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XXII.
Uber das Rauschbrandserum.

(Aus dem Laboratorium des Budapester Impf- und Seruminstitut Jenner-Pasteur.)
Von

Universitits-Dozent Dr. Ladislaus Detre,
Fachleiter des Instituts.

AuBer dem wissenschaftlichen Interesse fiir die noch immer nicht geniigend
geklirte Rauschbrandserumirage waren es hauptsichlich praktische Momente, die
uns zum Studium dieses Serums angeregt haben. Einmal gehort der Rauschbrand
heute noch zu jenen Krankheiten des Rindes, die unseren therapeutischen Ein-
griffen unzugénglieh sind: es mufiten daher die Bedingungen der Darstellung eines
hochwertigen Heilserums erforscht werden; dann aber sollte das dargestellte Serum
dem praktischen Vakzinator eine glatte, sichere Immunisation ermoglichen — ein
bisher gleichfalls nicht erreichtes Ziel. Heute unterliegt es keinem Zweifel, daf
ein und derselbe Impfstoff an den verschiedenen Tierindividuen ganz verschiedene
Resultate zu erzielen vermag. Selbst die allervirulentesten Rauschbrandsporen
toten die experimentell infizierten Rinder (Mc.Fadyean) nicht konstant,
anderseits aber kénnen von entsprechend abgeschwachten Krankheitskeimen nach
Abertausenden von Vollerfolgen einmal und wieder schwere, ja tédliche Impfunfille
verursacht werden. Diese Uberempfindlichkeit mancher Impflinge kann ver-
schiedene Griinde besitzen: manchmal spielen interkurrente &uBere Infektionen,
schlechte Ernidhrungsverhaltnisse eine gewisse Rolle, gewGhulich ist es aber —
entsprechend den Leclaincheschen Lehren — eine latente Rausehbrand-
infektion, die jene verhiingnisvollen Empfinglichkeiten erzeugt. Die latente In-
fektion mag einen doppelten Schadigungsmodus bedingen: erstens ist es wohl
denkbar, daB es infolge der durch den Impfakt gesetzten negativen Phase zu einem
Ausbruch jener Keime kommt, die seit Jangerer Zeit im Organismus ,,schiummerten‘
bezw. wihrend der Impfperiode aufgenommen wurden. Zweitens mag diese
,Jatente** Infektion eine solehe Verminderung der Widerstandsféhigkeit des Or-
ganismus erzeugen, daB der geschwichte Tierkdrper dann infolge der Vakzin-
keime direkt infiziert wird.

Gegen diese Gefahren waren wir bisher schutzlos. Die Rauschbrandimpfungen
sind némlich blo§ in ,,Rauschbrandgegenden‘* verbreitet: in diesen aber konnen
die Impflinge wahrend der Impfperiode vor einer interkurrenten 4uferen In-
fektion kaum beschiitzt werden. Wohl wird vielfach angegeben, dafl durch die
Vorsehrift, die Vakzination solle prinzipiell im Vorfriihling (Februar, Anfang Mérz),
wo die Tiere die Stélle noch nicht verlassen, beendigt werden, eine &ulere Ver-
seuchung mit Erfolg verhindert wird: doch ist diese MaBregel gewil blo§ von be-
dingtem Werte. Die Tiere konnen némlich, wie uns in zahlreichen Fallen berichtet
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worden, auch in ihren Stallungen, wohl durch Ingestion sporenhaltigen Futters,
infiziert werden; und dann ist es gang und gibe, daB die meisten der Tierhalter
sich bloB dann zur Vakzination entschlieBen wollen, wenn sie durch einzelne Rausch-
brandfille bereits die Uberzeugung gewonnen haben, daf} ihre Weide verseucht ist,
Der Sachverstindige befindet sich da in einem Dilemma: impft er nicht, gewinnt
die Seuche eventuell rasch an Ausbreitung, impft er, gelangen die bisher latenten
Infektionen zum Ausbruch oder die Impfung selbst verursacht schwere Impf-
schaden.

Die bei den Milzbrand- und Schweinerotlaufimpfungen gesammelten Er-
fahrungen weisen darauf hin, daf die oben ausfiihrlich dargestellten Gefahren
mit einem geniigend starken, spezifischen Antiserum teilweise behoben werden
konnen. Von einem guten Antiserum ist es némlich zu erwarten, daB es

1. vor der aktiven Vakzination angewendet, die latenten Infektionen ein-
dimmen kann, so daB die Impflinge nachher die notwendigen Impfreaktionen
ohne Schaden vertragen; ‘

2. nach der Vakzination appliziert, jene allzu strengen Tmpfreaktionen ab-
glitten wird, welche bei — aus irgendwelechen Griinden — iiberempfindlichen
Impflingen zutage treten;

3. die berejts manifest gewordene Krankheit — und zwar natiirliche Infektion
oder Impfrauschbrand — heilen wird.

An dieser Stelle soll bloB kurz betont werden, daB es uns tatsdchlich gelungen
ist, ein Antiserum von den erwiinschten Eigenschaften darzustellen. Die Dar-
stellung, die Priifung sowie die spezifischen Qualititen des Budapester Rauseh-
brandserums sollen in der vorliegenden Arbeit besprochen werden.

Die Geschichte des Rauschbrandserums reieht auf 20 Jahre zuriick. Im Jahre 1893 be-
handelte der in dieser Frage so verdienstvolle Kitt ein Schaf in Intervallen von 8 Tagen mit je
215 cem eines Rauschbrandfleischsaftes; das Serum dieses Schafes war in der Dosis von 40 ccm
imstande, ein anderes Schaf gegeniiber der mehrfach letalen Rauschbrandvirusmenge zu schittzen.
Duenschmann (18%94) immunisierte Kaninchen gegeniiber Rauschbrand und zeigte die spe-
zifisch rauschbrandwidrigen Eigenschaften des Serums der vorbehandelten Versuchstiere. Kilt
wies des weiteren (1899) nach, daf auBer dem Schafe die Ziege, das Pferd und das Rind zur Hervor-
bringung des Immunserums in gleicher Weise befihigt sind. Er injizierte virulenten Fleischpref-
saft in die Tiere und erzielte ziemlich rasch (z. B. nach 5 bis 10 Injektionen & 10 ccm) ein iiberaus
kraftiges Serum, das in der Dosis von 5 bis 10 ccm die bekanntermafen sehr empfiinglichen Schafe
gegen eine nach 3 bis 8 Tagen applizierte, sicher todliche Virusmenge schiitzen konnte. Eine weitere
Starkung der Immunitit der Serumspender gelang Kitt nicht. Heute wissen wir, warnm: weil
némlich die immunisierten Tiere zugleich mit ihrer Rauschbrandimmunitit gegen das Muskeleiweil
anaphylaktisch wurden.

Kitt ist auch die erste therapeutische Anwendung des Serums zu verdanken. Bei einer
Ziege, die nach einer etwas fehlgegangenen intravendsen Injektion typischen Rauschbrand des
perivenisen Bindegewebes zeigte, konnte der Autor mit 15 com des Serums das Tier binnen einigen
Stunden glatt heilen. Daf das Serum auch fiir die Impfpraxis geniigend wirksam ist, zeigte wieder-
um Kitt, indem er nachwies, daB die Schafe, die einige Tage nach der Seruminjektion das
Virus gut vertragen haben, auch einer spéteren Infektion gegeniiber geschiitzt sind. In

dieser Beobachtung ist der ganze Kern der spiter von Leclainche ausgearbeiteten Sero-
vakzination enthalten.
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Die Arbeiten Arloings bedeuten hauptsichlich eine Bestdtigung der K it t schen Ent-
deckungen; sie brachten auch einige neuere Daten betreffs der Serovakzination bei Rindern.
Durch Leclainche und Vallée kam endlich die ganze Frage zu einem gewissen Ab-
schlusse. Diese Autoren waren die Ersten, die das Serum mittels Reinkulturen darstellten, und
zwar bei Rindern, Ziegen und Pferden. Nach L. ist das Pferd das Rauschbrandserumtier der Wah!.
Er injizierte Pierden einige Tage alte Rauschbrandbouillonkulturen in steigenden Dosen (20 bis 150)
allwchentlich; das Serum gewann spezifisch rauschbrandwidrige Eigenschaften. Das L.sche
Serum schiitzt das Meerschweinchen in der Dosis von 1 bis 5 eem gegen ein % bis 8 Tage spiter
einverleibtes sicher todliches Virus; auch neutralisiert es das Virus im Mischversuche, nicht dagegen
im Talle, wenn das Serum und das Virus zu gleicher Zeit, doch riumlich getrennt injiziert werden.
Heilende Wirkungen besall das Serum nicht.

Leclainches Serum wirkt stark, und zwar spezifisch agglutinierend. Eine Nummer,
die den Bac. Chauveau bis zur Titergrenze von 1 : 5000 agglutinierte, war auf den Bac. oedematis
maligni auch bei der Verdiinnung 1 :10 unwirksam.

Das Serum spielt eine grofe Rolle in der von L. und V. eingefithrten Impfmethode. Wie
bekannt, empfahlen diese Autoren zuerst die auf 65 bis 70° erhitzten Reinkulturen ffir die Zwecke
der praktischen Immunisierung; sie zeigten, daf die gesunden Rinder 1 com der mitigierten
Réinkultur ohne Schaden zu ertragen verméigen. Werden dagegen verseuchte Herden mit den-
selben Reinkulturen geimpit, dann sind Ausbriiche der latenten Infektion zu erwarten. In solchen
Fillen (verseuchte Bestiinde) empfehlen L. und V., den Tieren zuerst 15 bis 20 ccm des Serums
zu injizieren, und erst in 4 bis 5 Tagen, wenn die latente. Infektion voraussichtlich schon einge-
dimmt, die Injektion des Lebendvirus vorzunehmen.

Unser Arbeitsprogramm basierte auf den Leclainch e schen Feststellun-
gen. Das L.’sche Serum schien uns fiir praktische Zwecke zu schwach zu sein,
da es keinerlei therapeutische Wirkungen besitzt und die Schutzdosis (15—20 cem)
auch in der Praxis uns zu hoch erschien; demzufolge trachteten wir ein Serum da-
zustellen, das den L.schen Hochstwert um ein Mehrfaches iibersteigt. Die ex-
perimentellen Arbeiten, die teilweise von unseren Institutsbakteriologen, den
Herren Dr. Giacomo Grosso, Dr. Viktor Hecht und Leopold
Kalmar, selbstindig durchgefilhrt wurden, filhrten zum gewiinschten Re-

sultate 1).

l.Immunisierung deg Serumspenders: Pferd ,,Arab*.

10. November 1910. 5 eem einer frischen, 24 Stunden-Leberbouillonkultur, aus unserem
Instituts-Rauschbrandstamm gewonnen, dem Pferde in die Jugularvene injiziert. Reaktion = 0.

15. November. 20 cem einer 20 stiindigen Leberbouillonkultur intravends. Den nichsten
Tag geringe Infiltration an der Impistelle; nach 48 Stunden: glatt.

22. November. 30 cem der 20 stiindigen Kultur intravends. Reaktion = 0. Das Serum
agglutiniert nicht.

-29. November. 50 cem der 48 stiindigen Kultur intravends. Reaktion = 0. Zweite Blut-
probe: das Serum agglutiniert bis zu 1 : 40 innerhalb 1 Stunde (mikroskopische Untersuchung).

6. Dezember. 95 cem der 20 stiindigen Kultur, i. v. Reaktion = 0.

13. Dezember. 105 ccm der 48 stiindigen Kultur i. v. Sofort nach der Injektion zeigt die
Bindehaut des Pferdes eine starke Hyperimie, eine gelbliche Fliissigkeit entleert sich aus den

) Die Resultate dieser Untersuchungen wurden von mir in ungarischer Sprache bereits 1911
in Kiirze mitgeteilt, da die wichtigsten Untersuchungen in diesem Jahre zu einem vorldufigen
Abschluf gelangten.
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Niistern, die Atmung wird oberflichlich, sakkadiert und beschleunigt, und die ganze Haut trieft
vor SchweiB. Diese bedrohlichen Symptome (offenbar eine anaphylaktische Attacke) schwinden
allmahlich binnen 30 Minuten. Die Temperaturerhhung des Tieres betrug 0,5° C. Dritte Blut-
probe: Agglutinationstiter =0.

20. Dezember. 100 cem der 20 stiindigen Leberbouillon i v. Dieselben Symptome als am
13. Dezember. Temperaturerhshung wihrend des Anfalles: 0,9° C. Vierte Probe: Titer =1 : 80.

3. Januar 1911. 100 cem der 24 stiindigen Leberbouillon i v. Reaktion = 0.

10. Januar. 125 com- der 24 stiindigen Leberbouillon i. v. Reaktion = 0. Fiinfte Probe:
Titer = 0.

17. Januar. 150 cem der 24 stiindigen Leberbouillon i. v. Reaktion = 0. Sechste Probe.
Agglutination: nach 1 Stunde: Titer 1:80; nach 2 Stunden Beobachtung: 1 :160 =

24. Januar. 150 com der 24 stiindigen Leberbouillon i. v. Sofort nach der Injektion profuse
Diarrhoe. Siebente Probe. 1 :80 nach 1 Stunde schwach, 1 : 160 nach 2 Stunden.

31. Januar. 50 ccm der 4 tdgigen (doch sporenfreien) Leberbouillon. Achte Probe: 1 : 80
in 60" positiv;-1 : 160 in 2 Stunden positiv.

Das Serum besitzt bereits eine antiinfektitse Kraft, denn das Serumtier (behandelt mit 4 cem)
iiberlebt die Kontrolle mit 515 Tagen.

11. Februar. 100 cem der 6 tigigen Leberbouillon. Neunte Probe: 1 :400 in 3 Stunden
ausdriicklich positiv.

Das Serum ist im Tierversuch nicht wirksam; die intraperitondale Injektion von 3 com
sowie 2 ccm im subkutanen Mischversuch: schiitzen nicht. :

21. Februar. 100 cem der 3 tigigen 4+ 50 cem der 10 tigigen Kultur. Diarrhoe. Zehnte
Probe: 1:1000 in 3 Stunden. =

Da die Leberbouillonkultnren (infolge der kurzen Lebensdauer der einzelnen Bazillen) an-
scheinend wenig wirksame Antigene lieferten, gingen wir zur Benutzung der Leber s ¢ i ¢ k bouillon
iiber. Die Rauschbrandbazillen wurden in diesen, entsprechend den T arro0zz1ischen Angaben
hergestellten Medien so lange kultiviert, als die iiberwiegende Mehrzahl der Keime versport war,
sodann wurde nach gehoriger Aufschiittelung bis zur Absetzung der Leberpartikel gewartet, und
die sehr stark getriibte Kultur injiziert. Die von nun an (auch heute) benutzten Rauschbrand-
knlturen waren stets solche aérob kultivierte ,,Leberstiickbouillon‘‘kulturen.

28. Februar. 50 cem 4 tigige Kultur i. v. Reaktion = 0.

11. Mirz. 25 tigi .
1. Mirz. 25 com 16 tigige | y\o0 s o wiltte Probe (Nr. 444).
b0 cem 6 tigige

Die mittels dieser Probe angestellten Versuche wiesen eine iiberaus starke
spezifische Kraft des Serums nach. Fiir die agglut. Versuche erkannten wir
die 30 stiindige Kultur als die geeignetste; arbeitet man nimlieh mit jiingerer,
noch stark fermentierender Kultur, dann stiren die stetig sich bildenden Gasblasen
die Flockenbildung; in &lteren Kulturen hingegen stort die spontane Sedimen-
tierung der Bazillen, die ihre Beweglichkeit eingebiit haben, die Beurteilung des
Agglutinationsvorganges. Bemerkt sei noch, daB die Versuche stets bei 87°, in
kleinen Eprouvetten, angelegt waren. Folgende Tabelle zeigt das Agglutinations-
vermogen der Probe Nr.444:

1:200 in 10’ vollstindige Auflosung,
1:500

1:1000 in 30 " .
1:2000

1

: 4000 in 1 Stunde vollstindige Auflockerung,
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1:10000 inlts Stundenagglutiniert,in8 Stunden Flocken, doch klirte sich die Bouillon

nicht vollsténdig,

1:20000 in 5 Stunden sichere Agglutination.

Grenztiter = 4000.

Daf das Serum spezifische Agglutinine enthilt, konnte an unseren Oedema
malignum-Stdmmen, sodann an unseren andern, teilweise als ,fraglieh* ange-
sprochenen Rauschbrandstimmen nachgewiesen werden. Das Rausch-
brandserum erwies sich indiesen Versuchen, itber die Herr Dr. Grosso
an anderer Stelle ausfiihrlich berichtete, als das heute zur Verfiigung stehende
sicherste Diagnostikum des Rauschbrandbazillus, in-
dem wir mit Hilfe dieses Serums die Zugehorigkeit der einzelnen Stamme mit der
grofiten Leichtigkeit in einigen Minuten zu erkennen vermochten. Das obige
Serum (Nr. 444) agglutinierte zum Beispielunseren Odem-
stamm auch bei 1:10-Verdiinnung iberhaupt nicht.
Dagegen wurde w. a. ein aus rauschbrandverdachtigem Rind-
fleisch geziichteter, aber fiir das Meerschweinehen ganz
apathogener, demnach absolut atypischer Stamm bis
zum Grenztiter agglutiniert und so als Raunschbrand
identifiziert. (Ein von Herrn Dr. Grosso aus Kaninehen gewonnenes
agglutinierendes ,,Odemserum* zeigte analoge, natiirlich reziproke Eigenschaften,
indem es den Rauschbrand ganz unbeeinflubt lieB.) An der Hand dieser Versuche,
auf deren prinzipielle Wichtigkeit hier noch einmal hingewiesen sein mag, ist es
von nun an eine Leichtigkeit, avirulente oder sonst atypische Rauschbrandstamme
von rauschbrandéhnlichen Keimen sicher auseinanderzuhalten.

Oben erwihnten wir, daf das Leelainch e sche Rauschbrandserum bis zum
Titer von 1 : 5000 agglutinierend war; unserem Serum Nr. 444, dessen Kraft bis
zu 1 :20 000 reichte, miite demnach eine den Lieclainceh ¢ schen Angaben

entsprechende antiinfektiose Kraft zukommen.
Versuchstier Nr. 125, 200 g. Meerschweinchen erhélt 8 cem Serum subkutan; den nichsten
Tag 0,15 Kultur in den Schenkelmuskel: tot in 48 Stunden. Typischer Rauschbrandbefund.
Meerschweinchen Nr. 126. 200 g Kontrolle: tot in 20 Stunden. Typischer Befund.

Das negative Resultat dieses Versuches muBite in den ungiinstigen Verhélt-
nissen des Experimentes eine Erklarung finden. Die Leclainch esche Me-
thode (Serum subkutan, sodann in 24 St. Virus intramuskular) kann heute nicht
mehr als rationell angesehen werden. Die Theorie der Immunitat lehrt ja heute,
daB die Antikorper auf nichts anderes wirken als auf ihre entsprechenden
Antigene, demzufolge widerstrebt es unseren heutigen Kenntnissen, das Serum
vor der Infektion dem Tiere einzuverleiben und nun zu warten, bis dieresorbierten
Antikorper allméhlich an den Infektionsherd gelangen: wenn die Mischung ,,Serum
+ Virus** auch auBerhalb des Tierkorpers (v or der Infektion) vonstatten gehen
kann. DaB die Leelainechesche Titrierungsmethode auf dem Prinzipe der
zeitlich und raumlich getrennten Injektion von Serum und Virus sich aufbaute, mag
seine Erklirung in der Tatsache finden, daB zur Zeit seiner ersten Rauschbrand-
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arbeiten die franzdsische Schule noch an irgendwelche, den ganzen Tierkorper
betreffende Serumwirkung glaubte, weshalb es auch ganz logisch schien, den
Organismus mit den Antikrpern zu ,,impréignieren*, bevor man die eigentliche
Infektion vornahm. Heute, bei den bekannten guantitativen Relationen zwischen
Antigen und Antikorper, erachten wir bloB jene Titrationsmethoden als logisch
aufgebaut, die — wenn es nur statthaft — mittels direkter Mischungen von Antigen
+ Antikorper arbeiten. Wir erinnern an dieser Stelle u. a. an die Wertbestim-
mungsmethoden des Schweinerotlaufserums, die an Exaktheit den bekannten
Antitoxinbestimmungsmethoden wenig nachstehen.

Gleich unsere ersten Versuche ergaben ganz regelmifBige Schutzbefunde. Zum
Beispiel :

Meerschweinchen Nr.433. 400 g schwer, erhiilt eine Mischung von 3 cem des 444.
Serums 0,15 Virus (7 tigige Leberstiickbouillonkultur). Die Mischung stand 15’ bei
Zimmertemperatur, damit die Verankerung der Antikorper wohl stattfinde, dann wurde dieselbe,
in 2 Teile geteilt, dem Tiere in beide ‘Schenkel injiziert.

Resultat: reaktionslos. Das Tier bleibt am Leben.

Meerschweinchen Nr. 134, 450 g, als Kentrolle. Statt des Serums 3 com Bouillon
0,15 Virus; sonst wie Tier Nr. 133.

Resultat: tot in 24 Stunden. Typischer Rauschbrandbefund.

Diesen Priifungsmodus behielten wir bis heute bei; der.einzige Unterschied

ist, daB wir heute, wo die ranschbrandfeindliche Kraft des Serums viel groBer ist
und wir dementsprechend vom Serum in den Priifungsversuchen blof Zentigramme
benitigen, die Mischung nicht in zwei Teile geteilt injizieren, sondern in toto ver-
wenden. :
Als antiinfektitsen Titer des Rauschbrandserums
bezeichnen wir jene geringste Serummenge, die eine in
36 bis 40 Stunden todliche Virusmenge im Mischversuch
und beiintramuskuldrer Zufuhr glatt zu neutralisieren
vermag.

Die Austitrierung des obigen Serums Nr. 444 ergab folgendes Resultat :

Nr. 136, 200 g Mschw.: 2 cem Serum (mit 1900 Diafterin konserviert) -+ 0,15 Virus = lebt

Nr. 135, ,  » » 1 com s 1, » » + 0,15 Virus = lebs
Nr. 138, , , :0beem . 1, » " -+ 0,15 Virus = lebt
Nr.139, ,, , . +0lcem » 1, » ” + 0,15 Virus == tot
in 48 Stunden
Nr. 137, 250 ,, » als Kontrolle: 1}/2cem 1900 Diafterin Lésung + 0,15 Virus = tot

in 32—35 Stunden.
Die am 23. Mérz entnommene Blutprobe ergab folgende Daten (Serum Nr. 446):

Agglutination: 1: 1000 = in 30" komplette Aggl.
1: 5000 =in 30" starke Aggl., in 8 Std. vollstindig sedimentiert,
1:10000 = in. 3 Std. starke Aggl.,
1:20000 = in 3 Std. starke Aggl.,
Schutzwert: Nr. 188 bis 500 g Mschw.: 2 cem Serum + 0,25 Virus = lebt,
(nicht austitriert) Nr. 139 bis 450 g Mschw.: 2 cem Bouillon + 0,25 Virus: tot in 32—36 Std.

Virchows Archiv f. pathol. Anat. Bd.213. Hit. 2/3. 19
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Die am 30. Mirz entnommene Blutprobe (Nr.447) ergab als Agglutina-
tionswerte:

1: 2000 =in 15’ totale Agglutination;

1: 5000 =in 15" starke, in 15" fast totale Agglutination;

1:10000 = in 15" keine, in 45" sehr starke, in 114, Stunden fast komplette Agglutination.

Das Serumpferd steht seitdem ununterbrochen unter Beobachtung; es lieferte
innerhalb einiger Wochen (bis Ende April 1911) bereits ein tiberaus starkes Serum,
das den Titerwert von 0005 bis 0,01 erreichte. Seither wurde es
ungefahr alle 2 Monate mit intravendsen Nachimpfungen von 50 bis 100 cem be-
handelt, und das Serum behielt seinen hohen, bisher durch keinen Serologen auch
anundhernd erzielten Hochwert mit geringfiigigen Schwankungen bei. Die folgende
Zusammenstellung wird die Bestédndigkeit des Serums klar beweisen; bemerkt sei,
daB wir seit ungeféhr 2 Jahren mit einem starken Virus arbeiten, von dem 0,02 bis
0,05 bereits die in 36 Stunden tddliche Menge reprasentieren.

0 Jl\?i[lgixat Serum Nr. Aggf)l?ll‘gijttiin Schutztiter |Virusmenge
1911. X. 477 + 478 |1: 10000 nach 30’ 0,01 0,02
0,02 0,05
, XIL | 486488 |1: 10000 , 0,01 0,05
» X1 1 4854 487 |1: 20000 , 0,01 0,05
1912. Lu.IV.] 4914 504 {1: 10000 nach 10! 0,02 0,02
» V. 505 + 07 |1: 10000 , 0,01 0,02
. V. 508 1: 100nach 48] 0,01 0,02
., VL | 510+511 {1: 1000nach 18t] 0,02 0,01
» VL 512 1: 20000 nach 30’ 0,01 0,02
» VIIL 513 + 514 j1:200000! (30") 0,01 0,02
” VIIL 520 1: 20000 in 30’ 0,01 0,03
” VIL | 521 + 522 {1: 20000 in 30 0,02 0,03
. IX. 525 1:200000 in 10’ 0,05 0,03
, X 528 1:200000 in 10’ 0,01 0,03
, X 529 -- 530 [1:200000 in 10/ 0,01 0,03

Aus der Tabelle ist zu ersehen, daB wir das Serumtier unsehwer auf dem Serum-
hochstwert erhalten konnten; gleichzeitig erhielt sich der Agglutinationstiter ziem-
lich hoch. Zwischen den beiden Werten ist keine Kon-
gruenz vorhanden ; ein schwach agglutinierendes Serum (Serum Nr. 508)
mag im Schutzwert den hochstagglutinierenden (z. B. Nr. b78) gleichkommen.
(Beildufig bemerkt, besalien einzelne Serumnummern einen ganz auBerordentlich
scheinenden, doch mittels der Kontrollen als sicher erwiesenen Agglutinationswert;
vgl. Nr. 5056 4507, sodann 525 bis 530.)

Die RegelméBigkeit unserer Titriermethode lieB nichts zu wiinschen iibrig;
im Laufe der iiber viele Hunderte von Versuchstieren sich erstreckenden Aus-
wertungen kam es im ganzen vielleicht drei- bis viermal vor, daf Tiere mit geringe-
ren Serummengen am Leben blieben, wo ein htheres Serumquantum keinen kom-.
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pletten Schutz ausloste: in solchen Fallen wiederholten wir die Reihe, die dann
stets ein rationelles Krgebnis zeitigte. Bei der bemerkenswerten Konstanz des
Rauschbrandvirus — die eine natiirliche Folge der Konstanz ihrer Komponenten:
Sporen + Gifte bildet —, war die Schutzbestimmung desto leichter, als ein und
dasselbe Virus, in Phiolen eingeschmolzen, wochen-, ja monatelang in der gleich-
bleibenden Menge als Kontrollvirus angewendet werden konnte.

Uber die Wirkungsweise des Serums.

Unser Rauschbrandserum ist als ein bakterizides zu
erachten. Diese Tatsache konnte mit Leichtigkeit erkannt werden. Stellten
wir némlich behufs Agglutinationstitrierung die gewdhnliche Verdiinnungsskala
ein, fiel es bereits in unseren ersten Versuchen auf, daB — bei hochwertigen Seren —
die Agglutination in den ersten Rohrchen nicht so lange bemerkbar war, als in den
stérkeren Verdiinnungen. Bei Seren z. B., deren Agglutinationstiter bei 1 : 20 000
liegt, werden die Rohrchen 1 : 10 oder 1 : 50 bereits nach 2 bis 3 Stunden wieder
fast klar, wo die Rohrchen 1 : 1000 oder 1 : 10 000 komplette Ausflockung zeigen.
Wir dachten zuerst, daB es sich um ein Aufgelostwerden des gebildeten Prizipitats
im iiberschiissigen Serum handelt, wie dies fiir viele Préizipitate bekannt ist, doch
zeigte die mikroskopische Untersuchung, daB sich hierbei eine sehr klare Bakterio-
lyse abspielt. Wird nimlich eine derart fast aufgehellte Serum- + Kulturprobe
am Objekttriger mit L 6 ff1lers Blau gefarbt, dann zeigt sich, daB die Bak -
terien ihre Farbbarkeit fast vollstindig eingebiifit
haben Man sieht Uberginge von spérlichen, noch wohl farbbaren Stibchen
zu polgefirbten oder bloB gefarbte, unregelmifBig geformte Schollen zeigenden
Bazillen; endlich bemerkt man ungefirbte oder blo8 blafBblau tingierte Hiillen,
die bloB mittels Fuchsinnachfirbung als soleche sicher erkannt werden.

Diese Bakteriolyse stellt sich nach Benutzung eines frischen Serums am
raschesten ein, doch kann dieselbe auch mittels alter, z. B. mit Diphtherin kon-
servierter Seren, wann immer in vitro dargestellt werden, wenn man dem Serum

“etwas frisches Meerschweinchensernm zusetzf. Diese Tatsache weist aber darauf
hin, daB die bakterizide Wirkung des Rauschbrandseruims
dem Bordetschen Typus entspriecht. Durch Bindungsversuche
146t sich leicht zeigen, da das Rauschbrandserum einen sich in typischer Weise
an die Bazillen verankernden und hernach mit Hilfe des Komplements wirksamen
Ambozepter besitzt. _

Die Bakteriolyse spielt aber im Meerschweinchen-
versuch gar keine Rolle. Der Schutz ist namlich auch fiir solche
Virus ausgesprochen, die — als alte, versporte Kulturen — fast gar keine lebens-
fahigen Bazillen mehr enthalten, sondern neben abgestorbenen Bazillenleibern —
und natiilich den gelosten Produkten — bloB aus lebensfahigen, freien Sporen
bestehen. Trotz daranf hingerichteter Untersuchungen konnte nur eine spori-
zide Wirkung des Serums nicht nachgewiesen werden. Demzufolge miis-

19*
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sen im Tierkorper andere Wirkungen zur Geltung kommen als die direkte Bak-
terizidie. Diese Wirkungen konnen in vivo in direkter Weise nachgewiesen werden,
indem man die Infektionsstelle etwa 6 bis 8 Stunden nach der Injektion pungiert
und die mittels Kapillaren entnommene rotliche Fliissigkeit auf Sporen firbt. M an
erhdalt die schonsten Phagozytosebilder: in manchen Leuko-
zyten sicht man bis zu b bis 6 eingeschlossene Sporen, die sich vom blauen Zelleib
lenchtendrot abheben. Das Bild ist ein dhnliches, wie es von Vaillard und
Vincent inihren bekannten Tetanusstudien zum ersten Male beschrieben wurde,
als ,,Phagozytose der toxinfreien, gewaschenen Sporen‘:.

Das weitere Schicksal der phagozytierten Sporen wurde von uns nicht verfolgt:
es wiirde sich gewifl lohnen, durch entsprechende Versuche nachzuweisen, ob es in
unserem Falle zu einer dhnlichen Verschleppung und Deponierung der Sporen in
den bekannten phagozytiren Organen (Milz, Knochenmark, wohl auch Leber)
kommt, wie dies betreffs der kiinstlich giftfrei ausgewaschenen Tetanussporen
von der franzosischen Schule gezeigt wurde. Finzelne Beobachtungen weisen
darauf hin, als ob die Sporen bloB allmahlich abgetitet werden; in der Tat sahen
wir einigemal ritselhafte, todliche Rezidive nach 10 bis 20 Tagen, mit nega -
tivem lokalen Befund, einigen charakteristischen Keimen an der unteren Leber-
oberfliche und sehr starker Kachexie, die blo durch ein Wledererwa,chen der
verschleppten Keime zu erkléren sind.

Unser Rauschbrandserum bedingt im Meerschweinchenkorper unzweifelhaft
eine Forderung der Phagozytose. Wiec kommt nun diese Wirkung
zustande? Allenfalls dureh Neufralisation von gelosten Stoffen, die als Triger
der Giftwirkung die Phagozytose sonst behindern. Als solche Stoffe kommen
in Betracht: a) Séuren, hauptsichlich Milehstiure; b) geloste, giftige Proteinstoffe;
¢) echte Toxine, von Schattenfroh-GraBbergerschem Typus. Da die
mittels Sodalosung neutralisierte Kultur 1) dureh das Serum in demselben Mengen-
verhiltnis beeinfluft wird, als die native Kultur, kann der Angriffspunkt der
Serumwirkung bleB in den giftigen Proteinen und echten Toxinen gesucht werden.
Diese Erwigungen filhrten uns zu der Fragestellung, ob die 16s-
lichen Kulturprodukteiitberhaupt vonunserem Rausch-
brandserum beeinflut werden?

Zur Beantwortung dieser Frage wurde unsere Testkultur scharf abzentrifugiert
und mit dem.Serum in wechselnden Mengenverhiiltnissen versetzt. Gleich die
ersten Versuche fithrten zur Erkennung einer stark préazipitierenden
Wirkung des Serums. Dies Prazipitiervermégen, das iibrigens von Herrn Dr.
V. Heeht in einer Sonderarbeit (Ztbl. £ Bakt. 1913) eingehend untersucht und
beschrieben wurde, ist nicht bloB den nativen Kulturprodukten, sondern auch den

1) Die in Leberstiickbouilion gewachsene Rauschbrandkultur reagiert stark samer. 100 cem
Kultur besitzen einen Sauregrad, entsprechend 7 bis 8 com normal Salzsiure. Durch Neu-
tralisation mittels Lauge oder Soda erhght sich der Dosis letalis-Wert ganz betrichtlich,
was aut die pathogenititiordernde Wirkung der Siure klar hinweist.
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auf 100° erhitzten Kulturextrakten sowie Kochextrakten aus frischem sowie ge-
trocknetem rauschbrandigem Muskelfleisch, endlich Kochextrakten aus den soge-
nannten Lyoner Vakzinen gegeniiber spezifisch wirksam. Durch die Siede-
hitze kommt es allerdings zu einer bedeutenden Verminderung der wirksamen Pri-
zipitinogene, so daB der Schuittversuch — zur Demonstrierung der ,,Thermo-
prézipitine* im Sinne Ascolis — mit Kochextrakten bloB mit unverdiinntem
oder einhalb verdiinntem Serum wohl gelingt, wo mit {iberhitzten Filtraten auch.
auf Y, oder Y/, verdiinnte Seren innerhalb einiger Minuten AnlaB
zu einer prachtigen Ringbildung geben. ‘

Wie man der partiellen Kochbestéindigkeit der Prizipitinogene bezw. der
Wirksamkeit des Rauschbrandserums gegeniiber den bei 100° noch in Losung
bleibenden Kulturstoffen gegebenenfalls nachforschen soll, ist aus folgender Tabelle
ersichtlich.

Material Herstellungsweise des Extrakts Uber:;;i};l.chtet Resultat
48 stiindige Leberstiick- 5 bei Siedehitze, dann durch| /1 Serum | in 2" ++
bouillon feuchte , Barytfilter® bis zur
Klarheit filtriert. 155 Serum in 10" +
Altes, trockenes (gepulver- |t g in 10 cem 1%0 CiNa-Losung 5’| %1 Serum | in 10" +
tes) Rauschbrandfleisch bei Siedehitze erhitzt, dann wie| -
“oben 15 Serum | in 60" -+
Trockenes ,Lyoner Gepulvert, dann )/2g in 10cem 1°%0| /1 Serum | in 10" +
Vakzin“ CiNa-Lésung 5 erhitzt etc. s Serum | in 60" —

Die spezifisehe Affinitéat zwischen den koktosta-
bilen Rauschbrandstoffen und den Prézipitinen des
Rauschbrandserums ist mit diesen Versuchen klar erwiesen.
Da aber Rauschbrandkulturen trotz langer dauernder (z. B. 2 bis 3 Stunden bei 75°)
Erhitzung ihre Pathogenitit beibehalten, muB — bei der bekannten Labilitat der
echten Toxine — es als wahrscheinlieh gelten, daB es nicht Toxine sein
kénnen, von denen die pathogenen Fahigkeiten einer
Rauschbrandkultur abbingig sind Vielmehr muB man anneh-
men, da die Pathogenitdt in innerem Zusammenhange
mitdenvonunsimPrazipitationsversuchnachgewiese-
nen, nicht blof thermo- sondern (wenigstens partiell) auch
koktostabilen, prot'eina,rtigen Stoffen steht: und in der
spezifischen Beeinflussung dieser giftigen Proteine
liegt u. E. das ganze Wesen der Serumwirkung.

Die Affinitdat der addquaten Antikdrper zu den ge-
losten Kulturstoffen kann auch mittels der Komplementhin-
dungsmethode dargetan werden. Wir arbeiteten stets mittels jener Ka-
pillarmethodik, die ich seit Jahren fiir derartige Versuche anwende und die ich
in meiner Syphilisarbeit (Wien. klin. Wschr. 1908) ausfiihrlich beschrieben habe.
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Ein diesbeziigliches Protokoll soll die Bindungsverhaltnisse in tabellarischer Form
vorfiihren.

Versuch am 20. Juli 1918, Seren Nr, 472 (Titer = 0,01), Nr. 456 (Titer = 0,02), Nr. 464
(Titer = 0,03). Komplement: frisches Meerschweinchenserum ,,Antigen: ganz blank zentri-
fugierte alte Kultur, auf Y/, mit Bouillon verdiinnt; nach 1 Stunde bei 37° wurden die Gemische
mittels ,, Kaninchenserum contra Pferdeblut” auf freies Komplement gepriift. Die Hamolysindosis
war stets: die in 10" bei 879 total hiimolysierende Menge. Die Abmessung der zu vermengenden
Quantititen geschah mit der von mir angegebenen, winkelartig gebogenen, gedichten Pasteur-
pipette, deren ein Teilstiick 0,01 cem entsprach. Die benutaten Eprouvetten sind 15 mm lang,
mit einer lichten Weite von 3 mm.

Die allgemeine Formel des Versuchs ist folgende:

5 Cl Na-Losung +2 Antigen -+2 Serum 41 Komplement
1 Stunde bei 37°, dann Hamolysin - Pferdeblutkérperchen.
Das Resultat ist aus der folgenden Tabelle ersichtlich.

] Komplement-
Serum 1ig 1z 11 2/ bindungs-
grenztiter
(river 001 | Pipse | 0 Lyse 0 Lyse | 0 Lyse >
456 Spuren von
(Titer 0,02) starke Lyse Lyse 0 Lyse 0 Lyse 1
464 Komplette | sebr starke | sehr starke 0L 9
(Titer 0,03) Lyse Lyse Lyse yse “
%{)otIl{a(il%t:e(;]lll% Komplett Komplett Komplett Komplett 0
2) Kontrolle:
Doppelte An- Komplett
tigenmenge

Besondere Versuche zeigten die absolute Spezifitat des Kom-
plementbindungsvermogens. Obige Tabelle zeigh auch eine be-
merkenswerte Parallele zwisehen — durch Tierversuche ermittel-
tem — Schutzwert und Komplementbindungsvermogen,
die vielleicht, wenn das Vergleichsmaterial umfangreicher wird, zu einer einfachen
und in vitro durchfithrbaren Werthestimmungsmethode des Rauschbrandserums
fithren wird.

Das Budapester Rauschbrandserum sei hiermit der Offentlichkeit iibergeben.
Aufgabe der Fachminuner ist es, einerseits die hier mitgeteilten theoretischen Be-
funde zu iiberpriifen, anderseits aber Schutz- und Heilversuche in der Praxis an-
zulegen, um festzustellen, ob das Serum den in den einleitenden Satzen nieder-
gelegten Anforderungen entspricht. Uber unsere diesbeziiglichen giinstigen Er-
fahrungen werden wir in einer veterindrwissenschaftlichen Fachsehrift berichten.

SchlubBsatze.

1. Durch intravendse Immunisierung des Pferdes mittels Rauschbrandkulturen
ist ein hoehwertiges Serum zu erzielen.

1) Schutztiter: im Meerschweinchenversuch festgestellt.
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2. Das Serum enthélt Agglutinine, die bis zu sehr hohen Verdiinnungen die
Rausehbrandbazillen in spezifischer Weise agglutinieren. Die Spezifitdt kann zur
Identifizierung der Rauschbrandbazillen benutzt werden.

3. Das Serum enthélt spezifische Prézipitine, welche die gelosten Kultur-
proteine ausflocken. Diese Proteine sind teilweise koktostabil.

4. Das Serum ist stark bakterizid; die bakteriziden Stoffe entsprechen dem
komplexen Typus (Ambozeptor 4 Komplement). Die Bakterizidie spielt sich unter
dem mikroskopischen Bilde der Lyse ab. Sporen werden nicht aufgeldst.

5. In geeigneten Dosen mit der letalen Kulturmenge gemischt, wird das Virus
vollstandig neutralisiert. Die erzielten stérksten Sera besafen einen Sehutztiter von
0,005 bis 0,02 cem, wobei als Schutztiter jene kleinste Serummenge bezeichnet
wurde, die mit der in 36 bis 40 Stunden bei intermuskulirer Zufuhr fiir Meer-
sehweinchen sicher todlichen Kulturmenge gemischt; dieselbe neutralisiert.

6. Dieses Schutzvermogen wird nicht durch Bakteriolysine bedingt, da das
Serum auch gegen alte, vollstindig versporte Kulturen wirksam ist. Vielmehr ist
es anzunehmen, daf durch das Serum geloste, proteinartige, giftige Kulturstoffe
niedergeschlagen, bezw. neutralisiert werden. Diese Stoffe, als thermostabile und
teilweise koktostabile, konnen nicht echte Toxine sein.

7. Mit gelosten Kulturstoffen vermengt, vermag das Serum das Komplement
in spezifischer Weise zu binden. Dies Vermdgen ist dem Schutzwert annihernd
parallel.

XX1I.

Uber Veriinderungen der Knochen bei Infektionskrank-

heiten im Kindesalter.
(Aus dem Pathologisch-anatomischen Institute Nr.II in Budapest.)

Von

Dr. A. Fehér.
(Hierzu 8 Textfiguren.)

Nachfolgende Untersuchungen, welehe ich an Knochen von an Infektions-
krankheiten verstorbenen Kindern anstellte, bezweckten die pathologischen Ver-
anderungen, die bei diesen Krankheiten auch in den Knochen sich abspielen, fest-
zustellen und namentlich zu untersuchen, ob diese Veréinderungen iiberhaupt und
inwiefern mit der Rachitis Beziehungen haben.

Daf} die Infektionskrankheiten auch in den Knochen Vertinderungen hervor-
rufen, ist schon lange bekannt. Die chronologische Anfithrung der gesamten dies-
beziiglichen Literatur soll hier unterlassen werden.

Erwihnt seien nur von den &lteren Untersuchungen die von Chiari, der bei Variola
auch in den Knochen Entziindungsherde und Nekrosen fand und die er fiir spezifisch hielt.



