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Vorwort zur zweiten Auflage.

Im Gegensatz zur ersten Auflage ist das Buch, das frither als Leit-
faden der Mikroparasitologie und Serologie erschienen war, jetzt zu
einem Lehrbuch ausgestaltet worden, dem die Verff. den Titel ,,Lehr-
buch der Mikrobiologie und Immunbiologie’* gegeben haben. An Stelle
des ausgeschiedenen Mitarbeiters Prof. Dr. E. GorscuuicH, Ankara
(frither Heidelberg), ist der Direktor des Hygienischen Instituts des
Ruhrgebiets zu Gelsenkirchen, Prof. Dr. Dr. Max GUNDEL, getreten. Das
Buch hat eine vollkommene Umarbeitung erfahren. Es wendet sich in
erster Linie an den Fachbakteriologen, an die Laboratorien, an die
klinischen Assistenten und an die beamteten Arzte, weiter aber auch an
den praktischen Arzt, den Tierarzt und den Studierenden, der sich fiir
das Fach interessiert.

Das Buch enthdlt die Grundlagen und Ergebnisse der Mikrobiologie
und Immunbiologie in prignanter Kiirze. Im allgemeinen Teil ist eine
Darstellung der Biologie der Mikroparasiten, sowie der Verhiltnisse von
Infektion und Immunitit gegeben. Der spezielle Teil bringt eine Dar-
stellung der einzelnen Krankheitserreger im Rahmen eines natiirlichen
Systems, soweit dies bei dem heutigen Stande unserer Wissenschaft
méglich ist. Daneben werden die Epidemiologie und die Bekimpfung der
Seuchen einschlieBlich der gesetzlichen MaBnahmen beriicksichtigt. Der
Anhang enthélt den mikroskopischen Nachweis von Wiirmern und Wurm-
eiern. Im Text sind bei den einzelnen Kapiteln die wichtigsten Unter-
suchungsmethoden in Kleindruck angegeben, so daB es sich somit er-
iibrigt, in dieser Hinsicht noch ein anderes Buch zu benutzen. Die
farbigen Abbildungen, sowie die einfarbigen, insbesondere die Apparate-
bilder, sind auf das notwendigste MaB reduziert worden, ohne daB dem
Verstédndnis in irgendeiner Weise Abbruch getan wird.

Wie schon eingangs gesagt wurde, ist das Lehrbuch auch fiir den prak-
tischen Arzt gedacht, der nicht selbst bakteriologisch arbeitet, sondern
die fiir seine praktischen Zwecke erforderlichen Untersuchungen an
anderer Stelle ausfiihren 146t. Mehr und mehr hat sich ja, zum Segen
fir die medizinische Diagnostik, die Inanspruchnahme bakteriologischer
Untersuchungsstellen seitens der praktischen Arzte elngeburger’c Nach
unserer eigenen reichen Erfahrung auf diesem Gebiete miissen wir aber
sagen, daBl fiir ein gedeihliches Zusammenarbeiten zwischen Arzt und
Untersuchungsamt gewisse Vorbedingungen erfiillt sein miissen. Der
Arzt muf} wissen, welche Proben er bei jeder einzelnen Infektionskrankheit
und in welcher Weise und zu welchem Zeitpunkt er sie zu entnehmen
hat; er muBl auch wissen, was er im gegebenen Falle von der bakterio-
logischen Untersuchung erwarten darf, und er muB vor allem das ihm
zugehende Untersuchungsergebnis richtig bewerten konnen. Wie steht
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es aber hiermit in der Praxis? Abgesehen davon, daB zuweilen noch
ganz ungeeignetes, technisch unrichtig behandeltes Material (z. B. bei
Blutpriparaten) eingeht, oder dafl Proben einem lingeren Transport
ausgesetzt werden, die es durchaus nicht vertragen, wo vielmehr die
Verarbeitung des Materials unmittelbar nach der Entnahme an Ort
und Stelle das einzig richtige wire (z. B. bei Kultivierung von Ruhr-
bacillen aus Stuhl oder von Meningokokken aus Rachenabstrichen) —
wird sehr hiufig noch in der richtigen Auswahl des Materials und der Zeit
der Entnahme gefehlt. Es ist z. B. ganz zwecklos, bei einer auf Typhus
verdichtigen Erkrankung sogleich in den ersten Tagen eine Serumprobe
zur WipaLschen Reaktion oder eine Stuhlprobe zur Untersuchung auf
Typhusbacillen einzusenden (statt der in dieser Zeit fast sicheren Erfolg
versprechenden Blutkultur) und womédglich gar sich mit dem so erhal-
tenen negativen Ergebnis der einmaligen Untersuchung zu beruhigen
und den Typhusverdacht fallen zu lassen. In solchen immer wieder
vorkommenden Fillen wirkt dann die falsch ausgelegte bakteriologische
Untersuchung geradezu irrefithrend. Solche Irrtiimer miissen und
konnen vermieden werden, wenn der Kinsender die erforderlichen
Kenntnisse auf dem Gebiet der bakteriologischen Methodik hat und sich
gegebenenfalls rasch orientieren kann. Moge das vorliegende Buch auch
in dieser Hinsicht seine Aufgabe erfiillen.

Fiir das Entgegenkommen, das die Verlagsbuchhandlung JuLius
SPrRINGER unseren Wiinschen gezeigt hat und fiir die vorziigliche Aus-
stattung, die sie dem Buche zuteil werden lie, mdchten wir auch an
dieser Stelle unseren aufrichtigsten Dank aussprechen.

Gelsenkirchen und Bochum, im Februar 1939.

M. GUNDEL. W. SCHURMANN.



Inhaltsverzeichnis.

Allgemeiner Teil.

Seite

A. Begriffsbestimmung und Einteilung der pathogenen Mikro-
organismen . . . . . . . . . 0 0w e e e e e e 1

B. Allgemeine Morphologie und Methoden der Beobachtung der
Mikroparasiten . . . . . . . . .. ..o o000 6
1. Die morphologischen Eigenschaften der Mikroparasiten . . . . . . 6
1. Normale und Degenerationsformen . . . . . . . . . . . . . . 6
2. Kernapparat . . . . . . . . . .. .. .. 000 11
3. Bildung von Dauerformen (Sporen).. . . . . . . . . . . . .. 12
4. Kapseln . . . . . . . .. ... 000 s 0o 14
5. Geileln . . .. L L. Lo oL 15
IT. Methoden der Beobachtung der Mikroparasiten . . . . . . . . . . 18
1. Das Mikroskop und sein Gebrauch bei mikrobiologischem Arbeiten 18

2. Beobachtung der Mikroorganismen im ungefirbten und gefirbten
Praparat . . . . . . . . . . ..o oo o 24
3. Spezielle Farbemethoden . . . . . . . . . . . . . . ... .. 30

C. Allgemeine Biologie und Methoden der Ziichtung der Mikro-
organismen . . . . . . . .. ... oo e e e e 34
1. Lebensbedingungen der Mikroorganismen. . . . . . . . . . . . 45
2. Die LebensduBlerungen der Mikroorganismen . . . . . . . . . . 49
Bakteriophagie . . . . . . . . ... ..o 52
D. Die Mikroorganismen als Krankheitserreger. . . . . . . . . . 55
E. Immunitat . . . . . . . . ... Lo 68
1. Allgemeines . . . . . . . . . . ... ..o 68
2. Antitoxine . . . . . . . .. ..o L0000 76
3. Bakteriolysine . . . . . . . . .. . ..o 79
4. Opsonine und Bakteriotropine . . . . . . . . . . . . . ... 83
5. Agglutinine . . . . . . . . .. ..o oL .. 85
Anhang: Die Blutgruppen des Menschen . . . . . . . . .. 91
6. Pracipitine . . . . . . . . . ..o o000 97
7. Hamolysine . . . . . . . . . . . . . oo 104

8. Komplementbindung (WasserMaNNsche Reaktion), Flockungs- und
Tritbungsreaktionen . . . . . . . . . . . . ... ... .. 108
9. Schutzimpfung und Bakteriotherapie . . . . . . . . . . . . . 121

F. Absterbebedingungen der Mikroorganismen (Desinfektion,
Sterilisation und Entwesung) . . . . . . . . . . .. ... .. 128
Physikalische Desinfizienzien . . . . . . . . . . . . . ... .. .. 136
Die chemischen Desinfektionsmittel . . . . . . . . . . . . . . . .. 141
1. Die Schwermetalle. . . . . . . . . . . . ... ... .. .. 141
2. Die Schwermetallsalze . . . . . . . . . . . . . . ... ... 141
3. Sduren und Alkalien. . . . . . . . . . .. ... ..o 142
4. Neutralsalze . . . . . . . . . . . . . ... o 143
5. Oxydationsmittel . . . . . . . . . . . .. ... ... .. 144
6. Halogene . . . . . . . . . . . . ... ... ..., R I
7. Kohlenstoffverbindungen der aliphatischen Reihe . . . . . . . . 145
8. Organische Verbindungen der aromatischen Reihe . . . . . . . 145
9. Gasformige Desinfizienzien . . . . . . . . . . . . . ... .. 146
Praktische Anwendung der Desinfektionsverfahren . . . . . . . . . . 151
Entwesung . . . . . . . . . . oL Lo 155

Chemotherapie . . . . . . . .. .. ... e e e e B (11



VI Inhaltsverzeichnis.
Seite
G. Existenz und Nachweis der Mikroparasiten in der unbelebten
Natur . . . . . . . o e e e e e s e e e e e 168
H. Gesetzliche MafSinahmen zur Bekdmpfung ansteckender Krank-
heiten. . . . . . . . oL o s e 178
J. Technische Hinweise fiir das mikroparasitologische Arbeiten
im Laboratorium . . . . . . . . . .. ... 0000 189
1. Laboratoriumseinrichtung bzw. Ausstattung des Arbeitsplatzes . . 189
2. SchutzmafBnahmen beim Arbeiten mit infektiosem Material . . . 190
3. Der Tierversuch . . . . . . . . . . . . . .. ... .. .. 196
4. Sektion. . . . . .. ..o L L Lo 198
Spezieller Teil.
A. Die pathogenen Bakterien . . . . . . . . . . . ... ... 199
1. Die pathogenen Kokken . . . . . . . . . . ... ... ... 199
1. Die pyogenen Staphylokokken. . . . . . . . . . . .. .. 200
2. Die Streptokokken . . . . . . . . . ... ..., 203
a) Streptococcus pyogenes haemolyticus . . . . . . . . . . 205
b) Der Streptococcus viridans . . . . . . . . .. ... .. 207
c¢) Die Gruppe der pleomorphen Streptokokken und anhimo-
lytischen Streptokokken . . . . . . . . . . . .. ... 208
d) Xnaetobe Streptokokken . . . . . . . . . . ... ... 209
3. Micrococcus tetragenus . . . . . . . . . . .. ... ... 210
4. Die Pneumokokken. . . . . . . . . ... ..o 0oL 211
5. Die Gonokokken . . . . . . . . . .. ... oL 217
6. Die Meningokokken. . . . . . . . . . . ... L. ... 222
7. Sonstige gramnegative Kokken . . . . . . . . . . . . .. 227
II. Die pathogenen Bacillen . . . . . . . . . . . . . . ... .. 229
1. Der Milzbrandbacillus. . . . . . . . . . .. ... .... 229
2. Die Gruppe der Heubacillen. . . . . . . . . . . . . ... 235
3. Der Tetanusbacillus . . . . . . . . . ... ... .... 235
4. Die Erreger der Gasédeminfektionen . . . . . . . . . . .. 240
a) Der WELCH-FRAENKELsche Gasbacillus. . . . . . . . . . 245
b) Der Novysche Bacillus des malignen Odems . . . . . . . 246
¢) Der Pararauschbrandbacillus . . . . . . . . . . . . .. 246
d) Bacillus gigas . . . . . . . .. ... L0 246
e) Bacillus histolyticus . . . . . . . . . . . ... .. .. 247
f) Der Rauschbrandbacillus . . . . . . . . . . . . . . .. 247
g) Saprophytische anaerobe Sporenbildner . . . . . . . .. 248
5. Bacillus botulinus . . . . . . . .. ... 0oL 249
ITI. Nichtsporenbildende Bacillen . . . . . . . . . . .. .. ... 252
1. Die Typhus-, Paratyphus-, Enteritisgruppe . . . . . . . . . 252
2. Bakterien der Gruppe des Bact. coli und des Bact. lactis aero-
GEMES . . . . . v e e e e e e e e e e e e e e 270
3. Infektionen mit Pyocyaneus- und Proteusbacillen . . . . . . 271
4. Die Ruhrbacillen. . . . . . . . . . . .. ... ... 273
5. Pathogene Kapselbacillen . . . . . . . . ... ... ... 278
6. Infektionen durch Nekrosebacillen bei Tieren . . . . . . . . 280
7. Die Gruppe der Bacillen der hamorrhagischen Septicimie . . 280
a) Der Pestbacillus. . . . . . . . . . ... ... ..., 280
b) Bacillus septicaemiae haemorrhagiae (Pasteurellagruppe). . 285
¢) Bacterium tularense . . . . . . . . . . ... L. 286
8. Gruppe der himoglobinophilen Bacillen . . . . . . . . .. 288
a) Der Influenzabacillus. . . . . . . . . . . .. ... .. 288
b) Der Bacillus Koch-Weeks . . . . . . . . . . .. ... 290
¢) Bacillus perbussis . . . . . . . . . ... ..., 290
9. Schweinerotlauf- und Méauseseptikimiebacillen. . . . . . . . 293
10. Die Diplobacillus Morax-Axenfeld . . . . . . . . . . . .. 294

11. Streptobacillus uleeris mollis . . . . . . . . . . .. ... 294



Inhaltsverzeichnis. VIiI

Seite

12. Die Brucella-Gruppe . . . . . . . . . . . ... .. ... 295

13. Der Diphtheriebacillus . . . . . . . . . . . . ... ... 299

14. Der Rotzbacillus . . . . . . . . . . . . .. ... .. .. 305

15. Die Tuberkelbacillen . . . . . . . . . . . .. ... ... 308

Anhang: Saprophytische sidurefeste Bacillen. . . . . . . . 323

16. Der Leprabacillus . . . . . . . . . . . ... ... ... 324

IV. Pathogene Vibrionen . . . . . . . . . . . .. ... ..... 326

Vibrio cholerae asiaticae . . . . . . . . .. . ... .. ... 326

B. Pathogene Streptotricheen. . . . . . . . . . ... ... ... 335

Actinomyeceten . . . . . . . . .. ..o oL L0 s e 335

C. Pathogene Schimmel- und SproBpilze . . . . . . . . . . . .. 339

1. Die Faden- oder Schimmelpilze . . . . . . . . . . ... .. .. 339

2. Die SproB- oder Hefepilze . . . . . . . . . . . . ... ..... 344

D. Spirochéten. . . . . . . . . ..o Lo 346

1. Die Recurrensspirochdten . . . . . . . . . . . . . . ... ... 347

2. Spirochéte der WeiLschen Krankheit (Sp. icterogenes) . . . . . . . 350

3. Syphilisspirochite (Sp.pallida) . . . . . . . .. . .. ... ... 353

4. Die Frambosie . . . . . . . . . . . ... o0, 358

5. Spirochiten bei Pravr-ViNcENTscher Angina . . . . . . . . . .. 358

6. Die RattenbiBkrankheit (Sokoduw) . . . . . . . . . . ... ... 359

7. Spirochatenkrankheiten der Tiere. . . . . . . . . . . . . . . .. 360

E. Krankheitserregende Protozoen . . . . . . . . ... .. ... 361

1. Dysenterieamében. . . . . . . . . . . . .. ... 0.0 0. 364
Anbhang: Balantidium coli, Trichomonas intestinalis, Trichomonas

vaginalis, Lamblia intestinalis . . . . . . . . . ... ... ... 366

2. Trypanosomen . . . . . . . v v v o e e e e e e e e e e 367

3. Leishmanien . . . . . . . . .. .. ... ... .. ..., 373

4. Malariaplasmodien. . . . . . . . . . . . ... ..., 375

Anhang: Plasmodien der Vogelmalaria . . . . . . . . . . . .. 386

5. Piroplasmosen . . . . . . . ... .. .00 387

6. Die Bartonellose . . . . . . . . . ... .. ... ....... 390

7. Coccidiosen . . . . . . . . .. ..o 391

F. Virus und Viruskrankheiten . . . . . . . . . . .. ... ... 392

I. Allgemeine Erkrankungen. . . . . . . . . . ... ... ... 396

1. Das Gelbfieher . . . . . . . . . ... ... ... .. .. 396

2. Dengue. . . . . ... 0oL 0o e e e e e e 398

3. Das Pappatacecifieber . . . . . . . . ... ... ..., 398

4. Das Rifttal-Fieber. . . . . . . . . . . . ... ... ... 399

II. An der Haut sich manifestierende Viruskrankheiten. . . . . . . 399

1L.Pocken. . . . . . . . . v . v it e e e e e 399

2. Alastrim . . . . ... L oL L 402

3. Die Tierpocken . . . . . . . . . . . ... ... ... 402

4. Windpocken . . . . . . . ... ... 0oL, 402

5. Herpes zoster . . . . . . . . . . . . . . ..o 402

6. Herpes simplex . . . . . . . . . ... ... ....... 403

7. Maul- und Klawenseuche. . . . . . . . . . ... ... .. 403

III. Durch Virusarten bedingte Exantheme . . . . . . . . . . .. 404

1.Die Masern . . . . . . . . . . . . . i e 404

2.Die Roteln . . . . . . ... ... ... ... 405

3. Der Scharlach . . . . . . .. ... ... ... ... 405

IV. Encephalomyelitiden . . . . . . . . . . . ... ... .... 406

1. Encephalitis epidemica. . . . . . . . . . ... ... ... 406

2. Die spinale Kinderldéhmung. . . . . . . . . .. ... ... 407

3. Louping ill . . . . . . ... L 408

4. Die Tollwut . . . . . . . . . . ... ... .. ..... 408

V. Viruskrankheiten der Atmungsorgane . . . . . . . . . .. .. 411

1. Die epidemische Grippe . . . . . . . . . . . .. ... .. 411

2. Die Psittacosis . . . . . . . . e e e e e e e e e e e e 412



VIII Inhaltsverzeichnis.
Seite
VI. Erkrankungen der Drijgen . . . . . . . . . . .. . ... .. 413
1. Lymphogranuloma inguinale . . . . . . . . . .. ... .. 413
2. Lymphogranulomatose . . . . . . . . . . . ... ... .. 414
3. Parotitis epidemica (Mumps) . . . . . . . . . . . . . ... 414
VII. Erkrankungen der Augenbindehaut . . . . . . . . . .. . .. 415
1. Die Kérnerkrankheit . . . . . . . . . . ... .. .. .. 415
2. Die EinschluBblenorrhée . . . . . . . . . . . . . . . . .. 415
3. Die Schwimmbadconjunetivitis . . . . . . . . . . . . . .. 416
VIIL. Virusihnliche Organismen. . . . . . . . . . . . . . . . ... 416
1. Das Fleckfieber . . . . . . . . . . . . . . ... ... 417
2. Febris quintana . . . . . . . . . . ... ..o 420
G. Infektionen durch Wiirmer. . . . . . . . . . . . . . . . ... 421
1. Die Nematoden . . . . . . . . . . . . o o0 421
a) Anguillula intestinalis. . . . . . . . . . . .. ... 422
b) Ankylostomum duodenale . . . . . . . . . ... ... L 423
¢) Oxyuris vermicularis . . . . . . . . e e e e e e e e e 427
d) Ascaris luntbricoides . . . . . . . . . . .. ..o 427
e) Trichinella spiralis . . . . . . . . . . . ... ... ... .. 428
f) Trichocephalus dispar. . . . . . . . . . . . . .. ... ... 430
g) Filarien . . . . . . . . . . . ..o 0o 430
2. Die Zestoden . . . . . . . . .. . .0 e e e e e e 431
a) Taenia solium . . . . . . . . . . . . . . . .. ... 432
b) Taenia saginata . . . . . . . . . . . . . . .00 433
c) Bothriocephalus latus. . . . . . . . . . . .. . ... ..., 433
d) Taenia echinococeus . . . . . . . . . . ..o oL 434
3. Die Trematoden . . . . . . . . . . . . . ... 435
Bilharzia haematobia . . . . . . . . ... 435

Sachverzeichnis . . . . . . . « . .« . . o o oo e e 437



Allgemeiner Teil.

A. Begriffsbestimmung und Einteilung
der pathogenen Mikroorganismen.

Als Mikroparasiten oder pathogene Mikroorganismen (krankheits-
erregende Kleinwesen) bezeichnet man kleinste, nur mit starker mikro-
skopischer Vergroferung erkennbare Lebewesen, die auf den #uBeren
und inneren Korperoberflichen, sowie in den Geweben tierischer und
pflanzlicher hoherer Organismen zu leben und sich auf Kosten ihres
Wirtes zu ernéihren vermdgen. Héufig kommt es dadurch zu Stérungen
des normalen Ablaufes der Lebensvorgiange, d. h. zur Erkrankung des
Wirtsorganismus; da diese Krankheiten durch Ubertragung der Mikro-
parasiten auf einen anderen Wirt zustande kommen, bezeichnet man
sie als ansteckende oder Infektionskrankheiten. Bekanntlich gibt es auch
ansteckende Krankheiten, welche durch Parasiten verursacht werden,
die mit bloBem Auge sichtbar sind (Makroparasiten) und zu den Klassen
der Wiirmer und Spinnentiere gehéren; fiir diese Krankheiten hat man
wohl auch — im Gegensatz zu den durch Mikroorganismen verursachten
Infektionen — die Bezeichnung ,,Invasionskrankheiten’ gewahlt; doch
ist eine solche Abtrennung eine willkiirliche, da sowohl die biologischen
Vorgéinge zwischen Erreger und befallenem Organismus wie das epi-
demiologische Verhalten der einzelnen Krankheitsfille zueinander keine
grundsétzlichen Unterschiede zwischen den durch Mikro- und Makro-
parasiten verursachten Infektionen aufweisen. Wenn also die Begriffs-
bestimmung der Mikroparasiten oder pathogenen Mikroorganismen zu-
nichst nur rein duBerlich im Gegensatz zu den schon mit bloBem Auge
erkennbaren Makroparasiten erfolgt ist und im iibrigen die Mikro-
organismen sehr verschiedenen Klassen des biologischen Systems an-
gehoren, indem einige entschieden pflanzlicher, andere entschieden
tierischer Natur sind und noch andere auf der Grenze dieser beiden
Reiche stehen, so ist doch ihre gemeinsame Betrachtung und Namen-
gebung aus verschiedenen Griinden gerechtfertigt: erstens durch die
gemeinsame Methodik, welche nicht nur durch die mikroskopische Technik,
sondern vor allem durch das unmittelbare medizinische Interesse, das
die Mikroorganismen als Erreger der wichtigsten Infektionskrankheiten
beanspruchen, beherrscht wurde, und welche daher einerseits das
Studium dieser Lebewesen mehr und mehr zu einer Doméne des Medi-
ziners werden lieB, andererseits neue Gesichtspunkte und Aufgaben in
die Forschung einfiihrte, die (wie die Erkenntnis der Vorginge der
Desinfektion und Immunitdt) den rein biologischen Disziplinen der
Botanik und Zoologie bisher so gut wie fremd gewesen waren; zweitens
durch das theoretisch gemeinsame Merkmal aller Mikroorganismen, da
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2 Begriffshestimmung und Einteilung der pathogenen Mikroorganismen.

es sich im Gegensatz zu den mit bloBem Auge sichtbaren mehrzelligen
Makroparasiten um einzellige Lebewesen handelt. Mit dieser grund-
satzlichen Feststellung ist das Reich der Mikroorganismen von dem der
mehrzelligen Lebewesen biologisch streng geschieden, schon deshalb,
weil der Einzeller in sich die verschiedensten Lebensfunktionen ver-
einigt, wihrend beim Mehrzeller selbst auf der niedrigsten Stufe der
Entwicklung stets eine Differenzierung, eine Verteilung verschiedener
LebensauBerungen auf verschiedene Zellgruppen (Organe) stattfindet.
Je mehr die Erforschung der einzelligen Mikroorganismen fortgeschritten
ist und je zahlreichere und mannigfaltigere Arten erkannt wurden,
desto mehr verwandtschaftliche Beziehungen zwischen den urspriinglich
scheinbar so weit voneinander getrennten einzelnen Reprisentanten
sind zutage getreten, so daBl man jetzt schon den Versuch wagen kann,
ein natiirliches System der Mikroorganismen aufzustellen. Man geht
dabei am besten von der auf der Stufenleiter biologischer Entwicklung
am tiefsten stehenden Gruppe der Bakterien aus. Von diesen fiihrt die
phylogenetische Entwicklung einerseits zu rein pflanzlichen Formen
(Streptotricheen, Schimmel- und Sprofipilzen), andererseits durch die
Ubergangsgruppe der Spirochdten zu einzelligen niedersten Tieren (Pro-
tozoen ) ; schlieBlich existiert noch eine Gruppe von Mikroorganismen,
die der Klassifikation besondere Schwierigkeiten macht, weil es sich um
Formen von solcher Kleinheit handelt, daf} sie auf oder unter der Grenze
der mikroskopischen Sichtbarkeit stehen (sub- oder ultramikroskopische
Erreger, Aphanozoen [KRUSE]) und demgemifl die Poren von Filtern
passieren, die sich den Keimen der oben genannten Gruppen gegeniiber
als vollig dicht erweisen (filtrierbares Virus). Wenn diesen letzt-
genannten kleinsten Formen gegeniiber die morphologische Erforschung
entweder vollig versagt (Gelbfiebererreger) oder doch nur insoweit méog-
lich ist, als der Mikroparasit in den Zellen des befallenen Wirtsorganismus
nicht als solcher, sondern durch die den Eindringling einhiillenden
farberisch darstellbaren Reaktionsprodukte der Wirtszelle sichtbar wird
(daher die Bezeichnungen als Chlamydozoen [v. PRowAZEK] oder Stron-
gyloplasmen [LirscHUTZ]), so erlauben doch die biologischen Eigen-
schaften dieser kleinsten Lebewesen, sie vielleicht mit den Bakterien,
Spirochiéten und Protozoen in nihere verwandtschaftliche Beziehung zu
setzen: vgl. weiter unten.

Ein natiirliches System der Mikroorganismen 1aBt sich also etwa nach
folgendem Schema aufstellen:
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Von rein biologischem Interesse und ohne unmittelbare Bedeutung
fir die medizinische Wissenschaft ist dann noch die enge verwandt-
schaftliche Beziehung der Bakterien zu den Algen (unter denen bisher
Parasiten bei Tieren nicht bekannt sind, die jedoch ihrerseits in naher
Verwandtschaft zu manchen Protozoen [Flagellaten] stehen).

Die einzelnen Gruppen der Mikroparasiten lassen sich kurz etwa durch
folgende Merkmale charakterisieren:

1. Bakterien (wegen ihrer engen verwandtschaftlichen Beziehungen
zu den Pilzen auch als Spalipilze oder Schizomyceten bezeichnet) sind
einzellige, mit Ausnahme vereinzelter saprophytischer Arten chloro-
phyllfreie Mikroorganismen einfachster (kugeliger, stibchen- oder schrau-
benartiger) Form, die sich ausschlie8lich durch Quertellung vermehren,
demgemif keine echten Verzweigungen bilden und in bezug auf ihre
Lebensbedingungen und LebenséduBlerungen eine ganz auBerordentliche
Mannigfaltigkeit der Artcharaktere zeigen.

2. Streptotricheen (Strahlenpilze), von den stibchenférmigen Bak-
terien, denen sie sonst sehr nahe stehen, durch das Vorhandensein echter
Astbildung und keulenférmiger Endglieder, sowie strahliger Anordnung
des Wachstums von einem Zentrum aus, unterschieden. Gewisse Arten,
die, morphologisch streng genommen, zu den Streptotricheen gehéren,
wie die Tuberkel-, Rotz- und Diphtheriebacillen, werden im gewohn-
lichen medizinischen Sprachgebrauch (dem auch unsere Darstellung
folgt) zu den Bakterien gerechnet, weil sie im infizierten Organismus
fast ausschlieBlich die Gestalt von Bakterien zeigen und die veréstelten
,,hoheren Wuchsformen nur unter besonderen Umstéinden in kiinst-
licher Kultur auftreten.

3. Schimmel- oder Fadenpilze bilden ein verzweigtes Netz (Mycelium)
von Fiden (Hyphen), auf dem sich die besonders gestalteten sporen-
tragenden Fruchtkorper erheben. AnldBlich der Fruktifikation findet bei
einigen Arten geschlechtliche Fortpflanzung (Kopulation) statt. Von den
Schimmel- und Fadenpilzen aus fithrt die phylogenetische Entwicklung
einerseits zu den hoheren Pilzen, andererseits zu den

4. SproBpilze, Blastomyceten, die nach ihrer Erscheinung allerdings
einfachere Formen darstellen als die komplizierter gebauten Schimmel-
pilze, dennoch aber stammesgeschichtlich als Abkémmlinge der letzteren
aufgefaBt werden kénnen, weil das Mycel echter Schimmelpilze unter
gewissen Bedingungen (in Nahrfliissigkeit untergetaucht) in Form von
Sprofipilzen weiterwichst. Die Sprofpilze fithren jhren Namen von der
eigenartigen Form ihrer Vermehrung, wobei aus der kugeligen oder
linglichen Mutterzelle seitliche runde Auswiichse (Knospen oder
Sprossen) hervorgehen, die schlieBlich ihrerseits zu fertigen, der Mutter-
zelle gleichenden Zellen auswachsen und sich dann von der letzteren
abschniiren. Ubrigens zeigen manche SproBpilze (Oidium, Soor) auBer
der Vermehrung durch Sprossung noch Wachstum in verzweigten Féden,
ahnlich dem Mycel der Schimmelpilze, worin eine besonders nahe Ver-
wandtschaft zu diesen letzteren sich kundgibt.

LBt sich so auf der einen Seite der Stammbaum der phylogenetischen
Entwicklung von den Bakterien bis zu hoheren pflanzlichen Formen
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verfolgen, so bestehen andererseits Beziehungen der Bakterien zu tieri-
schen Lebewesen. Eine vermittelnde Stelle nehmen hierbei ein:

5. Spirochiiten, die in ihrer Gestalt und Eigenbewegung zunéchst
am meisten an die schraubenférmigen Bakterien (Spirillen) erinnern und
frither mit diesen héufig zusammengeworfen wurden, so dafl die beiden
Bezeichnungen Spirochite und Spirillum fast unterschiedslos in Ge-
brauch waren. Genaueres Studium lehrt schon morphologische Unter-
schiede erkennen, indem bei den Spirillen der Zelleib verhéltnismaBig
starr, bei den Spirochiten dagegen auBlerordentlich biegsam ist. Strittig
ist die Frage, ob bei den Spirochidten auller der Querteilung noch Léngs-
teilung oder gar diese allein vorkommt, und damit zusammenhéingend
die weitere Frage, ob echte Verzweigungen auftreten. Manche Beob-
achtungen, z. B. das Verschwinden der typischen Formen in gewissen
Entwicklungsphasen der Spirochateninfektionen (Recurrens), sowie das
(noch fragliche) Vorkommen filtrierbarer Keime von submikroskopischer
GroBenordnung sprechen dafiir, da der Entwicklungskreis der Spiro-
chiten vielleicht reicher ist als derjenige der Spirillen, bei welch letz-
teren — wie bei allen Bakterien iiberhaupt — derselbe morphologische
Typus immer wieder einzig und allein hervorgebracht wird. Dazu
kommt die bei einigen Arten beobachtete Reifung in einem als Zwischen-
wirt fungierenden Insekt, ein ProzeB, der durchaus dem Entwicklungs-
gang tierischer Parasiten angehdrt.

6. Protozoen, einzellige tierische Lebewesen von mannigfaltiger Form
und geschlechtlicher Fortpflanzung, die ihre Leibessubstanz nicht wie
die Bakterien, Streptotricheen, Schimmel- und SproBpilze aus ein-
fachsten chemischen Verbindungen synthetisch aufbauen, sondern auf
die Ernidhrung aus kompliziert gebauten hochmolekularen EiweiBstoffen
(teilweise sogar wie die Amében auf Aufnahme geformter organischer
Elemente) angewiesen sind. Die verschiedenen Gattungen und Arten
untereinander sowie auch die einzelnen Arten in ihrem Entwicklungs-
zyklus zeigen einen grofien Formenreichtum; neben der einfachen vege-
tativen Vermehrung durch Quer- oder Lingsteilung oder durch Zerfall
in zahlreiche Teilstiicke findet sich bei vielen Arten noch eine besondere,
ungleich kompliziertere geschlechiliche Entwicklung unter gleichzeitigem
Generationswechsel in einem Zwischenwirt (stechendem Insekt oder Zecke);
dazu kommt die weitgehende morphologische Differenzierung des ein-
zelnen Individuums. Obgleich es sich um einzellige Organismen handelt,
findet sich vielfach schon — nach Analogie der Bildung von verschiedenen
Organen bei Metazoen — eine gewisse Verteilung der einzelnen Funk-
tionen auf bestimmte Teile des Zelleibs (,,Organellen”). So wird die
Fortbewegung entweder durch améboide Fortsitze des Plasmas ( Pseudo-
podien) oder durch Geifieln oder durch eine wndulierende Membran
bewirkt. Bei manchen Arten findet sich eine besondere, offenbar
Verdauungszwecken dienende Nahrungsvakuole. Das Plasma ist oft
in ein korniges Endo- und ein hyalines Ektoplasma differenziert;
dazu kommt bei manchen Arten die Ausbildung einer besonderen Hiill-
substanz oder encystierter Formen. Vor allem aber ist der Kernapparat
deutlich morphologisch differenziert; neben dem Hauptkern findet
sich bei Flagellaten ein zweites kernartiges Gebilde, aus dem die
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Geiflel entspringt, und das daher als Geiflelwurzel (,,Blepharoplast®)
bezeichnet wird.

7. Yirus (s. im Speziellen Teil auch Virus und Viruskrankheiten):
Es gibt eine Reihe von Infektionskrankheiten, deren Erregernatur nur
mit Hilfe auBerordentlich komplizierter Untersuchungsmethoden fest-
gestellt werden konnte.

E. HaacEN teilt die submikroskopischen Krankheitserreger nach
ihrer Morphologie und ihren Wirkungen auf die Zellen des infizierten
Organismus folgendermafBen ein:

1. Unsichtbare Viruse ohne Zellverdnderungen (EinschluBkérnchen).

2. Noch unsichtbar gebliebene Viruse mit bestimmten Verdnderungen
in den Zellen.

3. Mikroskopisch sichtbare Viruse ohne Bildung von Zellveridnde-
rungen.

4. Sichtbare Virusarten mit Zellverianderungen.

Die Durchmessergréfie konnte durch Ultramikroskopie, Zentrifugation
oder Ultrafiltration festgestellt werden; sie schwankt zwischen 10 und
etwa 300 mu (1 mu ist /g4 ¢ oder Y;ggp000 mm). Es ist gelungen, eine
Reihe von Virusarten in der Gruppe tiber 100 my fiarberisch und mikro-
skopisch sichtbar zu machen.

Die Virusarten bilden mehr oder weniger homogene kugelrunde
Kérperchen, die sich intracellulir vermehren. Als Reaktionsprodukte
der Zellen sind die , EinschluBkérperchen zu bezeichnen, die dia-
gnostisch fiir die Erkennung mancher Viruskrankheiten eine groBe
Rolle spielen. Die in den letzten Jahren umfangreich und erfolgreich
durchgefiihrten Untersuchungen, die sich mit diesen Fragen beschiftigen,
sind noch nicht als abgeschlossen zu betrachten. Es scheint aber die
Ansicht vorzuherrschen, dafl die FinschluBkorperchen nicht mehr als
die Erreger selbst aufzufassen sind.

Die Aufstellung eines natiirlichen Systems der Mikroorganismen, wie
sie im vorstehenden versucht worden ist, griindet sich — soweit das
bei dem gegenwirtigen Stande unserer Kenntnisse méglich ist — auf
die Gesamtheit der morphologischen und biologischen Eigenschaften
der Kleinwesen. Wenn die morphologischen Merkmale in dieser Ein-
teilung eine besonders wichtige und stellenweise geradezu die ausschlag-
gebende Rolle spielen, so liegt das nicht etwa darin begriindet, daB
mangels eindringenderer Erkenntnis ein besonders sinnfilliges Merkmal
zu Unterscheidungszwecken iiber Gebiihr hervorgehoben worden wire,
sondern darin, dal die morphologischen Charaktere sich iiberall als
besonders konstant und spezifisch erwiesen haben, wihrend die bio-
logischen Eigenschaften in viel héherem Grade der Variation unter-
worfen sind. Um nur ein Beispiel zu nennen, so ist das Vorhandensein
einer einzigen polaren Geiflel charakteristisch fiir den Choleravibrio;
ein mehrgeiBeliger Vibrio scheidet von vornherein fiir die Choleradiagnose
aus. Der Versuch einer Systematik der Mikroorganismen, bei der in
erster Linie etwa die Ernéhrungsverhiltnisse (ob zu synthetischem Auf-
bau von Eiweill aus einfachsten Verbindungen befihigt oder auf pri-
formiertes Nahrungseiweill angewiesen, — ob und zu welchen Gér-
prozessen befahigt u. a.), oder etwa das krankheitserregende Verhalten
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zum tierischen Organismus in seiner verschiedenen Entwicklung als Ein-
teilungsprinzip gewéhlt wéire, miilte von vornherein zum Scheitern
verurteilt sein, da hierbei Zusammengehériges auseinandergerissen und
Unzusammengehoriges kiinstlich vereinigt wiirde. Wie wir sehen werden,
sind sowohl die chemischen Leistungen wie die pathogene Wirksamkeit
innerhalb der einzelnen natiirlichen Gruppen und Unterabteilungen
(z. B. in der Gruppe des Typhus- und der Ruhrbacillen und der ver-
wandten saprophytischen Formen) in den verschiedensten Moglichkeiten
vertreten. Als praktisch brauchbarstes Einteilungsprinzip hat es sich
vielmehr erwiesen, fiir die zunéchst erfolgende Abgrenzung in gréBere
Gruppen die morphologischen Merkmale heranzuziehen, innerhalb dieser
groflen Gruppen dann natiirliche Familien nach ihren biologischen Merk-
malen zu unterscheiden, um endlich bei der Abgrenzung der einzelnen
Arten oft genug gendtigt zu sein, auf das pathogene Verhalten und die
spezifischen Immunitétsreaktionen als einzig brauchbare empfindlichste
Kriterien angewiesen zu sein.

B. Allgemeine Morphologie und Methoden
der Beobachtung der Mikroparasiten.

I. Die morphologischen Eigenschaften
der Mikroparasiten

sollen, soweit sie nicht schon im vorigen Abschnitt anldfilich der Syste-
matik Erwahnung gefunden haben, im folgenden mit besonderer Be-
riicksichtigung der Bakterien eingehend besprochen werden, wahrend
betreffs der Einzelheiten beziiglich der anderen Klassen der Mikro-
parasiten auf die speziellen Kapitel im zweiten Teil dieses Buches ver-
wiesen sein mag. Eine solche Sonderstellung der Bakterien ist in mehr-
facher Beziehung gerechtfertigt. Nicht nur sind die pathogenen Bakterien
an Zahl der Arten fiir den praktischen Arzt und den Teilnehmer an
bakteriologischen Kursen besonders wichtig (zumal fiir Verhéltnisse des
Inlands, wihrend fiir die Infektionskrankheiten der heiflen Klimate
allerdings die Protozoen eine mindestens ebenbiirtige Rolle spielen),
sondern es haben auch die mikroskopischen Methoden, in erster Linie
seit den groflen Entdeckungen R. KocHs, ihren Ausgangspunkt von den
Bakterien genommen, und ,,Bakteriologie’‘ wird ja auch heute noch
héufig im téglichen Sprachgebrauch als gleichbedeutend mit ,,Mikro-
parasitologie’* angewendet.

1. Normale und Degenerationsformen.
(Einteilung der Bakterien nach der Form.)

Das morphologische System, das sich auf die Konstanz der Form sowohl
des Einzelindividuums als der Bakterienverbinde aufbaut, hat mnoch
heute seine volle Geltung. Man unterscheidet hiernach am besten dres
Grundformen der Buakterien: die Kugel, das Stibchen, die Schraube.
Diesen drei verschiedenen Grundformen entsprechen drei morphologisch
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wohlcharakterisierte Gruppen: Coccus, Bacillus, Spirillum. Das Gesetz von
der Konstanz der Form, daB namlich aus einem Kugelbacterium immer
wieder ein Kugelbacterium, aus einem Stdbchenimmer wieder ein Stidbchen
hervorgeht, kann zwar insofern eine Anderung erfahren, als sich einerseits
infolge ungiinstiger Erndhrungsbedingungen Degenerations- oder In-
volutionsformen, andererseits Dauerformen ausbilden, die sich sehr von
der urspriinglichen Form des Einzelindividuums unterscheiden, die
jedoch nur als voriibergehende Zustinde aufzufassen sind. Durch Uber-
tragung auf einen guten N&hrboden lassen sich die typischen Formen
wieder zum Vorschein bringen.

Innerhalb der drei erwihnten Gruppen beobachtet man eine grofe
Mannigfaltigkeit der Formen, so unter den Kokken kugelrunde Gebilde,
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Abb. 1. Verschiedene morphologische Typen von Kokken. (Vergr.1:1000.) & Streptokokken,
b Staphylokokken, ¢ Gonokokken, d Tetragenus, ¢ Diplokokken, f Sarcine.

wie die Staphylo- und Streptokokken, lanzettformige Individuen wie
die Pneumokokken, sowie die einseitig abgeplatteten (semmelf6rmigen)
Gonokokken und Meningokokken. Unter den Bacillen unterscheidet man
nach dem Verhéltnis der Dicke zur Linge schlanke Stibchen (1:4 bis
1:10) und plumpe Stdbchen (Kurzstibchen etwa 1:2) sowie ovoide
Bakterien, die einen Ubergang von den Bacillen zu den Kokken ver-
mitteln. Die Polflichen der Stiabchen sind entweder scharf abgesetzt
oder nach auBlen abgerundet, die Seitenflichen parallel oder gewélbt.
Auch gibt es Bacillen mit zugespitzten Enden (spindelférmige Bacillen),
die bei der Angina Plaut-Vincenti einen regelmiBigen Befund darstellen.
Die Teilung der Bacillen findet in einer zur Léingsrichtung senkrechten
Ebene statt. Die neugebildeten Stibchen kénnen sich nun von dem
Mutterstdbchen vollkommen lostrennen, wobei sich dann zusammen-
hanglose Einzelindividuen bilden. Es kann aber auch das neugebildete
Stabchen mit dem ersten in gewissem Zusammenhang bleiben, und
es kommt dann durch weiter fortgesetzte Teilung zur Ausbildung
von Kettenverbinden, wobei die Trennung in Einzelzellen, zumal im
ungefarbten Priparat, oft recht schwer zu erkennen ist. Es bilden
sich sog. Scheinfiden (vgl. Kap. Milzbrandbacillus, bei dem diese
Neigung besonders auf kiinstlichen Nahrboéden ausgesprochen ist).
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Weitere Stabchen, die keine Ketten bilden, kénnen in anderer Beziehung
eine gewisse charakteristische Lagerung parallel oder pallisadenférmig,
Y- oder V-Formen aufweisen, wie die Diphtheriebacillen (s. Abb. 2).
Bedeutende Mannigfaltigkeit in Form und GréBenverhiltnis des
Dickendurchmessers zur Lédnge, sowie nach der Anzahl der Schrauben-
windungen zeigen auch die Spirillen. Als Kommabacillen oder Vibrionen
bezeichnet man diejenigen Mikroorganismen, welche schwachbogig (wie
ein Komma) gekriimmt erscheinen und den Bruchteil einer Schrauben-
Windung (etwa bis zu einer halben Schraubenwindung) aufweisen. Die
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Abb. 2. Verschiedene morphologische Typen von Bacillen. (Verg. 1:500.) @ Milzbrandbacillen,
b Heubacillen (ohnc Sporen), ¢ Sporen der Heubacillen, d Bacterium coli, ¢ Typhusbacillen,
{ Schweinerotlaufbacillen, ¢ Diphtheriebacillen, # Pseudodiphtheriebacillen.

eigentlichen Spirillen setzen sich aus einer und mehreren Schrauben-
windungen zusammen (s. Abb. 3).

Bei der Einteilung der Bakterien kommt es nicht nur auf die Form-
verschiedenheiten der einzelnen Individuen an, sondern auch auf die
Art, wie sie sich zu groBeren Verbidnden zusammenlagern, die ihrer-
seits wieder mit den Teilungsvorgéingen der Bakterien im Zusammen-
hang stehen. Es bilden sich Haufen von Kokken, im Aussehen ver-
gleichbar einer Weintraube (Staphylokokken), wenn die Teilung regel-
los ohne bestimmte Orientierung der Achsen vor sich geht, oder es bilden
sich Kettenverbinde, wenn die Teilung fortgesetzt nur nach einer be-
stimmten Achse stattfindet, z. B. die Streptokokken. Tafelférmige Ge-
bilde entstehen durch Teilung der Bakterien in zwei aufeinander senk-
recht stehenden Ebenen wie beim Micrococcus tetragenus. Endlich
kann eine Teilung regelmiflig in drei aufeinander senkrecht stehenden
Ebenen erfolgen; es kommen so paketférmige oder warenballenartige
Kokkenhaufen, die Sarcinen, zustande (vgl. Abb. 1, S. 7).

Neben diesen typischen kommen noch von der Regel abweichende
Wuchsformen vor, und zwar erstens im Sinne hoherer Wuchsformen
(teratologische Formen nach Maassewn), die eine Verwandtschaft ge-
wisser Arten von Bakterien zu den Streptotricheen und Fadenpilzen
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bekunden und in Form echter Verzweigungen und Keulenformen unter
gewissen vorliufig noch nicht genau erkannten Bedingungen bei den
Tuberkel-, Diphtherie- und Rotzbacillen gelegentlich auftreten; nach
A. MevEr handelt es sich vielleicht um atavistische Riickschlige.
Zweitens sind als atypische Erscheinung zu nennen die Degenerations-
oder Imwvolutionsformen, die im allgemeinen den Ausdruck herabgesetzter
vitaler Energie darstellen. Sie entstehen demgemiB meist unter un-
giinstigen Wachstums- und Lebensbedingungen. Es kann abey auch zur
Bildung von Involutionsformen durch erhéhtes Wachstum, mit dem die

Abb. 3. Verschiedene Formen von Vibrionen, Spirillen und Spirochiiten. (Vergr. 1:1000.) a Wasser-
Vibrio, b GroBie Spirillen aus Jauche, ¢ Spirillum undulans, d Spirochaete dentium, ¢ Rekurrens.
Spirochiite.

Teilungsvorgdnge nicht Schritt halten, kommen. Es bilden sich dann
Riesenwuchsformen oder mehr oder minder lange Scheinfiden (s. Abb. 4,
S. 10).

Stirkere Verdnderungen treten in alten Kulturen zutage, besonders
dann, wenn der Nihrboden in seiner Reaktion verschlechtert ist oder
wenn die zum Gedeihen der Kultur notwendigen Nihrstoffe ausgelaugt
sind. Die Bakterien haben infolge der eingreifenden Schidigungen
ihre normale Form verloren. IThre Leiber sind gequollen oder es finden
sich spindelférmige kugelige, hefeartige Gebilde, Formen, die man nicht
mehr fir Abkémmlinge jener typischen Bakterien halten wiirde, die
man noch vor kurzem in Reinkulturen vor sich hatte.

Gewissen Degenerationsformen kommt eine praktische diagnostische
Bedeutung zu; vgl. im speziellen Teil beim Pest- und Diphtheriebacillus.

Von besonderem Interesse sind die Degenerations- und Zerfalls-
produkte pathogener Bacillen im infizierten Organismus. So verschwindet
bei den Pneumokokken die Leibessubstanz selbst schneller als die Kapsel;
es bleiben leere Kapseln als Ubergangsformen iibrig. Eigentiimliche
rundliche oder blischenartige Formen nehmen die Pestbacillen im
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Buboneneiter und besonders im Rattenkérper an. Betreffs der unter
dem EinfluB bakteriolytischer Sera zustande kommenden Zerfallsformen
von Choleravibrionen und Typhusbacillen vgl. dort.

Durch Ubertragung der Degenerationsformen auf ein giinstigeres
Nahrmedium 14Bt sich beweisen, daB diese atypischen wieder in die
alten typischen Formen umgeziichtet werden koénnen, daB also die
atypischen Formen noch lebensfahig sind.

Weitere Formverdinderungen der Bakterienzelle kénnen durch ver-
dnderten osmotischen Druck herbeigefiihrt werden. Die Bakterien-
membran besitzt wie der Protoplasmaleib den verschiedenen gelosten
Stoffen gegeniiber eine verschiedene Durchldssigkeit. Zwischen dem
Innern der Zelle und der AufBenfliissigkeit besteht eine Druckdifferenz

Abb. 4. Involutionsformen. (Vergr. 1:1000.) a Diphtherie-, & Milzbrand-, ¢ Pestbacillen.

von einem bestimmten Grenzwert. Durch Eintrocknen der umgebenden
Fliissigkeit, durch Erhohung des Salzgehaltes mufl eine Anderung des
osmotischen Druckes eintreten und die Bakterienzelle einen Ausgleich
herbeizufiihren suchen durch entsprechende Anderung ihres eigenen
osmotischen Innendrucks.

Nach den Untersuchungen von A. FiscHER iiber die Durchgingigkeit
ihrer Wandungen gegeniiber Salzen usw. werden zwei Gruppen unter-
schieden:

1. Gruppe der relativ leicht permeablen Arten, die imstande sind,
das osmotische Gleichgewicht rasch wiederherzustellen,

2. Gruppe der relativ impermeablen Arten, bei denen es bei plétz-
licher Steigerung des osmotischen Druckes nur langsam oder iiberhaupt
nicht zum Ausgleich kommt. Es tritt somit eine Schrumpfung des
Protoplasmas ein, das sich allméhlich von der AuBenmembran zuriick-
ziehen bzw. abl6sen kann.

Dieser Vorgang wird als Plasmolyse bezeichnet. Es kann hierbei
entweder ein Absterben der Zelle erfolgen oder der ProzeB geht nach
dem Verschwinden der Drucksteigerung wieder zuriick und das Proto-
plasma kann sich wieder an die Zellmembran anlegen.

Man kann gelegentlich Bilder von Plasmolyse durch Eintrocknen-
lassen der Bakterienaufschwemmung auf dem Deckglase beobachten.
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Bei manchen Arten zeigt sich in durchaus regelméiBiger Weise die auch
differentialdiagnostisch verwendbare Erscheinung der Polfdirbung. Die
Polenden, wohin sich das Protoplasma zuriickgezogen hat, sind intensiv
gefirbt im Gegensatz zu dem als helle Liicke auffallenden Mittelstiick
(Pest, Hiithnercholera).

Beim Ubertragen von Bakterien (hauptsichlich impermeablen) aus
salzreichem in salzarmes Medium blahen sich die Bakterien auf. Es
kommt zu einer ZerreiBung der Membran und daselbst zum Austritt
von Plasma. Dieser Vorgang wird als Plasmoptyse bezeichnet.

Beide Vorginge konnen sich iiberall da abspielen, wo Bakterien
zugrunde gehen, sei es im Tierkorper, sei es in Kulturen oder duBeren
Medien (Wasser u.a.). Diese osmotischen Stérungen sind von groBer
Bedeutung fiir das Verstindnis mancher biologischen Vorginge, z.B.
des Einflusses des Salzgehaltes der Nahrbdden, sowie vor allem der
bei empfindlichen Arten selbst in physiologischer Kochsalzlgsung rasch
eintretenden Schidigungen; man studiert daher z. B. die Eigenbewegung
stets in Bouillon, nicht in Kochsalzl6sung.

2. Kernapparat.

Wihrend, wie bereits eingangs erwihnt, bei den Protozoen stets ein
deutlicher Kern (manchmal sogar in der Mehrzahl) nachweisbar ist,
erscheinen die Bakterien ungefirbt und bei der Firbung mit Anilin-
farben in der Regel homogen, sie zeigen keinerlei Differenzierung in
Kern und Plasma, wie wir sie sonst bei allen Zellen finden. Dieses
homogene Aussehen des Bakterienleibes fithrte einerseits zu der Annahme
ihrer Kernlosigkeit; da aber andererseits die Bakterien gerade eine so
groBe Affinitdt ihres Leibes zu den kernfirbenden basischen Anilin-
farben bekunden, so kam man auf die umgekehrte Annahme, dafl der
ganze Bakterienleib als Zellkern zu interpretieren sei, wihrend das
Plasma unsichtbar bleibe. Die Wahrheit diirfte zwischen beiden An-
nahmen liegen. Einen Kern im morphologischen Sinne wie die iibrigen
Zellen scheinen die Bakterien nicht zu haben, wohl aber haben sie sehr
reichlich iiber den ganzen Bakterienleib unregelmiBig verteilte Kern-
substanz, wie sich bei der Farbung nach RomaNowsky-Giemsa ergibt.
Es besteht also bei ihnen wohl eine chemische, nicht aber eine morpho-
logische Differenzierung zwischen Protoplasma und Kernsubstanz.

Der Bakterienleib enthilt demnach die Kernsubstanz (Chromatin) in
Mischung mit dem Protoplasma (Entoplasma). AuBerdem besitzen die
Bakterien noch eine durch besondere Praparationsmethoden darstellbare
duBere Hiille, das Ektoplasma. Der eigentliche Bakterienleib besteht
aus einer hellen, schwach farbbaren Geriistsubstanz, dem Entoplasma
mit dem fiir das Protoplasma charakteristischen wabigen Bau und der
in dessen Maschen liegenden, Farbstoffe stark aufnehmenden Kern-
substanz, dem Chromatin, das stellenweise so michtig werden kann,
daf} die Geriistsubstanz, das Entoplasma, ganz verdeckt wird. Chromatin
und Entoplasma bilden zusammen den sog. Zentralkérper. Dieser ist
umgeben von Ektoplasma, das besonders an den Polen reichlich vor-
handen ist und von dem die Bewegungsorgane, die GeiBleln, entspringen.
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Manche Bakterien scheinen nur aus Chromatin zu bestehen. Hier ist
dann wahrscheinlich das Entoplasma nur in sehr geringer Quantitit
und sehr innig mit dem Chromatin gemischt vorhanden.

Bisweilen findet man in dem Bakterienleib ein oder mehrere Kdornchen,
Verdichtungen des Protoplasmas, die sich durch eine besonders starke
Affinitit zu den Kernfarbstoffen auszeichnen. Da sie meist polar liegen,
werden sie auch als Polkirner bezeichnet. Gebrauchlicher ist noch die
Benennung nach ihren Entdeckern als BaBEs-Ernstsche Kornchen.
Thre morphologische und physiologische Bedeutung ist noch nicht recht
klar. Bei den Diphtheriebacillen lassen sie sich durch eine besondere
von M. NE1sser angegebene Doppelfdrbungsmethode von dem tibrigen
Zellprotoplasma different farben; auch die Farbung nach Giemsa liBt
die Polkérnchen deutlich hervortreten. Erwiahnt sei noch die von
Gixs modifizierte Fiarbungsmethode. Betreffs der differentialdiagnosti-
schen Bedeutung dieser Farbemethode vgl. im speziellen Kapitel
,,Diphtherie®.

Das Ektoplasma, das bei der gewdhnlichen Firbung ungefirbt
bleibt, ist eine relativ wasserarme konzentrierte Substanz, wie sich aus
seiner groBeren Widerstandsfahigkeit gegen Farbung sowie schidigende
Einfliisse ergibt. Vom Ektoplasma gehen die Geifieln aus. An der
Grenzschicht zwischen Ektoplasma und Innenkérper kommt es bei
manchen Bakterien zur Bildung einer echten Membran, in welche z. B.
beim Tuberkelbacillus fett- und wachsartige Substanzen eingelagert
sind. Durch Aufquellung, Vergallertung des Ektoplasmas kann es zur
Bildung echter Kapseln kommen (s. Kap. Kapselbildung).

3. Bildung von Dauerformen (Sporen).

Besondere morphologisch wohl charakterisierte Dauerformen (Sporen)
werden von Schimmel- und SproBpilzen sowie von manchen Bakterien
gebildet. Was man bei Protozoen Sporulation nennt, ist von der Sporen-
bildung der pflanzlichen Kleinwesen durchaus verschieden, und stellt
vielmehr eine besondere Form der Vermehrung dar (vgl. die betreffenden
speziellen Abschnitte). — Bei den Schimmelpilzen erfolgt die Bildung
der Sporen, entsprechend der hoheren Differenzierung dieser Pilze, in
sehr verschiedener Weise (vgl. das betreffende Kapitel im speziellen Teil).
SproBpilze und Bakterien zeigen dagegen nur eine Form der Sporen-
bildung, die endogene.

Die Bildung dieser Dauerformen erfolgt stets unter dem Einflul des
Alters, der Erschopfung oder plotzlicher sonstiger ungiinstiger dufBerer
Einfliisse; die Sporenbildung dient also zur Erhaltung der Art. Sie ist
bisher nur bei Bacillen beobachtet und kommt von den krankheits-
erregenden Arten nur dem Milzbrandbacillus sowie den pathogenen
Anaerobiern (Bac. tetani, Bac. oedem. maligni, Rauschbrandbacillus)
sowie auch einigen toxisch wirksamen Bakterien (dem Bac. botulinus
und den peptonisierenden Bacillen der Kuhmilch FLiGGE) zu; bei Kokken
und Spirillen ist Sporenbildung noch nicht beobachtet.

Was die Bedingung der Bildung solcher endogenen Sporen betrifft,
so ruft dauerndes lebhaftes Wachstum unter den giinstigsten Bedingungen
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niemals Sporenbildung hervor. Hiermit hiéngt zusammen, daB die
Sporenbildung im Innern des erkrankten Organismus nicht zustande
kommt. Sie wird vielmehr beobachtet bei Verschlechterung des Nihr-
bodens, und wenn man kiinstlich plotzlich die betreffende Bacillenart
in ungiinstigere Bedingungen bringt, z. B. sie in destilliertes Wasser
iibertragt. Oft sind jedoch hierzu noch weitere Bedingungen erforderlich,
z. B. Anwesenheit freien Sauerstoffs bei den Aerobiern, eine bestimmte
Temperatur usw.

Die Sporen erscheinen als stark lichtbrechende, entweder kugelige
oder elliptische Gebilde im Innern des Bacillenleibes oder nach Zu-
grundegehen des letzteren als freie Sporen. Sie besitzen eine sehr be-
deutende Widerstandsfahigkeit gegen Eintrocknung, Hitze und Chemi-
kalien. Form, Lage und GroBe der Sporen sind bei den einzelnen
Bakterienarten konstant. Mittelstdndige Sporen finden sich z. B. beim
Milzbrandbacillus, endstdndige beim Tetanusbacillus. In letzterem Falle
spricht man von Trommelschligel-, Nagel-, Stecknadel- oder Kochlsffel-
formen. Beim Milzbrandbacillus ist der Querdurchmesser der Spore
ebenso grol wie derjenige der Mutterzelle. Ist dagegen der Quer-
durchmesser grofer als derjenige der Mutterzelle, so entstehen an ihr
Auftreibungen, sog. Clostridiumformen. Im allgemeinen enthilt jede
Mutterzelle nur eine Spore, die mit dem Zerfall frei wird und unter
giinstigen Umstanden wieder zu den vegetativen Bakterienformen aus-
keimt. An jeder Spore kann man einen Innenkorper, auch Glanzkorper
genannt, und eine Sporenmembran unterscheiden, der zuweilen nach
dem Austritt aus der Mutterzelle noch Protoplasmareste anhingen.

Die starke Lichtbrechungsfahigkeit und schwere Farbbarkeit der
Sporen ist teils auf eine Verdichtung des Protoplasmas, teils auf den
Fettgehalt der Membran zuriickzufithren. Bei der Farbung mit den ge-
wohnlichen in der Bakteriologie gebrduchlichen Farblosungen nehmen die
Bakteriensporen den Farbstoff nicht auf und heben sich daher als helle
Liicken in dem gefarbten Protoplasma des Bacteriums deutlich ab. Es be-
darf zur Sporenfarbung eingreifenderer Verfahren (vgl. weiter unten S.32).

Die Sporenbildung 146t sich im héngenden Tropfen bei heizbarem
Objekttisch beobachten, wobei nach MUHLSCHLEGEL zunichst feinste
Kornchen im Protoplasma der Bakterienzelle auftreten, so dafl diese
wie gepudert erscheint. Durch Wechselwirkung und Verschmelzung
dieser sporogenen Koérnchen mit dem Protoplasma bildet sich eine
stirker lichtbrechende Stelle, die sich dann gegen das tiibrige Proto-
plasma durch eine feste Membran abgrenzt.

Die Art, wie nun aus den Sporen bei giinstigen Entwicklungs-
bedingungen wieder die vegetativen Wuchsformen auskeimen, ist bei
den verschiedenen Bakterien verschieden und kann differentialdia-
gnostisch verwertet werden. Beim Milzbrandbacillus z. B. streckt sich
die Spore, nachdem sie zuerst ihr starkes Lichtbrechungsvermégen ver-
loren hat, in die Linge. Die Membran reilt an einem Pol und der neue
Keimling, das Stdbchen, tritt an der Rilistelle, also polar aus. Das
Stabchen beginnt sich dann wiederum durch Querteilung zu vermehren.
Der Heubacillus dagegen keimt dquatorial aus. Aber auch der bipolare
Keimungsmodus ist von BURCHARD beschrieben.
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Durch langdauernde Fortziichtung auf kiinstlichen mit Natronlauge,
Rosolsdure, Safranin, Malachitgriin usw. versetzten Nihrbdden (BEHRING)
ist es gelungen, sporenfreie Bacillen, sog. asporogene Rassen, zu erhalten.
Rovux erreichte das gleiche durch Ziichtung auf Nahrbéden mit geringem
Phenolzusatz oder durch Kultivierung bei 40 und 41° C.

Die von einigen Forschern, wie pE BARY, HUEPPE, WINOGRADSKY frither be-
schriebenen, sog. Arthrosporen, die durch Zerfall der Bakterien oder sproBartige
Abschniirungen hervorgegangen sein sollten, sind nach neueren Untersuchungen
zweifellos nur als Involutionsformen aufzufassen und stellen keineswegs Dauer-
formen im Sinne der soeben beschriebenen endogenen Sporen dar; vor allem geht
ihnen die fiir echte Sporen charakteristische Resistenz gegen duBere Einfliisse
durchaus ab.

Die Bakteriensporen werden zu Desinfektionspriifungen wegen ihrer
groflen Widerstandsfihigkeit benutzt. Die Testobjekte, frither meist an
Seidenfiden angetrocknete Milzbrandsporen, heute Erdbacillensporen,
werden teils frei, teils eingewickelt der Einwirkung strémenden oder
gespannten Dampfes ausgesetzt oder in die verschiedenen Desinfektions-
lésungen bestimmte Zeit eingelegt. Wegen der Geféhrlichkeit der Milz-
brandsporen wird auch ein nicht pathogener Bakterienstamm verwendet,
der aus Gartenerde isoliert wird (s. Kap. Desinfektion). Nach SchluB
der Desinfektion wird die Entwicklungsfahigkeit der Sporen im Kultur-
verfahren gepriift.

Fiir Sterilisationspriifungen benutzt man native Erdsporen und zwar
stets die frisch in der Erde enthaltenen nativen Sporen, da durch Kulti-
vierung der Erdbacillen eine erhebliche Einbufle an Resistenz eintritt
(s. Kap. Desinfektion S. 128).

4. Kapseln.

Bei vielen pathogenen und saprophytischen Bakterien lassen sich um
den gefiarbten Bakterienleib helle Héfe nachweisen, die man als schleimige
Hiillen, als Kapseln, gedeutet hat. Diese Hiillen firben sich mit den
gewohnlichen Farbstoffen nur sehr schwach und zeigen bei gut ge-
lungener Farbung am Auflenrande einen deutlichen schmalen, intensiv
gefirbten Saum, der den Abschlufl der Kapsel nach auBen bildet. Fiir
manche Arten von Bakterien ist die Kapselbildung als charakteristisch
zu betrachten und kommt dann auch in der Namengebung zum Aus-
druck (Bac. capsulatus PrEIFFER, Diplococcus pneumon. capsulatus
FRAENKEL-WEICHSELBAUM, FRIEDLANDERs-Kapselbacillus der Pneu-
monie).

Auch der Milzbrandbacillus bildet Kapseln, aber wie viele andere
pathogene Bakterien nur im Tierkorper; betreffs der Verwendung
der Kapselfirbung des Milzbrandbacillus zu differentialdiagnostischen
Zwecken vgl. das betreffende spezielle Kapitel. Liegen zahlreiche
Bakterien in einer gemeinsamen Schleimhiille eingeschlossen, so spricht
man von Zoogloea. In manchen Kulturen (Pestbacillen) kann man
schon makroskopisch die Bildung einer schleimigen Intercellularsubstanz
durch die viscose, fadenziehende Beschaffenheit der Kultur konstatieren.
Die Kapsel entsteht durch eine Aufquellung, Vergallertung des Ekto-
plasmas. Sie enthédlt Mucin oder eine mucinihnliche Substanz. Die
Kapselbildung kommt besonders schén in Priparaten zum Ausdruck,
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die aus dem Tierkérper stammen. In Kulturen ist sie meistens nur an-
gedeutet, nur in fliissigem Blutserum oder in Milch stirker ausgebildet.
Es handelt sich bei der Kapselbildung offenbar um eine gegen die
bakterienfeindlichen Krifte des Organismus oder gegen ungiinstige Be-
dingungen der Kultur gerichtete Abwehrtéitigkeit, die hiufig parallel
mit anderen Verdinderungen des Bakterienleibes in gleichem Sinne,
z. B. Serumfestigkeit, geht und den sog. , tierischen® Zustand des Bac-
teriums (d. h. eine gegeniiber den Abwehrkriften des tierischen Orga-
nismus erworbene Schutzvorrichtung) charakterisiert. In anderen
Fillen, insbesondere bei
der Bildung massen-
hafter schleimiger Inter-
cellularsubstanz in dlte-
ren Kulturen, handelt es
sich wahrscheinlich um
eine Alters- oder Dege-
nerationserscheinung.
Die Kapseldarstellung
geschieht nach JoHNE:
1. Farbung mit 2 %iger
wisserigerGentianaviolett-
losung unter Erwirmen
1—2 Sekunden.
2. Abspiilen in Wasser.
3. Entfirben in 1 %iger
Essigsaure 6—10 Sekun-
den. Abspiilen in Wasser
und in Wasser untersuchen
(kein Dauerpriparat!), da
in Zedernol oder Kanada-
balsam der Unterschied der
Brechbarkeit  verschwin -

det; es erscheinen die Bak- 4y 5 Milzbrandbacillen. Kapseltarbung. (Vergr. 1:500.)
terien dunkelviolett, die (Nach JOHNE.)

Kapseln hellviolett.
Weiter wird besonders bei angesammeltem Material die Farbung nach
GiEMsa empfohlen.

b. Geifieln.

Wie schon erwahnt, unterscheidet man bewegliche und unbewegliche
Mikroorganismen. Streptotricheen, Schimmel- und SproBpilze zeigen
keine Eigenbewegung, wihrend unter den Bakterien und Protozoen
solche mit und solche ohne Eigenbewegung vorkommen; Spirochiten
sind immer mit Eigenbewegung begabt. Unter den Bakterien sind
Spirillen (Vibrionen) stets, Kokken dagegen (auBler manchen Sarcinen)
nie eigenbeweglich. Die Untersuchung, ob Eigenbewegung vorhanden ist
oder nicht, wird im héngenden Tropfen vorgenommen, und zwar nicht
in Wasser (das dfters die Eigenbewegung schidigt), sondern in Bouillon.
Falls die Entscheidung nicht sogleich mit Sicherheit méglich ist, bringt
man den hingenden Tropfen auf einige Zeit in den Brutschrank, um
die fiir das Zustandekommen der Lokomotion giinstigsten Verhiltnisse
zu schaffen. Die Bewegung wird durch amdéboide Fortsitze (Amében,
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Plasmodien) oder durch Geifeln vermittelt, die durch ihre lebhaft peit-
schenden und schraubenden Bewegungen die Mikroben vorwirts be-
wegen. Die Geifleln der Bakterien sind als Fortsitze des Protoplasmas
aufzufassen. Bei einigen groBen Spirillen und Bacillen konnte man im
Innern der Geifleln einen Achsenfaden nachweisen, der in das Innere
des Bakterienleibes verlief. Es liegen also dhnliche Verhiltnisse vor wie
bei Protozoen, wo die GeiBleln von einem besonderen, im Innern des
Zelleibes gelegenen und vom Zellkern unterschiedenen kernartigen,
chromatinhaltigen Gebilde (dem Blepharoplast) entspringen und inner-
halb einer undulierenden Membran verlaufen.

Von der echten Eigenbewegung ist die BrowNsche Molekular-
bewegung streng zu trennen, die nicht nur Mikroorganismen, sondern
auch allen kleinsten leblosen Kérperchen zukommt (z. B. Aufschwemmung
von chinesischer Tusche im héngenden Tropfen). Sie besteht in einem
unruhigen Hin- und Herbewegen kleinster Partikelchen auf der Stelle,
ohne daf eine dauernde Ortsveridnderung, eine wirkliche Fortbewegung,
dadurch zustande kommt. Die Schnelligkeit der Eigenbewegung ist bei
den einzelnen Bakterienarten &duBlerst verschieden. Es bewegen sich
einzelne Arten so schnell durchs Gesichtsfeld, dal man ihre Gestalt
kaum erkennen kann (Choleravibrionen), andere wieder so trige,
da ihre Bewegung kaum von der Molekularbewegung zu unter-
scheiden ist, die man bei vielen Bakterienarten, wie bei den Kokken,
Ruhrbacillen, ausgesprochen sieht. Die Beweglichkeit eines Bacteriums
kann durch gewisse duflere Einfliisse aufgehoben werden; so wirken
hohe (49—55° C) und auch niedere Temperaturen hemmend auf die
Bewegung ein (Wirme- und Kailtestarre). Durch Uberfithrung der be-
treffenden Kultur in normale zusagende Temperaturen erhalten die
Bakterien ihre frilhere Beweglichkeit wieder. Auch bei lingerem Fort-
ziichten von sog. Sammlungs- oder Laboratoriumskulturen geht die
Eigenbewegung bei manchen Arten mehr oder weniger vollstindig
verloren.

Die Geileln wurden zuerst von F. Corn und R. KocH im ungefirbten
Trockenprdparat von groflen Spirillen gesehen. Seit der Vervoll-
kommnung der mikroskopischen Technik durch Einfiihrung der Dunkel-
feldbeleuchtung, welche die Betrachtung der ungefirbten lebenden
Mikroorganismen gestattet, ist die Moglichkeit gegeben, die GeiBeln an
lebenden Bakterien in voller Bewegung zu beobachten, wihrend ihre
farberische Darstellung nur mit Hilfe komplizierter, zeitraubender Ver-
fabhren méglich ist.

Die Geifieln sind zarte Fiaden, deren Dicke nur einen geringen Bruch-
teil des Durchmessers des Bacteriums ausmacht; sie sind leicht gewellt
und ihre Enden oft etwas stumpf. Bei der Geillelfirbung kommen
iibrigens nicht nur die GeiBeln selbst, sondern die ganze ektoplasmatische
Hiille des Bakterienleibes zur Darstellung, der dadurch viel dicker und
massiger erscheint als bei der gewo6hnlichen Féarbung.

Je nach der Zahl und Anordnung der Geileln unterscheidet man:

1. Atricha, geiBlellose Bakterien, unbeweglich (z. B. der Milzbrand-
bacillus).
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2. Monotricha, Bakterien mit einer einzigen Geilel an einem Pol
(Choleravibrio).

3. Amphitricha, Bakterien mit je einer Geiilel an je einem Pol
(manche Vibrionen).

4. Lophotricha, solche mit einem GeiBelbiischel an einem oder beiden
Polen (grofie Spirillen).

5. Peritricha, solche mit GeiBeln in verschiedener Anzahl rings um
den Bakterienleib verteilt (Typhusbacillen) (s. Abb. 6).

[+4

Abb. 6. Verschiedene Formen der BegeiBelung. (Vergr. 1:1000.)

Die Geifleln werden auBerordentlich leicht vom Bakterienleib ab-
gerissen und liegen dann im Gesichtsfelde verstreut regellos umher.
In jungen Kulturen, und zwar am besten in fliissigen Nahrmedien
geziichteten, haften sie am festesten am Bakterienleib, bei solchen
von festen Néhrb6den oder bei alten Kulturen sind sie bedeutend loser,
und es geniigen hier schon ganz geringfiigige kiinstliche Eingriffe zum
Abreiflen der Geifieln (wie z. B. stidrkeres Ausstreichen auf dem Deck-
glase, rasches FEintrocknenlassen des Tropfens usw.). Bei manchen
Bakterien (z. B. den Rauschbrandbacillen) entstehen durch Verfilzung
der abgelosten Geilleln zopfartige Gebilde, die sog. Geifelzipfe.

Die GeiBeln sind in Schrauben gewunden. Die zahlreichsten Win-
dungen finden sich bei den begeileiten Bacillen, wo hiufig 6—7
Schraubenwindungen gezdahlt werden konnen; weniger lang sind sie
schon bei den Vibrionen (1—3 Schraubenwindungen); der groBte Teil
der Spirillen weist nur Geileln von 1—1'/, Schraubenwindungen auf.
Die Bewegung der Geifleln ist gleichfalls schraubenférmig.

Nach neueren Untersuchungen haben die Geifeln Beziehungen zu
der Fixierung der spezifischen Agglutinine, wozu sie durch ihre starke
Oberflichenentwicklung und das dadurch erhéhte Absorptionsvermdgen
besonders befihigt sind.

Gundel-Schiirmann, Mikrobiologie, 2. Auflage. 2
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II. Methoden der Beobachtung der Mikroparasiten.

1. Das Mikroskop und sein Gebrauch
bei mikrobiologischen Arbeiten.

Es liegt nicht im Rahmen dieses Buches, das fiir bakteriologische
Arbeiten notwendigste Instrument, das Mikroskop, in seiner Theorie
und in allen Einzelheiten zu schildern, was eine genaue Kenntnis aller
einschligigen physikalischen und mathematischen Fragen voraussetzen
wiirde. Es geniigt vielmehr fiir das praktische Arbeiten eine kurze Be-
sprechung der Hauptbestandteile des Mikroskops.

Am Mikroskop unterscheiden wir den sog. mechanischen Teil (das
Stativ) und den optischen Apparat (VergroBerungs- und Beleuchtungs-
apparat).

Der mechanische Teil. Das Stativ setzt sich nun wieder zusammen:
1. Aus dem FuBe, der verschiedenartig gestaltet sein kann und der mit
dem Tubustriger durch ein Scharniergelenk verbunden ist, um den
letzteren zwecks bequemerer Beobachtung nach riickwirts umzulegen
und in jeder beliebigen Lage festzustellen. Fiir mikrophotographische
Aufnahmen verwendet man heute die entsprechend durchgebildeten
Apparaturen (z. B. Panphot, Leitz, u. a.).

Der Fufl muB so schwer sein, daBl auch bei umgelegter Stellung des
Tubus ein vollsténdig sicheres Feststehen des Mikroskopes gewihrleistet
und ein Umkippen ausgeschlossen ist.

2. dem Objekttisch; 3. dem groben Trieb; 4. der Mikrometerschraube;
5. dem Revolverobjektivtriager; 6. dem ausziehbaren Tubus; 7. einem
drehbaren Beleuchtungsspiegel (Plan- und Hohlspiegel); 8. der Be-
leuchtungs- und Abblendungsvorrichtung (ABBfs Kondensor).

Der Objekttisch mufi fiir die bakteriologischen Arbeiten eine Tiefe
von etwa 100 mm haben, da es sich hiufig um Untersuchungen von
Bakterienkulturen in Petrischalen handelt und ein Absuchen durch
Verschieben notwendig wird. AuBerdem bietet fiir Hantieren mit in-
fektiosem Material (Cholera, Milzbrand) ein gerdumiger Objekttisch
groBere Sicherheit. Der in seiner Mitte befindliche kreisrunde Ausschnitt
nimmt das Linsensystem des Beleuchtungsapparates oder einfache
Blenden auf. Der Objekttisch ist an vollkommeneren Instrumenten
drehbar und mit zwei seitlichen Stellschrauben zwecks Erleichterung
der feinen Einstellung jeder gewiinschten Stelle des Praparats (anstatt
der groberen Einstellung mittels der Hand) versehen. Die besten und
teuersten Modelle besitzen einen durch Mikrometerschrauben mechanisch
beweglichen ,,Kreuztisch®, der mit Hilfe zweier in die Ebene des Objekt-
tisches aufeinander senkrecht stehender Millimeterskalen mit Nonien
die genaue Bezeichnung und das Wiederauffinden jeder gewiinschten
Stelle des Priparats erlaubt.

Die Mikrometerschraube dient zur feineren Hinstellung. Es ist un-
bedingt notwendig zur orientierenden Einstellung der Priaparate zunichst
stets den grofen Trieb zu benutzen; das genaue Einstellen geschieht
dann mit der Mikrometerschraube. An Stelle der gelegentlich noch ge-
brauchlichen Anordnung der Mikrometerschraube am Kopf des Tubus-
tragers findet sich bei den heute in Kursen usw. gebrduchlichsten
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Konstruktionen nur noch die seitliche Anordnung, parallel zur Achse des
groben Triebes und unterhalb des letzteren; Mikroskope mit dieser

Abb. 7. Gang der Strahlen und Entstehung des vergroBerten Bildes im Mikroskop (E.Leitz, Wetzlar).

neueren Anordnung der Mikrometerschraube (nach BERGER) darf man
an dem zu diesem Zweck weit nach riickwérts ausladenden Tubustréiger
beim Transport heben, was bei der élteren Anordnung der Mikrometer-
schraube durchaus unstatthaft ist, da hier der Tubustriger selbst die
zum Betrieb der Mikrometerschraube erforderliche Spiralfeder enthélt,

2*
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und die letztere durch die beim Heben des Mikroskops erfolgende un-
zulissige Belastung beschidigt wiirde. Solche Mikroskope faBt man
beim Heben unferhalb des Objekttisches in der Gegend des zwischen
Tubustrager und Full befindlichen Scharniers an.

Der optische Apparat. Der optische Teil des Mikroskops besteht aus
dem Vergroflerungsapparat (oberhalb des Objekttisches) und dem Be-
leuchtungsapparat (unterhalb des Tisches).

Die Revolvervorrichtung ist die drehbare Vorrichtung zur Aus-
wechslung der Objektive; fiir bakteriologische Untersuchungen eignen
sich zweiteilige Revolver
besser als die dreiteiligen,
da diese bei der Besichti-
gung von Platten bzw.
beim Hin- und Her-
schieben hinderlich sind.
1B Der  Vergroferungs-
L apparat setzt sich zu-

N\ sammen aus Objektiv und

il / | Okular. Das Objektiv

' entwirft von dem Objekt

ein vergrofertes, wmge-

kehrtes, reelles Bild; das

Okular erzeugt von die-

sem ein noch weiter ver-

groBertes wirtuelles Bild

(analog der Wirkung

Abb. 8. Ablenkung der Strahlen durch Luft, Glas und 01  einer Lupe). Die Ob-

(Nach E. Leitz, Wetzlar.) jektive (SO genannt, weil

am unteren Tubusende

dem zu untersuchenden Objekte am nichsten liegend) umfassen die
Trockensysteme und Tauch- oder Immersionssysteme.

Bei den Trockensystemen beriihrt das Objektiv nicht direkt das
Priparat, sondern es bleibt eine Luftschicht zwischen Objektiv und
Objekt, im Gegensatz zu den Immersionssystemen, bei denen diese
Luftschicht durch Verwendung einer Fliissigkeit ausgeschaltet wird,
die moglichst denselben Brechungsexponenten aufweist wie das Deck-
glas und die Frontlinse des Immersionssystems. Durch die Zwischen-
schaltung der Immersionsfliissigkeit wird der bei den Trockensystemen
stattfindende Verlust von Strahlen bei dem Ubertritt des Lichtes von
Glas in Luft und umgekehrt vermieden und so die Verwendung einer
fiir den Gebrauch stirkster VergroBerungen unentbehrlichen intensiven
Beleuchtung erméglicht (s. Abb. 8). Die Leistungsfdhigkeit eines
Objektivs hingt ndmlich nicht nur von der durch die Bremnweite des-
selben bestimmten Bildvergriferung, sondern auch von seinem durch
den Offnungswinkel der einfallenden Strahlen bestimmten Auflosungs-
vermaigen ab.

Als Immersionsfliissigkeit verwendete man frither Wasser, dessen
Brechungsindex (1) aber noch sehr erheblich von dem des Glases (1,562)
abweicht. Wasserimmersionen werden heute in der Mikrobiologie im




Das Mikroskop und sein Gebrauch bei mikrobiologischen Arbeiten. 21

allgemeinen nur noch fiir bestimmte Zwecke der biologischen Wasser-
untersuchung angewandt. Sonst ist jetzt allgemein das (schon 1850
von STEPHENSON und DE Awmict zu diesem Zweck eingefithrte) Zedernsl
(mit dem Brechungsindex 1,5) als Immersionsfliissigkeit im Gebrauch.

Eine weitere Verbesserung der Leistungsfihigkeit der Objektive
brachte die durch die Forschungen ABBfis erméglichte Einfiithrung der
sog. Apochromate, im Gegensatz zu den fritheren achromatischen Linsen-
systemen. Durch die Kombination von verschiedenen optischen Glisern
(mit Zusatz von Bor-, Phosphor-, Barium- und Fluorverbindungen zum
GlasfluB) ist bei den Apochromaten eine wesentlich vollkommenere
Korrektur der jedem optischen System anhaftenden sphérischen und
chromatischen Aberration moglich und wird dadurch einerseits eine
gleichméBigere Schérfe des Bildes in allen Teilen, sowie eine gréBere
Farbenreinheit erreicht und andererseits durch die Anwendung besonderer
Okulare (der sog. Kompensationsokulare) im Gegensatz zu den gewohn-
lichen zum Gebrauch mit den achromatischen Objektiven bestimmten
HuveEnsschen Okularen die Benutzung stirkster VergroBerungen
(bis etwa 1:2200) ermoglicht. Als Apochromate werden iibrigens
nicht nur Immersionssysteme, sondern auch schwache und stirkere
Trockensysteme gebaut. Der Vorteil der Apochromate tritt besonders
beim mikrophotographischen Arbeiten hervor; fiir gewohnliche Zwecke
reichen die (etwa nur halb so teueren) achromatischen Systeme voll-
standig aus.

Eine notwendige Ergiinzung des optischen Apparates stellt, wenigstens
fir die Anwendung der Immersionssysteme, das Vorhandensein und die
richtige Benutzung des Beleuchtungsapparates dar. Fir Trockensysteme
geniigt die aus den histologischen Kursen bekannte Regelung der Be-
leuchtung durch Spiegel und Blenden. Die Anwendung der Immer-
sionslinsen hingegen erfordert eine besonders intensive Beleuchtung, wie
sie durch den unmittelbar unter dem Objekttisch angebrachten ABBi-
schen Kondensor ermoglicht wird.

Dieser Apparat sammelt durch sein Linsensystem die vom Spiegel
reflektierten Lichtstrahlen derart, daBl sie in der Objektebene, d. h.
etwa 2mm iiber dem Objekttisch vereinigt werden. Bei sehr diinnen
Objekttrigern wiirde demnach der Brennpunkt der Strahlen etwas zu
hoch stehen; man muBl daher, um die ganze Lichtquelle auszunutzen,
den Beleuchtungsapparat an einem besonderen Triebe etwas tiefer
stellen. Die Benutzung des Beleuchtungssystems ist zur Erlangung
eines prichtigen Farbenbildes geboten, da es eine solche Lichtfiille in
das Objekt bringt, daB alle Schatten ausgeléscht werden und nur Farbe
haltende Teilchen sichtbar bleiben. Anders bei der Untersuchung farb-
loser Strukturbilder (ungefirbtes Bakterienpriparat). Hier wiirde die
durch den ABBischen Kondensor bei offener Blende zustromende Licht-
fillle alle Schatten und Konturen ausléschen und keinerlei Einzelheiten
der Struktur erkennen lassen. Fiir ungefirbte Priparate ist daher die
Ausschaltung des Assiischen Kondensors, sei es durch Senkung des-
selben oder durch mehr oder minder weitgehende SchlieBung der an
der Unterseite des AmBfischen Beleuchtungsapparates angebrachten
Irisblende angezeigt. Durch Hin- und Herschieben des Stiftes an der



22 Allgemeine Morphologie und Methoden der Beobachtung der Mikroparasiten.

Irisblende wird ihre zentrale Offnung vergréBert oder verkleinert, d. h.
ein Teil der Randstrahlen mehr oder weniger abgeblendet.

Als Lichtquelle kommt fiir mikroskopisches Arbeiten entweder das
diffuse Tageslicht, und zwar am besten das von einer weillen Wolke
oder einer hellen Wand reflektierte Licht, oder eine kiinstliche Lichtquelle
in Betracht. Als solche verwendet man Auerlicht oder elektrisches Gliih-
licht. Auch ist Petroleumlicht brauchbar, das am besten durch eine
mit Kupfersulfat-Ammoniaklosung gefiillte Schusterkugel geleitet wird,
um die im Petroleumlicht im UbermafB enthaltenen gelben und roten
Strahlen zu kompensieren. Derselbe Effekt 1a8t sich durch Anwendung
einer auf die Irisblende aufgelegten, leicht blau gefirbten Glasscheibe
erreichen.

Fiir kiinstliche Beleuchtung gebrauchen wir wegen der Nihe der
Lichtquelle den Hohlspiegel, fiir natiirliches Tageslicht den Planspiegel.

Neben den im vorhergehenden beschriebenen unentbehrlichen Teilen des Mikro-
skops seien hier noch kurz einige fiir gewisse Zwecke erforderliche technische Hilfs-
apparate genannt, wie z. B. der heizbare Objekttisch, die Okularzihlscheibe,
Okular- und Objektmikrometer, Zeichenapparate, die jedoch fiir Kurszwecke auler
acht gelassen werden konnen.

Bei der Anschaffung eines Mikroskopes spielt naturgemif der Preis
eine groBe Rolle. Ein fir bakteriologische Arbeiten ausreichendes
Mikroskop 148t sich schon fir etwa 400 Mark beschaffen, wenn man
auf die sehr teuren Apochromate verzichtet, von denen das fiir prak-
tische Zwecke in erster Linie in Betracht kommende System Zeil3
Apochrom. 2 mm, num. Apert. 1,30 173 Mark kostet. Empfehlenswert
sind folgende Linsen:

Homogene Olimmersion Achromat 1/,,, schwache VergroBerung
ZeiB AA oder Leitz ITI, Seibert 2, sowie 2 Okulare, Zeil x x X oder
Leitz 4fach und 7fach, Seibert 2 und 3, dazu ein stirkeres Trocken-
system fiir histologische Arbeiten und zwar Zeil3 40 oder Leitz 6, Seibert 5.
Im allgemeinen empfiehlt es sich, bei der Anschaffung des Stativs nicht
zu sehr zu sparen, da wohl die optischen Systeme, nicht aber die mecha-
nische Ausriistung, nachtriglich leicht erginzt werden kénnen.

Nach dem Mikroskopieren entferne man das Priparat erst, nachdem
man den Tubus mittels des groben Triebes gehoben hat, da ohne diese
VorsichtsmafBregel eine Beschidigung der Linsen kaum zu vermeiden
ist. Das Entfernen des der Immersionslinse anhaftenden Zedernéles
geschieht am besten mit feinem FlieBpapier und Nachputzen mit
sauberem Lederlappen. Ein zu hiufiges Reinigen mit Xylol oder Benzin
ist zu vermeiden, da diese Flissigkeiten, inshesondere Xylol, den Kitt
der Linseneinfassungen aufzulésen imstande sind.

Nach Beendigung der Arbeit ist das Mikroskop vor Licht und Staub
geschiitzt in den Mikroskopkasten oder unter eine Glocke zu setzen,
talls die Objektive nicht abgeschraubt und die in die fiir sie bestimmten
Metallhiilsen eingesetzt werden, sondern, wie das bei den regelmiBig
gebrauchten Objektiven meist der Fall, am Mikroskop angeschraubt
verbleiben, so wird zwischen ABBEschen Beleuchtungsapparat und Ob-
jektlinse zur Verhiitung der unmittelbaren Beriihrung ein weiches sauberes
Papier gelegt.
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Mit den genannten optischen Hilfsmitteln sind lineare VergréBe-
rungen von etwa 1:60 bis 1:1000 erreichbar, was fiir die gewshnliche
bakteriologische Praxis vollstindig ausreichend ist. Bei der Anwendung
der Immersionslinse arbeitet man gewohnlich mit einer VergréBerung
von 1:500—600; stirkere Okulare machen das Bild zwar groBer, aber
nicht deutlicher. Die abbildende Leistung eines Mikroskops, d.h. die
Aufdeckung von Einzelheiten im Bilde des Objekts, hingt ausschlieflich
von der Giite des Objektivs ab. Hier ist der Ort, in Kiirze auf die
Grenzen der optischen Leistungsfihigkeit des Mikroskops tiberhaupt ein-
zugehen. Eine solche Grenze besteht und liegt etwa bei einer Ver-
gréBerung von 1 : 2000; selbstverstindlich sind (z. B. auf dem Projektions-
schirm) Darstellungen in sehr viel stirkerer Vergréferung erreichbar;
aber es kommen dadurch keine neuen Einzelheiten zum Vorschein.
Die Tatsache einer Grenze der optischen Leistungsfahigkeit des Mikro-
skops — der wir ja schon bei der Besprechung der submikroskopischen
Virusarten begegnet sind (vgl. oben S. 5) — hat ihren Grund nicht etwa
in der Begrenzung der technischen Moglichkeit der Herstellung von
Objektiven kiirzester Brennweite, sondern in der Natur des Lichtes
selbst. Aus Griinden, deren eingehende Auseinandersetzung tiefgehende
mathematische Kenntnisse erfordern und hier zu weit gehen wiirde,
ist eine abbildende Darstellung (in dem Sinne, daBl ein getreues Abbild
des Gegenstandes entsteht) nur bei Objekten méglich, deren GréBe
nicht die Liange der Lichtwellen des sichtbaren Spektrums unterschreitet.
Man hat zwar mit Erfolg den Versuch gemacht, die mikroskopische
Leistungsfahigkeit dadurch auf etwa das Doppelte zu steigern, daBl man
statt des sichtbaren Lichtes die zwar fiir das Auge unsichtbaren, aber
durch ihre photographische Wirksamkeit indirekt erkennbaren ultra-
violetten Strahlen verwendet, doch ist das schon seit etwa 15 Jahren
bekannte Verfahren (KGHLER) sehr kompliziert und hat fiir die bakterio-
logische Technik keine weitere Anwendung gefunden. Noch weniger
praktische Aussichten hat fiir die Mikrobiologie das sog. Uliramikroskop
(SIEDENTOPF und ZsIGMONDY), das auf dem Prinzip beruht, kleinste
Teilchen (bis herab zu etwa /0900 mm Durchmesser) dadurch sichtbar
zu machen, daB sie durch seitliche intensivste Beleuchtung selbstleuchtend
auf dunklem Grunde erscheinen, dhnlich wie die sog. Sonnenstdubchen
beim Einfallen eines Lichtstrahls in ein verdunkeltes Zimmer; doch
zeigt das Ultramikroskop nicht etwa Abbilder dieser kleinsten Objekte,
sondern nur Lichtpunkte (Beugungsscheibchen). Praktisch kommt diese
(fir Physik und Chemie iiberaus fruchtbare) neue Methode fir die
Mikrobiologie deshalb nicht in Betracht, weil die Korpersifte und Nahr-
fliissigkeiten, in denen wir die Mikroparasiten beobachten, schon durch
ihren Gehalt an organischen gelésten und kolloidalen Stoffen von ultra-
mikroskopisch sichtbaren Teilchen erfiillt und ihre Unterscheidung von
Parasiten so gut wie aussichtslos wire.

Wenn also das Ultramikroskop selbst fiir die mikroparasitologische
Technik unverwendbar blieb, so gab doch seine Entdeckung den Anstof3
zu der Einfiihrung der in der Erscheinungsweise des mikroskopischen
Bildes dhnlichen Methode der Dunkelfeldbeleuchtung (LANDSTEINER), die
sich zur Untersuchung {feinster Mikroben in lebendem Zustand,
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insbesondere der Syphilisspirochiten, praktisch sehr bewahrt hat. Die
Mikroben erscheinen bei dieser Methode leuchtend auf dunklem Grunde.
Die Dunkelfeldbeleuchtung wird mit den sog. Spiegelkondensoren erzielt,
die — in Verbindung mit einer in das Immersionssystem einzuhingenden
trichterférmigen Blende — eine vollstindige Abblendung der direkten
Strahlen erzielen und nur die von dem mikroskopischen Objekt ab-
gebeugten Strahlen in das Objektiv gelangen lassen. Es sind verschiedene
Spiegelkondensoren (von Zeif, Leitz, Seibert, Reichert) angegeben, die
entweder an Stelle des gewdhnlichen AnBEschen Kondensors einge-
schaltet oder auf den Objekttisch des Mikroskops aufgesetzt werden.
Erforderlich ist intensive Beleuchtung (Glithfadenlampe oder Liliput-
Bogenlampe) bei vollkommen gedifneter Blende und Benutzung des
Planspiegels. Zwischen Kondensor und Objekttriger, der ebenso wie
das Deckglas moglichst diinn gewdhlt werden soll, wird eine Schicht
Zederndl eingeschaltet; desgleichen selbstverstindlich bei Betrachtung
mit Immersionssystemen zwischen Frontlinse des Objektivs und Deck-
glas (s. auch die Burrische Tuschemethode S. 29). Es koénnen auch
gefirbte Priparate im Dunkelfeld untersucht werden; dabei werden
gefirbte Formelemente stirker aufleuchten wie im Hellfeld (Leuchtbild-
methode nach HoOFFMANN).

Sowohl zum Nachweis bestimmter Mikroorganismen als auch zur
Sichtbarmachung von filtrierbarem Virus gelangte in jiingster Ver-
gangenheit die Fluorescenzmikroskopie! zum Einsatz, die deshalb be-
sondere Erwihnung verdient, da diese Methode sehr wahrscheinlich
immer groBere Bedeutung erlangen wird. Nach diesem Verfahren erfolgt
die Wahrnehmung von Mikroorganismen und Viruskorperchen durch
ihre Nachbehandlung mit fluorescierenden Stoffen, den sog. Fluoro-
chromen. Bei Bestrahlung mit filtriertem, unsichtbarem Ultraviolett
auftretende Fluorescenzen erscheinen z. B. die fluorescenzmikroskopisch
beobachteten Viruskérperchen als leuchtende, Fluorescenzlicht aus-
strahlende Gebilde auf mehr oder minder dunklem Untergrund. Die
Wiedergabe ist ungewdhnlich kontrastreich und der Nachweis erfolgt
mit besonderer Schnelligkeit. Zur Verwendung gelangt z. B. die Fluores-
cenzapparatur nach Zeiss. Eine ins einzelne gehende Beschreibung
eriibrigt sich an dieser Stelle, da die Methode nur durch praktische Arbeit
erlernt werden kann und da zu diesem Zweck auf die genannten Arbeiten
und auf die Werkbeschreibungen verwiesen werden muf.

2. Beobachtung der Mikroorganismen im ungefirbten
und gefirbten Priparat.

Die mikroskopische Untersuchung der Mikroorganismen kann im
lebenden oder abgetSteten Zustande, ungefirbt und gefirbt erfolgen.

Die Beobachtung der lebenden ungefdrbten Bakterien kann zwar ge-
legentlich, z. B. bei Untersuchung von Magensaft, Urinsediment, Fékalien
u. dgl., in einfachster Weise dadurch geschehen, daB man einen Tropfen

1 Vgl. P. K. H. HoA¢EMANN: Miinch. med. Wschr. 1937, 761 u. Zbl. Bakter.
I Orig. 140, 183 (1938).
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des zu untersuchenden Materials (eventuell nach voraufgegangener Ver-
diinnung mit steriler Kochsalzlosung, Wasser oder Bouillon) zwischen
Objekttriger und Deckglas bringt; doch haftet dieser einfachsten
Methode der doppelte Ubelstand an, daB einerseits eine linger dauernde
Untersuchung wegen des raschen Eintrocknens der diinnen Fliissig-
keitsschicht nicht moglich ist und andererseits bei infektiésem Material
die am Deckglasrand vorquellende Fliissigkeit leicht storend oder ge-
fahrlich werden kann. Diese Methode hat nur da ihre Vorteile, wo es auf
moglichst geringe Schichtdecke des Praparats ankommt und ist fiir die
Untersuchung bei Dunkelfeldbeleuchtung (vgl. oben) geradezu unent-
behrlich. In der gewohnlichen mikroskopischen Praxis werden die Mikro-
organismen im lebenden ungefirbten Zustand im ,hdngenden Tropfen®
untersucht, der durch seinen luftdichten Abschlufl beide soeben darge-
legten Ubelstinde des gewohnlichen ungefirbten Objekttragerpraparates
vermeidet und eine beliebig (auf Stunden und Tage) ausgedehnte Be-
obachtung und Ziichtung (wie in einer feuchten Kammer) erméglicht.

Das Priparat des hingenden Tropfens wird folgendermafen angelegt:

Ein hohlgeschliffener Objekttriger wird an Stelle des gewohnlichen glatten
Objekttrigers verwendet. Der Rand des kreisférmigen Ausschliffs wird mit Vaseline
umzogen. Dann bringt man auf ein Deckglas mit der Ose einen kleinen flachen
Tropfen der zu untersuchenden mikrobenhaltigen Fliissigkeit oder verreibt mit
der Platinnadel eine Spur der auf festem Nihrboden gewachsenen Reinkultur in
einem Tropfen Bouillon; Wasser oder selbst physiologische NaCl-Losung sind hierfiir
nicht zu empfehlen, weil viele Keime darin osmotische Schiadigungen erleiden.
Bedingung ist, daB der Keimgehalt des Tropfens méglichst gering ist, um eine Be-
wegung und Lagerung der Einzelindividuen genau erkennen zu kénnen. Nun wird
der Objekttriger mit der hohlgeschliffenen Seite nach unten gekehrt und auf das
Deckglas gelegt, und zwar so, daf der Tropfen in die Mitte des Ausschliffs zu liegen
kommt. Durch leichten Druck haftet das Deckglischen fest; nach vorsichtigem
Umdrehen des Objekttrigers ist das Priparat zur Untersuchung bereit und bildet
eine luftdichte Kammer, in der der Tropfen lingere Zeit vor Verdunstung und
Eintrocknung geschiitzt ist. Die Untersuchung geschieht bei enger Blende, und
zwar zunichst bei schwacher Vergroferung. Man stellt sich den Rand des Tropfens
so ein, daB er von vorn nach hinten gerade mitten durchs Gesichtsfeld zieht
(s. Abb. 9a), bringt dann einen Tropfen Zedernol auf das Deckglas und betrachtet
jetzt den Tropfen mit der Immersionslinse. Hierbei mufl vorsichtig verfahren
werden, da der Anfinger sehr leicht das Deckglas eindriickt; am bestenbewegt
man das Priparat wihrend der Einstellung ganz langsam mit der Hand hin und
her, wobei man sofort merkt, wenn man mit dem Objektiv das Deckglas beriihrt.
Nach erfolgter feiner Einstellung (s. Abb. 9b) wihlt man den diinnsten Teil, den
Rand des Tropfens, aus dem Grunde zur Beobachtung, weil daselbst die scharfe
Einstellung der Mikroorganismen am leichtesten gelingt und diese wegen ihrer
meist horizontalen Lage in ihrer ganzen Linge beobachtet werden kénnen. Bei
den Sauerstoff licbenden Bakterien kommt es am Rande des Tropfens zu einer
Ansammlung der Mikroorganismen.

Nach abgeschlossener Untersuchung verschiebt man das Deckgléschen so, dafl
eine seiner Ecken iiber den Objekttrigerrand reicht, hebt es vorsichtig mit der
Pinzette ab, ohne daB das bakterienhaltige Tropfchen mit dem Objekttrager in
Beriihrung kommt und bringt es in eine Sublimatlosung. Der Objekttrager ist
dann sofort wieder gebrauchsfertig.

Das Priparat des hingenden Tropfens macht dem Anfinger er-
fahrungsgemall gewisse Schwierigkeiten, mufl aber gerade deshalb sorg-
faltig geiibt werden, weil die Untersuchung im hingenden Tropfen zur
Beantwortung einer Reihe von Fragen (Eigenbewegung, Sporenkeimung,
Bakteriolyse u. dgl.) unentbehrlich ist.
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Einfacher und in der gewohnlichen Untersuchungstechnik ungleich
hiaufiger angewendet ist die Untersuchung im gefdrblen Priparat®.
Bevor wir die technischen Vorschriften iiber die Farbung der Mikro-
organismen besprechen, seien einige kurze Bemerkungen iiber die Theorie
der Firbung vorausgeschickt, soweit sie zum Verstindnis der Wirkungen
der verschiedenen Farblosungen erforderlich sind. Zur Farbung der
Bakterien werden hauptsichlich die sog. basischen Anilinfarbstoffe
(Fuchsin, Methylenblau, Gentiana- und Methylviolett, Methyl- und
Malachitgriin, Vesuvin, Safranin u.a.) angewendet, die sich simtlich
vom Rosanilin ableiten und wegen seiner basischen Natur selbst als

a b

ADbb. 9a und b. Hingender Tropfen (Bact. coli). a bei schwacher Vergr. (1:40), b bei starker Vergr.

(1:500). 1. Inneres des hingenden Tropfens (bei b die einzelnen Bacillen deutlich sichtbar).
2. Trépfchen von Kondenswasser auBerhalb des hingenden Tropfens.

,,basische Farbstoffe’* bezeichnet werden, obwohl sie in der Tat ihrer
chemischen Zusammensetzung nach neutrale Salze darstellen (z. B.
Fuchsin = salzsaures Rosanilin). Die Firbung beruht nicht etwa auf
einer rein mechanischen Durchtrinkung des Bakterienleibes mit dem
Farbstoff, sondern stellt eine mikrochemische Reaktion dar. Die chemische
Bindung des Farbstoffs an das Plasma erfolgt etwa nach Analogie der
Bildung von Doppelsalzen und ist nur eine ziemlich lockere und dem-
gemiB in guten Losungsmitteln des Farbstoffs leicht dissoziierbar.
Hierauf beruht einerseits die entfirbende Wirkung des Alkohols, anderer-
seits die scheinbar paradoxe Tatsache, daB ein Farbstoff um so weniger
wirksam ist, in je vollkommenerem Losungszustand er sich befindet.
Farblésungen in reinem Alkohol haben daher Bakterien gegeniiber gar
keine Firbekraft; die im Laboratorium vorritig zu haltenden alko-
holischen Stammlésungen werden vor dem Gebrauch mit der etwa
zehnfachen Menge destillierten Wassers verdiinnt.

1 Auch eine vitale Fédrbung der Mikroorganismen ist ausfithrbar, wird aber
nur selten angewendet; man geht hierbei in folgender Weise vor:

1. Entweder setzt man zu einem hingenden Tropfen etwas Farblésung oder

2. trocknet auf gut gereinigten Objekttrigern alkoholische oder wisserige

Methylenblaulosung an und bringt darauf Tropfchen der zu untersuchenden Probe
mit samt dem Deckglase.
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Die viel gebrauchte LOFFLERsche Methylenblaulosung setzt sich zusammen aus
30 cem geséttigter alkoholischer Methylenblaulosung und einer Losung von 1 cem
1%iger Kalilauge in 100 ccm destillierten Wassers.

Zusitze, welche die Léslichkeit des Farbstoffs erhéhen, bewirken
eine Abnahme der Firbekraft; solche ,,farbschwache Losungen kénnen
in einzelnen Fillen, z. B. die essigsidurehaltige Methylenblaulosung bei
der M. Nursserschen Polkérnchenfiarbung der Diphtheriebacillen (vgl.
das betreffende spezielle Kapitel) mit Vorteil verwendet werden, weil
sie nur gewisse besonders leicht farbbare Teile des Bakterienleibes elektiv
darstellen. Umgekehrt wird die firbende Kraft der Farbstofflosungen
durch solche Zusitze gesteigert, welche die Loslichkeit des Farbstoffs
vermindern (z. B. Zusatz von Alkali, Anilinwasser oder beider zusammen);
im letzteren Falle kommt es geradezu bis zu einer beginnenden Aus-
fallung des Farbstoffs, die man treffend als ,,Schwebefallung‘* bezeichnet.
Hiermit hangt es zusammen, dall solche verstirkte Farblosungen (ab-
gesehen von den mit Carbolzusatz hergestellten) nicht haltbar sind,
sondern meist schon binnen wenigen Tagen durch Ausfillung des Farb-
stoffs unbrauchbar werden.

Uber die Zeit der Einwirkung der Farblosungen lassen sich nicht
immer bestimmte zahlenmafBige Angaben machen. Sie richtet sich nach
der Stirke der einzelnen Farblosungen und nach der Art der Bakterien.
Im allgemeinen kann man sagen, daB bei konzentrierten Farblosungen
die Firbezeit kiirzer ist, daBl man aber, mit diinnen Farblosungen und
entsprechend lingerer Farbezeit (1—5 Minuten) klarere, schénere Bilder
erzielt.

Die Vorbereitung der Préparate fiir die Farbung kann in verschie-
dener Weise erfolgen, je nach der Art des zu verarbeitenden Materials.
Am gebriuchlichsten sind Ausstrichpriaparate, die entweder auf dem
Deckglas oder auf dem Objekttriger hergestellt werden; letzteres Ver-
fahren ist fiir den tdglichen Gebrauch bequemer und billiger, da man die
leicht zerbrechlichen Deckgliser spart. Fir die Herstellung von Dauer-
priparaten ist es jedoch zweckméaBig, auch bei Objekttragerausstrichen
das Préparat der Schonung wegen schlieBlich mit einem Deckglas zu be-
decken, das mit Kanadabalsam aufgeklebt wird. Keimhaltige Fliissig-
keiten kann man, wenn sie nicht zu dichte Ausstriche geben, direkt
ohne Verdinnung verarbeiten. Fliissigkeiten, die sehr zahlreiche ge-
formte Elemente enthalten (Organsaft), sowie Reinkulturen von festem
Nahrboden verdiinnt man mit etwas Wasser. Man bringt zu diesem
Zweck auf das Deckglas oder den Objekttrager ein Tropfchen Wasser
und verreibt darin das zu untersuchende Material mittels ausgegliihter
Platinnadel, so daB eine gleichmaBige, mdoglichst diinne Schicht ent-
steht. LéaBt sich die Fliissigkeit auf dem Glase nicht gleichmaBig aus-
breiten, so besagt dies, dall der Objekttrager bzw. das Deckglas nicht
geniigend gereinigt war und einen fettigen Uberzug aufweist, den man
durch Abreiben mit Alkohol oder kurzes Erhitzen in der Flamme be-
seitigen kann. Gewaltsames Zerquetschen des Untersuchungsmaterials ist
nur dann angebracht, wenn es sich um den Nachweis von Mikroorga-
nismen im Innern fester, schwierig zu verteilender Massen (z. B. nekro-
tischer Brocken im tuberkulésen Sputum) handelt, und wenn es nicht
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auf die sorgfiltige Erhaltung der zelligen Formelemente ankommt.
Sonst ist moglichst schonendes Ausstreichen geboten, um grobe (und
manchmal fiir den Anfinger irrefithrende) Verunstaltungen der zelligen
Elemente zu vermeiden. Insbesondere aus den Zellkernen entstehen bei
gewaltsamer Behandlung allerlei kérnige und fadige, manchmal geradezu
abenteuerlich (nach Art von Spermatozoen oder Kometenschwinzen)
geformte Gebilde. Uber die Technik der Blutausstrichpriparate vgl. im
speziellen Teil Kap. , Malaria®. Will man im Pridparat ein getreues
Abbild der natiirlichen Anordnung und Lagerung der auf festem Nahr-
boden gewachsenen Keime haben, die bei vielen Arten (Milzbrand-,
Diphtherie-, Pest-, Tuberkelbacillen) iiberaus charakteristisch ist, so
bedient man sich hierzu des Klatschpriparats, so genannt, weil durch
Auflegen des Deckglases auf die zu untersuchenden Kolonien ein Ab-
klatsch derselben erhalten wird. Das Auflegen und Abnehmen des Deck-
glases mull vorsichtig, ohne stédrkeren Druck und ohne seitliche Ver-
schiebung erfolgen (selbstverstindlich, der Infektionsgefahr wegen,
nicht mit den Fingern, sondern mit einer Pinzette, am besten einer
besonderen ,,Deckglaspinzette’ mit abgeknickten Enden). Die weitere
Behandlung erfolgt wie beim Ausstrichpraparat. Zunichst muB nun
das Priaparat vollstindig luftérocken werden; dann wird es entweder
durch Erhitzung oder durch Einlegen in absolutem Alkohol fiziert,
damit die Mikroben und zelligen Elemente bei der nunmehr folgenden
Behandlung mit wisserigen Losungen nicht fortgeschwemmt werden.
Die Fixierung erfolgt bei beiden Methoden durch Koagulation der Ei-
weilkorper. Am gebréduchlichsten ist in der gewchnlichen bakterio-
logischen Praxis die Fixierung mittels dreimaligen Durchziehens durch
die Flamme des Bunsen-Brenners; fiir Protozoen-Priaparate sowie zur
Darstellung feinerer Einzelheiten ist diese Methode zu eingreifend und
muf} durch Hértung in absolutem Alkohol (15—30 Minuten lang) ersetzt
werden. Beim Durchziehen durch die Flamme sind verschiedene Fehler
zu vermeiden war das Priparat noch nicht voéllig lufttrocken, so
platzen die Zellen durch die plotzliche Hitzeeinwirkung, und es entstehen
Zerrbilder. Zu starke Erhitzung beeintrichtigt die Féarbbarkeit der
Bakterien, zu geringe kann bewirken, dafl die Bakterien durch die auf-
getraufelten Farblosungen und das nachfolgende Auswaschen mit Wasser
heruntergespiilt werden. Jetzt erst erfolgt die Férbung, und zwar ent-
weder einfach mit verdiinnten Anilinfarben oder fiir besondere Zwecke
nach speziellen im nichsten Abschnitt zu besprechenden Farbemethoden.
Es folgt nach der Beendigung des Féarbeverfahrens kriftige Abspiilung
der Praparate in Wasser und Trocknen zwischen FlieBpapier. Das
Deckglas wird nun in einem auf dem Objekttriger befindlichen Tropfen
Kanadabalsam oder Immersionsol eingebettet; auf den Objekttriger-
ausstrich wird einfach ein Tropfen O] gebracht, in den die Immersions-
linse taucht.

Zuweilen ist eine Untersuchung der gefirbten Prdparate nur in
Wasser moglich, z. B. bei der Kapselfirbung, weil in dem stérker licht-
brechenden ()1 die zarten Kapseln verschwinden. Es sei aber hervor-
gehoben, daf} in diesem Medium alle Bakterien infolge der durch Wasser
bedingten Quellung gréBer aussehen als in Zedernol bzw. Kanadabalsam.
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Wihrend der beschriebenen verschiedenen Prozeduren der Farbung
wird das Deckglas- bzw. Objekttragerpriaparat am besten von einer
CorNETschen Pinzette in wagerechter Stellung festgehalten; fiir Deck-
gliser und Objekttréger ist je ein verschiedenes Modell dieser Pinzette
anzuwenden. Als billigere Behelfsmittel kommen in Betracht: fiir
Deckgliaser Auflegen auf Korke, die auf einem Brettchen festgeklebt
sind oder auf einer Gummiplatte mit Gummistiften, wie sie in Liden
fir das bequeme Aufnehmen von Geldmiinzen in Gebrauch sind; fiir
Objekttriger Auflegen auf Binkchen, die man sich aus einem zurecht-
gebogenen Glasstab selbst herstellen kann, und die direkt auf dem zum
Ablaufen der Farbe dienenden Becken (oder Schale) ruhen.

Eine besondere Besprechung erheischt noch das Burrische T'usche-
verfahren fir Ausstrichpraparate, das gewissermallen eine Umkehrung
des sonst gebriauchlichen Farbungsprinzips darstellt. Wahrend bei den
gewohnlichen Féarbemethoden die Mikroorganismen allein gefirbt und
der Untergrund méglichst ungefirbt erscheinen soll, ist es hier gerade
der Untergrund, der durch Verwendung einer &uBlerst feinkérnigen
Tuscheaufschwemmung gefirbt (braunlich bis schwarz) erscheint, wih-
rend sich die im Ausstrich befindlichen Mikroorganismen ungefarbt und
leuchtend hell von diesem dunklen Grund abheben. Ein gut gelungenes
Tuschepraparat erweckt fast den Eindruck der Dunkelfeldbeleuchtung
(vgl. oben 8.24), nur natiirlich mit viel geringeren Differenzen in
der Lichtstirke, — und dient auch den gleichen Zwecken wie diese
Methode, in erster Linie dem Nachweis der Spirochaeta pallida (LAND-
sTEINER und MucHa). Das Tuschepriparat wird in folgender Weise
angelegt:

1 Tropfen ,,Pelikantusche Nr. 541° (Griibler, Leipzig) wird mit einem Trépfchen
des zu untersuchenden keimhaltigen Materials auf dem gut gereinigten Objekttriger
gemischt und gleichméafig ausgestrichen; das lufttrocken gewordene Priparat wird
direkt in Immersionsdl untersucht. Statt Tusche kann man auch eine 10%ige

Kollargollésung oder gewisse Farbstoffe (Cyanochin = Chinablau 4 Cyanosin u. a.)
verwenden.

Zum Nachweis von Mikroorganismen in Schnittpriparaten miissen
zunéichst die betreffenden Organe nach den fir die allgemeine histo-
logische Technik giiltigen Vorschriften (auf welche hier verwiesen sein
mag) gehirtet und eingebettet werden. Kommt es nicht auf Anfertigung
sehr diinner Schnitte an, so kénnen die in Alkohol gehirteten Gewebs-
stiicke ohne Einbettung mit etwas Gummi- oder Celloidinlosung, die
man in Alkohol erhirten 148t, auf einen Kork aufgeklebt und so mit dem
Mikrotom geschnitten werden. Fiir feinere Untersuchungen kommt aus-
schlieflich die Paraffineinbettung in Betracht. Die auf dem Objekt-
triger durch mehrstiindiges Verweilen bei 37° C fixierten und (durch Be-
handlung mit Xylol und Alkohol) von Paraffin géinzlich befreiten Schnitte
werden dann nach denselben Fiarbemethoden behandelt wie Ausstrich-
priaparate. Wenn die zu untersuchenden Bakterien durch eine der im
nichsten Absatz zu schildernden Firbemethoden in einer vom Gewebe
verschiedenen Farbe dargestellt werden konnen (Gram- oder Tuberkel-
bacillenfirbung), so ist die Untersuchung leicht; zur Gegenfirbung des
Gewebes wird der Schnitt entweder vor der Gramfirbung mit Pikro-
carmin oder eventuell nachher mit Eosin behandelt. Lassen sich aber
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die Krankheitserreger nicht in einer von der Gewebsfirbung verschiedenen
Farbe darstellen (Typhus-, Pest-, Rotz-, Cholerabacillen), so ist ihre
Erkennung in den Geweben schwieriger, da auch diese, insbesondere
die Zellkerne, die basischen Anilinfarbstoffe sehr intensiv aufnehmen.
Man muB dann versuchen, durch vorsichtige teilweise Entfirbung
des Schnittpraparates (mittels sehr verdiinnter Essigsiure oder ver-
diinnten Alkohols) und darauf folgendes griindliches Auswaschen in
Wasser eine méglichst brauchbare Differenzierung zwischen den intensiv
gefarbten Bakterien und Zellkernen einerseits und den iibrigen Gewebs-
bestandteilen andererseits zu erreichen. — Fir die Darstellung der
Protozoen, im Ausstrich- wie im Schnittpraparat, ist die Firbung nach
Romanowsky-GieMsA die beste Methode; betreffs anderer anwendbarer
Methoden vgl. die betreffenden speziellen Kapitel.

3. Spezielle Firbemethoden.

a) Die Gramsche Firbung (nach ihrem Entdecker benannt) ist ein
elektives Firbverfahren, welches nur bestimmte Arten von Mikro-
organismen zur Darstellung bringt, wihrend andere Arten und ins-
besondere auch die Zellkerne im Gewebe ungefiarbt bleiben und eventuell
in einer Kontrastfarbe (mit sehr verdiinnter Fuchsinlésung) zur An-
schauung gebracht werden konnen. Das Verfahren ist daher sowohl
fiir Schnittfarbungen wie zur Unterscheidung verschiedener Bakterien-
arten von grofem Werte. Je nach ihrem Verhalten zur Gramschen
Farbung unterscheidet man grampositive und gramnegative Arten, da
dieses Merkmal fiir die meisten Arten konstant und fiir jede einzelne
Art streng gesetzmiBig ist. Nur wenige Bakterien machen hiervon eine
Ausnahme (Tetanus-, Rauschbrand- und maligne Odembacillen), indem
sie sich der Gramschen Farbung gegeniiber zwar meistens negativ, aber
doch wechselnd verhalten und innerhalb derselben Kultur manche In-
dividuen gefiarbt, manche ungefirbt erscheinen. In der folgenden Tabelle
sind die wichtigsten Bakterien nach ihrem Verhalten zur Gramfirbung
zusammengestellt :

Grampositiv: Gramnegativ:
Staphylokokken Microe. gonorrhoeae
Streptokokken Microc. meningitidis
Pneumokokken Microc. catarrhalis
Alle Sarcinen Bact. coli
Bac. anthracis Bac. typhi abd.
Bac. subtilis Bac. paratyphi A und B
Bac. mesentericus Bac. dysenteriae (alle Arten)
Bac. diphtheriae Bac. pestis
Bac. tuberculosis Bac. septic. haemorrhag. (alle Arten)
Bac. leprae Bac. influenzae
Actinomyces Bac. melitensis
Hefen Bac. pneumoniae Friedlinder
Oidium Bac. pyocyaneus

Bac. proteus

Bac. mallei

Vibrio cholerae und
choleraéhnliche Vibrionen
Spirillen, Spirochéten.
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Die Vorschrift fir die Gramfiarbung ist folgende: Die fertig fixierten Praparate
werden mit einem Pararosanilinfarbstoff (Gentianaviolett, Methylviolett) unter
Anwendung einer Beize, z. B. Carbolsiure oder Anilin’, vorgefirbt (2 Minuten)
und spéter mit Jodjodkalilésung (Lugol) behandelt (2 Minuten). Die nachfolgende
Anwendung von Alkohol — (solange das Praparat noch Farbstoff abgibt, meist
etwa 1/, Minute) — entzieht den gramnegativen Bakterien, den Zellkernen und den
Geweben allen Farbstoff. Eine Nachfirbung mit Eosin oder verdiinntem Fuchsin
bringt auch diese kontrastreich zur Darstellung.

Die grampositiven Bakterien erscheinen blauschwarz, die gram-
negativen Bakterien sowie das Gewebe rot gefirbt. Es handelt sich bei
der Gramschen Methode nicht um eine Gentianaviolettfirbung, sondern
um eine Jodpararosanilin-
farbung, die, je nachdem die
chemische Bindung zwischen
dem Jodpararosanilin und .
dem Plasma fest oder locker e e, ¥,
ist, durch nachfolgende Alko- ; :
holbehandlung riickgingig ge- _ v T Ly 2R
macht werdenkann oder nicht. e
Farbstoffe, die sich von Rosa- - : Vet p
nilin ableiten (Fuchsin, Me- - PO It
thylenblau) sind fiir die GRAM- g ’ . TR e
sche Farbung nicht verwend- ottt %
bar. ’

b) Firbung sdurefester
Bacillen. Eine ganze Gruppe » X .
von Bakterien, deren wichtig- 5
ster Vertreter der Tuberkel- .
bacillus ist, zeigt gegeniiber  aub.10.Staphylokokken und Colibacillen. Gramfirbung
der Féirbung ein eigenartiges mit nachfolgender Fuchsinfirbung. (Vergr. 1:500.)
Verhalten, indem sie den
Farbstoff nur schwierig und nur nach besonders intensiver Einwirkung
aufnehmen, den einmal aufgenommenen Farbstoff aber auch ebenso
schwierig wieder abgeben und insbesondere gegeniiber den sonst so ein-
greifenden Entfirbungsverfahren durch verdiinnte Siuren und Alkohol
resistent (,,séure- und alkoholfest’’) bleiben. Dieses eigenartige Ver-
halten ist durch das Vorhandensein einer widerstandsfdhigen wachs-
artigen Hiille dieser Bakterien bedingt und ermoglicht eine Kontrast-
fairbung im Gewebe, bei der die sdurefesten Bacillen in der urspriinglichen
Farbe (nach ZienL rot) und die iibrigen Bakterien sowie die Gewebs-

1 Der Carbolzusatz (2,5%) hat vor der urspriinglichen Vorschrift den Vorzug
der dauernden Haltbarmachung der Farblosung, wahrend die Anilinwasser-Genti-
anaviolettlosung nur einige Tage brauchbar ist und dann rasch verdirbt. Bei
der Herstellung dieser letzteren Farblosung sind einige kleine Kunstgriffe zu be-
obachten, wenn man gute Resultate erhalten will; die richtig hergestellte Losung
hat sehr hohe Farbkraft.

Anilin (im Handel als ,,Anilinél* bezeichnet) wird mit etwa der 1Ofachen
Menge destillierten Wassers griindlich durchgeschiittelt und die entstandene mil-
chige Emulsion durch ein nasses Filter filtriert, um ein brauchbares, véllig klares
Filirat zu erhalten; diesem letzteren wird dann 1/, seines Volumens alkoholische
gesiattigte Gentianaviolettlosung zugesetzt. Die fertige Farblosung ist unmittelbar
vor Gebrauch stets zu filtrieren.
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bestandteile in der nach der Entfirbung angewandten Kontrastfarbe
(blau) erscheinen. Nach der ersten von R.KocH selbst angewandten
Methode wurde die Farbung durch lange Einwirkung leicht alkalisierter
Anilinwasser-Gentianaviolettlosung, die Kontrastfirbung mit Vesuvin
(braun) vollzogen. Jetzt wird zur Farbung fast durchweg Carbolfuchsin
(Z1EHLsche Losung)! und zur Nachfirbung wéisserige Methylenblau-
16sung verwendet. Der Anilinwasser- bzw. Carbolzusatz dient (wie schon
oben bei der Gramfirbung) als Beize, um — wie in der Technik der
Wollfarbung — das Eindringen der Farbe zu erleichtern; zur Beschleu-
nigung des Prozesses dient (bei Ausstrichpriparaten) gleichzeitige Er-
wiarmung, wihrend bei Zimmertemperatur (fiir Schnittpriparate) eine
Einwirkungsdauer von 24 Stunden erforderlich ist.

Die urspriingliche Vorschrift fiir Tuberkelbacillenfirbung, in der die
beiden Akte der Entfarbung mit Sdure und Alkohol getrennt ausgefiihrt
wurden, ist folgende:

1. Fiarbung des fixierten Ausstrichs mit Carbol- (oder Anilinwasserfuchsin) unter
mehrmaligem Erwirmen bis zur leichten Dampfbildung (nicht aufkochen!) etwa
5 Minuten lang.

2. Entfarbung 2—3 Sekunden in 5%iger Schwefelsiure oder 25%iger Salpeter-
saur:;. Entfarben in 70 %igem Alkohol, bis das Priparat nahezu farblos erscheint;
eventuell Wiederholung von Nr. 2 und 3.

4. Nachfarbung in wisseriger Methylenblaulésung, nur etwa 10 Sekunden.

5. Abspiilen in Wasser, Trocknen usw.

Saure- und Alkoholbehandlung kann aber auch ohne Schaden in einem Akte
erfolgen, am besten in Form des 1%igen Salzsiurealkohols, den man gleichfalls
nur 2—3 Sekunden einwirken, und dem man eine Abspiilung in gewéhnlichem
Alkohol (etwa 1/, Minute, wie oben unter Nr.3) nachfolgen lifit.

Weniger empfehlenswert ist es dagegen, der Vereinfachung wegen
die Entfirbung und Gegenfirbung in einer und derselben Lésung er-
folgen zu lassen, da man dann die Entfirbung und Gegenfirbung nicht
jede fiir sich kontrollieren kann ; unter den hierfiir empfohlenen Methoden
sei nur die Corallin-Methylenblawmethode angefiihrt, bei der wegen der
sehr schonenden entfdrbenden Wirkung eine zu weitgehende Entfarbung
nicht zu befiirchten ist. Die Behandlung des Priparats nach der Fuchsin-
firbung erfolgt hier (ohne Abspiilung des Fuchsins) mit folgender Losung,
die man 1 Minute einwirken 148t:

Corallin . . . . . . . . .. . ... .... 1,0
Gesittigte alkoholische Methylenblaulésung . . 100,0
Glycerin . . . . . . .. ... ... ..., 20,0

¢) Die Sporenfiirbung beruht auf demselben Prinzip wie die soeben
geschilderte Farbung siurefester Bacillen, nur daB hier — wegen der
auBerordentlichen Widerstandsfahigkeit der Sporenhiille — besonders

1 Carbolfuchsin nach ZIEHL-NEELSEN: 100 cem 5 %iger Carbolséurelosung (zur
vollstindig klaren Losung ist Erwirmung erforderlich) + 10 cem geséttigter alko-
holischer Fuchsinlésung; unbegrenzt haltbar und in etwa 10facher Verdiinnung
mit destilliertem Wasser auch zur Farbung aller anderen Bakterien vortrefflich
brauchbar und in dieser Form heute fast iitberall fiir den téglichen Gebrauch am
hiufigsten angewendet. In gleicher Weise sind die Carbolmethylenblaulésung und
die Carbolgentianaviolettldsung zusammengesetzt. — Anilinwasser-Fuchsinlésung
wird genau nach Analogie der Anilinwasser-Gentianaviolettlosung (vgl. oben)
bereitet.
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eingreifende Mittel erforderlich sind, um das Eindringen der Farbe zu
erméglichen. Als solche sind zu nennen: Erhifzung (10mal statt nur
3mal beim Fixieren durch die Flamme ziehen), Vorbehandlung mit
Beizen (Chromsiure), lingere Erwdrmung mit der Farbstofflssung. Nach
erfolgter Farbung wird der Farbstoff bei der Einwirkung entfirbender
Fliissigkeiten ebenso schwierig wieder abgegeben, im Gegensatz zu dem
die Spore umschlieBenden Bakterienleib, worauf die Darstellung der
Doppelfarbung von Bakterien und Sporen beruht.

Die erste einfache Sporenfirbung stammt von H. BUCcHNER (1884),
der konzentrierte H,SO, oder Kalilauge 25 Minuten lang auf das fixierte
Priparat einwirken lieB. Die
ersten Doppelfirbungen wurden —
von A. NEISSER und F. HUEPPE : .
1884 verdffentlicht. Die spéte- 5 - .
ren Methoden der Sporenfir- :
bung lehnen sich eng an die 0
Tuberkelbacillenfirbung an. -

1. Das lufttrockene Priparat
wird zwecks Fixierung 10mal durch
die Flamme gezogenl. X
2. In frisches dampfendes Ani- )
linwasser-Fuchsin bringen, erhitzen, -
bis Blasen springen, dann 1 bis
2 Minuten warten, wieder auf-
kochen, wieder warten und so
3—>5mal.
3. Kurz in absoluten Alkohol
tauchen. -
4. Dann in 60%igen Alkohol,
bis keine Farbe mehr abgeht.

5. Trockn"en. . . Abb. 11. Bac. subtilis. Sporenfirbung. Vegetative
6. Nachfiarben mit einfacher Formen blau, Sporen rot. (Vergr. 1:500.)
wisseriger  Methylenblaulésung
2 Minuten.

7. Wasserspiilen. Trocknen. Einbetten in Cedernél oder Kanadabalsam.

Die Sporen sind rot gefarbt im blauen Bakterienleib.

d) Die GeiBelfiirbung stellt an die Farbetechnik erhebliche Anspriiche;
es bedarf besonderer Beizverfahren, um die Geilleln der Aufnahme des
Farbstoffes, selbst in Losungen, deren Farbkraft durch besondere Zu-
sdtze (Anilin- oder Carbolwasser, Alkali) erhoht ist, zugénglich zu machen.

Als Beize dienen tintenartige Mischungen von Tanninlésung mit Metallverbin-
dungen und Fuchsin. Die urspriinglich von LOFFLER angegebene Beize verwendete
als Metallsalz Ferrosulfat, die sogleich zu schildernde PrprLERsche Modifikation
Chromséure, das Verfahren nach ZrTTNOow Antimon. Letzteres Verfahren ist
theoretisch deshalb besonders bemerkenswert, weil es nach der Beizung die Geifieln
nicht durch einen FirbungsprozeB, sondern durch Versilberung mit Athylamin-
silberlésung darstellt.

Vorsehrift zur PeppLerschen Methode. Zur Vermeidung von Niederschligen
sind die Deckgliser bzw. Objekttriger sorgfiltig zu reinigen, und zwar werden

1 Nach dem Fixieren empfiehlt es sich, zur sicheren Erreichung einer guten
Farbung das Priaparat zunéchst 2 Minuten in Chloroform zu entfetten, dann mit
Wasser abzuspiilen und darauf mit 5 %iger wisseriger Chromséiurelésung 5 Sekunden
bis 10 Minuten (fir jede Art besonders auszuprobieren) zu beizen; nachher wieder
Abspiilen in Wasser und Férben.

Gundel-Schiirmann, Mikrobiologie, 2. Auflage. 3
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sie entweder nach griindlicher Abspiillung mit verdiinntem Alkohol mit einem
sauberen Tuche geputzt, mit der Pinzette auf ein erhitztes Eisenblech gebracht
und mehrere Minuten dort belassen, oder es werden die Deckglaser in konz. H,S0,
erhitzt und nach Neutralisation mit Natronlauge mit klarem, flieBendem Wasser
abgespiilt und mit sauberem Tuche getrocknet. Ein Berithren des Deckglases mit
den Fingern ist aufs peinlichste zu vermeiden, da das Priparat durch die dem
Finger anhaftende Fettschicht in seiner Reinheit geschidigt wird. Um schéne,
klare Bilder zu erhalten, darf nichts vom Nahrboden, auch keinerlei Kultur-
flisssigkeit mehr an den Bakterien haften.

Zu diesem Zwecke werden drei der nach obiger Vorschrift besonders gereinigten
Deckgliser mit je einem Tropfen Leitungswasser (nicht destilliertes Wasser wegen
der dadurch zustande kommenden osmotischen Stérungen) mit der Ose beschickt.
In einen dieser Tropfen wird das Material vorsichtig ohne stirkeres Reiben gebracht,
von hier etwas in den zweiten und von diesem wieder etwas in den dritten Tropfen
iibertragen. Die Tropfen werden vorsichtig ausgebreitet. Das trocken gewordene
Priparat wird lmal rasch durch die Flamme gezogen, dann 5—10 Minuten mit
frisch filtrierter PEPPLER-Beize gebeiztl. Es folgt starkes Abspiilen des Priparates
im Wasserstrahl. Nachdem alles Wasser abgelaufen ist, erfolgt die eigentliche
Féarbung mit frisch filtriertem, unverdiinntem Carbolgentianaviolett (2—3 Minuten).
Nach der Wasserabspiilung wird das Priparat kock itber der Flamme getrocknet,
dann in Ol oder Balsam eingebettet.

Schrifttum.

GErracH, F.: Uber Versuche zur Sichtbarmachung und Ziichtung spezifischer
Mikroorganismen bei Virus-Infektionskrankheiten und bésartigen Geschwiilsten.
Wien. tierdrztl. Mschr. 1938, H. 6. — GorscHLICH, E.: Allgemeine Morphologie
der pathogenen Mikroorganismen. KoLLE-WassERMANNs Handbuch der pathogenen
Mikroorganismen, 3. Aufl. Bd. 1. 1926. — HaAcER-MEz: Das Mikroskop und seine
Anwendung. 11. Aufl. Berlin: Julius Springer 1912. — Jenrsca: Uber Dunkel-
feldbeleuchtung. Verh. dtsch. physik. Ges. Jg. ITI, Nr. 22. — KocH, R.: Arb. ksl.
Gesdh.amt Bd. 1 u. 2. — KSHLER u. Rour: Mikroskopie mit ultraviolettem Licht.
Veroff. der Zeil-Werke. — RE1cHERT: Uber die Sichtbarmachung der GeiBeln und
GeiBelbewegungen der Bakterien. Zbl. Bakter. Orig. Bd. 51. — SiEpENTOPF: Uber
die physikalischen Prinzipien der Sichtbarmachung ultramikroskopischer Teilchen.
Berl. klin. Wschr. 1904.

C. Allgemeine Biologie und Methoden
der Ziichtung der Mikroorganismen.

So wichtig die morphologische Erkenntnis, die den Gegenstand des
vorangegangenen Kapitels gebildet hat, fir das Studium der Mikro-
parasiten ist, so geniigt sie doch in den meisten Fillen fiir sich allein
nicht, um eine sichere Diagnose zu erméglichen. Am ehesten ist das
noch bei den Protozoen der Fall, wo z. B. bei der Untersuchung auf
Malaria das mikroskopische Blutpriparat nicht nur mit Sicherheit die
Entscheidung erlaubt, ob Malaria vorliegt oder nicht, sondern auch die
genaue Differentialdiagnose zwischen den drei verschiedenen Arten der
Malariaerreger gewahrleistet. Viel groBeren Schwierigkeiten begegnet
die rein morphologische Diagnostik bei den Bakterien, da neben den
krankheitserregenden Bakterien fast stets in groBer Zahl sehr ahnliche

1 Herstellung der Beize: Zu 100 cem einer unter schwachem Erwérmen her-
gestellten und auf etwa 20° C abgekiihlten 20 %igen wisserigen Tanninlésung werden
15 ccm einer 2,5 %igen wasserigen Losung reiner Chromsiure in kleinen Portionen
unter Umschiitteln hinzugefiigt; die Beize ist nach 4—6tégigem Stehen und sorg-
faltiger Filtration zum Gebrauch fertig.



Allgemeine Biologie und Methoden der Ziichtung der Mikroorganismen. 35

verwandte freilebende Arten existieren. Hier lehrt das mikroskopische
Praparat meist nur, welcher natiirlichen Gruppe das zur Untersuchung
vorliegende Kleinwesen angehért, ohne eine genaue Identifizierung der
Art zu ermoglichen. Die Diagnose kann erst auf Grund der biologischen
Eigenschaften des betreffenden Bacteriums erbracht werden. Dies gilt
selbst fiir Bakterien von sehr charakteristischem, morphologischem und
farberischem Verhalten, wie z.B. Tuberkelbacillen. Wenn nicht die
Kenntnis der Herkunft des Untersuchungsmaterials an sich eine sichere
Diagnose ermdéglicht und eine Verwechselung mit verwandten sapro-
phytischen Arten ausschliefen 1ifit, so muf fiir die endgiiltige Ent-
scheidung auch hier das biologische Studium eintreten. So ist z. B. die
sichere Diagnose der Tuberkelbacillen zwar im Sputum des Phthisikers
schon auf Grund des mikroskopischen Priaparates moglich, nicht aber
in der Kuhmilch oder im Urin, wo es sich sehr wohl um harmlose
»sdurefeste’ Grasbacillen od. dgl. handeln kann.

Das Studium der biologischen Eigenschaften eines Mikroparasiten,
seiner Lebensbedingungen und LebensiuBerungen ist nur dann in er-
schopfender Weise moglich, wenn es gelingt, den Mikroben auBerhalb
des erkrankten Organismus auf kiinstlichem Ndhrboden zur Vermehrung
zu bringen, zu ziichten. Durch diese Vermehrung entstehen aus einzelnen
Keimen Zusammenlagerungen sehr zahlreicher Individuen, die schlieBlich
schon mit bloBem Auge sichtbar sind und dann als Einzelkolonien oder
Kulturen bezeichnet werden; schon das makroskopische Aussehen der-
selben, noch mehr die Betrachtung mit schwacher VergroBerung, liefert
so oft auffallende und eindeutige Merkmale, dafl oft allein hierauf die
sichere Diagnose gegriindet werden kann, so das charakteristische Aus-
sehen der Kolonien von Milzbrand- und Pestbacillen. In anderen Fillen
freilich geniigen diese Merkmale noch nicht, da sie nicht der einzelnen
Art, sondern der ganzen Gruppe eigentiimlich sind (so z. B. bei den zu
den Gruppen des Typhus- und der Ruhrbacillen gehérigen Bakterien);
dann kann die bakteriologische Diagnose der einzelnen Ar¢, auf die es
in der drztlichen Praxis gerade ankommt, oft iiberhaupt nicht auf ein
einzelnes Merkmal, sondern nur auf das konstante Zusammensein einer
Reihe verschiedener biologischer Charakteristika aufgebaut werden.

Bei der Auswahl der kiinstlichen Ndhrboden sind wir gendtigh, um
so mehr die Verhéltnisse des erkrankten Organismus nachzuahmen, je
inniger der betreffende Mikrobe der parasitischen Existenz angepalBt
ist. Obligate Parasiten, die auBerhalb ihres Wirtes unter natiirlichen
Verhiltnissen keine dauernde Existenzmdéglichkeit finden, kénnen nur
dann in kiinstlicher Kultur geziichtet werden, wenn ihnen menschliches
Blut (Protozoen) oder doch menschliches oder tierisches Eiweil (Spiro-
chiten) im Nahrboden geboten werden. Fir manche Erreger, die sog.
hdmoglobinophilen Bakterien (Influenzabacillus), besteht eine Anpassung
an ganz bestimmte EiweiBkorper (Hamoglobin), wobei dagegen die Blut-
art ziemlich gleichgiltig ist, und das Blut ebensowohl vom Mensch, wie
vom Kaninchen oder der Taube stammen kann. Fakultative Parasiten,
die auch auBerhalb des infizierten Organismus zu wachsen vermégen,
sind weniger anspruchsvoll und begniigen sich mit Ersatzstoffen (Milch,
Pepton, Gelatine, Fleischbrithe, Kartoffeln), bis schlieBlich zu véllig

3*
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eiweiBfreien Nahrboden, wie z. B. der UscHiNskYschen Néhrlgsung, in
welchen die Bakterien ihren Zelleib aus einfachen stickstoffhaltigen Ver-
bindungen (Amiden, Aminosduren) und Kohlehydraten synthetisch auf-
bauen. Einige kurzgefafite Vorschriften fiir die Bereitung der allgemein
gebriauchlichen Nahrboden seien im folgenden wiedergegeben.

KurzgetaBte Vorschriften fiir die Bereitung der wichtigsten in der bakteriologischen
Technik allgemein verwendeten Niahrbioden.

(Betr. Spezialndhrboden vgl. die betreffenden Kapitel im speziellen Teil.)

1. Fleisehbriihe (Niihrbouillon). 500 g fettfreies Fleisch werden fein zerhackt
mit 1 Liter gewthnlichen Wassers mehrere Stunden bei Zimmertemperatur mace-
riert, hierauf 3/, Stunden im Dampftopf gekocht und durch ein sauberes leinenes
Tuch abgepreBt. Die klare Brithe wird mit 10 g Pepton. sice. (WiTrE, Rostock)
und 5g Kochsalz versetzt, wiederum !/, Stunde gekocht und zur Abstumpfung
der aus dem Fleisch stammenden Milchsédure und sauren phosphorsauren Salze mit
10%iger Losung von Natrium carbonicum siccum (eventuell durch Ausglithen von
Natrium bicarbonicum selbst zu bereiten) neutralisiert, unter Verwendung von
Lackmuspapier (am besten Charta exploratoria von E. Merck, Darmstadt). Der
Lackmusneutralpunkt ist erreicht, wenn blaues Lackmuspapier eben nicht mehr
gerdtet wird, wobei rotes Papier schon deutlich gebliut wird. Fiir die meisten
pathogenen Arten ist ein leichter Uberschu an Alkali erwiinscht. Hierauf noch-
mals 1/ stiindiges Kochen im Dampftopf und Filirieren durch doppeltes Papier-
filter; lauft das Filtrat nicht vollig klar ab, Klarung durch Zusatz des Eiweilles
von einem Hiihnerei (oder 20 cm Blutserum) auf je 2 Liter Bouillon und noch-
maliges kurzes Aufkochen. Die fertige Nahrfliissigkeit wird in vorher durch
trockene Erhitzung (1/, Stunde bei 1609 C) sterilisierte Gefifle (Kolben, Reagens-
gliaser u. dgl.) abgefillt und nach dem Abfiillen zwecks Vernichtung zufallig mit
hinein gelangter Luftkeime nochmals 10 Minuten sterilisiert.

Als Ersatz fir Fleisch dient Fleischextrakt, menschliche Placenta, Maggis
Bouillonwiirfel (aus Hefe) oder vegetabilische Extrakte (aus Kartoffeln, Soja-
bohnen u. dgl.).

2. Niihrgelatine. Die wie oben beschrieben hergestellte Fleischbrithe erhilt,
aufler Pepton und Kochsalz, noch einen Zusatz von 10—20% Gelatine (in weiflen
Blattern); hierauf wiederum %/, Stunde kochen, neutralisieren, abkliren, durch
Faltenfilter filtrieren und in vorher sterilisierte GefiBe abfiillen. Da die Nihr-
gelatine nach zu lange ausgedehnter Erhitzung nicht mehr prompt erstarrt, so
muf die Sterilisation in schonenderer Weise durch 3maliges, je 10 Minuten dauerndes
Kochen im Dampftopf, an 3 aufeinander folgenden Tagen (fraktionierte Sterili-
sation) ersetzt werden.

3. Nihragar. Die nach obiger Vorschrift hergestellte Fleischbriihe erhilt, neben
den angegebenen Zusitzen von Pepton und Kochsalz, noch einen solchen von
1/,—3% Agar-Agar (in Pulver-, Fiden- oder Stangenform). Da das Agar-Agar
beim Kochen im offenen Gefil sich nur sehr langsam lést, so empfiehlt sich die
Anwendung des Autoklavs (etwa 1 Stunden bei '/, Atmosphére Uberdruck). Hierauf
erfolgt Neutralisation und Filtration, die zur Vermeidung der schon bei 40° C ein-
tretenden Erstarrung des Nihrbodens im HeiBwassertrichter oder im Dampftopf
vorgenommen werden mulB; sehr erleichtert wird die Filtration (durch Papier-
filter oder in einfacherer und durchaus ausreichender Weise durch eine diinne
Watteschicht) durch vorhergegangenes Absitzenlassen und Dekantieren. Der
fertige Niahrboden wird in vorher sterilisierte GefiBle abgefiillt und in diesen
nochmals 1/,—/, Stunde sterilisiert.

Bei manchen Bakterienarten missen Zuséitze zur Wachstumsférderung zum
Néhrboden erfolgen. Es kommt hier ein Zusatz von Glycerin (2—8 %) oder Trauben-
zucker (1—5%) in Frage, die vor der Reaktionseinstellung und endgiiltiger Sterili-
sierung dem Néhrboden zugefiigt werden.

4, Peptonlésung. Herstellung der Stammlosung: Pepton. sice. Witte 100,0,
Kochsalz 100,0, Kaliumnitrat 1,0, krystall. kohlensaures Natron 2,0, Aqu. dest.
1000 werden in der Wirme geldst, in Kélbchen von 100 cem abgefiillt und sterili-
siert. Das Peptonwasser wird aus dieser Stammldsung so hergestellt, indem man
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von ihr 1 Teil mit 9 Teilen Aqu. dest. mischt und in Réhrchen von etwa 10 cem
oder Kélbchen von 50 oder 100 cem Inhalt nochmals sterilisiert.

5. Sterilisierte Kartoffeln. Man verwende moglichst tadellose Exemplare, die
zunichst griindlich mechanisch durch Abbursten unter dem Strahl der Wasser-
leitung von allen anhaftenden grob sichtbaren Verunreinigungen (Erde u.dgl.)
befreit werden; die sog.,,Augen®, in denen diese Unreinigkeiten besonders zéh
haften, werden mit spitzem Messer ausgestochen. Hierauf werden die Kartoffeln
zunichst auf 1 Stunde in eine Losung von 19/,, Quecksilbersublimat (HgCL,) oder
ein entsprechendes Desinfektionsmittel eingelegt und dann durch nochmaliges
scharfes Abspiilen unter der Wasserleitung von den Resten dieses etwa noch
anhaftenden chemischen Desinfiziens befreit. Die so vorbereiteten Kartoffeln
werden, in doppelte Lage von Filterpapier eingewickelt, mindestens 2 Stunden
im Dampftopf, besser etwa 1 Stunde im Autoklav (bei 1 Atmosphare Uberdruck)
sterilisiert und sind nunmehr verwendungsbereit. Trotz der vorgenommenen kom-
binierten chemischen und Hitzesterilisation sind die Kartoffeln oft nicht véllig
keimfrei, da an ihrer Schale auBerordentlich widerstandsfihige Sporen erhalten
geblieben sein koénnen; man erreicht gréBere Haltbarkeit und besseren Schutz
gegen Austrocknung, wenn man — nach Entfernung der Schale mit ausgeglithtem
Messer — aus dem Innern der Kartoffeln Scheiben oder (mittels sterilisierten
Korkbohrers) zylindrische Stiickchen entnimmt, die dann in sterilen Glasschalen
oder Reagensréhrchen verbracht und in diesen nochmals?/, Stunde sterilisiert werden.

6. Milch. Nach der Entiahmung wird die Milch in Reagensgliser gefiillt, am
ersten Tage 1 Stunde lang und an 2 folgenden Tagen wiederum je '/, Stunde lang
im Dampftopf sterilisiert. Aus Sicherheitsgriinden empfiehlt es sich, die fertigen
Roéhrchen noch 3 Tage bei 37° C bebritten zu lassen, um sie dann auf Sterilitdt
zu priifen.

7. Eier. Eiweilstiickchen gekochter Hiihnereier werden in Reagensgliser ge-
bracht und unter Hinzuftigung einer kleinen Menge Wasser im strémenden Dampf
sterilisiert.

Durchsichtige Eierndhrbéden aus Eiweil gewinnt man durch 14 Tage langes
Aufbewahren von Eiern in Kalilauge. Nach steriler Entfernung der Schale wird
das durchscheinende Eiweil in Stiicke geschnitten und in Reagensglisern oder
Doppelschalen als Nahrboden benutzt.

8. Blutserum. Unter aseptischen Kautelen wird das aus der Jugularvene ent-
nommene Tierblut (meist Rind- oder Hammelblut) in sterilisierten mit Deckel
versehenen Glaszylindern aufgefangen. Nach 24stiindigem Stehenlassen im Eis-
schrank hat sich das Serum klar abgeschieden. Das mit sterilen Pipetten abgehobene
Serum wird in sterilen Flaschen mit 2% Chloroformzusatz aufbewahrt oder sofort
zu festen Néhrboden verarbeitet. Man 148t das Serum in Petrischalen oder in
schriag gelegten Reagensglidsern in einem auf 65—70° C eingestellten Thermostaten
oder einem besonderen Serumerstarrungsapparat erstarren. Es folgt vor der Be-
nutzung eine 24stiindige Bebritung der Platten bzw. Reagensgliser zur Priifung
auf Keimfreiheit. Auch kann man die Serumnihrbéden nach dem Erstarren im
stromenden Dampf sterilisieren, wenn man keinen Wert auf die Durchsichtigkeit
des Néahrbodens legt.

Zu 3 Teilen des fliissigen Serums setzte LOFFLER 1 Teil leicht alkalischer
Bouillon, die aufier 1% Pepton 1/,% Kochsalz und 1% Traubenzucker enthilt.
Es erstarrt bei 90—95° C gut und stellt einen vorziiglichen Nihrboden dar
(LOrrLER-Serum ).

9. Serumagar nach HurppE. 1 Teil flissiges steriles Serum wird bei einer
Temperatur von 40—50° C mit 1 oder 2 Teilen flassigen, 2—3 %igen Agars gemischt.
Ausgieflen zu Platten.

10. Ascitesagar. Die steril entnommene Ascitesfliissigkeit wird im Verhiltnis
1:3 bei einer Temperatur von 58—60° C mit 3% Agar gemischt, der zweckmaBig
mit Pepton bereitet ist.

Auch kann man auf 50° C erhitzte Ascitesfliissigkeit zu gleichen Teilen mit
verfliissigtem Glycerinagar, der 3,5% Agar, 2% Glycerin, 5% Pepton und 0,5%
Kochsalz enthalt, vermischen. Am besten ist der Nahrboden schwach alkalisch
zu machen. Abfiillen in Reagensglisern oder AusgieBer in Platten. Priifung auf
Sterilitit durch 24stiindige Bebriitung bei 37° C.



38 Allgemeine Biologie und Methoden der Ziichtung der Mikroorganismen.

11. Blutagar. Steril entnommenes Blut wird auf fertigem Agar ausgestrichen.
Verwendet wird Menschen-, Kaninchen- oder Taubenblut. Breiteste Anwendung
findet heute die 5—10%ige Blutagarplatte (vgl. auch die Patientenblut-Agar-GuB-
platte).

Ein unbedingtes Erfordernis fiir die Gewinnung von Reinkulturen,

in denen die einzelne Species eines Mikroorganismus ungestort von
fremden Arten beobachtet werden kann, ist die vollige Keimfreihest der
zu verwendenden Nahrboden und der sie enthaltenden GefiBe, wie
Reagensrshrchen, Kolben mit WatteverschluB, Kulturplatten, Schalen.
Die Glassachen werden in einem Trockensterilisierungsschrank mit
heiBer Luft 3/, Stunden bei 160° C sterilisiert.

Zur Sterilisation der meisten Fliissigkeiten geniigt es, sie dem
stromenden Dampf (im Kocmschen Dampftopf) 30—60 Minuten lang
auszusetzen. Noch sicherer ist die Anwendung eines geringen Uberdrucks
von 0,15 Atmosphéiren bei 103° C wahrend einstiindiger Einwirkungs-
dauer. Sehr widerstandsfihige Keime (Sporen von Heubacillen) werden
am zuverlissigsten im gespannten Dampf abgetotet. Apparate fir ge-
spannten Dampf mit mindestens 1 Atmosphire Uberdruck nennt man
Autoklaven. In dem gespannten Dampf bei 120—130° C werden die
resistentesten Sporen in wenigen Minuten vernichtet.

Kleinere Gegenstinde, die bei der Ziichtung der Mikroorganismen
gebraucht werden, wie Platinnadeln, Messer, Scheren, Pinzetten, Glas-
stibe werden z. B. in der Flamme durch Ausglithen oder durch Kochen
keimfrei gemacht.

Operationsinstrumente werden durch 15 Minuten langes Kochen in
2%iger Sodal6sung sterilisiert.

Fiir gewisse Substanzen, die weder trockene Hitze noch Kochen
vertragen, ohne Verdnderungen zu erleiden (wie Serum, Hiihnereiweil3
usw.), empfiehlt sich eine fraktionierte Sterilisation oder Filtration durch
Chamberland-, Berkefeld-, Pukall-, Isny- oder Asbest-Filter.

Bei dem ersteren Verfahren werden die Losungen tédglich bis 8 Tage
hintereinander 1—4 Stunden bei 56—60° C gehalten und in der Zwischen-
zeit bei etwa 20 oder 37° C bebriitet. Durch die Wiedererhitzung werden
die jedesmal vorhandenen vegetativen Formen abgetétet und durch die
darauffolgende Bebriitung den etwa vorhandenen Sporen Gelegenheit
zum Auskeimen gegeben, um die neu ausgekeimten vegetativen Indi-
viduen bei der nichsten Erhitzung abzutéten. Diese Methode arbeitet
aber nicht sicher, da nicht immer alle Sporen zwischen zwei Erhitzungen
auskeimen; auch liegt fir manche Bakterien (Thermophile) der Hoch-
stand der Entwicklung gerade erst bei 60°C. Es ist daher empfehlens-
wert, Korperfliissigkeiten (Ascites) steril zu entnehmen und sie im Falle
einer lingeren Aufbewahrung durch Zusatz von 1% Chloroform (gut
durchschiitteln!) zu konservieren.

Zur Abhaltung des Eindringens fremder Keime aus Luft oder Staub
in die einmal sterilisierten Gefafle geniigt ein dichter Watteverschlufl. —
Soviel tiber die als Vorbedingung der Reinkultur erforderliche Sterili-
sierung der Nihrboden und Gebrauchsgegenstéinde.

Nun gilt es, die im Ausgangsmaterial meist nebeneinander vorhan-
denen verschiedenartigen Keime voneinander zu trennen und die ge-
wiinschte Art, frei von allen fremden Eindringlingen, zu ziichten. In
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manchen Fillen dient der Tierversuch als erste Vorbereitung zur Rein-
zucht, wobei aus dem urspriinglich vorhandenen Gemisch (z. B. Tuberkel-
bacillen in Stuhl) im Tierkérper nur der pathogene Erreger zur Ent-
wicklung gelangt und die gleichzeitig vorhandenen Saprophyten unter-
driickt werden. Die Gewinnung von Reinkulturen auf kiinstlichem
Néhrboden beruht stets auf dem Prinzip, durch geeignete MaBnahmen
eine so weitgehende Verdiinnung des Ausgangsmaterials zu erzielen, daf3
schlieflich einzelne Keime rdumlich getrennt von anderen liegen und
bei ihrer Vermehrung nunmehr zu Kulturen auswachsen, die lediglich
aus Angehorigen einer einzigen Art, ohne Beimengung fremder Klein-
wesen, bestehen. Urspriinglich suchte man (Pasteur, KreBs) diese
réumliche Trennung der einzelnen Keime durch weitgehende Verdiinnung
in fliissigem Substrat zu erreichen und Reinkulturen in Nahrflissig-
keiten (Bouillon) zu gewinnen. Das Verfahren ist umstindlich und un-
sicher, weil die Kontrolle, ob man es wirklich mit einer Reinkultur zu
tun hat, sehr schwierig ist und Verunreinigungen, die dann sofort das
ganze Kulturgefdl durchwuchern, beim zufilligen Eindringen ver-
einzelter Keime von auflen kaum zu vermeiden sind. Besser eignete
sich zur Reinzucht die Aussaat auf festem Substrat (Kartoffeln), weil
hier die rdumliche Trennung selbst benachbarter Kolonien sich streng
durchfithren 148t und Uberwuchern der einen Kultur durch die andere
nicht so leicht zustande kommt; dafiir ist aber die Methode der Ver-
ditnnung durch Ausstreichen auf dem festen Nihrboden nicht so wirk-
sam wie durch Verteilung in Fliissigkeit. Die Ldsung der Aufgabe
brachte R. Kocms Einfithrung fester durchsichiiger gelatinierender Nchr-
boden, die zuerst zwecks gleichméBiger Verteilung des Aussaatmaterials
in fliissigem Zustand und dann zwecks Auswachsens der riumlich ge-
trennten Keime zu ebensolchen Kolonien in erstarrtem Zustande ver-
wendet wurden und demnach die Vorteile des fliissigen und des festen
Nahrbodens ohne ihre Nachteile in sich vereinigten.

Der erste von R. KocuH benutzte gelatinierende Niahrboden war die
Gelatine, die allerdings wegen ihres niedrigen Schmelzpunktes (29° Q)
eine begrenzte Anwendbarkeit hatte und insbesondere fiir Bakterien,
deren Wachstumsoptimum bei héheren Temperaturen, z. B. bei 370 C
liegt, sich als unbrauchbar erweist. Ein bedeutender Fortschritt in der
bakteriologischen Technik wurde durch den von Hessk eingefiihrten
Gelatineersatz Agar-Agar gemacht, der erst bei 90—100° C fliissig wird
und bei 40° C anfingt, zu erstarren. Ein weiterer Vorteil des Agars be-
steht darin, daB keine Verfliissigung durch bakterielle Fermente ein-
treten kann, infolgedessen die Platten bedeutend linger haltbar sind
als Gelatineplatten.

Statt der anfinglich von R. KocH verwendeten Platten werden jetzt
allgemein die bequemer zu handhabenden und durch ihren Deckel besser
vor Verunreinigungen geschiitzten Doppelschalen (nach PETRI) benutzt.

Die Anweisung fir die Gelatineplattenserie ist folgende:

1. Drei Petrischalen werden auf dem Deckel mit Fettstift gekennzeichnet, mit
dem Namen des Untersuchers, der Art des verarbeiteten Materials, dem Datum
und mit den Zahlen I, II, IIT versehen.

2. Drei im Wasserbade bei 37° C verfliissigte Gelatinerohrchen werden ebenfalls
mit I, II, III gezeichnet,.
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3. Eine ausgeglithte Platingse wird mit dem Ausgangsmaterial beschickt,
Rohrchen I beimpft, nachdem vorher der Rand des Reagensréhrchens in der
Flamme abgebrannt und der Wattepfropfen angesengt ist. Durch &fteres Drehen,
Senken und Heben des Roéhrchens wird eine gute Durchmischung des Materials
mit der Gelatine herbeigefithrt, wobei der Wattepfropfen nicht benetzt werden darf.

4. Jetzt werden von Réhrchen T 3 Osen in das Rohrchen IT iibertragen und
die Verteilung in der gleichen Weise wie beim Roéhrchen T vorgenommen, das in
der Zwischenzeit, wie auch jetzt Rohrchen I, ins Wasserbad zuriickgestellt wird.

5. Bei sehr keimreichem Material impft man in gleicher Weise von Réhrchen 1T
einige Osen in ein drittes Gelatinershrchen (IIT) usw.

6. Nachdem man den Rand der Reagensgliser durch die Flamme gezogen
hat, gieBt man die Réhrchen in die entsprechend numerierten, geéffneten Petri-
schalen, die auf dem genau wagerechten Deckel einer mit Eiswasser gefiillten
Schale stehen. Die ausgegossene Fliissigkeit wird in den Platten unter leichtem
Hin- und Herbewegen gleichmiBig verteilt. Hierauf bringt man die Platten, mit
dem Boden nach unten, in den Brutschrank bei 22°C. Nach 2—3 Tagen sind die
beim raschen Erstarren der Gelatine fixierten Keime zu Einzelkolonien aus-
gewachsen.

Es sei hier darauf aufmerksam gemacht, dall die den Néhrboden
enthaltenden Reagensréhrchen bei der Beimpfung und Entnahme stets
schrig gehalten werden miissen, um das bei senkrechter Stellung mégliche
Hineingelangen von Staub und Bakterien aus der Luft zu vermeiden.

Nach erfolgtem AusgieBen der beimpften Gelatinershrchen sind diese
nicht etwa auf den Arbeitstisch zu legen, sondern, um jede Infektions-
gefahr zu beseitigen, sofort in ein bereitstehendes Gefal mit Desinfektions-
l6sung hineinzubringen.

In dhnlicher Weise, wie soeben fiir die Gelatine beschrieben, kann
auch eine Plattenserie mit Verwendung von Agar gegossen werden.

Die verflissigten Agarréhrchen werden hierzu auf 45° C abgekiihlt.
Ein schnelles Arbeiten ist notwendig, da die in die Agarréhrchen ver-
impften Keime bei lingerem Verweilen im Wasserbade bei 45° C geschidigt
werden kénnen und andererseits bei weiterer Kithlung des Wasserbades
ein Erstarren des Agars zu befiirchten ist. Es ist daher zweckmaiBiger,
bei der Anfertigung von Agar-Gullplatten die zur Isolierung der ein-
zelnen Keime erforderlichen Verdiinnungen zunédchst in 3 Bouillon-
rohrchen vorzunehmen (die je nur etwa 1 cem Bouillon enthalten) und
dann erst unmittelbar vor dem AusgieBen der Platten jedes einzelne
dieser beimpften Bouillonrdhrchen mit dem verflissigten Agar zu ver-
mischen. Die erstarrten Agarschalen werden umgekehrt in den Brut-
schrank bei 37° C gesetzt, um die Ansammlung von Kondenswasser auf
der Oberfliche des Nahrbodens zu verhiiten, wodurch leicht ein Zu-
sammenflieBen der einzelnen Kolonien herbeigefithrt und der Zweck der
Reinziichtung vereitelt werden kann.

Sehr viel haufiger als zur Anlage von GuBplatten verwendet man
den Agar zur Reinziichtung der Bakterien durch oberflichliche Aussaat
des zu untersuchenden Materials. Man geht dabei so vor, dafl man mit
Ose, Glasstab oder Wattetupfer die zu untersuchende Probe auf der
Agaroberfliche (fertig gegossene Agarplatten, die im Brutschrank ge-
trocknet sind) in parallelen Strichen oder gleichméafig iiber die ganze
Agaroberfliche verreibt; am besten eignet sich dazu der von v. DRIGALSKI
und Coxrapi fir die Typhusdiagnose empfohlene, aber auch sonst zu
verwendende rechtwinklig umgebogene Glasspatel.
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Behelfsmaflig kann die Isolierung von Keimen auch ohne Platten
direkt auf den schrig erstarrten Agarréhrchen selbst erfolgen. Man
beginnt dabei den Ausstrich vom Kondenswasser am Grunde des Rohr-
chens ausgehend mit der Ose oder Platinnadel in gerader oder wellen-
formiger Linie bis zur Spitze des Agars. Man mu8, um Reinkulturen
zu erhalten, einige Rohrchen hintereinander mit ein und derselben mit
dem Ausgangsmaterial infizierten Nadel in der gleichen Weise beimpfen.
Eine besonders wirksame Methode der Verdiinnung besteht dabei darin,
dafl man die Nadel vor der Beschickung jedes einzelnen Rghrchens
ausgliitht und die Aussaat von der Spitze der Agaroberfliche des vorher
beschickten Rohrchens, wo die Keime schon am diinnsten verteilt liegen,
vornimmt.

Die konsequenteste Ausbildung hat das Verdiinnungsverfahren zur
Anlage von Reinkulturen in der ,,Einzellkultur* mittels des von BURRI
im Jahre 1909 angegebenen Tuscheverfahrens erreicht, das eine (speziell fiir
manche theoretische Studien iiber Variabilitit erforderliche) zuverlissige
Ziichtung der Kultur aus einer einzigen Bakterienzelle gewahrleistet, die
heute allerdings fiir exakte Studien durch die Einzellkultur mittels des
Mikromanipulators verdrangt ist, dessen Bedienung aber besonders
sorgsame Kinarbeitung voraussetzt (vgl. die speziellen Vorschriften).

Von einer besonders hergestellten sterilen Emulsion chinesischer Tusche bringt
man einige Tropfen nebeneinander auf einen sauberen sterilisierten Objekttriger.
Von dem keimhaltigen Material verreibt man etwas im 1. Tuschetropfen, aus dem
man mit einer 1 mm im Durchmesser haltenden Ose eine Spur in den 2. Tropfen
und ohne Ausglithen in den 3. Tuschetropfen usw. iibertrigt. Von dem letzten
Tropfen (stirkste Verdiinnung der Keime) entnimmt man mit einer sterilisierten
Zeichenfeder und legt eine Serie kleinster Tuschetropfen durch vorsichtiges Tupfen
auf der Oberfliche einer Gelatineplatte an. Die mit einem sterilen Deckglas be-
legten Tuschepunkte werden mikroskopisch mit starker VergroBerung untersucht.
Man erkennt dann mit Leichtigkeit die hellaufleuchtenden Bakterien zwischen
den dunklen Tuschepartikeln. Diejenigen Tuschepiinktchen, die nur eine Bakterien-

zelle aufweisen, werden auf der Unterseite der Schale besonders bezeichnet und
die aus dieser einen Zelle entstandene Kolonie wird spiter abgeimpft.

In manchen Fillen kann man die Reinziichtung einer bestimmten
Art dadurch erleichtern, daB man fiir die gesuchte Art die giinstigsten
Bedingungen im Néhrboden herstellt (Alkalescenz bei Cholera) oder
dadurch, dal man entwicklungshemmende Stoffe zusetzt, die der ge-
suchten Art selbst gegeniiber sich ziemlich indifferent verhalten, die
konkurrierenden Begleitbakterien aber zuriickhalten (vgl. Kap. ,,Typhus).

Fiir die Ziichtung der Bakterien ist ein auf konstante Temperatur
eingestellter mit einer besonderen automatisch wirkenden Regulier-
vorrichtung (Thermoregulator) versehener Brutschrank (,,Thermostat‘)
ein unbedingtes Erfordernis. Fiir gewShnlich geniigen zwei Brutschrinke,
deren einer auf 37° C (fir Agarplatten), der andere auf 220 C (fiir Gelatine-
platten) eingestellt ist. Fiir manche besonderen Zwecke sind andere
Temperaturen erwiinscht; so werden Tuberkelbacillen am besten bei
etwa 380 C, Pestbacillen dagegen bei nur 30—35° C und Bac. botulinus
gar nur bei 23—250 C geziichtet.

Bei Bebriitung der ausgegossenen Platten bei 37° C sind meist schon
nach 10—24stiindiger Dauer des Wachstums Kolonien zur Entwicklung
gelangt, die, mit der schwachen VergréBerung des Mikroskops betrachtet,
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Schliisse iiber die Artzugehorigkeit des Bacteriums zulassen. Einige
Bakterien bediirfen lingerer Zeit zu ihrer Entwicklung, so die Tuberkel-
bacillen, die Maltafieber- und Pestbacillen. Die fiir den bestimmten
Zweck in Betracht kommende Kolonie impft man nun mit der sterilen
Platinnadel eventuell unter Zuhilfenahme der schwachen VergréBerung
des Mikroskops ab. Das sog. ,,Fischen® der Kolonie unter dem Mikroskop
will geiibt sein und ist mit Schwierigkeiten verbunden, teils infolge der
Bildumkehrung im Mikroskop, teils wegen der Moglichkeit des Anstoflens
an das Objektiv. Man kann nun das entnommene Material in gefidrbtem
oder lebendem, ungefirbtem Zustande untersuchen und auch von der
Ausgangskolonie auf den verschiedensten Néhrboden Strich- oder Stich-
kulturen zur Gewinnung bzw. Herstellung von Reinkulturen anlegen,
die spiter genauer zu beobachten und zu identifizieren sind.

In vielen Fallen, z. B. bei der Diphtherieuntersuchung, ist es wiin-
schenswert, im gefirbten Priparat die charakteristische Lagerung der
einzelnen Bakterien innerhalb der Kolonie (die bei der gewdhnlichen
Herstellung des Priparats durch Ausstreichen natiirlich verwischt wird)
getreu abgebildet zu erhalten; dies leistet das Klatschprdparat, das durch
Auflegen eines Deckglases auf die Oberflichenkolonie und Abheben ohne
Verschieben erhalten wird (vgl. S.28).

Fiir eine ganze Reihe von Bakterien reichen die gewohnlichen Ziich-
tungsmethoden keineswegs aus, wie fir die obligaten Anaerobier, d. h.
Balkterien, die nur unter Ausschluf3 von Sauerstoff zu wachsen verméogen.
Die einzelnen anaeroben Ziichtungsverfahren seien hier kurz wieder-
gegeben.

Als Mittel zur Entfernung des Sauerstoffs kommen in Frage:

1. Das Auskochen des Ndihrmediums, sei es Bouillon, Gelatine oder
Agar, mit nachfolgendem mechanischen Abschluf der Luft durch Uber-
schichten ; nach der Beimpfung, die bei 40° C zu erfolgen hat, ist schnellstes
Erstarren des Agars notwendig. Bei Beimpfung der tiefsten Agarschichten
ist eine Uberschichtung nicht unbedingt erforderlich. Sicherer ist natiir-
lich die Uberschichtung entweder mit fliissigem Agar oder sterilem Ol,
Paraffin liqu. Diese Methode eignet sich fiir die Verimpfung von Rein-
kulturen auf hochgefiillte Bouillon- oder Agarréhrchen. Sie genielt nicht
den Vorzug der Sauberkeit, da bei Weiterimpfungen die aufgegossene
Fettschicht oder der aufgegossene Agar storend wirkt. Die Unter-
suchung der anaeroben Agarstich- oder -schiittelkulturen geschieht am
besten folgendermaflen:

Entweder zerschneidet man mit einem Glaserdiamanten das Reagensglas in
der Mitte oder zerschligt den Boden des Rohrchens iiber einer Sublimatschale
und schiittelt den Agar in eine sterile Petrischale aus oder erwiarmt das Rohrchen
einen Augenblick im kochenden Wasserbade, wodurch die AuBenseite des Agars
sich verfliissigt. So gelingt es mit Leichtigkeit, den noch festen Agar in die bereit-
stehende Schale zu gieBen. Bei letzterem Verfahren bleibt das Reagensglas erhalten.
Mit einem sterilen Messer wird dann der Agar in kleine Scheibchen zerlegt, aus
denen mit der Nadel oder Ose die gewachsenen Kolonien entnommen, untersucht
und weiterverimpft werden koénnen. Die Untersuchung und Abimpfung iiber-
schichteter Bouillonkulturen erfolgt durch Entnahme mittels Capillarpipetten, die
— am oberen erweiterten Ende mit dem Finger verschlossen — rasch durch die

abschlieBende Olschicht gefithrt werden und so eine direkte reine Entnahme aus
der Tiefe der Néhrlosung ermoglichen.
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2. Ein Zusatz reduzierender Mitlel zum Ndhrboden, z. B. Zucker,
ameisensaures Natron. Die Absorption von Sauerstoff auf biologischem
Wege gelingt auch durch Einlegen von frischen dem Tierkoérper unmittel-
bar entnommenen sterilen Organstiickchen (Leber oder Niere). Es geniigt
etwa 1 g Organ auf 100 cem Bouillon, die vorher durch Auskochen von
Luft befreit sein muB; sie darf auch spiter nicht umgeschiittelt werden,
damit die Luft nicht aufs neue zu den tieferen Schichten treten kann
(Tarozzi). Auch Kartoffelstiickchen sind zu verwenden, die aus dem
Innern gesunder gut gereinigter Kartoffeln steril entnommen werden.
Ferner kann man an Stelle der Organe frisches (durch 1/ stiindiges Erhitzen
auf 560 C inaktiviertes) Serum benutzen, das sich zur Ziichtung der Spiro-
chiten bewdhrt hat. Aber auch in den festen Nihrbdden kann der
Zusatz von Korperflissigkeiten und Organen zur biologischen Absorption
des Sauerstoffs benutzt werden, so z. B. als Blutagar (1 Teil Menschen-
oder Tierblut zu 5 Teilen 3%ig. schwach alkalischen Agar mit Zusatz
von 2%igem Traubenzucker) nach J.ZErssLEr oder auch Hirnbrei
nach E. v. HiBLER und M. FicKER entweder fiir sich oder als Zusatz
zum Agar.

3. Durch Absorption des Sauerstoffs auf chemischem Wege mittels
alkalischer Pyrogallussiurelésung.

Nach dem Vorschlage BucENERs bringt man das beimpfte, lose verschlossene
Rohrchen in ein weiteres, gut zu verschlieBendes Reagensglas, auf dessen Boden
sich unter einem Drahtgestell alkalische Pyrogalluslésung befindet (1 g Pyro-
gallussdure + 1 cecm 1/,,%ige Losung von Liquor Kal. caust.). In etwa 24 Stunden
ist der im Réhrchen vorhandene Luftsauerstoff vollkommen absorbiert.

Fiir Petrischalen eignet sich folgendes von O. LENTZ ausgearbeitetes,
auBlerordentlich einfaches Verfahren:

Ein mit Pyrogallussiure imprignierter Filzring, der die GroBe einer Petri-
schale aufweist, wird auf eine quadratische Glasplatte von ungefihr 12 cm Seiten-
lange gelegt. Die beimpfte Agarplatte wird iiber den Filzring, der mit 15 cem
einer 1%igen wasserigen Kalilauge getrinkt ist, mit der Offnung nach unten
dartiber gestiilpt und ein vorher bereitliegender Ring von Plastilin schnellstens
zum luftdichten Abschluf um den Rand der Platte gedriickt. Dieses Verfahren
gestattet selbst bei verschlossener Schale mikroskopische Untersuchung der ge-
wachsenen Kolonien. Mit Pyrogallusstiften, die in gleicher Weise behandelt
werden, gelingt auch eine anaerobe Réhrchenkultur. Dasselbe gelingt nach Hem
mit Wattebauschchen, die mit alkalischer Pyrogalluslésung getrankt werden. Auch
laBt sich bei Ziichtung auf Platten der AbschluB des Luftsauerstoffs durch Be-
decken der (vorher beschickten) Kulturplatte mit Glimmerscheiben erreichen.

4. Durch Schaffung eines Vakuums mit Hilfe der Luftpumpe.

ZEISSLER hat eine Apparatur angegeben, bei der die besonderen auf ihre Dichte
gepriiften Anaerobenapparate mit der PFEIFFERschen Anaerobenpumpe verbunden
werden, die in wenigen Minuten bis auf 0,02 mm Quecksilber saugt. Durch einen
Gummiring erfolgt eine so exakte Abdichtung zwischen Unterteil und Deckel der
Gefifle, daB auf die Verwendung von Reduktionsmitteln usw. verzichtet werden
kann. Der Apparat ist zur Aufnahme einer Reihe von Kulturen geeignet (siehe
auch die Apparatur nach KNORR).

5. Durch Verdringung des Sauerstoffs mittels Wasserstoffs, der aus dem Kipp-
schen Apparat austritt und zur Reinigung (zwecks Befreiung von Luft- und Saure-
dampfen) durch zwei Waschflaschen mit Jodjodkalilssung bzw. alkalischer Pyro-
galluslésung geleitet wird. Von dort gelangt das Gas bei Verwendung fliissiger
Néhrbéden durch ein bis auf den Boden des KulturgefiaBes reichendes Zuleitungs-
rohr in die Tiefe des Nahrbodens und wird nebst der Innenluft durch ein kurzes
Rohr aus dem oberen Teil des KulturgefiBles nach auBen geleitet. Ist alle Luft
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ausgetrieben, wovon man sich durch Anziinden des austretenden und in einem
Reagensrohrchen aufgefangenen Gases iiberzeugt (reiner Wasserstoff entziindet
sich hierbei mit einem kurzen scharfen Knall, wihrend ein pfeifendes Gerdusch
auf Knallgas, d. h. Gemisch von Wasserstoff und Luft, deutet), so werden beide
Rohrehen an den verengerten Stellen abgeschmolzen.

Dieses Verfahren eignet sich fiir Kulturen in Reagensglisern, Flaschen
und Kolben. Je groBer der iiber der Nahrflissigkeit befindliche und von
Gas erfiilllte Raum im Kulturgefi3 ist, desto sorgfiltiger ist darauf zu
achten, daf} die Luft durch den eingeleiteten Wasserstoff wirklich voll-
standig verdrangt ist, und desto eindringlicher ist davor zu warnen,
daB nicht etwa — wie es Anfinger manchmal unvorsichtigerweise tun —
das ausstromende Gas direkt an der Ausstromungséffnung angeziindet
wird ; ist namlich dann noch ein Gemisch von Luft und Wasserstoff
(Knallgas!) im Kulturgefal vorhanden, so erfolgt durch Zuriickschlagen
der Flamme eine Explosion, durch die das Kulturgefi zertriimmert
wird. Die dabei erfolgenden Verletzungen des Experimentators sind um
so bedenklicher, als durch viele anaerobe Keime (Gasbrand, Tetanus)
schwere Wundinfektionen gesetzt werden konnen. Besonders gilt diese
Mahnung zur Vorsicht bei der Anwendung des fiir Plattenkulturen
bestimmten BoTkiNschen Apparates. In vollstindig ungefdhrlicher und
sicherer Weise erfolgt die Priifung des abstromenden Gases, indem man
es durch ein Rohr unter Wasser austreten liBt und dann, wie oben
erwihnt, in einem Reagensglas auffingt. Einen zweckmiBigen Ersatz
des groflen fiir Massenkulturen bestimmten Borkinschen Apparates
stellen die kleinen BrUcHERschen Apparate dar, die allerdings immer
nur je fir eine einzige Plattenkultur eingerichtet und daher in der Mehr-
zahl zu benutzen sind.

6. SchlieBlich sei hier noch die Methode von FORTNER genannt: Die
eine Hilfte einer Agarplatte wird mit einem Sauerstoffzehrer, z. B.
Bacillus prodigiosus, beimpft, die andere Hilfte mit dem zu unter-
suchenden Material. Nach der Verimpfung wird die Platte mit Plastilin
abgedichtet. Dieses Verfahren bewihrt sich bei groBer Einfachheit in
vielen Laboratorien.

Die in kiinstlicher Kultur auf verschiedenen Nghrbéden und unter
verschiedenen duBeren Bedingungen geziichteten Mikroorganismen lassen
sich auf ihre Lebensbedingungen und Lebensduferungen hin untersuchen.
Selten reicht ein einzelnes der so beobachteten Kulturmerkmale aus, um
die betreffende Art vollstindig zu charakterisieren und ihre Identifi-
zierung — das wichtigste praktische Erfordernis der mikrobiologischen
Differentialdiagnostik — zu sichern. Meistens ist es die gesetzmiBige
Verkniipfung einer Reihe verschiedener einzelner Merkmale, welche die
Artcharakteristik ausmacht, so insbesondere in der Gruppe der Typhus-,
Paratyphus- und Ruhrbacillen. Diese Konstanz der kulturellen Merk-
male, im Verein mit dem charakteristischen morphologischen Habitus
(vgl. Kap. B) und vor allem mit dem Verhalten im Tierversuch und
gegenitber den Immunitétsreaktionen (vgl. Kap. E), machen die
Spezifitit der Art aus. Freilich kommen gelegentlich — aber gegeniiber
der groBen Mehrzahl der Fille typischen Verhaltens entschieden nur
als Ausnahme — gewisse Abweichungen vom normalen Typus vor, die
hier nur kurz erwihnt werden kénnen. Diese Erscheinungen, die unter
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dem gemeinsamen Namen der Variabilitdt zusammengefaBt werden,
koénnen sich in dreifacher Weise geltend machen:

1. Degeneration, Verlust bestimmter Leistungen (wie Farbstoff-,
Ferment-, Toxinproduktion) infolge Ziichtung unter ungiinstigen Be-
dingungen oder in alten Kulturen; daranf beruht insbesondere der
Virulenzverlust lange fortgeziichteter Laboratoriumsstdmme.

2. Anpassung, Adaptation, Akkommodation, Standortsmodifikation an
neue oder ungewohnte duflere Lebensbedingungen und dadurch bedingte
Entstehung von Spielarten. Diese neu erworbenen Eigenschaften, die
entweder morphologisch oder funktionell sein kénnen (Verinderung von
Form, Farbe, Virulenz, Beweglichkeit, Sporenbildung, Ferment- und
Toxinbildung, Gewdéhnung an vorher ungewohnte Temperatur, Nihr-
stoffe, Sauerstoffspannung u.a.) konnen wieder riickgéingig gemacht
werden. Die Spielart kehrt zum alten Typus zuriick, sobald der Einflu$3
der ungewohnten Lebensbedingungen aufgehort hat und die Kultur
wieder unter normale Verhéltnisse gebracht ist.

3. Mutation (DE VRIES), d. h. das sprunghafte, spontane, nicht durch
duBlere Umstédnde bedingte Auftreten neuer Rassen, Typen und Species,
deren neu erworbene Eigenschaften vererblich und im allgemeinen gar
nicht oder doch nur sehr schwierig und selten in die Ausgangsformen
zuriickfithrbar sind.

Wenn es auch wichtig ist, sich die Moglichkeit des Variierens der
Mikroorganismen vor Augen zu halten und durch das Auftreten atypischer
Formen des Erregers (besonders am Anfang und Ende einer Epidemie)
sich betreffs ihrer Zugehdorigkeit zu der betreffenden Species nicht irre
machen zu lassen, so ist es andererseits mindestens ebenso wichtig, solchen
auffallenden Befunden gegeniiber die schirfste Selbstkritik walten zu
lassen und immer an die dabei infolge Auftretens von zufilligen Ver-
unreinigungen und Vorliegens von Mischkulturen in Betracht kommenden
Fehlerquellen zu denken. Erst wenn solche — bei ungeniigendem Ver-
fahren der Reinziichtung sehr leicht vorkommenden — Irrtiimer voll-
stindig ausgeschlossen sind, darf man auf Mutation schlieSen.

Wir gehen nun an die Betrachtung der einzelnen Lebensbedingungen
und Lebenséuflerungen der Mikroorganismen, die ihre kulturelle Charak-
teristik ausmachen.

1. Lebensbedingungen der Mikroorganismen.

Von einer typischen, durch die chemische Analyse oder bestimmte
chemische Reaktionen nachweisbaren chemischen Zusammensetzung der
Bakterien, auch derselben Art, kann nicht die Rede sein; denn sie
schwankt in ganz auferordentlich hohem Grade und hingt sehr von
der Zusammensetzung des Néhrmaterials ab. Die Bakterien vermégen
sich also in ganz besonders hohem Grade in ihrer chemischen Zusammen-
setzung dem Nahrsubstrat anzupassen, und diese Tatsache macht so
viele von ihnen besonders dazu befihigt, sowohl unter saprophytischen
als parasitischen Bedingungen zu leben, d.h. bald im lebenden Tier-
korper, bald in der freien Natur die Bedingungen zu ihrem Fortkommen
und zu ihrer Vermehrung zu finden. So sehr aber nun auch die chemische
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quantitative Zusammensetzung der Bakterien schwankt, so mufl doch
fiir eine jede Art eine ganz spezifische chemische Charakteristik an-
genommen werden. Das ergibt sich aus der Konstanz in der Erzeugung
mancher Produkte (Fermente, spezifische Gifte usw.) und vor allem
aus der durch die serologischen Reaktionen nachweisbaren spezifischen
verschiedenen Konstitution der Eiweillkorper des Bakterienleibes.

Der Zelleib der Mikroorganismen besteht, wie bei allen Lebewesen,
aus Eiweill, Fetten, Kohlehydraten, Salzen und Wasser. Der Wasser-
gehalt betragt etwa 85%. Die Trockensubstanz enthélt etwa 40—70%
EiweiBkorper, 10—30% Kohlehydrate, 3—30% Asche. AuBer den ge-
wohnlichen EiweiBkérpern sind auch Nucleine nachgewiesen, was die
auf morphologischem Wege schon gewonnene Erkenntnis von dem
Vorhandensein einer Kernsubstanz im Bakterienleib bestdtigt. Von
Kohlehydraten sind Cellulose und Hemicellulose festgestellt (Jod-
reaktion). Fette sind in den Bakterien sowoh! durch die chemischen
Fettreaktionen des Atherextraktes als auch mikrochemisch durch be-
sondere Farbung mit Fettfarbstoffen nachgewiesen. Das Fett der
Tuberkelbacillen ist ein echtes Wachs; es kann bis auf 30% der Trocken-
substanz steigen. Nach Koocm besteht die Hiille der Tuberkelbacillen,
welche ihnen ihre Siurefestigkeit verleiht, aus ungesittigten Fettséuren.
Fiir die Richtigkeit dieser Annahme spricht, daB durch Atherextraktion
die sdurefeste Substanz in den Ather iibergeht und die entfetteten
Bacillen gleichzeitig ihre Sdurefestigkeit verlieren. Auch die Wider-
standsféhigkeit der Sporen beruht — wenigstens zum Teil — auf ihrem
Fettgehalt, der auch ihr stark glinzendes Aussehen bedingt. Unter den
Salzen scheinen die phosphorsauren Salze in der Zusammensetzung der
Leibessubstanz mancher Bakterien (Meningokokken) eine besonders
wichtige Rolle zu spielen.

Was soeben iiber die chemische Zusammensetzung der Bakterien
gesagt wurde, gilt auch im allgemeinen fiir die Streptotricheen, Schimmel-
und SproBpilze. Von dem chemischen Aufbau der Leibessubstanz der
Spirochéten, Protozoen und filtrierbaren Virusarten wissen wir nur wenig,
da es bisher nur ausnahmsweise gelungen ist, diese Kleinwesen — soweit
sie iiberhaupt kiinstlicher Ziichtung zugéinglich sind — in einer fiir die
chemische Erforschung erforderlichen Menge getrennt vom Nahrboden
zu erhalten.

In bezug auf die Deckung des Nihrbedarfs weisen die letztgenannten
drei Klassen der Mikroorganismen einen durchgreifenden gemeinsamen
Unterschied gegeniiber den pflanzlichen Kleinwesen auf — und auch
die Bakterien zeigen gerade in ihrer Ernéhrung einen durchaus pflanz-
lichen Charakter —, insofern Protozoen, Spirochiten und filtrierbare
Infektionserreger als obligate Parasiten sich ausschlieflich von fertig
gebildetem organischen Material ernihren!, wihrend Bakterien, Strepto-
tricheen, Schimmel- und SproBpilze ebensowohl die hochkomplizierte

1 Manche Protozoen (Amében) sind sogar auf die Erndhrung durch geformfes
organisches EiweiB angewiesen und vermdgen mit gelosten Stoffen allein nicht
auszukommen. Die Ziichtung solcher Amében gelingt daher nur bei Anwesenheit
von Bakterien, die ihnen als Nahrung dienen. Auch Flagellaten fressen Bakterien,
besonders im Wasser.
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Leibessubstanz ihres Wirtsorganismus abzubauen wie ihren eigenen
Zelleib synthetisch aus einfachsten organischen Verbindungen auf-
zubauen vermogen. Je nachdem es sich um Arten handelt, die der
parasitischen Existenz streng angepalit sind oder nur fakultative Para-
siten darstellen, erfolgt die Deckung ihres Stickstoffbedarfs entweder
ausschlieBlich oder vorwiegend aus EiweiBstoffen bzw. ihren unmittel-
baren Abkommlingen (Albumosen, Peptonen, Leimsubstanzen) oder aus
einfachen stickstoffhaltigen Verbindungen (Aminoséuren, Aminen, Am-
moniak). Schon oben wurde erwihnt, dall pathogene Mikroorganismen,
z. B. Tuberkelbacillen, in ganz eiweillfreier Néhrlosung zu gedeihen ver-
mogen. Gegeniiber der Ernahrung hoherer Pflanzen besteht ein Unter-
schied in zweifacher Beziehung: erstens vermégen die pflanzlichen Mikro-
organismen Nitrate nicht als Stickstoffquelle auszuniitzen; zweitens sind
sie infolge jhres Mangels an Chlorophyll nicht befihigt, ihren Kohlen-
stoffbedarf aus der atmosphérischen CO, zu decken. Als Kohlenstoff-
quelle werden mit Vorliebe Kohlehydrate, sowie Alkohole, Aminosiuren,
Amide und organische Séuren, Glycerin, Fettséuren u. dgl. verwendet.
Nach den erndhrungsphysiologischen Grundgesetzen unterscheidet man

1. die prototrophen Bakterien, die einen Néhrstoff (Kohlenstoff oder
Stickstoff) in elementarer Form aufnehmen kénnen;

2. die metatrophen Bakterien, die die einzelnen Elemente nur aus
ihren Verbindungen entnehmen. Somit kann man diese Gruppe weiter
einteilen

a) in die autotrophen Bakterien, die sich mit anorganischen Ver-
bindungen begniigen,

b) in die heterotrophen Bakterien, die organische Verbindungen be-
notigen;

3. die paratrophen Bakterien, die nur im lebenden Organismus
existieren konnen.

In bezug auf Konzentration und Reaktion des Nahrbodens zeigen sich
erhebliche Unterschiede in den Anspriichen und optimalen Lebens-
bedingungen der verschiedenen pflanzlichen Mikroorganismen. Bakterien
bevorzugen im allgemeinen wasserreiche oder fliissige Nahrsubstrate,
wahrend Schimmelpilze noch auf sehr konzentriertem, duBerlich fast
trockenem Material zu wachsen vermégen. Fiir die meisten Bakterien
stellt eine schwach alkalische Reaktion des Nihrbodens das Optimum
dar, widhrend Schimmel- und SproBpilze eine saure Reaktion bevor-
zugen. Doch zeigen auch die verschiedenen Arten der Bakterien gegen-
iiber der Reaktion des Néhrbodens ein sehr unterschiedliches Verhalten.
So bevorzugt z. B. der Choleravibrio zu seinem Wachstum Néahrboden
mit einem hohen Alkalitédtsgrade und ist dementsprechend gegen Siure
sehr empfindlich. Im Gegensatz zu diesen siureempfindlichen Bakterien
lieben wieder andere Bakterien einen gewissen Siuregrad, z.B. die
Essigbakterien (2%ige Séure), ebenso gewisse Bakterien im Sduglings-
stuhl und auch der Typhusbacillus. Man nennt diese Siure bevorzugenden
Arten ,acidophil*‘.

Fir die einzelnen Bakterienarten ist das Sauerstoffbediirfnis ver-
schieden. Wir nennen diejenigen Mikroorganismen, die unbedingt freien
Sauerstoff zum Leben und zur Vermehrung notwendig haben, ,,0bligate
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Aerobier im Gegensatz zu den ,,0bligaten’’ Anaerobiern, die unbedingt
nur bei SauerstoffabschluBl entwicklungsfihig sind. Zwischen diese
beiden Gruppen fallen noch die ,,fakultativen Anaerobier, d.h. solche
Mikroorganismen, die sowohl bei Gegenwart wie bei Abwesenheit von
Sauerstoff gedeihen konnen. Die Anaerobier spalten den Sauerstoff aus
den Nihrmedien ab, wihrend die Aerobier den Luftsauerstoff direkt zur
Agsimilation benutzen. Auch die Spirochiiten lassen sich nur bei Luft-
abschluB in kiinstlicher Kultur ziichten.

Die Bakterien verlangen zur Entfaltung ihrer LebensiufBBerungen eine
bestimmte Temperatur. Nahert man sich den Grenzen, so bemerkt
man gewisse Anderungen ihres normalen Verhaltens. Der Bac. pro-
digiosus z. B., der bei Zimmertemperatur einen schoénen roten Farb-
stoff bildet und auBerdem seinen Kulturen einen sehr charakteristischen
Geruch nach Trimethylamin verleiht, verliert beide Eigenschaften,
wenn man ihn bei Bruttemperatur ziichtet. Werden die Grenzwerte
der Temperatur nach unten oder nach oben iiberschritten, so sistiert
das Leben. Bei niedriger Temperatur sistieren zwar die LebensduBerungen
der Bakterien, sie bleiben aber im Zustand latenten Lebens, und, unter
giinstige Bedingungen gebracht, zeigen die Mikroben alle ihre fritheren
Eigenschaften wieder. Selbst die niedrigsten Temperaturen, die man
bisher erzielt hat (—180° C = Temperatur der fliissigen Luft), vernichten
weder die Lebensfahigkeit der Bakterien, noch vermégen sie ihre krank-
machenden Eigenschaften zu zerstoren. Ganz anders wirken die hohen
Temperaturen. Hier zeigt sich eine deutliche deletdre Wirkung schon
bei Temperaturen, die noch relativ nahe oberhalb der Wachstums-
temperatur liegen. Es kommt bald zur volligen Abtotung, fiir vegetative
Formen in feuchtem Zustand schon bei 55—60°C. Bedeutend widerstands-
fahiger sind die Sporen.

Interessant ist nun, dal gewisse ungiinstige Lebensbedingungen durch
andere giinstige ausgeglichen werden koénnen. Der Milzbrandbacillus
wichst z. B. bei Zimmer- und bei Bruttemperatur, bei ersterer aber
entschieden weniger iippig. Setzt man nun zu einer mit Milzbrand be-
siten Gelatine Sublimat im Verhiltnis 1:400000 zu, so bleibt bei
Zimmertemperatur jede Entwicklung aus, bei Bruttemperatur aber
findet noch Wachstum statt und wird erst durch das 10fache der Subli-
matmenge gehemmt. Es kompensiert also hier die giinstige Temperatur
die ungiinstigen Wachstumsverhéltnisse, wie sie durch Zusatz des Anti-
septicums geschaffen sind.

Die oberste Grenze, die fiir das Wachstum der Bakterien noch mog-
lich ist, bezeichnet man als Temperaturmaximum (bei pathogenen Arten
fast nie iiber 42° C), die niederste als Temperaturminimum (nicht unter
50 C). Zwischen beiden befindet sich eine fiir das Wachstum besonders
giinstige Zone, das Temperaturoptimum.

Man kann kiinstlich Bakterien an ihnen urspriinglich nicht zusagende
Temperaturen gewohnen, wie das z.B. beim Milzbrandbacillus und
Pneumococcus gelungen ist. Ganz aus dem gewohnten Rahmen fallen
aber einige Bakterien, die nicht nur bei Temperaturen von 60—70° C
wachsen, sondern bei Temperaturen unter 45°C iiberhaupt nicht fort-
zukommen vermdgen. Diese sog. thermophilen Bakterien sind besonders
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in heiflen Quellen gefunden worden. Sie finden sich ferner in weitester
Verbreitung in den oberflichlichen Bodenschichten, und zwar besonders
reichlich in den Tropen. Neben diesen exquisit thermophilen, wirme-
liebenden Bakterien gibt es auch thermotolerante, d. h. solche Bakterien,
die zwar bei hoheren Temperaturen zu wuchern vermégen, ihr Optimum
aber bei gewOhnlicher Bruttemperatur haben. Den Gegensatz zu diesen
Bakterien bilden solche, die noch bei 0° C intensiv zu wuchern vermégen,
sog. psychro- oder kryophile Bakterien; sie finden sich hauptsichlich
im Boden und im Meerwasser.

2. Die LebensiinBerungen der Mikroorganismen.

Der Stoff- und Kraftwechsel dient wie bei allen Lebewesen folgenden
Zwecken:

1. Ersatz der stindig verbrauchten Energiemengen, 2. Bildung neuen
lebenden Plasmas durch Wachstum und Vermehrung.

Die Kenntnis der Bakterien-Stoffwechselprodukte ist von groBlem
praktischen Wert. Sie gestattet, die pathogene Wirksamkeit der Bak-
terien im infizierten Organismus durch die von ihnen gebildeten giftigen
Produkte zu erkliren und erweist sich als auBerordentlich wertvolles
diagnostisches Hilfsmittel zur Unterscheidung nahe verwandter Arten,
die sich rein morphologisch schwierig oder gar nicht voneinander trennen
lassen. So sind gewisse Lebensduflerungen fiir diese oder jene Bakterien-
art spezifisch, da sie konstant auftreten, wenn die Lebensbedingungen
nicht verdndert sind. Die Stoffwechselprodukte sind duflerst mannig-
faltig; manche kommen vielen Arten zu, widhrend wieder andere nur
von besonderen Arten geliefert werden.

Die Hauptleistung der Bakterien besteht im allgemeinen in der
Aufschliefung organischer Substanz in ihre einfachsten chemischen
Bestandteile. Auf dieser Titigkeit der Bakterien beruht die ihnen zu-
kommende wichtige Rolle im Haushalt der Natur, durch welche der
Kreislauf des organischen Stoffumsatzes zwischen Tier- und Pflanzen-
reich erginzt wird.

Den meisten Bakterien, wahrscheinlich allen Arten, koinmt die
Fahigkeit zu, reduzierend zu wirken. Diese Fihigkeit 146t sich durch
Zusatz organischer Farbstoffe zum Nihrboden augenscheinlich machen,
wodurch Leukoprodukte entstehen und Entfirbung des Nahrbodens
eintritt. Geeignete Farbstoffe fiir derartige Reaktionen sind besonders
Lackmus, Methylenblau, Neutralrot, Substanzen, die differentialdia-
gnostische Bedeutung gewonnen haben. Die Reduktionstitigkeit der
Bakterien 148t sich sehr sinnfillig auf einem mit Natr. selen. oder tellu-
rosum versetzten Nihrboden demonstrieren. Das Metall wird frei, wo-
durch die Kulturmasse bei Selen-Nihrboden rot, bei Tellur-Nahrbdden
schwarz verfirbt wird.

Eine weitere den Bakterien zukommende Fihigkeit ist die Bildung
von H,S, die regelmifig bei allen Fiulnisvorgingen auftritt. AuBer
Eiweif und Peptonen kommen als Ausgangsmaterial hierfiir solche
Korper in Betracht, die Schwefel in leicht reduzierbarer Form enthalten
(Sulfate, Thiosulfate usw.). Den in Kulturen sich bildenden H,S weist

Gundel-Schiirmann, Mikrobiologie, 2. Auflage. 4
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man mittels eines mit basischem Bleiacetat getriankten FlieBpapiers nach,
das sich bei Anwesenheit von H,S schwarz farbt. Andere von den Mikro-
organismen gebildete gasformige Stoffwechselprodukte sind CO,, NH,,
H, CH,.

Kurz sei noch erwiahnt die Bildung von Indol, die manchen Bakterien-
arten zukommt und deren Vorhandensein oder Fehlen infolgedessen
differentialdiagnostisch zu verwerten ist (s. z. B. die Typhusdiagnose).

Interessant ist ferner das Vermogen gewisser Bakterien, Farbstoffe
zu bilden, so daB die gewachsenen Kolonien ein farbenprachtiges Bild
darbieten. Zu den farbstoffbildenden pathogenen Bakterien gehoren:
Staphylococcus pyogenes aureus und citreus mit goldgelbem und citronen-
gelbem Pigment, der Bac. pyocyaneus, der Erreger des griinblauen Eiters.
Von den saprophytischen farbstoffbildenden Bakterien seien der Bac. pro-
digiosus mit seinem bekannten roten Farbstoff, der Bac. cyanogenes (der
Erreger des Blauwerdens der Milch) erwihnt. Fiir die Farbstoffbildung
spielen auller der Zusammensetzung des Nahrbodens gewisse Mineral-
salze, wie Magnesium in Verbindung mit Schwefel, eine Rolle. Fiir das
Phinomen der Fluorescenz kommt die Anwesenheit von Phosphor in
Betracht. Ferner sind die Gegenwart von Sauerstoff und auch die
Einhaltung bestimmter Temperaturen oft notwendige Bedingungen fiir
die Farbstoffbildung.

Zu erwihnen ist ferner die Lichtentwicklung gewisser Bakterien
(Photobakterien), welche im Meerwasser, sehr hiufig auf Seefischen,
Fleisch und faulendem Holz beobachtet werden und deren Ziichtung
auch auf kiinstlichen Nihrboden gelingt. Ein fiir das Leuchten un-
bedingtes Erfordernis ist die Anwesenheit von freiem Sauerstoff.

Bei den verschiedenen Stoffumsetzungen kann eine Anderung in
der Reaktion des Ndihrsubstrates erfolgen, und zwar durch Bildung von
Scuren (Milch-, Butter-, Oxalsiure, Citronensiure, Essigsdure, Ameisen-
siure, Apfel-, Weinsdure usw.) oder von Alkalien. Die Sdurebildung
beruht immer auf einer Zerlegung von Kohlehydraten — im Gegensatz
zur Alkalibildung, durch Abspaltung aus Eiweill im Verfolg eines syn-
thetischen Prozesses, der mit dem Wachstum und der Vermehrung der
Bakterien zusammenhdngt. Die Sdure- und Alkalibildung ldBt sich
differentialdiagnostisch zur Unterscheidung nahe verwandter Arten ver-
werten, wie z. B. des Typhusbacillus von dem ihm sehr &hnlichen Bac.
faecalis alcaligenes. Die Saurebildung 148t sich leicht veranschaulichen
in Gelatineplatten, die mit feingeschlimmter Kreide undurchsichtig ge-
macht sind, wo dann bei Siurebildnern durch Auflésung der Kreide um die
einzelnen Kolonien helle Héfe entstehen, — ferner auch wieder durch
Zusatz von Lackmus zum Nihrboden (vgl. im speziellen Kapitel Typhus).

Manche Bakterien liefern isolierbare Fermente (Enzyme ), andere rufen
Girwirkung hervor. Wahrend die Fermentwirkung nicht unmittelbar
an das lebende Protoplasma gebunden ist und auch nur indirekt im
Zusammenhang mit dem LebensprozeB der Bakterien steht, ist die Gér-
wirkung eine unmittelbare Funktion des lebenden Plasmas! und dient
ihm als Energiequelle.

1 Kann allerdings auch durch iiberlebendes Plasma (BUCHNERs Zymase) aus-
gelost werden.
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Man teilt die Fermente ein:

I. in kohlehydratspaltende. Hierzu gehéren:

1. diastatische Fermente (Stirke verzuckernd),

2. inV(izztierende Fermente, solche, die Rohrzucker und andere Disaccharide
spalten;

II. in e?weiBspaltende:

1. peptonisierende bzw. tryptische, welche Eiwei in losliche Produkte
aufschlieBen; so erklirt sich auch die bei vielen Arten beobachtete Ver-
fliissigung der Gelatine;

2. Kinasen, die Eiweil zur Gerinnung bringen (Labferment):

III. harnstoffspaltende (Urase);
IV. fettspaltende (Lipasen);

V. in Oxydasen und Reduktasen.

Fermentwirkung und Gérung durch Mikroorganismen spielen im
Haushalt der Natur eine wichtige Rolle und sind auch firr technische
und wirtschaftliche Zwecke nutzbar gemacht. Alle Verwesung und
Fiulnis der Tierleichen, die Vermoderung der Pflanzen werden durch
Géarungen eingeleitet. Die Auflésung und Zerlegung aller toten organi-
schen Substanzen sind ihr zu verdanken, ebenso die Humusbildung und
Nitrifikation in der Ackererde. Durch Gérvorginge werden alle pflanz-
lichen und tierischen Abfille zu Bausteinen fiir einen neuen organischen
Aufbau umgewandelt. Ohne Faulnis und Verwesung wiirde ein unent-
behrliches Bindeglied im Kreislauf der organischen Materie fehlen. Viele
unserer Industriezweige sind ganz auf eine Mitwirkung von Bakterien
angewiesen, so z.B. Bierbrauereien, Bickereien, Késereien, Tabak-
industrie, Gerbereien, Weinkeltereien u. dgl. Andererseits sind freilich
auch manche durch Mikroorganismen verursachte Gérungen sehr un-
erwiinscht und wirtschaftlich schidlich, z. B. manche ,,Krankheiten des
Bieres“ sowie die Schleimbildungen in Zuckerfabriken, bei der Brot-
biackerei, in der Milchwirtschaft usw.

Von medizinischem Interesse ist besonders die Fgulnis im Darm-
kanal und die Leichenfdulnis. Wir verstehen unter Faulnis eine Zer-
setzung eiweillartiger Korper unter Produktion iibelriechender Gase.
Bei der in der Natur vorkommenden spontanen Fiulnis werden mannig-
fache Produkte, wie CO,, CH,, H,, NH;, H,S, gebildet. An der Faulnis
kénnen die verschiedensten Bakterien (meist obligate Anaerobier) be-
teiligt sein. Ein entscheidender EinfluBl auf den Verlauf der Fiulnis
ist durch die Anwesenheit oder den Mangel an Sauerstoff bedingt. Von
stinkender Faulnis spricht man bei Sauerstoffmangel oder -abschluf3
{Reduktion). Rasche vollstindige Zersetzung bei reichlichem Zutritt von
Sauerstoff unter Entwicklung gewisser nichtriechender Gase wird als
Verwesung bezeichnet; hier handelt es sich um einen Oxydationsprozel3.

Die wichtigste aller Lebenserscheinungen der Mikroorganismen ist
die Vermehrung, die insbesondere bei den Bakterien mit ungeheuerer
Geschwindigkeit vor sich geht. Thre vegetative Teilung ist unter
giinstigen Lebensbedingungen nach etwa 20 Minuten beendet. Nimmt
man aber selbst eine wesentlich lingere Generationsdauer des einzelnen
Spaltpilzes, z. B. auf 1 Stunde, an, so wiirde nach Ablauf eines
Tages die Zahl der entstandenen Individuen etwa 16 Millionen be-
tragen, wihrend nach weiteren 24 Stunden ihre Zahl schon auf Billionen
angewachsen wire. Eine Begleiterscheinung der Vermehrung ist die

4%
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Wiarmebildung, die zuweilen erhebliche Grade erreichen kann (Selbst-
erhitzung des Heues). Die Vermehrung der Mikroorganismen wiirde bis
ins Unberechenbare gehen, wenn nicht hemmende Umstéinde sie ein-
schrinkten, z. B. die Erschopfung des Nahrbodens oder Ausscheidung
ihrer eigenen hemmend wirkenden Stoffwechselprodukte. Unter diesen
hemmenden Einwirkungen zeigen die Mikroorganismen Degeneration
und Absterben. Bei manchen Arten erfolgt die Bildung besonders
resistenter Formen, der sog. Dauersporen (vgl. S.12f).

Bakteriophagie.

Man bezeichnet bestimmte an Bakterienkulturen beobachtete Vor-
ginge von leichten Verdnderungen an den Bakterien oder deren Kolonien
bis zum Zelltod und zur restlosen Auflésung der Bakterienzelle als
,,Bakteriophagie. Wenn auch schon von verschiedenen Forschern die
Auflésung von Bakterien in alten Bouillonkulturen und auch die Loch-
bildung in Kulturen von Bakterien, Hefen und Schimmelpilzen beob-
achtet waren, so wurde doch erst durch die Arbeiten von TWoRT und,
unabhingig von ihm, von D" HERELLE eine gewisse Klarheit in die beob-
achteten Vorginge gebracht.

Twort fand in den Filtraten von Erde-, Dung-, Heu- und Gras-
aufschwemmungen einen bakterienauflosenden Stoff, der sich von
Kolonie zu Kolonie iibertrigt. Dieses relativ thermostabile Agens wirkt
nur auf lebende Bakterienkolonien. TworT konnte den Nachweis er-
bringen, daB das kokkenauflosende Agens filtrabel ist, mit lebenden
Kokken weiter geziichtet und bei 60—65° C zerstort wird.

D’HERELLE konnte feststellen, daf Filtrate aus dem Stuhl Dysenterie-
kranker von einem bestimmten Krankheitstage ab Ruhrbacillen auf-
losten und daB eine Ziichtung von Ruhrbacillen von diesem Tag ab
nicht mehr gelang. Dieses aus dem Filtrat gewonnene Agens lifit sich
nach 24stiindiger Bebriitung von Bouillonrohrchen zu Bouillonrshrchen
weiter fortziichten; es nimmt dabei an Wirksamkeit zu. Das keimfreie
Filtrat, in eine Bouillonkultur von Ruhrbacillen gebracht, bringt die Ruhr-
bacillenkultur zur Auflésung; die vorher triibe Bouillonkultur klirt sich
vollkommen auf (0D’ HfRELLEsches Phdnomen). Wenn man nun kleinste
Mengen einer gelésten Rubrbacillenkultur nach 1, 2 und 3stiindigem
Aufenthalt im Brutschrank auf Agarplatten, die man mit Ruhr-
bacillen beimpft, bringt, so zeigen sich nach 24stiindiger Bebriitung an
den dicht bewachsenen Stellen kreisrunde Lécher, in denen kein Wachs-
tum stattfindet. Die Zahl der Lécher ist um so groBer, je lingere Zeit
bis zum Ausstreichen der Platten aus der Dysenteriebouillonkultur ver-
gangen ist. Die nach 4—6 Stunden mit einer Ose der gelésten Bouillonkultur
bestrichenen Platten zeigten kein Bakterienwachstum mehr. p’HfRELLE
kam auf Grund seiner Versuche zu der Ansicht, daB es sich hier um ein
vermehrungsfihiges, lebensfihiges Agens, ein bakterienvernichtendes
Lebewesen handelt, das er als Bakteriophagum intestinale bezeichnete.
Entgegen der Annahme von p'HfRELLE, das beschriebene Agens sei nur
in den Filtraten aus Stuhlentleerungen darmkranker Menschen (Typhus,
Paratyphus und Ruhr) enthalten, konnte der Nachweis erbracht werden,
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daBl derartige bakteriophage Stoffe auch in den Stuhlfiltraten gesunder
Menschen und Tiere vorhanden sind. Sie fanden sich auch gegen andere
Bakterien, so z. B. Lysine fiir Typhus-, Paratyphus-, Proteusbacillen,
Choleravibrionen, Friedlinder-Bacillen, Streptokokken, Staphylokokken,
Diphtherie-, Mausetyphus-, Rotlaufbacillen u.a. Auch gegen sapro-
phytische Keime, wie Knéllchenbakterien, wurden aus den Wurzel-
knollen von Pflanzen verschiedene bakteriophage Lysine gewonnen.
Das bakteriophage Agens ist in der Natur weitverbreitet; es findet sich
im Hithnerkot, im Boden, im Kanal-, Flu}-, Wasserleitungs- und Brunnen-
wasser, auch im Meerwasser in der Nidhe von FluBmiindungen.

Das lytische Agens kann aus Reinkulturen von Bakterien, die lange
auf kiinstlichen Nahrbdden fortgeziichtet sind, auf besondere Weise, wie
die Versuche von OrTo und MUNTER, GILDEMEISTER, BORDET u. a. zeigen,
die mit Bakterienkulturen arbeiteten, in denen anfinglich Lysine nicht
nachgewiesen wurden, gewonnen werden. Nach Erhitzung auf 65°C, durch
Zusitze von bakterienschidigenden Chemikalien, von OrganpreBsiften,
von Pankreas und Darmschleimhautextrakt, von Trypsin trat in den
Kulturen das filtrierbare bakteriophage Agens auf. Von GILDEMEISTER
wurde die Beobachtung gemacht, dall das Agens oft spontan in den
iiber lingere Zeitrdume hin auf kiinstlichen Nahrboéden geziichteten
Kulturen auftritt. Die hier angefiihrten Versuche geben einen gewissen
Aufschlul iber die Natur der Bakteriophagen. Sie konnen nicht dazu
beitragen, der Ansicht p’HERELLEs beizutreten, wonach die Bakterio-
phagen aus dem menschlichen oder tierischen Kdérper stammen.

Zur wirksamen Gewinnung des Lysins aus lebenden Kulturen mufl
der Nahrboden eine alkalische Reaktion besitzen; weiter ist die Lysin-
bildung von der Dichte der Bakterienaufschwemmung und von der
Temperatur abhéngig.

Wie wirken nun die Lysine auf Bakterienkulturen? Auf junge
Kulturen wirken sie auBerordentlich stark auflésend. AuBer dem
Schleimigwerden der Kulturen tritt eine Transparenz auf, die sich darin
kundgibt, daB die der Lysinwirkung ausgesetzten Kolonien auf festen
Nahrboden glasig durchscheinend aussehen.

Bei den unter der Lysinwirkung gewachsenen Keimen beobachteten
BorDET und Cixca das Auftreten lysinresistenter Keime, die nicht
mehr die gleichméBige Tritbung der Bouillon, sondern einen Bodensatz
oder agglomeriertes Wachstum zeigen. Zuweilen koénnen sie sich ohne
duBere Ursache in die normale lysinempfindliche Form zuriickbilden.

Dafiir, daf} die lysinresistenten Keime selbst das Lysin enthalten,
liefern die in den Kulturen auftretenden Flatterformen den Beweis,
die regelméBig zu finden sind, wenn den Kulturen Lysin zugesetzt wird;
sie unterscheiden sich in keiner Weise von den aus direkten Stuhl-
ausstrichen gewonnenen Kulturen, in denen das lytische Agens ent-
halten ist.

Die schon oben erwéhnten Locher, die als Folge des bakteriophagen
Lysins in den Kulturen beobachtet werden, sind von wechselnder GréfBe.
Die GroBle der Locher bzw. leeren Stellen richtet sich nach der Quantitét
und Qualitit des wirksamen Agens.

Wie geschieht der Nachweis des Liysins ?
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Das zu untersuchende Material (Dejekte, PreBsifte und Aufschwemmungen von
Organen) wird zerkleinert, durch Tonkerzen oder Berkefeldfilter filtriert. Die
Priifung des Filtrats auf Lysine geschieht so, daB man 1 Tropfen bis 1 ccm desselben
in Bouillonréhrchen zugleich mit einem Bruchteil einer Ose Bakterienkultur bringt,
und dieses Gemisch 12—18 Stunden im Brutschrank bei 37°C beldBt. Sehr oft
kann man dann schon an der Aufhellung der Kultur das Vorhandensein des Lysins
feststellen. Da aber auch in getriibter Bouillon das Lysin sich bilden kann, ist
eine Weiterverarbeitung des Kulturfiltrates auf festen Nahrboéden notwendig, um
den Nachweis auf vorhandenes Lysin an den leeren Stellen oder den Léchern in
der Kultur zu erbringen. Dabei verfihrt man so, dafl man das Bouillonkulturfiltrat
entweder auf frischbeimpfte Agarplatten auftropft oder zunichst die Agarplatten
mit dem Filtrat bestreicht, dann die Bakterienaussaat macht, oder daB man das
Filtrat im Verhaltnis 1:10 dem verfliissigten Agar zusetzt und spater die Bakterien-
kultur auf der Oberflaiche verteilt. Auch wird empfohlen, die Bakterien mit den
Filtraten zu mischen und das Gemisch dann auszustreichen.

Die Frage der Spezifitit des Lysins ist durch die Arbeiten von OrT0
und MUNTER geklirt und von Bam. bestitigt worden. Man muf je nach
der Bakterienart und der Zahl der Stdmme, aus denen sich das Lysin
herleitet, von monovalenten und polyvalenten Lysinen sprechen. Theo-
retisch nehmen die meisten Forscher ein einheitliches Lysin an, das
aber in praxi ,,durch die Bakterienart, die ihm gerade als Bildungs-
substrat diente, in ein streng spezifisches oder ein unspezifisch mono-
valent wirkendes Lysin getrennt werden kann, und so wird man bald
streng monovalente, bald polyvalente Lysine auffinden®.

Was nun die Natur des bakteriophagen Agens angeht, so kann gesagt
werden, da8 das Lysin sich bei den Filtrierversuchen mit Membranfiltern
wie Eiweifl verhilt, das zuriickgehalten wird. In bezug auf die Filtrier-
barkeit durch Bakterienfilter verhilt es sich wie das ultravisible Virus
der Vaccine, Lyssa und Encephalitis lethargica. Die Haltbarkeit des
Lysins in verschlossenen Rohrchen oder in getrocknetem Zustand er-
streckt sich auf Jahre. Auch ist es gegen Erhitzung sehr widerstands-
fahig, wenn auch die verschiedenen Lysine in ihrer Hitzebestindigkeit
groBen Schwankungen unterworfen sind. Gegeniiber Radiumeinwirkung
ist das Lysin sehr resistent, wihrend es durch ultraviolettes Licht ge-
schidigt wird. Gegeniiber Chemikalien ist das bakteriophage Agens
widerstandsfahiger als die Bakterien, von denen es herriihrt. Durch
Desinfektionsmittel, wie z. B. 1/,%iges Sublimat, 2%iges Phenol, Chloro-
formdéampfe, wird es auch nach lingerer Einwirkung nicht geschidigt.
Dieses Verhalten gegeniiber physikalischen und chemischen Einfliissen
laBt die Annahme, daB es sich bei dem bakteriophagen Agens um ein
lebendes Agens handele, fallen.

Es gelingt mit Lysinen bei Tieren Antikorper, Antilysine, zu erzeugen.
Das Lysin wird durch das Antilysin neutralisiert, die Neutralisation
geht nach dem Gesetz der Multipla vor sich.

Ungeklirt bleibt immer noch die Frage nach der biologischen Natur
des bakteriophagen Agens. D’HEZRELLE nimmt ein ultravisibles Lebe-
wesen an und stiitzt seine Annahme durch die antigene Einheit des
Lysins, die Ziichtung lysinresistenter Bakterien, die Gewohnung an
schidigende Substanzen usw. Die Ansicht p’HEREILEs wird von den
meisten Forschern nicht geteilt. Sie halten das bakteriophage Lysin
fir ein Zellenzym, das von krankhaft verdnderten Bakterien geliefert
wird. Die Frage, ob nun das Lysin als toxinartiges Sekretionsprodukt



Die Mikroorganismen als Krankheitserreger. 55

der Bakterien oder durch Zerfall des Bakterienprotoplasmas in korpus-
kulire oder molekulare Splitter entsteht, ist noch umstritten.

Die Bakteriophagen sollten nach pD’HERELLE eine Rolle bei der
therapeutischen Bekdmpfung der Infektionskrankheiten spielen.

Zunichst haben die therapeutischen Versuche enttiuscht. In den
letzten Jahren jedoch hat die Phagentherapie bessere Erfolge auf-
zuweisen, besonders gegen Cholera, Dysenterie, Typhus und Coli, vgl.
Sonnenschein.

Es ist bei jeder Therapie durch Phagen zu beachten, dafi der Phage
als Antigen eine Antiphagenbildung im Organismus hervorrufen kann.
Es ist daher eine parenterale Behandlung nur im Anfang geboten und
darf nicht lingere Zeit fortgesetzt werden. Bei Typhus ist dagegen eine
orale Behandlung lingere Zeit durchzufithren. Im Gegensatz zum Coli-
phagen wirkt der Typhusphage fast auf alle Typhusstimme, wie auch
die Paratyphusphagen eine sehr breite Wirkung aufweisen. Wenn auch
bereits einige gute Erfolge mit der Phagentherapie vorliegen, so ist
sie darum noch nicht spruchreif. Es sind noch weitere Versuche not-
wendig, bis sie in die Therapie des behandelnden Arztes eingereiht
werden kann.
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D. Die Mikroorganismen als Krankheitserreger.

(Ursache und Bedingungen der Infektion.)

Infektionskrankheiten (iibertragbare oder ansteckende Krankheiten)
werden durch belebte, vermehrungsfihige Erreger verursacht. Diese Er-
kenntnis vom ,,contagium animatum® war lediglich auf Grund vor-
urteilsfreier epidemiologischer Betrachtung bereits zu einer Zeit erreicht
worden, als die technischen Methoden, insbesondere die Entwicklung
des Mikroskops, noch nicht im entferntesten ausreichten, um die ex-
perimentelle Grundlage fiir die Erforschung der Infektionskrankheiten
zu sichern. Die urséchliche Bedeutung der belebten Infektionserreger
liegt darin, daB sie imstande sind, sich in den Geweben des befallenen
Organismus zu vermehren und ihren Wirt durch die von ihnen ge-
bildeten giftigen Stoffwechselprodukte oder durch ihre giftige Leibes-
substanz zu schidigen. So mannigfaltig diese Schidigungen und die
darauf erfolgenden Reaktionen des Organismus sind (lokale Nekrosen,
Gewebsproliferationen, Entziindungen, — Allgemeinerscheinungen wie
Fieber, Pulsbeschleunigung, Schidigung des Herzens, nervise Symptome,
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Nierenreizung, Leukopenie oder Leukocytose), so handelt es sich in
letzter Linie bei allen Infektionen, selbst bei denjenigen mit ganz all-
gemeiner (,,septicimischer’’) Verbreitung der Erreger im Gewebe, um
Giftwirkung und nicht etwa um eine rein mechanische Schidigung
durch die Fremdkorperwirkung der fremden Eindringlinge, an deren
Moglichkeit, wenn z. B. ganze Capillarnetze in Gehirn, Lunge, Leber
und Nieren durch die schrankenlose Wucherung der Mikroparasiten
verlegt sind, immerhin auch gedacht werden miiite. Das Gift haftet
entweder der Leibessubstanz des Erregers selbst an (Endotoxine bei
Cholera, Typhus) oder ist in gelostem Zustand vorhanden (Ruhr, Diph-
therie, Tetanus). Je nach seiner Bildungsstitte kann das Gift entweder
erst durch die Vermehrung der Erreger im Organismus selbst produziert
werden oder bereits fertig gebildet von auBlen eingefiihrt sein. Im letz-
teren Falle (Botulismus, Cholera infantum verursacht durch Toxinbildner
in der Milch) handelt es sich streng genommen gar nicht mehr um eine
echte Infektion, da ein Eindringen der betreffenden Erreger in das
Gewebe oder auch nur eine Vermehrung im Darm gar nicht stattfindet,
sondern um eine reine Giftwirkung durch ,,foxische Saprophyten. Auch
das epidemiologische Merkmal der Ubertragbarkeit von einem Kranken
auf den andern fehlt bei diesen Krankheiten vollstéindig ; dagegen kénnen,
wie bei jeder anderen Vergiftung, gleichzeitig oder nacheinander durch
Aufnahme desselben giftigen Substrats mehrfache FErkrankungen oder
sogar Massenerkrankungen (wie gerade beim Botulismus) auftreten.
Immerhin spricht man auch in diesen Fillen von Infektion, da die den
Krankheitsprozel verursachenden Giftstoffe doch das Produkt lebender
vermehrungsfihiger Erreger sind; auch hier sind also in letzter Linie
Mikroorganismen die Ursache der Infektionskrankheit. Lernten wir
hier Mikroorganismen kennen, die zwar pathogene Wirkung entfalten,
ohne zur parasitiren Existenz befahigt zu sein, so gibt es andererseits
Mikroparasiten ohne krankheitserregende Wirksamkeit. Hierher gehéren
zahlreiche Arten, die als harmlose Schmarotzer (Epiphyten, Kommen-
salen) auf den dufleren und inneren Kérperoberilichen (Haut, Schleim-
haut der oberen Atmungswege, Darm) vegetieren: z. B. die Staphylo-
kokken in den tieferen Hautschichten, die Strepto- und Pneumokokken
auf der Rachenschleimhaut, die Fadenbakterien und Spirochiten von
Zahnbelag, sowie die in der Mundhdéhle der meisten Menschen vorhandene
Amoeba buccalis, ferner das Bact. coli im Darm. Bei der Nennung
dieser Arten fallt es allerdings schon auf, dal die gleichen oder doch
biologisch sehr nahe verwandten Arten als Krankheitserreger bekannt
sind. Jedoch tritt diese pathogene Wirksamkeit erst hervor, wenn durch
eine vorangegangene Schidigung des Organismus (Erkiltung, Trauma,
andersartige Infektion) ein Locus minoris resistentiae geschaffen ist, an
welchem die vorher harmlosen Epiphyten in das Gewebe, sei es fiir sich
allein, sei es in Form der Mischinfektion, einzubrechen und daselbst zu
wuchern vermégen. So kommt oft als eine sog. Autoinfektion die Pneu-
monie (Bronchopneumonie!) zustande. In anderen Féllen scheint es
schon zu geniigen, dal ein Bacterium an ein anderes als an das
durch gewohnten Kontakt ihm angepaBte Korpergewebe gelangt, um
an der neuen Stelle krankmachend zu wirken, wie das im Darmkanal
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harmlose Bact. coli bei der Perforationsperitonitis, bei Pyelitis und
Cystitis. Noch einen Schritt weiter. In den zuletzt besprochenen Fillen
war die unschidliche epiphytische Existenz die Regel und die krank-
heitserregende Wirkung die Ausnahme. Es kommt aber auch der um-
gekehrte Fall vor, wo spezifische Infektionserreger ausnahmsweise als
harmlose Mitbewohner des Organismus auftreten konnen. Man spricht
dann von latenter Infektion und nennt die Triger Keimirdger (Bacillen-
triger bei Typhus, Paratyphus, Ruhr, Cholera und Diphterie, sowie
Kokkentrager bei epidemischer Genickstarre). Die latenten Infektions-
erreger konnen in ihrer krankheitserregenden Wirksamkeit dauernd
abgeschwicht sein, ja bis zum voélligen Verlust. Sie kénnen aber
ihre pathogenen Eigenschaften auch dauernd beibehalten haben, was
sich am deutlichsten daraus ergibt, dafl der Bacillentriger zur An-
steckungsquelle fiir neue klinisch manifeste Erkrankungen werden und
daB auch beim Bacillentriager selbst der bisher latente ProzeB zur
Autoinfektion fiihren kann. — Die Betrachtung dieser Grenzfille aus
dem Gebiete der Infektion ist deshalb lehrreich, weil sie Anhaltspunkte
fur das Verstdndnis der biologischen Vorginge bei der Infektion sowohl
im allgemeinen wie im Einzelfalle gibt. Zwei grundsétzliche Fragen
sind es, die sich da erheben. Erstens: in welchem Verhdlinis stehen die
pathogenen Mikroorganismen zu verwandien saprophytischen Arten?
zweitens: wie kommen im einzelnen Falle Infektion und Erkrankung zu-
stande ?

In ersterer Hinsicht ist zundchst festzuhalten, daf pathogene und
saprophytische Arten in jhrem ganzen biologischen Verhalten nicht etwa
streng geschieden sind, sondern daB vielmehr eine Reihe von Uber-
gangsstadien vorhanden ist. Es verhélt sich nicht etwa so, da3 pathogene
Arten nur aus einer oder wenigen morphologisch oder biologisch charak-
terisierten Gruppen hervorgehen, sondern wir finden Krankheitserreger
unter allen Klassen der Mikroorganismen und fast in jeder einzelnen
Untergruppe, und dem einen oder den wenigen pathogenen Repri-
sentanten in jeder Gruppe steht eine ungleich zahlreichere Sippe
saprophytischer verwandter Arten gegeniiber, so dem einzigen menschen-
pathogenen Vibrio, dem Choleraerreger, das ganze Heer choleraihnlicher
Vibrionen usw. Auch ist die Fihigkeit zur krankheitserregenden Wirk-
samkeit bei den verschiedenen Arten der Infektionserreger abgestuft
und in sehr verschiedenem Grade und in verschiedener Weise der
AuBerung vorhanden ; wir kénnen da etwa folgende Stufen unterscheiden :

1. Toxische Saprophyten (Bac. botulinus), zur parasitischen Existenz
im Organismus unfihig und nur durch ihre Gifte wirksam (wie etwa
jede andere Giftpflanze auch).

2. Mikroparasiten mit beschranktem Wachstum nur an der Eintritts-
pforte, wihrend die allgemeinen Krankheitserscheinungen nicht durch
die Mikroben selbst, sondern nur durch ihre im Kérper zirkulierenden
gelosten Giftstoffe zustande kommen (Tetanus, Diphtherie).

3. Krankheitserreger mit ausgebreiteter oberflichlicher Invasionsfihigkeit
auf gewissen Schleimhduten, aber ohne Verbreitung in die Tiefe und ohne
Allgemeininfektion; hierher gehoren spezifische Epithelinfektionen, wie
Influenza, Cholera und Rubhr.
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4. Krankheitserreger mit starker Ausbreitung in die Tiefe der Gewebe
durch Fortschreiten, aber ohne allgemeine Durchseuchung des ganzen
Korpers (Eiterungsprozesse, Genickstarre, Lungentuberkulose, Amében-
ruhr mit konsekutivem LeberabsceB.)

5. Krankheitserreger mit allgemeiner Verbreitung im Organismus, aber
spezifischer Anpassung an bestimmte Gewebe; so sind die Erreger der
Hundswut und der Poliomyelitis spezifische Parasiten des Nerven-
gystems, der Fleckfiebererreger speziell in den Gefiflwandungen loka-
lisiert.

6. Infektionserreger mit septicimischer, alle Organsysteme und den
ganzen Korper betreffender allgemeiner Verbreitung (Streptokokken-
sespis, Pest, Typhus, Syphilis, Malaria).

Der Grad der Entwicklung der parasitiren Existenz nach dem voran-
gegangenen Schema ist fiir jede einzelne Art von Krankheitserregern
charakteristisch und gibt im Verein mit den morphologischen und bio-
logischen Eigenschaften des betreffenden Mikroben sowie mit seinem
(im folgenden Abschnitt zu besprechenden) Verhalten gegeniiber den
Immunitétsreaktionen des Organismus ein zusammengehdriges und ein-
heitliches Geprage, das man als das spezifische Verhalten des Erregers
bezeichnet. Jeder einzelnen genau definierten Infektionskrankheit ent-
spricht ein ebenso genau charakterisierter Erreger. Dies ist das Gesetz
der Spezifitdt der Infektionserreger, das die Grundlage fiir die ganze
Entwicklung der modernen Mikroparasitologie bildet. Auf diesem Gesetz
der Spezifitdt beruht auf der einen Seite die mikrobiologische Diagnostik,
indem der Nachweis des bestimmt charakterisierten Erregers die sichere
Diagnose der betreffenden Infektionskrankheit erméglicht (mégen die
klinischen Erscheinungen auch unvollstindig ausgebildet sein), — auf
der anderen Seite die spezifische Bekimpfung und Heilung der Infektionen
durch Schutzimpfung, Serum., Bacterio- und Chemotherapie.

Im einzelnen Falle kann der Grad der Ausbreitung der Infektion
im Organismus (ob lokaler oder allgemeiner Prozel), je nach den ver-
schiedenen duBleren Bedingungen der Ansteckung und je nach der ver-
schiedenen Virulenz des Erregers verschieden sein; doch handelt es sich
hier lediglich um quantitative Unterschiede, die sich stets im Rahmen
des Gesetzes der Spezifitdt des Erregers halten. Die Virulenz kann auch
kiinstlich herabgesetzt oder gesteigert werden. Eine Verminderung der
Virulenz erfolgt durch alle schidigenden Einfliisse, welche auch sonst
eine Degeneration des Erregers zur Folge haben, vor allem bei vielen
Arten schon durch lingere Fortziichtung auf kiinstlichem Nahrboden;
umgekehrt 148t sich die Virulenz durch Tierpassagen erhéhen bzw.
wiederherstellen.

Von dem QGesetz, daB jeder einzelnen Infektionskrankheit ein be-
stimmter Krankheitserreger entspricht, gibt es nun scheinbare Aus-
nahmen, die sich aber bei ndherer Betrachtung ohne weiteres aufkléiren,
wenn man den Begriff der Krankheitseinheit nicht allein in klinischem,
sondern auch in epidemiologischem Sinne auffalt. Es kommt vor, daf
derselbe Erreger zwei oder mehrere verschiedene Krankheitsbilder auslist,
die bei oberflichlicher Betrachtung als génzlich unzusammengehorig
erscheinen. So erzeugt der Pestbacillus bald die mit Driisenschwellungen
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einhergehende Bubonenpest, bald die unter dem Bilde einer Lungen-
entziindung verlaufende Lungenpest — so der Milzbrandbacillus bald
die Milzbrandpustel, bald den Lungen-, bald den Darmmilzbrand, —
so der Tuberkelbacillus bald das charakteristische Bild der Lungen-
schwindsucht, bald die als Skrofulose bezeichneten Driisenverinderungen,
bald die unter dem Namen Lupus bekannte Hautaffektion — so der
Syphiliserreger einerseits die fiir die Lues in ihren verschiedenen Stadien
charakteristischen Krankheitsbilder, andererseits bei der Lokalisation im
Zentralnervensystem die von den vorigen so vollstindig verschiedenen
Erscheinungen der Tabes dorsalis und der progressiven Paralyse. In
allen diesen Fillen ist es in erster Linie die Verschiedenheit der Ein-
trittspforte, welche die Entstehung so verschiedenartiger Krankheits-
bilder durch denselben Erreger bedingt; die darauf beruhende Verschie-
denheit der Verhéltnisse der Lokalisation des Krankheitsprozesses und
der Ausscheidung des Ansteckungsstoffes kann es sogar mit sich bringen,
daf auch vom epidemiologischen Standpunkte aus diese einzelnen
Krankheitsbilder als ganz verschieden und zusammengehdrig erscheinen,
wie z. B. die unkomplizierte Bubonenpest von Mensch zu Mensch nicht
direkt iibertragbar, die Lungenpest aber ganz auBerordentlich kontagits
ist und é&hnliche Differenzen zwischen skrofuléser Driisenerkrankung
einerseits und Lungenschwindsucht andererseits bestehen. In allen
diesen Fillen lehrt aber die genaue epidemiologische Betrachtung, dafB
zwischen diesen scheinbar ganz auseinander liegenden Krankheitsbildern
dennoch Zusammenhinge bestehen, daB eines aus dem andern hervor-
geht, wie z. B. die Lungenpest als sekundire Komplikation zu einem
Fall von Driisenpest hinzutreten kann, wie die tuberkulése Lungen-
erkrankung auf Grund einer urspriinglichen Driisenaffektion sich ent-
wickelt. Bei der Lues und ihren nervisen Nacherkrankungen war es
sogar die eindringliche epidemiologische Forschung allein, die den Zu-
sammenhang beider schon zu einer Zeit erkennen liel, da der mikro-
skopische Nachweis des Erregers noch nicht méglich war.

Wenn einerseits derselbe Erreger scheinbar ganz verschiedenartige
Krankheitsbilder zu erzeugen vermag, so kann andererseits dasselbe
klintsche Krankheitsbild durch ganz verschiedene Krankheitserreger zu-
stande kommen; so der charakteristische Symptomenkomplex der asiati-
schen Cholera durch Paratyphus- und andere toxische Darmbakterien
(Cholera nostras), ja sogar durch unorganische Gifte (Arsenik). In diesen
Fillen gibt das Vorhandensein der Ansteckung bei der asiatischen
Cholera und das Fehlen auf der anderen Seite ohne weiteres den
Ausschlag fiir die grundsitzliche Verschiedenheit dieser Krankheits-
prozesse. In manchen Fillen kann dieser epidemiologische Gesichts-
punkt aber auch fehlen, nimlich wenn sehr #@hnliche Krankheitsbilder
durch verschiedene Infektionserreger verursacht werden und demnach
weder in ihrer Ansteckungsfahigkeit noch in ihren klinischen Symptomen
eine Unterscheidung erméglichen zu lassen scheinen, wie bei der Ruhr,
die sowohl durch Amdben als auch durch Bacillen und unter diesen
letzteren wieder durch verschiedene Arten verursacht sein kann; aber
gerade bei der Ruhr lehrt die eingehende Erforschung, daf} die &tio-
logische Unterscheidung der einzelnen unter dem Sammelnamen Ruhr
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vereinigten Krankheitsbilder nicht willkiirlich ist, sondern wirklichen
und wesentlichen Unterschieden dieser verschiedenen Krankheitseinheiten
entspricht. Es sei nur daran erinnert, dall gewisse Komplikationen,
wie der LeberabsceB, nur bei der Amében-, nicht aber bei der Bacillen-
rubr vorkommen, und daBl auch die Méglichkeit einer Beeinflussung
durch spezifische Therapie bei beiden Krankheitsprozessen und bei
den verschiedenen Unterarten der Bacillenruhr untereinander ganz ver-
schieden ist: Chemotherapie mittels Emetin bei Amobenruhr, spezifische
Serumtherapie bei der durch den KRUSE-SHIGAschen Bacillus ver-
ursachten Ruhr, nicht aber bei der Pseudodysenterie. Also nicht allein
fiir die richtige Erkennung und Bekdmpfung der Seuche hat sich
hier die &tiologische Betrachtungsweise als ausschlaggebend erwiesen,
sondern auch fiir das richtige therapeutische Handeln des praktischen
Arztes. — Der dritte Fall einer scheinbaren Ausnahme von dem Gesetz
der Spezifitit des Erregers betrifft das schon oben kurz erwihnte latente
Vorkommen wvon Infektionserregern im Organismus ohne gleichzeitige
klinische Erkrankung. Aber schon die epidemiologische Tatsache, daB
diese latente Infektion sich nicht etwa ubiquitér verbreitet findet, sondern
dafl ihre Tréager fast immer aus der unmittelbaren Umgebung eines
klinisch Erkrankten stammen, lehrt, daf auch hier ein ursichlicher
Zusammenhang zwischen Erreger und Krankheit besteht. Es kann sich
um folgende Moglichkeiten handeln: Entweder ist der scheinbare ganz
gesunde Keimtrager in Wirklichkeit doch leicht erkrankt, vielleicht jhm
selbst ganz unbewullt, aber nichtsdestoweniger ebensosehr ansteckend
wie der manifest klinisch Erkrankte. Gerade die #tiologische Erforschung
hat ja diese fiir die Bekdmpfung der Seuchen so iiberaus wichtige Er-
kenntnis der leichtesten, klinisch als solcher gar nicht diagnostizierbaren
Fille gebracht (leichter Durchfall ohne alle anderen Symptome bei
Cholera, Typhus, Ruhr, leichte katarrhalische Erscheinungen von seiten
der oberen Atmungswege bei Diphtherie und Meningokokkeninfektion).
Oder der Keimtréager ist zwar gegenwértig nicht klinisch krank, aber hat
die betreffende Erkrankung vor kiirzerer oder lingerer Zeit iiberstanden
und scheidet nun seitdem noch lebende Infektionserreger aus. Am
hiufigsten handelt es sich dabei um voriibergehende Ausscheidung in
oder nach der Genesung, wobei sich diese Ausscheidung immerhin Wochen
und Monate hinziehen kann (Spdtausscheider bei Typhus, Ruhr, Cholera,
Diphtherie u.a.). Seltener, aber fiir die Verbreitung der Ansteckung
um so wichtiger sind die Dauerausscheider, welche viele Jahre, ja ihr
ganzes Leben hindurch von dieser latenten Infektion behaftet sind und
die Krankheitserreger oft sogar massenhaft ausscheiden. Eine solche
andauernde Vermehrung von Infektionserregern im Koérper erfolgt auf
der Grundlage eines chronischen Erkrankungsprozesses (bei Typhus in
den Gallen- oder Harnwegen, bei Diphtherie im Nasenrachenraum, bei
Ruhr im Wurmfortsatz). Dieser Erkrankungsprozel3 besteht oft nicht
nur im pathologisch-anatomischen, sondern oft auch im klinischen Sinne.
Die Dauerausscheider sind also als wirklich kranke Menschen anzusehen,
die nicht nur fiir ithre Umgebung, sondern auch fiir sich selbst eine
bestindige Gefahr bilden und bei denen auf Grund des latenten chroni-
schen Prozesses gelegentlich durch Selbstinfektion eine akute manifeste
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Erkrankung auftreten kann. Wenn diese Auffassung, dafl der Daueraus-
scheider in Wirklichkeit ein chronisch Erkrankter ist, erst allgemein die
richtige Wiirdigung finde, dann wiirden, beildufig bemerkt, viele Schwie-
rigkeiten, die sich jetzt der sanititspolizeilichen Uberwachung dieser
Personen entgegenstellen, verschwinden. Ebenso wie zeitweise eine
Verschlimmerung des chronischen Infektionsprozesses bei den Dauer-
ausscheidern stattfindet, kann auch umgekehrt zeitweise ein Stillstand
in der Ausscheidung der Krankheitskeime, als Ausdruck einer unvoll-
stindigen Heilungstendenz, zustande kommen. Hieraus ergibt sich die
wichtige praktische Folgerung, daBl der einmal begriindete Verdacht
auf Vorliegen von Dauerausscheidung nicht etwa auf Grund einzelner
negativer bakteriologischer Untersuchungen entkriftet werden kann, da
es z. B. bei Typhusbacillen-Ausscheidern vorkommt, dalBl selbst nach
40maliger, in regelmiaBigen Abstinden im Zeitraum eines Jahres erfolg-
los ausgefiithrter sorgfiltiger Untersuchung doch noch nachtriglich
wieder positive Befunde erhoben werden. Man mul} in solchen Fillen
80 hiufig und so lange Zeit als moglich fortgesetzt untersuchen; manch-
mal kann man durch geeignete Provokation (leichte Abfithrmittel bei
Typhustrigern, Urethralinjektionen bei chronischer Gonorrhoe) zu dia-
gnostischen Zwecken die scheinbar zum Stillstand gekommene Aus-
scheidung der Keime aufs neue anregen. — Gegeniiber den beiden bis-
her betrachteten Fiéllen, in denen die latente Ausscheidung von Krank-
heitserregern auf Grund eines pathologischen Prozesses erfolgte, gibt es
nun noch eine dritte Moglichkeit latenter Existenz von Krankheits-
erregern im lebenden Korper ohne Vorhandensein eines, sei es klinisch,
sei es anatomisch nachweisbaren Prozesses, ndmlich dann, wenn die
betreffenden Mikroparasiten auf die duBere oder innere Korperober-
flache gelangen, ohne mit dem lebenden Gewebe in irgendwelche Wechsel-
wirkung zu treten und demnichst wie irgendein Fremdkorper aus dem
Organismus wieder ausgeschieden werden. Solche Personen, bei denen
naturgemi die Ausscheidung nur ganz kurze Zeit anhilt, werden

zweckmaflig — gegeniiber den eigentlichen Bacillentrigern — als
»wZwischentrager bezeichnet und sind z. B. bei Cholera unzweifelhaft
festgestellt.

Wenn uns also weder die gelegentliche Inkongruenz des klinischen
und des atiologischen Krankheitsbegriffs noch das Vorhandensein
latenter Infektion an der grundlegenden Bedeutung der Spezifitit
der Krankheitserreger irre machen kann, so miissen wir andererseits
uns die Frage vorlegen, welchen Kriterien ein Kleinwesen geniigen muf,
um als Erreger der betreffenden Infektionskrankheit unzweifelhaft gelten
2u konnen. Da ist es nun das erste und selbstverstindliche Erfordernis,
daB der supponierte Erreger bei allen Fillen der betreffenden Krankheit
regelmaBig vorkommen mufB; dies ist in der Tat bei jeder ansteckenden
Krankheit in den verschiedensten Epidemien zu jeder Jahreszeit und
an jedem Orte der Erde festgestellt worden. Schwierigkeiten kénnen
dadurch entstehen, daf der Erreger nur zu gewissen Zeiten (bei Rekurrens
z. B. nur wihrend der Fieberanfille) nachweisbar ist oder im erkrankten
Organismus rasch zugrunde geht (Pestbacillen in vereiterten Driisen).
Das konstante Vorkommen eines Mikroparasiten bei einer Infektions-
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krankheit beweist jedoch fiir sich allein noch nicht, daf es sich um den
Erreger handelt, da allgemein verbreitete Epiphyten (z. B. Strepto-
kokken der Rachenschleimhaut) bei spezifischen Infektionen (Pocken,
Scharlach, Masern) Misch- und Sekundérinfektionen hervorrufen und
selbst im Blut und in den inneren Organen in allgemeiner Verbreitung
sich finden kénnen. Auch das Verhandensein der sonst so bewihrten
spezifischen Serumreaktionen zwischen derartigen Mikroorganismenund
dem Blute des Erkrankten beweist in solchen Fillen nichts fiir eine
ursidchliche Bedeutung dieser Keime, da solche Serumreaktionen sich
gelegentlich auch gegeniiber den sekundidren Eindringlingen entwickeln
(vgl. das spezielle Kapitel Fleckfieber). Wichtig ist fiir die ursdchliche
Bedeutung eines supponierten Erregers seine charakteristische Verteilung
im Korper und seine typische Lagerung im Verhilinis zu den pathogno-
monischen Gewebsverinderungen (z. B. Tuberkelbacillen im Innern des
Tuberkels, Choleravibrionen und Ruhramében in der Darmschleimhaut).
Aber auch hier mufl mit der Moglichkeit gerechnet werden, daB eine
unspezifische Sekundérinfektion mit bestimmter Lokalisation vorliegt
(wie z.B. bei Schlafkrankheit Kokken in den Hirnhiuten gefunden
wurden). Da, wo es moglich ist, mit dem reingeziichteten Erreger am
Menschen, sei es durch das Experiment oder durch unabsichtliche Uber-
tragung (Laboratoriumsinfektionen) das typische Krankheitsbild zu
erzeugen, ist das natiirlich ein vollgiiltiger Beweis. Der Tierversuch
bietet nur dann dieselbe Sicherheit, wenn das beim Tier erzeugte Krank-
heitsbild im wesentlichen, besonders in bezug auf die charakteristischen
Gewebsverinderungen mit dem menschlichen Krankheitsbilde iiberein-
stimmt. Wo dagegen das Tier nur unter allgemeinen Erscheinungen
erkrankt, beweist dies nichts fiir die ursdchliche Bedeutung des suppo-
nierten Erregers beim Menschen, da derartige pathogene Wirkungen
auch durch nichtspezifische giftige Figenschaften der Leibessubstanzen
vieler Bakterien ausgel6st werden konnen. Selbstverstindlich miissen
folgende Gegenproben erfiillt sein, damit die ursichliche Bedeutung
eines Mikroparasiten sicher gestellt ist: Erstens darf sich das betreffende
Kleinwesen weder bei anderen Krankheiten noch ber Gesunden vorfinden,
abgesehen von den bereits oben besprochenen Fillen latenter Infektion;
zweitens darf die experimentelle Erzeugung des Krankheitsbildes nur mit
dem einen reingeziichteten Erreger, nicht aber mit anderen Arten moglich
setn. In dieser Beziehung ist besonders lehrreich das Beispiel der
Schweinepest, als deren Erreger seiner Zeit der zur weitverbreiteten
Gruppe des Paratyphus gehorige ,,Bac. suipestifer* angesehen wurde,
wihrend es sich spéter herausstellte, daB der wirkliche Erreger ein
filtrierbares Virus ist (UBLENHUTH) und der genannte Bacillus, ein regel-
méfBiger Bewohner des Schweinedarmes, nur eine Sekundirinfektion
darstellte. — Aus allem Vorangegangenen ergibt es sich, dafl die ein-
wandfreie Feststellung der urséchlichen Bedeutung eines Mikroparasiten
meistenteils keine leichte Aufgabe ist. In der Regel erfolgt diese Fest-
stellung auch nicht auf Grund eines einzelnen Merkmals, sondern mit
Beriicksichtigung des gesamten morphologischen und biologischen Ver-
haltens, insbesondere im Tierversuch und gegeniiber den Immunitéts-
reaktionen.
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Soviel iiber die Charakteristik und Spezifitdt des Erregers. Damit
er seine krankmachende Wirkung entfalten kann, miissen eine Reihe
von Bedingungen zum Zustandekommen der Infektion erfillt sein; fehlt
auch nur ein Glied dieser ursichlichen Kette, so bleibt die Infektion
aus. Hierauf beruht die rationelle Bekdmpfung der ansteckenden Krank-
heiten, welche sich bestrebt, diese urséichliche Verkettung an dem oder
den unseren Eingriffen am besten zuginglichen Punkten zu unter-
brechen. Zum Zustandekommen einer infektitsen Erkrankung sind in
jedem Falle folgende Bedingungen erforderlich:

1. Es muB eine Infektionsquelle vorhanden sein, an welcher Wachstum
und Vermehrung der Krankheitserreger stattfindet und von wo aus sie
auf neue Organismen iibertragen werden kénnen. Gegeniiber den An-
schauungen aus é#lterer Zeit, als die Lebensverhiltnisse der Mikro-
parasiten noch gar nicht oder ungentigend bekannt waren, haben die
Forschungen der letzten Jahrzehnte insofern eine grundlegende Anderung
geschaffen, als wir jetzt nicht mehr die unbelebte AuBlenwelt, sondern
den infizierten Menschen (oder fiir die auf den Menschen iibertragbaren
Tierkrankheiten das infizierte Tier) als hauptsichlichste Ansteckungsquelle
ansehen miissen; vgl. betreffs des Verhaltens der Mikroparasiten in der
unbelebten AuBlenwelt im Kap. G. (S. 168). Der Erkrankte oder latent in-
fizierte Mensch wird zur Ansteckungsquelle durch seine Awusscheidungen.
Je reichlicher die Ausscheidung des Virus erfolgt und je leichter unter
natiirlichen Verhiltnissen die den Ansteckungsstoff enthaltenen Se- und
Exkrete aufs neue mit empfinglichen Individuen zusammenkommen,
desto groBer ist die Ansteckungsfihigkeit der betreffenden Seuche. Hierauf
beruht die bei den einzelnen Infektionskrankheiten sehr verschiedene
Rolle, welche die latenten Fille (Keimtriger) in der Ausbreitung der An-
steckung spielen. Am gefihrlichsten sind die Erkrankten, dann die
Dauerausscheider, gerade wegen der Massenhaftigkeit der von ihnen aus-
gehenden Produktion des. Virus. So kommt es, dafl die latenten Falle
in der Epidemiologie des Typhus eine sehr bedeutsame Infektionsquelle
darstellen, bei der Verbreitung der Cholera aber dem gegeniiber sehr
zuriicktreten, weil Choleradauerausscheider nicht bekannt sind und
auch bei den temporiren Cholerabacillentrigern die Ausscheidung meist
nur kurze Zeit anhilt. In gewissen Fillen gelangt der Ansteckungsstoff
aus dem erkrankten Korper iiberhaupt nicht nach auBlen. Solche Fille
,,geschlossener Infektion (unkomplizierte Driisenpest, beginnende Tuber-
kulose) sind iiberhaupt nicht direkt ansteckend. In anderen Fillen, in
denen das Virus nur im Blute zirkuliert, ohne in die natiirlichen Aus-
scheidungen des Kérpers zu gelangen, kommt die Ubertragung unter natiir-
lichen Verhéltnissen nur durch blutsaugende Insekten zustande (Malaria,
Fleckfieber u. a.). Da, wo eine Ausscheidung der Krankheitserreger
nach auBen erfolgt, kann dies teils mit den Krankheitsprodukten (durch-
gebrochene Eiterherde, Hautschuppen bei akuten Exanthemen), teils
mit den natiirlichen Se- und Exkreten geschehen. Das Sekret der Augen-
bindehaut kann die Erreger des Trachoms und anderer infektioser Augen-
entziindungen enthalten; im Nasen- und Rachensekret finden sich die
Erreger der Diphtherie, der Genickstarre, der Influenza, des Schnupfens
sowie insbesondere die Erreger der akuten Exantheme im Beginn der
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Erkrankung. In den Darmentleerungen finden sich die Erreger von
Cholera, Typhus, Ruhr und anderen infektiésen Darmerkrankungen; im
Harn werden hédufig massenhaft Typhusbacillen ausgeschieden; hier
finden sich auch bei anderen Infektionskrankheiten die Erreger (z. B.
Tuberkelbacillen im Harn), wenn die Harnwege selbst erkrankt sind;
dagegen ist die gesunde Niere ein bakteriendichtes Filter. Mit den
Genitalsekreten werden die Erreger von Syphilis, Gonorrhée, Ulcus
molle iibertragen. Endlich ist hier noch der (gegeniiber den extra-
uterinen Infektionen allerdings an Bedeutung und Héufigkeit sehr weit
zuriicktretenden) erblichen Ubertragung der Infektion zu gedenken,
die beim Menschen nur in den seltensten Fillen mit den Keimzellen
selbst (germinative Infektion), hiufiger auf placentarem Wege erfolgt.

2. Die zweite Bedingung zum Zustandekommen der Ansteckung ist
das Vorhandensein eines Infektionsweges, auf welchem die Krankheits-
erreger vom Orte ihrer Produktion zu dem neuen empfindlichen Orga-
nismus gelangen. Der Transport der Infektionserreger erfolgt entweder
direkt von Mensch zu Mensch (bzw. bei den auf den Menschen iibertrag-
baren Tierkrankheiten vom Tier auf den Menschen) oder indirekt durch
Vermittlung der unbelebten Aufenwelt oder belebten Wesen. Der direkte
Kontakt spielt eine um so groflere Rolle, je strenger die betreffenden
Krankheitserreger der parasitischen Existenz angepaf3t sind. Fiir solche
Krankheiten, deren Erreger nur im Innern des Korpers zu gedeihen
vermdgen und nach Ausscheidung aus dem Korper schnell zugrunde
gehen (Influenza, Syphilis) stellt der unmittelbare Kontakt sogar die
ausschlieBliche Moglichkeit der Ubertragung dar. Bei Krankheits-
erregern von groBerer Winderstandsfihigkeit spielt daneben der in-
direkte Kontakt eine erhebliche Rolle, sei es durch Gegenstidnde aus
der unmittelbaren Umgebung des Kranken (Kleider, Wische, EB- und
Trinkgeschirr, sonstige Gebrauchsgegenstinde, Wohnung), sei es durch
die verschiedenen Medien der AuBenwelt, in denen sich die Krankheits-
erreger einige Zeit lebensfihig zu erhalten vermogen; vgl. dariiber im
Kap. G. (S.168). Fiir die indirekte Ubertragung durch belebte Wesen
kénnen Menschen oder Tiere in Betracht kommen: Menschen, insofern
sie entweder rein mechanisch, z. B. durch Beriihrung mit der Hand, die
vom Kranken aufgenommenen Erreger weiterverbreiten oder indem sie
selbst latent infiziert werden. 7'iere konnen die Infektionen dadurch
weiterverbreiten, daB sie entweder selbst erkranken oder die Rolle
von Zwischentrigern spielen (Fliegen bei Cholera, Typhus, Ruhr, an-
steckenden Augenentziindungen) oder endlich, indem sie als Zwischen-
wirte die Krankheitserreger in ihrem Korper zur Vermehrung bringen
und so aufs neue iibertragen. Hierbei kann der Erreger entweder in
derselben Form wieder ausgeschieden werden, in welcher er vom
Zwischenwirt aufgenommen worden war (Pestbacillen in Flghen), oder
es findet im Zwischenwirt nicht nur eine Vermehrung, sondern auch
eine Reifung der Mikroparasiten statt, wie bei den Profozoeninfektionen
durch stechende Insekten und Zecken.

3. Als dritte Bedingung fiir die Ansteckung ist zu nennen, dafl der
Erreger an dem empfinglichen Organismus eine fiir sein Eindringen in
denselben geeignete Hintrittspforte findet. Abgesehen von dem Fall,
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daB der Erreger durch Wunden oder durch Insektenstich direkt ins Blut
oder in die Lymphe gelangt, kénnen alle Teile der dufleren und inneren
Oberfliche unter Umstinden als Eintrittspforte dienen. Hierbei kommt
zunichst der Weg in Betracht, auf welchem der Krankheitserreger von
auBen herantransportiert wird. Unter natiirlichen Verhsltnissen werden
z. B. Krankheitserreger, die an Nahrungsmitteln haften, meistens durch
den Verdauungstractus aufgenommen, ausgehustete infizierte Tropfchen
eingeatmet u. dgl.; damit hingt es zusammen, daB so hiufig dasselbe
Organ gleichzeitig die hauptsichlichste Ausscheidungsstétte und die
wichtigste Eintrittspforte darstellt (Lunge bei Tuberkulose, Rachen bei
Diphtherie). Doch trifft dies nicht immer zu, es sei nur an die Uber-
tragung von gonorrhoischem Genitalsekret auf die Augenbindehaut, sei
es durch direkte Beriihrung oder durch Badewasser, erinnert. An der
Eintrittspforte selbst kommen fiir das Zustandekommen oder Ausbleiben
der Infektion einerseits die Schutzvorrichtungen oder umgekehrt die ort-
lichen Schidigungen an der betreffenden Korperstelle, andererseits die
spezifische Anpassung des betreffenden Krankheitserregers an bestimmite
Gewebe in Betracht. Die ortlichen Schutzvorrichtungen sind sehr mannig-
faltiger Natur. Teilweise handelt es sich um rein mechanischen Schutz,
z. B. durch die verhornte und wegen ihres Fettgehaltes schwierig benetz-
bare Oberhaut (worauf es beruht, daf die unverletzte Haut fiir die
meisten Infektionserreger undurchgéngig ist) oder durch die verschleimte
Oberfliche des Magendarmtractus oder durch aktive Flimmerbewegung
des Epithels, wodurch die etwa herangelangten Krankheitserreger wieder
beseitigt werden. In anderen Féllen beruht die Schutzwirkung auf
chemischen oder biologischen Wirkungen, wie z. B. der sauren Reaktion
des normalen Magensaftes (insbesondere gegeniiber Choleravibrionen),
sowie der durch die normale Bakterienflora der Vagina zustande
kommenden selbstreinigenden Kraft.

Im Gegensatz zu den ortlichen Schutzvorrichtungen stehen die ver-
schiedenen Momente, welche eine Verringerung der Widerstandsfihigkeit
an der Eintrittspforte bedingen. Ein Locus minoris resistentiae kann
entweder natiirlicherweise vorhanden sein (wie z. B. Epithelliicken in
den Tonsillen, Sekretstauung in der Appendix, verlangsamter Lymph-
abfluB in den Bronchien der Lungenspitze bei verengter oberer Thorax-
apertur und dadurch bedingte Pridisposition fiir Tuberkulose) oder in-
folge duBerer Schiadigung eintreten. Hierher gehort die durch gewshnliche
gastrointestinale Stérungen geschaffene Schidigung des Diinndarm-
epithels gegeniiber Cholera, die Begiinstigung der tuberkul6sen Infektion
der Lunge durch Einatmung gewisser Staubarten u. dgl. Endlich kommt
die spezifische Anpassung des Krregers gegeniiber einer bestimmten
Eintrittspforte in Betracht, z. B. des Cholerabacillus gegeniiber dem
Diinndarmepithel, des Gonococcus gegeniiber dem Zylinderepithel der
Cervix und der Urethra, wihrend das derbere Plattenepithel der Vagina
nicht angegriffen wird. In anderen Fillen ist es nicht das Gewebe,
sondern die besondere Konfiguration an der Eintrittspforte, z. B. der
LuftabschluBl bei gewissen Wunden, die zu anaeroben Wundinfektionen
disponieren. Manche Krankheitserreger sind nicht nur an eine, sondern
an verschiedene Eintrittspforten angepaft und es entstehen dann je
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nach dem Ort des Eindringens ganz verschiedene Krankheitsbilder, wie
schon mehrfach erwidhnt (Driisenpest und Lungenpest, skrofulése Driisen-
verdnderungen und Lungenschwindsucht). In diesen Fillen kommt fiir
die Wahl der Eintrittspforte nicht nur der Gufere Infektionsweg, sondern
auch die quantitativen Verhiltnisse der Virusmenge und Virulenz in
Betracht. So erfolgt die tuberkulose Infektion der Lunge schon durch
ganz vereinzelte Tuberkelbacillen, die Aufnahme des Virus durch den
Darm aber erst bei einer millionenfach gréBeren Dosis (FLieaE); anderer-
seits scheint das Zustandekommen der Lungenpest eine wesentlich héhere
Virulenz des Erregers vorauszusetzen als sie bei der Driisenpest vorliegt,
worauf die sehr verschiedene Héufigkeit beider Typen der Infektion in
verschiedenen Pestepidemien beruhen diirfte. — Das Hindringen der
Krankheitserreger erfolgt entweder durch passive Verschleppung durch
den Lymph- und Blutstrom oder durch aktives Eindringen der mit Eigen-
bewegung begabten Parasiten; so dringen Ruhramében und Trichinen
durch die unverletzte Darmschleimhaut, Ankylostomalarven (Looss)
sowie Spirochdten durch die unverletzte Haut ein. — Ob der durch
den Erreger ausgeloste KrankheitsprozeB auf die Eintrittspforte be-
schrankt bleibt oder ihre nihere oder weitere Umgebung ergreift oder
endlich sich iiber den ganzen Korper verbreitet und auf welchen Wegen
(Blut, Lymphe, Nervenbahnen) diese Verbreitung erfolgt, hingt von
der eingangs dieses Abschnittes besprochenen spezifischen Anpassung
des betreffenden Kleinwesens ab. Hier sei nur noch erwihnt, daB fiir
manche Allgemeininfektionen (Pest) gerade das Fehlen einer ortlichen
Erkrankung an der Eintrittspforte charakteristisch ist.

4. Die letzte Bedingung zum Zustandekommen einer Infektion ist
die Empfinglichkeit des befallenen Individuums. Ebenso wie wir am
Eingange dieses Abschnittes von seiten der Mikroorganismen ver-
schiedene Grade der Anpassung an die parasitische Existenz und dem-
gemif eine ganz verschiedene Entwicklung ihres pathogenen Vermogens
kennen gelernt haben, so bestehen auch analoge graduelle Unterschiede
in der Empfanglichkeit verschiedener Arten und Individuen gegeniiber
einem und demselben Krankheitserreger. Die letzten biologischen Ur-
sachen, welche die Empfianglichkeit sowie auf der anderen Seite die
angeborene oder erworbene Immunitit gegeniiber einem Krankheits-
erreger bedingen, werden wir im nichsten Abschnitt kennen lernen.
Hier sei nur auf die quantitativen Uniterschiede der Empfinglichkeit des
Menschen je nach Individuen, Alter, Geschlecht, Rasse, értlichen, zeit-
lichen und sozialen Verhilinissen hingewiesen. Die individuelle Dis-
position kann bei den einzelnen Menschen gegeniiber gewissen Infektionen
(Cholera, Typhus, Genickstarre) sehr erhebliche Verschiedenheiten
zeigen, wihrend sie gegeniiber anderen ansteckenden Krankheiten
(Masern, Pocken, Fleckfieber) fast ganz allgemein und gleichmaBig
verbreitet ist. Zum Teil beruhen diese Verschiedenheiten auf der mehr
oder minder hohen Ausbildung der bereits besprochenen Schutz-
vorrichtungen an der Eintrittspforte, zum Teil aber auch auf bio-
logischen Vorgingen im Innern des Organismus. Diese kénnen sich
entweder im ganz spezifischen Sinne nur gegen bestimmte Krankheits-
erreger richten (vielleicht infolge erworbener teilweiser Immunitit nach
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frither bereits iiberstandener leichtester oder klinisch latenter Erkran
kung), oder es handelt sich um eine mehr oder minder ausgebildete all-
gemeine Resistenz des Korpers, wobei als ungiinstige Faktoren Hunger,
Ermiidung, Diabetes — als giinstig wirkende Momente gute Ernahrungs-
verhiltnisse, Abhirtung u. dgl. zu nennen sind. Solche Momente sind es,
die fiir das starkere Vorherrschen der Seuchen im Kriege und in den
drmeren Bevolkerungsschichten mit verantwortlich zu machen sind. Auch
die verschiedene Disposition nach verschiedenen Altersklassen beruht zum
groBen Teil auf diesen allgemeinen physiologischen Verhiltnissen; dazu
kommen allerdings noch besondere Ursachen, die einerseits eine erhéhte
Empfanglichkeit des frithesten Kindesalters, z. B. gegeniiber Magen-
darmkrankheiten infolge der gréBeren Durchlissigkeit des Darmepithels,
andererseits eine erhhte Gefahr mancher Infektionen fiir den alternden
Organismus, z. B. Tuberkulose und Fleckfieber infolge geringerer Wider-
standskraft der Gewebe, bedingen. Die Tatsache der relativen Un-
empfinglichkeit Erwachsener gegeniiber einer Reihe von Infektionen,
die als typische Kinderkrankheiten auftreten (akute Exantheme, Mumps,
Keuchhusten), erklirt sich ohne weiteres durch die infolge Uberstehens
der Krankheit im Kindesalter erworbene Immunitit. Wo eine solche
Durchseuchung fehlt, z. B. auf Inselgruppen, die fern vom menschlichen
Verkehr gelegen und deshalb jahrzehntelang von Masern verschont ge-
blieben sind, treten die Masern dann nach erfolgter Einschleppung auch
ebenso wie sonst bei den Kindern ganz gleichmé8ig bei den empfanglichen
Erwachsenen auf. Auf dieser Tatsache der Durchseuchung ganzer Volks-
stimme beruhen auch manche .Erfahrungen iiber Rassenimmunitét.
Es ist bekannt, dafl in tropischen Malariagegenden die zugewanderten
Européer sehr empfinglich fiir Malaria sind, wihrend die erwachsenen
Eingeborenen scheinbar verschont bleiben; dies liegt aber nur daran,
daB diese die Krankheit, die dort als typische Kinderkrankheit auftritt,
in frithester Jugend durchgemacht haben und dadurch immunisiert sind
(R. Koca). Auf ganz dhnlichen Verhéltnissen beruht die auch im Welt-
kriege wieder hiufig gemachte Erfahrung, daf Angehorige eines Volkes,
unter dem das Fleckfieber endemisch herrscht (Russen, Bewohner
des Orients), von der Seuche eher verschont bleiben oder jedenfalls
in viel ungefdhrlicherer Form an ihr erkranken als unsere deutschen
Stammesangehérigen, bei denen eine solche Schutzwirkung infolge
mangelnder Durchseuchung fehlt. Unerklirt ist noch die auffallende
Tatsache, daBl in den ersten Lebensjahren das weibliche Geschlecht
eine viel geringere Widerstandsfihigkeit gegeniiber dem Keuchhusten
zeigt als das ménnliche. Bei der ortlichen Disposition fiir gewisse
Infektionskrankheiten handelt es sich oft nicht um Verschiedenheiten
der Empfanglichkeit als vielmehr darum, daB infolge der verschiedenen
Verhéltnisse von Klima und Lokalitit die verschiedenen Bedingungen
der Infektion in ganz verschiedenem Grade gegeben sind oder fehlen.
So bedingt z. B. das Fehlen der fiir Malaria bzw. Gelbfieber als spezifische
Zwischenwirte fungierenden Miickenarten das Freisein der betreffenden
Gegend von diesen Seuchen. Daneben sind aber doch auch Verschieden-
heiten in der individuellen Empfinglichkeit je nach der Ortlichkeit an-
zunehmen, wie sich das z. B. bei Madusen verschiedener Zucht direkt

5*
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nachweisen 1468t und wobei die fiir eine bestimmte Ortlichkeit charakte-
ristische Empfinglichkeit bzw. Resistenz nach Verpflanzung an einen
anderen Ort nach einiger Zeit sich vollstindig veradndert (vielleicht in-
folge verschiedener Erndhrungsverhidltnisse und entsprechender Aus-
bildung der Darmflora). Auch fiir die zeitlichen Verschiedenheiten in
der Empfanglichkeit gilt dasselbe; hier sind es meistens die verschieden
entwickelten dulleren Bedingungen der Infektion, welche die ausschlag-
gebende Rolle spielen (Ubertragung infektioser Darmerkrankungen durch
Fliegen findet haufiger in der warmen Jahreszeit statt, wiahrend die
kalteren Monate infolge des engeren Zusammenwohnens die Gelegenheit
fiir direkte Ubertragungen vermehrt). Andererseits ist freilich auch zu
gewissen Zeiten die Empfanglichkeit des Organismus selbst erhoht, z. B.
im Sommer gegeniiber infektivsen Darmkrankheiten infolge von Diit-
fehlern, im Winter gegeniiber Ansteckungen der Atmungsorgane infolge
von Erkéltung). In vielen Fillen ist das, was man &rtliche und zeitliche
Disposition nennt, nur indirekt von den Verschiedenheiten von Zeit
und Ort und in erster Linie vielmehr von den aus diesen Verhéltnissen
sowie von den sozialen Bedingungen hervorgegangenen verschiedenen
Lebensgewohnheiten abhingig. Unterschiede in der Lebenshaltung und
Reinlichkeit sowie im Verkehr und Beruf ergeben ebensoviele Ver-
schiedenheiten in der Haufigkeit der Ansteckung, wie sich das ins-
besondere bei den Infektionskrankheiten der Schulzeit sowie bestimmter
Berufe und Gewerbe zeigt.
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E. Immunitiit.

1. Allgemeines.

Ein Organismus ist émmun oder unempfinglich gegen eine Infektions-
krankheit, wenn trotz Vorhandenseins aller #dulleren zum Zustande-
kommen der Infektion erforderlichen Bedingungen der in ihn ein-
gedrungene Krankheitserreger dennoch seine pathogene Wirkung nicht
zu entfalten vermag. Die Immunitit kann vollstindig oder unvollstindig
sein und entweder eine Eigentiimlichkeit der Art oder des Individuums
darstellen; die Immunitit ist entweder eine natiirliche oder erworbene.
Der Ausdruck ,,angeborene Immunitat® ist zu vermeiden, weil er eine
verschiedene Deutung zuliBt, indem es sich entweder um eine natiirliche
Eigentiimlichkeit der Art oder eine Ubertragung erworbener Immunitét
von der Mutter auf das Kind (ererbte Immunitiat) handeln kann. Die
natiirliche Immunitit ist von der erworbenen vollstdndig verschieden;
die nach Uberstehen einer Infektionskrankheit im Kérper vorgehenden
Verinderungen, welche das betreffende Individuum einer nochmaligen
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Infektion demselben Erreger gegeniiber unempféinglich machen, erfolgen
keineswegs in dem Sinne, daB dadurch die Verhiltnisse eines natiirlich
immunen Organismus hergestellt wiirden. Auch ist dies um so weniger
moglich, als weder die erworbene noch die angeborene Immunitit, wie
wir sehen werden, einen biologisch einheitlichen Zustand des Korpers
darstellen, sondern vielmehr in ihren Ursachen sehr mannigfaltiger Natur
sein kénnen. Sowohl die natiirliche wie die erworbene Immunitét konnen
sich nicht nur gegen belebte Infektionserreger, sondern auch gegen ihre
freien Gifte und ebenso auch gegen gewisse von héheren Pflanzen und
Tieren produzierte Gifte eiweiflartiger Konstitution richten.

Wenn wir nach den Ursachen der natiirlichen Immumitit fragen, so
miissen wir uns vergegenwirtigen, dafl in dem Verhéltnis zwischen
Kleinwesen und héheren Organismen die Empfinglichkeit der letzteren
fiir die Infektion nicht etwa die Regel, sondern vielmehr die Ausnahme
darstellt. Den einigen Dutzenden bekannter pathogener Arten stehen
unzihlige harmlose Saprophyten gegeniiber; andererseits sind auch unter
den pathogenen Arten nur wenige (Milzbrandbacillus) fiir ganze Klassen
von Tieren pathogen, andere hingegen nur fiir sehr wenige oder gar eine
einzige Tierspecies. So gibt es einerseits menschliche Infektionskrank-
heiten, die auf keinerlei Tiere iibertragbar sind (menschliche Malaria),
andererseits ist auch der Mensch gewissen Tierkrankheiten gegeniiber
vollstindig unempfinglich (Rinderpest). Schon im vorigen Abschnitt
wurde dargelegt, daB die eigentliche Ursache fiir die pathogene Wirkung
der Krankheitserreger darin besteht, dal sie im empfinglichen Organis-
mus sich zu vermehren vermégen. Die Frage liegt also nahe, was das
Schicksal der Mikroorganismen ist, wenn sie in einen unempfinglichen
Organismus gelangen. Solche Versuche sind hiufig gemacht worden mit
dem FErgebnis, da stets binnen kurzer Zeit (weniger Stunden) die in
die Blutbahn oder die Kérperhshlen unempfinglicher Tiere, selbst in
sehr groflen Mengen, eingebrachten Mikroorganismen zugrunde gehen.
Es findet entweder Auflosung der Keime in den Korperfliissigkeiten' oder
Aufnahme in das Innere von Leukocyten und fixen Gewebszellen (be-
sonders in der Milz und im Knochenmark) statt, wo sie der verdauenden
Titigkeit der Zellen zum Opfer fallen; solche Zellen werden daher als
Frefzellen ( Phagocyten ) und der Vorgang selbst als Phagocytose (METSCH-
NIKOFF) bezeichnet. Wenn die krankheitserregenden Mikroorganismen,
im Gegensatz zu den Saprophyten, diesen zerstérenden Abwehrkriften
des Organismus nicht erliegen, so miissen sie offenbar tiber Schutz-
vorrichtungen verfiigen, gegen welche die mikrobiziden Kréfte des Orga-
nismus nicht aufkommen. Solche Schutzvorrichtungen sind tatséchlich
nachgewiesen. Teilweise handelt es sich um geloste Stoffe (von KrRUSE
als Lysine, von Bam. als Aggressine bezeichnet), welche die schon

1 Auch auBerhalb des lebenden Korpers iibt das Blutserum auf die ein-
gebrachten Bakterien eine abtétende Wirkung aus, und zwar in verschiedenem
Grade gegenitber den verschiedenen Arten, wobei jedoch eine strenge. Uberein-
stimmung zwischen der baktericiden Wirkung in wvitro und der Unempfanglich-
keit gegeniiber derselben Art im Tierversuch nicht besteht; dies deutet darauf
hin, dafi die bei der baktericiden Wirkung des Blutserums beteiligten gelosten
Stoffe (Alexine nach BUcHNER) nicht die einzigen Faktoren sind, welche die
natiirliche Immunitit bedingen.
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erwihnten bakterienauflosenden Stoffe des Blutserums neutralisieren;
teilweise haften die Schutzvorrichtungen der Leibessubstanz der Erreger
selbst an, und manchmal 148t sich sogar eine Verinderung der Bakterien
wahrend ihres Aufenthaltes im Tierkorper im Sinne der Ausbildung
einer schiitzenden Hiille (Kapselbildung) direkt beobachten, die von
BarL mit dem Namen des ,.tterischen Zustandes® der Krankheitserreger
bezeichnet wird und hiufig mit der spéter zu erwihnenden ,,Serum-
festigkeit” (Widerstandsfihigkeit gegen die Immunkérper des Serums)
einhergeht. Das Vorhandensein oder Fehlen der Aggressine (Lysine)
einerseits, der Alexine andererseits gibt eine Erklirung fiir das Vorliegen
natiirlicher Empfénglichkeit oder Immunitdt. Doch ist dies nur eine
der verschiedenen Erklirungsméglichkeiten. In anderen Fillen kommen
nachgewiesenermaflen andere Ursachen fir das Zugrundegehen der
Kleinwesen im unempfinglichen Organismus in Betracht. So kann z. B.
bei Kaltbliitern, sowie beim winterschlafenden Saugetier die Entwick-
lung der Mikroparasiten wegen der zu niedrigen Temperatur des Kérpers
nicht zustande kommen, tritt aber sofort ein, wenn diese Hemmung
durch Aufenthalt des Kaltbliiters bei Bruttemperatur (Milzbrand bei
Froschen) oder Erwachen aus dem Winterschlaf (Pestbacillen und
Trypanosomen beim Murmeltier) ausgeschaltet wird. Die Immunitit
der Vogel gegeniiber den meisten fiir Siugetiere pathogenen Mikroben
scheint umgekehrt, wenigstens teilweise, auf der hoheren Korper-
temperatur der ersteren zu beruhen. In anderen Fillen, z. B. bei der
Resistenz der Ratten gegen Milzbrandinfektion, scheint die hohe Alkales-
cenz ihres Blutes dem Wachstum der Milzbrandbacillen im Koérper
hinderlich zu sein. Ganz andere Verhiltnisse endlich sind es, welche
die natiirliche Resistenz gegen Gifte bedingen. Bei manchen unempféng-
lichen Tieren, wie z. B. bei der Schildkréte, ist das Tetanusgift lange
Zeit unverindert im Blute nachweisbar; hier handelt es sich offenbar
nicht um eine Zerstorung oder Bindung des Giftes, sondern die Un-
empfinglichkeit kommt gerade dadurch zustande, daB die Gewebe
dieser Tiere keine Affinitit zu dem Gift aufweisen, welches demnach
im Blute wie ein indifferenter Korper zirkuliert.

So vielfiltig nach dem Vorangegangenen die Faktoren sind, welche
die natiirliche Immunitiat gegen Mikroparasiten und Gifte bedingen, so
ist ihnen allen doch im Vergleich zu der erworbenen Immunitdt das
eine Merkmal gemeinsam, daf3 die natiirliche Immunitit, soweit bisher
bekannt, durch Injektionen des Blutserums eines unempfinglichen auf
ein empfingliches Tier nicht iiberiragen werden kann. Dies ist aber bei
der kiinstlichen (erworbenen Immunitéidt) der Fall, und man bezeichnet
diese durch kiinstliche Ubertragung des Blutserums verlichene Un-
empfinglichkeit als passive Immunitdt im Gegensatz zu der durch die
eigene Abwehrtitigkeit des Organismus erarbeiteten aktiven Immunitdt.
Ob aktiven oder passiven Ursprungs, die erworbene Immunitit richtet
sich nur gegen den Erreger derjenigen Infektionskrankheit, durch deren
Uberstehen die Immunitiat erworben wurde. Das Gesetz der Spezifitit
des Erregers gilt also fiir die Immunitit ebenso wie fiir die Infektion. Die
aktive Immunitit kommt nicht nur durch das Uberstehen der betreffenden
Infektionskrankheit, also nicht nur nach der Einverleibung der lebenden
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Infektionserreger, sondern ebensowohl nach Verimpfung der durch vor-
sichtige Abtotung der Mikroben in méglichst unverindertem Zustande
erhaltenen Leibessubstanzen der Erreger zustande. Dies bestitigt die im
vorigen Abschnitt gewonnene Erfahrung, daf die pathogene Wirkung
der Krankheitserreger in letzter Linie auf den durch sie erzeugten Giften
beruht. Diese soeben ausgesprochenen Sitze sind das Fundament fiir
die ganze theoretische und praktische Immunititslehre. In praktischer
Beziehung ist die Frucht der Erkenntnis, daB die Immunitit nicht allein
durch Uberstehen der betreffenden Infektionskrankheit, sondern auch
durch Einverleibung der abgetoteten (oder auch nur abgeschwiichten)
Mikroparasiten erworben wird, die Schutzimpfung; ebenso ist die Er-
kenntnis der passiven Immunisierung die Grundlage fiir die Serum-
therapie. Zwar war die Tatsache, daB Immunitit auch durch Uber-
stehen leichtester klinischer Erkrankung erworben wird, schon eine
alte volkstiimliche Erfahrung, und auf ihr beruhte die schon seit Jahr-
hunderten geiibte Variolation. Im Zusammenhang hiermit brachte dann
die dtiologische Erkenntnis der Infektionskrankheiten als praktisches
Ergebnis die Schutzimpfungen mit lebenden abgeschwichten Erregern,
z. B. gegen Milzbrand und Hundswut (PAsTEUR). Heute wissen wir,
daB auch die seit iiber einem Jahrhundert von JENNER wissenschaftlich
begriindete Schutzpockenimpfung (Vaccination) in diese Klasse gehort,
wenn auch zur Zeit ihrer Entdeckung der biologische Zusammenhang
zwischen Variola- und Vaccinevirus noch nicht erkannt war. DaB aber
auch durch abgetotete Krankheitserreger Impfschutz erreicht werden
kann, ist erst eine Errungenschaft der letzten 50 Jahre, und diese
praktisch zuerst von FERRAN und dann insbesondere von HAFFKINE
geiibte Methode erhielt ihre gesicherte wissenschaftliche Grundlage erst
durch den von PrerrreER und KoLk gefithrten Nachweis, daB nach
der Schutzimpfung mit dem abgetéteten Erreger im Blute des Geimpften
dieselben Schutzstoffe auftreten wie nach Uberstehen der betreffenden
Infektionskrankheit. Hiermit kommen wir wieder auf die wissenschaft-
liche Erkldrung der Immunitéit, als deren grundlegende Tatsache es an-
zusehen ist, da bei der erworbenen Immunitit im Blute geléste Stoffe
vorhanden sind, deren Wirkung spezifisch nur gegen den betreffenden
Krankheitserreger gerichtet und deren Existenz unwiderleglich durch
die Moglichkeit ihrer rein mechanischen Ubertragung bei der passiven
Immunisierung bewiesen ist. Diese gelosten Immunkiorper im Blute sind
nun nicht etwa blofe Umsetzungsprodukte der in den Organismus ein-
gefithrten Gifte mikroparasitéiren oder anderen Ugsprungs, etwa in dem
Sinne, daB das eingefiihrte Gift sich im lebenden Kérper in die Immun-
substanz verwandelt. Dagegen sprechen schon die quantitativen Ver-
haltnisse, indem z. B. bei der Immunisierung eines Pferdes gegen Tetanus
die hunderttausendfache Menge von Antitoxin erhalten wurde, als der
eingefilhrten Giftmenge entsprach (KNorr). Die Immunkérper sind
vielmehr Reaktionsprodukte der lebenden Zellen des Kérpers und die
im Blutserum befindlichen Immunkérper stellen nur den Uberschuf
der vom lebenden Gewebe gebildeten Antikoérper dar. Dies erklirt,
daB das Fehlen solcher gelésten Immunsubstanzen im Blute noch keines-
wegs das Erloschensein der Immunitit selbst bedeutet; gerade bei den
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Pocken, die eine auBerordentlich dauerhafte, jahrzehntelange Immunitit
hinterlassen, sind geldste Antikérper im Biute nur kurze Zeit nach-
weisbar. Ahnlich liegen die Verhaltnisse beim Fleckfieber. Man muB
also offenbar eine dauerhafte Gewebsimmunitit (histogene Immunitit) von
einer mehr oder minder wvoriibergehenden humoralen Immunitit unter-
scheiden. Vollends bei der passiven Immunisierung, wo die geldsten
Antikérper nicht Produkte der eigenen Zelltitigkeit, sondern von auflen
mechanisch eingefithrt sind, bemiBit sich die Dauer ihrer Anwesenheit
nur nach Wochen, da sie vom ersten Tage an im Stoffwechsel umgesetzt
und bald vollig ausgeschieden werden. Die passive Immunitdt ist also
im Gegensatz zur aktiven nur ganz voriibergehender Natur.

Bevor wir die in den letzten Sitzen schon prinzipiell dargelegte
Entstehung der Immunsubstanzen aus dem lebenden Gewebe im ein-
zelnen naher betrachten, miissen wir zunichst die verschiedenen Klassen
der sog. Immunsubstanzen, die sich im Blutserum geldst finden, kennen-
lernen. Nicht von allen diesen beim ImmunisierungsprozeB entstehenden
Antikorpern kénnen wir mit Bestimmtheit aussagen, daB sie an der er-
worbenen Unempfinglichkeit des Organismus gegen erneute Infektion
ursichlich beteiligt sind. Bei einigen von ihnen, deren Wirkung direkt
gegen den Erreger oder seine Gifte gerichtet sind, steht diese Schutz-
wirkung allerdings fest. Hierher rechnen wir die Antitoxine, welche die
Gifte der Krankheitserreger neutralisieren, — ferner die Bakteriolysine,
welche die eingedrungenen Erreger selbst auflosen und unschadlich
machen —, ferner die Opsonine und Bakteriotropine, welche manche
Erreger in spezifischer Weise so beeinflussen, dafl sie von den Phago-
cyten aufgenommen und verdaut werden. — Dann aber finden sich im
Blutserum des immunisierten Organismus verschiedene Klassen von
spezifischen gelosten Stoffen, die zwar durch physikalisch-chemische
Reaktionen mit den Leibessubstanzen oder Stoffwechselprodukten der
Erreger nachweisbar sind, von denen es aber mindestens zweifelhaft
ist, ob sie mit der erworbenen Unempfinglichkeit des Organismus gegen
erneute Infektion etwas zu tun haben, und deren Entstehung man daher
wahrscheinlich als Begleiterscheinung des eigentlichen Immunisierungs-
prozesses anzusehen hat. Hierher gehéren die Agglutinine, welche die
Bakterienleiber selbst ausfillen — die Prdcipitine, welche eine analoge
Reaktion mit gelésten Stoffwechselprodukten der Erreger geben — die
Meiostagmine, welche mit diesen gelosten Produkten eine andere durch
Verénderung der Oberflichenspannung und dadurch bedingte Ver-
ringerung der Tropfengréfle sich offenbarende Reaktion geben. — Weiter
finden sich im Blutserum geloste Stoffe (BorpErsche Antikirper,
Reagine), deren Vorhandensein direkt iiberhaupt nicht erkennbar ist,
weil sie mit den Mikroparasiten und ihren lgslichen Produkten keine
unmittelbar wahrnehmbare weder biologische noch physikalisch-chemi-
sche Reaktion geben, und deren Existenz nur indirekt daraus zu erschlieBen
ist, daB sie bei ihrer Verbindung mit den Erregern oder ihren Produkten
eine dritte Substanz, das sog. Komplement, an sich ketten, das sonst
im frischen Blutserum durch bestimmte Methoden nachweisbar wére;
vgl. weiter unten das Kap. Komplementbindung. — Endlich aber
finden sich im immunisierten Organismus geldste Stoffe, die, weit
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entfernt, dem Korper eine Schutzwirkung zu verleihen, umgekehrt
sogar zu Gesundheitsschiidigungen im Sinne einer Uberempfindlichkeit
gegeniiber erneuter Infektion Anlaf geben; man nennt diesen Zustand,
weil er das gerade Gegenteil der Verhiitung (Prophylaxe) der Infektion
darstellt, Anaphylaxie. — Die biologischen Reaktionen, mit welchen
der Organismus das Eindringen von Mikroparasiten oder ihren Giften
beantwortet, sind also nicht sémtlich in teleologischem Sinne als Schutz-
wirkungen aufzufassen. Man bezeichnet daher zweckméafig nach dem
Vorgange v.PrQUETs die Umstimmung des Korpers gegeniiber einer
nochmaligen Infektion als Allergie. Diese Allergie, welche sowohl
Schutzwirkung als auch Uberempfindlichkeit einschlieBt, kommt nun
aber nicht nur, wovon wir bei der urspriinglichen Betrachtung der
Immunitit ausgegangen waren, durch Parasiten oder ihre Gifte, sondern
durch jedes andere artfremde Eiweill zustande. Man nennt alle Sub-
stanzen, welche im Organismus Antikérper erzeugen, Antigene, mogen
sie nun Leibessubstanzen lebender Krankheitserreger oder ungeformte
Eiweifistoffe sein. Wegen ihrer sinnfilligen Wirkung sind insbesondere
die nach Injektion von roten Blutkérperchen einer fremden Tierart auf-
tretenden Antikorper (Hédmolysine) studiert worden. Diese 16sen im
Reagensglase die Blutkorperchen der Tierart, von welcher das zur In-
jektion verwendete Blut stammt, und zwar in streng spezifischer Weise
nur diese, auf; z. B. 16st das Blutserum eines mit Hammelblut vor-
behandelten Kaninchens nur Hammelblutkoérperchen, nicht aber Blut-
korperchen irgendeiner anderen Tierart. Die gegen ungeformte Eiweil3-
stoffe gebildeten Antikérper lassen sich durch ihre précipitierende
oder komplementbindende Wirkung, die stets nur gegen das Antigen
gerichtet ist, das zur Vorbehandlung gedient hatte, nachweisen. Die
Tatsache, daB jedes andersartige Eiweill im Organismus Bildung von
Antikorpern auslost, 14Bt sich nur verstehen, wenn wir die neueren
Forschungen iiber Eiweillernihrung und EiweiBassimilation beriick-
sichtigen. Téaglich nimmt der Organismus mit der Nahrung fremdartige
tierische und pflanzliche EiweiBstoffe auf; diese werden aber in der
Darmschleimhaut nicht als solche resorbiert, sondern vorher in ihre
Bausteine (Aminosguren u. dgl.) zerlegt, aus denen der lebende Organis-
mus dann wieder sein arteigenes Eiweill synthetisch aufbaut. Unter
normalen Verhéltnissen ist also die Darmwand der Schutzwall, welcher
die Gewebe vor Uberschwemmung mit fremdem EiweiB, das die art-
eigene Natur der Gewebe storen wiirde, bewahrt. Tritt aber fremdes
Eiweil} auf parenteralem Wege, d.h. unter Umgehung dieser Schutz-
vorrichtung des Darmes, also z. B. nach Injektion in die Blutbahn,
an die lebenden Zellen heran, so ruft es von seiten dieser letzteren
Reaktionen hervor, die unter normalen Verhiltnissen nicht eintreten
und die zur Bildung der Antikérper im immunisierten Organismus
fihren. Zur Veranschaulichung der hierbei stattfindenden biologischen
Vorgéinge hat EHRLICH eine geistvolle ,,Seitenkettentheorie’ aufgestellt.

Nach dieser Theorie mufl man sich vorstellen, daf das bei jeder
Tierart spezifisch konstituierte Molekiil des lebenden Eiweill aus einem
Kern (dem Triger der eigentlichen Lebensvorginge) und aus Seiten-
ketten besteht, welchen die Aufnahme der Niahrstoffe und die Abwehr
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fremder Stoffe obliegt. Diese Seitenketten miissen offenbar in
sehr grofer Zahl und verschiedener Art vorhanden sein, so da8 die
zahlreichsten und mannigfaltigsten Reaktionen erméglicht sind. Man
kann sich das Verhiltnis der Seitenketten zum Leistungskern etwa in
derselben Form denken, wie in den aromatischen Verbindungen die
mannigfaltigsten substituierten chemischen Gruppen am Benzolkern
héngen. Jede Seitenkette reagiert nur mit einer bestimmten eiweiB-
artigen Substanz, wie solche elektive Reaktionsfihigkeit ja auch schon
aus der Chemie der viel einfacheren Zuckerarten bekannt ist und von
E. FiscrER durch den Vergleich mit Schliissel und Schlof veranschau-
licht wird. So wie ein kompliziertes Schlof nur den dazu gehéorigen
Schliissel aufzunehmen vermag und mit keinem anderen gesffnet werden
kann, so reagieren bestimmte Zucker- und EiweiBarten nur auf be-
stimmte Fermente, und so vermdgen bestimmte Seitenketten nur be-
stimmte zu ihnen passende Eiweillstoffe aufzunehmen und zu verar-
beiten. Daher werden die Seitenketten von ExrrIcH auch als Receptoren
bezeichnet, und zwar als Receptoren erster, zweiter oder dritter Ordnung,
je nachdem sie nur an einer oder mehreren Stellen die von auBen heran-
tretenden EiweiBkorper verankern kénnen (dhnlich wie ja schon bei
den verschiedenen chemischen Elementen eine verschiedene Wertigkeit
[Valenz] besteht). Der Unterschied in dem Verhalten der Receptoren
gegeniiber Nihrstoffen einerseits und artfremdem Eiweil andererseits
besteht nun in folgendem: Nibrstoffe werden sogleich nach ihrer Auf-
nahme dem Leistungskern des lebenden Plasmas zugefithrt, dort assi-
miliert oder weiterverarbeitet; fremde EiweiBstoffe aber werden von
den Receptoren gebunden und nach erfolgter Bindung von dem Leistungs-
kern samt dem Receptor abgestoflen, da sie fiir das lebende Plasma
unbrauchbar sind. Fiir die durch diese Bindung verloren gegangenen
Seitenketten (und zwar nur fiir diese eine auf das fremde Eiweil} spezi-
fisch abgestimmte Art derselben) wird nun Ersatz geleistet, und zwar
geschieht dies nach dem fiir jede unter anhaltender Reizwirkung er-
folgende Regeneration geltenden Gesetz der kompensatorischen Hyper-
trophie (WEIGERT) in erhchtem MaBe, so daB3 die reichlich gebildeten
Receptoren schlieflich in freiem Zustande in das kreisende Blut ab-
gestoBen werden. Diese freien Receptoren (HAPTENE) im Blute, die dann
bei erneuter Einfiilhrung des betreffenden spezifischen artfremden Ei-
weifles -dieses schon im Blute selbst binden und unschidlich machen,
bevor es iiberhaupt an die lebenden Zellen heranzutreten vermag,
sind identisch mit den Immunsubstanzen oder Antikérpern. Auch
geht aus der Art ihrer Bildung unmittelbar hervor, dafl sie streng
spezifisch nur gegen dasjenige Antigen wirken, das ihre Bildung ver-
anlaBt hatte. Denn nur die auf dieses eine Antigen abgestimmten Recep-
toren wurden ja in reichlicherer Menge als sonst erzeugt und schlieBlich
frei in die Kérpersifte abgestoBen. Auch die Erklirung einer dauerhaften
histogenen Immunitit, die noch fortbesteht, nachdem im Blutserum
langst keine gelésten Immunksrper mehr vorhanden sind, macht nach
dieser Theorie keine Schwierigkeiten. Die Zelle hat dann eben, wenn
sie auch nicht bestindig freie Receptoren abstoft, doch die Fahigkeit
behalten, auf den betreffenden spezifischen Reiz leichter zu antworten,
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wie wir das als allgemeines physiologisches Gesetz der Ubung kennen.
Das Antigen oder der betreffende Mikroparasit finden dann bei ihrem
erneuten Eindringen in den Koérper nach langer Zeit zwar nicht mehr
im Blutserum ihre Absédttigung, aber sie werden von der lebenden Zelle
selbst in ungleich rascherer und fiir das Allgemeinwohl des Organismus
unbedenklicher Art und Weise erledigt, als es das erstemal der Fall
war. Solche ,,beschleunigte Reaktionen’* oder ,,Friihreaktionen’ (v.PIRQUET)
treten z. B. bei der Wiederimpfung mit Schutzpockenimpfstoff in sinn-
filliger Weise auf. — Es ist selbstverstindlich im Rahmen dieses kurzen
Grundrisses nicht moglich, auch nur anndhernd aller Einzelheiten aus
dem Gebiete der Immunitéit, die ja eine Wissenschaft fiir sich geworden
ist, zu gedenken und auf die Moglichkeiten ihrer Erklirung durch die
ExnrricuEsche Theorie oder andere theoretische Vorstellungen einzugehen.
Es mufl dieserhalb auf Spezialwerke verwiesen werden, soweit nicht
die wichtigsten Einzeltatsachen von praktischer Bedeutung in den nach-
folgenden speziellen Kapiteln dargelegt werden. Es muBte geniigen,
einerseits die Vielheit (nicht nur nach der Zahl, sondern auch nach der
Mannigfaltigkeit der Wirkungsweise), andererseits die Spezifitat der Anti-
korper sowie das Verhiltnis zwischen Gewebsimmunitéit und Existenz
geldster Immunsubstanzen im Blut aus allgemeinen biologischen Gesetzen
abzuleiten. Nur ein Punkt muf} hier noch Erwihnung finden, nimlich, daf3
die Bindung zwischen Antigen und Receptor nicht immer direkt erfolgt.
So einfach liegen allerdings die Verhaltnisse bei der Bindung zwischen
Toxin und Antitoxin, die sich direkt vereinigen; in anderen Féllen aber,
insbesondere bei den Bacterio- und Hédmolysinen, erfolgt die Bindung
nicht unmittelbar, sondern durch Vermittlung eines dritten Korpers, des
sog. Komplements. Das Zustandekommen oder Ausbleiben dieser Bindung
des Komplements ist ja seinerseits wieder die Grundlage fiir eine be-
sondere diagnostische Methode (Komplementbindungsversuch), die weiter
unten besprochen werden soll. Der Beweis fiir das Vorhandensein des
Komplements kann in folgender Weise gefithrt werden: Erhitzt man ein
durch Vorbehandlung des Tieres mit einer Bakterienart oder mit roten
Blutkorperchen einer bestimmten Tierspecies erhaltenes bacterio- oder
hémolytisches Immunserum wihrend etwa 1/, Stunde auf 56° C., so ver-
liert das Serum seine spezifische bakterien- oder blutlésende Kraft; doch
kann ein solches ,,inaktiviertes’ Serum jederzeit (auch nach monate-
oder jahrelanger Aufbewahrung) durch Zusatz frischen Serums eines un-
vorbehandelten Tieres (Meerschweinchen) in seiner urspriinglichen spezi-
fischen Wirksamkeit wiederhergestellt, ,,reaktiviert’ werden. Dieser Ver-
such 148t nur die eine Deutung zu, daB in dem Immunserum urspriinglich
zwel verschiedene Stoffe vorhanden waren, deren einer, von thermo-
stabiler Natur, der Triger der spezifischen Wirkung ist, wihrend der
andere, von thermolabiler Beschaffenheit, nicht spezifisch ist und schon
im normalen Serum des unvorbehandelten Tieres vorkommt. Der spezi-
fische thermostabile Immunkérper fiir sich allein vermag seine bak-
terien- oder blutlosende Wirkung nicht auszuiiben, sondern erst mit
Hilfe des unspezifischen thermolabilen Reagens, das, weil es die an sich
unfertige Reaktion zwischen Antigen und Immunkoérper vervollstindigt
(kompletiert), als Komplement bezeichnet wird. Der spezifische Immun-
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korper selbst wird, weil er nach zwei Seiten hin reagiert, nimlich einer-
seits das Antigen (Blutkorperchen oder Bakterien), andererseits das
Komplement verankert, als Amboceptor bezeichnet. LaBt man die
Reaktion zunichst bei 0° C. und erst dann bei Bruttemperatur verlaufen
( Kdltetrennungsversuch von EHRLICH und MORGENROTH), so zeigt sich,
daBl bei 0° C. nur die spezifische Bindung zwischen Antigen und Ambo-
ceptor und erst nach dieser und bei hoherer Temperatur die unspezifische
Bindung des Komplements erfolgt — ein neuer Beweis fiir die unab-
hingige Existenz von Immunkérper und Komplement.

Im folgenden sollen nun die praktisch wichtigsten Klassen der Anti-
korper und die auf ihrer Wirksamkeit beruhenden Erscheinungen der
Immunitat besprochen werden.
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2, Antitoxine.

Schon oben wurde erwahnt, daB den Zellen des tierischen wund
menschlichen Korpers die Fahigkeit zukommt, auf die Einfithrung von
Giften bakteriellen Ursprungs sowie von gewissen pflanzlichen und
tierischen Giften eiweiBartiger Konstitution mit der Bildung von Schutz-
stoffen, die das Toxin unschidlich machen, zu antworten. Man be-
zeichnet diese Schutzstoffe als Antitoxine. Sie sind spezifisch, d. h. nur
gegen das zur Immunisierung verwendete Gift gerichtet (C. FRAENKEL
und BrI1EGER, BEHRING und RoUx). Aber auch im normalen Menschen-
und Tierserum kénnen verschiedene Antitoxine nachgewiesen werden.
Einen hohen Gehalt von Diphtherieantitoxin konnte WASSERMANN in
60% bei normalen Kindern und in 80% bei Erwachsenen nachweisen;
weiter wurden Antistaphylolysin, Antihdmolysine und sogar bei ein
und demselben Individuum, wie M. NEIssEr hervorhebt, verschiedene
Antitoxine nebeneinander gefunden. Ein ungleich héherer Gehalt von
Antitoxin wird bei der kiinstlichen Immunisierung erreicht. Durch Ein-
verleibung anfangs kleiner und langsam steigender Giftdosen ist es
moglich geworden, bei Tieren eine Immunitidt gegen groBe Giftmengen
zu erzielen (BenriNG). Einige Tage nach jeder neuen Giftinjektion,
nachdem eine insbesondere bei grofleren Dosen eintretende ,,negative
Phase* iiberwunden ist, steigt der Antitoxingehalt im Blute des” im-
munisierten Tieres. Durch Ubertragung des antitoxinbaltigen Serums
auf gesunde Tiere (passive Immunisierung) gelingt es, diese gegen
eine nachfolgende sicher todliche Giftdosis zu schiitzen (prophylaktische
Wirkung), ja sogar schon Tiere mit ausgesprochenen Krankheits-
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erscheinungen zu heilen (kurative Wirkung). Man kann sich von der
Aufhebung der Giftwirkung durch das Antitoxin auch im Reagensglas-
versuch iberzeugen; diese Bindung geht allerdings erst nach einer ge-
wissen Zeit vor sich. Jedenfalls beweist diese Tatsache, daB die Neu-
tralisation des Toxins durch das Antitoxin auf direktem Wege, wie eine
einfache chemische Reaktion ohne Mitwirkung des lebenden Organismus
erfolgt; die neue Verbindung Toxin-Antitoxin ist ein fiir den Kérper
indifferenter Stoff. Zwischen Gift und Gegengift bestehen ganz be-
stimmte quantitative Beziehungen, die sich im Gesetz der multiplen
Proportionen ausdriicken. 1 Toxin-Einheit wird durch 1 Einheit Anti-
toxin neutralisiert, 2 Toxin-Einheiten durch 2 Antitoxin-Einheiten usw.
Eine Reingewinnung der Antitoxine ist bisher noch nicht gelungen. Sie
stehen wahrscheinlich in ihrem Aufbau den EiweiBkorpern nahe und
lassen sich durch Zusatz von Ammoniumsulfat, Chlorzink und dhnlicher
Reagenzien zugleich mit den EiweiBstoffen des Serums ausfillen und
dadurch in hoher Konzentration gewinnen. Durch Hitzegrade von
55—65° C werden die Toxine rasch und vollig zerstort; ebenso werden
sie durch Luft und Licht sowie durch Sauren geschidigt.

Bei Ubertragung auf ein gesundes Individuum werden die Anti-
toxine aus der Blutbahn ziemlich rasch ausgeschieden; daher ist die
passive Immunitdt nicht von langer Dauer (bei prophylaktischer Diph-
therieseruminjektion dauert die Schutzwirkung nur etwa 2—3 Wochen).
Im infizierten Organismus werden die Antitoxine fest an die Gifte ver-
ankert oder an die Kérperzellen gebunden.

Die moglichst hochwertig hergestellten antitoxinhaltigen Seren
dienen also dem doppelten Zweck, den gesunden Korper vor der
drohenden Erkrankung zu schiitzen und den bereits erkrankten Organis-
mus durch Bindung (?) der im Blute noch kreisenden Toxine oder wo-
moglich durch LosreiBung der an den Zellen schon fest verankerten
Gifte zu heilen; letzteres 1laBt sich allerdings oft nur sehr schwierig oder
iiberhaupt nicht mehr erreichen. So erklart es sich, daB der Heilwert
eines antitoxischen Serums (wie z. B. des Tetanusserums) hinter seiner
schiitzenden Wirksamkeit sehr zuriicksteht.

Fiir therapeutische Zwecke werden die Antitoxine durch Immuni-
sierung von Pferden oder Maultieren, Rindern, Hammeln und Kanin-
chen in der Weise hergestellt, daf} sich z. B. in 1 ccem Pferdeserum eine
moglichst hohe Antitoxinmenge befindet. Derartige ,hochwertige®
Sera lassen sich nur dann gewinnen, wenn zur Vorbehandlung der
Pferde ein starkes Toxin zur Verfiigung steht. Das Gift wird sub-
cutan zuniichst in kleinen Mengen, dann in steigenden Dosen in
Intervallen von etwa je einer Woche injiziert. Die Tiere antworten
auf jede Giftinjektion mit einer lokalen Reaktion, einem Infiltrat
an der Injektionsstelle und Fieber. Bei zu starker Reaktion wird
nach dem Abklingen derselben nochmals die gleiche Giftdosis verab-
reicht, bei leichter Reaktion kann sogleich eine Steigerung der Gift-
dosis erfolgen. Wichtige Faktoren fiir das Gelingen der Immunisation
sind die individuellen oder die Rassenunterschiede der einzelnen Tiere,
hochwirksame Gifte und genaueste Beobachtung des ganzen Verlaufs
des Immunisationsprozesses.
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Die Werke stellen fiir die Behandlung von Personen, die Pferdeeiweil gegeniiber
iiberempfindlich sind, auch Sera her, die von anderen Tieren, Rindern oder Schafen,
gewonnen werden. Nach der Art des Antigens richtet sich die Herstellung der
Sera, d. h. ob Toxine zur Herstellung antitoxischer Sera, ob Filtrate und Extrakte
aus Bakterien usw. verwendet werden. Die Dauer des Immunisierungsprozesses
ist von der Art des Serums und der Individualitit des Tieres und der Tierart ab-
hingig. Fiir die Immunisierung diirfen nur gesunde Tiere benutzt werden, die,
bevor iiberhaupt eine Behandlung einsetzt, 4—6 Wochen lang im Quaranténestall
auf ihren Gesundheitszustand beobachtet werden. Es ist als selbstverstiandlich
anzunehmen, daB die Stallungen sauber gehalten werden und allen hygienischen
Anforderungen entsprechen miissen. Die Immunisierungstechnik und die Ge-
winnung des Serums durch Teilblutung oder Totalentblutung sind in einschligigen
Werken zu finden. Die Abfiillung der carbolisierten (0,5% Phenol) fertigen Serums
erfolgt entweder in mit Gummistopfen versehenen sterilen Flaschchen oder in
Glasampullen, die zugeschmolzen werden. Der ganze Vorgang hat streng aseptisch
zu erfolgen. Jeder Ampullenpackung liegt eine kleine Feile bei oder am Halse
jeder Ampulle wird ein Feilenstrich angebracht, so daB die Offnung ohne Glas-
splitterung erfolgen kann.

Die Herstellung und die Abgabe der Sera wird in den Fabrikationsstatten
amtlich iiberwacht. In jeder Fabrik, die staatlich zu prifende Sera gewinnt, mufl
ein staatlicher Kontrollbeamter angestellt sein, damit nur einwandfreie Sera in
den Handel kommen. Die gepriiften und einwandfrei befundenen Packungen
werden mit amtlichen Erkennungszeichen (Plombe oder Atzstempel) versehen.

Um die Sicherheit zu haben, daB die hergestellten Serumpriparate keimfrei
und fiir lingere Zeit haltbar sind, ohne ihre spezifischen Eigenschaften zu ver-
lieren und stets die geniigenden Mengen der therapeutisch und prophylaktisch
wirksamen Stoffe enthalten, ist die staatliche Kontrolle eingefiihrt. Obliga-
torisch ist u. a. die Priifung des Diphtherie-, des Tetanus-, des Meningokokken-,
des Schweinerotlauf-, des Gefliigelcholeraserums, d. h. von Priparaten mit zu-
verlissiger Priiffungsmethodik. Hierunter fallen auch die Tuberkuline. Einer provi-
sorischen staatlichen Priifung werden solche Sera unterzogen, die in der Praxis
noch weiter erprobt werden sollen und deren Wertbemessungsmethoden noch ver-
bessert werden kénnen, wenn sich die Firmen verpflichten, nur gepriiftes Serum
in den Handel zu bringen. Hierher gehéren das Dysenterie-, Antistreptokokken-
und das Schweineseuchenserum.

In Deutschland wird die staatliche Priifung der Sera im Staatsinstitut fir experi-
mentelle Therapie in Frankfurt a. M. durchgefiithrt. Gepriift wird die Unschadlichkeit
und der Wirkungswert der Sera. Zur Feststellung des letzteren werden die Sera
nach bestimmten Zeiten einer Nachpriifung unterzogen,

Die Unschidlichkeitspriifung erstreckt sich auf das Aussehen der Sera, ob
sie klar und frei von groberen Niederschligen, ob sie geruchlos sind bzw. nur den
Geruch des Konservierungsmittels zeigen, ob sie frei von bakteriellen Verun-
reinigungen sind, ob der Phenol- bzw. Trikresolgehalt (0,5% bzw. 0,4%) nicht
erhoht ist, ob die Sera frei von Toxinen, spez. Tetanustoxinen sind. AuBer der
mikroskopischen Priifung erfolgt die Sterilititspriifung nach den bekannten
bakteriologischen Methoden. Es werden ein Agarréhrchen, ein Bouillonrshrchen,
ein Traubenzuckerbouillonrshrchen, ein Traubenzuckeragarréhrehen (hohe Schicht)
mit je 5 Tropfen Serum beimpft. Die Kulturréhrchen miissen am 6. Tage noch
steril befunden werden.

Zur Priffung des Phenolgehaltes wird einer Maus von 15g 0,5 ccm Serum
subcutan eingespritzt. Sie mufl am Leben bleiben. Die Menge des Konservierungs-
mittels ist nicht erhéht, wenn die Maus keine oder nur geringe Vergiftungserschei-
nungen (Zittern) zeigt.

Um sicher zu sein, daB anaerobe Keime (Tetanus- oder Gasédembacillen, bzw.
deren Gifte) nicht im zu priifenden Serum enthalten sind, verimpft man 10 ccm
Serum subcutan auf ein Meerschweinchen. Bleibt das Tier bis zum Abschlu8 der
Wertbemessung des Serums gesund, kann man auf das Nichtvorhandensein von
Tetanussporen und -toxinen mit Sicherheit schlieBen.

Der Eiweilgehalt fiir alle beim Menschen zu verwendenden Sera darf 12%
nicht iiberschreiten, damit die Gefahr der anaphylaktischen Wirkungen nicht
vergréBert wird.
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Im Gegensatz zu den obengenannten Infektionskrankheiten (Di-
phtherie, Tetanus, echte Ruhr, Gasbrand und Rauschbrand), wobei die
echten Toxine (Ektotoxin) eine Rolle spielen, gibt es noch eine Reihe
von bakteriellen Infektionskrankheiten, wo auch Toxine, aber Endo-
toxine, dem Krankheitsbild ihr besonderes Geprige geben. Die giftigen
Wirkungen der Leibessubstanzen der Bakterien hinterlassen nach Uber-
stehen der Krankheit eine nicht rein antitoxische, sondern eine anti-
infektitse Immunitét (Typhus-, Coli-, Meningokokken-, Pneumokokken-,
Streptokokken-, Staphylokokkeninfektionen) s. d. im speziellen Teil.

Kurze Ubersieht der wichtigsten bisher gefundenen Antitoxine,

Antitoxine gegen Bakterientoxine. Diphtherieantitoxin und Tetanusantitoxin
(v. BerRrING), Botulinusantitoxin (KeMpNER), Dysenterieantitoxin (KRUSE-
Sm1Ga), Pyocyaneusantitoxin (WASSERMANN), Staphylokokken-Streptokokkenanti-
toxin, Antitoxin gegen das Gift der Colibacillen, gegen die Gifte der Gastdem-
erreger (FRAENKELscher Bacillus, Pararauschbrandbacillus, Bacillus cedematiens
und Bacillus histolyticus), Rauschbrandantitoxin (GRASSBERGER und SCHATTEN-
FROH), Antileukocidin (DENIS und vaN DER VELDE), Antilysine gegen Bacterio-
lysine (DENIS und VAN DER VELDE, MADSEN, NEISSER und WECHSBERG, KRAUS u.a.).

Antitoxine gegen tierische Gifte. Gegen Schlangengift (PHisatix und BEr-
TRAND, CALMETTE), Skorpiongift (CALMETTE), Spinnengift (Sacus), Aalgift (Camus
und H. Kossgr), Salamandergift (Prrsavix), Krotengift (PrOscHER), Blutegel-
gift (WENDELsSTADT), Schafsarkosporidie (TErcEMANN und BraUN), Pfeilgift, Gift
der Larve des in Afrika heimischen Blattkifers (Chrysomeliden), Diamphidia
locusta (HAENDEL und GILDEMEISTER), Gifte einiger Fische (Cyclostomen-, Physo-
stomen, Muraena helena, Trachinus draco, Anguilla vulgaris).

Gegengifte gegen Pflanzengiffe. Gegen Ricin, Abrin und Robin (EHRLICH),
Krotin (MORGENROTH), gegen die Pollen, welche das Heufieber erregen (DUNBAR),
ﬁmanita (Gift des Knollenblatterschwammes, KoBERT, FORD, SCHLOSSBERGER und

ENK).

Antifermente, Gegen Lab (MorGENROTH), Pepsin (Sacms), Trypsin (ACHALME),
Fibrinferment (BorDET und GENGoU), Urease (MoLL), Lactase (GENARD), Tyrosinase
(GENARD), Cynarase (MORGENROTH), Steapsin (SCHUTZE), Fermente der Bakterien-
kulturen (v. DUNGERN).
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3. Bakteriolysine.

Die Bakteriolysine wurden im Jahre 1894 von R. PFEIFFER anlifllich
seiner Studien iiber die Choleraimmunitéit entdeckt. Spritzt man einem
gegen Cholera immunisierten Meerschweinchen Cholerabacillen in Rein-
kultur in die Bauchhéhle, so gehen die Vibrionen, wie man sich durch
direkte mikroskopische Untersuchung des mittels feiner Capillaren ent-
nommenen Bauchhéhlensaftes iiberzeugen kann, in kurzer Zeit (binnen
/[, Stunde) zugrunde. Die vorher lebhaft beweglichen Vibrionen
verwandeln sich dabei zunichst durch Aufquellung in unbewegliche
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blasse Kiigelchen, die sich schlieflich vollstindig auflésen und ver-
schwinden. Der ganze ProzeB8 kommt allein durch bakterienfeindliche
Krifte der klaren, von =zelligen Bestandteilen vollig freien Korper-
fliissigkeit des immunisierten Tieres, also ohne Mitwirkung von Phago-
cyten, zustande. Das Tier bleibt am Leben, wiahrend ein zur Kontrolle
gleichzeitig infiziertes, nicht immunisiertes Tier unter starker Vermehrung
der eingespritzten Choleravibrionen zugrunde geht. Derselbe Proze$
der Bakterienauflosung laBt sich nun auch bei einem unvorbehandelten
Tiere hervorrufen, wenn gleichzeitiz mit den Choleravibrionen eine
geringe Menge Choleraimmunserum injiziert wird. Das Choleraimmun-
serum fiir sich allein duflert im Reagensglas keine baktericide Wirkung,
auBer wenn es in ganz frischem Zustande unmittelbar nach der Ent-
nahme vom lebenden Tier verwendet wird, dagegen tritt die Bakteriolyse
auch im Reagensglas zutage, wenn dem an sich unwirksamen Cholera-
immunserum frisches Meerschweinchenserum zugesetzt wird. Desgleichen
verliert das frische Choleraimmunserum seine urspriinglich vorhandene,
direkt bactericide Kraft, die bei Aufbewahrung binnen weniger Tage
von selbst verschwindet, sofort durch halbstiindiges Erhitzen auf 55° C.
Alle diese Tatsachen erkliren sich zwanglos durch die Annahme, da(
der bakteriolytische Immunkérper die Choleravibrionen nicht direkt,
sondern erst mit Hilfe des Komplements zur Auflésung bringt. Das
Komplement ist in den Korpersiften des lebenden Tieres, sowie kurze
Zeit im iiberlebenden frischen Serum enthalten, wird aber durch Er-
hitzen oder lingeres Aufbewahren zerstért. Zu diagnostischen Zwecken
wird die Bakteriolyse entweder im Tierversuch (PFEIFFERscher Versuch)
oder im Reagensglasversuch studiert.

Der PreirrErsche Versuch ist ebenso wie die spezifische Agglu-
tinationsprobe das feinste biologische Kriterium, um die spezifische
Natur einer auf Cholera oder Typhus verdidchtigen Kultur festzustellen.

Die Anstellung des PrerrrERrschen Versuches ist allerdings nur mit virulenten
Kulturen méglich, da avirulente Kulturen, wie gewéhnliche Saprophyten, schon
in den Korpersiften des normalen Tieres ohne Mitwirkung von Immunserum zer-
fallen. Man stellt daher vor dem Hauptversuch einen Kontrollversuch an, um
sich iiber das Vorhandensein der Virulenz zu vergewissern; zu diesem Zweck erhalt
ein Meerschweinchen (Nr. A). eine intraperitoneale Injektion von einer Normal-
6se (gleich 2 mg) frischer etwa 18stiindiger Agaroberflichenkultur in Fleischbriihe
aufgeschwemmt ohne jeden weiteren Zusatz. Eine zweite Kontrolle ist erforderlich.
um die Méglichkeit auszuschalten, da die Bakteriolyse etwa schon durch Normal-
serum zustande kommt; ein zweites Meerschweinchen (Nr.B.) erhalt eine Ose
derselben Kultur plus normales Kaninchenserum in der 50fachen Menge des Titers
des spiter im Hauptversuch zu verwendenden gleichfalls vom Kaninchen ge-
wonnenen bakteriolytischen Choleraimmunserums. Ist z. B. der bekannte Titer
dieses Immunserums gleich 0,0002 (d. h. geniigen 0,2 mg des Immunserums, um
gerade eben im Tierversuch noch eine Normalose Cholerakultur aufzulésen), so
verwendet man fiir die soeben besprochene Kontrolle des Normalserums bei Tier
Nr. B 10 mg normales Kaninchenserum. Die intraperitonealen Injektionen werden,
um eine Verletzung des Darmes zu vermeiden, mit abgestumpfter Kaniile gemacht;
um das Eindringen dieser stumpfen Kaniile zu erméglichen, wird die Bauchhaut
des Meerschweinchens vor der Injektion an einer klemen Stelle mit der Scheere
bis auf die Muskelschicht durchtrennt; an derselben Stelle kann man dann leicht
diinne Glascapillaren in die Bauchhéhle einfiihren und so ein Tropfchen Exsudat
zur mikroskopischen Untersuchung im hingenden Tropfen gewinnen. Ergibt diese
Untersuchung 20 Minuten nach erfolgter Injektion (und eventuell im Zweifelsfalle
bei Wiederholung 60 Minuten nach der Injektion) das Vorhandensein zahlreicher
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lebhaft beweglicher Vibrionen, so konnen die Kontrollen betreffs Virulenz und
unspezifischer Serumwirkung als gesichert gelten und es wird sofort der Haupt-
versuch angeschlossen. In diesem erhalten zwei Meerschweinchen (Nr. C und D)
je eine Normalése der zu untersuchenden (und bereits zu den Kontrollen ver-
wendeten) Kultur mit abgestuften Mengen bakteriolytischen Choleraserums, und
zwar Tier Nr. C das 5fache der Titerdosis (also bei dem oben angenommenen Titer
die Dosis von 1 mg), das Tier Nr. D das 10fache der Titerdosis, also 2 mg. Falls
bei diesen beiden Tieren Nr. C und D in dem mittels Capillaren, wie oben beschrieben,
entnommenen Bauchhohlenexsudat binnen 20 oder spitestens 60 Minuten das
PrerrFErsche Phianomen, d.h. Kérnchenbildung und spiter véllige Auflésung
der Vibrionen eintritt, so ist die verwendete Kultur eine Cholerakultur; falls dagegen
die Vibrionen im spezifischen Serum (Tier C und D) sich ebenso vermehren wie im
Normalserum (Tier B), so handelt es sich nicht um den echten Choleravibrio,
sondern um einen ,,choleraihnlichen Vibrio“. — In derselben Weise wie fiir die
Choleradiagnose kann der PrEIFFERsche Versuch auch zur Typhusdiagnose an-
gewendet werden; nur mufl dann die Beobachtungszeit bis zur volligen Auflssung
der Bacillen auf 2—3 Stunden ausgedehnt werden.

So wie hier der PrErrrFERsche Versuch mittels bekannten bakterio-
lytischen Serums zur Feststellung der Natur einer unbekannten Kultur
angewendet wurde, so kann er umgekehrt auch (nach Analogie zur
Wibarschen Reaktion, vgl. S. 87) mittels Anwendung einer authen-
tischen Kultur zur Feststellung des Vorhandenseins spezifisch bakterien-
auflosender Immunkérper im Rekdénvaleszentenserum und hiermit zur
Diagnose der Natur einer abgelaufenen Erkrankung dienen. Bei dieser
Versuchsanordnung werden drei Meerschweinchen mit je einer Ose
sicherer Cholerakultur plus 10 bzw. 50 mg des Patientenserums, dazu
ein Kontrolltier ohne Serum injiziert und, wie oben beschrieben, das
Auftreten oder Ausbleiben des PrErrrErschen Phinomens im Exsudat
beobachtet; positiver Ausfall der Bakteriolyse beweist, daB der Patient
Cholera bzw. Typhus iiberstanden hat. — Einige wichtige technische
Vorschriften zur Anstellung der Prrrrrerschen Reaktion mégen noch
Erwihnung finden. Als bakteriolytisches Immunserum wihlt man am
besten solches vom Kaninchen, das mit intraperitonealer Injektion einer
authentischen Kultur vorbehandelt wurde; die zum Versuche ver-
wendeten Meerschweinchen sollen nur etwa 200 g schwer sein; das zur
Injektion dienende Kulturmaterial soll in Fleischbriihe, nicht etwa in
Kochsalzlgsung aufgeschwemmt werden, da in letzterer die Cholera-
vibrionen schon an sich hiufig geschiidigt werden. SchlieBlich sei noch
eindringlich auf die erhebliche Ansteckungsgefahr hingewiesen, die mit
der Anstellung des Prerrrerschen Versuchs verbunden ist und die
schon mehrfach zu Laboratoriumsinfektionen Veranlassung gegeben hat.
Nach jedem Anfassen des Tieres desinfiziere man griindlich die Hinde;
man fasse das Tier am besten mit Gummihandschuhen an, da aus der
Einstichéffnung am Bauche leicht infektiose Fliissigkeit hervorsickert;
selbstverstdndlich blase man die zur Entnahme des Bauchhshleninhalts
beniitzten Capillarpipetten nicht mit dem Munde, sondern mit einem
kleinen Gummigeblise aus.

Im Reagensglasversuch wird seltener die Bakteriolyse (METSCHNIKOFF
und BoOrDET), die in vitro meistens nur bis zur Granulabildung, nicht
bis zur vélligen Aufldsung fortschreitet, hiufiger die baktericide Wirkung
des Immunserums plus Komplement festgestellt. Zur Anstellung des
baktericiden Reagensglasversuches mit nachfolgender Aussaat auf Platten

Gundel-Schiirmann, Mikrobiologie, 2. Auflage. 6
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und Zahlung der ausgewachsenen Kolonien verfihrt man nach M. NEissEr
und WEcHSBERG folgendermafen:

Gleiche Mengen von Bakterien (etwa /540 biS Yse00 Ose frischer Agarkultur)
werden mit abgestuften Mengen von baktericidem Immunserum und konstanten
Mengen von Komplement in Aufschwemmung mit physiologischer Kochsalzlésung
mit Zusatz von etwa 10% Bouillon 3—5 Stunden bei 379 C gehalten und dann
gleiche abgemessene Mengen des (lesamtvolumens (das in jedem Rdéhrchen etwa
2—3 ccm betrage) mit fliissigem Agar vermischt und in Petrischalen ausgegossen
zwecks nachtriglicher Auszidhlung der gewachsenen Kolonien; da nur deutliche
Ausschlige beweisend sind, gentigt eine ungefdhre Abschétzung. Als Komplement
wird wie gewohnlich frisches Meerschweinchenserum oder noch besser frisches
Blutserum von derselben Tierart verwendet, von welcher das baktericide Immun-
serum stammt; durch eine besondere Kontrollreihe mit abgestuften Mengen des
Komplements allein versichert man sich, im Hauptversuch unterhalb derjenigen
Komplementdosis zu bleiben, welche schon an sich baktericide Wirkung #duBert.
Weitere Kontrollen sind nétig mit Normalserum sowie mit der Bakterienauf-
schwemmung allein ohne jeden Zusatz.

In den stirkeren Konzentrationen des Immunserums tritt haufig
eine viel geringere baktericide Wirkung auf als in den mittleren Dosen.
M. NeissEr und WECHSBERG erkliren diese FErscheinung als Kom-
plementablenkung, indem bei Anwesenheit reichlicher Mengen der Am-
boceptoren des Immunserums das Komplement zum Teil von diesen
allein verankert werde und so fiir die baktericide Wirksamkeit nicht
mehr in Betracht kime.

Die kiinstliche Gewinnung der Bakteriolysine geschieht durch Immuni-
sierung von Tieren mit abgetSteten oder lebenden Bakterien und zwar
am besten auf subcutanem oder intraperitonealem Wege in 8—10tagigen
Intervallen in steigenden Dosen. Die Lymphdriisen, die Milz und das
Knochenmark, also die Organe, die der Blutbildung dienen, sind als
die Bildungsstitten der Bakteriolysine anzusehen.

Die Bakteriolysine grenzen sich biologisch und physikalisch von den
anderen Immunkérpern des Blutes, den Antitoxinen und Agglutininen
scharf ab. Abgesehen von ihrer grofien Haltbarkeit sind sie auch ,,stabiler
gebaut als die Antitoxine und Agglutinine. Stundenlange Erhitzung auf
60° C schidigt sie kaum oder gar nicht; dagegen erfolgt eine Ab-
schwichung und eventuelle Zerstorung bei lingerer Erhitzung auf 70° C.
Kochen vernichtet sie auBerordentlich rasch. Uber den chemischen Auf-
bau der Bakteriolysine herrscht noch Unklarheit. Man hilt sie fiir
fermentartige Stoffe, die auf ein bestimmtes Bakterienprotoplasma spezi-
fisch abgestimmt sind. Sie sind nicht dialysierbar, daher kolloider Natur
und finden sich in der Globulinfraktion des Serums.

Die therapeutischen Erfolge der baktericiden Sera sind besonders
bei schon ausgebrochener Erkrankung als unzuverlissig zu bezeichnen.
Als Grund fiir die MiBerfolge wird der Umstand genannt, dal das
passende Komplement nicht in jedem Organismus fiir das betreffende
Immunserum vorhanden ist. Da die baktericiden Sera durch die Auf-
losung der Bakterien Gifte in Freiheit setzen, sie aber nicht zu neutrali-
sieren vermdgen, ist ihre therapeutische Anwendung beschrinkt.

Schrifttum.

K~oRR: Bakterizidie und bakteriolytische Stoffe des Blutes. Handbuch der
pathogenen Mikroorganismen, 3. Aufl.,, Bd. 2, S. 663. 1929.
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4. Opsonine und Bakteriotropine.

Der frither bestehende Gegensatz zwischen der Auffassung METSCH-
N1kOFFs, dafl die Immunitidt auf der Tétigkeit der Phagocyten beruhe,
und der Anschauung der deutschen Forscher (insbesondere von EHRLiCH
und PrrIrFER), da die Immunitit durch die Wirksamkeit der im Blute
vorhandenen (oder seitens der Gewebe im Augenblick der Infektion
produzierten) geldsten Immunsubstanzen zustande komme, ist durch die
Forschungen von WrIGHT und NEUFELD in gewissem Sinne iiberbriickt
worden, welche die Erkenntnis brachten, daBl die Phagocyten ihre bei
einigen Infektionen mit Sicherheit nachgewiesene Tatigkeit gegeniiber
den Krankheitserregern erst dann ausiiben, wenn die letzteren durch
bestimmte im Blutserum vorhandene geldste Stoffe fir die Aufnahme
in die FreBzellen und die daselbst erfolgende intracellulire Verdauung
empfianglich gemacht worden sind. — Solche gelosten Stoffe wies zu-
néchst WRicHT im Blutserum Gesunder und Kranker nach und nannte
sie Opsonine (Sypov = Zukost, Wiirze). Diese Normalopsonine sind gegen
duBere Einfliisse aullerordentlich empfindlich. Léngeres Aufbewahren
vermindert ihre Wirksamkeit, 1lstiindige Erhitzung auf 560 C zerstort
sie. Durch Abséttigungsversuche an normalem Serum mit verschiedenen
Bakterienarten wurde der Beweis der Vielheit und zugleich eine Spezifitit
der Normalopsonine erbracht. Wéihrend bei gesunden Menschen eine
geringe Wirkung der Menge der im Blute befindlichen Opsonine je nach
der Tageszeit, vielleicht in Abhangigkeit von den Mahlzeiten, zu beob-
achten ist, konnte bei kiinstlicher Immunisierung eine erhebliche Stei-
gerung der Opsonine im Blutserum gefunden werden. Die Opsonine
im Immunserum sind im Gegensatz zu den Normalopsoninen viel thermo-
stabiler. Die Normalopsonine bediirfen zur Entfaltung ihrer Wirkung,
wie die Bakteriolysine und Hamolysine, der Mitwirkung des Komplements,
wihrend die Opsonine des Immunserums nicht an die Anwesenheit des
Komplements gebunden sind. Normalsera verlieren bei Erhitzung auf
560 C ihre opsonische Wirkung, die sie aber durch Zugabe von Kom-
plement wieder erlangen kénnen, wihrend Immunsera durch eine In-
aktivierung (Erhitzung auf 56°C) in ihrer bakteriotropen Wirkung
keinen Schaden erleiden. NEUFELD nannte die im Blutserum immuni-
sierter Tiere vorhandenen bakteriotropen Stoffe ,,Bakteriotropine’”.
Der Nachweis der Opsonine nach WricHT kann diagnostisch verwertet
werden, weil die Wirksamkeit der Opsonine, gemessen durch den sog.
opsonischen Index gegeniiber dem betreffenden spezifischen Erreger, beim
Kranken geringer gefunden wird als beim Gesunden (wahrscheinlich in-
folge der seitens der Erreger erfolgenden Bindung von Immunkdérpern).
Der opsonische Index wird nach WrIGHT dadurch bestimmt, dal man
einerseits bei dem zu untersuchenden Kranken, andererseits beim Ge-
sunden das Verhéltnis der von einer bestimmten Anzahl von Leukocyten
des Blutes aufgenommenen Bakterien, die sog. phagocytire Zahl, fest-
stellt und diese beiden Ziffern (durch Division der beim Kranken
gefundenen durch die beim Gesunden festgestellte) vergleicht.

Diese Bestimmung geschieht in folgender Weise : Zwecks Gewinnung der Leuko-
cyten wird das Blut eines gesunden Menschen unmittelbar nach seiner Entnahme

6*
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mit dem doppelten Volumen einer (gerinnungshemmenden) 1,5%igen Losung von
Natrium citricum vermischt und die Blutkérperchen durch Abzentrifugieren und
einmaliges Waschen mit physiologischer Kochsalzlgsung gewonnen; die den Leuko-
cyten beigemischten roten Blutkérperchen sind fir den Versuch nicht stérend.
Die zum Versuche benétigten Bakterien werden in Form einer Aufschwemmung
von einer Ose frischer Agarkultur mit physiologischer Kochsalzlosung verwendet,
die so diinn sein soll, dafl im gewohnlichen Ausstrichpriparat die Bakterien einzeln
gelagert und leicht zu zihlen sind (als Vergleich eine geeichte Mastixlésung fiir den
Opalescenzgrad vorratig halten); fitr Tuberkuloseversuche benutzt man eine Auf-
schwemmung der von den Hochster Farbwerken kéuflich zu beziehenden abgetéteten
trocknen Tuberkelbacillen. Zur Anstellung der Reaktion saugt man mit einer
und derselben Capillarpipette bis zu derselben Marke hintereinander die gleiche
Menge von Blutserum, Blutkérperchengemisch und Bakterienaufschwemmung
auf und driickt das ganze Gemisch auf einen gut gereinigten Objekttriger
aus; der entstehende Tropfen wird durch mehrmaliges Aufsaugen und Wieder-
ausdriicken mit der Capillarpipette sorgfiltig gemischt und schlieBlich in der
wieder zugeschmolzenen Capillarpipette auf 20 Minuten in den Brutschrank bei
37°C gestellt; dann wird der Tropfen wieder auf den Objekttrager gebracht,
mit der Kante eines anderen Objekttrigers ausgestrichen und nach Trocknen
in (3%iger) Sublimatlésung etwa 3 Minuten fixiert; nach Wasserspiilung und
erfolgter Farbung werden in dem Ausstrichpriparat die in 100 Leukocyten
enthaltenen Bakterien gezihlt. Dieses ganze Verfahren wird einmal mit Blut-
serum eines Gesunden, ein anderes Mal mit Blutserum des zu untersuchenden
Kranken ausgefiihrt. Die Zahl, welche man durch Division der beim Kranken
gefundenen Ziffer durch die beim Gesunden gefundene Ziffer ermittelt, gibt den
opsonischen Index.

Die Untersuchung auf Bakteriotropine nach NEUFELD ermittelt nicht
die Zahl der phagocytierten Keime, sondern diejenige Verdiinnung des
Serums, bei welcher (gegeniiber einem zur Kontrolle dienenden Normal-
serum) noch deutliche Phagocytose bzw. Verstarkung der bereits im
Normalserum vorhandenen Phagocytose nachweisbar ist.

Die Leukocyten werden entweder aus menschlichen Abscessen oder Blut oder
aus dem Bauchhohleninhalt von Meerschweinchen oder Kaninchen gewonnen,
die tagsvorher eine intraperitoneale Injektion von Aleuronataufschwemmung in
Bouillon erhalten haben; die Leukocyten werden durch mehrmaliges Waschen und
vorsichtiges Zentrifugieren von dem ihnen anhaftenden Serum befreit. Das zu
untersuchende Serum wird nach Inaktivierung in abgestuften Verdiinnungen mit
der zu priifenden Bakterienaufschwemmung und der Leukocytenemulsion zu je
gleichen Teilen in kleinen Reagensglischen vermischt und nach einer (je nach der
Art der zu untersuchenden Bakterien) zwischen 15—30 Minuten (Choleravibrionen)
und einigen Stunden (Pneumokokken) schwankenden Zeit abzentrifugiert und
hierauf vom Bodensatz ein gefiarbtes Praparat angefertigt. Durch Vergleiche mit
einer Normalserum- und einer Leukocytenkontrolle stellt man fest, in welcher
Serumverdiinnung noch eine deutliche Forderung der Phagocytose stattfindet,
und ermittelt so den Titer des untersuchten Serums. Bei Versuchen mit stiarkeren
Serumkonzentrationen verwendet man am besten Leukocyten der gleichen Spezies,
da heterologes Serum schidigend wirken kann.

Durch Tmpfung des Patienten mit kleinen Mengen genau dosierter
Aufschwemmung abgetéteter spezifischer Krankheitserreger (Bakterio-
therapie) laBt sich der Gehalt des Serums an Opsoninen steigern,
nachdem zundchst in den ersten Tagen ein Absinken des Titers
(,,negative Phase®) erfolgt war.

Schrifttum.

NEeureLD: Bakteriotropine und Opsonine. Handbuch der pathogenen Mikro-
organismen, 3. Aufl., Bd. IT, S. 929.
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5. Agglutinine.

Beim Vermischen von Immunserum mit der Aufschwemmung der
homologen Kultur tritt eine eigentiimliche Erscheinung auf, die sich bei
mikroskopischer Betrachtung in einer Verklumpung und Zusammen-
ballung der Bakterien zeigt und schon bei Betrachtung mit blofem
Auge (oder mit der Lupe) als Ausflockung oder Kérnerbildung der
vorher gleichméBig milchig getriitbten Fliissigkeit erscheint, wobei schlief3-
lich die agglutinierten Bakterien sich zu Boden senken und dadurch
die Bildung eines Bodensatzes mit Aufhellung der iiberstehenden Fliissig-
keit erfolgt. Diese Verklumpung bezeichnet man als Agglutination
(Verklebung) oder auch als 4dgglomeration, die diese Reaktion bewirkenden
Stoffe des Blutserums als Agglutinine.

Die Agglutinine wurden 1896 von GRUBER und DurHAM und un-
abhéngig von ihnen von R. PFEIFFER und KoLLE beschrieben. Sie ent-
stehen wahrscheinlich in den blutbildenden Organen (Milz, Knochen-
mark, Lymphdriisen). Die Bakterien werden durch die Wirkung des
spezifischen Immunserums in ihrer Entwicklungsfihigkeit nicht herab-
gesetzt.

Die Ausfithrung der Agglutinationsreaktion gelingt sowohl im
Reagensglas, auf dem Objekttréiger oder im Blockschélchen als auch im
hingenden Tropfen. In letzterem kann man direkt mikroskopisch ver-
folgen, wie die urspriinglich lebhaft beweglichen Bakterien, z. B. Typhus-
bacillen, ihre Bewegungen verlangsamen und schlieBlich ganz einstellen,
wobei die einzelnen Bakterien miteinander zu kleinen Flocken ver-
kleben, die nach und nach gréBer werden und zu Boden sinken. Im
Reagensglase sowie auf dem Objekttréger oder im Blockschilchen kann
man mit bloBem Auge diesen Ausflockungsprozel verfolgen. Haben
sich die Flocken zu Boden gesetzt, so kann man durch Aufschiitteln
die Flocken wieder aufwirbeln und das rasche Wiederzustandekommen
des Agglutinationsphinomens aufs neue beobachten, wihrend in dem
Kontrollréhrchen, dem der Zusatz von Immunserum fehlt, sich ent-
weder iiberhaupt kein Bodensatz bildet oder durch Aufschiitteln sofort
wieder eine gleichméBige bleibende Tritbung der Aufschwemmung
entsteht.

Die Agglutination ist abhingig von der Verdiinnung des Immun-
serums. In unverdiinntem Serum tritt das Agglutinationsphinomen
sofort ein, in schwach wirksamen Serumverdiinnungen, die der Titer-
grenze nahe stehen, erfolgt sie erst nach ldngerer Zeit, z. B. bei Typhus-
bacillen nach 1—2 Stunden, bei Ruhrbacillen sogar oft erst binnen
24 Stunden. Brutschrankwirme, bei manchen Arten von Bakterien
sogar Temperaturen von 50—55°C, wirken beschleunigend auf die
Reaktion.

Uber das Wesen des Agglutinationsvorganges sind verschiedene
Hypothesen aufgestellt, die jedoch alle nicht ausreichen, ihn sicher und
erschopfend zu erkliren. Die Annahme von GRUBER, daB es sich um
eine Aufquellung der Bakterienhiillen, durch das spezifische Immun-
serum herbeigefiihrt, mit nachfolgender Verklebung handele, ist wider-
legt durch exakte Untersuchungen an agglutinierten Bakterien, an denen
man keinerlei Quellung, Gestaltsverinderungen, mikroskopisch und
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farberisch usw. wahrnehmen konnte. Kraus und PavLTAUF erkliren den
Agglutinationsvorgang als Folge einer Pricipitation, durch die die
Bakterien mit zu Boden gerissen werden. DaB aber Agglutinine und
Précipitine nicht identisch sind, zeigt der Trennungsversuch durch
Wirme. Durch Erwérmen auf 60°C lassen sich aus agglutinierenden
Seren die Pricipitine entfernen, ohne dafl die Agglutinationskraft der
Seren herabgesetzt wird. Bei der Agglutination verbindet sich das
Agglutinin mit der ,,agglutinablen Substanz‘ des Bakterienleibes. Die
Agglutinine sind dufleren Einwirkungen gegeniiber (Licht, Austrocknung)
ziemlich widerstandsfihig. Sie werden durch Erhitzung auf 65—70° C
zerstort, d. h. die agglutinophore Gruppe wird vernichtet, wihrend die
widerstandsfidhigere haptophore Gruppe erhalten bleibt. Ein solches
Serum bewirkt noch eine Bindung der Bakterien, aber zu einer Ver-
klumpung kommt es nicht. Solche verinderten Agglutinine werden
Agglutinoide genarmt. Bemerkenswert ist, daB die Agglutination nur
in vitro, nicht im lebenden Organismus (z. B. bei intravendser Injektion
von Bakterien bei einem gegen diese Art hochimmunisierten Tier) eintritt.

Im normalen Blutserum finden sich sehr hiufig Normalagglutinine,
die im Gegensatz zu den Agglutininen des Immunserums ihr Agglu-
tinationsvermégen schon bei geringen Verdiinnungen verlieren. Von
einer spezifischen Wirkung der Normalagglutinine kann nicht die Rede
sein. Ebenso liegt auch bei Immunseren die Méglichkeit einer nicht-
spezifischen Reaktion vor, wenn konzentriertes oder wenig verdiinntes
Serum benutzt wird. Von einer Spezifitit der Agglutinine kann man
erst dann sprechen, wenn hohe Serumverdiinnungen (1:1000 bis 10000),
die der Titergrenze nahe liegen, nur die homologen, nicht die heterologen
Bakterien agglutinieren.

Hochwertige Immunsera koénnen neben dem Hauptagglutinin auch
noch Neben- oder Partialagglutinine enthalten, wodurch im System
nahestehende Gruppen, z.B. durch Typhusimmunserum manche An-
gehorige der Typhus-Coligruppe bis zu einem gewissen Grade, mit-
agglutiniert werden. Fiir die praktischdiagnostische Verwendung ist
daher stets eine genaue Austitrierung des Serums bis zur Titergrenze
notwendig, weil die artverwandten Bakteriengruppen in hohen Ver-
diinnungen des Immunserums nicht agglutiniert werden.

Zur Gewinnung kleiner Mengen agglutinierenden Serums wéahlt man
unter den kleinen Versuchstieren am besten das Kaninchen, weil Immun-
sera, von diesem Tier gewonnen, eine sehr weitgehende spezifische Wir-
kung, ohne erheblichere Gruppenagglutination, zeigen. Die Vorbehand-
lung kann mit lebenden oder abgetdteten Kulturen, ja zertrimmerten
und autolysierten Bakterien subcutan, intravends und intraperitoneal,
auch durch Verreiben auf der rasierten Bauchhaut (cutan) oder Ver-
futterung (per os) erfolgen. Als zuverlissigste und schnellste Methode
gilt jedoch die intravendse Einverleibung. Durch 3—4 in Zeitabsténden
von etwa 6 Tagen ausgefiihrte intraventse Injektionen, beginnend mit
etwa 1/, und steigend bis auf 1—2 Osen 24stiindiger 1/,—1 Stunde bei
55—60° C abgetitete Agarkulturen, erhilt man leicht ein hochwertiges
Serum vom Titer 1:1000—10000 (je nach der Art der Erreger). Bei
Kulturen mit erheblicher Giftwirkung (Ruhr Krusg-SH1GA) ist es zweck-
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miBig, die ersten Injektionen mit abgetéteter Kultur zu machen. Zur
Gewinnung gréBerer Serummengen immunisiert man Pferde oder Esel.

Ebenso wie im kiinstlich immunisierten Tier treten auch im mensch-
lichen Blutserum wéhrend oder nach Uberstehen einer Infektionskrank-
heit spezifische Agglutinine auf, die sich fiir die klinische Diagnose mit
Vorteil verwerten lassen. Da diese aber in bedeutend geringerer Menge
gebildet werden als bei einer kiinstlichen Immunisierung, so sprechen
negative Agglutinationsbefunde nicht gegen das Bestehen einer bestimm-
ten Infektionskrankheit.

Auch ist die Bildung spezifischer Agglutinine bei Bacillentragern fest-
gestellt worden.

Die Beurteilung, ob eine Agglutination vorliegt oder nicht, erfolgt
am besten nur bei Betrachtung mit bloBem Auge oder mit der Lupe

II.

Abb. 12. 1. Positive Agglutination mit Typhusbacillen und Typhusimmunserum a bei Betrachtung

mit bloBem Auge, b mit Lupe oder Agglutinoskop. II. Negativer Ausfall der Agglutinationsprobe

mit Normalserum und Typhusbacillen @ bei Betrachtung mit bloBSem Auge, b mit Lupe oder
Agglutinoskop.

(Agglutinoskop) oder mit schwacher mikroskopischer VergréBerung. Die
Anwendung starker VergrofBerungen, insbesondere der Immersionslinse, ist
zu widerraten, da hierbei schon kleinste Haufchenbildung, wie sie durch
ungeniigende Verteilung der Bakterien im héingenden Tropfen zustande
kommt, irrtiimlicherweise fiir Agglutination gehalten werden kann.
Charakteristisch fiir die echte spezifische Agglutination ist die fort-
schreitende zeitliche Entwicklung des Prozesses sowie die quantitative
Abstufung des Fillungsprozesses nach der Menge des zugesetzten spezi-
fischen Serums.

Die Anstellung des Agglutinationsversuches geschieht nach der von
PrEIFFER und KoLLE angegebenen Methodik folgendermafien:

Man stellt sich abgestufte Serumverdinnungen von 1:10, 1:20, 1:50,
1:100, 1:200, 1:500 usw. her, bringt je 1 ccm dieser Verdiinnungen in je ein
Reagensglas und verreibt darin die gleiche Menge 18—20stiindiger Kulturmasse
von Agaroberflichenkulturen (2 mg = 1 Normalése) bis zur Herstellung einer

homogenen Aufschwemmung, die von kleinen und gréBeren Brockelchen frei
sein mufl, wobei allerdings in den stirksten Konzentrationen oft schon wihrend
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des Verreibens der Kulturmasse ihre Ausfallung erfolgt. Kontrollen mit normalem
Serum und physiologischer NaCl-Losung diirfen nicht fehlen; Kulturen, die schon
in letzterer Losung Spontanagglutination zeigen (zu junge oder zu alte Kulturen)
sind fiir die Anstellung des Agglutinationsversuches unbrauchbar. Die Agglutination
ist nur dann als spezifisch anzusehen, wenn sie im Immunserum in wesentlich
hoherer (10—20fach stirkerer) Verdiinnung zustande kommt als im Normalserum
derselben Tierart. Die Rohrchen werden je nach der Art des Krankheitserregers
(bei Typhus- und Cholerabacillen 2 Stunden, bei Ruhrbacillen bis 24 Stunden) in
den Brutschrank von 37° C gestellt und nach dieser Zeit mit bloBem Auge oder
schwacher LupenvergroBerung (Lupe oder Agglutinoskop) am besten gegen das
von der Decke des Zimmers reflektierte Tageslicht betrachtet.

Man kann an Stelle der eingeriebenen Kulturmasse vorteilhaft eine
homogene Bakterienaufschwemmung, sei es eine lebende Bouillonkultur,
die stets eine gleichmiBige Triilbung aufweist, oder auch abgetotete
Bakterien verwenden, die man sich in Emulsionen monatelang gebrauchs-
fertig im Eisschrank vorritig halten kann. Derartige Aufschwemmungen
stellt man sich wie folgt her:

Eintégige Bouillonkulturen werden mit 0,5 %iger Phenol- oder 1 %iger Formalin-
lssung versetzt. Die Formalin-Typhusbouillon bleibt in hohem MeBzylinder 2 Tage
bei 37°C stehen, damit sich die spontan agglutinierten Bakterien langsam zu
Boden setzen, die bei der Ausfithrung der Agglutinationsprobe leicht storend
wirken konnen. Die iiberstehende Fliissigkeit wird steril abgegossen und im Eis-
schrank aufbewahrt. Die Bakterienaufschwemmung ist vor dem Gebrauch kriftig
aufzuschiitteln.

Auf diesem Prinzip beruht das von FickEr angegebene und durch
die Firma E. Merck in Darmstadt in den Handel gebrachte ,,Typhus-
Diagnosticum®‘.

Orientierende Agglutinationsprobe. An Stelle der soeben geschilderten
genauen quantitativen Austittierung geniigt fiir die vorliufige Beur-
teilung verdichtiger Kolonien die ,,orientierende Agglutinationsprobe® auf
dem Objekttriger.

Findet man z. B. auf einer Endoagarplatte eine helle, durchsichtige Kolonie,
die typhusverddiichtig erscheint, so verreibt man mit der Platinnadel eine Spur davon
in einem Tropfen einer Typhusserumverdiinnung 1:50 und 1:100 auf dem Objekt-
trager oder im hingenden Tropfen. Gleichzeitigz werden in gleicher Weise die
Kontrollen mit Kochsalzlésung und Normalserum angesetzt. Ist der Verdacht
auf Typhus begriindet, so erkennt man makroskopisch oder mit schwacher Ver-
groBerung deutliche Kliimpchenbildung im Gegensatz zu den Kontrollen, die eine
gleichmafige milchige Triibung aufweisen.

Fiir die endgiiltige Diagnose, insbesondere, wenn es sich um Fest-
stellungen erster Fille handelt, geniigt diese Probe nicht. Es mufl unter
allen Umstdnden der oben beschriebene quantitative Agglutinations-
versuch mit Bestimmung des Grenztiters herangezogen werden. Dies
ist deshalb nétig, weil eine unvollstindige Agglutination, die wesentlich
unter der Titergrenze des verwendeten Serums bleibt, auch als Ausdruck
einer unspezifischen Gruppenreaktion oder Paragglutination (PH. KUHN)
auftreten kann. Der Unterschied von Gruppenreaktion (Mitagglu-
tination) und Paragglutination liegt in folgendem: Bei letzterer handelt
es sich um eine infolge Zusammenlebens mit dem Erreger in der Kultur
oder im Darminhalt (meist voriibergehende) Annahme einer gewissen
Agglutinierbarkeit durch Bakterienarten, die mit dem spezifischen
Erreger sonst nichts zu tun haben und zu ihm nicht einmal in néheren
biologischen Verwandtschaftsbeziehungen stehen (z. B. Bact. coli bei
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Ruhr); die kulturelle und morphologische Untersuchung (z. B. der Nach-
weis von Vergidrung des Traubenzuckers und von Eigenbewegung) bringt
hier sofort die Entscheidung. Bei der Mitagglutination handelt es sich
hingegen um eine mehr oder weniger weitgehende Gruppenreaktion mit bio-
logisch dem Erreger nahe verwandten Stdmmen (z. B. zwischen Typhus-
und Paratyphusbacillen). Soweit hier nicht die vergleichende quantitative
Austitrierung der Agglutination mit verschiedenen Seren (Typhus- und
Paratyphusserum) ganz einwandfreie Unterschiede bringt (wie das z. B.
innerhalb der Paratyphusgruppe selbst vorkommen kann), stehen uns
zur endgiiltigen Entscheidung zwei Methoden zur Verfiigung, nidmlich
der noch weiter unten zu besprechende CASTELLANIsche Absidttigungs-
versuch und die Priifung des durch aktive Immunisierung beim Kanin-
chen mit der fraglichen Kultur gewonnenen spezifischen Serums
gegeniiber sicheren Testkulturen. Da nimlich die Spezifitit der
Serumreaktionen nicht nur zwischen einem in seiner Wirkung be-
kannten Immunserum und der zu priffenden Kultur, sondern auch in
reziprokem Sinne zwischen dem mit der fraglichen Kultur gewonnenen
Immunserum und einem authentischen Laboratoriumsstamme gilt, so
mull beispielsweise das neu gewonnene Immunserum, wenn die Aus-
gangskultur dem Paratyphus B angehort, auch seinerseits den be-
kannten Laboratoriumsstamm von Paratyphus B am stirksten agglu-
tinieren.

Diese beiden letztgenannten Verfahren (CASTELLANIscher Versuch
und Priifung des durch aktive Immunisierung erhaltenen Serums gegen-
iiber authentischen Kulturen) bieten auch in denjenigen Fillen eine
Entscheidung, in denen sog. ,serumfeste’ Stiémme vorliegen, d.h.
z. B. Typhuskulturen, die alle morphologischen und kulturellen Eigen-
schaften des echten Typhusbacillus aufweisen, jedoch vom Typhus-
immunserum gar nicht oder nur schwierig agglutiniert werden. Solche
inagglutinable Stimme nehmen nach hiufiger (tiglicher) Uberimpfung
auf frische kiinstliche Nahrbiden bald wieder ihre normale Agglutinier-
barkeit an.

So viel iiber die Verwendung eines hochwertigen agglutinierenden
Immunserums zur sicheren Diagnose einer Kultur (vgl. in den speziellen
Kapiteln Cholera, Typhus, Rubhr) und zu ihrer Unterscheidung von ver-
wandten Stimmen. Wenn hier von dem bekannten Immunserum aus-
gegangen wurde, um eine fragliche Kultur zu bestimmen, so kann um-
gekehrt die Agglutinationsreaktion auch zur Identifizierung der Immun-
korper eines Serums mit Hilfe bekannter Bakterien (GRUBER-WIDALsche
Reaktion) differentialdiagnostisch verwendet werden. Wollen wir wissen,
ob wir ein Typhus- oder Ruhrserum vor uns haben, so suchen wir quan-
titativ, d. h. durch Verdiinnungen, den Gehalt des Serums an Typhus-
oder Ruhragglutininen festzustellen. Zu den Verdiinnungen gibt man
gleiche Mengen von Typhus- bzw. Ruhrbacillenaufschwemmung und
legt Kontrollen mit Normalserum an. Nach 2stiindigem Verweilen im
Brutschrank bei 37°C finden wir dann z. B., daBl das Serum Typhus-
bacillen in hohen Verdiinnungen agglutiniert, wihrend es sich Ruhr-
bacillen gegeniiber wie Normalserum verhilt. Es handelt sich demnach
bei dem fraglichen Serum um ein Typhusserum.
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Diese Reaktion hat eine grofie praktische Bedeutung gewonnen,
einesteils fiir die frithzeitige Erkennung der Krankheit, da der Korper
sehr bald nach der Infektion (2. Woche) mit der Produktion von Agglu-
tininen antwortet, andernteils fiir Riickschliisse auf iiberstandene Krank-
heiten. Angewendet wird diese ,,WiparLsche Reaktion bei Typhus,
Cholera, Dysenterie, Fleischvergiftungen (Paratyphus-Enteritis), Pest,
Maltafieber, Genickstarre, Rotz u. a.

Bei dieser Priifung menschlicher Sera auf ihre Agglutinations-
fihigkeit kann man, besonders wenn eine Mischinfektion vorliegt, in der
Diagnosestellung auf Schwierigkeiten stoBen, wenn nidmlich das Serum
zwei verschiedene Kulturen (z. B. Typhus und Paratyphus) in annihernd
gleicher Héhe agglutiniert. In solchen Fillen ist der schon oben er-
wihnte Absdttigungsversuch nach CASTELLANI heranzuziehen, der darauf
beruht, daBl die Agglutinine in Bakteriengemischen quantitativ an die
homologen Bakterien verankert werden, daBl manz. B.einem verdéichtigen
Krankenserum, das Typhus- und Paratyphusbacillen in stdrkeren Serum-
verdiinnungen agglutiniert, durch Einbringen von Typhusbacillen die
Typhusagglutinine vollstdndig entziehen kann. Agglutiniert das Zentri-
fugat dann noch Paratyphusbacillen in gleicher TiterhGhe, so handelt
es sich um eine Mischinfektion von Typhus- und Paratyphusbacillen; ist
aber die Agglutinationsfahigkeit auch fiir Paratyphusbacillen erloschen,
8o hat es sich nur um eine Mitagglutination (vgl. oben) gehandelt.

Eine andere auffallende Erscheinung, die sich bei der Anstellung
der Wiparschen Reaktion ergeben kann, wird als ,,paradoxe Reihe’
bezeichnet, wenn némlich die Agglutination, entgegen dem normalen
Verhalten, in den stirkeren Konzentrationen des Serums schwicher
auftritt (bis zur voélligen Hemmung) als in den hoheren Verdiinnungen ;
es handelt sich um eine Storung durch agglutinationshemmende Stoffe,
die unter Umstinden aus den Agglutininen hervorgehen.

Die Qualitit der Bakterien ist nach Frrix fiir die agglutinogene
Wirkung von groBler Bedeutung. Proteus-, Typhus- und Paratyphus-
bacillen besitzen mehrere Agglutinogene; das O-Antigen ist im Gegensatz
zum H-Antigen, das in den GeiBleln sitzt, an den Bakterienleib gebunden.
Ersteres ist thermostabil, letzteres thermolabil. Im Korper bilden die
genannten Antigene homologe Agglutinine. Bei der H-Agglutination
bilden sich zarte graue Wolken, die sich beim Aufschiitteln leicht ver-
teilen lassen, wihrend bei der O-Agglutination feinste weiBle Piinktchen
gebildet werden, die zu Boden gesunken daselbst oft zu Membranen
verklumpen. FErix konnte dann noch ein drittes thermostabiles Antigen
feststellen, das als Vi-Antigen wegen seiner Beziehungen zur Virulenz
der Bakterienstimme bezeichnet wurde. Die Typhus- oder Paratyphus-
stimme, die zur WibaLschen Reaktion benutzt werden, diirfen ein Vi-
Antigen nicht enthalten, da es die Agglutinabilitit des O-Antigens be-
hindert und gerade die serologische Friithdiagnose des Typhus und Para-
typhus auf die O-Agglutination abgestellt ist. Nach Ferix findet man
bei Typhusschutzgeimpften nur H-Agglutinine, wihrend bei Typhus-
kranken sich nur O- oder aber H- und O-Agglutinine im Blut finden.

Nach den gleichen Gesetzen, die fiir die bakteriellen Agglutinine
gelten, ist die Entstehung und Wirkung der Hdmagglutinine zu denken,
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die durch Vorbehandlung der Versuchstiere mit einer heterologen Blut-
art gebildet werden und welche die Fahigkeit haben, die roten Blut-
korperchen derjenigen Tierart zusammenzuballen, deren Blut zur
Immunisierung benutzt wurde.

Auch im Normalserum von Menschen und Tieren finden sich der-
artige Antikorper. Diejenigen Serumagglutinine, die gegen die Blut-
korperchen anderer Individuen derselben Spezies gerichtet sind, haben
eine grofBe praktische Bedeutung erlangt. Im Gegensatz zu den auf
artfremdes Material eingestellten heterogenen Antikérpern bezeichnet
man diese gegen individuenfremde, aber artgleiche Zellen gerichteten
Antikérper als Isoantikérper und spricht in diesem Fall von Isoh&dm-
agglutininen. Auf Grund der agglutinogenen Eigenschaften der Ery-
throcyten und der im Blutserum enthaltenden Hamagglutinine lassen
sich beim Menschen zwei verschiedene Blutkorpercheneigenschaften nach-
weisen, die als A und B bezeichnet werden. Dadurch, dafl diese Blut-
korpercheneigenschaften fiir sich allein oder gemeinsam vorkommen,
oder auch ganz fehlen kénnen, hat man vier Blutgruppen A, B, AB und O
unterscheiden gelernt. Auf dieser Erkenntnis baut sich die Lehre von
den menschlichen Blutgruppen mit ihren praktisch wichtigen Folge-
rungen auf. Da sich die Blutgruppenlehre inzwischen fast zu einer
Spezialwissenschaft entwickelt hat, kénnen in diesem Lehrbuch nur die
wichtigsten Gesichtspunkte besprochen werden. Zudem sind nach einer
ministeriellen Vorschrift im Deutschen Reich nur noch bestimmte In-
stitute zur Erstattung von Blutgruppengutachten berechtigt — ein
Beweis dafiir, daB die Methodik doch derart betrdchtliche Schwierig-
keiten enthalt, daB nicht jeder ohne weiteres sich geeignet fiihlen sollte,
Blutgruppenbestimmungen durchzufithren. Hierfiir gehort eine be-
sondere serologische Schulung.

Wir miissen darum darauf verzichten, die technischen Einzelheiten in den
folgenden Ausfiihrungen zu bringen und verweisen fiir Spezialuntersuchungen auf
die am SchluB des Abschnittes aufgefithrte besondere Literatur.

Anhang.

Die Blutgruppen des Menschen.

Fir das Verstindnis der vier Blutgruppen A, B, AB und O
ist die GesetzméiBigkeit von Wichtigkeit, dafl die verschiedenen iso-
agglutinierenden Antikérperimmer dann
im Serum enthalten sind, wenn das

; Die Blut-
homologe Agglutinogen den Blutkorper- kiixl‘f)ercll:en Die Sera Bezeich-
chen (und auch den anderen Korper- —gmnalten | enthalton das | mung dor
zellen) fehlt. Umgekehrt sind auch tinogen
naturgemifl die Agglutinine im Serum .
nicht nachweisbar, wenn die Blut- 0 AHZ’I‘I? ]‘énd 0
korperchen iiber das entsprechende A AntLB
Agglutinogen verfiigen. Hieraus ergibt B Anti-A B
sich fiir die Einteilung der Blutgruppen A und B — AB

das nebenstehende Schema:
Aus der vorstehenden Tabelle ergibt sich dann folgerichtig, dafi die
Blutkorperchen von Menschen der Blutgruppe O inagglutinabel sind,
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daB aber im Serum dieser Menschen Agglutinine gegen die Blutkorperchen
aller Gruppen enthalten sind. Das Serum eines Menschen der Blut-
gruppe O agglutiniert die Blutkérperchen von Menschen der Blutgruppen
A, B und AB. Demgegeniiber werden die Blutkérperchen der Gruppe
AB durch die Sera der Gruppe O, A und B agglutiniert, da diese Sera
die entsprechenden Agglutinine enthalten. Andererseits besitzt aber das
Serum der Blutgruppe AB keine Agglutinine. Die Blutkorperchen der
Gruppe A werden durch Sera der Gruppe O und B agglutiniert und
das Serum der Blutgruppe A agglutiniert die Blutkorperchen der Blut-
gruppe B und AB. Schliellich werden die Blutkoérperchen der Gruppe B
durch Sera der Gruppe O und A agglutiniert und das Serum der Blut-
gruppe B agglutiniert die Blutkérperchen der Gruppe A und AB.
Diese Feststellungen sind in der Klinik fiir die Durchfiihrung der
Bluttransfusionen von allergrofiter Bedeutung. Man hat besonders
friiher schwere gesundheitliche Schadigungen, die sogar zu todlichem
Ausgang fiihrten, gesehen, sofern in dem Blut des Spenders Blut-
korperchen enthalten waren, die durch das Serum des Empfingers
agglutiniert werden. Wird beispielsweise einem Menschen der Gruppe B
Blut der Gruppe A injiziert, dann ist mit einer Gefdhrdung des Lebens
des Empfingers zu rechnen. Vor einer Bluttransfusion ist daher die
Blutgruppenzugehérigkeit des Spenders und des Empfingers richtig
festzustellen. Hierbei lautet die Frage, wer bei einer bestimmten Blut-
gruppe des Empfingers serologisch als Spender geeignet ist. Nach dem
beigegebenen Schema ist diese Frage folgendermaflen zu beantworten:

AB
A¢B
VN IR
\
\\
\\\
| S
7 LS
A< OoO» ————B
1 * t
A (0] B

1. Jeder ist ohne weiteres als Spender geeignet, dessen Blutgruppe
mit der des Empfangers tibereinstimmt.

2. Unbedenklich ist im allgemeinen das Blut jener gruppenfremden
Personen zur Transfusion geeignet, deren Blutkorperchen im Blute des
Empfingers Antikérper nicht vorfinden. Dies gilt, wenn der Empfinger
zur Gruppe AB gehort und wenn der Spender zur Gruppe O gehort
(vgl. Schema). In praktischer Hinsicht ist besonders wichtig, dal3 alle
Menschen der Blutgruppe O als Spender in Frage kommen, da es sich
hierbei um Universalspender handelt, wodurch die praktische Arbeit
insofern erleichtert wird, da der Empfinger nicht untersucht werden
braucht. Da vereinzelte beobachtete Schiadigungen mdoglicherweise auf
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die Antikorper des Spenders zuriickzufiithren sind, empfiehlt es sich im all-
gemeinen, moglichst Spender der gleichen Blutgruppe zu verwenden. Esist
selbstverstindlich, daB die Auswahl der Spender in einwandfreier Form zu
geschehen hat und dafl die Bestimmungen der Blutgruppenzugehorigkeit
absolut zuverlissig sind. Auch hierfiir liegen neuerdings eindeutige gesetz-
liche Bestimmungen vor (vgl. Richtlinien fir die Ausfiihrung der Blut-
gruppenuntersuchung, Min.Bl. RMdI 1937, 887). Bei der vollstindigen
Ausfithrung der Blutuntersuchung sind folgende Reaktionen anzustellen:

1. Empfingerserum mit Spenderblutkérperchen,

2. Gruppenbestimmung von Spender- und Empféngerblut mit Test-
serum A (Anti-B), B (Anti-A) und O (Anti-A und Anti-B),

3. Gruppenbestimmung von Spender- und Empfingerblut mit Test-
blutkérperchen A, B und O.

Nach den MENDELschen Gesetzen ist die Gruppenzugehérigkeit ver-
erbbar und bleibt lebenslinglich unverdndert. Hiernach liegen also
Bluteigenschaften vor, deren Nachweis sowohl fiir rassenkundliche als
auch fiir forensische Zwecke von grofler Bedeutung ist.

Die Anwendung der Isohdmagglutination kommt vor Gericht bei
zwei verschiedenen Fragestellungen in Betracht. Bei der einen Frage
kann es sich darum handeln festzustellen, ob es offenbar unméglich ist,
daf} eine vorgelegte Blutprobe von einem bestimmten Menschen stammen
kann oder nicht. Andererseits kann die gesetzmiBige Vererbbarkeit der
Blutgruppen fiir forensische Zwecke Anwendung finden. So lassen sich bei
geeigneter Blutbeschaffenheit des Kindes und der angeblichen Eltern die
Bluteigenschaften des einen Elters vorhersagen, wenn die Blutgruppe des
Kindes und des anderen Elters bekannt ist. Bei forensischen Zwecken, vor
allem bei Blutgruppenbestimmungen an Kleidungsstiicken usw., ist natur-
gemiB zuvor zu priifen, ob essich bei dem Blut um Menschenblut handelt.

Von grofiter Bedeutung ist die Isoagglutinationsprobe bei strittiger
Abstammung geworden. Aus den Erbformeln lassen sich die folgenden
praktisch wichtigen Grundsitze ableiten:

1. Die Bluteigenschaften A und B vererben sich nach den MENDEL-
schen Regeln und zwar mit strenger Dominanz. Hat ein Kind z. B.
die Bluteigenschaft A, dann muB sich A auch bei den Eltern in nach-
weisbarer Form finden, und zwar zum mindesten bei einem der Eltern.
Fehlt A bei beiden angeblichen Eltern, dann kann das Kind nicht aus
dieser Verbindung stammen. Dieser Satz gilt auch fiir die Bluteigenschaft
B. Ist hingegen ein A oder ein B des Kindes auch bei einem der Eltern
oder bei beiden Eltern vorhanden, dann ist die Abstammung aus der
fraglichen Verbindung méglich.

2. Ein Kind der Blutgruppe O kann von einem Vater oder einer Mutter
der Gruppe AB nicht abstammen und ein Kind der Blutgruppe AB kann
von einem Vater oder einer Mutter der Gruppe O nicht abstammen. Hierin
liegt eine Erweiterung iiber das Gebiet der Dominanzregel hinaus vor.

Aus der gesetzmiBigen Vererbungsweise der Bluteigenschaften 146t zich
aus vorstehenden Ausfiihrungen ableiten, welche Elternkombinationen bei
gegebener Bluteigenschaft des Kindes in Frage kommen und welche nicht.
Die nach diesem Vererbungsmodus zulissigen Kinder bei den verschie-
denen Elternkombinationen gehen aus der nachfolgenden Tabelle hervor:
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Gruppe des einen Elters
o | A B AB
Gruppen 0 0
des zweiten | A 0, A 0, A
Elters B 0,B 0, A, B, AB 0, B
AB A, B A, B, AB A, B, AB A, B, AB
Gruppen der Kinder.

Hiernach gehen Kinder der Gruppe O also auch aus O-freien Kombi-
nationen hervor (da das recessive Merkmal O latent vererbt werden kann).
Die Kinder miissen zur Gruppe O gehoren, sofern beide Eltern dieser Gruppe
angehoren. Esl4 8t sich naturgeméd entsprechend angeben, zu welcher Blut-
gruppe der Vater eines Kindes von einer bekannten Mutter bei bekanntem
Kind gehoren kann und welcher Gruppe der Vater bei bekannter Gruppen-
zugehorigkeit von Mutter und Kind nicht angehéren kann. Die letzte-
ren Moglichkeiten seien in der nachfolgenden Tabelle zusammengestellt:

Gruppe der Mutter
0 A | B | AB
|
Gruppe 0 AB AB | AB kommt nicht
des vor
Kindes A 0, B — |1 0,B —
B 0, A 0,A | - —
AB | kommt nicht 0, A 0, B (0]
vor |
Vater kann nicht sein!

Ordnet man nun die mogliche Kombination von Mutter und Kind
nach ihrer gerichtlichen Verwertbarkeit, dann ergeben sich 2 Gruppen.
In der einen Gruppe laft sich iiber die Bluteigenschaft des Vaters nichts
aussagen, wihrend in der anderen Gruppe der Vater ein oder zwei be-
stimmten Blutgruppen angehoren kann:

1. Die Blutgruppe des Vaters 148t sich nicht vorhersagen und auch
die Blutgruppenuntersuchung fiithrt nicht zu verwertbaren Ergebnissen,
wenn Mutter und Kind iibereinstimmend der Gruppe A oder B an-
gehoren und wenn das Kind einer Mutter AB der Gruppe A oder B
angehort, da in diesem Falle der Vater jeder Blutgruppe angehoren kann.

2. Die Blutgruppe des Vaters 148t sich vorhersagen und hierbei kann
der in Anspruch genommene Vater der Erwartung entsprechen oder
nicht entsprechen: Entspricht der Vater der Erwartung, dann ist das
Ergebnis der Bestimmung fiir das Gericht nur bedingt verwertbar und
abhéngig von den besonderen Verhiltnissen des Prozesses, da ja ein
Beweis fiir die Vaterschaft aus der Blutuntersuchung allein nicht zu er-
bringen ist. Auch ein anderer Mann der gleichen Blutgruppenzugehorig-
keit kime in Frage. Eindeutig positiv sind hingegen jene Fille, wo der
Vater nicht der Erwartung entspricht, da in diesem Fall die Vaterschaft
auszuschliefen ist und die Blutuntersuchung ein verwertbares eindeutiges
Ergebnis liefert. Im folgenden sei eine Zusammenstellung der Kombina-
tionen Mutter — Kind gegeben, in denen sich der Vater voraussagen
laBt und in denen der Vater in der einen Gruppe der Erwartung ent-
spricht und in der zweiten Gruppe nicht der Erwartung entspricht:
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a) Vater entspricht der Erwartung.
Kind O

b) Vater entspricht nicht der Erwartung.
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Kind Vater (oder Mutter) Kind Vater (oder Mutter)
0 unméoglich
e//
0 T— A O . AB
— g
Kind A
Mutter Kind Vater Mutter Kind umx{;jglicher
o A ater
—~ - o -0
\\\\.\ — \\\ S
oder LA oder oder LA oder
B — AB B— B
Kind B
Mutter Kind Vater Mutter Kind unméglicher
o B Vater
T 0 . - O
oder s B f\\ oder oder B oder
A AB A A
Kind AB
Mutter Kind Vater Mutter Kind wnmoglicher
B Vater
.0
7 AB - A >AB
AB A
A .0
4’/
B——— AB < B -~ AB |
— .
AB B
A
K/
AB_ AB : B AB———— AB s 0
T as
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Durch die grundlegenden weiteren Studien von LANDSTEINER und
Levine hat sich gezeigt, dafl sich in den roten Blutkérperchen des
Menschen auller den sog. klassischen Gruppenmerkmalen A und B und
unabhéngig von diesen noch weitere gruppenspezifische Agglutinogene
nachweisen lassen, ndmlich die Faktoren M und N. Da das normale
Menschenserum im allgemeinen nur Isoantikérper fiir A und B enthilt,
gelingt der Nachweis dieser Faktoren nur auf dem Wege der Immuni-
sierung. Diese beiden Eigenschaften M und N treten entweder einzeln
oder zusammen auf (M, N und MN). Es gibt keinen Menschen ohne M
bzw. ohne N, mindestens tritt beim Menschen eine der beiden Eigen-
schaften auf. Die Eigenschaften M und N vererben sich nach den
MexpELschen Gesetzen. Ein einziges Paar von Erbfaktoren regelt das
Auftreten der Eigenschaften M und N. Im Gegensatz zu den klassischen
Blutgruppen finden sich aber im menschlichen Blutserum bei den Blut-
merkmalen M und N keine Isoagglutinine gegeniiber den fehlenden
Faktoren. Zum Nachweis der Eigenschaften M und N mufl man sich
durch Immunisierung von Kaninchen mit M- bzw. N-Blutkoérperchen
(am besten der Gruppe O) spezifisch agglutinierende Antisera herstellen.
Die Herstellung dieser Immunsera ist nicht einfach. Zudem treten bei
der Immunisierung nicht nur gruppenspezifische Agglutinine (Anti-M
bzw. Anti-N) auf, sondern auch artspezifische Agglutinine (Anti-Mensch).
Daher miissen die Immunsera vor Gebrauch mit heterologen mensch-
lichen Blutkorperchen, denen das entsprechende Merkmal fehit (z. B.
Anti-M-Serum mit N-Blutkorperchen) abgesittigt werden, so daBl nur
noch das gewiinschte Agglutinin (Anti-M oder Anti-N) vorhanden ist.
Auller den Faktoren A, B, M und N gibt es noch weitere Gruppenantigene,
z. B. den Faktor P, die aber bisher noch keine groBlere praktische Be-
deutung erlangt haben.

Aus den Erbformeln der Eltern lassen sich nun unter Beriicksichtigung
der Faktoren M und N sehr leicht die zu erwartenden Kinder ableiten,
da sich aus ihrer Kenntnis fiir die Vaterschaftspriifung sehr wichtige
und wertvolle Konsequenzen ergeben, die die Ergebnisse der klassischen
Blutgruppen erheblich erweitern. MafBigebend ist der Grundsatz, da8
die Bluteigenschaft M oder N eines Kindes bei den Eltern vertreten
sein muBl. Auflerdem kann unter den Eltern eines Kindes, das dem
reinen Typus ,,Nur M“ oder ,Nur N* angehort, der entgegengesetzte
reine Typus ,,Nur M* oder ,,Nur N* nicht vorhanden sein. Zur Klirung
des ersten Satzes miissen beide angeblichen Eltern untersucht werden,
bei der Kliarung des zweiten Satzes geniigt die Untersuchung des Kindes
und des fraglichen Elters. Es kann hier also unter Umstéinden die
Vaterschaft oder Mutterschaft ohne Untersuchung des zweiten Elters
ausgeschlossen werden. Da nur Blutklassen vorliegen, sind die ein-
zelnen Fille einfacher zu iiberblicken als bei den vier Blutgruppen. In
der folgenden Tabelle wird gezeigt, welche Kinder aus den sechs mog-
lichen Elternverbindungen hervorgehen:

Elternverbindung. Kinder
1. ,,Nur M*“ + , Nur M“ ,»Nur M*
2. ,,Nur N* + ,,Nur N* ,»Nur N*

3. MN + MN ,»Nur M ,,Nur N MN
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Elternverbindunyg. Kinder.
4. ,Nur M*“ 4+ MN HNur M, MN
5. ,Nur N“ 4+ MN . »Nur N“ MN
6. ,,Nur M‘ L , Nur N* . . MN

Aus der vorstehenden Zusammenstellung 148t sich ohne weiteres ab-
leiten, ob es offenbar unmoglich ist, daB ein Kind von einem bestimmten
Mann nicht erzeugt worden ist. Diese Zusammenstellung wird nochmals
in der folgenden Tabelle gebracht:

Kind Mutter Vater kann nicht sein
1. MM MM oder Mm mm (,,Nur N¢)
2. mm mm oder Mm MM (,,Nur M)
3. Mm MM MM (,,Nur M*)
4. Mm mm mm (,,Nur N*

Da die Aussichten, zu einer AusschlieBung der Vaterschaft mittels
Bestimmung dieser Faktoren zu gelangen, etwa ebenso groB8 sind wie
bei der Anwendung der Blutgruppeneigenschaften A und B, hat man
bei der heutigen Priifung der Eigenschaften A, B und M, N nebeneinander
die Moglichkeit, rund jeden dritten Nichtvater als solchen serologisch
zu erkennen. Die Chancen der VaterschaftsausschlieBung haben sich
durch die Beriicksichtigung von M und N verdoppelt. Auch haben
sich dadurch die Aussichten, eine Kindesvertauschung aufzukliren, erheb-
lich verbessert. Bei Bluttransfusionen sind hingegen die Eigenschaften
M und N ohne wesentliche Bedeutung, da gegen sie keine Isoantikorper
vorhanden sind. Ob bei wiederholten Transfusionen spezifische Anti-
korper auftreten und schidlich wirken konnen, ist noch ungewil.

Schrifttum.

HirszrerD: Konstitutionsserologie. Berlin: Julius Springer 1928. — LATTES:
Die Individualitit des Blutes. Berlin: Julius Springer 1925, sowie 3. Aufl. Paris:
Masson 1929. — ScHIFF, F.: Die Technik der Blutgruppenuntersuchung, 3. Aufl.
Berlin: Julius Springer 1932. — THOMSON, O.: KoLLE, KrRAUs, UBLENHUTH, 3. Aufl.
2 (1929).

6. Priicipitine.

Im Jahre 1897 fand Kraus, daB beim Vermischen von keimfreien
Kulturfiltraten von Bakterien mit dem homologen Immunserum eine
Tritbung des Filtrates bis zur Niederschlagsbildung eintrat (Prdcipitat).
Die Reaktion, Pricipitation genannt, ist durchaus spezifisch und wird
durch normales Serum nicht hervorgerufen. Die Stoffe, welche im
Immunserum demnach vorhanden sein miissen und die gelosten Koérper
aus dem Kulturfiltrat spezifisch auszufidllen vermogen, werden als
Pricipitine bezeichnet. Nach neueren Anschauungen handelt es sich
um die Fillung von kolloidalen Stoffen, die vorher im Solzustande
sich befanden, nicht etwa um die Ausfillung von Krystalloiden aus
echter Losung. Es wird sich demnach bei der Pricipitation um die
Uberfiihrung von Kolloidsolen in Gele handeln.

Die Pricipitine sind gegen Erhitzung wenig widerstandsfihig und
verlieren schon bei Erhitzung auf 60° C ihre ausfdllende (pricipitierende)

Gundel-Schiirmann, Mikrobiologie, 2. Auflage. 7
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Wirksamkeit, wobei sie allerdings ihr Bindungsvermogen gegeniiber dem
Pricipitinogen noch beibehalten (Umwandlung in Prdcipitoide). Nach
ihrem chemischen Aufbau rechnet man sie zu den Globulinen bzw.
Pseudoglobulinen, denen sie jedenfalls nahe verwandt sind. Der amorphe,
sehr voluminose Niederschlag, das Pracipitat, eine Eiweilsubstanz, die
zum grofiten Teil aus dem Immunserum gebildet wird, ist duBerst fein
und passiert die dichtesten Filter; sie ist in verdiinnten S#duren und
Alkalien loslich. Enthédlt das betreffende Immunserum noch andere
Immunstoffe, wie z. B. Antitoxine, so werden diese bei der Précipitat-
bildung ebenfalls mit ausgefallt.

Die Bildung von Précipitinen erfolgt nicht nur nach Injektion von
Bakterien oder anderen geformten Elementen, sondern sie stellt eine
allgemeine Reaktionserscheinung des Organismus auf parenterale Ein-
filhrung gelosten Eiweilles, sei es tierischen, pflanzlichen oder bakte-
riellen Ursprungs, dar. Man nennt diese Immunsubstanzen im Gegen-
satz zu den Bakterienpracipitinen ,,Eiweillpréicipitine* (TSCHISTOWITSCH
und BorpeT). Die Substanz, die in dem Bakterienkulturfiltrat oder
in der EiweiBlosung vorhanden ist, wird als précipitable oder, da sie
antigene Funktionen aufweist, d. h. Antikoérperbildung auszulésen ver-
mag, auch als prdcipitinogene Substanz bezeichnet.

Zur Qewinnung pracipitierender Immunsera werden die Versuchstiere
mit Bakterien selbst, deren Kulturfiltraten oder Bakterienextrakten, in
denen sich das Bakterieneiweil in geloster Form findet, mehrere Male
intravends oder intraperitoneal behandelt.

Das sterile klare Serum wird bei der Anstellung des Versuchs in
fallenden Mengen zu einer bestimmten Menge sterilen, ebenfalls voll-
kommen ungetriibten Précipitinogens gebracht oder umgekehrt. Die
auftretenden Triitbungen und Flockungen sind im reflektierten Licht am
besten gegen einen schwarzen Hintergrund sichtbar. Der Ausfall der
Reaktion ist von den quantitativen Verhiltnissen sehr abhangig.

Die Versuchsanordnung zeigt folgende Tabelle:

Tabelle 1.
Pestbouillonfiltrat Pestserum 0,85 % ige Resultat
(Pricipitinogen) (Pricipitin) NaCl-Losung nach 3 Std. nach 24 Std.
5 ccm 0,5 0,5 sehr triib starker Bodensatz,
Fliissigkeit dariiber
klar
5 ,, 0,1 0,9 triib geringer Bodensatz,
Flisssigkeit dariiber
klar
5 ., 0,05 0,95 B klar kein Bodensatz, klar
Kontr. 5 ccm — 1,0 klar klar
— 0,5 5,5 klar klar
—_ O,]. 5,9 2 ”
— 0,05 5,95 ' »
5 cem Normalserum 0,5 klar klar
0,5
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Neben dieser Mischungsmethode hat sich noch eine andere Methode
eingebiirgert, die Schichi- oder Ringprobe (AscoLi).

In 6 em lange, 0,4—0,5 cm breite Rohrchen werden auf kleine Mengen Immun-
serum bei schrag geneigtem Roéhrchen kleine Mengen Antigen vorsichtig, um ein
Vermischen der beiden Flissigkeiten zu vermeiden, geschichtet.

Bei positivem Ausfall der Reaktion entsteht an der Beriithrungsfliche der beiden
Flissigkeiten ein grauweiBer Ring.

Zur Unterstiitzung der klinischen Diagnose von Infektionskrank-
heiten macht man bisher nur in vereinzelten Fillen von der Pricipitation
Gebrauch, z. B. wenn es sich um losliche Bakteriensubstanzen in Ex-
sudaten oder Organfliissigkeiten handelt.

Die Priacipitation hat dagegen zur Differenzierung von Kiweif eine
aulerordentlich groBe praktische Bedeutung gewonnen. Die grund-
legenden Versuche stammen von Bororkr und TscuistowiTscaH (1899).
Das Serum von Kaninchen, die mit Aalblut bzw. Pferdeblut vorbehandelt
waren, erzeugte nur in der homologen, nicht aber in anderen Blut-
losungen einen Niederschlag. Spiter gelang es WassermanN, UHLEN-
HUTH und ScHUTZE, durch Injektion von Milch verschiedener Tierarten
bei Kaninchen Sera zu erzeugen, die streng spezifisch auf die zur
Immunisierung benutzte Milchart eingestellt waren, so daB z. B. das
Serum eines mit Kuhmilch vorbehandelten Kaninchens nur auf Kuh-
milch und nicht auf Frauenmilch préicipitierend wirkte. Weiter konnte
UHLENHUTH mit dieser biologischen Methode die EiweiBarten der ver-
schiedenen Vogeleier unterscheiden und {feststellen, daB mittels der
Pricipitationsmethode sich noch Eiweil in einer Verdiinnung von
1:100000 nachweisen 148t, Verdiinnungen, in denen chemische Methoden
lingst versagen. Diese Entdeckungen wurden von ausschlaggebender
Bedeutung fiir die forensische Medizin, wenn es sich darum handelt,
menschliches Eiweil von tierischem zu unterscheiden (forensische Blut-
differenzierung). Die Reaktion gelingt selbst dann noch, wenn das
verdichtige Material (Blut-Eiweififlecke) schon jahrelang an Gegen-
stinden (Leinwand, Papier, Holz, Metall usw.) angetrocknet ist.

Weiter ist die Préacipitinreaktion ein wichtiger Faktor in der
Nahrungsmittelkontrolle geworden. Sie wird zur Aufdeckung von Ver-
falschungen durch Beimengung minderwertiger Fleischsorten, wie Pferde-
und Hundefleisch, herangezogen. Bei Fleisch- oder Wurstwaren kénnen
unter Umstdinden Schwierigkeiten dadurch auftreten, daf Fleisch-
gemische, denen auch Pferdefleisch beigemengt sein kann, vorhanden
sind. Das Précipitationsverfahren 148t im Stich, wenn Fleisch- und
Wurstwaren stérkeren Hitzegraden ausgesetzt waren, wodurch die
Pricipitinogene zerstort wurden. Auch gesalzene, geriucherte, getrock-
nete oder gefrorene Fleischsorten, wie sie namentlich vom Auslande ein-
gefithrt werden, unterliegen der Kontrolle durch dieses Verfahren.
Andere Nahrungsmittel, wie Eier-, Milchpriparate sowie Natur- und
Kunsthonig, lassen sich in derselben Weise auf ihren Ursprung und ihre
Reinheit priifen. Ebenso kénnen Nahrpriparate pflanzlicher Herkunft
durch diese biologische Methode einwandfrei gepriift werden, da sich
die verschiedenen pflanzlichen EiweiBle voneinander und auch von
tierischem Eiweil unterscheiden lassen.

kol
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Aber nicht nur fiir praktische Zwecke, sondern auch fiir die Beant-
wortung theoretischer Fragen ist die Methode der spezifischen Prici-
pitinreaktion versucht worden, so fir die Klarstellung der verwandt-
schaftlichen Beziehungen unter den verschiedenen Tierarten (UBLENHUTH).
Es hat sich aber ergeben, daB eine Differenzierung der Eiweillkorper
nahe verwandter Tierarten vielfach nicht moglich war. So zeigt z. B.
das Serum eines mit Hundeserum vorbehandelten Kaninchens auch in
Blutlosungen von Fuchs und Wolf einen Niederschlag. Ebenso lassen
sich Esel- und PferdeeiweiBl, Menschen- und Affeneiweill, Kaninchen-
und Feldhaseneiweil usw. serologisch nicht trennen. Man ist aber hier

a b c
Abb. 13. Pricipitationsversuch. ¢ Xontrolle, b und ¢ positive Pricipitation.

durch die sog. kreuzweise Immunisierung weiter gekommen. Durch
Immunisierung von Affen mit Menschenblut erhélt man Sera, die spezi-
fische Fillung von Menschenblut herbeifithren; ebenso gewinnt man
von Kaninchen Hasenblutantisera und von Hasen Kaninchenblut-
antisera, von Hiithnern Taubenblutantisera, von Tauben Hiihnerblut-
antisera. Bei sehr naher Blutsverwandtschaft, z. B. Pferd und Esel,
konnten Pricipitine wechselseitig nicht gewonnen werden. Durch ein
solches Versagen ist in bezug auf die phylogenetischen Forschungen die
praktische Bedeutung der Pricipitinreaktion in gewisser Beziehung
herabgesetzt.

Mit Hilfe der Pricipitinreaktion wurde die entwicklungsgeschichtlich
interessante Tatsache ermittelt, daB gegeniiber der fiir jede Tierart
spezifischen Beschaffenheit des Blutserums das Eiweill der Krystallinse
aller Tiere einen einheitlichen Korper darstellt und bei den einzelnen
Arten sich nicht voneinander differenzieren laft.
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Die Technik und Methodik der biologischen Eiweiidifferenzierung
soll hier noch kurz besprochen werden:

Fir ITmmunisijerungszwecke eignet sich am besten das Kaninchen. Es werden
mehrere Tiere gleichzeitig immunisiert, da Tierversuche durch Anaphylaxie, die
sich meistens nach der dritten Injektion einstellt, unliebsame Verzégerungen
bringen konnen. Als Injektionsmaterial dient entweder Serum oder filtrierter
MuskelpreBsaft, Eiweill oder Milch. Am 1., 4. und 7. Tag wird 1 ccm der genannten
Flissigkeiten den Versuchstieren intravends beigebracht. Am 17.Tag werden
2 com intraperitoneal injiziert; am 27. Tag erfolgt eine Probeblutentnahme zur
Prifung des Immunserums auf seine Wertigkeit. Erweist sich das Serum als
hochwertig — hochwertige Sera sind nach UnLENHUTH fitr die forensische Praxis
vorzuziehen — so wird das Tier entblutet, das Serum vollkommen geklirt und
steril aufbewahrt. Bei schlechtem Ausfall der Wertigkeitspriifung erfolgt Weiter-
behandlung des Tieres.

Der Titer des Serums wird bestimmt, indem man von dem zu untersuchenden
Eiwei und dementsprechend zur Immunisierung benutzten EiweiBl (Précipi-
tinogen) verschiedene Verdiinnungen (1:10, 100, 1000 usw.) ansetzt und zu je
1 cem derselben 0,1 cem des auszuwertenden Serums zufiigt. Es entstehen Trii-
bungen und Ausflockungen (eventuell Beobachtung nach Istiindigem Verweilen
im Brutschrank bei 37°C). Die Verdimnung des EiweiBles, in der sich noch ein
deutliches Pricipitat nachweisen 1aBt, bestimmt dann den Titer des Serums.

Das zu untersuchende Material kann, wie gesagt, der verschieden-
artigsten Provenienz sein. Bei allen gilt es, eine wasserklare Losung
des Untersuchungsmaterials herzustellen. Die in Kleidungsstiicken
befindlichen Blut-, Spermaflecke usw. werden herausgeschnitten, voll-
kommen zerkleinert und mit einer kleinen Menge physiologischer Koch-
salzlosung ausgelaugt (etwa 24 Stunden im Eisschrank). Ist das Material
an Holz usw. angetrocknet, so werden die Flecke sorgfiltig mit sterilem
Instrument abgekratzt und das Abschabsel ebenfalls mit NaCl-Losung
ausgelaugt. Die Extrakte miissen dann véllig klar filtriert werden,
eventuell unter Zuhilfenahme eines BERKEFELD- oder eines SILBER-
scamipTschen Mikrofilters oder eines Sgerrz-Filters. Es hat sich als
zweckmaBig herausgestellt, im Hauptversuch das Untersuchungsmaterial
in erheblicher Verdiinnung (meistens 1:1000) und das précipitierende
Serum in unverdiinntem Zustand zu verwenden. Zur annihernden
Feststellung des erforderlichen Verdiinnungsgrades des Testmaterials
bedient man sich folgender Reaktionen:

1. Schaumbildung, die beim Schiitteln einer eiweiBhaltigen Losung
entsteht;

2. Kochprobe unter Zusatz eines Tropfens 25%iger Salpetersiure,
wodurch bei einem Eiweifigehalt von 1:1000 die Fliissigkeit opalescierend
getriibt wird.

Vor der Anstellung des Hauptversuchs mull man sich im Vorversuch
iiberzeugen, ob das précipitierende Serum auch wirklich mit der ent-
sprechenden Testflissigkeit, z. B. einem Extrakt aus an Leinwand an-
getrockneten alten Blutflecken vom Mensch, Rind, Schwein, Pferd usw.
die Reaktion auszuldsen vermag.

Die Anordnung dieses Vorversuchs zeigt nachstehende Tabelle 2.

Das Serum soll an der Wand des Reagensglases herunterlaufen und nicht auf
die Fliissigkeit getropft werden.

Die Rohrchen diirfen nicht geschiittelt werden.

Die Reaktion soll spitestens in 20 Minuten bei Zimmertemperatur
auftreten; nach dieser Zeit erscheinende Triibungen sollen nicht im
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Tabelle 2.
Pric.-Ser. |Normalserum Test- NaCl-
Nr. vom vom fliissigkeit Losung Resultat
Kaninchen Kaninchen 1:1000 0,85 %
1 0,1 — i 1,0 — Hauchartige | Ausflockung
; Tribung |und Bodensatz
nach 5 Min. | nach 20 Min.
2_ — 0,1 1,0 — klar klar
3 0,1 [ — — 1,0 klar klar

positiven Sinne gedeutet werden. Zur leichteren Erkennung der Trii-
bungen ist es vorteilhaft, zwischen Lichtquelle und Pricipitations-
rohrchen eine schwarze Tafel zu halten.

Handelt es sich z. B. um die Feststellung, ob ein alter an Leinwand
angetrockneter Blutfleck von Menschenblut herrithrt oder nicht, so
stellt man nach UHLENHUTH und WEIDANZ den Hauptversuch mit den
erforderlichen Kontrollen folgendermaBen an:

Tabelle 3.

I Resultat

Roéhrchen I Fragliche Blutlésung 0,9 com 4 0,1 Tritbung,Ausflockung,
Antiserum (Mensch) Bodensatz

' II Fraglichlutlésung 0,9 cem - 0,1 klar
normales Kaninchenserum

. III Homologe Blutlosung 0,9 ccm (Mens@ 7‘Tr1"1bung, Ausflockung,
o -+ 0,1 Antiserum (Mensch) Bodensatz

. IV Heterologe Blutlosung 0,9 cem | klar
(Schwein) 4 0,1 Antiserum (Mensch)

7,; v 7Heterologe Blutlosung 0,9 cem (Rind) "
_+ 0,1 Antiserum (Mensch)

, VI Physiologische Kochsalzlésung 0,9 cem ! "
o + 0,1 Antiserum (Mensch) B

,. VII Substratextrakt 0,9 cem (Stoff) '
+ 0,1 Antiserum (Mensch) ;

Das Zustandekommen einer spezifischen Ausfillung im Rohrchen I,
iibereinstimmend mit der positiven Kontrolle (Rohrchen Nr. ITT) und
dem negativen Ausfall aller iibrigen Kontrollen beweist, daB die im
Rohrchen I untersuchte fragliche Blutldsung derselben Art angehort
wie die im Réhrchen III verwendete, d. h. von Menschenblut herriihrt.

Stehen nur geringe Mengen Untersuchungsmaterial zur Verfiigung, wird die
Capillarmethode angewendet. Man verwendet 6 cm lange Réhrchen mit einem
Durchmesser von 2 mm. Hier hinein bringt man mit einer Capillarpipette etwa
3 cm hoch das Serum, das vorsichtig mit der Untersuchungsfliissigkeit iiberschichtet
wird. Bei positivem Ausfall erfolgt ein deutliches Auftreten eines grauen Ringes an
der Beriihrungsstelle der beiden Fliissigkeiten, der spéter in flockigen Niederschlag
iibergeht, der sich in der Kuppe des Réhrchens sammelt. Mit 0,1 cem Untersuchungs-
fliissigkeit kommt man hier gut aus.
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Weiter hat sich die Pricipitation zur Erkennung der bakteriellen
Infektionskrankhesten auch als brauchbar erwiesen. Hier wird entweder
das fragliche pricipitinhaltice Patientenserum gegeniiber bekannten
Kulturfiltraten oder der Extrakt aus Organen von Tieren oder Menschen,
die an einer Infektion zugrunde gegangen sind, gegeniiber sicheren hoch-
wertigen pricipitierenden Seren gepriift. Durch dieses letztere Verfahren
gelingt es auch dann noch eine sichere Diagnose zu stellen, wenn das
Kulturverfahren bzw. die serologischen Methoden (Agglutination) im
Stich gelassen haben.

Fir die Herstellung des Pricipitinogens aus Bakterienkulturen
kommen folgende Verfahren hauptséchlich in Betracht:

I. Altere Bouillonkulturen werden durch Kerzen filtriert.

II. Abschwemmen von 1-—3 Tage alten Kulturen mit physiologischer NaCl-
Losung mit nachfolgendem Schiitteln.

III. Abschwemmen der gewachsenen Massenkulturen mit 5—6 ccm physio-
logischer NaCl-Lésung, Kochen der Abschwemmung 5—10 Minuten lang, zentri-
fugieren, dann filtrieren bis zur vollkommenen Klarheit.

Bei der Herstellung des Pricipitinogens aus Organen schligt man
folgende drei Wege ein:

1. Einfache Extrahierung nach PFEILER. Organteilchen eines z. B. an Milz-
brand eingegangenen Tieres werden zerkleinert, mit etwas Sand im Morser ver-
rieben, zwecks Entfirbung mit 10 cem Chloroform durchmengt und 5 Stunden
bei Zimmertemperatur belassen. Nach Entfernung des Chloroforms wird der Brei
mit 5cem 0,5%iger Carbol-NaCl-Lésung extrahiert, wiederholt umgeriihrt und
nach 2 Stunden filtriert (durch Papier oder Asbest). Das Extrakt mufl vollkommen
klar sein.

2. Schiittelextrakt nach AscoLl. Ein kleines Organstiick (angenommen Milz-
brandverdacht) wird nach dem Zerkleinern mit Quarzsand etwa 3 Minuten mit
5 cem 0,5%iger Carbolkochsalzlgsung kriftig geschiittelt. Nach dem Zufiigen von
1 cem Chloroform wird nochmals 2 Minuten geschiittelt und dann mehrmals bis
zur vollkommenen Klarheit filtriert.

Zur Anstellung des Pricipitationsversuches wird in besonderen Précipitations-
rohrchen das Extrakt auf ein hochwertig pricipitierendes, vollkommen klares
Milzbrandserum und zur Kontrolle auf ein Normalserum geschichtet. Bei positivem
Ausfall tritt in dem ersten Réhrchen an der Beriihrungsstelle der beiden Flissigkeits-
schichten ein grauweiBer Ring auf, wihrend das Kontrollréhrchen vollkommen
unverdndert bleibt.

Das Verfahren 148t sich unter Verwertung der Thermoresistenz der
pracipitablen Substanz fiir den Praktiker bedeutend vereinfachen:

Nach Aufschwemmung der zerkleinerten Organe in physiologischer NaCl-Losung
(5—10faches Volumen) kocht man etwa 2 Minuten auf, filtriert durch Papier oder
Asbest und stellt nach dem Erkalten die Schichtprobe an.

Die Thermoprécipitation dient dem Nachweis der thermostabilen
bakteriellen Antigene, wie sie sich in den Organen oder den Exkreten
der Menschen und der Tiere finden. Sie wurde im Jahre 1911 von
Ascort und VALENTI zuerst bei Milzbrand versucht. Das Ergebnis war,
daB Milzbrandserum in Koch-Extrakten aus Organen milzbrandkranker
Tiere spezifische Fillungen hervorruft, wihrend bei Verwendung sowohl
von normalem als auch von heterologem Immunserum (Tetanus-, Pneumo-
kokkenserum usw.) keine Pricipitatbildung eintritt.

Diese Thermopricipitationsmethode hat mit den Ergebnissen der

mikroskopischen Untersuchung stets iibereinstimmende Resultate ge-
liefert und selbst da, wo das bakteriologische Kulturverfahren im Stiche
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148t (Uberwuchern durch Faulniskeime), noch den Nachweis der statt-
gehabten Infektion erbracht. Kontrollproben mit normalen Organen
ergaben stets negative Resultate.

Fiir die Milzbranddiagnose hat Ascownt ein besonderes Diagnosticum
angegeben.

Die Thermopricipitinreaktion ist seitdem bei Schweinerotlauf,
Rauschbrand, Paratyphusinfektionen, Tuberkulose, Rotz, Maltafieber,
Pest, Fleckfieber versucht und insbesondere auch fiir die Diagnose der
Pneumokokkeninfektionen (SCHORMANN) mit Erfolg angewendet worden.

Schrifttum.

Kraus: Bakterienpricipitation und Bakterienpracipitine, Handbuch der patho-
genen Mikroorganismen, 3. Aufl,, Bd. 2, S.1141.

7. Himolysine.

Die Himolysine, 1898 von BorpET gefunden, sind Stoffe (Ambo-
ceptoren) die im normalen Serum vieler Tierarten und Tierindividuen
vorhanden sein kénnen und welche die Fahigkeit haben, Erythrocyten
aufzulosen, d.h. auf Blutkérperchenstroma schidigend einzuwirken, so
daB das Hamoglobin frei wird und sich dann im Serum auflést; das
Blut wird dadurch lackfarben. Diesen ProzeB der Losung der roten
Blutkérperchen, der erst oberhalb der Temperatur von 15°C und am
besten bei 37° C erfolgt, nennt man Héamolyse. Die diesen ProzeB ver-
ursachenden Stoffe bezeichnet man, wenn sie sich schon im unvor-
behandelten Tier finden, als Normalkdmolysine, im Gegensatz zu den
Immunhdmolysinen oder kiinstlich erzeugten Hamolysinen. Injiziert
man einem Versuchstier artfremde rote Blutkoérperchen, so antwortet
der Korper auf diesen Eingriff durch Bildung von streng spezifischen,
nur auf die etne bestimmte Blutart eingestellten Antikérpern, welche die
fremden Erythrocyten zur Auflosung bringen. Je weiter der Abstand
der Art zwischen dem das Blut spendenden und dem injizierten Tiere
ist, desto reichlicher werden Hamolysine erzeugt. Auch die Einverleibung
von anderen tierischen Zellen fihrt zur Bildung von Reaktionskérpern,
die auf die homologe Zellenart losend wirken. Man bezeichnet die Anti-
korper als Cytotoxine, da eine vollkommene Losung der Zellenart nicht
auftritt, jedoch eine schwere Vergiftung der Zellen.

Die Hamolysine sind thermostabil; sie vertragen Temperaturen von
56—58°C ohne Schaden. Sie bediirfen zur Entfaltung ihrer hamo-
lytischen Eigenschaften des Komplements. Die Herstellung gut wirk-
samer Immunhdmolysine bzw. hdmolytischer Amboceptoren geschieht
folgendermafen:

Das als Antigen dienende Blut wird zur Vermeidung der Gerinnung in sterilem
ErvLenMEYERschen Kolben, in dem sich Glasperlen befinden, durch Schiitteln
defibriniert. Durch Zentrifugieren entfernt man das Serum, und die so gewonnenen
Erythrocyten werden durch mehrmaliges Waschen mit 0,85 %iger Kochsalzlésung
in der Zentrifuge von den letzten Resten des Serums befreit. Nach dem letzten
Zentrifugieren entfernt man die iiberstehende Waschfliissigkeit, filllt dafiic mit
physiologischer Kochsalzlésung bis zum urspriinglichen Volumen des Blutes auf
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und erhilt dann die Erythrocyten in der gleichen Konzentration wie im Blute,
aber vollkommen ohne jede Serumbeimengung.

Fiir die Herstellung des hdmolytischen Ambocepiors erweisen sich ver-
schiedene Methoden der Immunisierung als brauchbar, und zwar

1. Die intraperitoneale Injektion von 5,0, 10,0 und 15,0 ccm gewaschener roter
Blutkorperchen an drei aufeinander folgenden Tagen (Schnellmethode).

2. Die intraperitoneale Injektion von 20,0 und 30,0 ccm gewaschener Erythro-
cyten in Zwischenrdumen von je 4—8 Tagen.

3. Am einfachsten die intravendse Injektion von 1,5—2,5 ccm gewaschener
Erythrocyten in Zwischenrdumen von 4—6 Tagen 2—3mal.

Die Gewinnung der gewaschenen roten Blutkérperchen siehe S. 111.

Die ersten beiden Injektionen werden meistens gut vertragen im
Gegensatz zur dritten und den eventuell folgenden nicht ungeféhrlichen
Injektionen, bei denen bedrohliche anaphylak-
tische Erscheinungen auftreten konnen; vgl.
weiter unten das betreffende Kapitel.

Vom 6. Tage an nach der zweiten bzw. A4
dritten Injektion wird durch tégliche Probeblut- 28
entnahme der Amboceptorengehalt des Blutes |
bestimmt. Bei hohem Titer wird zur Entblutung |
des Tieres geschritten.

Die Konservierung des Amboceptors erfolgt fim
am besten durch ,Inaktivierung® durch Er- 0
hitzung des Serums wiahrend/, Stunde im Wasser- )\
bad von 56° C (wobei das Komplement zerstért - / '
wird) mit nachfolgendem Phenolzusatz (0,5%). [ - )

Wie geschieht nun die Titration des hdmo- \
lytischen Amboceptors? Abfallende Mengen in-  spp. 14, Schema des himoly-
aktivierten hémolytischen Amboceptors werden tischen Systoms. = a Antigen

. . ythroeyten),
mit einer konstanten Menge Komplement und & Amboceptor, ¢ Komplement.
Erythrocyten der zur Immunisierung benutzten
Tierart zusammengebracht. Als Komplement dient zur Komplettierung
von Kaninchenserum gewohnlich das frisch entnommene Serum von
Meerschweinchen, das besonders reich an Komplement zu sein pflegt. Ein
derartig zusammengestelltes System nennt man das himolytische System.

Gewohnlich verwendet man nach dem Vorschlage von BoRDET und
GENGOU als Antigen eine 5%ige Aufschwemmung frischer, gewaschener
Schafblutkérperchen. Zur Verdiinnung muB unbedingt eine 0,85%ige
Kochsalzlésung verwendet werden.

Das Meerschweinchenkomplement wird durch Entbluten oder durch
Herzstich (MorRGENROTH) von normalen Meerschweinchen gewonnen.
Man la6t das Serum sich vom Blutkuchen klar absetzen oder gewinnt
es durch Zentrifugieren und verwendet gewohnlich die konstante Dosis
von 1cem der Verdiinnung 1:20. Das Komplement ist im Eisschrank
24 Stunden, im ,,Frigo”“ wochenlang haltbar. Aus der beigefiigten
Zeichnung 14, die das Verstindnis fiir derartige Himolyseversuche wesent-
lich erleichtert, geht hervor, dafl das Komplement sich nicht direkt mit
den roten Blutkérperchen zu verbinden vermag, dall es vielmehr eines
Zwischenkorpers, des Amboceptors, bedarf, der sich mit seiner kom-
plementophilen Gruppe an die roten Blutkérperchen verankert und somit

[

]
&
i\ ]
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das Bindeglied zwischen Komplement und roten Blutkorperchen dar-
stellt. Erst in Verbindung mit dem Amboceptor kann das Komplement
nach Art eines Verdauungsfermentes seine losende Wirkung auf die
Erythrocyten ausiiben.

Je 1 cem der oben aufgezihlten Substanzen werden nun (s. Tabelle 4)
in ein Reagensglas eingefiillt, gut miteinander vermischt, mit 2 ccm
physiologischer NaCl-Losung auf 5 cem aufgefiillt. Als Kontrollen fiir
das hémolytische System werden angesetzt:

1. eine 5% Erythrocytenaufschwemmung + Amboceptor allein

2. ,, 5% ’s + Komplement allein

3. ,, % v + physiologischer Koch-
salzlosung.

Diese Kontrollen miissen ungel6st bleiben; andernfalls sind entweder
der Amboceptor (wegen ungeniigender Inaktivierung) oder das Kom-
plement (wegen zufilligen Gehalts des betreffenden Meerschweinchen-
serums an Normalhidmolysinen) oder die verwendeten Erythrocyten
(wegen abnormer Fragilitdt) zum Versuche unbrauchbar und miissen
durch neue Reagenzien ersetzt werden. Bei zufriedenstellendem Aus-
fall der Kontrollen wird im Hauptversuch nach etwa 1 Stunde Ver-
weilen im Brutschrank bei 37° C und danach 12stiindigem Stehenlassen
im Eisschrank der Grad der Hamolyse festgestellt.

Tabelle 4. Einstellen des Amboceptors.

0,85 %ige
Rohrchen Antigen Amboceptor Komplement K&ililsggz- Resultat
1 1 cem 5%- W 1 com Yoo | 1 com 5%- 2 cem 44+
ige Schaf- iges Meer-
blutkérper- schweinchen-! ?
chenauf- I Serum s
schwemmung I d
2 5 1 o Yoo »” 2, g +-++
3 ” 1 2 1/ 800 1 ” 2 2 % + ++
4 ” 1 i) 1/1000 ‘ a 2 ’9 3 —|’"++
5 E3] 1 s 1/]500 EH) 2 EX] E +++
6 ’ 1 ” 1/2000 : ”» 2 I [a} +++
7 ” ! 1 ’ 2500 LH 2 LH 'é) + +
8 ’ J 1 3 3000 s 2 LH) o +
9 7 1, 4000 9 2, E 0
10 9 1 s 5000 ’ 2 sy f 0
g l Kon- ” 1 1 J il g ” 8
trollen » s a0 ! »
].3 l 29 - ‘ - 4-' 29 0
Ergebnis:

1 cem Yy40 Amboceptor = Minimaldosis, erforderlich zur vollstandigen Hamolyse.

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daBl 1 ccm der Amboceptorverdiinnung
Yoooo die zur vollstindigen Hémolyse noch eben erforderliche Minimal-
dosis darstellt; fiir den Versuch (z. B. die Anstellung der WASSERMANN-
schen Reaktion) wiirde man demnach von diesem Amboceptor 1 cem
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der Verdinnungen /;0, bis /500, d.h. das Doppelte bis Vierfache der
hamolytischen Minimaldosis, wéihlen.

Fir die Beurteilung der Reaktion, d.h. den Grad der Himolyse,
haben sich folgende Bezeichnungen eingebiirgert:

Bodensatz: Flussigkeit:
+++ = komplette Hamolyse fehlt lackfarben und klar
+ 4 = starke ’ geringer, eben lackfarben und

erkennbar tritbe
+ = inkomplette ,, deutlich mehr oder weniger
rotgefarbt; trib rotgefarbt; triib
0 = keine » hoch (Kuppe) farblos

Der Vollstindigkeit halber sei hier noch hinzugefiigt, dall Hamolyse
auch durch zahlreiche andere Substanzen hervorgerufen werden kann,
so durch Alkalien und Sduren, durch Pflanzengifte, wie Ricin, Abrin,
Krotin, Robin, Phalin, ferner durch Bakteriengifte, wie Tetanolysin,
Staphylolysin, Bouillonkulturen von Choleravibrionen, Streptokokken
usw., endlich durch gewisse tierische Gifte (Schlangengift und Skor-
pionengift).

Bei den Hamolyseversuchen ist es weiter notwendig, auch das
Komplement genau in seiner Wirksamkeit zu kennen, d.h. den Kom-
plementgehalt des Meerschweinchenserums zu titrieren. Das Einstellen
des Komplements geht so vor sich, da man zu 1 cem einer 5%igen
Schafblutkérperchenaufschwemmung eine konstante, d. h. die im vorigen
Versuch ermittelte Amboceptordosis mit fallenden Dosen Komplement
zusammenbringt und das Ganze auf 5 cem mit Kochsalzlosung (0,85%)
auffillt (s. Tabelle 5).

Tabelle 5. Finstellen des Komplem=ntes.

Roéhrchen Antigen Amboceptor Komplement K(? cggzzlz Resultat
1 1 cem 5%ige; 1 cem /490 | 1 com 5%- 2 cem + -+
Schafblut- I iges Meer-
kérperchen- schweinchen- o
aufschwem- serum =
‘ mung o
2 | ’ 1 cem Y95 0,8 com 2,2cem  |[H| +++
3 [ 2 l 29 1000 0*7 ’ 39 2,3 E2] 5 + + +
4 ‘ 2 l 2 /10 1} 015 LR 2 2!5 9 -g +++
5 » Iy Yiew 03 5 2,7 £ ++
6 99 1 ’ 1/1000 0,2 ’ 9 258 ’ E +
7 I3} | 1 2] 1/1000 1 ” 1% 2,0 I3} A 0
8 | ’9 | 1 3 ! 1000 0!8 ’ ’ 252 ’3 qu) 0
9 s l 2 1000 :076 29 ’ 274 2 g 0
10 » Loy Yoo 104 4 s 2,6, sl 0
}% I3} 1 ” 1/1000 %052 ”» ” 278 ’ — 0
’ 1 ’9 1 i - 3,0 ’y O
13} on . o | e 10% 30 . 0
14 L2 i - - 470 ’ { 0

Zetchenerkldrung: siehe oben.
Ergebnis: 0,025 cem Meerschweinchenserum = hidmolytische Minimaldosis. Ge-
wihlte Dosis 0,05 cem, d.h. 1 cem 5%iges Meerschweinchenserum.
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8. Komplementbindung (WASSERMANNsche Reaktion),
Flockungs- und Triibungsreaktionen.

Die eben beschriebenen Vorginge bei der Hamolyse erleichtern das
Verstindnis der jetzt zu besprechenden , Komplementbindung®. Von
BorpET und GENGOU wurde das Phinomen der Himolyse zum ersten
Male im Jahre 1901 zum Nachweis der Komplementbindung benutzt.

In dem klassischen Versuch der genannten Autoren iiber die Ein-
heitlichkeit des Komplementes wurden Bakterien, z. B. Typhusbacillen,
mit inaktiviertem homologen Immunserum (Amboceptor) und Kom-
plement im Reagensglase gemischt. Hs verbinden sich die Bakterien
durch das Bindeglied Amboceptor mit dem Komplement und es tritt
infolgedessen Bakteriolyse auf; das Komplement ist somit verbraucht.
Fiigt man nun zu diesem Gemisch nach einiger Zeit gewaschene Ery-
throcyten und homologes Immunhimolysin hinzu, um festzustellen, ob

hagesf auBer dem bakterlolytlschen
k | ) {{ noch ein besonderes himolyti-
J ) sches Komplement vorhanden
g’j sei, so zeigt sich durch das
Ausbleiben der Hamolyse, dal}
das am Beginn des Versuchs
vorhanden gewesene Kom-
plement bereits vollstéindig
durch den Vorgang der Bak-
teriolyse von den Bakterien
,fixiert'‘ oder ,,gebunden‘‘ war,
daB also nicht etwa zwei
verschiedene Komplemente vorhanden waren, sondern ein einheitliches
Komplement, das sowohl bei der Bakteriolyse wie bei der Hédmolyse
in Wirkung tritt. Abgesehen von dieser theoretisch bedeutsamen Fest-
stellung erhielt die Methode der Komplementbindung bald ihre dia-
gnostische Bedeutung. Bei bekanntem Antigen ermdglicht sie die Fest-
stellung spezifischer Amboceptoren in dem zu untersuchenden Serum,
und umgekehrt kann man bei bekanntem Immunserum die Frage nach
dem Vorhandensein und der Natur eines bestimmten Antigens beant-
worten, also beispielsweise die spezifische Natur einer Bakterienart
feststellen.

Das vorstehende farbige Schema soll die Komplementbindung ver-
anschaulichen.

In Abb.15 A links haben wir das hiamolytische System: Erythro-
cyten (Schaf) rot, Amboceptor griin, Komplement blau, rechts daneben
ein Antigen (z. B. Typhusbacillen (f) violett und einen dazu nicht
passenden Amboceptor Choleraimmunserum (¢) gelb.

Das Komplement hat sich nicht an diese letzte Gruppe fixiert, da
Antigen (¢) und Choleraimmunserum (¢) nicht aufeinander abgestimmt
sind und daher keine Bindung eingehen konnen; das Komplement ist
also frei geblieben und verankert sich daher am nachtriglich zugesetzten
hidmolytischen System. Es tritt infolgedessen Hamolyse ein. Handelt es
sich aber (s. Abb. 15 B) um ein Antigen mit zugehorigem Amboceptor,

Abb. 15. Komplementbindung (Schema).
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z. B. um Choleravibrionen als Antigen (¢,) und das homologe Cholera-
serum (c), so tritt eine Verbindung dieser Kérper mit dem Komplement
ein und die Hamolyse bleibt bei nachtriglicher Hinzufiigung des héamo-
Iytischen Systems aus, da das fiir die Komplettierung des himolytischen
Systems notwendige Komplement bereits verbraucht ist.

Das himolytische System dient also als Indicator, um den an sich
nicht direkt sinnfilligen Vorgang der Bindung eines Antigens an den
spezifisch abgestimmten Antikérper dem Auge wahrnehmbar zu gestalten.

Die diagnostische Anwendung der Komplementbindungsmethode ist
auBerordentlich grol. Sie ist anwendbar bei allen moglichen bakteriellen
Infektionen, bei denen es sich um den Antikdérpernachweis im Blute
der Kranken und Genesenden gegeniiber Extrakten aus den Erregern
handelt. Wegen der technischen Schwierigkeiten, welche diese Methode
bietet, hat sie eine praktische Bedeutung nur bei Lepra, Rotz, Echino-
kokkenkrankheit, Syphilis, Gonorrhoe, Keuchhusten und Tuberkulose
erlangt. Auch kann diese Methode bisweilen zur Differentialdiagnose
nahe verwandter Arten von Bakterien verwandt werden.

Einen Schritt weiter filhren uns die von v. WAssErRMANN und BrRUCk
gefundenen Tatsachen, daB es ndmlich gelingt, auch mit Bakterien-
extrakten, also gelosten Bakteriensubstanzen, Amboceptoren zu erzeugen
und ihr Vorhandensein durch den Komplementbindungsversuch fest-
zustellen (Typhus). Auch konnten sie mit dieser Versuchsanordnung
den Nachweis von Antituberkulin in den Organen Tuberkuloser und im
Serum nur bei Tuberkulosen, die mit Tuberkulin vorbehandelt waren,
erbringen. Von ungleich gréBerer praktischer Bedeutung war es aber,
daBl es v. WASSERMANN, A. NEISSER und Bruck im Jahre 1906 gelungen
ist, die von BorDET und GENGoU gefundene serologische Untersuchungs-
methode durch Komplementbindung fiir die Diagnose der Syphilis
brauchbar zu gestalten. Die genannten Forscher konnten zuerst im
Blutserum experimentell mit Syphilis infizierter und wieder geheilter
Affen die syphilitischen Antikorper nachweisen, desgleichen spéter auch
im stromenden Blut von luischen Menschen und in der Lumbalfliissigkeit
von Paralytikern (PrauT). Die urspriinglich von den genannten Autoren
verwendeten Extrakte waren wésserige Ausziige aus syphilitischen Or-
ganen (z. B. Lebern syphilitischer Foeten). Sie wurden spéter durch
alkoholische Extrakte ersetzt. Auch alkoholische Extrakte aus Organen
gesunder Menschen und Tiere wurden als geeignete Antigene befunden.

Die WassErMANNsche Reaktion beruht darauf, daB die Reaktions-
stoffe, die in dem Blut und in der Riickenmarksfliissigkeit Syphilitischer
auftreten, wahrscheinlich Lipoidantigene, beim Einbringen in ein himo-
lytisches System eine spezifische Komplementverankerung wie bei der
Vereinigung von Antigen und Antikérpern hervorrufen. Eine grofie
dtiologische Bedeutung hat diese Reaktion bei der Tabes und Paralyse
erlangt, Krankheiten, die einwandfrei als ,,metaluisch® nachgewiesen
werden konnten.

Die Serodiagnostik der Syphilis leistet aber nicht nur fir die Er-
kennung der Krankheit in zweifelhaften Fillen grofie Dienste, sondern
sie ist auch in jedem Fall eine unentbehrliche Handhabe fiir die richtige
Durchfithrung der Behandlung. Solange die Reaktion positiv ausféllt,
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ist das syphilitische Virus noch im Korper enthalten und mit der Mog-
lichkeit von Rezidiven zu rechnen; erst der dauernd negative Ausfall
der Reaktion spricht fiir eine sichere Heilung.

Die Wassermann-Reaktion (Wa.-R.), wie diese Methode kurz ge-
nannt wird, erfordert eine komplizierte Technik; sie ist keine von den
Methoden, die der praktische Arzt in der Sprechstunde auszufiihren
vermag, sondern es ist erwiinscht, sie in Spezialinstituten, denen ein
geschultes Personal zur Verfiigung steht, mit den notwendigen Kontroll-
versuchen ausfithren zu lassen.

Fiir diese Reaktion kommen 5 Substanzen in Betracht, die im fol-
genden einzeln besprochen werden.

1. Als Antigen dient ein alkoholischer Auszug aus fetaler, syphilitischer
Leber oder auch aus normalen Organen (z. B. Meerschweinchenherzen.
normaler Menschenleber). Die aus normalen Organen hergestellten Ex-
trakte, die unter Umsténden eine ungeeignete Zusammensetzung zeigen.
lassen sich durch Zusatz der einzelnen Lipoidsubstanzen, besonders von
Cholesterin, verbessern. Die fiir die WassErRMaNNsche Reaktion zu ver-
wendenden Extrakte miissen staatlich gepriift sein. Die Anerkennung
als ,,zuverldssig® erhalten die Extrakte nur dann, wenn sie verglichen
mit zahlreichen erprobten Standardextrakten bei einem groBen Unter-
suchungsmaterial einwandfrei ergeben, daf} sie mit dem Serum Syphilitiker
positiv, mit dem Serum sicher syphilisfreier Menschen negativ reagieren.
BEs ist erforderlich, jedes zu priifende Serum mit mehreren Extrakten
zu untersuchen. Auf den fertig bezogenen staatlich gepriiften Extrakten
ist die genaue Verdiinnung mit physiologischer Kochsalzlosung angegeben,
damit ,,die Gebrauchsdosis beim Arbeiten mit je 0,5 ccm der einzelnen
Komponenten in 0,5 cem der Verdiinnung enthalten ist”“. Die Her-
stellung der Extraktverdiinnungen geschieht kurz vor dem Ansetzen
des Versuchs; wie sie zu geschehen hat, ist aus der Gebrauchsanweisung,
die dem Extrakt beiliegt, zu ersehen. Betreff der theoretischen Bedeutung
der Verwendbarkeit normaler Organextrakte fiir die Auffassung der
Wa.-R. vgl. weiter unten.

Anbei einige bewahrte Methoden fiir die Herstellung von Antigenen.

Das spezifische luetische Leberextrakt wird folgendermaBen bereitet. Zunachst
wird die Leber mikroskopisch auf das Vorhandensein von Spirochiten gepriift;
bei positivem Spirochétenbefunde wird dann die Leber zerkleinert und mit See-
sand im Morser gut verrieben. Man bringt diese Masse in Literflaschen und fiigt
auf je 1g Leber 50 cem 96 %igen Alkohol hinzu; hierauf iiberliBt man dieses
Extrakt sich selbst 48 Stunden, bringt es iiber Nacht in den Brutschrank, schiittelt
es am anderen Tage nach Moglichkeit den ganzen Tag itber im Schiittelapparat
und 148t es eventuell noch eine Nacht im Brutschrank stehen. Das Extrakt wird
dann bis zur vollkommenen Klarheit filtriert.

Nach einer anderen Methode wird die zerkleinerte Leber im Vakuumapparat
getrocknet und im Morser pulverisiert. Man bringt dann zu 1 g Leberpulver 50 cem
absoluten Alkohol und verfihrt bei der Bereitung des Extraktes wie oben.

Das Filtrat stellt eine klare, leicht gefirbte Flussigkeit dar; es ist in dunkler,
gut verschlossener Flasche im Eisschrank lange haltbar. Im Versuch wird das
alkoholische Extrakt mit physiologischer Kochsalzlosung soweit verdinnt, daB
die groBte eben nicht mehr hemmende Dosis zur Anwendung gelangt.

Bei Verwendung von normalen Organen empfiehlt sich die Methode der Antigen-
herstellung, wie sie von LANDSTEINER, PorzL. und MULLER angegeben ist. Ver-
reiben des betreffenden Organstiickes mit Sand im Mérser; zu 1 g Organbrei setzt
man 50 ccm 96%igen Alkohol zu. Extraktion 1—2 Stunden bei 58—60°C im
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Wasserbade und 1-—2 Tage bei Zimmertemperatur unter ofterem Schiitteln. Fil-
tration durch Papierfilter.

MicHAELIS zerkleinert Herzmuskel und fiigt zu 1 g desselben 10 cem Alkohol.
24stiindiges Extrahieren bei Zimmertemperatur, filtrieren. Vor dem Gebrauch ist
das Extrakt im Verhdltnis 1:5 mit physiologischer NaCl-Losung zu verdiinnen.

LESSER benutzt Atherextrakt von Normalorganen. Zerkleinern der Organe
(Menschen- oder Meerschweinchenherzmuskel) und Verreiben mit Seesand im
Morser. Versetzen mit Ather. 5stiindiges Schiitteln mit Glasperlen und iiber Nacht
stehenlassen. Es folgt Abfiltrieren des Athers, Verdampfen des Restes im Wasser-
bad bei 47°C. Der Riickstand wird mit 0,5% Carbol-NaCl-Lésung versetzt,
mehrere Stunden geschiittelt und dann durch ein Tuch geseiht. Zum Gebrauch ist
das Extrakt gewoéhnlich mit der gleichen Menge physiologischer NaCl-Lésung zu
verdiinnen.

II. Serum bzw. Lumbalfliissigkeit, Ascitesfliissigkeit usw. Das ver-
déchtige Patientenblut usw. wird zentrifugiert, das klare Serum mit
der Pipette abgehoben, ein Teil des Serums inaktiviert (%/, Stunde bei
569 C); steril und kiihl aufbewahrt halten sich die inaktivierten Fliissig-
keiten tagelang. Das inaktivierte Serum ist im Verhdltnis 1:4 mit
steriler physiologischer (0,85%iger) Kochsalzlosung zu verdiinnen. Den
Liquor cerebrospinalis braucht man wegen des Fehlens von Komplement
nicht zu inaktivieren. Stets sind mindestens zwei Kontrollsera nétig, und
zwar Serum von einem sicher nicht-syphilitischen und solches von einem
sicher syphilitischen Menschen (negative und positive Serumkontrolle).

I11. Komplement. Als komplementhaltiges Serum wird frisches Meer-
schweinchenserum verwendet. Dieses Serum wird zweckmiBig an dem-
selben Tage, an dem der Versuch stattfinden soll, entnommen, entweder
durch Aspiration mittels Spritze aus dem Herzen oder durch Entbluten
aus den groBen Halsadern des Meerschweinchens, wobei das ausstrémende
Blut durch einen sauberen, nicht fiir andere Zwecke zu benutzenden
Trichter aufgefangen wird. Das Serum wird durch Zentrifugieren ge-
wonnen; es mul} frisch verwendet werden, darf weder im Licht noch
in der Wirme fiir den Versuch aufgehoben werden. Ist eine Aufbe-
wahrung des Serums durch irgendeine Versuchsverzégerung notwendig
geworden, so kann man es gefroren im Frigo aufbewahren. Im Vor-
versuch wie im Hauptversuch wird davon 1 cem in 10facher Verdiinnung
mit 0,85 %iger Kochsalzlosung verwendet.

IV. Hdmolytischer Amboceptor. Siehe Kap. Hamolysine, S. 104. Be-
vor man das Kaninchenserum (d.h. den hémolytischen Amboceptor)
fir die WasserMaNNsche Reaktion benutzt, muf} es 1/, Stunde bei 56° C
inaktiviert werden, um das eventuell im Serum noch enthaltene Kom-
plement auszuschalten. Bei dunkler, kiihler Aufbewahrung hilt sich
der Amboceptor lange Zeit; vor jedem Versuch mul} er jedoch auf den
Grad seiner Wirksamkeit gepriift werden.

V. Blutkorperchen (Schafblut). Das Blut wird am Versuchstage oder am
Abend vorher aus der Jugularvene entnommen, durch Schiitteln in dickwandigem
sterilen GefiB mit Eisenhobelspinen oder Glasperlen defibriniert und nach Markie-
rung des Fiillungsgrades am Zentrifugenglase zentrifugiert. Das Serum wird ab-
gesaugt und durch 0,85 %ige Kochsalzlosung ersetzt. Nach weiterem Zentrifugieren
wird die Kochsalzlosung wieder abgesaugt und durch frische ersetzt. Nach drei-
maligem in dieser Weise ausgefiihrten Waschen des Blutes (zwecks Befreiung von
Serum) wird endlich wieder frische Kochsalzlosung bis zur Marke aufgefiillt. Man

verwendet zum Versuch eine 5%ige Emulsion (5 cem Blut-Aufschwemmung zu
95 cem 0,85 %ige Kochsalzlgsung).
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Die Anstellung der WASSERMANNschen Reaktion geht in folgender Weise
vor sich:

A. Vorversuch. Vor jedem Versuch wird ein Vorversuch angestellt,
in dem der Amboceptor, das Komplement und die antikomplementire
Wirkung des Extraktes austitriert werden.

1. Amboceptoreinstellung (s. Kap. Hamolysine, S. 106). Aus fritheren
Versuchen kennt man anndhernd den Titer des Amboceptors. War
z. B. beim letzten Versuch die kleinste génzlich lésende Amboceptor-
dosis 0,0006 ccm, so kann man im Vorversuch folgende Dosen nehmen:
0,0008, 0,0006, 0,0004, 0,0002. In jedes Rohrchen wird auBerdem 0,1 cem
Komplement und soviel physiologische Kochsalzlésung gebracht, dafl das
Volumen 4 cem betragt und schlieBllich folgt noch der Zusatz von 1 cem
einer 5%igen Schafblutkérperchenlésung. Kurzes Schiitteln der Réhr-
chen, Einstellen bei 37°C auf 1 Stunde in den Brutschrank. Es zeigt
sich dann z. B., daB vollkommene Lésung des Blutes in den ersten
beiden Roéhrchen eingetreten ist, wihrend in den letzten Réhrchen nur
teilweise Hamolyse besteht. Fiir den Hauptversuch nimmt man das
Drei- bis Vierfache der kleinsten noch losenden Dosis, also 0,0006 X 3 =
0,0018 ccm.

2. Komplementeinstellung. Siehe Kap. Hamolysine, S.107. Ab.-
steigenden Dosen von normalem Meerschweinchenserum, z. B. 0,07, 0,06,
0,05, 0,04, 0,03, fiigt man die Amboceptordosis, die man im Haupt-
versuch verwenden soll, also 0,0018 ccm, zu, fiillt mit physiologischer
Kochsalzlgsung bis auf 4 cem Volumen auf; schliefilich setzt man noch
1 cem einer 5%igen Schafblutkérperchenaufschwemmung hinzu; ein-
stiindiges Verweilen im Brutschrank bei 37° C. Nun findet man z. B.,
daB 0,05 ccem Komplement die kleinste gianzlich 16sende Dosis ist. Zum
Hauptversuch wird das Komplement in der 2—3fachen Grenzdosis
verwendet.

3. Antigeneinstellung, d.h. Einstellung des Auszuges aus foetaler
syphilitischer Leber bzw. Normal-Organextrakten. Der auf die oben
erwihnte Weise hergestellte Auszug wird auf seine hemmende und auf
seine lésende Wirkung im Vorversuch gepriift. Im Vorversuch auf
Hemmung werden absteigende Dosen dieses Extraktes mit dem hamo-
lytischen System zusammengebracht und beobachtet, ob das Extrakt
irgendwelche hemmenden Wirkungen auf das hdmolytische System aus-
iibt. Vom Antigen wird die groSte nicht hemmende Dosis im Haupt-
versuch verwendet.

Bei der Priifung auf seine blutlosende Kraft werden zu abfallenden
Mengen Antigen je 1 cem einer 5%igen Aufschwemmung von Schafblut-
kérperchen hinzugefiigt. Die groBite nicht 16sende Dosis von Antigen
kommt im Hauptversuch zur Anwendung.

B. Hauptversuch. WASSERMANNsche Originalmethode mit inaktiviertem
Patientenserum und Meerschweinchenkomplement. Die durch die Vorver-
suche ermittelten Dosen werden nun in folgender Weise (Tabelle 6) zu-
sammengebracht.

Wie aus der Tabelle 6 ersichtlich, wird zum Antigen in fallenden Dosen
das inaktivierte Krankenserum, das auf das Vorhandensein syphilitischer
Antikorper untersucht werden soll, und das Komplement hinzugefiigt.
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Tabelle 6.
Antigen I . . . . . 0,1 0,05 0,02 0,01 Diese Reagenzien
gt T T 7 PR sind immer in je
Antlgen Im. . ... 0,15 0,1 70,057 792(& 171 cem physiol.
Krankenserum bei56°C ‘ Kochsalzlgsung
1, Stunde inaktiv . | 0,2 : 02 | 02 | 02 ] enthalten
Komplement . . . . | 0,05 | 0,05 | 005 0,05 i

i Brutschrank bei 37° C 45—60 Minuten
Amboceptor 3facher

~ Titer. . . . ... 0,0005 | 0,0005 | 0,0005 | 0,0005 B -
Schafblutkérperchen-
_aufschwemmung 5% | 1 cem ‘ 1 cem 1 cem 1 cem )

Brutschrank bei 37° C 45—60 Minuten

Diese 3 Komponenten werden zur Bindung 3/, Stunden in den Brut-
schrank (379C) gesetzt. Durch diese Versuchsanordnung macht man
sich von dem wechselnden Gehalt des zu untersuchenden Krankenserums
an Komplement unabhingig und arbeitet mit durchweg genau bekannten
GroBen.

Die verschiedenen Verdiinnungen der Antigene, des Komplements
und des Krankenserums werden vorher in je 1 cem physiologischer
NaCl-Losung angesetzt. Die Amboceptorlosung 1468t man mit den Blut-
korperchen vor dem Einfiillen ungefihr 1/, Stunde lang bei 37° C binden
(Sensibilisierung). Nach dem Einfiillen kommen die Réhrchen wiederum
45—60 Minuten in den Brutschrank (37°C). In simtlichen Réhrchen
befinden sich je 5 ccm Fliissigkeit; man kann den ganzen Versuch aus
Sparsamkeitsriicksichten auch mit durchweg der Hilfte der angegebenen
Dosen ansetzen, so dafi die Gesamtmenge der in jedem Réhrchen befind-
lichen Fliissigkeit je 2,5 cem betrigt. Die Extraktkontrollen enthalten
anstatt des Serums Kochsalzlésung (0,85%).

In der gleichen Weise werden als Gegenproben mindestens ein sicher
positives und ein sicher negatives Serum, deren Reaktionskorpergehalt
aus fritheren Untersuchungen bekannt ist, gepriift.

Die weiteren Kontrollen sind: 1. Antigenkontrolle; Priifung des
Antigens allein auf eigenhemmende Wirkung.

2. Serumkontrollen, und zwar auf eigenhemmende (in der doppelten
Dosis) und auf eigenlésende Wirkung im Verein mit Antigen, Amboceptor
und Erythrocyten (aber ohne Komplement).

3. Die Kontrollen des himolytischen Systems (s. Kap. Himolysine).

Die Réhrchen Nr.1—3 enthalten den Hauptversuch mit fallenden
Antigenmengen; dazu nimmt man noch eine parallele Serie Nr. 1a bis
3a mit einem anderen Antigen. Nr.4 und 6 sind die Kontrollen auf
Eigenhemmung des zu untersuchenden luetischen und des normalen
Serums. Nr.5 ist ein vollstindiger Kontrollversuch mit normalem
Serum. Nr.5a die entsprechende Gegenprobe mit sicher positiv reagie-
rendem System. Nr. 7 ist die Kontrolle fiir die Brauchbarkeit des himo-
lytischen Systems, Nr. 8 und 9 die zur Ausschaltung etwa vorhandener
Fragilitit der Erythrocyten angesetzten Kontrollen.

Gundel-Schiirmann, Mikrobiologie, 2. Auflage. 8
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Tabelle 7.
Kontrollen 1 I J 11 ‘ v v | v ’ vII
Antigen . . . . . 0,2 0,1 — — 0,1 — —
bzw. bzw.

0,3 0,15
Krankenserum bei

569CY/, Std. inakt. — — 0,4 0,2 0,2 — —
Komplement . . . 0,05 0,05 0,05 0,05 — — 0,05

Brutschrank bei 37° C 45—60 Minuten

Amboceptor drei-

facher Titer . . 0,0005 | 0,0005 | 0,0005 | 0,0005 | 0,0005 | 0,0005 —
Schafblutkérper-
chenaufschwem-
mung 5% . . . lecem | lecem | leem | leem | leem | Leem | 1 com
Brutschrank bei 37° C 45—60 Minuten
Resultat. . . . . Himo- | Himo- ‘ Himo- f Hamo- | keine | keine ‘ keine
lyse l lyse lyse lyse | Himo- , Hamo- | Himo-
| | | | { lyse | lyse ' lyse
Tabelle 8. Beispiel einer positiven WasseRMaNNschen Reaktion mit
Kontrollen.

Réhrehen 1 2 ] 3 | ¢« | 5 5a 6 7| 8 9
Antigen . . . |0, O_,O§ 0,01 — 10,1 0,1 — — — | —
Patientensera . |0,1 0,1 0,1 0,2 -— 10,1 — — — —

sich@r
posi-
tives
Lues-

- o o Serum o
Normalsera . . — — — — 10,1 — 10,2 — — —
Komplement . {0,05 0,05 |[0,05 [0,05 {0,056 0,05 |0,05 |0,05 ]0,05 —

Brutschrank bei 37° C 45—60 Minuten
Amboceptor. . 0,004 0,004 | 0,004 0,004 [0,004 |0,004 | 0,004/ 0,004 — | —

Erythroc.
Aufschw.

(Schaf) 5% . | 1cem| 1cem| 1 cem|1 cem| 1 cem| 1 cem|1 cem) 1 cem| 1 cem| 1 cem
NaCl1(085%) .| — | — | — | — | — | —  — ‘lccm; 1 cem| 2 cem
Brutschrank bei 37° C 45—60 Minuten

Ergebnis: Hem- | Hem- | Hem- | Himo-| Himo-| Hem- | Himo-| Himo-| keine | keine

mung | mung | mung | lyse lyse | mung | lyse lyse | Himo-| Himo-

lyse lyse

Enthilt das Serum des Patienten den syphilitischen Amboceptor,
so verankert sich das Komplement fest an das syphilitische System
(Antigen + syphilitischer Amboceptor), es ist also fiir die Losung des
himolytischen Systems nicht mehr verfiigbar; die Losung der roten
Schafblutkérperchen bleibt aus. Die Reaktion ist positiv, der Patient
ist Syphilitiker.
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Fehlt aber der syphilitische Amboceptor im Patientenserum, so
bleibt das Komplement frei; es verankert sich dann nachtriglich am
hamolytischen System; somit tritt eine Auflssung der roten Schafblut-
kérperchen ein: negative Reaktion.

Das endgiiltige Ablesen des Resultates erfolgt nach 12—24stiindigem
Verweilen im Eisschrank. Fiir die Beurteilung ist nur komplette Hamolyse

negative angedeutete schwach starker sehr stark
Wa.R. Wa.R. positive positive positive
Wa.R. Wa.R. Wa.R.

Kontrollen in der zweiten Reihe.

Abb. 16. Die verschiedenen Grade des Ausfalls der WASSERMANNschen Reaktion auf einem Gestell
zusammengestellt.

oder komplette Hemmung entscheidend. Die inkompletten Hemmungen
sind auch verwertbar, wenn sie entsprechend den fallenden Antigen-
mengen quantitativ zwischen kompletter Hemmung und Hamolyse

Abb. 17. Abb. 18.
Stark positive Wa.R. schwach po- angedeutete negative
sitive Wa.R. Wa.R. Wa.R.

abgestuft sind. Der einmalige negative Ausfall der Reaktion spricht
nicht ohne weiteres gegen Syphilis.

Von sonstigen Korperflissigkeiten des Patienten sind neben dem
Blutserum noch Cerebrospinalfliissigkeit, Milch, Pleura-, Perikard- und
Peritoneal-, Trans- und Exsudat- und Hydrocelenflissigkeit fiir den
Nachweis der Reaktionskorper verwandt worden.

Bei Erkrankungen des Zentralnervensystems kann die Cerebrospinal-
flissigkeit neben dem Blutserum mit Vorteil herangezogen werden.
Da in vielen Fillen die Cerebrospinalfliissigkeit die eventuell vorhandene

8*
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alleinlosende Wirkung des Antigens nicht in der dem Blutserum ana-
logen Dosis von 0,1 zu neutralisieren vermag, steigert man zur Erzielung
dieses Effektes die Dosis auf 0,2 und mehr, wie z. B. 0,4—0,8, ohne
daB man freilich andererseits so groBe Dosen der Cerebrospinalfliissigkeit
anwenden darf, daf diese ihrerseits Eigenhemmung duBerten. In den
Kontrollen werden die doppelten Dosen der Cerebrospinalfliissigkeit
ohne Antigen angesetzt.

Neben der WassermanNNschen Reaktion werden auch die sog.
Flockungs- und Tribungsreaktionen verwendet, die eine so wertvolle
diagnostische Bereicherung fiir die Erforschung der Syphilis darstellen,
daBl sie heutzutage stets neben der WassErmMaNNschen Probe mit aus-
gefiihrt werden. Es sind hier MEINICKE, SacHS und GrEorci, MULLER,
KAHN u. a. zu nennen, deren zur Syphilisdiagnose angegebenen Methoden
sich als brauchbar erwiesen haben.

Die MeinickEsche Lipoidbindungsreakiion hat verschiedene Aus-
arbeitungen im Laufe der Jahre erhalten; die sog. Wassermethode, die
sich im salzfreien Medium abspielt, ist ebenso wie die Kochsalzmethode
ganz verlassen worden, die nur noch theoretisches Interesse beansprucht.
Auch die einzeitige sog. ,.dritte Modifikation* (D.M. der MEINICKE-
Reaktion) ist aufgegeben. Dagegen sind die MEINICK Esche T'ribungs- und
die Klirungsreaktion von Bedeutung.

Die von Saces und GEorcl angegebene Ausflockungsreaktion ver-
wendet cholesterinierten Rinderherzextrakt.

Zunichst werden gleiche Teile Extrakt und physiologische Kochsalzldsung
rasch miteinander vermischt. Nach kurzem Schwenken dieser Mischung gibt man
rasch weitere 4 Teile physiologischer Kochsalzlésung zu. Hiervon werden 0,5 cem
mit 1 com des 5fach verdiinnten inaktivierten Patientenserums (Y/, Stunde auf
550 C erhitzt) vermischt. Angesetzt wird noch die Serum- und die Extraktkontrolle.
Bei ersterer werden 1cem der 5fachen Serumverdiinnung mit 0,5 cem 6fach
mit physiologischer Kochsalzlésung verdiinnten Alkohols, bei letzterer 0,5 ccm der
Extraktverdinnung mit 1 cem 0,85 %iger Kochsalzlgsung versetzt.

Nach 24stiindigem Stehenlassen im Brutschrank bei 37° C wird mit dem KunN-
Worraeschen Agglutinoskop das Resultat abgelesen. Bei positivem Ausfall erkennt
man helle Kérnchen auf dunklem Grunde.

Fir die Untersuchung von TLumbalfliissigkeiten zeigt die Aus-
flockungsreaktion sich zu wenig empfindlich und wird darum hier nicht
verwendet. Die ,,Ballungsreaktion”* von MULLER dagegen ist auch fiir
Liquoruntersuchungen sehr geeignet. MULLER verwendet als Antigen
einen cholesterinierten Herzextrakt, der im Verhiltnis von 30:8 ein-
geengt wird. So gewinnt er die Fihigkeit der stirkeren Ballung.

Das Antigen, beziehbar von der Firma Schering-Kahlbaum AG., Berlin, wird
mit 0,9%iger Kochsalzlésung zweizeitig verdiinnt. Im Wasserbad werden 8 cem
der Verdiinnung Y/, Stunde im gut verkorkten Reagensglas erwiarmt. Inzwischen
sind in ein kleines Becherglas 5 ccm und in ein groBeres 50 cem Kochsalzlosung
von 17°C eingegossen. In das kleinere Becherglas wird sturzartig das Antigen,
das dem Wasserbade entnommen ist, eingegossen und dazu eiligst der Inhalt des
zweiten Becherglases gebracht. Die entstandene kolloidale Losung wird in Reagens-
gliser abgefiillt, die mit Gummistopfen gut verschlossen werden und 18—24 Stunden
im Thermostaten bei 56° C bleiben, damit das Antigen ,reift*’. Es bleibt 2 Tage
verwendungsfshig.

In positiven Fillen ballen sich die ausgeflockten Lipoidteilchen zu
grofleren Ballen zusammen.
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Die MEeiNIcREsche Triibungsreaktion (M.T.R.) verwendet einen Pferdeherz-
extrakt, dem an Stelle der entfernten dtherléslichen Lipoide Tolubalsam zugesetzt
ist. Extrakt und 3%ige Kochsalzlosung werden vor Anstellung des Versuches
auf 45°C im Wasserbade erwirmt. Die berechneten Mengen beider Flissigkeiten
werden dann derart miteinander vermischt, daBl die Kochsalzlosung schnell in
den Extrakt eingegossen wird, daB eine Verdiinnung 10:1 entsteht. Zu 1 ccm der
genannten Extraktverdiinnung gibt man 0,2 ccm aktives Patientenserum, schiittelt
gut durch. Bei positivem Ausfall der Probe zeigen die Rohrchen nach einstiindigem
Stehenlassen bei Zimmertemperatur eine mehr oder weniger starke Triibung im
Gegensatz zur klaren durchsichtigen, negativen Probe. Eine zweite Beurteilung
hat nach 24 Stunden zu erfolgen, wo sich am Grunde des Reagensglases in positiven
Fillen eine Absetzung von Sediment gebildet hat, iiber dem die Fliissigkeit sich
geklirt hat. Die negativen Proben zeigen keine Kuppenbildung. In der Kinder-
heilkunde wird diese Methode als Mikromethode (DOHNAL) in verbesserter Form
von MEINTCKE verwendet. Die Extraktverdiinnungen werden mit geeichten Platin-
6sen ausgefiibrt, Extraktverdiinnung und Serum werden auf einem Objekttrager
gemischt und hiervon héngende Tropfen oder fiir die Dunkelfeldbeobachtung
Schichtpriparate angefertigt. Bei Beobachtung nach 1 Stunde (Liegenlassen bei
Zimmertemperatur) erkennt man bei schwacher Vergrofierung bei positivem Ausfall
der Reaktion mehr oder weniger grole Zusammenballungen der Lipoidteilchen im
(Gegensatz zu negativen Seren.

Die ebenfalls von MEINICKE angegebene Kldrungsreaktion, die in grofilerem
Mafle als die Triibungsreaktion ausgefithrt wird, benutzt auch einen alkoholischen
Herzextrakt mit erhohtem Tolubalsamgehalt. Der mit Kochsalzlgsung vermischte
Extrakt zeigt starke Tritbung, die auch bei Zusatz negativer Seren bleibt, wihrend
bei positivem Ausfall der Probe eine Klarung auftritt. Die Ablesung geschieht
nach 24 Stunden. Eine sofortige Ablesung des Ergebnisses kann erfolgen, wenn
das Gemisch Extraktverdinnung und Serum nach einstiindigem Stehenlassen
bel Zimmertemperatur 3—4 Minuten bei 3000 Umdrehungen zentrifugiert wird.

Die neuerdings angegebenen Schnellreaktionen nach Kaun (Flockungsreaktion),
die mit Recht breite Anwendung verdient, und nach SacHS und WITEBSKY
(Zitocholreaktion) arbeiten mit hohen cholesterinierten Antigenen. Das Ergebnis
kann schon nach 10 Minuten abgelesen werden.

Im Min. -Blatt f. d. Preul}. innere Verwaltung 1934, S. 1361 ist die
seit dem 1. Januar 1935 fir das Deutsche Reich giiltige amtliche An-
leitung fiir die Serumdiagnose der Syphilis abgedruckt. Hiernach muf}
jede Serumprobe im Komplementbindungsversuch nach v. WASSERMANN
mit mindestens zwei verschiedenen Extrakten und im Flockungsversuch
gepriift werden, Riickenmarksfliissigkeitsproben sind auBerdem noch
mit einer zuverlissigen kolloiden Reaktion (GoLpsoL-Mastixreaktion) zu
untersuchen.

Die fiir die Reaktionen zu verwendenden Antigene miissen staatlich
gepriift sein. Von dem Amboceptor wird ein Mindesttiter von 1:1000
verlangt; er muBl, wenn er nicht selbst hergestellt wird, auch staatlich
gepriift sein. Die Durchfithrung der Serumdiagnostik der Syphilis soll
nur solchen Serologen iiberlassen bleiben, die tiber besondere Sach-
kenntnisse und Erfahrungen auf diesem Gebiet verfiigen.

Die von MEINICKE angegebene Tuberkulosereakiion lehnt sich in der
Technik der Kldrungsreaktion auf Syphilis an. MEeINICKE benutzt
serienweise verschiedene Extrakte, deren Dosen ebenso wie die Dosen
des Serums die gleichen wie bei der Syphilisreaktion sind (0,2 ccm aktives
Serum und 0,5 cem Extraktverdiinnung). Zur Kontrolle dient der Standard-
extrakt. Ablesen mikroskopisch nach 2 und 6 Stunden, die Kuppen-
ablesung nach 24 und 48 Stunden. Der serodiagnostische Wert dieser
Reaktionist von vielen Autoren bestétigt worden (s. Kap. Tuberkelbacillus).
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Die neueste Vorschrift dieser Klarungsreaktion ist folgende:

Technik der MTbR.! Die MTbR wird in peinlich sauberen Reagensréhrchen
von 12—14 mm Innendurchmesser angesetzt. Man verwendet 4 Antigene:

1. Wisseriges Tuberkulosenantigen stark,

2. Wisseriges Tuberkuloseantigen schwach,

3. Alkoholisches Tuberkuloseantigen stark,

4. Alkoholisches Kontrollantigen.

Die alkoholischen Antigene sind vor Licht geschiitzt, bei Zimmertemperatur,
die wdsserigen im Eisschrank aufzuheben.

Fiir die erste Versuchsreihe (Hauptserie) verwendet man eine 3,5%ige Koch-
salzlosung ohne Sodazusatz, fiir die zweite (abgeschwichte) Versuchsserie eine
Sodakochsalzlésung (0,01%).

Die Sera diirfen nicht erhitzt (inaktiviert) werden, sie miissen zu den Versuchen
in aktivem Zustande verwendet werden.

Man arbeitet in dem ersten und vierten Versuchsréhrchen gleichzeitig mit dem
starken wisserigen und dem starken alkoholischen Tuberkuloseantigen, im zweiten
und fiinften mit dem schwachen wisserigen und dem starken alkoholischen und in
dem dritten und sechsten mit dem alkoholischen Kontrollantigen. Fir die erste
Versuchsserie (erstes bis drittes Rohrchen) werden die Antigenverdiinnungen mit
der 3,5 %igen NaCl-Losung ohne Sodazusatz, fiir die zweite abgeschwichte Versuchs-
serie 1(viertes bis sechstes Rohrchen) mit der 0,01 %igen Sodakochsalzlésung her-
gestellt.

Die Antigenverdiinnungen bereitet man folgendermaBen: Erste Serie: Haupt-
serie.

Erstes Versuchsrihrchen. Will man 20 Sera untersuchen, bringt man 1 cem des
starken alkoholischen Tuberkuloseantigens in ein Reagensglas. Ebenso 0,5 ccm des
wdsserigen Tuberkuloseantigens stark mit besonderer Pipette in ein zweites Reagens-
glas, fiigt 9,56 ccm der 3,5 %igen Kochsalzlgsung schnell hinzu. Beide Reagensglaser
stellt man fiir etwa 5 Minuten ins Wasserbad von 56—57° C. Dann giet man
schnell die Kochsalzlésung mit dem wésserigen Antigen in das Reagensglas mit dem
alkoholischen Antigen und wieder zuriick. Nachreifen nochmals fiir 2 Minuten
im Wasserbade.

Zweites Rohrchen. Das wdisserige Tuberkuloseantigen schwach wird in derselben
Weise wie beim ersten Rohrchen benutzt und hergestellt.

Drittes Réhrchen (Kontrollrshrchen). Man nimmt 1 cem des alkoholischen
Kontrollantigens + 10 ccm der 3,5 %igen Kochsalzlgsung ohne Zusatz des wisserigen
Antigens. Technik wie eben beschrieben.

Fiir die abgeschwdchte Serie wird das 4., 5. und 6. Réhrchen angesetzt.

Firr das vierte Rohrchen wihlt man zum Extraktverdiinnen die 0,01 %ige Soda-
kochsalzlosung und verfihrt wie beim ersten Rohrchen.

Das fiinfte Rohrchen entspricht dem zweiten; zum Verdiinnen wird nur statt
der gewohnlichen 3,5%igen Kochsalzlosung die 0,01 %ige Sodakochsalzlésung
benutzt.

Das sechste Rohrchen (Kontrollrshrchen) enthélt eine Antigenverdiinnung aus
dem alkoholischen Kontrollantigen und der 0,01 %igen Sodakochsalzlésung.
Wie werden nun die Reaktionen angesetzt?

Rohrchen 1, 2, 3 enthilt 0,2 cem Serum, Rohrchen 4, 5, 6 dagegen nur 0,15 cem.
Dazu gibt man je 0,5 cem der sechs verschiedenen Antigenverdiinnungen. Gut
durchschiitteln. Die Réhrchen bleiben dann bis zum anderen Tag bei Zimmer-
temperatur (etwa 20° C) geschiitzt stehen. Resultat ablesen. Dann schiittelt man
den Inhalt der Réhrchen nochmals gut durch und stellt sie fiir 24 Stunden in den
Brutschrank bei 37° C. Dann erfolgt die zweite Ablesung in Augenhdhe, so daf
dem Untersucher die Kuppen zugewendet sind. Achten auf Form, Farbe und
Beschaffenheit der Sedimente.
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Bei negativem Ausfall der Reaktion erkennt man in der Mitte des Bodens ein
kleines, IcnOfoffb'rmiges dunkelblaues Sediment. Beim Schrighalten des Roéhrchens
flieBt der blaue Knopf in einen schmalen Streifen aus.

Bei einer positiven Reaktion ist der Boden des Roéhrchens ganz oder feilweise
mit einem gekornten, festen, kriimeligen, weiflich-blaulichen Sediment bedeckt, das
beim Schréghalten nicht auslduft.

Wenn bei der ersten Ablesung die Kontrollrohrchen in beiden Serien ein stark
positives Sediment mit teilweiser oder vollkommener Klarung der Flissigkeit
aufweisen, wird auch durch Brutschrankbeeinflussung wohl kaum eine Anderung
in negativem Sinne eintreten. In solchen Fillen ist dann ein Abséttigungsversuch
anzustellen.

Man gibt in ein Zentrifugenrohrchen zu 0,5 cem des betreffenden Serums
1,25 cem einer nachgereiften Verdiinnung des Kontrollantigens, zentrifugiert
1/, Stunde bei 2000—2500 Umdrehungen, gieBt dann vorsichtig die klare iber dem
Sediment stehende Fliissigkeit in ein sauberes Reagensglas. Hiervon gibt man in
zwei Versuchsrohrehen je 0,4 cem und in zwei weitere je 0,2 ccm. Zum ersten und
dritten Rohrchen fiigt man 0,25 cem einer nachgereiften Verdiinnung der Kom-
bination von schwachem wisserigen und starkem alkoholischen Tuberkulose-
antigen entsprechend dem zweiten Rohrchen des Hauptversuchs und in Réhrchen 2
und 4 je 0,25 cem einer Verdiinnung des Kontrollantigens entsprechend dem Réhr-
chen drei des gewohnlichen Versuchs. Gut durchschiitteln, 24 Stunden stehen-
lagsen bei Zimmertemperatur. Sollten beide Kontrollen noch positiv sein, werden
nach gutem Durchschiitteln die Rohrchen fiir weitere 24 Stunden in den Brut-
schrank (37° C) gebracht. Wenn jetzt die Kontrollen wiederum positiv ausfallen,
ist das Serum nicht fiir obige Reaktion zu verwenden.

Bei positivem Ausfall des Absdttigungsversuches zeigt das Kontrollrshrchen
ein negatives Ergebnis im Gegensatz zu den Tuberkulosershrchen.

Fir diagnostische Zwecke und Reihenuntersuchungen wird der abgekiirzte
Tuberkuloseversuch gewihlt.

Man setzt zundchst nur die nicht abgeschwichte erste Serie des Versuchs
(erstes bis drittes Rohrchen) an, liest nach 24stiindigem Zimmertemperatur-
aufenthalt ab. Sera mit einwandfreien positiven Ausschligen bei negativer Kon-
trolle konnen ausgewertet werden. Alle negativen Reaktionen werden nochmals
fiir 24 Stunden in den Brutschrank von 37° C gestellt. Bei nochmaliger Ablesung
erfat man dann die positiven Seren, die ihr Temperaturoptimum bei 37° C haben.

Nur von denjenigen Seren, die bei der ersten Ablesung keine einwandfreien
Kontrollen gezeigt haben, setzt man den abgeschwichten Sodaversuch beis Brut-
schranktemperatur an. Bei stark positiver Kontrolle mufl auBerdem der Absittigungs-
versuch angesetzt werden.

Nach BorHNE, der iiber 20000 Fille untersuchte, geben aktive tuberkuldse
Herde in der Lunge Erwachsener in einem sehr hohen Prozentsatz, progrediente
chronische Phthisen in fast 100% der Fille einwandfreie positive Reaktionen.
Ganz frische Tuberkulosen werden groBenteils nicht nachgewiesen, letale Lungen-
tuberkulosen reagieren in 50% der Fille negativ, wenn sie durch eine ulcerierende
Darmtuberkulose oder allgemeine Amyloidose kompliziert sind. Negative Ergebnisse
bringen Fille von klinisch inaktiven Lungentuberkulosen. Chirurgische Tuber-
kulosen werden gut ermittelt, ulcerierende Nieren- und Blasentuberkulosen zeigen
mittelstarke bis stark positive Reaktionen. In 50% werden frisch verkisende
Lymphdriisentuberkulosen ermittelt.

Wenn auch einige Autoren (HEYyMER und Scuurte-Ticees) die genannte
Reaktion noch sehr skeptisch beurteilen, muB man doch auf Grund eigener
Versuche zu der Ansicht kommen, daB sie eine wertvolle Bereicherung der Tuber-
kulosediagnostik darstellt, da sie eine selten hohe Spezifitit aufweist, die bis
vor kurzem von keinem Komplementbindungsverfahren bisher erreicht wurde.
Wenn auch nach BoEaNE 1% der untersuchten Fille zum Schaden ausfallen, so
indert das nichts an der Tatsache, daB die Meinickesche Reaktion wertvolle
Aufschlisse iber die Abgrenzung der Tuberkulose von anderen Lungenerkran-
kungen (Silicosen, Tumoren, Echinokokken usw.) gibt. Nur derjenige wird einen
wirklichen praktischen Vorteil dieser Reaktion erkennen, der iiber zuverlassiges
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technisches Koénnen und iber Erfahrungen in der Beurteilung der Ergebnisse
verfiigt. Heute stehen ferner vorziigliche Komplementbindungsreaktionen zur
serologischen Diagnose der Tuberkulose zur Verfiigung (Antigene nach BESREDKA,
NEeUBERG-KLOPSTOCK, WITEBSKY-KLINGENSTEIN-KUHN und soeben das Trocken-
Antigen der Behringswerke; vergl. GuNDpEL und HEine: Z. Tbk. 1939, Bd. 81.

Die urspriinglich nach der Analogie der anderen Immunitits-
reaktionen naheliegende Auffassung, daB es sich bei der WASSERMANN-
schen Reaktion um eine spezifische Antigen-Antikérperreaktion, d. h.
eine Vereinigung von Lues-Antigen und Lues-Antikérper handelt, hat
man fallen lagsen miissen, seitdem es gelungen ist, die gleiche Reaktion
auszulosen, wenn man an Stelle des luetischen Leberextraktes Extrakt
normaler Organe oder Lecithin oder Seife oder 6lsaures Natron ver-
wendet. Die Untersuchungen von PorGEs, FRIEDEMANN, ELias und
P. ScumipT deuten darauf hin, dal3 die positive Reaktion durch eine
Verdanderung der Eiweillstoffe des Luetikerserums gegeniiber dem nor-
malen Serum herbeigefiihrt wird, die man sich vielleicht so zu denken
hat, dal die quantitativ oder qualitativ verinderten Globuline durch
ihre Affinitdt zu den Lipoiden und zu dem Extraktkolloid aus letzterem
feinste Teilchen ausfillen, welche das Komplement absorbieren, eine
Reaktion, die im Normalserum durch die Albumine verhindert wird.
KraussnerR konnte eine Ausflockung des luetischen Serums, die auch
auf einer Anderung der Globuline beruht, durch Zusatz von 3 Teilen
Wasser herbeifiihren.

Mit dieser Tatsache, dafl die Wa.R. nicht (oder wenigstens nicht
allein) eine spezifische Antigen-Antikérperbindung, sondern (mindestens
zum Teil) eine unspezifische Lipoidreaktion ist (was allerdings an ihrer
praktischen Bedeutung fiir die Diagnose der Lues nichts dndert), wird
es auch erklirlich, daB ein positiver Ausfall der Wa.R. bei einer Reihe
von anderen Krankheiten vorkommt, die offenbar dhnlich verinderte
Verhéltnisse zwischen Globulinen und Lipoiden im Blutserum schaffen
wie die Lues. Hierher gehéren die Lepra, die tropische Frambosie,
zuweilen kachektische und fieberhafte Zustinde, wie Endocarditis lenta,
Scharlach, Malaria, Recurrens, Fleckfieber, Pest, Beriberi, Krankheiten,
die entweder in unseren Breitegraden gar nicht vorkommen oder sich
im klinischen Bilde deutlich von Lues unterscheiden lassen. Auch ist
bei diesen Krankheiten das Vorhandensein einer positiven Wa.R. meist
nur ganz voriibergehender Natur und z. B. bei Fleckfieber fast nur im
aktiven, nicht im inaktivierten Serum nachweisbar. — Dal} auch nach
der Narkose, die ja eine Storung des Lipoidwechsels mit sich bringt, die
Wa.R. bisweilen positiv ausfallt, ist gleichfalls hiernach verstindlich.

Neuere Forschungen ergaben, dafl auch die Helminthen imstande
sind, im befallenen Organismus Antikérper zu erzeugen, die mit der
Komplementbindungsmethode nachgewiesen werden koénnen. Am ein-
gehendsten ist diese Reaktion bei Echinokokkeninfektionen studiert
worden. Sie hat hier eine praktische differentialdiagnostische Bedeutung.
Als Antigen benutzt man entweder die mittels Punktion einer Echino-
coccuscyste (am besten vom Schaf) gewonnene Fliissigkeit direkt oder
das alkoholische Extrakt aus derselben oder Alkoholextrakt aus der
Blasenwand der Echinococcuscyste.

Die Versuchsanordnung zeigt folgende Tabelle 9:
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Tabelle 9.
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9. Schutzimpfung und Bakteriotherapie.

Die Moglichkeit einer Schutzimpfung gegen Infektionskrankheiten
griindet sich auf die Erkenntnis, daf3 dieselben biologischen Vorginge,
welche das Wesen der Immunitit nach iiberstandener Erkrankung aus-
machen, auch ohne stattgehabte klinische Erkrankung nach Impfung mit
den Leibessubstanzen oder Stoffwechselprodukten des Erregers zustande
kommen. Je nach der Art der kinstlichen Immunisierung erhilt man bei
der Verwendung von Infektionserregern selbst bzw. ihrer Leibessubstanzen
(Endotoxine) eine antiinfektidse, bei der Verwendung loslicher Bakterien-
toxine eine antitoxische Immunitét. Die Schutzimpfung kann erfolgen:

1. Mit lebenden virulenden KErregern: dies ist natiirlich nur dann
moglich, wenn der Erreger von einer bestimmten Eintrittspforte aus
die typische Kklinische Erkrankung verursacht, wihrend seine Ver-
impfung auf anderem Wege keine nennenswerten Gesundheitsstérungen
nach sich zieht. Diese Forderung ist nur selten erfiillt, wie z. B. beim
Cholera-Vibrio, der nur von der Darmschleimhaut, nicht aber von der
Blutbahn aus beim Menschen pathogen wirkt, und so sind in der Tat
die ersten Schutzimpfungen gegen Cholera von FERrAN durch subcutane
Injektion lebender Kulturen ohne Schidigung beim Menschen ausgefiihrt
worden. Auch die in fritheren Jahrhunderten angewendete Variolation
gehort hierher; das Pockenvirus vermag offenbar bei Verimpfung in die
Haut in der Regel nicht zu einer so schweren Allgemeininfektion zu
fithren wie beim natirlichen Infektionsmodus von seiten der oberen
Atmungswege, weil durch den nach der Hautimpfung zunichst ein-
setzenden lokalen Prozel} rechtzeitig eine teilweise Immunisierung des
Koérpers einsetzt, die geniigt, um eine Allgemeininfektion auszuschlieBen
oder doch abzumildern. Auch in der Tiermedizin werden Impfstoffe
mit vollvirulenten Erregern verwendet, so z. B. bei der Lungenseuche
der Rinder in Form der Verimpfung von vollvirulentem Lungensaft in
die Schwanzwurzelhaut. Im allgemeinen wird man aber kaum die Ge-
wahr fir die Ungefdhrlichkeit einer Methode mit Verwendung lebender
virulenter Erreger iibernehmen kénnen und wird sie schon deshalb fiir
die Anwendung in der groBen Praxis als ungeeignet erkliren, weil das
Hantieren mit lebendem infektiosem Material stets die Gefahr einer
Ausbreitung der Seuche mit sich bringt.
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2. Mit lebenden abgeschwichten Erregern: die Abschwichung kann
erfolgen durch physikalisch-chemische Schidigungen: so bei der Schutz-
impfung mit erhitzten, lebenden Milzbranderregern (PASTEUR), so der
Versuch von STRONG einer Schutzimpfung mit lebenden durch Ein-
wirkung von Alkohol abgeschwichten Pestbacillen. Ungleich bedeut-
samer, weil vollig sicher und unbedenklich, ist die Verwendung dauernd
abgeschwiichter biologischer Varietiten, weil sie durch Tierpassage erhalten
werden; hierher gehort in erster Linie die Vaccination mit Kuhpocken-
lymphe, da die Kuhpocken nachweislich eine durch die Verimpfung
auf das Rind dauernd abgeschwichte Abart des echten Variola-Virus
darstellen. Ganz analog ist der Schutz zu beurteilen, den bei der
PastEurschen Wutschutzimpfung das aus dem hochinfektiésen ,,StraBen-
virus‘ durch Kaninchenpassage hervorgegangene ,,Virus fixe* gegen das
echte Wutgift gewihrt.

3. Mit abgetoteten Erregern, bei denen natiirlich, abgesehen von der
unspezifischen lokalen und allgemeinen Reaktion (6rtliche Entziindung,
Fieber, Kopfschmerz), die Moglichkeit einer Erkrankung selbst in ab-
geschwichter Form vollig fortfillt und nur noch die Leibessubstanzen
des Erregers in genau dosierter Menge ihre Einwirkung entfalten. Hier-
her gehort die besonders wihrend des Weltkrieges in den Heeren im
weitesten Umfang angewandte Schutzimpfung gegen Cholera (P¥EIFFER
und Korre) und Typhus (KorLg) durch Injektion abgetéteter Kulturen
dieser Bacillen. Auch diese Methode ist nicht iiberall anwendbar, z. B.
nicht gegen Ruhr, da der echte Ruhrbacillus (KrUSE-SHIGA) in seinen
Kulturen heftig wirkende Gifte bildet, die auch bei der Verimpfung
abgetoteter Leibessubstanzen auf den Menschen schwere Nebenerschei-
nungen zur Folge haben wiirden.

4. Wihrend es sich bei den bisher besprochenen Verfahren um eine
rein aktive Immunitit (vgl. oben S.70) handelt, bei deren Zustande-
kommen gewisse, mit mehr oder minder ausgesprochenem Krankheits-
gefiih]l einhergehende Reaktionen des Organismus unvermeidlich sind,
hat man versucht, durch akiiv-passive Immunisierung das Zustande-
kommen einer dauerhaften aktiven Immunisierung zu erreichen und die
dabei sonst auftretenden Reaktionserscheinungen durch das gleich-
zeitig verabfolgte Heilserum zu verhindern oder doch abzumildern.
Man erreicht durch Einspritzung von hochwirksamem Immunserum und
sofort oder nach Tagen erfolgender Injektion von Bakterienmaterial
eine aktive Immunitit von langer Dauer. Auf diese Weise werden selbst
Antigendosen, die allein injiziert, schwere Vergiftungserscheinungen bzw.
den Tod bewirken, gut vertragen. LORENZ gebiihrt das Verdienst, zuerst
diese Methode der Serovaccination bei der Bekdmpfung des Schweine-
rotlaufs mit Erfolg angewendet zu haben, die sich auch bei Rauschbrand
und Schweinepest bewihrt hat. Fiir die Schutzimpfung gesunder
Schweinebestande hat sich spater die einfachere und billigere Simultan-
methode, Einspritzung von Serum und Kultur gleichzeitig, aber 6rtlich
getrennt, als zweckméiBiger erwiesen, eine Methode, die SoBERNHEIM
fir die Milzbrandschutzimpfung weiter ausgebaut hat.

Die bisher erwidhnte Methode der Serovaccination hat durch die
gleichzeitige Vermischung von Serum und Vaccin, die sog. Mischimpfung,
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eine Modifikation erfahren. Die Versuche bei Pest, Ruhr, Rotlauf ergaben
keine besonderen Dauererfolge. Einen grofien Erfolg in dieser Hinsicht
stellt aber die von R. Kocr und KoLLE angegebene kombinierte Impfung
gegen Rinderpest (mit virulentem Blut plus Heilserum) dar.

Ein anderer gangbarer Weg war noch der Versuch, die oben be-
sprochenen, nach Schutzimpfung mit abgetoteten Kulturen eintretenden
Reaktionserscheinungen dadurch zu vermeiden, dafl der Impfstoff durch
Vorbehandlung mit spezifischem Anti-Serum reizlos gestaltet wird. Die
Frage dieser sensibilisierten Vaccine (BESREDKA) ist aber gleichfalls noch
im Versuchsstadium. Das Verfahren ist umstidndlich, kostspielig und
in bezug auf Sterilitit unsicher. Dadurch, dal die verschiedenen
Bakterien alle in verschiedenem Grade Amboceptoren des spezifischen
Serums zu binden vermdgen und sich infolgedessen fiir Immunisierungs-
zwecke nicht vollig gleichwertig verhalten, entsteht eine grofle Schwierig-
keit. Auch ist es nicht leicht, die richtigen Mengenverhiltnisse von
Bakterien und zugesetztem Serum festzusetzen. Durch einen Serum-
iiberschufl kann unter Umstdnden die immunisierende Wirkung des
Impfstoffes stark geschidigt werden. Nach den bisherigen Erfahrun-
gen erscheint die praktische Brauchbarkeit nicht eindeutig anerkannt
zu sein.

Durch Zusatz von antitoxinhaltigem Serum zu Giftlosungen gelingt
eine Abschwichung der letzteren oder auch eine vollkommene Beseitigung
der Giftwirkung. v. BEHRING hat zuerst gezeigt, daBl man durch aktive
Immunisierung mit Diphtherietoxin-Antitoxingemischen eine lang-
dauernde Immunitdt des Menschen erzielen kann (T.A.-Priparat der
Behringwerke Marburg). Nach der Injektion dieses Gemisches bildet der
Korper aktiv Gegenkorper, die an arteigenes Eiweill gebunden sind und
eine langanhaltende Giftimmunitit gewéhrleisten. Das Priparat eignet
sich somit besonders fiir die aktive Schutzimpfung, vorausgesetzt, dafl
das Priparat sachgemifl hergestellt, auf Sterilitit und im Tierversuch
staatlich gepriift ist. Eine 2malige Injektion in Abstinden von 8 bis
14 Tagen gentigt zur sicheren Schutzwirkung. Neben den Toxin-
Antitoxingemischen sind noch die Toxin-Antitoxinflocken fir die aktive
Diphtherieimmunisierung empfohlen. Beim Mischen von Diphtherie-
toxin und -antitoxin entstehen flockige Pricipitate, die sich abscheiden
und, in physiologischer NaCl-Losung suspendiert, neutrale Toxin-Anti-
toxingemische enthalten. Die Behringwerke haben das Priparat T.A.F.
nach H. SceMiDT hergestellt, das in 1cem der Flockensuspension
hochstens 15 Gifteinheiten enthalten soll.

In neuerer Zeit ist die aktiv-passive Immunisierung bereits wieder
verlassen worden. Zur Erzielung einer aktiven Immunitit bei Diphtherie,
Tetanus, Dysenterie, Gasbrand usw. verzichtet man heute auf die An-
wendung von Toxin iiberhaupt und bedient sich fast ausschlieflich der
sog. Toxoide, entgifteten Toxine. Die Entgiftung erfolgt nach dem
zuerst von LOWENSTEIN gefundenen Verfahren (Tetanus), das spiter
von RAMON auch bei Diphtherie angewandt wurde. Unter Zusatz von
0,3—0,5% Formalin bleiben die Gemische lingere Zeit bei geeigneter
Temperatur stehen. RaMON nennt seine auf diese Weise entgifteten
Toxine ,,Anatoxine‘.
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Diese Formoltoxoide weisen den Nachteil auf, dal zur Erreichung
eines linger dauernden Schutzes eine gewisse Zeit verstreicht. Man hat
aber in ihnen das beste Mittel zur aktiven Immunisierung gefunden.
Die gewonnene aktive Immunitét ist eine rein antitoxische. Sie bietet
keinen Schutz vor der Infektion, jedoch gegen Erkrankung, wenn sie
durch Giftwirkung bedingt ist, in einem hohen Prozentsatz der Geimpften.

Die Formoltoxoide haben den grolen Vorzug der Ungiftigkeit. An
der Einspritzungsstelle rufen sie allerdings schmerzhafte Reaktionen
hervor, die zwar bei ganz kleinen Kindern kaum oder gar nicht auf-
treten, dagegen bei dlteren Kindern und Erwachsenen sich deutlich
dullern konnen. Aus diesem Grunde machte man drei Injektionen in
steigendem zeitlichen Abstand und steigender Menge.

Will man, wie es bei augenblicklicher Gefahrdung bei Diphtherie
8o oft verlangt wird, neben der aktiven Immunitit mit langdauerndem
Schutz auch den sofort einsetzenden Schutz haben, wihit man die
neuerdings hergestellten précipitierten Toxoide in subcutaner Ein-
spritzung und injiziert subcutan oder intramuskulir etwa 500 AE. Serum
gleichzeitig. Die aktiv-immunisierende Wirkung der pracipitierten
Toxoide mittels Depotbildung erleidet durch die gleichzeitige Serum-
gabe keine Minderung.

Die Behringwerke stellen heute ein an Aluminiumhydroxyd ad-
sorbiertes gereinigtes Diphtherie - Formol-Toxoid her: den ALF.T.-
(Diphtherie-Schutzimpfstoff). Dieses Priparat unterscheidet sich von
den eben genannten Priparaten dadurch, daB zur aktiven Immunisie-
rung nur eine zweimalige Impfung notwendig ist. Das Priparat eignet
sich daher ganz besonders fiir Massenimpfungen, wie auch das Ditoxoid
Asid des Anh. Serumwerkes.

Nach welcher Methode auch die Schutzimpfung erfolgen mége,
immer kommt der Impfschutz, da es sich um eine durch den Organismus
selbst zu erarbeitende aktive Immunisierung handelt, erst nach einer
gewissen Frist (1—2 Wochen) zustande, im Gegensatz zu der Uber-
tragung fertiggebildeter Schutzstoffe bei der Serumtherapie, wo der
Impfschutz sogleich eintritt. Unmittelbar nach der Injektion des
(lebenden oder abgettteten) Virus tritt sogar eine direkt nachweisbare
Abnahme des Gehalts des Serums an gelésten Immunsubstanzen auf;
diese ,,negative Phase’ ist jedoch praktisch, soweit alle Erfahrungen
reichen, bedeutungslos, indem wihrend derselben keine merkliche Er-
héhung der Empfanglichkeit fiir die betreffende Infektion nachzuweisen
ist, und stellt demnach nicht etwa eine Kontraindikation gegen die
Schutzimpfung dar. Der Gehalt des Blutes an gelésten Schutzstoffen
ist eben nicht ausschlieBlich der Gradmesser fiir die Héhe des erreichten
Impfschutzes, da der letztere nur teilweise auf der Anwesenheit geloster
Immunsubstanzen, groéBtenteils vielmehr auf einer durch spezifische
Umstimmung des Zellstoffwechsels zustande kommenden Gewebs-
immunitit beruht. Das voriibergehende Absinken des Gehalts an geldsten
Schutzstoffen im Blutserum erklirt sich im Sinne der ExrLicHschen
Seitenkettentheorie dadurch, daf3 diese gelésten Stoffe von dem neu
eingebrachten Antigen (Virus) gebunden werden. Nach einigen Tagen,
wenn wieder erhohte Produktion geloster Schutzstoffe seitens des Gewebes
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erfolgt ist, macht die negative Phase einer posifiven durch erhéhten
Impfschutz ausgezeichneten Phase Platz. Hierauf beruht der auch
erfahrungsgeméfl festgestellte giinstige Erfolg der wiederholten Schutz-
tmpfung; bei Cholera 2mal, gegen Typhus 3mal mit steigenden Gaben in
Abstinden von je etwa 8 Tagen. Neuerdings geht man dazu iiber,
aktiv gleichzeitig gegen mehrere Infektionskrankheiten zu immuni-
sieren (z. B. gleichzeitig gegen Diphtherie, Tetanus, Typhus und Para-
typhus).

In letzter Linie kann tiber den Wert der Schutzimpfung nur die
epidemiologische Statistik entscheiden, wie das betreffs des Impfschutzes
gegen Pocken und Tollwut durch eine jahrzehntelange Beobachtung in
einwandfreier Weise erfolgt ist; auch fiir den Erfolg der mit abgetoteten
Kulturen gegen Pest, Cholera und Typhus unternommenen Schutz-
impfung sprechen schon zahlreiche giinstige Erfahrungen, doch sind
die Akten iiber diese Frage noch nicht abgeschlossen. Die Schwierigkeit
der Ubertragung experimenteller Erfahrungen auf die natiirlichen Ver-
héltnisse liegt insbesondere darin, daB das Uberstehen der natiirlichen
Infektionskrankheit offenbar nicht nur eine allgemeine Immunitit des
ganzen Korpers, sondern auch einen spezifischen lokalen Schutz an der
Eintrittspforte zuriicklat, wihrend letzterer bei der kiinstlichen Schutz-
impfung natiirlich nicht zustande kommt.

Bei der technischen Herstellung der Impfstoffe (abgetétete Kulturen)
sind insbesondere im Massenbetrieb folgende Punkte genau zu beachten:

a) Prifung der zu verwendenden Kulluren auf Reinheit, antigene Wirkung und
Freisein von besonderer Reizwirkung; zu diesem Zweck ist es nétig, nur bestimmte
in jhrer antigenen Wirkung und in ithrem mdoglichsten Freisein von unerwiinschten
Nebenwirkungen seitens anerkannter Institute sorgfiltig gepriifte Stimme zu
verwenden; zur Erzielung einer moglichst allgemeinen Verwendbarkeit ist es
ferner wiinschenswert, einen wielwertigen, aus mehreren Stimmen gemischten
Impfstoff herzustellen, wie das jetzt bei der Bereitung des Typhusimpfstoffes ge-
schieht. Zur Gewinnung von Massenkulturen verwendet man durchweg Ober-
flichenkulturen auf Agar in DRIcALskI-Schalen oder noch besser in KoLLE-
Flaschen, da letztere leichter die Fernhaltung von Verunreinigungen erméglichen.
Die frither von HAFFKINE angewendete Massenkultur in Bouillon kommt nur noch
fiir die Gewinnung loslicher, keimfrei zu filtrierender Impfstoffe (Diphtherietoxin,
Tuberkulin), nicht aber fir die Gewinnung von Leibessubstanzen der Bakterien
in Betracht, da erstens die Ausbeute in jungen fliissigen Kulturen zu gering aus-
f4llt, zweitens in &lteren Kulturen Abbauprodukte von unerwiinschter unspezifischer
Reizwirkung entstehen und endlich die Kontrolle auf Fernhaltung fremder, ins-
besondere anaerober Keime sehr viel schwieriger ist. Bei Agaroberflichenkulturen
ist das Freisein von verunreinigenden Keimen leicht durch ein mikroskopisches
Priaparat und eventuelle Nachpriifung durch Aussaat auf Platten nachzuweisen.

b) Die Abtotung der Kulturen mul durch vorsichiige Erhitzung erfolgen, da die
Einwirkung héherer Temperaturen leicht zur Bildung unspezifischer, starke Reiz-
wirkungen auslosender Abbauprodukte fithrt; andererseits muf} natiirlich die Tem-
peratur hoch genug gewihlt werden, um eine absolut sichere Abtétung zu gewihr-
leisten. ErfahrungsgemiB geniigt fiir die Abtotung von Choleravibrionen und
Typhusbacillen, selbst in sehr dichter Aufschwemmung, eine 1stiindige Einwirkung
von 53°C im Wasserbade. Die Abschwemmung jeder einzelnen Kulturschale wird
getrennt in je einem Reagensglas im Wasserbade mit Thermoregulator dieser
Temperatur ausgesetzt, wobei sorgfiltig darauf zu achten ist, daB der obere Teil
des Reagensglases, der aus dem Wasserbad herausragt, durch Abbrennen von
etwa anhaftenden, durch Verspritzen dorthin gelangten Trépfchen sicher befreit
wird; das Wasser im Wasserbade mufl mindestens 2 cm oberhalb der Kultur-
aufschwemmung im Reagensglas stehen.
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¢) Die Priifung der Stertlitit nach erfolgter Erhitzung wird durch Aussaat je
eines Tropfens aus jedem einzelnen erhitzten und zum Zweck der Kontrolle vorher
numerierten Reagensglase auf sterilen Agar vorgenommen; jedes nicht steril
befundene Glas wird vernichtet.

d) Nach Priifung der Sterilitit erfolgt die erforderliche Verdiinnung der Kultur-
aufschwemmung mit steriler 0,85%iger Kochsalzlésung mit einem Gehalt von
0,5% Phenol oder 0,3% Trikresol zwecks Konservierung. Die Verdimnung wird
so vorgenommen, dal 1 cem des fertigen Schutzstoffes stets eine und dieselbe
erfahrungsgemiB als zweckmiBig ausprobierte Dosis der Kultur enthilt, und
zwar 1/; Normalose Kultur auf 1 cem. Diese Dosierung erfolgt zunéichst anndhernd
nach Berechnung des Flacheninhaltes der Kultur, wobei man davon ausgeht,
daB eine Schrig-Agar-Oberflichenkultur etwa 10 Normaldsen entspricht. Die ge-
nauere Dosierung kann dann auf verschiedene Weise erfolgen; am gebrauchlichsten
ist der Vergleich der Durchsichtigkeit des Impfstoffes mit einem als Priifungs-
test dienenden Normalimpfstoff, eine Methode, die bei vergleichender Priifung
frischer Impfstoffe Brauchbares leistet, wihrend in alteren, lange konservierten
Kulturaufschwemmungen allméhlich eine Aufhellung durch Autolyse erfolgt. Ge-
nauer ist die Dosierung durch direkte mikroskopische Zahlung der Keime in der
TuoMA-ZEIssschen oder einer Ahnlichen Zihlkammer (z. B. von LigsrEICH), wihrend
die Zshlung nach der sonst in der Bakteriologie iiblichen Methode mittels Aussaat
auf geeigneten Nahrboden hier nicht anwendbar ist, da die Zahl der angegangenen
Kolonien natiirlich nur den lebenden Keimen entspricht, wiahrend fiir die antigene
Wirkung ebensowohl auch die (schon in jungen Kulturen sehr zahlreichen) ab-
gestorbenen Individuen in Betracht kommen. Eine annihernde direkte mikro-
skopische Zahlungsmethode nach WrIGHT besteht darin, dafl die auszuzihlende
Bakterienemulsion mit der gleichen Menge menschlichen Blutes sorgfiltig vermischt
im Objekttragerpriaparat ausgestrichen und das zahlenmaflige Verhaltnis zwischen
roten Blutkérperchen und Bakterien in einer groBeren Anzahl von Gesichtsfeldern
bestimmt wird; aus der bekannten Zahl der roten Blutkdrperchen (etwa 5 Millionen
im Kubikmillimeter beim gesunden Manne) 148t sich dann ohne weiteres annahernd
die Zahl der in der Kulturaufschwemmung enthaltenen Keime berechnen, wobei
allerdings ein Teil der Keime, durch die roten Blutkérperchen verdeckt, der Zahlung
entgehen kann.

Die Haltbarkeit der bakteriellen Impfstoffe ist eine umstrittene Frage. In
dlteren Impfstoffen tritt Autolyse ein, wodurch allerdings die antigene Wirkung
nicht immer beeintrichtigt wird. Die Wirksamkeit der Impfstoffe ist um so grofBer,
je frischer sie sind. Viele Arzte geben den autolysierten Impfstoffen den Vorzug.
Bei der Anwendung dlterer Impfstoffe hat man die Erfahrung gemacht, daB sie
vertraglicher sind, d.h. keine schweren lokalen Erscheinungen machen; jedoch
beobachtet man je nach dem Endotoxingehalt auch das Umgekehrte.

Bei endotoxinhaltigen Keimen, wie z. B. bei Typhus und Cholera, sind zur
Herstellung der Impfstoffe Bakterien mit guter antigener und geringer giftiger
Wirkung zu wihlen, da eine antibakterielle und nicht eine antitoxische Immunitét
erzielt werden soll, im Gegensatz zum Keuchhusten, wo der Impfstoff stark endo-
toxinhaltige Keime enthalten mufl, um eine aktive antiendotoxische Immunitéit
hervorzurufen.

Von der Schutzimpfung zu der Bakferiotherapie, d.h. zur An-
wendung der Leibessubstanzen der Krankheitserreger zu Heilzwecken
gegeniiber der klinischen Erkrankung, ist es nur ein Schritt, wenn man
sich vergegenwirtigt, dafl dieselben biologischen Vorginge, welche
nach iberstandener Erkrankung das Wesen der Immunitidt ausmachen,
es auch sind, welche wdhrend der Erkrankung die natiirliche Heilung
des pathologischen Prozesses anbahnen. Wenn diese natiirliche Heilungs-
tendenz bei einigen chronischen Krankheiten (Tuberkulose, Lepra) oft
oder fast immer unvollstindig bleibt, so liegt das gerade darin be-
griindet, dafl auch die Immunisierungsprozesse bei diesen Infektionen
unvollsténdig sind, und es scheint rationell, die Heilungstendenz des
Organismus dadurch zu férdern, daB man den Immunisierungsproze3
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durch kiinstliche Zufuhr der antigenen (mit moéglichstem Ausschlufl der
rein giftigen) Leibessubstanzen des Eregers beschleunigt. Hiervon ging
R.Kocu aus, als er die Wirkung von léslichen Produkten des Tuberkel-
bacillus auf den tuberkulds infizierten Organismus studierte, und so
wurde die Tuberkulinbehandlung das erste Beispiel einer zielbewuBten
Anwendung bakterieller Produkte zur spezifischen Heilung der be-
treffenden Infektionskrankheit. Auch fir die Bakteriotherapie im
engeren Sinne, d.h. fir die Anwendung der gesamten abgetdteten
Leibessubstanzen des Erregers statt eines loslichen Extraktes, bietet
die Tuberkulinbehandlung ein Beispiel, indem R.Kocr vom l8slichen
Alttuberkulin zu dem die Tuberkelbacillenleiber selbst enthaltenden
Neutuberkulin (T.R.) fortschritt. Schon vorher hatten BEUMER und
PrrpER die Heilung des Abdominaltyphus durch Injektion kleiner
Mengen abgetéteter Typhuskulturen versucht. Die allgemeinere An-
wendung der Bakteriotherapie datiert erst seit der durch WricHT im
Zusammenhange mit der Opsoninforschung unternommenen Anwendung
von Bakterien (insbesondere Eitererregern) zur Behandlung chronischer
Infektionen. WrigHT ging davon aus, dal} der opsonische Index des
Blutes gegeniiber dem spezifischen Erreger wihrend des Bestehens der
betreffenden Infektionskrankheit herabgesetzt ist und suchte durch In-
jektion kleiner Mengen abgetdteter Kultur des Erregers diesen Index zu
erhohen ; nach einem voriibergehenden Absinken in den ersten 1—2Tagen
nach der Injektion (negative Phase) kommt in der Tat ein Ansteigen
des opsonischen Index zustande, dem hiufig eine entsprechende Besse-
rung der lokalen und allgemeinen Krankheitserscheinungen parallel geht ;
eine wiederholte Injektion darf erst erfolgen, wenn die negative Phase
iiberwunden ist. Wahrend WRIGHT sich zur Beurteilung dieses Zeitpunktes
stets der Bestimmung des opsonischen Index bedient, kann man von diesem
umsténdlichen Verfahren auch absehen und Zeitpunkt und Dosierung
des bakteriotherapeutischen Handelns, dhnlich wie bei der Tuberkulin-
therapie, von dem Ablauf der jedesmal ausgelosten Reaktion und von
dem Gesamtverhalten des Kranken abhingig machen. Im allgemeinen
gilt der Grundsatz, daB bei akuten Infektionen nur vorsichtige An-
wendung kleiner Gaben angezeigt ist, wihrend gegeniiber chronischen
Infektionen gréBere Dosen am Platze sind. Die Bereitung der Impf-
stoffe erfolgt grundsitzlich ebenso wie oben bei der Schutzimpfung
beschrieben ist; der Gehalt der Impfstoffe wird in einer Zahl angegeben,
die dem Gehalt an Bakterienleibern im Kubikzentimeter entspricht
(z. B. Staphylokokkenvaccine 200 Millionen). Der Impfstoff wird ent-
weder als vielwertiges Produkt (polyvalent, von einem Gemisch vorrétig
gehaltener Stimme des betreffenden Virus) hergestellt oder man ver-
wendet, zur Bereitung der