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I. Versuch der Absiittigung von Kaninchen-Antiseren gegen autologe,
wilrige Antigen-Extrakte verbrannfer Kaninchenhaut
mit Bakterien aus den autologen verbrannten Hautstellen
und Antigen-Extrakten

In fritheren Untersuchungen konnten HarrrkamP u. Mitarb. (1963) bei um-
schriebenen Hautverbrennungen an Kaninchen den Nachweis von agglutinieren-
den und komplementbindenden Antikérpern gegen einen wafrigen Extrakt aus
verbrannter Kaninchenhaut erbringen. Nach intradermaler Injektion dieser
Extrakt-Antigene fanden HarErrRAMP u. Mitarb. (1965) bei verbrannten Kanin-
chen auch eine Reaktion vom verzégerten Typ. Sie konnten die Bereitschaft zu
dieser verzogerten Reaktion mittels lebensfdhiger lymphoider Milzzellen auf
gesunde Tiere tibertragen. Unklar war jedoch die Natur eines eigentlichen Ver-
brennungsantigens in einem solchen Extrakt, dessen Entstehung JEaANIEAN und
StmoNarT (1962) auf eine bakterielle Infektion der Verbrennungswunde zuriick-
fithren.

Nach ArreOwEer und SiEerIsT (1957) ist die hiufigste Spittodesursache bei
Verbrennungen eine Septicopydmie. Als Ursache hierfir wird aber von BURRI
und ALLGOWER (1965) die Schadigung der Antikérper bildenden Stétten in der
Leber und den reticuloendothelialen Zellen durch eine Summation toxischer
Faktoren angesehen.

Diese Unklarheiten veranlalten uns, die serologischen Untersuchungen an
verbrannten Kaninchen zu wiederholen und zunichst einmal zu versuchen, die
Antikérper gegen den Extrakt aus verbrannter Haut mit solchen Bakterien abzu-
sdttigen, die von den verbrannten Hautstellen und aus den Antigensuspensionen
(Extrakt-Antigenen) geziichtet werden konnten. Sollten die Antiseren von den
verbrannten Kaninchen tatsdchlich ausschlieBlich gegen bakterielle Antigene aus
der Verbrennungswunde gerichtet sein, die auch im Extrakt-Antigen aus diesen
Wunden vorliegen wiirden, so diirfte nach dieser Absidttigung keine Reaktion
zwischen den Antiseren von verbrannten Kaninchen mit dem Extrakt aus ver-
brannter Kaninchenhaut mehr stattfinden.

Methodik

1. Verbrennung
Bei 10 Kaninchen (Tier Nr. 701—710; Zucht, Gewicht und Fiitterung aller Versuchstiere
wie bei HArgrgamP u. Mitarb., 1963) wurden auf dem Riicken und an den Flanken insgesamt
15—18% der Korperoberfliche nach der 1963 von HAFTERRAMP et al. angegebenen Methode
verbrannt. Das histologische Bild mit den bis in die Subcutis reichenden Coagulationsnekrosen
entsprach dem einer Verbrennung 3. Grades. Zur Antigenherstellung diente ein zusitzlich



328 W. VoeEiL, B. HEymER, TH. B. Smite und O. HAPERKAMP:

am rechten Hinterlauf verbranntes und 24 Std danach operativ entferntes Hautstiick. Als
Kontrollantigene wurden Extrakte aus 24 Std vorher mit einer Zange bis zur Nekrose ge-
quetschter (Tier Nr.711—713) sowie aus normaler (Tier Nr.714—715) Kaninchenhaut
verwandt.

2. Antigenherstellung

Zuerst wurden die auf —38° C tiefgefrorenen verbrannten, gequetschien und normalen
Hautstiicke durch eine X-Presse (Fa. Biox, Nacka, Schweden) mit einem Druck von 15—20 atii
pro cm? geprefit, wodurch eine maximale Zerreilung des Gewebes und eine Eréffnung der
Zellen erreicht wird. AnschlieBend wurde wie bei HAFERKAMP et al. (1963) verfahren. Am
Eiweiligehalt gemessen (zwischen 788 und 289 mg-%) waren die einzelnen Antigenkonzen-
trationen wesentlich stéirker als bei den frither durchgefithrten Untersuchungen.

3. Serologischer Antikorpernachweis

Serumproben der Kaninchen (Tier Nr.701—713) wurden sowohl vor der Verbrennung
bzw. Quetschung als auch am 1., 2., 4., 8., 20., 36. und 64. Tag nach der Traumatisierung
entnommen und mit Hilfe der passiven Hamagglutination nach BoyDpeN in der Modifikation
von StaviTzRY (1954) mit der hierbei blichen Beurteilung der Agglutinationsbilder am
Grunde der Reagenzrohrchen auf Antikérper gegen die wifirigen Extrakte (Antigen) aus
verbrannter, gequetschter und normaler Haut untersucht (Methodik, Kontrollen und Ver-
suchsanordnung sonst wie bei HA¥ERKAMP et al., 1963), wobei jedes Serum mit den Verbren-
nungsantigenen des gleichen Tieres, von 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. Tag nach der Verbrennung entnommenen
Blutproben wurden jeweils 8—10 Tropfen in 18 ml Todd-Hewitt-Brithe (DIFCO) 18 Std bei
370 C inkubiert. Gleichzeitig wurden an den oben erwihnten Tagen nach der Verbrennung
von den verbrannten Hautstellen Abstriche gemacht und auf einer 7% defibriniertes Schafblut
(SmrTH, 1965) enthaltenden Agar-Platte ausge-
p— strichen. Um eine ungefihre Aussage iber die
T Quantitit der bakteriellen Besiedlung der ver-

S/ap/zy/o/(q/(/ren brannten Hautstellen machen zu koénnen, wurde
A/‘ die Anzahl der auf den Blut-Agar-Platten an den
jeweiligen Tagen gefundenen Kolonien festgestellt
und folgendermaBen bewertet: 1 = 1—3, 2 = 4—20,
R 3 = 21—50, 4 = 51—100, 5 = tiber 100 Kolonien.
t Tage nach der Verbrennung Auch die wiBrigen Extrakt-Antigene der ver-
Tag der Verbrennung brannten, gequetschten und normalen Haut wurden
Abb. 1. Bakterielle Besiedlung der verbrannten 904 ihren Bakteriengehalt gepraft. 5--10 Tropfen
Hautbezirke in den ersten Tagen nach der Ver-  jeder Antigensuspension wurden in 10 ml Thio-
brennung am Beispiel der Staphylokokken glykolatbrithe inoculiert und fiber Nacht bei 37°C
und der o-himolytischen Streptokokken. Die 4oy piert, Bei Bakterienwachstum wurden zuniichst
Zahlen 1—3 auf der Ordinate entsprechen den
verschliisselten Mengenangaben: 7 1—3, Unterkulturen auf Blut-Agar- und Phenolrot-Agar-
2 4—20, 3 21—50 Kolonien auf der Blut- Platten angelegt. Soweit notwendig, wurden weitere
Agar-Platte Unterkulturen auf Spezialnihrbéden mit den ver-
schiedenen Routineuntersuchungen durchgefiibrt.

Bakteriologischer Befund. Bei den zahlreichen Blutproben lieBen sich vor und nach der
Verbrennung keine Bakterien nachweisen. In den Absirichen von der verbrannten Haut fanden
sich a-hdmolytische Streptokokken, Staphylokokken (zum Teil coagulasepositiv, in der
Mehrzahl jedoch coagulasenegativ) und gelegentlich auch coliforme Mikroorganismen. Wie
aus der Abb. 1 hervorgeht, war die Anzahl der gefundenen Kolonien in den ersten Tagen
nach der Verbrennung gegeniiber der vor der Verbrennung geringer. Die Besiedlung der ver-
brannten Haut nahm dann bis zum 8. Tag zu, an dem sie meist den Ausgangswert wieder
erreichte. AuBerdem zeigte es sich, dafl in den ersten Tagen hauptsichlich Staphylokokken
von der verbrannten Haut kultiviert werden konnten und daf sich erst nach einigen Tagen
wieder «-hdmolytische Streptokokken und coliforme Mikroorganismen in gréBerer Anzahl
fanden. In 4 von 10 Exiraki-Aniigenlosungen waren ebenfalls e-héimolytische Streptokokken,
Staphylokokken und coliforme Organismen in geringer Anzahl vorhanden.
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5. Nachweis von aniibakteriellen Antikorpern in den Kaninchenseren

a) Indirekte Methode von CooNs und KaprLan. a-hdmolytische Streptokokken und coagu-
lasepositive Staphylokokken, die von der verbrannten Kaninchenhaut isoliert worden waren,
wurden auf Objekttrigern ausgestrichen und mit den wor und nack der Verbrennung ent-
nommenen Serumproben iiberschichtet. Entsprechend dem indirekten Immunfluorescenz-
verfabren bzw. der sogenannten Sandwich-Methode wurde auf die derart vorbehandelten
Ausstriche ein mit Fluoresceinisothiocyanat markiertes Schaf-Anti-Kaninchen-y-Globulin-
Conjugat aufgetragen. Es wurden Kaninchenserum-Verdiinnungen 1:5, 1:10, 1:20 und
1: 50 gepriift (Methodik s. BEuTxER, 1961).

b) Capillartest nach LANCEFIELD. Als Pricipitinogen diente ein nach der Methode von
Laxcerrerp (1928) gewonnener Extrakt aus einem von der verbrannten Kaninchenhaut
isolierten, coagulasepositiven Staphylokokkenstamm. Der Pricipitintest wurde entsprechend
dem von Swrirr, WiLsoN und Lancerierp (1943) angegebenen Verfahren durchgefiihrt.
Alle an den oben angegebenen Tagen entnommenen Serumproben wurden untersucht.

6. Absorption der Seren mit den gefundenen Bakterien

Die von der verbrannten Haut der Kaninchen (Tier Nr. 701—710) sowie aus den Antigen-
16sungen isolierten Staphylokokken wurden in 200 ml tryptic soy broth (DIFCO), die «-hdmo-
lytischen Streptokokken in 330 m! Todd-Hewitt-Brithe und die Colibakterien in 200 ml
Extraktbrithe 18 Std bei 37° C kultiviert, das Sediment 3 X in physiologischer Kochsalz-
losung gewaschen und anschliefend im Wasserbad bei 56° C inaktiviert. Danach wurden die
inaktivierten Staphylokokken, Streptokokken und Colibakterien in physiologischer Koch-
salzlésung suspendiert, zu einem (lemisch vereinigt und zu gleichen Teilen in 15 Zentrifugen-
réhrchen dbertragen. Zur Absorption gelangten die 10 Seren vom 20. Tag und die 5 zu einem
Pool vereinigten Seren vom 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 gelegentlichem Umschiitteln bei 37° C ins Wasser-
bad gestellt. Danach wurden die Bakterien abzentrifugiert und mit allen Proben die passive
Hémagglutination nach BoyDEN wiederholt. Die absorbierten Seren wurden ebenfalls mit
der indirekten Methode nach Coons und KAPLAN (s. unter 5a) auf ihren Antikérpergehalt
gegen Streptokokken und Staphylokokken iiberpriift.

Ergebnisse
Bei den 10 verbrannten Kaninchen lief sich mit der passiven Himagglutination
nach BoypEXN eine Antikdrperbildung gegen einen Extrakt aus der eigenen ver-
brannten Haut nachweisen. Bei der Beobachtung der Antikérperbildung im
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Abb. 2. Mittelwertskurve der mit der passiven Hamagglutination nach BOYDEN gemessenen Antikorpertiter
gegen einen wilrigen Extrakt aus verbrannter Haut der Tiere 701—710

Verlaufe von mehreren Tagen und Wochen nach der Verbrennung waren, wie die
Abb. 2 und die Tabelle 1 zeigen, Maxima der Antikdrperbildung jeweils am 20. und
64. Tag erkennbar. Wenn auch bei einigen Tieren der erste Hohepunkt verspitet
eintrat, so zeigte doch die Mittelwertskurve (Abb. 2) aller Ergebnisse den als
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charakteristisch anzusehenden Anstieg und Abfall der Antikérpertiter in der
ersten, 4—5 Wochen dauernden Phase nach der Verbrennung. In den vor der
Verbrennung entnomimenen Serumproben liefen sich mit den Extrakten aus
verbrannter Haut keine Antikérper nachweisen. Die mit den Verbrennungsseren

Tabelle 1. Untersuchung der Seren der houtverbrannten Tiere 701—710, der haulgequetschien

711—713 und der unbehandelten, Tiere 714-—715 auf Antikirper gegen einen wifrigen Extrakt

aus verbrannter, gequetschier und normaler Haut. Endtiter (hichsie Serumverdiinnungsstufe in

der noch eine Agglutination der Erythrocyten auftritt) der mit der passiven Hdimagglutination

nachgewiesenen Antikirper vor der Verbrennung (0%) und am 1., 2., 4., 8., 20., 36. und 64. Tag
nach der Verbrennung

Ka.-Nr. Ag Endtiter in der passiven Himagglutination nach BOYDEN
Tag der Blutentnahme:

0* 1. 2, 4, 8. 20. 36. 64.
701 a — — — 1:4 1:16 1:1024: 1:64 1:1024
b _ _ _ _ _ _ _ _
¢ __ _ _ _ _ _ . _
702 a — — — — 1:64 1:256 1:64 1:1024
b _ _ * _ _ _ . _
o _ _ _ . _ ‘ _ _
703 a — — — 1:2 1:32 1:512 1:16 1:256
b - _ - - _ _
c _ _ _ _ _ _ - _
704 a — — — 1:2 1:64 1:512 1:64 1:32
b _ _ __ _ _ _ _ _
N — _ _ - _ . _ _
705 a — — — — 1:16 1:512 1:64 1:32
c _ _ _ ; - _ _ _
706 a — — — 1:2 1:8 1:1024 1:256 1:256
b _ _ — . - . _ _
¢ — _ _ _ _ . _ _
707 a — — 1:2 1:4 1:64 1:512 1:128 1:1024
b . — _ — — — _
e — _ . — — . _ -
708 a — — — 1:4 1:64 1:512 1:128 1:1024
b . _ _ _ _ _ _
¢ _ _ _ _ _ _ _ _
709 a — — 1:2 1:8 1:16 1:1024 1:64 1:1024
b — _ _ _ _ _ _ _
¢ — _ _ _ _ __ _ -
710 a — — — 1:8 1:8 1:512 1:128 1:128
b _ _ _ _ _ _ _ -
G — _ — _ _ _ _ _
711 a — — — — — — — —
b _ . _ _ _ — _ _
e _ - _ _ _ — _ _
712 a — — — — — — — —
b _ . _ _ __ __ _ _
¢ - _ _ - _ _ . .
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Tabelle 1 (Fortsetzung)

Ka.-X1. Ag Endtiter in der passiven Himagglutiation nach BOYDEN
Tag der Blutentnahme:

0* 1. 2. 4. 8. 20. 36. 64.

713 a - - - = = — — —
b _ _ — — _ _ _ —

o - _ _ _

714 a —_ - = = = — — —
b — — — — — — — _

o - _ _ _

715 a —_ = = = = — — —
b — - _ — _ — — —

o - _ _ .

a = Bei Ka.-Nr. 701—710 Extrakt aus der eigenen verbrannten Haut, bei 711—715 Pool-
extrakt 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 Poolextrakt aus gequetschter Haut
der Tiere 711-—713. ¢ = Bei Ka.-Nr. 714—715 Extrakt aus der eigenen normalen Haut, bei
701—710 und 711—713 Poolextraks aus normaler Haut der Tiere 714—715.

durchgefiihrte passive Himagglutination gegen Extrakte aus gequetschter und
normaler Haut anderer Kaninchen fiel negativ aus.

Nach Abséttigung der einzelnen, oben genannten Serumproben mit den auf
der verbrannten Haut und in den Antigen-Extrakten gefundenen Bakterien lief§
sich mit der passiven Hamagglutination kein Abfall des Antikérpertiters gegen
das sogenannte ,,Verbrennungsantigen‘, d.h. das Extrakt-Antigen aus verbrann-
ter Kaninchenhaut, feststellen (Tabelle 2). Im Gegensatz zu dem gleichbleibend
hobhen Titer an Antikérpern gegen den Extrakt aus verbrannter Haut nach Ab-
sorption der Seren war nach Uberschichten der von der verbrannten Kaninchen-
haut isolierten Bakterien mit den absorbierten Seren bei Verwendung des in-
direkten Verfahrens nach Coons und Karrax die vor der Absorption vorhandene,
gelbgriine Fluorescenz als Ausdruck einer Antikérperbindung durch die Bakterien
nicht mehr zu beobachten. Mit dieser Methode war namlich sowohl vor wie nach
der Verbrennung in den Seren bis zu einer Verdinnung von 1 : 10, gelegentlich
auch bis zu 1 : 20 das Vorbandensein von Antikdrpern gegen die oben erwahnten
Bakterien nachweisbar gewesen. Ein nennenswerter Anstieg dieser antibakteriellen
Antikérper lieB sich jedoch nach der Verbrennung nicht beobachten. Préci-
pitierende Antikérper gegen die erwdhnten Bakterien waren zu keiner Zeit
nachweisbar.

Besprechung

Wie in friiheren experimentellen Untersuchungen von HarERRAMP u. Mitarb.
(1963) konnten auch jetzt im Serum verbrannter Kaninchen agglutinierende
Antikorper gegen einen Extrakt aus verbrannter Haut nachgewiesen werden.
Entsprechende Kontrollen mit einem Antigen-Extrakt aus gequetschter und
normaler Haut waren negativ. Bei der Beobachtung der Antikérpertiter tber
mehrere Wochen zeigte sich, daB die ersten derartigen Antikérper meist schon
am 8. Tag nach der Verbrennung feststellbar waren. Am 20. Tag erreichten sie
ein erstes Maximum und fielen wahrend der 4. Woche ab. Hin zweiter Hohepunkt
zeigte sich um den 64. Tag.
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Ahnliche Verhiltnisse der Antikorperbildung fanden auch DOBRKOVSKY u.
Mitarb. (1960) sowie Paviova u. Mitarb. (1965) bei zahlreichen Serumunter-
suchungen nach schweren Verbrennungen beim Menschen.

Froporov (1956), MAaLM und SLAwWIKOWSKT (1962) und RosExTHAT u. Mitarb.
(1961) messen derartigen Antikérpern — wie aus ihren Untersuchungen mit

Tabelle 2. Endtiter verbrennungsbedingter
Antikorper in der passiven Himaggluiina-
tion nach BOYDEN vor und nach Absorption
der Seren mit den auf den verbrannten Haut-
stellen und in den Antigenextrakten gefunde-
nen Balkterien. Gepriift wurden die Serum-
proben der Tiere 701—710 vom 20. Tag nach
der Verbrennung gegen einen wafrigen Ex-
trakt aus der eigenen verbrannten Haut sowie
die Poolseren aller Tiere vom 2., 4., 8., 36.
und 64. Tag nach der Verbremnung gegen
etnen Poolextrakt aus verbrannter Haut aller

Rekonvaleszentenseren hervorgeht —
eine neutralisierende bzw. protektive
Wirkung bei. Sie nehmen an, daf§ diese
Antikoérper gegen verbrennungsspezifi-
sche Antigene oder Toxine aus der
verbrannten Haut gerichtet sind. Die
eigentliche Natur des Verbrennungs-
antigens ist jedoch mnoch keineswegs
geklart. Ob es sich hierbei um Peptone
aus hitzedenaturiertem Eiweil (Prere-
FER, 1925) handelt, scheint keineswegs

Tiere .
bewiesen.

Nr. der Seren  Endtiter verbrennungsbedingter JEANIEAN und Smowarr (1962)
vom 20, Tag Antikorper in der passiven fithren d Verb ti icht
Hémagglutination nach BOYDEN a8 erorennungsantigen nie
X _ auf denaturierte Eiweillabbauprodukte,
vor Absorption.  nach Absorption - .
sondern auf Substanzen zuriick, die
701 1:1024 1:1024 durch bakterielle Infektion der Ver-
702 1:256 1:256 brennungswunde entstehen. Bei spontan-
;gi igg ig}; infizierten Odemen konnten JEANJEAN
705 1:1024 1:512 und Israce (1964) im Gegensatz zu
706 1:1024 1:1024 sterilen Odemen infolge Hitzeeinwirkung
707 1:512 1:512 eine eindeutige proteolytische Ferment-
708 1:256 1:256 aktivitit (GoDFRAIND, 1958) feststellen.
709 1:1024 1:1024 E " 56 fand sich bei
710 1:512 1:956 rwar ur;lgsgema an dsm el unseren
Poolseren der Tiore T01—710 Un‘uersuej ungen auf den verbrannten
vom Hautbezirken in den ersten Tagen nach
2. Tag — — der Verbrennung eine deutliche Ver-
4. Tag 1:16 1:16 minderung der bakteriellen Besiedlung.
8. Tag 1:8 1.8 Wie aus Untersuchungen beim Menschen
36. Tag 1:32 1:32 bekamnt ist (ArTz. 1963) k ¢
64. Tag 1:64 1:32 ckannt ist (ARTZ, ), kommt es

haufig unter der sterilen Wundoberflache
zu einer Vermehrung der in den Haarfollikeln primir vorhandenen und durch
die Verbrennung nicht abgetoteten Bakterien. Bei unseren hautverbrannten
Kaninchen konnten wir derartiges nicht beobachten. Wir fanden jedoch eine
deutliche sekundére Zunahme der auf der Hautoberfliche befindlichen Bakterien
(Staphylokokken, -hdmolytische Streptokokken, Coli) 5—8 Tage nach der Ver-
brennung im Bereich der Verbrennungswunde. Zu keiner Zeit konnten wir je-
doch im Blut Bakterien oder vermehrte antibakterielle Antikorper, etwa gegen
«-hdmolytische Streptokokken und Staphylokokken, nachweisen.

Die mit dem indirekten Immunfluorescenzverfahren nach Cooxs und KAPLAN,
welches wesentlich empfindlicher ist als der Pricipitationstest (Smite u. Mitarb.,
1962), feststellbare gelbgrime Fluorescenz der Staphylokokken und Strepto-
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kokken war als Ausdruck einer Anwesenheit von Antikérpern gegen diese Erreger
in gleicher Stérke auch schon vor der Verbrennung vorhanden. Weiter macht
auch das negative Ergebnis unserer Absorptionsversuche von ,,Verbrennungs-
antikérper’ enthaltenden Seren mit eben den auf der verbrannten Haut und in
den waBrigen Antigen-Extrakten gefundenen Bakterien es eher unwahrscheinlich,
daBl das sogenannte ,,Verbrennungsantigen auf eine bakterielle Infektion der
Verbrennungswunde zuriickzufiihren ist. Der mit der passiven Himagglutination
nach BoyDEN gemessene Antikorperspiegel gegen das Extrakt-Antigen aus ver-
_brannter Kaninchenhaut war vor und nach der Absorption mit den Bakterien
aus der Verbrennungswunde gleich. Die Effektivitdt dieser Absorption konnte
mit der Methode von Coons und KAPLAN von uns bewiesen werden; bei Uber-
schichten der Bakterien mit den absorbierten Seren und anschlieBend mit Fluores-
ceinisothiocyanat markiertem Anti-Kaninchen-y-Globulin-Konjugat war ném-
lich die vor der Absorption feststellbare gelbgriine Fluorescenz der Bakterien
nicht mehr nachweisbar.

I1. EinfluB} der Verbrennung auf die antibakterielle Antikorperbildung

Bei den vorangehenden tierexperimentellen Untersuchungen (Teil I) konnten
wir bereits bestdtigen, daf in Seren hautverbrannter Kaninchen Antikérper
gegen Extrakte nur aus verbrannter — und nicht gequetschter oder normaler —
Haut nachweisbar sind ; diese Antikérper lieBen sich nicht mit auf der verbrannten
Kaninchenhaut gefundenen Bakterien absorbieren.

Die Klirung der Frage, ob die beim Menschen bei einer Verbrennung auf-
tretende Abwehrschwiche gegen bakterielle Infekte als Folge einer Schidigung
der Produktionsstitten fiir Antikdrper aufzufassen ist, erschien uns bei unserer
Versuchsanordnung nur durch zusédtzliche bakterielle Immunisierung méglich.
Wir fithrten deshalb bei einer Reihe von Kaninchen gleichzeitig mit der Verbren-
nung eine Immunisierung gegen S-hamolytische Streptokokken durch und setzten
diese Immunisierungsergebnisse in Vergleich zu den Resultaten der Immuni-
sierung nicht verbrannter Tiere.

Methodik

1. Verbrennung und Antigenherstellung

15—18% der Kérperoberfliche von 10 Kaninchen (Tier Nr. 731—740) wurden wie in
Teil I beschrieben verbrannt (HAFERKAMP u. Mitarb., 1963). Die Antigenherstellung geschah
ebenfalls wie dort angegeben. Der EiweiBgehalt der Antigenextrakte betrug durchschnittlich
540 mg-%. Als Antigenkontrollen dienten die Extrakte aus gequetschter und normaler Ka-
ninchenhaut (Tier Nr. 711-—715).

2. Immunisierung der hautverbrannten Kaninchen
mit 3-himolytischen Streptokokken der Gruppe A

Die verbrannten Kaninchen wurden in zwei Gruppen geteilt. Die erste Gruppe (Tier
Nr. 731—735) erhielt mit Beginn am 1. Tag nach der Verbrennung, die zweite Gruppe (Tier
Nr. 736—740) mit Beginn am 7. Tag nach der Verbrennung eine Serie von i.v. Injektionen
einer Aufschwemmung von inaktivierten f-hdmolytischen Streptokokken der Gruppe A
(Stamm J 17 A 4 des Rockefeller Instituts, New York). Die Préparation des Streptokokken-
antigens erfolgte wie bei SmrTH, 1965, beschrieben, jedoch wurde, anders als dort angegeben,
eine Pepsinbehandlung der Bakterien unterlassen.
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Injektionsschema: An jeweils drei aufeinanderfolgenden Tagen wurden i.v. folgende
Mengen der Antigensuspension injiziert:

1. Woche = 3 x 0,5 ml,
2. Woche =3 x 1,0 ml,
3. Woche =3 x 1,0 ml
4. Woche = 3 x 1,0 ml.

8 Tage nach der letzten Antigengabe erhielten alle Tiere eine Booster-Injektion. Als Kon-
trolle der antibakteriellen Antikorperbildung bei den verbrannten Kaninchen (Tier Nr. 731 —
740) dienten die Werte von 10 nicht verbrannten, ebenfalls gegen Streptokokken der Gruppe A
sensibilisierten Kaninchen (Tier Nr.741—750). Bei dieser Versuchsgruppe bestanden hin-
sichtlich der Immunisierung vollig gleichartige Verhéltnisse.

3. Nachweis der gegen Euxtrakte aus der verbramnten Hautb gerichteten Antikérper

Mit der passiven Himagglutination nach BoypEN in der Modifikation nach STAvITZRY
(1954) wurden Serumproben der Tiere 731—740 vor der Verbrennung und am 7., 14., 21.,
28., 35. und 48. Tag nach der Verbrennung auf Antikoérper gegen den wilrigen Extrakt
(Antigen) aus verbrannter Haut untersucht.

4. Nachweis der gegen Streptokokken gerichieten Antikorper

a) Capillartest nach LANCEFIELD. Methodik s. Teil I.

Untersucht wurden alle vor und nach der Verbrennung entnommenen Serumproben
(s. oben) sdmtlicher Tiere (Nr. 731—740 und 741—750).

b) Agglutinationstest. Zur Anwendung kam der Agglutinationstest wie er bei Bakterien
itblich ist (KaBAT und MAYER, 1964).

Als Antigen diente eine Aufschwemmung von inaktivierten Streptokokken der Gruppe A
(Stamm J 17 A 4) in physiologischer Kochsalzlosung mit einem Gehalt von etwa 1 x 10°
Bakterien pro ml. Es wurden alle Serumproben in Verdunnungen von 1:20 bis 1:10 240
gepriift.

Ergebnisse

Bei den hautverbrannten Kaninchen (Tier Nr.731—740) konnte ebenfalls
eine Antikorperbildung gegen einen Extrakt aus der eigenen verbrannten Haut
gefunden werden. Titerhéhe und Titerverlauf entsprachen in etwa den Ergeb-
nissen der ersten Versuchsgruppe (s. Teil I). Sowohl die 10 nicht verbrannten
Kontrolltiere (Tier Nr. 741—750) als auch die 10 verbrannten Kaninchen (Tier
Nr. 731—740) zeigten bereits am 7. Tag nach Beginn der Immunisierung mit
dem Bakterien-Agglutinationstest nachweisbare Antikérper gegen §-hdmolytische
Streptokokken der Gruppe A. Der Titer dieser Antikorper erreichte meist um
den 14. Tag nach Immunisierungsbeginn einen Hohepunkt, fiel dann deutlich
ab, um nach dem 21. Tag erneut anzusteigen. Diese zweite, in der Mehrzahl der
Falle langsame Zunahme der Antikérper erfolgte fast immer schon vor der am
28. Tage nach Immunisierungsbeginn durchgefithrten Booster-Injektion (Abb. 3).
Es wiire also zundchst festzuhalten, daf die Antikorperbildung gegen die injizier-
ten Streptokokken-Antigen-Suspensionen bei den fiir den Vergleich herangezo-
genen, nicht hautverbrannten Kaninchenkollektiven in gleicher Weise erfolgte.
Wie aus den Abb. 3, 4 und 5 zu ersehen, lag der mittlere Antikorpertiter in der
Gruppe der nicht verbrannten Kaninchen (Tier Nr.741—750) am héochsten.
Die Antikdrper-Mittelwertskurve der Tiere, bei denen zugleich mit der Verbren-
nung die Immunisierung begonnen wurde (Tier Nr. 731—735), zeigte im Vergleich
dazu einen geringen Abfall, wihrend die 5 Kaninchen, die erst eine Woche nach
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der Verbrennung immunisiert wurden (Tier Nr.736—740), bereits deutlich

niedrigere Werte erkennen liefen.

Im Pricipitationstest konnten Antikérper gegen J-hdmolytische Strepto-

kokken der Gruppe A jeweils erst am 14.

bzw. 21. Tage nach Immunisierungs-

beginn, und dann auch meist nur schwach, nachgewiesen werden. Nach dieser

23 Virchows Arch. path. Anat., Bd. 341



336 W. VoazrL, B. Hevymer, Ta. B. Smrta und O, HAFERRAMP:

Zeit wurde der Ausfall der Pricipitationsreaktion jedoch kontinuierlich stéirker
und erreichte sein Maximum um den 35. Tag (Abb. 3, 4 und 5).

Infolge der mehr qualitativen als quantitativen Beurteilung der Pracipitate
liel sich ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der antibakteriellen Anti-
korperproduktion bei den verschiedenen Versuchsgruppen nicht feststellen.

Die Beobachtung, daf der Agglutinationstest regelmafig um 1—2 Wochen
vor dem Pricipitationstest positiv wurde, konnte sowohl bei der Gruppe der
verbrannten Kaninchen (Tier Nr. 731-—740) als auch bei den nicht verbrannten
Kontrolltieren (Tier Nr. 741—750) gemacht werden.

Besprechung

1964 berichteten ScuNEEWEISS, MATHES und LINDNER iiber Immunisierungs-
versuche mit Brucellen-Antigenen an je drei hautverbrannten und thymekto-
mierten Ratten. Sie fanden, dall die Antikérperspiegel gegen Brucellen bei den
verbrannten Tieren deutlich niedriger lagen als bei einer nicht verbrannten und
ebenfalls immunisierten Kontrollgruppe.

Die in unseren Versuchen bei den Kaninchen (Tier Nr. 736-—740), die erst
eine Woche nach der Verbrennung die erste Injektion von p-hdmolytischen
Streptokokken erhielten, gefundenen, relativ niedrigen Antikdrpertiter konnten
in etwa noch in Ubereinstimmung mit diesen Befunden erwihnt werden. Anderer-
seits sahen wir jedoch keinen eindeutigen Unterschied in der Hohe der Agglutina-
tionstiter zwischen der Kaninchengruppe (Tier Nr. 731—735), die gleichzeitig mit
der Verbrennung die ersten Injektionen von Streptokokkenantigenen erhielt, und
der Gruppe (Tier Nr. 741—750), die — ohne Hautverbrennungen — nur gegen
Streptokokken immunisiert wurde. Offenbar spielt also ein Zeitfaktor — Zeitraum
zwischen Verbrennung und Immunisierungsbeginn — eine gewisse Rolle, obwohl
auch die hautverbrannten, jedoch erst eine Woche nach der Verbrennung zusétz-
Lich mit Streptokokken behandelten Kaninchen beziiglich ibrer niedrigeren Titer-
hohe gegeniiber den anderen Versuchstieren keine statistisch signifikanten Unter-
schiede aufwiesen.

Das fir die Immunisierung unserer hautverbrannten Kaninchen und der
Kontrolltiere benutzte Antigen-Injektionsschema entsprach dem im Armed Forces
Institute of Pathology (Washington, USA) zur Herstellung von Streptokokken-
Hyperimmunseren tiblichen Verfahren. Das Kriterium einer ausreichenden Tm-
munisierung ist dabei primér der mit dem gruppenspezifischen Lancetfield-Extrakt
(LaNcEFIRLD, 1955) festgestellte Ausfall der Pricipitinreaktion. Da diese nun
im Gegensatz zu der Agglutinationsreaktion (7.—8.Tag) relativ spit positiv
wird (14.—21. Tag), ist eine Immunisierung tiber das mit dem Agglutinationstest
gemessene, scheinbare Optimum hinaus erforderlich. Als Erklarung fiir den Abfall
der Bakterienagglutinationstiter in der 3. Woche der Immunisierung (Abb. 3)
bietet sich das Phiinomen der immunologischen Uberbiirdung (Grrrerr und
Eicerory, 1960) an: die inzwischen gebildeten humoralen Antikérper werden
durch weiter injizierte, gro3e Antigenmengen abgesittigt. Die zweite Beobachtung,
nédmlich die, daf der Agglutinationstest bereits 1—2 Wochen vor dem Pricipi-
tationstest positiv wird (Abb. 3) ist aus mehreren Griinden leicht verstédndlich:
einerseits ist bekannt, daB fir die Agglutinationsreaktion wesentlich kleinere
Antikorpermengen als fiur die Pracipitationsreaktion erforderlich sind (ISLIKER,
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1957), und andererseits ist es sehr wahrscheinlich, dafl zu Beginn einer Immuni-
gierung mit Streptokokken-Antigenen nur 19 8-y-Globuline als Antikérper, welche
nicht pracipitieren, wohl aber agglutinieren, gebildet werden, und erst spiter
die Produkton von 7 8-y-Globulin-Antikérpern, welche sowohl précipitierende als
auch agglutinierende Eigenschaften haben, einsetzt (KrRAUSE).

Der Aussagewert dieser Immunisierungstechnik wird durch die immunologi-
sche Uberbiirdung in keiner Weise eingeschrinkt, da erstens die Versuchsbedin-
gungen bis auf den zu untersuchenden Faktor, ndmlich die Verbrennung, bei
beiden Kaninchengruppen gleich waren, und zweitens aus dem ersichtlichen
parallelen Auftreten dieses Phinomens keine Interpretationsschwierigkeiten ent-
stehen.

Wenn auch bei sehr schweren Verbrennungen, die zu einer Septicopyimie
als Spéttodesursache fithren, eine Schidigung der Antikoérper bildenden Stétten
durch eine Summation toxischer Faktoren anzunehmen ist (Zusammenbruch
der energetischen Bilanz nach schweren Verbrennungen, Dorrczrr, 1962), so
konnten doch bei den hier durchgefithrten Versuchen Hinweise dafiir erzielt
werden, dall grundsédtzlich eine Hemmung der antibakteriellen Antikérperbil-
dung, etwa im Sinne einer ,,Competition‘‘ der Antikérperbildung, nach Verbren-
nung wohl nicht angenommen werden darf; konnten doch bei der groBlen Varia-
tionsbreite der Antikdrperbildung beim Kaninchen bei allen unseren — mit und
ohne Hautverbrennung — Versuchsgruppen im wesentlichen gleiche Verhéltnisse
der Antikorperbildung gefunden werden.

Zusammenfassung

I.In den Seren von hautverbrannten Kaninchen konnte mit der passiven
Héamagglutination nach Boypex der Nachweis humoraler Antikérper gegen einen
wilrigen Extrakt aus verbrannter Kaninchenhaut erbracht werden. Diese Anti-
kérper lieen sich mit Bakterien, welche von den verbrannten Hautstellen und
aus den Antigen-Extrakten geziichtet worden waren, nicht absorbieren. Dariiber-
hinaus konnte weder ein Anstieg noch ein Abfall der antibakteriellen Antikérper-
titer in den Seren hautverbrannter Kaninchen nach der Verbrennung festgestellt
werden. Der negative Ausfall der Absorptionsversuche wird als Hinweis auf
die Spezifitdt der verbrennungsabhingigen Antikérper angesehen, die nichts mit
einer bakteriellen Infektion der Verbrennungswunde zu tun haben.

II. Beim Vergleich einer Gruppe von Kaninchen, welche gleichzeitig mit einer
experimentellen Hautverbrennung gegen f-hdmolytische Streptokokken der
Gruppe A immunisiert worden war, mit einer Gruppe nicht verbrannter, nur
gegen diese Bakterien immunisierter Kaninchen lie8 sich kein signifikanter Unter-
schied in der antibakteriellen Antikérperbildung nachweisen. Eine Hemmung
des antikérperbildenden Systems infolge Verbrennungen beschrinkten AusmaBes
(16—18% der Koérperoberfliche) scheint also im Tierversuch nicht vorzuliegen.

The produetion and significance of antibodies against baeteria in burn diseases

Summary
L. By indirect hemagglutination test according to the method of BoypEx,
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
antibody titer against bacteria is found in the sera of rabbits with burned skin.
Negative finding of the absorption experiment is seen as an indication of the
specificity of the antibody in the sera of burnt animals and that the antibody
production is caused by burning and not by bacterial infection.

1I. Two groups of rabbits were skin burned and immunized with Group A
hemolytic streptococci. The first injection was given two hours, respectively
7 days, after burning. A third group was similarly immunized but without any
burning. There was no difference found in the elaboration of antibody against
the organism nor was there any inhibition of antibody production seen.
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