eignen.
Das durch Kochen hergestellte Extrakt pflegt in solchen Fillen stark opaleszierend
zu sein, und auch storende Spontantriibungen treten haufiger, iiberhaupt mehr als
bei Milzbrand, auf; die Klérung gelingt nach Hecht durch Schiitteln mit
Chloroform, Zentrifugieren und wiederholtes Filtrieren. Auch 1iungeres Ver-
weilen des Dekoktes auf Eis erweist sich zur Entfernung solcher Ubelstinde vorteil-
haft, da durch griindliches Abkiihlen ein Teil der triibenden Fettstoiffe auf dem
Filter zuriickgehalten werden kann.

Was die Konzentration der Extrakte anbelangt, so werden zweckmiBig Ver-
diinnungen von 1:5—15—30—b0 hergestellt; bei reichlichem Prizipitinogen-
gehalt der zu untersuchenden Organe kann jedoeh die Probe mit weit hiheren Ver-
diirnungen, bis zu 1:500 (Canejo), deutlich positiv ausfallen. Hecht,
der seine Versuche vergleichend mit einer Verdiinnung der Extrakte zwischen
1:5und 1 : 200 anstellte, beobachtete die schnetlsten und deutlichsten Reaktionen
bei Verdiinnungen von 1 : b; etwas spéater (bis nach 15 Minuten) trat die Ring-
bildung bei Verdiinnungen bis zu 1 : 60 in Erscheinung, sie wurde jedoch undeut-
lich mit noch hheren Verdiinnungen. Die etwas verschiedenen Resultate erklaren
sich hier wie oben in einfacher Weise durch die je nach dem verwendeten Serum
wechselnde Stirke des Rotlaufprézipitins.

Technik des Préazipitationsverfahrens.

Die Technik der Thérmoreaktion bei Rotlauf gestaltet sich anlehnend an die
bei Milzbrand ausfiihrlich angegebene Methodik. Die Probe wird im Labora-
torium in den gewthnlichen Standzylindern, in der Praxis mit Hilfe des Thermo-
préazipitindiagnostikums angestellt, welches eine Adaptierung des Anthraxdiagnosti-
kums zur biologischen Diagnose des Rotlaufes darstellt, indem das prézipitierende



218

Milzbrandserum dureh priizipitierendes Rotlaufserum ersetzt wird, das je nach
seinem Prézipitationsvermogen konzentriert oder bis fiinffach verdiinnt zur
Schichtprobe zu verwenden ist. Nur wenn die Probe mit den bei Milzbrand an-
gegebenen Kontrollversuchen umgeben ist, wird ihr jedoch das Geprige der Zu-
verldssigkeit verliehen.

Selbstverstandlich ist die auf die Hauptreaktion beschrinkte Probe bloB als
ein Hilfsmittel zur Diagnosestellung anzusehen, dessen Wert durch die Kontrolle
mit dem Normalserum derselben Tierart zu ergénzen ist.

Versuche beiexperimentellem Rotlauf

Da der Rotlauf der Schweine in Italien ziemlich selten vorkommt, so konnte
von uns mit Material von an natiirlichem Rotlauf verendeten Schweinen die Re-
aktion nur in wenigen Fallen angestellt werden, und wir waren zu ihrer Ausarbeitung
auf Fille von experimentellem Rotlauf angewiesen.

Der Austall der Reaktion ist bei den gegen Rotlauf empfanglichen Versuchs-
tieren ein verschiedener, in Ubereinstimmung mit dem mehr oder weniger septi-
kamischen Charakter, den die Infektion bei den einzelnen Tierarten annimint.
Bei der Taube 148t die Prazipitinmethode in der Regel nicht im Stiche, weil der
Keim reichlich fiber die sémtlichen Organe verteilt ist: man findet thn in betracht-
licher Menge im Blute, im Herzen, in den Muskeln, in den Nieren, der Leber und
auch in der Lunge; dementsprechend fallt an diesemVersuchstiere die Thermo-
realtion mit allen Organen positiv aus, vorziglich aber mit Material aus Herz
samt Gerinnsel, Nieren, Muskelsubstanz und Leber. Die Maus, die zwar ihrer
geringen GroBe halber zu derartigen Versuchen weniger geeignet ist, weist immerhin
einen geniigenden Prizipitinogengehalt in allen Organen (Milz, Niere, Leber, Blut
Herz, Lunge) auf: die mit obengenannten Organen ausgefithrten Proben fallen in
der Mehrzahl der Falle positiv aus, wenn auch weniger stark wie bei der Taube.
Beim Kaninchen, bei dem auch mittels der mikroskopischen Priifung nur eine
geringe Anzahl der charakteristischen Stidbchenformen naehzuweisen ist, fallt die
Préazipitinreaktion nur mit konzentrierten Extrakten oder iiberhaupt nieht positiv
aus. Manchmal ist bel dieser Tierart umgekehrt allein die Thermoreaktion im-
stande, den Nachweis des spezifischén Protoplasmas zu erbringen, wenn wegen des
zu spiirlichen Keimgehaltes oder der erschwerten Erkennung der Bazillen die mikro-
skopisehe Priifung im Stiche 148t und nur der kulturelle Nachweis positiv ausfallt.
Das Kaninchen kann auch mit Vorteil zur Kontrolle und Bestimmung der mehr
oder wepiger grofen Brauchbarkeit der verschiedenen Organe zur Prézipitin-
reaktion dienen: unter den zum Zwecke herangezogenen Organen (Milz, Niere,
Leber, Blut, Herz, Lunge) eignet sich anscheinend das Herz samt Blut am besten.

Aus dem Vergleich der Ergebnisse der mikroskopischen Priifung mit jenen
der Thermoreaktion ist zu entnehmen, daf die Resultate der beiden Methoden
bei denjenigen Tierarten am besten iibereinstimmen, in denen die Infektion zu einer
klassischen Septikdmie fiihrt, d. h. bei der Taube und der Maus. Beim Kaninchen,
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hingegen, wo dieses nicht der Fall ist, verlaufen die beiden Priifungsmethoden nicht
nur nicht parallel, sondern es lassen zuweilen die eine, zuweilen die andere, ge-
legentlich auch beide, im Stiche.

Es lehrt dieses Ergebnis, daB der Nachweis der prazipitinogenen Substanz und
jener des Bazillenleibes auseinandergehalten werden sollen. Wo Prazipitinogen vor-
gefunden wird, muf der betreffende Mikroorganismus vorhanden sein oder gewesen
sein: die biologische Reaktion, bei der die ungleiche Verteilung des Keimes ausge-
glichen wird oder dessen weniger charakteristischesAussehen nichtin Betracht kommt,
kann jedoch mitunter den Nachweis einer Infektion ermdglichen, der der mikro-
skopischen Priifung entgangen ist; umgekehrt kann unter Umstanden letztere zum
Ziele fiihren in Fallen, in denen des sparlichen Keim- bezw. des Protoplasma-
gehaltes halber die Prizipitinmethode versagt.

Wie beim Laboratoriumsversuch, so ist auch fiir den Ausfall der Reaktion
in Organen von spontan infizierten Tieren der Charakter der Rotlaufinfektion
von griBiter Bedeutung. Wie bekannt, kann der Rotlauf beim Schweine die ver-
schiedensten Formen aufweisen, von der septikdmischen, akut titenden Form
zum milderen Hautausschlag und zum chronischen langsamen Verlauf. Die Zahl
und die Verteilung der Keime und dementsprechend die Prizipitinogenmenge
kann daher innerhalb der weitesten Grenzen schwanken: von einem Optimum, wo
sémtliche Organe mit Bazillen iiberschwemmt sind und sogar die BlutgefaBe davon
strotzen, bis zu einern Minimum, wo die Keime nur in einzelnen Organen oder bloB
an der Eintrittspforte spérlich vorhanden sind.

Die Prazipitationsreaktion beim Schweine wird demnach, je nach dem mehr
oder minder groBen Gehalt an bakteriellem Protoplasma bezw. in erster Linier je
nach der Anzahl an Keimen, stirker oder schwicher ausfallen und bei Anstellung
der Probe mit Material aus den Organen, in denen die Bazillen in groferer Menge
enthalten sind, mehr Aussicht auf Erfolg haben. ~ Der Obduktionsbefund und
die Auswahl des zur Anstellung der Probe am besten geeigneten Materials (das
Herz bei Vorliegen von Endokarditis, die Niere bei Glomerulonephritis, in gewissen
Fillen Haut und Gekrosdriisen) konnen zum guten Gelingen des Priazipitations-
verfahrens wesentlich beitragen. Die bei der Infektion des Kaninchens gemachten
Beobachtungen berechtigen zur Annahme, es vermige die Thermoreaktion den Nach-
weis' des spezifischen Protoplasmas in Féllen zu erbringen, in denen die mikroskopi-
sche Priifung versagt; selbstverstandlich ist dann eine Bestitigung durch den
kulturellen Nachweis erforderlich. Bei unregelmaBiger Verteilung des Virus
diirften ausnahmsweise auch an ein und demselben Material positive und negative
Resultate beobachtet werden konnen, auch kann der Infektionskeim so spérlich
vorhanden, eventuell auf die Eintrittspforte begrenzt sein, daB undeuntliche oder
negative Ausfille wohl kaum ganz zu vermeiden sein sollten.

Gelegentlich derVersammiung desVereins thiiringerscher Tierdrzte in Erfurt gab Raebiger
unter Demonstration des Rotlaufprizipitationsverfahrens bekannt, daB nach den in seinem In-
stitut angestellten Versuchen mit von Miusen stammendem Material die Reaktion stets besonders
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deutlich mit Leberextrakten gelang. Entsprechende Kontrollen, die mit priizipitierendem Rot-
lanfserum und Leber-Milzextrakt gesunder bzw. mit Milzextrakten von an Milzbrand verendeten
Miausen vorgenommen wurden, verliefen negativ, desgleichen konnte mit normalem Schweine-
serum an Extrakten aus Rotlauforganen von Miusen eine Reaktion nicht ausgelost werden.

Canejo, dem ebenfalls Material aus an natfirlichem Rotlauf eingegangenen Schweinen
nicht zur Verfiigung stand, priifte den Wert der Thermoreaktion an Extrakten aus frischen und
verfaulten Organen von experimentell mit Rotlauf infizierten Tauben und weiilen Ratten und
erhielt in Ubereinstimmung mit der mikroskopischen und kulturellen Probe stets einwandfreie
positive Reaktionen. In einem Falle war der Ausfall mit Organen einer Rotlauftaube, die 8 Tage
in der Erde vergraben war, noch deutlich positiv. Negativ hingegen lauteten die Kontrollversuche
mit Extrakten aus normalen Organen sowie mit Organausziigen von an Schweineseuche einge-
gangenen Ferkeln oder von solchen aus an Tuberkulose, Diphtherie, Milzbrand oder Kala-azar
verendeten Tieren.

Auch Isabolinsky und Patzewitsch stellten ihre Nachpriifungen zum Teil mit
Organextrakten kiinstlich infizierter Tauben und M#use an. Nach ihren Ergebnissen ist der Pri-
zipitationsring am schirfsten mit Herzextrakten zu bekommen, dann folgen Milz, Leber und Tunge;
mit Muskelextrakten erhielten diese Forscher negativen Ausfall. Fiir die Spesifitiit der Rotlaui-
prézipitation sprachen einesteils die stindig positiven Ausfille mit Rotlaufmaterial, anderseits
das negative Frgebnis mit Organextrakten von Tieren, die an andern Krankheiten (Milzbrand,
Wut, Tuberkulose) verendet waren, und von villig gesunden Tieren sowie mit Kulturextrakten
und Kulturen des B. suisepticus.

Zu positiven Resultaten gelangten Hecht und Deelich; ersterer auch mit 8 Tage
bei Zimmertemperatur gehaltenen Organen von Rotlauftauben, letzterer teils mit Chloroform-,
teils mit Kochextrakten aus Organen von experimentell mit Rotlanf infizierten Mausen, Tauben
und Kaninchen. Die Kontrollversuche mit gesunden Organextrakten fiithrten hingegen in keinem
Falle zur charakteristischen Ringbildung.

Versuchein der Praxis.

Wie bereits erwéhnt, konnten wir selbst aus Mangel an Material die Reaktion
nur in wenigen Fallen von natiirlichem Schweinerotlauf anstellen; sie fiel aber auch
hier nicht allein an frischem, sondern ameh an verfaulten Organen positiv aus,
wihrend die Kontrollversuche mit Organen normaler Schweine, mit milzbrandiger
Rindermilz sowie mit normalem Serum negativ ausfielen. Bei einer Probe versagte
das Prézipitinverfahren bei der gewthnlichen Thermoextraktion, es wurde jedoch
auch in diesem Falle unter Verwendung der Chloroformmethode und Herstellung
mehr konzentrierter Extrakte die Diagnose auf Rotlauf einwandfrei festgestellt,
ein Beweis, da auch bei schwierig liegenden Fallen den Fehlresultaten entgegen-
gesteuert werden kann. Da jedoch auf Grund dieser unserer eigenen sparlichen
Erfahrungen ein Urteil iiber den praktischen Wert der Reaktion bei Rotlauf nicht
- abgegeben werden konnte, haben wir die Kollegen zu Nachpriifungen in der Praxis
aufgefordert und ihnen zum Zwecke prizipitierendes Rotlaufserum zur Verfiigung
gestellt,

Darauthin wurden unsere Ergebnisse zuerst von S1ilv a nachgepriift, und zwar an frischen
und in Zersetzung begriffenen Organen von drei mit Rotlauf behafteten Schweinen. AuBerdem
fiihrte 8ilva die Reaktion aus mit Organen von zwei mit Schweinepest behafteten Schweinen,
von zwei gesunden Schweinen und mit einer milzbrandigen Rindermilz. Die Schichtprobe fiel
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nur bei Verwendung der Organextrakte der drei mit Rotlauf behafteten Schweine positiv aus, in
allen andern Fillen dagegen negativ.

Iwicki verwandte bei seinen Versuchen Nieren und Milzextrakte von an Rotlauf ver-
endeben Schweinen, bei denen in jedem einzelnen Falle die Diagnose bakterioskopiseh und kulturell
gesichert war; bei einer ersten Versuchsreihe wurden die Organe in frischem Zustande, bei einer
zweiten nach 4- bis 34tigigem Verweilen bei Zimmertemperatur untersucht. In allen Fillen der
ersten Versuchsreihe fiel. die Thermoreaktion positiv aus, jedoch waren in den einzelnen Proben
beziiglich der Ringbildung, was Zeit und Stirke anbelangt, sehr grofe Unterschiede wahrzunehmen.
Die mit frischern Material von niché an Botlauf verendeten Schweinen (Herz- und Lungenlihmung,
Tuberkulose, Fischigkeit, Schweineseuche, Schweinepest) angestelllen Versuche ergaben mit
giner einzigen Ausnahme negative Resultate; in dem einen Falle (Schweineseuche) trat sofortige
deutliche Ringbildung ein. Mit verfaultem Material trat einerseits die Ringbildung schneller und
stiarker auf als bei Verwendung von frischem Rotlaufmaterial, anderseits versagte die Reaktion
bei 3 Fillen. Die Kontrollversuche mit faulem Material von nicht an Rotlauf verendeten Schweinen
ergaben sowohl positive wie negative Reaktionen. Da der Arbeit von Iwicki Protokolle
nicht beigegeben sind, ist eine ausfithrliche Besprechung der einzelnen Fehlresultate nicht moglich,
sie diirften jedoch auf die Ursachen zuriickzufiihren sein, auf die wir zum Teil schon eingegangen
sind, zum Teil erst spiter zu sprechen kommen werden.

Bei der grofen Verbreitung des Schweinerotlaufs in Galizien fand es der Kgl. Bezirkstierarat
Dr. Zagaja von Interesse, den Wert unseres Verfahrens zur Feststellung des Schweinerotlanfs
nachzupriifen. Dank dem Erlasse der k. k. Stadthalterei in Lemberg vom 20. Dezember 1911,
7.1, XVII, 19 376, wurden diesems Forscher von den Amtstierdrzten Proben vom Sektions-
material ans an Rotlauf eingegangenen Schweinen zur Verfiigung gestellt; es kamen zur Unter-
suchung mittels der bakberiologischen und der serodiagnostischen Methode 27 Milzausschnitte
und ein Stiick Lunge. Als Kontrolle dienten Milzausschnitte von 10 gesunden Schlachtschweinen.
Die Thermoreaktion hat in allen Fillen die Ergebnisse der mikroskopisch-bakteriologischen Priifung
bestitigt; nur in einem Falle versagte die Methode, es kam jedoch bei Verwendung einer andern
Serumprobe mit dem gleichen Material zur Ringbildung, so daB Zagaja den negativen Ausfall
der wngeniigenden Wirksamlkeit des Sernms zuschreibt.

Die Bildung des Prazipitationsringes an der Berithrungsfliche der beiden Fliissigkeiten kam.
gewdhnlich sehr schnell, ausnahmsweise erst nach 10 bis 156 Minuten zum Vorschein. Einwand-
freie Resultate erzielte dieser Forscher auch mit verfaultem Material. Die Kontrollversuche mit
den mormalen Schweineorganen blieben simtlich negativ.

Auch in dem Vortrage von Profé im Verein RheinpreuBischer Tierdrzte wird der Wert.
unseres Prizipitationsverfahrens bei Rotlauf anerkannt und betont, daB diese Methode in manchen
Fillen anch dann noch ein Resultat gibt, wenn die sonstigen Methoden versagen.

Die von Isabolinsky und Patzewitzeh auf ihr Verhalten der Thexrmoreaktion
gegeniiber untersnehten Organe von 9 an Rotlauf verendeten Schweinen reagierten ebenfalls
schin positiv, sowohl in frischem Zustand als noch 20 und 40 Tage nach dem Tode der Tiere.

Untersuchungen, die L e ¢ h t an einigen Organen von an Rotlaufsepsis gefallenen Schweinen
auszufithren Gelegenheit hatte, ergaben gleichfalls durchweg positive Priizipitationsresultate von
verschieden starker Intensitit. ~Auch mit stark bis auf 190 bis 195° erhitzten oder gebratenen
Organen fielen die Reaktionen positiv aus. Gerade dieser Umstand &8t die Prazipitinmethode
fiir den praktischen Nachweis von Rotlaufsepsis an bereits verarbeitetem Material wichtig er-
scheinen.

In Einklang mit der bakteriologischen Kontrolle stand auch der Ausfall des Prazipitations-
verfahrens in den Versuchen, die Declich mit Milz, Lunge, Leber, Niere, Herz, Darm, Haut.
(erkrankter Teile) und Driisen von an Rotlauf verendeten Schweinen anstellte.

Weniger giinstig lauten bei oberflichlicher Betrachtung die Resultate von Seibold,
der die Organe von 46 Schweinen nach dem Prazipitationsverfahren untersuchte. Hierbei wurde
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2b mal durch die bakteriologische Untersuchung Rotlauf nachgewiesen; 1 mal lag eine Misch-
infektion von Rotlauf und Schweineseuche vor; 5 mal handelte es sich um Schweineseuche. Unter
den 25 Rotlauffillen gab die Prizipitinreaktion 4 mal ein negatives Resultat, so daB selbst nach
30 Minuten langer Beobachtung eine Ringbildung nicht beobachtet werden konnte. In zweien
dieser Fille ist nach Seibold der negative Ausfall sicher auf den spirlichen Keimgehalt der
betreffenden Organe zuriickzufiihren, da auch der mikroskopische Nachweis versagte und Rotlauf
nur auf Grund der kulturellen Priifung nachgewiesen werden konnte. Positiv lautete der Ausfall
des Prézipitinversuches auch bei dem Fall von Mischinfektion von Rotlauf und Schweineseuche.
Positive Reaktionen erhielt jedoch Seibold auch mit verfaultem Material aus an Schweine-
seuche eingegangenen Tieren: dieses Frgebnis diirfte wohl mit der Vermehrung rotlaufihnlicher
Keime in den faulenden Organen in Einklang zu bringen sein, denn an frischem Material von
Schweineseuche erhielt Seib old negative Reaktion. Bei den von Declich mit Rotlaui-
prizipitin bei Schweineseuche und Schweinepest angesteliten Versuchen konnte eine Ringbildung
niemals beobachtet werden.

Fehlerquellen undihre Vermeidung. Wert der Thermo -
reaktion bei Rotlaut

Eine sichere Diagnose des Schweinerotlaufs liegt zunichst in veterinérpoli-
zeilichem Interesse, da der Schweinerotlauf in mehreren Lindern der Anzeigepflicht
unterliegt. Aber auch fiir den Tierbesitzer selbst ist eine einwandfreie Diagnose
des Schweinerotlaufs insofern von Bedeutung, als seitens mehrerer Regierungen
eine Entschadigung fiir Tiere zu gewihren ist, die infolge einer polizeilich angeord-
neten Impfung eingegangen sind. AuBerdem bewilligen auch die Impfstoffgewin-
nungsanstalten unter gewissen Bedingungen Schadenersatz fiir Schweine, die
trotz oder infolge der Immunisierung an Rotlauf zugrunde gehen.

Die klinische und pathologisch-anatomisehe Diagnose ist niimlich nicht zu-
verlassig genug, weil die bel Rotlauf auftretenden Verinderungen oft eines spe-
zifischen Charakters entbehren. Allein ausschlaggebend ist der bakteriologische
Nachweis des Rotlaufstibchens, und zwar entweder bakterioskopisch, kulturell
oder durch Impfung von Méusen und Tauben.

Dank der groBen Resistenz der Rotlaufstabchen gelingt zwar der bakteriologi-
sche Nachweis nicht nur an ganz frischem, sondern auch an etwas alterem Material,
es diirfte jedoch die diagnostische Verwertung einer biologischen Methode immerhin
von grofem Vorteil sein, weil sie geschaffen ist, den Ausfall der mikroskopischen
Untersuchung zu kontrollieren und zu ergéinzen und weil sie ihrer Einfachheit
halber auch den nicht fiber Laboratoriumseinrichtungen verfiigenden praktischen
Tierdrzten zuganglich ist.

Es kommt somit der Thermoreaktion bei Rotlauf zwar nicht die gleichgroBie
Bedeutung zu wie bei Milzbrand, doch ist ihr Wert als rasches und einfaches Dia-
gnosemittel auch bei dieser Seuche keineswegs zu unterschitzen. Ahnlich wie beim
Milzbrand bedarf es jedoch auch bei Rotlauf gewisser VorsiehtsmaBregeln in der
Ausfithrung und Beurteilung des Prézipitationsverfahrens, wenn es zu brauch-
baren, sicheren Resultaten fithren soll, unter tunlichster Ausschaltung der jeder
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empfindlichen biologischen Methode und somit aueh unserem Verfahren an-
haftenden Fehlerquellen.

Die Fehlerquellen der Thermoreaktion bei Rotlauf sind prinzipiell dieselben
wie bei Milzbrand, nur treten sie vom praktischen Standpunkte mehr in
den Vordergrund, so daB ein niheres Eingehen auf dieselben hier zusammenfassend
gerechtfertigt sein diirfte, obwohl sie zum Teil sechon an andern Stellen
besprochen wurden.

Die Fehlresultate sind zweierlei Art: negativer Ausfall der Probe an sicher rot-
laufigem Material, positive Ergebnisse an nicht rotlaufigen Organen. Wir wollen
zuniichst die Fille der ersten Art besprechen. Diese Fehlerquellen sind uns schon
aus unseren Ausfithrungen betreffs des Versagens der Thermoreaktion bei Milz-
brand bekannt: es betrafen dieselben jedoch dort bloB den experimentellen Milz-
brand sowie die praktisch zuriicktretenden Milzbrandinfektionen beim Schwein
und die gleichfalls nur ausnahmsweise beobachteten paradoxen Reaktionen.

Bei Rotlauf fallt aber vor allem der Umstand, da bei geringem Prizipitinogen-
gehalt die Probe versagen kann, insofern schwerer ins Gewicht, als die Anzahl der
Bazillen bei gewissen Formen der praktisch im Vordergrunde stehenden Rotlauf-
erkrankung des Schweines eine geringe und auf bestimmte Kdrperstellen beschriinkte
sein kann. Anderseits scheinen die paradoxen Phinomene auch mehr hervor-
zutreten als bei Milzbrand: die Beobachtungen, daB bei ein und demselben Ma-
terial positive und negative Reaktionen nebeneinander auftreten kinnen, mogen
ja zum Teil auf die ungleiche Verteilung des Prizipitinogens und auf verschiedene
Stirke des Rotlaufprizipiting zuriickzafithren sein, zum Teil sind sie aber unseres
Erachtens dem Vorhandensein reaktionshemmender Koérper in den Extrakten
zuzuschreiben. Diese unsere Auffassung findet eine experimentelle Stiitze in noch
nicht verdffentlichten Versuchen, aus denen hervorgeht, da entsprechend den auf
andern Gebieten gemachten Erfahrungen schon ein gewisse Grenzen iibersteigender
Salzgehalt der Rotlaufextrakte die Reaktion zu unterdriicken bezw. zu verlang-
samen imstande ist; die Hemmungskirper kionnen, insofern es sich, wie bei Salzen,
um dialysierende Substanzen handelt, durch Dialyse entfernt werden, da ja das
Prézipitinogen von den Dialysierschlduchen zuriickgehalten wird.

Inwiefern der Dialyse bezw. der Verdiinnung der Extrakte ein praktischer
Wert bei der Vermeidung dieser auf Hemmungen der Reaktion beruhenden Fehl-
resultate zokommt, wird erst durch Versuche aus der Praxis festzustellen sein: als
Richtschnur bei der Entseheidung dieser Frage moge dienen, da die Verdiinnungen
nach den Angaben von Hecht sich innerhalb viel engerer Grenzen zu bewegen
haben als bei Milzbrandextrakten, und daf die Versuche mit der Dialyse, die mit
kleinen Schlduchen leicht zu bewerkstelligen sind, nicht iiber ein bestimmtes Zeit-
maf (wenige Stunden) hinausgeschoben werden milssen, wenn Storungen durch
allzugeringen Salzgehalt vermieden werden sollen. Es sei hier noch bemerkt, daB
eine Erklarung fiir den negativen Ausfall der Reaktion an faulenden Organen, die
in frischem Zustande positiv reagiert hatten, mehr in dem Auftreten solcher Hem-
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mungskorper zu suchen sein diirfte, als in einer etwaigen Zerstérung des Priazipi-
tinogens, diejanach den iibereinstimmenden Erfahrungen der Autoren bei der Fiul-
nis nicht stattzufinden scheint. Der Bildung solcher Hemmungskérper diirfte anch
das Scheitern der Versuche zu verdanken sein, die wir anstellten, wm eine Anreiche-
rung des Prazipitinogens in Féllen sparlichen Gehaltes zu bewerkstelligen, die dann
aber auch wegen der Gefahr der gleichzeitigen Vermehrung von Keimen der Muri-
septicusgruppe abgebrochen wurden. Moglicherweise sind auch die widersprechen-
den Ergebnisse an faulen Organen zum Teil darauf zuriickznfiihren.

Wir kommen so aut die zweite Fehlerquelle zu sprechen, auf die Vortiuschung
positiver Reaktionen an nicht rotlaufigem Material. An frischem Material scheinen
golche Fehlresultate nicht aufzutreten, wenn mit Seris gearbeitet wird, die, wie
angegeben, mit Rotlauf- und Normalextrakten eingestellt wurden. Selbstverstand-
lich hat man im Kinzelfalle mit der Moglichkeit einer Mischinfektion mit Rotlauf
ZU rechnen.

Bei Untersuchung von frischem Material diirften die Verhaltnisse ziemlich
einfach liegen, zumal wenn bei der Auswahl der zu priifenden Organe mit Vorsicht
vorgegangen wird. Sollten die zur Herstellung der Extrakte dienenden Organe
einen sparlichen Prazipitinogengehalt anfweisen oder Hemmungskorper vorliegen,
50 sind einerseits obenstehende Winke zu beherzigen, anderseits ist die Probe mit
verschiedenen Organstiicken unter Heranziehen des Chloroformverfahrens und
hochwertiger Sera anzustellen.

Anders gestalten sich die Verhiltnisse bei Untersuchung von verfaulten
Organen.

Hier haben wir, wie schon erwihnt, bei Rotlauf auler mit den nicht spezifi-
schen hydrolytischen, auch mit dem Normalserum reagierenden, Produkten mit
einer Fehlerquelle zu rechnen, die durch die Vermehrung der Keime der Muri-
septicusgruppe in den faulenden Organen gegeben ist, auf deren positives Verhalten
gegeniiber dem Rotlaufserum an anderer Stelle (S. 216) schon eingegangen wurde.

Zwar miissen ja nicht bei allen Fiulnisprozessen solehe den Rotlaufstdbehen
verwandte Keime vorkommen, auch ist mit der Moglichkeit ihrer Maskierung
durch gleichzeitige Bildung von Hemmungskérpern zu rechnen, so daB in der
Mehrzahl der Falle die Spezifitat der Reaktion bei faulenden Organen nicht beein-
trichtigt werden mag; immerhin muB jedoch diesem Umstande Rechnung getragen
werden. Man kann dieser Fehlerquelle entgegenzusteuern versuchen, indem man
die Verdiinnung der Extrakte heranzieht oder nach dem Vorgange von Hecht
die Probe mit bis zum Sechsfachen verdiinntem Serum wiederholt.

TImmerhin igt es vnverkennbar, dafl die Verhiltnisse bei Rotlauf fiir die Praxis
nicht so giinstig liegen wie bei Milzbrand, einerseits weil an frischem Material
negative Reaktionen sehwer zu vermeiden, anderseits weil positive Ergebnisse am
faulen Organe bloB mit groBer Vorsicht zu verwerten sind.

Dafl aber bei richtiger Einschatzung der Fehlerquellen der Thermoreaktion
auch bei Rotlauf eine praktische Bedeutung zusteht, geht schon aus den bisher
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gesammelten Erfahrungen, die bei Beriicksichtigung unserer Austithrungen nicht
ungitnstig lauten, hervor.

Anwendung der Thermoreaktion bei Rauschbrand.

Eine weitere Anwendung konnte, dank den interessanten, im Budapester
Jenner-Pasteurschen Institute unter der Leitung von Prof. Detre ansgefiihrten
Untersuchungen von Heecht, der Thermoreaktion bei Rauschbrand erschlossen
werden, da es diesem Forscher gelang, durch Immunisierung gegen diese Infektion
ein spezifisches prizipitierendes Serum herzustellen. Die bakteriellen Prézipiti-
nogene erwiesen sich auch in diesem Falle sowohl in den Rauschbrandkulturen als
auch in den infizierten Organen als hitzebestdndig.

Das zu diesem Zwecke verwendete Immunserum stammte von einem seit langem mit Rausch-
brandkulturen behandelten Pferde und besa den Rauschbrandbazillenkulturen gegeniiber einen
Agglutinationstiter von 1 :20 000. ‘Auch Ramazzotti hatim Mailinder Serotherapeutischen
Institute durch intravendse Behandlung heim Pferde nach nicht vertHentlichten Versuchen ein
gut prizipitierendes Rauschbrandserum gewonnen.

Daf aber nicht allen hochagglutinierenden Rauschbrandimmunseris das Vermdgen inne-
wohnt, bei der Schichtprobe mit geeigneten Extrakten prizipitierend zu wirken, erhellt ans den
Untersuchungen von Declich, bei denen die Uberschichtung verschiedener Organex-
trakte eines an Rauschbrand eingegangenen Meerschweinchens mit einem hochagglutinierenden
Rauschbrandserum negative oder in Ausnahmefillen sehr schwach positive Reaktionen herbei-
gefithrt hatte.

Hecht priifte das thm zur Verfiigung stehende Rauschbrandserum auf seinen Gehalt an
Prizipitin an einem Antigenextrakt aus Leberstiickbouillonkultur, das nach kurzem Kochen
(2 bis 3 Minuten) durch Filtrierung aufgeklirt wurde; es ergab dasselbe nur mit Rauschbrandserum
Priizipitation, dagegen nicht mit zur Kontrolle verwendeten Rotlanfimmunseris und andern Seris.
Fin zweites Extrakt, das durch Aufsechwemmung eines Rauschbrandimpistoffes (Lyoner
Pulver), kurzes Aufkochen, Abkiihlen und mehrmaliges Filtrieren hergestellt wurde, gab die Re-
aktion etwas schwiicher, wahrscheinlich wegen eines geringeren Priizipitinogengehaltes.

Es wurde ferner die Reaktion mit Organextrakten aus an experimentellem Rauschbrand
_eingegangenen Meerschweinchen ausgefiihrt.

Hierbei hielt sich H e ch t bei der Herstellung der Extrakte an die Kochmethode; er erzielte
die deutlichsten Scheibenbildungen mit Leberextrakten, zumal wenn das verwendete Organ
mit Gasblasen durchsetzt war, doch zeigten sich brauchbar auch Auszlige aus hiémorrhagischer
Muskulatur und aus den parenchymatisen Organen; bei letzteren war die Reaktion stwas weniger
kriftig als bei ersteren.

Die Herstellung der Extrakte geschah in Kochsalzlosung im Verhiltnis von 1 :5 bis 1 :10
aus den mit der Schere zerkleinerten und zerquetschten Organstiicken durch 2 bis 5 Minuten
langes Auskochen und griindliches Filtrieren. Nur in einigen Fillen, in denen das Extrakt opales-
zierend war, wurde es mit Chloroform ausgeschiittelt und zentrifugiert.

Wie schon fiir Milzbrand und Rotlauf, so seheint auch bei Rauschbrand der Gehalt an Bak-
terien fiir die Stirke der Reaktion von Bedeutung zu sein.

Extrakte aus Leber und Muskulatur gaben nach 15 Minuten deutliche, nach 30 Minuten
eine sehr scharfe Realktion.

Die Versuche von Hecht erstreckten sich auf 14 Fille von experimentellem Rauschbrand;
Organe von an spontanem Rauschbrand verendeten Tieren standen diesem Forscher nicht zur
Verfiigung. Das Serum wurde teils konzentriert, teils zu gleichen Teilen mit Kochsalzlosung
verdiinnt angewandt. Da andere Bakterienextrakte und Extrakte aus Organen von an andern
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Krankheiten eingegangenen Tieren die Reaktion nicht gaben, so diirfte hiermit der Beweis erbracht
sein, daf} die Thermoreaktion auch zur Unterstiitzung der Rauschbranddiagnose verwendet werden
kann.

Anwendung der Thermoreaktion bei Paratyphusinfektionen und Fleisch-
vergiftungen.

Um die Anwendung des Prazipitationsverfahrens bei Paratyphusinfektionen
und Fleischvergiftungen baben sich voneinander unabhingig fast gleichzeitig
Reinhardt und Mursehel und Uhlenhuth und Rothacker ver-
dient gemacht. Erste Bedingung fiir das Zustandekommen der Préazipitinreaktion
ist auch hier ein geniigend hochwertiges Serum mit prézipitierenden Eigenschaften.

Wihrend Rothacker ohne weiteres die planméiBige Herstellung prizipitierender Anti-
sera gegen Paratyphus B., Bacillus enteritidis Gartner und Fleischvergiftungen selbstindig
in Angriff nahm, untersnchten Reinhardt und sein Schiiler Murschel zunichst einige
der im Handel befindlichen agglutinierenden Paratyphussera aunf ihre prizipitierende Eigenschaft.

Es konnte jedoch nur mit dem in Pulverform im Handel befindlichen Priparate der siichsi-
schen Serumwerke in Dresden eine Prizipitation mit Extrakten aus Paratyphus B.-Reinkulturen
und aus den Organen von an Paratyphus eingegangenen Kaninchen erzielt werden. Da ihnen
dieses Serum jedoch nur in ganz geringen Mengen zur Verfiigung stand, so muBten auch diese For-
scher die Herstellung eigener Sera in Angriff nehmen.

Die weiteren Versuche wurden mit zwei Seris angestellt; die zu Agglutinationsversuchen
von zwel mit abgetdteten Paratyphusreinkulturen wiederholt vorbehandelten Kaninchen schon
vor lingerer Zeit gewonnen worden waren; beide besafen die Eigenschaft, mit Paratyphusrein-
kulturextrakten sowie mit Organextrakten paratyphuskranker Tiere {iberschichtet, einen sofort
oder binnen kiirzester Zeit auftretenden Prizipitationsring zu bilden. Obwohl diese Sera vor
234 Jahren gewonnen und ohne Konservierungsmittel aufbewahrt worden waren, hatten sie doch
ihre Prazipitationswirkung nicht eingebiift. Kontrollversuche mit Organextrakten von gesunden
Tieren und von einer an Rotlauf verendeten Taube fielen negativ aus.

Um sich groBere Mengen des prizipitierenden Paratyphusserums zu verschaffen, behandelten
Reinhardt und Murschel mehrere Kaninchen mit subkutanen Injektionen von abge-
toteten Paratyphus B-Bazillenkulturen in Intervallen von 2 zu 2 Tagen in allmihlich steigenden
Dosen, und zwar insgesamt 4 mal.

Nicht alle, aber die meisten der so behandelten Kaninchen lieferten in ihtem Serum spezifische
Prazipitine, doch war der Wert der prizipitierenden Sera ein verschiedener.

Von der Tatsache ausgehend, daB es sich bei der Fleischvergiftung in praxi in der Regel
entweder um eine Vergiftung von Paratyphus B oder B. enteritidis Girtner handelt, ver-
suchte Rothacker der Einfachheit halber ein Mischantiserum herzustellen, indem er die
Tiere gleichzeitig mit Paratyphus B und G&rtner - Bazillen vorbehandelte. Er nahm hierbei
an, daf es mit einem solchen Serum gelingen wiirde, sowohl eine Mischinfektion als auch eine
Infektion mit Paratyphus B oder Géartner allein zu erkennen. Bei der Herstellung dieses
Mischantiserums verfuhr er folgendermafen. Er schwemmte je 3 etwa 18 stiindige Agarkulturen
von B. paratyphus B und B. enteritidis Gartner mit ungefihr 30 cem physiologischer Koch-
salzlosung ab und erhitzte diese Aufschwemmung im Wasserbad 14 Stunde auf 60° und behandelte
mit diesen Aufschwemmungen Kaninchen in langsam steigenden Dosen von % bis zu 3 cem.
Die ersten 4 Wochen injizierte er intravends, dann intraperitonial, anfangs behandelte er jeden
3. Tag, dann in Intervallen von etwa 1 Woche.

Dabei zeigte sich, dall das Serum geeigneter Tiere nach 6 Wochen priizipitierte, wihrend bei
andern eine Vorbehandlung von 5 Monaten noch nicht geniigte. Bei Anstellung der Schichtprobe
mit 0,3 com klaren Paratyphusextraktes und 0,2 eem Paratyphus B Gartner - Antiserum
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trat sofort an der Beriihrungsstelle ein deutlicher Prizipitationsring auf, wihrend die Kontrollen
mit Kochsalzlosung + Autiserum oder Paratyphus B G 41t n er - Bakterienextrakt + normales
Kaninchenserum klar blieben. Es war damit festgestellt, daB diese Sera spezifisches Prizipi-
tierungsvermbgen besafen, und somit konnte zu der eigentlichen Probe geschritten werden.

Die Herstellungsweise der Organextrakte zeigte sich ohne wesentlichen EinfluB auf die
Reaktion. Reinhardt gewann sein Material aus Organen (Milz, Leber, Herz, Lunge, Nieren,
Darm) und Muskulatur von kiinstlich mit Paratyphus B infizierten und nachweislich an dieser
Krankheit verendeten Minsen, Meerschweinchen und Kaninchen und verarbeitete simtliche
nach unseren Vorschriften teils nach der Chloroformmethode, teils mittels des Kochverfahrens.
Er zieht jedoch die Kochextrakte den Chloroformextrakten vor, nicht nur der einfacheren, rascheren
Herstellungsart halber, sondern weil sie auch in der Regel schon nach einmaligem Filtrieren klar
und farblos und somit zu Prizipitationszwecken besser geeignet sind als die Chloroformexirakte,
die hiufig eine gelblichrote Farbung oder Opaleszenz aufweisen. Mursch el erhielt die rasches-
ten und deutlichsten Reaktionen mit der Milz, ihr folgten in abstufender Reihe Herz, Leber, Niere,
Lunge, Muskulatur und Darm. Mit Muskelextrakten blieb mitunter die Reaktion ginzlich aus,
zumal wenn mit einem nicht hochwertigen Sernm gearbeitet wurde. Um solche Fehlresultate
zu vermeiden, schligt dieser Forscher vor, die Untersuchung gleichzeitig mit mehreren Organen
anzustellen.

Was die Herstellung der Organextrakte anbelangt, teilt Murschel ginalich die Meinung
von Reinhardt, indem er dem Kochextrakt den Vorzug gibt.

Rothacker stellte seine Organextrakte aus dem Muskelfleisch von an experimenteller
Infektion mit Paratyphus B und G értner - Bazillen eingegangenen Kaninchen her, und zwar
indem er erst unsere Chloroformmethode genau einhielt, spiter an Stelle des Chloroform chemisch
reines Azeton verwendete. Solche Azetonextrakte sollen nach diesem Forscher tadellos arbeiten.
Mit dem nach unserer Vorschrift hergestellten Kochextrakt erzielte Rothacker eine etwas
schwichere, aber doch noch deutliche Reaktion.

Mit der Verwendung des Kochextraktes zur Anstellung der Schichtprobe beweisen diese
Forscher die Thermoresistenz des Paratyphus bzw. des Paratyphus B enteritidis Gértner-
Prizipitinogens.

Was das Verhalten der prizipitablen Substanz der Faulnis gegeniiber betrifft, so fanden
Reinhardt und Murschel, daB dieselbe das Eintreten der Reaktion nicht oder nur
unwesentlich zu beeintrichtigen vermag. Nach 12 tigigem Faulen trat der Prizipitationsring
stets deutlich auf; nur in einem Falle, wo Muskulatur, die 75 Tage bei Zimmertemperatur gefault
hatte, in Anwendung kam, trat eine positive Reaktion nicht ein, vielleicht des geringeren Bak-
teriengehaltes des betreffenden Muskelstiickes halber. ‘

Organe von paratyphuskranken Kaninchen und Meerschweinchen, die in 90 prozentigem
Alkohol, 2 prozentigem Formalin oder reinem Glyzerin 76 Tage lang konserviert worden waren,
lieferten ebenfalls noch deutliche und charakteristische Reaktionen; es sind demnach diesen For-
schern zufolge Alkohol, Formalin und Glyzerin als geeignete Konservierungsfliissigkeiten anzu-
sehen fiir Organe, die spiter zur Thermoreaktion verwendet werden sollen. Dagegen sind, auch
nach den Erfahrungen derselben Forscher, Septoform und Sublimat zu verwerfen; letzteres vermag
an und fiir sich durch Bildung von Quecksilberalbuminat eine Triibung hervorzurufen.

Bei Anstellung der Thermoreaktion verfuhren Reinhardt und Mursehel folgender-
maBen: es wurde eine Anzahl Uhlenh u th scher Glischen mit je 0,25 cem des prizipitierenden
Paratyphusserums beschickt, die Extrakte der betreffenden Organe je mit besonderer steriler
Pipette vorsichtig dariiber geschichtet. Gleichzeitiz wurden Kontrollversuche mit Normalserum
einerseits, andererseits mit Extrakten von Organen gesunder und an andern Krankheiten einge-
gangener Tiere sowie mit der zur Herstellung der Extrakte verwandten Kochsalzlisung angestellt,

Bei Verwendung hochwertiger prézipitierender Sera traten in den mit den Organextrakten
der an Paratyphus verendeten Tiere beschickten Rohrchen sofort oder innerbalb weniger Minuten

15*
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an der Beriihrungsfliche der beiden Fliissigkeiten deutliche, mehr oder weniger breite, grauweifie
oder blaulichweiBe, scharf abgesetzte Prisipitationstinge auf, die wihrend einer Beobachtungszeit
von 15 Miputen noch an Deutlichkeit zunahmen. Die Reaktion trat in gleicher Weise in den Koch-
und in den Chloroformextrakten ein, sie unterblieb in den Kontrollrohrchen mit Organextrakten
von gesunden Tieren und mit der benutzten physiologischen Kochsalzlosung bzw. mit normalem
Serum an Stelle des Paratyphusserums.

Nur-in vereinzélten Fillen entstand in den Kontrollproben nach 10 bis 15 Minuten eine
leichte, nicht scharf abgesetate, mehr wolkige Tritbung, die sich von der spezifischen Prizipitation
dadureh unterscheidet, daf sie wesentlich spiter auftritt und nicht oder kaum merklich zunimmst.
Die Proben fielen sowohl mit frischem als mit verfaultem oder konserviertem Material gleich
eindeutig aus.

Rothacker stellte die Schichtprobe in der Weise an, daB er in kleinen Prizipitations-
rohrehen je 0,3 cem Extrakt mit 0,2 cem eines friseh gewonnenen Paratyphus B Gértner-
Antiserums unterschichtete. Im Verlaufe von 5 bis 10 Minuten riefen von 6 Seris 8 an der Be-
rithrungsstelle einen deutlichen Prizipitationsring hervor. Die Kontrollen mit Kochsalz, normalem
Kaninchenserum und analog hergestelltem Extrakt aus nicht infiziertem fauligem Kaninchenfleisch
blieben stundenlang vollkommen klar. Negativ fielen auch die Proben aus, die mit Organextrakten
von an Typhusinfektion eingegangenen Tieren angestellt wurden.

Nach den vorstehenden Ausfithrungen ist wohl der SchluB berechtigt, daB
die Thermoreaktion auch beim Paratyphus anwendbar und zu diagnostischen
Zwecken verwertbar ist. Nach Uhlenhuth und Rothacker wird aber die
Methode schwerlich beim Nachweis von Fleischvergiftungen bevorzugt werden,
da die bakteriologischen Methoden schneller zum Ziele fithren, es sei denn, daf es
sich wm fauliges Fleisch handelt.

Anwendung der Thermoreaktion bei Tuberkulose.

Da die Thermoreaktion auch bei der Tuberkulose diagnostische Verwertung
finden kann, geht aus den Untersuchungen von Fagiuoli hervor.

‘Faginoli benutzte bei seinen Versuchen, die mit prézipitierendem Tuberkuloseserum
von Vallée angestellt wurden, anfinglich Kochextrakte aus tuberkulosem Auswurf, da sich
jedoch dabei storende, nicht spezifische Triibungen bemerkbar machten, wurde die Chloroform-
iethode mit einigen Modifikationen herangezogen. Zwecks Herstellung der Extrakte wurden
5 bis 10 cem Auswurf mit der doppelten Menge Chloroform versetzt, die Mischung durchgeschiittelt,
3 bis 4 Stunden bei 379 im Brutschrank gelassen, nach Zusatz einer gleichen Menge physiologischer
Kochsalzlosung neuerdings 2 bis 3 Minuten geschiittelt, dann durch Filtrierpapier oder besser
durch Asbest filtriert,

Zur Anstellung der Schichtprobe benufzte Fagiuoli 2,6 em hohe, 3 bis 4 mm weite
Reagenzrihrchen. Er beschickte dieselben bis zu halber Hohe ungefihr mit prézipitierendem Serum
und itberschichtete dasselbe langsam mit Hilfe einer Kapillarpipette mit 2 bis 3 Tropfen Auswuri-
extrakt., Nach 20 bis 30 Minuten Aufenthalt im Brutschrank oder 30 Minuten bei Zimmertempers-
tur wurde das Resultat abgelesen, und zwar bei kiinstlicher Beleuchtung.” Die positive Reaktion
duBerte sich durch das Auftreten einer deutlichen weifllichen Ringbildung an der Beriihrungs-
fliche zwischen Fixtrakt und Serum.

Mit sicher tuberkuldsem, den K o ¢ h schen Bazillus enthaltendem Auswurf erzielte Fa -
giunoli bei Verwendung unverdiinnter Extrakte in allen Fillen pesitive Reaktion, bei Ver-
diinnung der Extrakte auf 14 reagierten 95 unter 99, auf /; 84 von 99 positiv, in einer ge-
ringen Anzahl von Féllen waren selbst bei einer Verdiinnung auf 1/, noch deutlich positive Re-
aktionen zu verzeichnen.
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Unter 95 Auswiirfen ohne Tuberkelbazillen erhielt Fagiuoli 10 mal mit unverdiinnten
und 4 mal mit zur Hilfte verdiinnten Extrakten- positive Reaktionen. Von 11 Auswurfextrakten
aus auf Grund der klinischen Erscheinungen als tuberkults angesprochenen Individuen, in denen
jedoch Tuberkelbazillen nicht nachweishar waren, trat die Ringbildung mit einer einzigen Ausnahme
deutlich auf, ein Ausfall, welcher der Thermoreaktion bei der Frithdiagnose der Tuberkulose einen
groBBen Wert zusprechen wiirde.

Fine Einschriinkung erfihrt vorlaufig die Verwendbarkeit der Thermoreaktion
bei Tuberkulose durch die positiven Ausfille, die zuweilen auch mit nicht tuber-
kuldosem  Auswurf auftreten.

Eine genauere Abschétzung dieser Fehlerquelle ist vorldufig nicht moglich,
es diirfte jedoch dieser Ubelstand bei Verwendung hochwertiger Sera und bei Ab-
kiirzung der Beobachtungsdauer wesentlich reduziert werden konnen.

Anwendung der Thermoreaktion bei Maltafieber.

Von Vigand wurde in jiingster Zeit die Thermoreaktion auch bei Malta-
fieber zum Nachweise des spezifischen Prizipitinogens herangezogen.

Vigand wubte sich durch Immunisierung des Pferdes mit dem M. melitensis ein brauch-
bares, momentan prizipitierendes Serum zu verschaffen. Die Kulturfiltrate, denen gegeniiber er
das Priizipitationsvermogen des Serums auspriifte, waren durch Aufschwemmung einer 48 stiindigen
Agarkultur mit 25 éem physiologischer Kochsalzlosung hergestellt und zum Teil 5 Minuten im
siedenden Wasserbade, zum Teil 24 Stunden im Eisschrank gehalten worden. Die Klirung der
Extrakte wurde durch ein- oder mehrmalige Filtrierung durch Asbest bewerkstelligt. Auch das
prézipitierende Serum, das zur Vermeidung einer storend wirkenden Opaleszenz nach voraus-
gegangenem 18 stiindigem Hungern des Serumtieres gesammelt wurde, kam nach Zentrifugation
véllig klar zur Anwendung.

Bei vergleichender Anstellung der Schichtprobe mit im kochenden Wasserbad und im Eis-
schrank gehaltenen Kulturextrakten kam es bei ersteren momentan oder fast momentan zum
Auftreten der charakteristischen Scheibenbildung, wihrend die Reaktion mit letzteren viel lang-
samer und schwicher auftrat. Diese Feststellung beweist die Vorziige der Extraktion des Pri-
zipitinogens durch die Hitze und 148t die Bezeichnung Thermoprizipitin und Thermoreaktion
als gerechtfertigt erscheinen.

Vigand iiberzeugte sich von dem spezifischen Charakter der Thermoprizipitine, indem
er die Schichtprobe einerseits mit simtlichen ihm zur Verfiigung stehenden 15 Stimmen des
Microcoecus melitensis in mehr oder weniger ausgesprochenen, stets aber deutlich positiven
Resultaten anstellte, anderseits aber in den Kontrollen mit Kulturfiltraten anderer Keime (Sta-
phylokokken, Streptokokken, Meningokokken, Gonokokken, Typhushazillen, B. coli, Milzbrand-
und Rotlaufbazillen) in allen Fillen negative Ergebnisse erzielte. Die charakteristische Ring-
bildung blieb auch in jenen Fillen aus, in denen an Stelle des prazipitierenden Melitensisserums
vom Pferde prizipitierendes Milzbrand- oder Rotlaufserum verwendet wurde.

Die gleichen eindeutigen Resultate wie mit Kulturextrakten des M. melitensis erhielt Vi -
gand mit Organen aus Meerschweinchen, die in einem Zeitraume von 7 Tagen einer experimen-
tellen Melitensisinfektion erlegen waren. Die unter Verwendung unserer Kochmethode aus der
Milz, der Leber, der Niere, dem Herzen und dem Blute gewonnenen Extrakte wurden in der iib-
lichen Weise mit Sernm unterschichtet: es kam hierbei mit Milz- und Leberextrakten sofort, mit
Nierenextrakten etwas langsamer zur positiven Reaktion, wihrend dieselbe mit Herzextrakten
ausblieb.
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Weitere Aushlicke zur Anwendung der Thermoreaktion.

AuBer bei Milzbrand, Rotlanf, Rauschbrand, Fleischvergiftung, Tuberkulose
und Maltafieber ist eine Anwendung unserer Thermoreaktion bereits von Hech t
bei Typhus, von Uhlenhut bei Schweinepest in Aussicht gestellt. Eine kurze
Mitteilung von Facehin spricht ferner fiir ihre Verwendbarkeit an pneumoni-
schem Auswurf.

Es ist schon darauf hingewiesen worden, daf der Thermoreaktion als allge-
meiner, serodiagnostischer Methode gelegentlich Bedeutung fiir die gerichtliche
Medizin, fir die Nahrungsmittelkunde und Fleischbeschau zukommen kann, z. B.
wenn es sich darum bhandelt, einen Krankheitserreger an bereits beerdigtem Ka-
daver, in Fleisch- und Organstiicken, selbst in konserviertem oder verarbeitetem
und erhitztem Zustand nachzuweisen.

Selbstverstéindlich sind jedoch anch der Lelstungsfahlgkelt der Thermoreak-
tion gewisse Grenzen auferlegt.

So haben wir im Kapitel iiber die Anwendung der Thermoreaktion bei Milz-
brand gesehen, dall ihrem absoluten Werte selbst auf diesem ihrem klassischen
Arbeitsgebiete durch den geringen Prézipitinogengehalt in bestimmten Féllen
(Schwein, experimenteller Milzbrand) eine Schranke gesetzt ist. Bei Rotlanf
haben wir auler einer Verschérfung dieser Einschrinkung in dem Eindringen von
Keimen der Murisepticusgruppe bei Faulnis der Untersuchungsobjekte eine Fehler-
quelle kennen gelernt, die zn besonderer Vorsicht in der Verwertung positiver
Ergebnisse an nicht frischem rotlaufverdéchtigen Material mahnt. Bei Rausch-
brand stand der praktischen Anwendung der Methode an dem Muskel die technische
Schwierigkeit der Beschaffung klarer Extrakte storend im Wege, welche von
Hecht gliicklich iiberwunden wurde.

Bei der Tuberkulose scheint wiederum in der Eigenart des Untersuchungs-
objektes und in der geringen Reaktionsbreite ein Hindernis zu liegen, welches bisher
nur teilweise iitberwunden werden konnte.

Bei den verschiedenen Infektionen, wo die Thermoreaktion Anwendung finden
kann, ist namlich ihr Ausban nur durch zielbewufBtes Vorgehen zu erreichen. s
mul} vor allem die Gewinnung der prizipitierenden Sera angebahnt und die Be-
reitung entsprechender Extrakte ausgearbeitet werden, worauf dann die Ein-
schitzung ihres reellen Wertes durch experimentelle Untersuchungen und an dem
Material aus der Praxis einsetzt, wobei ihr Charakter alg Gruppenreaktion richtig
zu wiirdigen und die den Spezialfillen eigenen Schwierigkeiten zu iiberwinden sind.

Unerlafliche Vorbedingungen sind Gewinnung des prizipitierenden Serums
und Herstellung entsprechender Extrakte, ohne welche der Reaktion die Grund-
lagen abhanden kommen. Ob diesen Grundbedingungen in allen Fillen ent-
sprochen werden kanu, scheint uns mindestens fraglich: bei seuchenhaftem Ver-
werfen, wo von Szymanowski wenig ermutigende Ergebnisse gemeldet
wurden, glauben wir die Ursache des Versagens der Thermoreaktion in den Schwie-
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rigkeiten zu erblicken, die der Bereitung entsprechender Extrakte aus der Schwer-
loslichkeit der fraglichen Prazipitinogene in Wasser zu entstehen scheinen.

Wenn also das Arbeitsfeld der Thermoreaktion in diesem Sinne nicht als un-
begrenzt bezeichnet werden soll, so diirften ihr wiederum auf dem Gebiete der bio-
logischen Reaktionen weitere Bahnen erschlossen werden kinnen.

DaB die Kochextraktion zur Gewinnung nicht nur von prézipitinogenen Sub-
stanzen, sondern auch zur Darstellung von Antigenen fiir die Komplementablenkung
dienen kann, war auf Grund der Hitzebestindigkeit von Antigenen, wie Tuber-
kulin und Mallein, die zur Komplementablenkung dienen konnen, vorauszusehen:
in der Tat haben Pfeiler mit dem Verfahren fiir die Komplementablenkung
brauchbare Antigene bei Rotz (Zeitschrift fiir Immunitétsf.), Djoubelieff
(Rév. Générale des Méd. Vet. Bd. 20) bei Milzbrand hergestellt.

s will uns scheinen, daB die Thermoreaktion dadurch, daB sie uns tadellose,
sterile, eiweibfreie Extrakte aus infizierten Organen zum Studinm der biologischen
Reaktionen mittels in vivo gebildeter bakterieller Antigene liefert, eine allgemeinere
serodiagnostische Methode zu werden verspricht und wohl auch iiber einen solchen
Rahmen hinauszuwachsen berufen sein diirfte.

Mirz 1913.
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