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I. Versuch der ibsiittigung yon Kaninchen-intiseren gegen autologe, 
w~i0rige Antigen-Extrakte verbrannter Kaninchenhaut 

mit Bakterien aus den autologen verbrannten IIautstellen 
und Antigen-Extrakten 

In  frfiheren Untcrsuchungen konnten ttA~r]~R~AZU~ u. Mitarb. (1963) bei um- 
schriebenen Hautverbrennungen an Kaninchen den Nachweis yon agglutinieren- 
den und komplementbindenden AntikSrpern gegen einen w/il3rigen Extrakt  aus 
verbrannter Kaninchenhaut erbringen. Nach intradermaler Injektion diescr 
Extrakt-Antigene fanden HAFE~:AMP u. Mitarb. (1965) bei verbrannten Kanin- 
chen auch eine t~eaktion yore verzSgerten Typ. Sie konnten die Bereitschaft zu 
dieser verzSgerten Reaktion mittels lebensf/~higer lymphoider Milzze]len auf 
gesunde Tiere fibertragen. Unklar war jedoch die Natur eines eigentlichen Ver- 
brennungsantigens in einem solchen Extrakt,  dessen Entstehung JEA~JEAN und 
SIlUO~A~T (1962) auf eine bakterielle Infektion der Verbrennungswundc zurtick- 
fiihren. 

Nach ALLGSW~ und SIEGnIST (1957) ist die haufigste Sp~ttodesursache bei 
Verbrennungen eine Septicopy/~mie. Als Ursache hierfiir wird aber yon BvRnI 
und ALLG6W]~R (1965) die Sch/idigung der AntikSrper bildenden St/~tten in der 
Leber und den reticuloendothelialen Zellen durch cine Summation toxischer 
Faktoren angesehen. 

Diese Unklarheiten veranlal~ten uns, die serologischen Untersuchungen an 
verbrannten Kaninchen zu wiederholen und znn/ichst einmal zu versuchen, die 
AntikSrper gegen den Extrakt  aus verbrannter Haut  mit solchen Bakterien abzu- 
s/~ttigen, die yon den verbrannten Hautstellen nnd arts den Antigensuspensionen 
(Extrakt-Antigenen) gezfichtet werden konnten. Sollten die Antiseren von den 
verbrannten Kaninchen tats/~chlich ausschliel~lich gegen bakterielle Antigene aus 
der Verbrennungswunde gerichtet sein, die auch im Extrakt-Antigen aus diesen 
Wunden vor]iegen wfirdcn, so diirfte nach dieser Abs/ittigung keine Reaktion 
zwischen den Antiseren yon verbrannten Kaninchen mit dem Extrakt  aus ver- 
brannter Kaninchenhaut mehr stattfinden. 

Methodik 
1. Verbrennung 

Bei l0 K~ninehen (Tier Nr. 701--710; Zucht, Gewicht und Fiitterung aller Versuchstiere 
wie bei I-IAFElCKAMP U. 31Iitarb., 1963) wurden auf dem Rficken und an den Flanken insgesamt 
15--18% der KSrperoberfliiche nach der 1963 yon I-IAF~KA~P et al. angegebenen Methode 
verbrannt. Das histologische Bild mit den bis in die Subcutis reichenden Coagulationsnekrosen 
entspraeh dem einer Verbrennung 3. Grades. Zur Antigenherstellung diente ein zus~i.tzlich 
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am reehten I-Ihlterlauf verbranntes und 24 Std danach operativ entferntes Hautstfick. Als 
Kontrollantigene wurden Extrakte aus 24 Std vorher mit einer Zange bis zur lqekrose ge- 
quetschter (Tier Nr. 711--713) sowie aus normaler (Tier l~r. 714--715) Kaninchenhaut 
verwandt. 

2. Antigenherstellung 
Zuerst wurden die auf - -38  o C tiefgefrorenen verbrannten, gequetschten und normalen 

Hautstficke durch eine X-]?resse (Fa. Biox, Nacka, Sehweden) mit  einem I)ruck yon 15~20 atfi 
pro cm ~ gel)reSt, wodurch eine maximale ZerreiBung des Gewebes und eine Er5ffnung der 
Zellen erreicht wird. AnschlieBend wurde wie bei I-I~E~K~M~ et al. (1963) verfahren. Am 
Eiweil]gehalt gemessen (zwischen 788 und 289 mg-%) waren die einzelnen Antigenkonzen- 
trationen wesentlich starker als bei den frfiher durchgeffihrten Untersuchungen. 

3. Serologischer AntikSrpernachweis 
Serumproben der Kaninchen (Tier Nr. 701--713) wurden sowohl vor der Verbrennung 

bzw. Quetschung a]s auch am 1., 2 ,  4 ,  8 ,  20,  36. und 64. Tag nach der Traumatisierung 
entnommen und mit Hilfe der passiven ttiimagglutination nach Bou in der Modiiikation 
yon ST~V~TZKu (1954) mit  der hierbei fiblichen Beurteflnng der Agglutinationsbflder am 
Grunde der ReagenzrShrchen au~ Antik5rper gegen die w~Brigen Extrakte (Antigen) aus 
verbrannter, gequetsehter und normaler Haut  untersucht (Methodik, Kontro]]en und Ver- 
suchsanordnung sonst wie bei I-Lt~RK~m" eta].,  1963), wobei jedes Serum mit den Verbren- 
nungsantigenen des gleichen Tieres, yon dem das Serum stammte, reagierte. 

4. Blut- und Hautkulturen der verbrannten Tiere 
Von den vor und am 1., 2., 4., 8., 20,  36. und 64. T~g nach der Verbrennung entnommenen 

Blutproben wurden jeweils 8--10 Tropfen in 18 ml Todd-Hewitt-Brfihe (DIFCO) 18 Std bei 
37 o C inkubiert. Gleiehzeitig wurden an den oben erw~hnten Tagen nach der Verbrennung 
yon den verbrannten Hautstellen Abstriche gemacht und auf einer 7 % defibriniertes Schafb]ut 
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Abb. 1. Bakterielle Besiedlung der verbrannten 
tfautbezirke in den ersten Tagen nach der Ver- 
brennung am Beisl)iel der Staphylokokken 
und der u-h~molytischen Streptokokken. Die 
Zahlen 1--3 auf der Ordinate ents!Orechen den 
verschliisselten Mengenangaben: 1 1--3, 

2 4--20, 3 21--50 Xolonien aui der Blut- 
Agar-l~latte 

(SMIT~, 1965) enthaltenden Agar-Platte ausge- 
strichen. Um eine ungef~ihre Aussage fiber die 
Quantit~t der bakteriellen Besiedlung der ver- 
brannten Itautstellen machen zu k5nnen, wurde 
die Anzahl der auf den Blut-Agar-Platten an den 
jeweiligen Tagen gefundenen Kolonien festgestellt 
nnd folgendermai~en bewertet: 1 = 1--3, 2 = 4---20, 
3 ~ 21--50, 4 ~ 51--100, 5 ~ fiber 100 Kolonien. 

Auch die w~Brigen Extrakt-Antigene der ver- 
brannten, gequetschten und normalen t t au t  wurden 
auf ihren Bakteriengehalt geprfift. 5--10 Tropfen 
jeder Antigensuspension wurden in 10 ml Thio- 
glykolatbrfihe inoculiert und fiber l~aeht bei 37 o C 
incubiert. Bei Bakterienwachstum wurden zun~chst 
Unterkulturen auf B]ut-Agar- und Phenolrot-Agar- 
1)latten ange]egt. Soweit notwendig, wurden weitere 
Unterkulturen auf Spezialnghrb5den mit  den ver- 
sehiedenen l%outineuntersuchungen durchgeffihrt. 

Bakteriologischer Be/und. Bei den zahlreichen Blutproben lieBen sieh vor und nach der 
Verbrennung keine Bakterien naehweisen. In  den Abstrichen yon der verbrannten Haut fanden 
sieh u-h~molytische Streptokokken, Staphylokokken (zum Tefl eoagulasepositiv, in der 
Mehrzahl jedoeh coagulusenegativ) und gelegentlieh aueh eoliforme Mikroorganismen. Wie 
aus der Abb. 1 hervorgeht, war die Anzahl der gefundenen Kolonien in den ersten Tagen 
naeh der Verbrennung gegenfiber der vor der Verbrennung geringer. Die Besiedlung der ver- 
brunnten t Iaut  nahm dann bis zum 8. Tag zu, an dem sie meist den Ausgangswert wieder 
erreiehte. AuBerdem zeigte es sieh, dab in den ersten Tagen huupts~ehlich Staphylokokken 
yon der verbrannten I-Iaut kultiviert werden konnten und dal~ sich erst nach einigen Tagen 
wieder ~-h~molytische Streptokokken und coliforme Mikroorganismen in grSl]erer Anzahl 
fanden. In  4 yon 10 Extrakt-AntigenlSsungen waren ebenfalls ~-h~molytische Streptokokken, 
Staphylokokken und coliforme Organismen in geringer Anzahl vorhanden. 



l~ber die Bildung und Bedeutung antibakterieller Antik6rper nach Verbrennung 329 

5. Nachwei s  yon antibakteriellen An t i k6rpern  in den Kaninchenseren  

a) Indirekte Methode yon CooNs und KAeLA~. u-hgmolytische Streptokokken und coagu- 
lasepositive Staphylokokken, die yon der verbrannten Kaninchenh~ut isoliert worden waren, 
wurden auf Objekttr~gern ausgestrichen und mit den vor und nach der Verbrennung ent- 
nommenen Serumproben iiberschiehtet. Entsprechend dein indirekten Immurffluorescenz- 
verfahren bzw. der sogenannten Sandwich-Methode wurde auf die derart vorbehandelten 
Ausstriehe ein mit FIuoreseeinisothiocyanat markiertes Schaf-Anti-Kaninchen-y-Globulin- 
Conjugat aufgetragen. Es wurden Kaninchenserum-Verdiinnungen 1 : 5, 1 : 10, 1 : 20 und 
1 : 50 gepriift (Methodik s. ]3Etrw~E~, 1961). 

b) Ca~)illartest nach L• AIS Prgeipitinogen diente ein nach der Methode yon 
LANCEFIELD (1928) gewonnener Extrakt aus einem yon der verbrannten Kaninchenhaut 
isolierten, coagulasepositiven Staphylokokkenstamm. Der Pracipitintest wurde entsprechend 
dem yon SWlF% WILSOZ~ und LANCEFIELD (1943) ~ngegebenen Verfahren durchgefiihrt. 
Alle an den oben angegebenen Tagen entnommenen Serumproben wurden untersucht. 

6. Absorp t ion  der Seren mi t  den ge/undenen Bakter ien  
Die yon der verbrannten Haut der Kaninchen (Tier Nr. 701--710) sowie aus den Antigen- 

15sungen isolierten Staphylokokken wurden in 200 ml tryptie soy broth (DIFCO), die ~-h~tmo- 
lytisehen Streptokokken in 330 ml Todd-Hewitt-Briihe und die Colibakterien in 200 ml 
Extraktbriihe 18 Std bei 37 ~ C kultiviert, das Sediment 3 • in physiologischer Kochsalz- 
15sung gewaschen und ansehliel3end im Wasserbad bei 560 C inaktiviert. Danach wurden die 
inaktivierten Staphylokokken, Streptokokken und Colibakterien in physiologischer Koch- 
salzlSsung suspendiert, zu einem Gemiseh vereinigt und zu gleichen Teilen in 15 Zentrifugen- 
rShrchen/ibertragen. Zur Absorption gelangten die l0 Seren vom 20. Tag und die 5 zu einem 
Pool vereinigten Seren yore 2,  4,  8., 36. und 64. Tag aller verbrannten Tiere 701--710. 
Je 3 ml dieser Seren wurden mit dem Sediment der oben beschriebenen Bakteriensuspen- 
sionen zusammengebracht und 2 Std unter gelegentliehem Umschiitteln bei 37 o C ins Wasser- 
bad gestellt. Danaeh wurden die Bakterien abzentrifugiert und mit allen Proben die passive 
Ilamagglutination nach BOYDEN wiederholt. Die absorbierten Seren wurden ebenfalls mit 
der indirekten Methode nach Cooz~s und KAPLA.W (S. unter 5a) auf ihren AntikSrpergehalt 
gegen Streptokokken und Staphylokokken iiberpriift. 

Ergebnisse 
Bei den 10 v e r b r a n n t e n  K a n i n c h e n  liel3 sich mi t  der passiven Hgmagglu t ina t ion  

nach BOYDEN eine Ant ikSrperbi ldung gegen einen Ex t r a k t  aus der eigenen ver- 
b r a n n t e n  Bei der Beobachtung der Ant ikSrperbi ldung im I-laut nachweisen. 

~/../ooo 
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/ 
! 

112/r o ~ 20 
~g #er Verbrennung 

i \ \  

" \ \  \~3,g)~ ~ ~ s  ~ 

38 
lage nach der Yerbrennung 

Abb. 2. Mi~telwerbskurve der mit der passiven tI~imagglutina$ion nach BOYDElV gemessenen AntikOrpertiter 
gegen einen w~t/~rigen ~xtrakt aus verbrannter tIaut der Tiere 701--710 

Verlaufe yon  mehreren Tagen und  Wochen nach der Verbrennung  waren, wie die 
Abb.  2 und  die Tabelle 1 zeigen, Maxima der Ant ikSrperbi ldung jeweils am 20. und  
64. Tag erkennbar .  W e n n  auch bei einigen Tieren der erste HShepunk t  versp/ttet 
e intrat ,  so zeigte doch die Mit telwertskurve (Abb. 2) aller Ergebnisse den als 
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Tabelle 1 (Fortsegzung) 

Y~a,-Nr. A g  E n d t i t e r  i n  de r  p a s s i v e n  I I i i m a g g l u t i a t i o n  n a c h  BOYDEN 
T a g  de r  B l u t e n t n a h m e :  

0* 1. 2. 4. 8.  20. 36. 6~. 

713 ~ . . . . . . . .  
b . . . . . . . .  

c . . . . . . .  

714 a . . . . . . . .  
b . . . . . . . . .  

c . . . . . . . .  

715 a . . . . . . . .  
b . . . . . . . .  

c . . . . . . . .  

Bei Ka.-Nr. 701--710 Ex~rakt aus der eigenen verbrannten H~ut, bei 711--715 Pool- 
extra.kt aus verbrannter Haut der Tiere 701--710. b = Bei Ka.-Nr. 711--713 Extrakt aus der 
eigenen gequetschten Haut, bei 701--710 und 714--715 Poolextra.kt aus geqaetschter Haut 
der Tiere 711--713. c Bei Ka.-Nr. 714--715 Extrakt aus der eigenen normMen Haub, bei 
701--710 und 711--713 Poolextrakt aus normMer Haut der Tiere 714--715. 

durchgeff ihr te  passive H a m a g g l u t i n a t i o n  gegen E x t r a k t e  aus gequetsch ter  a n d  
normMer H a u t  anderer  Kan inehen  fiel nega t iv  aus. 

Naeh  Abs/~ttigung der  einzelnen, oben genann ten  Serumproben  mi t  den auf 
der  v e r b r a n n t e n  H a u t  und  in den A n t i g e n - E x t r a k t e n  gefundenen Bak te r i en  lieg 
sieh mi t  der  pass iven  I-I/~magglutination kein  Abfal l  des Ant ikSrper t i t e r s  gegen 
das  sogenannte  , ,Verbrennungsan t igen" ,  d .h .  das  E x t r a k t - A n t i g e n  ans verbrann-  
ter  K a n i n e h e n h a u t ,  fes ts te l len (Tabelle 2). I m  Gegensatz  zu dem gleiehbleibend 
hohen Ti te r  an An t ikSrpe rn  gegen den E x t r a k t  aus ve rb rann t e r  H a u t  naeh Ab- 
sorp t ion  der  Seren war  nach Oberseh ieh ten  der  yon  der  v e r b r a n n t e n  Kaninchen-  
hau t  isol ier ten Bak te r i en  mi t  den  absorb ie r ten  Seren bei  Verwendung des in- 
d i rek ten  Verfahrens  naeh Coo~s  und  KA~LA~ die vor  der  Absorp t ion  vorhandene ,  
gelbgrfine Fluoreseenz  als Ausdruek  einer An t ik6 rpe rb indung  du tch  die Bakte r ien  
n ieht  mehr  zu beobaehten .  Mit  dieser Methode  war  n/imlich sowohl vor  wie naeh  
der  Verbrennung  in den Seren bis zu einer Verdf innung yon  1 : 10, gelegentl ieh 
auch bis zu 1 : 20 das  Vorhandense in  yon  An t ik6 rpe rn  gegen die oben erwghnten  
Bak te r i en  naehweisbar  gewesen. Ein  nennenswer te r  Anst ieg  dieser an t ibak te r i e l l en  
An t ik6 rpe r  liel3 sieh jedoeh nach der  Verbrennung n ieht  beobaehten .  Pr/iei- 
p i t ie rende  An t ik6 rpe r  gegen die e rw~hnten  Bak te r i en  waren  zu keiner  Zeit  
naehweisbar .  

Bespreehung 
Wie in frfiheren exper in lente l len  Unte r suehungen  yon HA~E~XAM~ U. Mitarb.  

(1963) konn ten  aueh j e t z t  im Serum ve rb rann t e r  K a n i n e h e n  agglut in ierende 
Ant ikSrpe r  gegen einen E x t r a k t  aus ve rb rann t e r  H a u t  naehgewiesen werden.  
En t sp reehende  Kon t ro l l en  mi t  e inem A n t i g e n - E x t r a k t  ans gequetsch ter  und  
norma]er  I I a u t  waren  negat iv .  Bei der  Beobaeh tung  der  An t ik6 rpe r t i t e r  fiber 
mehrere  Woehen  zeigte sieh, dal3 die ers ten dera r t igen  An t ik6 rpe r  meis t  schon 
a m  8. Tag naeh der  Verbrennung  fes ts te l lbar  waren.  A m  20. Tag er re ichten  sie 
ein erstes M a x i m u m  und  fielen wghrend  der  4. Woehe ab. E in  zweiter  H 6 h e p u n k t  
zeigte sieh urn den 64. Tag.  
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~hnliche Verh/iltnisse der AntikSrperbitdung fanden aueh DOBlCKOVSKu U. 
Mitarb. (1960) sowic PAVKOVA u. Mitarb. (1965) bei zahlreiehen Serumunter- 
suchungen nach schwcren Verbrennungen beim Menschen. 

FEODO~OV (1956), MAL~ und SLAWIKOWS~I (1962) und t~OS~T~AL U. Mitarb. 
(1961) messen derartigen Antik5rpern - -  wie aus ihren Untersuchungen mit 

T~belle2. Endtiter verbrennungsbedingter 
Antikdrper in der passiven Hgmagglutina. 
tion nach BoYDE~ vor und nach Absorption 
tier Seren mit den au] den verbrannten Haut- 
stellen und in den Antigenextrakten ge/unde- 
hen Balcterien. Geprii/t wurden die Serum- 
proben der Tiere 701--710 vom 20. Tag nach 
der Verbrennung gegen einen wiiflrigen Ex- 
trakt aus der eigenen verbrannten Haut sowie 
die Poolseren aller Tiere vom 2., 4., 8 ,  36. 
und 64. Tag nach der Verbrennung gegen 
einen Poolextrakt aus verbrannter Haut aller 

Tiere 

Nr. der Seren Endtiter verbrenmmgsbedingter 
vom 20. Tag AntikSrper in der passiven 

tt~magglutination nach BOYDEN 

vor Absorption linch Absorption 

701 1:1024 1:1024 
702 1:256 1:256 
703 1:512 1:512 
704 1:512 1:512 
705 1:1024 1:512 
706 I:1024 1:1024 
707 1:512 1:512 
708 1:256 1:256 
709 1:1024 1:1024 
710 1:512 1:256 
Poolseren der Tiere 
v o m  

2. Tag 
4. Tag 1:16 
8. Tag 1:8 

36. Tag 1:32 
64. Tag 1:64 

701--710 

1:16 
1:8 
1:32 
1:32 

Rekonvaleszentenseren hervorgcht - -  
cine nentralisierende bzw. protektive 
Wirkung bei. Sic nehmen an, daft diese 
AntikSrper gcgen verbrcnnungsspezifi- 
sehe Antigene oder Toxine aus der 
vcrbrannten Hau t  gerichtet sind. Die 
eigentliche Natnr  des Verbrcnnungs- 
antigens ist jedoeh noeh keincswegs 
geklgrt. Ob es sieh hierbei nm Peptone 
aus hitzedenaturiertem Eiweig (PrE~S- 
I~'ER~ 1925) handelt, scheint keineswegs 
bewiesen. 

JEA~JEA~ und SIMONART (1962) 
f/ihren das Verbrennungsantigen nieht 
auf denaturierte Eiweigabbauprodukte, 
sondern auf Substanzen zuriick, die 
dureh bakterielle Infektion der Ver- 
brennungswundc entstchen. Bei spontan- 
infizierten 0demen konnten JEAN JEAN 
und ISTACE (1961) im Gegensatz zu 
sterilen 0demen infolge Hitzeeinwirkung 
einc eindeutige proteolytische Ferment- 
aktiviti~t (GoDFRAIND, 1958) feststcllen. 
Erwartungsgem/~g land sieh bei unseren 
Untersuehungen auf den verbrannten 
I tautbezirken in den ersten Tagen nach 
der Verbrennnng eine deutliche Ver- 
minderung der bakteriellen Bcsiedlung. 
Wie aus Untersuehungen beim Menschen 
bckannt  ist (A~Tz, 1963), kommt  es 
hgufig unter der stcrilen Wnndoberfl/iehc 

zu eincr Vermehrung der in den Haarfollikeln primgr vorhandenen und durch 
die Verbrcnnung nicht abget6teten Bakterien. Bei unseren hautverbrannten 
Kaninehen konnten wit derartiges nieht beobaehten. Wit fanden jedoch einc 
dcutliehc sekund/ire Zunahme der auf dcr Itantoberfls befindlichen Bakterien 
(Staphylokokken, c~-hgmolytische Streptokokken, Coli) 5--8  Tage naeh der Ver- 
brennung im Bereich der Verbrennungswunde. Zu keiner Zeit konnten wir je- 
doch im Blur Bakterien oder vermehrte antibakterielle AntikSrper, etwa gegcn 
e-h/~molytisehe Streptokokken und Staphylokokken, nachweisen. 

Die mit  dem indirekten Immunfluorescenzverfahren naeh CooNs und KAPLA~, 
welches wesentlich empfindlicher ist als der Pracipitationstest (SMITg u. Mitarb., 
1962), feststellbare gelbgriine Fluoreseenz dcr Staphylokokken und Strepto- 
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kokken war als Ausdruek einer Anwesenheit yon AntikSrpern gegen diese Erreger 
in gleieher St/trke aueh schon vor der Verbrennung vorhanden. Weiter maeht 
aueh das negative Ergebnis unserer Absorptionsversuehe yon ,,Verbrennungs- 
antik6rper" enthaltenden Seren mit eben den auf der verbrannten Haut  und in 
den w/tgrigen Antigen-Extrakten gefundenen Bakterien es eher unwahrseheinlieh, 
dab das sogenannte ,,Verbrennungsantigen" auf eine bakterielle Infektion der 
Verbrennungswunde zurfiekzufiihren ist. De rmi t  der passiven tIgmagglutination 
naeh BoYDEx gemessene Antik6rperspiegel gegen das Extrakt-Antigen aus ver- 
brannter Kaninchenhaut war vor und naeh der Absorption mit den Bakterien 
aus der Verbrennungswunde gleieh. Die Effektivit~t dieser Absorption konnte 
mit der Methode von Coo~s und KAPLAN Yon uns bewiesen werden; bei IJber- 
sehichten der Bakterien mit den absorbierten Seren und anschlieltend mit Fluores- 
eeinisothioeyanat markiertem Anti-Kaninehen-y-Globulin-Konjugat war ngm- 
lieh die vor der Absorption feststellbare gelbgrfine Fluoreseenz der Bakterien 
nieht mehr naehweisbar. 

II. Einfluil der Verbrennung auf die antibakterielle AntikSrperbildung 

Bei den vorangehenden tierexperimentellen Untersuehungen (Teil i) konnten 
wit bereits best/~tigen, dal~ in Seren hautverbrannter Kaninehen Antik6rper 
gegen Extrakte nut aus verbrannter - -  und nieht gequetsehter oder normaler - -  
Haut  naehweisbar sind; diese Antik6rper liegen sieh nieht mit auf der verbrannten 
Kaninehenhaut gefundenen Bakterien absorbieren. 

Die Kl~rung der Frage, ob die beim Mensehen bei einer Verbrennung auf- 
tretende Abwehrsehw~ehe gegen bakterielle Infekte als Folge einer Schadignng 
der Produktionsstgtten ffir AntikSrper aufznfassen ist, ersehien uns bei unserer 
Versuehsanordnung nut dureh zus~tzliehe bakterielle Immunisierung m6glieh. 
Wh " ffihrten deshalb bei einer Reihe yon Kaninehen gleiehzeitig mit der Verbren- 
nung eine Immunisiernng gegen fl-h/~molytisehe Streptokokken dureh und setzten 
diese Immnnisierungsergebnisse in Vergleich zu den gesultaten der Immuni- 
sierung nieht verbrannter Tiere. 

Methodik 

1. Verbrennung und Antigenherstellung 
15--18% der K6rperoberflgehe yon 10 Kaninchen (Tier Nr. 731--740) wurden wie in 

Tell I besehrieben verbrannt (HAF~KAMr U. Mitarb., 1963). Die Antigenherstellung geschah 
ebenfalls wie dort angegeben. Der EiweiBgehalt der Antigenextrak~e betrug durehsehnittlich 
540 mg-%. Als Antigenkontrollen dienten die Extrakte aus gequetsehter und normMer Ka- 
ninchenhaut (Tier Nr. 711--715). 

2. Immunisierung der hautverbrannten Kaninchen 
mit fl-hiimolytischen Strepto~okken der Gruppe _4 

Die verbrannten Kaninehen wurden in zwei Gruppen geteilt. Die erste Gruppe (Tier 
Nr. 731--735) erhie]t mit Beginn am 1. Tag naeh der Verbrennung, die zweite Gruppe (Tier 
Nr. 736--740) mit Beginn am 7. Tag naeh der Verbrennung eine Serie yon i.v. Injektionen 
einer Aufschwemmung yon inaktivierten fl-h~molytisehen Streptokokken der Gruppe A 
(Stature J 17 A 4 des Rockefeller Instituts, New York). Die Preparation des Streptokokken- 
antigens erfolgte wie bei SMITE, 1965, beschrieben, jedoeh wurde, anders als dort angegeben, 
eine Pepsinbehandlung der Bakterien unter]assen. 
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Injektionsschema: An jeweils drei aufeinanderfolgenden T~gen wurden i.v. folgende 
Mengen der Antigensuspension injiziert: 

1. Woche = 3 • 0,5 ml, 
2. Woche ~ 3 • 1,0 ml, 
3. Woche = 3 • 1,0 ml 
4. Woche = 3 • 1,0 ml. 

8 Tage nach der letzten Antigengube erhielten alle Tiere eine Booster-Injektion. Als Kon- 
trolle der antibakteriellen Antik6rloerbildung bei den verbrunnten Kaninchen (Tier Nr. 7 3 1 -  
740) dienten die Werte yon 10 nicht verbrannten, ebenfalls gegen Streptokokken der Gruppe A 
sensibilisierten Kuninehen (Tier Nr. 741--750). Bei dieser Versuchsgruppe bestanden hin- 
sichtlich der Immunisierung v611ig gleichartige Verh~ltnisse. 

3. Nachweis der gegen Extralcte aus der verbrannten Haut gerichteten AntikSrper 
Mit der passiven H~m~gglutination nach BOYDE~ in der ~odifik~tion nach STAW~ZKY 

(1954) wurden Serumproben der Tiere 731--740 vor der Verbrennung und ~m 7, 14, 21, 
28, 35. und 48. T~g nach der Verbrennung auf Antik6rper gegen den w~ltrigen Extrakt 
(Antigen) ~us verbrannter ~taut untersucht. 

4. Nachwei8 der gegen Streptokokken gerichteten AntikSrper 
a) Capillartest nach LA~C~FIEnD. ~ethodik s. Tell I. 
Untersucht wurden alle vor und naeh der Verbrennung entnommenen Serumproben 

(s. oben) s~mtlieher Tiere (Nr. 731--740 und 741--750). 
b) Agglutinationstest. Zur Anwendung k~ra der Agglutinationstest wie er bei Bakterien 

fib]ieh ist (KABAT und MAu 1964). 
Als Antigen diente eine Aufsehwemmung von inaktivierten Streptokokken der Gruppe A 

(St~mm J 17 A 4) in physiologischer Koehsalzl6sung mit einem Gehult yon etwa 1 • l09 
Bakterien pro ml. Es wurden ~lle Serumproben in Verdiinnungen yon 1 �9 20 bis 1 �9 10 240 
gepriift. 

Ergebnisse 

Bei den h a u t v e r b r a n n t e n  Kan inchen  (Tier Nr. 731--740)  konnte  ebenfalls  
eine An t ik6 rpe rb i ldung  gegen einen E x t r a k t  aus der  eigenen v e r b r a n n t e n  t t a u t  
gefunden werden.  Ti te rh6he  und  Ti te rver lauf  en t sprachen  in e twa den Ergeb-  
nissen der  ers ten  Versuehsgruppe (s. Teil I) .  Sowohl die 10 n icht  ve rb rann t en  
Kont ro l l t i e re  (Tier Nr.  741--750) als auch die 10 v e r b r a n n t e n  Kan inchen  (Tier 
Nr.  731--740)  zeigten berei ts  am 7. Tag nach  Beginn der  Immunis i e rung  mi t  
dem Bak te r i en -Agglu t ina t ions te s t  nachweisbare  An t ik6 rpe r  gegen f l -hamolyt ische 
S t r ep tokokken  der  Gruppe  A. Der  Ti te r  dieser An t ik6 rpe r  erreichte meis t  n m  
den 14. Tag nach Immunis ie rungsbeg inn  einen H 6he punk t ,  fiel dann  deut l ich  
ab, u m  nach dem 21. Tag erneut  anzusteigen.  Diese zweite,  in der  Mehrzahl  der  
Fa l le  langsame Zunahme der  An t ik6 rpe r  erfolgte fas t  immer  schon vor  der  a m  
28. Tage nach  Immunis ie rungsbeg inn  durchgef i ihr ten  Boos te r - In jek t ion  (Abb. 3). 
Es w~tre also zun~ehst  fes tzuhal ten,  da~ die Ant ik6rpe rb i ldung  gegen die injizier- 
ten  S t rep tokokken-Ant igen-Suspens ionen  bei  den  fl i t  den Vergleich herangezo- 
genen, n ich t  h a u t v e r b r a n n t e n  Kan inchenko l l ek t iven  in gleicher Weise  erfolgte. 
Wie  aus den Abb.  3, 4 und  5 zu ersehen, lag der  mi t t l e re  An t ik6 rpe r t i t e r  in der  
Gruppe  der  n icht  ve rb rann t en  Kan inchen  (Tier Nr. 741--750) am h6chsten.  
Die Ant ikSrper -Mi t t e lwer t skurve  der  Tiere, bei  denen zugleich mi t  der  Verbren-  
nung die Immunis i e rung  begonnen wurde  (Tier Nr. 731--735),  zeigte im Vergleieh 
dazu  einen geringen Abfall ,  w~hrend die 5 Kaninchen ,  die erst  eine Woche  nach 
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Abb. 5. Mittelwertsktu've der Antik6rpertiter gegen Verbrennungsantigen im Vergleich zcx ~ittelwertskurve der 
Antik0rpertiter gegen Streptokokken der 5 Kaninehen 736--740, bei denen die Immunisierung mit Streptokokken 
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d e r  V e r b r e n n u n g  i m m u n i s i e r t  w u r d e n  ( T i e r  1kTr. 7 3 6 - - 7 4 0 ) ,  b e r e i t s  d e u t l i c h  

n i e d r i g e r e  W e r t e  e r k e n n e n  ] l eBen .  

I m  P r g c i p i t a t i o n s t e s t  k o n n t e n  A n t i k S r p e r  g e g e n  f i - h g m o l y t i s c h e  S t r e p t o -  

k o k k e n  d e r  G r u p p e  A j e w e i l s  e r s t  a m  14. b z w .  21 .  T a g e  n ~ c h  I m m u n i s i e r u n g s -  

b e g i n n ,  u n d  d ~ n n  a u e h  m e i s t  n u r  s e h w a c h ,  n ~ c h g e w i e s e n  w e r d e n .  N a c h  d i e s e r  

23 Virchows Arch. path. Anat., ]~d. 341 
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Zeit wurde der Ausfall der Pr/~cipitationsreaktion jedoeh kontinuierlich st/~rker 
und erreiehte sein Maximum um den 35. Tag (Abb. 3, 4 und 5). 

Infolge der mehr qualitativen als quantitativen Beurteilung der Precipitate 
lieg sieh ein signifikanter Untersehied hinsichtlieh der antibakteriellen Anti- 
k6rperproduktion bei den versehiedenen Versuehsgruppen nieht feststellen. 

Die Beobachtung, dab der Agglutinationstest regelmggig um 1--2 Woehen 
vor dem Prgeipitationstest positiv wurde, konnte sowohl bei der Gruppe der 
verbrannten Kaninehen (Tier Nr. 731--740) als aueh bei den nicht verbrannten 
Kontrolltieren (Tier Nr. 741--750) gemaeht werden. 

Besprechung 
1964 berichteten SCHNEEWEISS, MATIIES und LINDNEI~ fiber Immunisierungs- 

versuehe mit Brueellen-Antigenen an je drei hautverbrannten und thymekto- 
mierten Batten. Sie fanden, dab die Antik6rperspiegel gegen Brueellen bei den 
verbrannten Tieren deutlich niedriger lagen als bei einer nieht verbrannten und 
ebenfalls immunisierten Kontrollgruppe. 

Die in unseren Versuehen bei den Kaninchen (Tier Nr. 736--740), die erst 
eine Woehe nach der Verbrennung die erste Injektion yon fi-h/~molytisehen 
Streptokokken erhielten, gefundenen, relativ niedrigen Antik6rpertiter k6nnten 
in etwa noch in ~Jbereinstimmung mit diesen Befunden erw/~hnt werden. Anderer- 
seits sahen wir jedoch keinen eindeutigen Untersehied in der tIShe der Agglutina- 
tionstiter zwischen der Kaninehengruppe (Tier Nr. 731--735), die gleichzeitig mit 
der Verbrennung die ersten Injektionen yon Streptokokkenantigenen erhielt, und 
der Gruppe (Tier Nr. 741--750), die - -  ohne Hautverbrennungen - -  nur gegen 
Streptokokken immunisiert wurde. Offenbar spielt also ein Zeitfaktor - -  Zeitraum 
zwisehen Verbrennung und Immunisierungsbeginn - -  eine gewisse Bolle, obwohl 
auch die hautverbrannten, jedoeh erst eine Woche nach der Verbrennung zus/itz- 
lieh mit Streptokokken behandelten Kaninchen bezfiglieh ihrer niedrigeren Titer- 
h6he gegenfiber den anderen Versuchstieren keine statistisch signifikanten Unter- 
schiede aufwiesen. 

Das ffir die Immunisierung unserer hautverbrannten Kaninchen und der 
Kontrolltiere benutzte Antigen-Injektionsschema entsprach dem im Armed Forces 
Institute of Pathology (Washington, USA) zur Herstellung yon Streptokokken- 
Hyperimmunseren fiblichen Verfahren. ]:)as Kriterium einer ansreichenden Im- 
munisierung ist dabei primer der mit dem gruppenspezifischen Lancefield-Extrakt 
(LANoEFI]~LI), 1955) festgestellte Ausfall der Priicipitinreaktion. Da diese nun 
ira Gegensatz zu der Agglutinationsreaktion (7.--8. Tag) relativ sps positiv 
wird (14.--21. Tag), ist eine Immunisierung iiber das mit dem Agg]utinationstest 
gemessene, scheinbare Optimum hinaus erforderlich. Als Erkl~rung ffir den Abfall 
der Bakterienagglutinationstiter in der 3. Woche der Immunisierung (Abb. 3) 
bietet sich das Phi~nomen der immunologischen Uberbfirdung (GILLEI~T und 
E[cI~I~O~X, 1960) an: die inzwischen gebfldeten humoralen Antik6rper werden 
durch welter injizierte, groge Antigenmengen abges~ttigt. Die zweite Beobachtung, 
n~mlich die, dab der Agglutinationstest bereits 1--2 Woehen vor dem Priicipi- 
tationstest positiv wird (Abb. 3) ist aus mehreren Grfinden leicht versti~ndlich: 
einerseits ist bekannt, daG ffir die Agglutinationsreaktion wesentlich kleinere 
AntikSrpermengen als ffir die Pr~cipitationsreaktion erforderlieh sind (ISLII(EI~, 
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1957), und andererseits ist es sehr wahrscheinlich, dab zu Beginn einer Immuni- 
sierung mit Streptokokken-Antigenen nut  19 S-y-Globuline als Antik6rper, welche 
nicht pr~cipitieren, wohl aber agglutinieren, gebildet werden, und erst sparer 
die Produkton yon 7 S-y-Globnlin-Antik6rpern, welche sowohl pr~icipitierende als 
auch agglutinierende Eigenschaften haben, einsetzt (KxAuSE). 

Der Aussagewert dieser Immunisierungsteehnik wird dutch die immunologi- 
sche Uberbfirdnng in keiner Weise eingeschr~nkt, da erstens die Versnchsbedin- 
gungen bis auf den zu untersuchenden Faktor, namlich die Verbrennnng, bei 
beiden Kaninchengruppen gleieh waren, und zweitens aus dem ersichtlichen 
parallelen Auftreten dieses Ph~nomens keine Interpretationsschwierigkeiten ent- 
stehen. 

Wenn aueh bei sehr schweren Verbrennungen, die zu einer Septicopyamie 
als Spattodesursache ftihren, eine Sch/~digung der Antikbrper bildenden Statten 
dutch eine Summation toxischer Faktoren anzunehmen ist (Zusammenbruch 
der energetischen Bilanz nach schweren Verbrennungen, DOLECZEK, 1962), SO 
konnten doch bei den hier durchgeftihrten Versuchen tIinweise dafiir erzielt 
werden, dal~ grunds/~tzlieh eine Hemmung der antibakteriellen Antikbrperbil- 
dung, etwa im Sinne einer ,,Competition" der Antikbrperbildung, nach Verbren- 
nung wohl nicht angenommen werden darf; konnten doch bei der groI~en Varia- 
tionsbreite der Antikbrperbildung beim Kaninchen bei allen unseren - -  mit nnd 
ohne Hantverbrennung - -  Versuchsgruppen im wesentlichen gleiehe Verh~tltnisse 
der Antikbrperbildung gefunden werden. 

Zusammenfassung 
I. In den Seren yon hautverbrannten Kaninehen konnte mit der passiven 

H~magglutination naeh BOYDEN der Nachweis humoraler Antik6rper gegen einen 
wgBrigen Extrakt  aus verbrannter Kaninehenhaut erbraeht werden. Diese Anti- 
k6rper lieBen sich mit Bakterien, welche von den verbrannten Hautstellen und 
aus den Antigen-Extrakten gez/iehtet worden waren, nicht absorbieren. Dar/iber- 
hinaus konnte weder ein Anstieg noeh ein Abfall der antibakteriellen Antikbrper- 
titer in den Seren hantverbrannter Kaninchen nach der Verbrennnng festgestellt 
werden. Der negative Ausfall der Absorptionsversuche wird als Hinweis anf 
die Spezifitgt der verbrennungsabhgngigen Antik6rper angesehen, die nichts mit 
einer bakteriellen Infektion der Verbrennungswunde zu tun haben. 

II.  Beim Vergleieh einer Gruppe yon Kaninchen, welche gleichzeitig mit einer 
experimentellen Hautverbrennung gegen /3-h~molytisehe Streptokokken der 
Gruppe A immunisiert worden war, mit einer Gruppe nicht verbrannter, nur 
gegen diese Bakterien immunisierter Kaninchen lieB sieh kein signifikanter Unter- 
sehied in der antibakteriellen Antikbrperbildnng nachweisen. Eine Ilemmnng 
des antik6rperbildenden Systems infolge Verbrennungen beschr/~nkten AusmaBes 
(15--18% der Kbrperoberfl~ehe) seheint also im Tierversuch nicht vorzuliegen. 

The production and significance of antibodies against bacteria in burn diseases 

Summary 
I. By indirect hemagglutination test according to the method of BOYDEN, 

antibodies against saline extract of burned skin from burnt rabbits can be demon- 
strated. These antibodies cannot be absorbed with bacteria cultured either from 

23* 
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the burned  skin or from the extract  of burned  skin. No increase nor  decrease in  
an t ibody  t i ter  against  b~eteria is found in  the sera of rabbi t s  with burned  skin. 
Negative finding of the absorpt ion exper iment  is seen as an indicat ion of the 
specificity of the an t ibody  in the sera of b u r n t  animals  and tha t  the an t ibody  
product ion is caused by burn ing  and not  by  bacterial  infection. 

I I .  Two groups of rabbi ts  were skin burned  and  immunized  with Group A 
hemolytic streptococci. The first inject ion was given two hours, respectively 
7 days, after burning.  A third  group was similarly immunized  bu t  wi thout  a ny  
burning.  There was no difference found in  the elaborat ion of an t ibody  against  
the organism nor was there any  inhibi t ion  of an t ibody  product ion seen. 
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