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V orw ort 
zur zweiten Auflage.

V orliegen d e Zusam m enstellung der wichtigsten sero- 
diagnostischen  M ethoden, die ich mir zu K urszw ecken zu 
inachen gen otigt war, diirfte yielleicht manchem willkom m en 
sein, der die M iihe scheut, sich die in der Literatur ver- 
streuten D aten  selbst zusam m enzusuchen. Theoretisches wurde, 
dem rein praktischen Zw ecke des B iich leins entsprechend, 
vollkom m en beiseite ge lassen : dagegen  wurde das H au p t- 
gew icht au f eine m o g l i c h s t  g e n a u e  B e s c h r e i b u n g  des  
M e t h o d i s c h e n  g e l e g t ,  u n d  w u r d e n  b e s o n d e r s  d i e  
z u r  A n s t e l l u n g  j e  d e r  R e a k t i o n  e r f o r d e r l i c h e n  
R e a g e n z i e n  u n d  G e r a t s c h a f  t e n  m o g l i c h s t  y o l l s t a n -  
d i g  a u f g e z a h l t .  M it A bsich t wurden auch m anche M e
thoden aufgenom m en, von denen es noch nicht vollkom m en 
sichersteht, ob  sie sich auch bewahren werden; denn gerade 
diese verdienen ja eine besonders eingehende P riifu ng  und 
vielseitige A n w endu ng. Y o n  N euerungen gegen iiber der 
ersten A u fla g e  seien erwahnt: ein A bschn itt iiber K o n s e r -  
y i e r u n g  der Sera; iiber den N achw eis von F leischyer- 
fa lschungen  nach U h l e n h u t h , W e id a n z  und W e d e m a n n ; 
iiber die A u s f l o c k u n g s r e a k t i o n e n ,  speziell die L u es
diagnose durch  L ezith inau sflocku ng , durch A u sflo ck u n g  von 
glycocholsaurem  N a tron, und die KLAUSNERsche R eaktion ; 
iiber die M oR O sche A lex in p robe ; endlich iiber yerschiedene
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I V Yorwort.

M odifikationen der W a s s e r m a n n schen L uesdiagnose, die 
von T a g e , H a h n e , B a u e r , T s c h e r n o b u g o f f  angegeben  
worden sind.

Eine sichere B eherrschung der serodiagnostischen V e r - 
fahren kann natiirlich nur durch U b u n g  und E rfahru ng 
erworben werden. Ich  wiirde mich freuen, wenn vorliegendes 
Buch lei n dem A n fa n g er auf diesem G ebiet die A rbeit er- 
leichtern konnte.

Paul Th. Muller.

V orw ort 
zur dritten Auflage.

D ie  dritte A u fla g e  dieses B iich leins, die schon nacli 
kurzer Zeit notw endig geworden ist, kann sich naturgemaB 
nur wenig von ihrer V organ gerin  unterscbeiden. N eu  auf- 
genom m en wurden das verfeinerle und vereinfachte V er- 
fahren der L uesdiagnose nach S t e r n , ferner die M u c h -  
HoLZMANNsche „P sych oreak tion “  und die B estim m ung der 
antitryptischen K ra ft  des Blutes nach M u l l e r  und J o c h - 
m a n n  (m odifiziert von M a r c u s ), und nach B e r g m a n n  und 
M e y e r . Dem an sich berechtigten W u n sch e  eines der 
K ritiker dieses B iichleins, es móchten jene M ethoden, w elche 
sich nicht bewahrt hatten, bei einer nachsten A u fla g e  un- 
barmherzig gestrichen werden, konnte diesm al noch  nicht 
F o lg ę  geleistet werden, da die Zeit, die zu ihrer praktischen 
E rprobung zur Y erfu g u n g  stand, w ohl noch eine zu kurze ist.

Paul Th. Muller.
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Technik der Injektion.

A. Intraperitoneale Injektion beim Kaninchen zuinZweck  
der Gewinnung von Ininiunserum (nach U h len h u th ).

Ein Gehilfe umfafit mit seiner linken Hand die beiden 
Hinterbeine des Kaninchens, halt dieselben nach oben, 
wahrend die rechte Hand beide Vorderbeine umfaBt und 
sie nach abwarts halt, so daB der Kopf des Tieres senk- 
recht nach unten sieht. A uf diese Weise wird erreicht, 
dafi die Gedarme moglichst in die obere Halfte der Bauch- 
hohle hineinfallen. Die Bauchflache des senkrecht ge- 
haltenen Tieres wird demjenigen, der die Injektion ausfuhrt, 
zugewandt. Dieser wahlt ais Stelle der Einspritzung die 
Unterbauchgegend, entfernt dort vermittelst einer Schere 
die Haare, schneidet dann mit ausgegluhter und wieder er- 
kalteter Schere die zur Falte erhobene Oberhaut durch, 
so dafi an einer etwa erbsengroBen Stelle die Muskulatur 
freiliegt. Mit stu m pfer Kanule wird nun die Bauchwand 
vorsichtig durchstoBen, dann die Spritze angesetzt und die 
betreffende Flussigkeit eingespritzt. Nach Herausziehen der 
Nadel wird die kleine Wunde mit Kollodiumwattebausch 
yerschlossen. —  Steht keine Assistenz zur Verfiigung, so 
bindet man das Kaninchen auf eines der iiblichen Tier- 
bretter auf.

B. Intravenose Injektion beim Kaninchen.

Zur Injektion in die Randvene des Ohres eignen sich 
ani besten langohrige Kaninchenrassen, wahrend sich bei

M u l l e r ,  Serodiagnosiische Methoden. 3. Aufl. 1
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2 Intravenose Injektion beim Kaninchen. Blutentnahme a. d. Ohrvene.

kurzohrigen Tieren, besonders fur Anfanger, oft Schwierig- 
keiten ergeben. Man entfernt mit der Schere zuerst die 
Haare, welche an der Stelle sich befinden, wo man injizieren 
will, und reibt dann das ganze Ohr kraftig mit einem in 
Ather getrankten Wattebausch ab (oder bedeckt die Ohr- 
wurzel mit einem in beiBes Wasser getauchten Wattebausch), 
worauf sich die Gefafie stark zu fullen beginnen. Noch 
zweckmaBiger ist es jedoch, das Ohr wahrend der ganzen 
folgenden Prozedur aus nachster Nahe mit einer elektrischen 
Gliihbirne zu bestrahlen. Dann sticht man die —  bereits 
mit der Spritze armierte —  scharfe Kaniile flach ein, gleitet 
mit derselben ein Stiick vorwarts, uin sich zu iiberzeugen, 
dafi man sich wirklich im Venenlumen befindet und injiziert 
dann langsam unter geringem Druck. Natiirlich hat man 
darauf zu achten, dafi keine Luftblasen mit injiziert werden. 
ZweckmaBig ist es, schon wahrend des Einspritzens eine 
Sperrpinzette an der Einstichstelle anzulegen, welche zu- 
nachst natiirlich, da sie ja die Metallkaniile umgreift, nicht 
absperrt, aber sofort in Funktion tritt, wenn man die Ka- 
niile aus der Vene herausgezogen hat. Dieselbe yerhindert 
dann ein eventuelles ZuriickflieBen der injizierten Masse 
und vor allem eine starkere Blutung aus der Vene.

Technik der Blutentnahme.

C. Blutentnahme aus der Ohrvene des Kaninchens zur 
Gewinnung kleiner Seruinmengen.

Am besten eignen sich auch hierzu langohrige Kanin- 
chenrassen, wahrend von kurzohrigen Tieren manchmal nur 
sehr geringe Blutmengen zu erhalten sind. Wie unter B 
beschrieben, bringt man die Blutgefafie des Ohres zur Er-
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Blutentnahme zur Gewinnung gróBerer Serummengen b. Kaninchen. 3

weiterung und durchschneidet dann die geschwellte Rand- 
vene moglichst weit zen tra lw a rts  mit einer Schere oder 
mit einem scharfen Skalpeli. Das abtropfende Blut kann 
man entweder in einem engen Reagenzrohrchen oder, wenn 
man nur wenige Zehntel eines Kubikzentimeters benótigt, 
in engen Kapillarróhrchen (s. Fa, S. 6) auffangen. Die maxi- 
male Ausbeute bei dieser Methode betragt 10 ccm und unter 
giinstigen Umstanden sogar noch mehr. Zur Stillung der 
Blutung genugt es, auf die Wunde einen kleinen Watte- 
bausch aufzulegen und denselben mittels einer Sperrpinzette 
festzuklemmen. Die Pinzette kann meist nach wenigen 
Minuten wieder abgenommen werden. —  Ein groBer Vorteil 
dieses Yerfahrens besteht darin, da6 die Blutentnahme bei 
demselben Tiere oftmals wiederholt werden kann.

Die weitere Verarbeitung des gewonnenen Blutes zur 
Serumgewinnung geschieht folgendermaBen. Hat man das 
Blut in Kapillaren aufgefangen, so verfahrt man, wie unter 
F  beschrieben (S. 7).

Hat man dagegen R e a g e n zro h rch e n  benutzt, so 
kann man dieselben zur Abscheidung des Serums ent
weder

a) 24h bei 10— 14° C (also eventuell im laufenden 
Leitungswasser) stehen lassen, und dann das ausge- 
prefite Serum in ein zweites Rohrchen abgieBen, oder 
aber man kann

b) den Blutkuchen nach erfolgter Gerinnung mittels eines 
starken Platindrahts von derWandung des Rohrchens 
ablósen, kraftig zentrifugieren und so das Serum so- 
fort gewinnen.

Da beim AbgieBen des Serums leicht Blutkórperchen 
mit aufgewirbelt werden, so wird man meistens genótigt sein, 
das Serum noch ein zweites Mai zu zentrifugieren und 
neuerdings yorsichtig von dem Bodensatz abzugieflen. Man 
kann das Serum aber auch mit Hilfe einer Pipette, dereń 
Spitze nach  oben  umgebogen ist, absaugen.
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4 Blutentnahme beim Kaninchen.

D. Blutentnahme zur Gewinnung groBerer Serummengen 
beim Kaninchen.

1. Das Tier wird tief chloroformiert, dann auf ein Brett 
gespannt, die Brust und Bauchflachę mit Alkohol abgerieben 
(um die Yerunreinigung des Blutes durch Haare zu vermeiden), 
durch einen Langsschnitt die Weichteile von der Brustseite 
nach beiden Seiten getrennt und die vordere Brustwand ent- 
fernt. Bei den letzten schwachen Herzschlagen trennt ein 
groBer Schnitt die Herzkanunern, das Tier verblutet in die 
Bruśthohlen, wahrenddessen schnell die Lungen entfernt 
werden und das Blut mit einer Pipette mit unterer weiter 
óffnung aufgesogen und in einen MeBzylinder gefullt wird. 
Darin bleibt das Blut bei etwa 10— 15° C 24 Stunden lang 
stehen, wenn man nicht yorzieht, dasselbe sofort in Reagenz- 
glaser einzupipettieren, und nach erfolgter Gerinnung zu 
zentrifugieren. Beziiglich der weiteren Verarbeitung siehe C 
(S. 3).

2. Man kann zur Blutgewinnung auch in folgender 
Weise yerfahren: Man hebt an dem aufgebundenen oder 
durch einen Assistenten gehaltenen Tier eine groBe Langs- 
falte ani Halse auf, die man durch einen kraftigen Scheren- 
schlag entfernt. Es liegen nun die Halstnuskeln und da- 
runter die Trachea in groBer Ausdehnung frei. Mit Schere 
und Pinzette wird dann die Muskelschicht durch trennt und 
die Karotis freigelegt. Nach stumpfer Isolierung derselben 
legt man dichtnebeneinander zwei kleine Sperrpinzetten an, 
schneidet die Karotis zwischen beiden durch und halt nun 
das zentrale Ende mit der Spitze der Pinzette in das zum 
Auf fan gen des Blutes bestimmte weithalsige GefaB. Nun 
wird mittels einer feinen Schere die Wand der Karotis zen- 
tralwarts von der Pinzette seitlich angeschnitten und das 
Blut in das sterile GefaB einstromen gelassen. Durch Druck 
auf das Abdomen und auf den Thorax des Tieres kann
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Blutentnahme beim Kaninchen und anderen Tieren. 5

man die Ausbeute an Blut etwas vergrofiern. Die weitere 
Behandlung des Blutes geschieht wie bei C (S. 3).

3. Ein drittes Verfahren der Blutgewinnung (Beschrei- 
bung nach H e im ) ist endlich folgendes:

Zur sicheren k e im fre ien  Blutentnahme dient ein etwa 
25 cm langes und IG mm weites Glasrohr, das an seinem 
unteren Ende zu einer im stnmpfen Winkel gebogenen, 
mehrere Zentimeter langen, zunachst zugeschmolzenen Kapil
lare ausgezogen ist. Es wird, oben mit Wattestopfen ver- 
sehen, sterilisiert. Ist nun an dem aufgebundenen Tier die 
Karotis freigelegt, so klemmt man sie mit einer kleinen 
Arterienklemme zu, fiihrt zentral einen Seitenfaden unter 
dem Gefafi durch und sticht herzwarts das kapillare Ende 
des Rohres, dessen Spitze kurz zuvor abgebrochen wurde, so 
vorsichtig ein, dafi man nicht auf der anderen Seite wieder 
herauskommt. Jetzt wird durch einen Gehilfen der Seiden- 
faden um die Arterie gelegt und auf der Kapillare festge- 
bunden. Unterdessen ist, wenn alles gelungen, das Blut 
bereits in die Glasrohre eingeflossen. Durch vorsichtiges 
Saugen iiber dem Wattestopfen kann man eine etwa ein- 
tretende Verstopfung aufheben. Man erhalt auf diese Weise 
von einem grofien Tier etwa 60 ccm Blut. Braucht man 
nicht so viel, so wird man das Glasrohr eher herausziehen, 
wahrend die Arterie zuvor peripher und dann auch zentral 
mit einer Ligatur versehen wird.

Das blutgefiillte Glasrohr kann an seinem unteren 
kapillaren Ende durch einen Tropfen Siegellack verschlossen 
werden und dann zur Serumabscheidung zentrifugiert oder 
aber in kuhlem Raume 24 Stunden stehen gelassen werden.

E. Blutentnahme bei anderen Tieren.

Zur Blutgewinnung bei grofieren Tieren (Pferd, Schaf, 
Ziege), ist es ani besten, die Jugularvene durch einen um 
den Hals gelegten Strick anschwellen zu machen und dann
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G Blutentnahme beim Menschen.

(nach Rasieren und griindlicher Desinfektion der daruber- 
liegenden Haut) mit sterilem Troikart in die Yene einzu- 
stechen.

Auch bei der Schlachtung kann man leicht steriles 
Blut gewinnen, indem man, nach AbflieBenlassen der ersten 
Portion, das Blut unter Beachtung aseptischer Kautelen in 
groBen, etwa 600 ccm fassenden sterilisierten Glaszylindern 
von etwa 6 cm Durchmesser auffangt. Nach Absetzen- 
lassen des Serums wird dieses mit groBen, 50 ccm fassenden 
sterilen Pipetten abgehoben und in weiten Reagenzglasern 
im Eisschrank aufbewahrt. Zur besseren Ausnutzung des 
Blutes kann man den Blutkuchen durch ein steriles Ge- 
wicht beschweren und so die Serumabscheidung befórdern. 
Eventuell, wenn Gefahr einer Yerunreinigung vorliegt, muB 
das Serum durch ein (sterilisiertes) BERKEFELDT-Filter fil- 
triert werden.

Bei Hausvogeln gewinnt man das Blut am besten aus 
den an der Innenseite der Fliigel gelegenen FlugelgefaBen 
oder auch aus der Karotis (Ósophagus oder Trachea nicht 
verletzen!)

F. Blutentnahme zur Gewinnung kleiner Serummengen 
beim Menschen.

Zur Gewinnung kleiner Blutmengen, wie sie fiir die 
Anstellung der W i d a l  schen Reaktion und der meisten anderen 
Serumreaktionen ausreichen, yerfahrt man folgendermafien:

1. V e r f a h r e n  n a c h  P r Os c h e r 1).

Hierzu werden benotigt
a) U -fo rm ig e  (oder auch e in fa ch e  gerade) R ó h r- 

chen  aus diinnem Glas von etwa 2 mm auBerem

1) Pr o s c h e r , Zentralbl. f. Bakt. 1902, Bd. X X X I.
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Blutentnahme beim Menschen. 7

Durchmesser, die an den Enden ein wenig aus- 
gezogen sind. Die Lange der Róhrchen bezw. 
Róhrchenschenkel richtet sich nach der Grófie der 
zur Verfugung stehenden Zentrifuge.

b) A lk o h o la th e r  und W atte.
c) E in  sch a rfe s  S k a p e ll (ani besten mit beidseitiger 

Schneide) oder ein verstellbarer Schnepper mit 
Platiniridiuinspritze (erhaltlich bei F. u. M. L a u t f n -  
s c h l a g e r  [Berlin]).

d) S ie g e l la c k  oder e ine andere K lebm asse .
e) E in e  G la s fe i le  oder Glaserstahl.
f) E v e n tu e ll : etw as E isen ch lo r id w a tte .

A  u s f ii h r u 11 g.

Am Ohrlappchen wird, nach vorheriger Abreibung mit 
einem in Alkoholather getauchten Wattebausch, nahe der 
Spitze, am auBeren Rande ein Schnitt von etwa 1 cm Lange 
und mafiiger Tiefe gemacht. Der aus demselben hervor- 
quellende Blutstropfen darf nicht herablaufen, was eventuell 
durch Abwischen mit einem trockenen sauberen Tuch ver- 
hindert wrird. Es wird dann eines der Róhrchen an den 
Tropfen angesetzt oder auch direkt in den Schnitt hinein- 
gehalten, wobei das Blut durch Kapillaritiit angesogen wird. 
Sollte Verstopfung des Róhrchens eintreten, so ist schnell 
ein zweites oder drittes anzusetzen. Mit einiger Geduld 
und geringer Ubung wird man stets genugend Blut erhalten. 
Sollte es starker bluten, so kann man die Blutung durch 
einen aufgelegten Bausch von Eisenchlorid watte leicht stillen. 
Auch aus der Fingerbeere ist, nach Anlegung einer Stauungs- 
binde oder nach kraftigem Schwingen des Armes, leicht die 
notige Blutmenge zu gewinnen. Die gefullten Róhrchen 
werden dann an beiden Enden durch einen Tropfen Siegel
lack verschlossen, wobei daran erinnert sei, dafi die Kleb- 
masse an dem feuchten Glase nicht haftet. Es kann daher
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8 Blutentnahme beim Menschen.

unter Umstanden v o rs ich tig e s  Erwarmen der auB ersten  
Rohrchenenden notwendig werden. —  In diesem yerschlos- 
senen Zustand sind die Rohrchen eventuell yersandfahig. —  
Zur Serumgewinnung werden dann die Rohrchen in ein fiir 
die Zentrifuge passendes Reagenzglas gesetzt, dessen Boden 
mit etwas Watte bedeckt ist und zentrifugiert. Hierauf 
werden die mit Siegellack yerschlossenen Spitzen der Rohr
chen mit dem Glaserstahl abgeschnitten und nun an der 
Grenze von Serum und Blutkuchen ein Strich mit dem 
Stahl gezogen. An dieser Stelle werden die Rohrchen ab- 
gebrochen, ohne dafi man zu befiirchten braucht, dafi da- 
Serum ausslauft, da dasselbe durch Kapillaritat festgehalten 
wird. Sollte, was vorkommen kann, der Blutkuchen so fest 
an der Wandung des Rohrchens haften, dafi er sich nicht 
zu retrahieren vermag, so ist er mit Hilfe eines diinnen 
Platindrahts abzulósen, und das Rohrchen nochmals zu zen
trifugieren, worauf dasselbe dann, wie eben beschrieben 
wurde, zerschnitten werden kann. Aus den einzelnen mit 
Serum gefiillten Róhrchenabschnitten giefit man dasselbe 
dann direkt in die MeBpipette ein, indem man die horizontal 
gehaltenen Rohrchen an die nach oben gerichtete Spitze 
der Pipette anlegt, wobei wieder durch Kapillaritatswirkung 
jeder Verlust an Serum vermieden wird. Nur ist zu be- 
achten, daB sich in der AusfluBóffnung der Rohrchen kein 
Luftblaschen befindet, das sonst mit in die Pipette iiber- 
steigen wiirde. Solche Luftblaschen sind iibrigens leicht 
durch Antupfen mit FlieBpapier zu entfernen.

2. V e r fa h re n  nach C z a p le w s k i  1) -S c h o t t e l i u s .

C z a p l e w s k i  benutzt zum Auffangen des Blutes nicht 
die erwahnten diinnen Glasrohrchen, sondern kleine dick- 
wandige, unten spitz zulaufende Zentrifugenróhrchen (Lange

1) Cz a p l e w s k i , Munch. med. Wochenschr. 1906, S. 508.
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5,5 cm, Durchmesser oben 0,8 cm, unten 0,4 cm). Die 
Róhrchen sind mit gut passendem Kork yerschlossen, der 
von auBen nach innen durch eine lange dicke Insekten- 
nadel durchbohrt ist. Die Spitze der Nadel wird krallen- 
fórmig umgebogen und mit feinster entfetteter und gerei- 
nigter Wundwatte umwickelt, so daB ein kleiner Tupfer 
entsteht. (Mit Holzhiilse erhaltlich bei T h e o d o r  S c h r o t e r ,  
Leipzig-Connewitz.)

Jeder aus dem Ohrlappchen vorquellende Blutstropfen 
wird mit dem Wattetupfer aufgefangen, bis dieser voll- 
kommen yollgesogen ist. Darauf werden die Korke sorg- 
faltig aufgesetzt, womit die Róhrchen eventuell zur Versen- 
dung bereit sind. Zur Gewinnung des Serums werden die 
Róhrchen dann zentrifugiert und geben eine uberraschend 
groBe Ausbeute. Mittels Pipette kann schliefilich das Serum 
aus dem Róhrchen abgezogen werden. —  Das Yerfahren 
ist einfacher und erfordert weniger Geschick, ais das von 
P r o s c h e r  beschriebene. Zu seiner Ausfiihrung ist, neben 
den erwahnten R ó h rch e n  nur das S k a lp e li , A lk o h o l , 
W a tte  und etwas E ise n ch lo r id w a tte  erforderlich.

G. Gewinnung gróBerer Mengen menschlichen Blutes.

Die Gewinnung gróBerer Mengen menschlichen Blutes 
geschieht nach U h l e n h u t h  am besten in folgender Weise:

1. P la c e n ta r b lu t : Sobald der K opf des Kindes im 
Einschneiden ist, werden unter dem SteiB bis zum Knie 
der KreiBenden sterile Tiicher ausgebreitet. Das Neugeborene 
wird auf diesen, nachdem die Hande des Geburtshelfers 
mit ausgekochten Gummihandschuhen versehen sind, abge- 
nabelt und das placentare Ende der Nabelschnur kompri- 
miert. Nachdem der obere Rand eines groBen sterilen 
Zylinderglases in der Flamme abgegliiht ist, wird die Nabel
schnur yorsichtig hineingehangt und das in der Placenta 
befindliche Blut durch Druck auf den Uterus moglichst
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10 Blutentnahme beim Menschen.

hervorgeprefit. Nachem auch das noch in der Nabelschnur 
befindliche Blut ausgedruckt ist, wird das Glas mit abge- 
sengtem Wattebausch verschlossen. Von jeder Gebuit ge- 
winnt man auf diese Weise 20 — 30 ccm Blut.

2. A is  weitere zw eckm afiige A rt der B lutgew innung 
wird angegeben: die A n leg u n g  des HEURTELOUPschen 
S c h r o p f a p p a r a t e s ,  wie er in der A ugenheilkunde benutzt 
wird (A usbeute etwa 15 ccm  fliissiges Blut), ferner

3. Y e n a p u n k tio n  oder A derla B . Zur Ausfiihrung 
der V e n a p u n k t io n  wird der Oberarm des Patienten mit 
einer Gummibinde umwickelt, so daB die Yenen anschwellen, 
die Haut kraftig mit einem in Alkohol getrankten Watte
bausch abgerieben und dann in der Ellbogenbeuge eine 
Vene mit einer Hohlnadel abgestochen. Das abtropfende 
Blut wird in einem weiten Reagenzglas aufgefangen. Nach 
Entfernung der Nadel wird die Stichoffnung mit einem 
Heftpflasterstreifen verschlossen.

4. Endlich ist nach Z ie m k e  auch Leichenblut zu ver- 
wenden, wenn es steril gewonnen werden kann.

H. Gewinnung von defibriniertem Blut bzw. y o i i  roten 
Blutkorperchen.

Hierzu eignen sich vor allem jene Methoden der Blut
entnahme, bei welchen das Blut rasch und mit vollem Strahl 
ausflieBt, also D, E, G 1 und G 3. Das Blut wird in 
sterilen mit Glas- oder Porzellanperlen, oder auch mit Stahl- 
opanen beschickten dickwandigen Glasgefaben (Kolben 
sder Zylindern, Pulverglasern usw.) aufgefangen und langere 
Zeit (mindestens 5 Minuten) kraftig durchgeschuttelt. Man 
hat darauf zu achten, daB die GefaBe nicht zu voll ange- 
fiillt werden. Zum VerschluB derselben nehme man nicht 
Watte, sondern Kork- oder Kautschukpfropfen.

Um die Blutkorperchen serumfrei zu erhalten, verdiinnt 
man das defibrinierte Blut mit 9 Teilen 0 ,86 °/0iger Koch-
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Blutentnahme beim Menschen. 11

salzlósung, zentrifugiert, gieBt die klare Fliissigkeit ab, er- 
setzt sie durch die gleiche Menge frischer Kochsalzlosung 
und zentrifugiert von neuem. Diese Prozedur, das „Waschen 
der Blutkórperchen4' ist im Ganzen dreimal auszufiihren.

Nan kann iibrigens die roten Blutkórperchen auch 
ohne Defibrinierung des Blutes gewinnen, indem man das
selbe in gerin n u n gsh em m en d en  Fliissigkeiten auffangt. 
Also solche kónnen dienen: a) eine lV 2 °/o*ge Losung von 
zitronensaurem Natron, oder b) eine 0,86 % ig e  Kochsalz- 
lósung, welcher 0,1— 0 ,5 °/0 Kaliumoxalat zugesetzt wurde.

Da manche Sera, besonders solche, die von Kranken 
oder immunisierten Tieren herstannnen, auBerordentlich leicht 
gerinnen, so ist es vorteilhaft, das Blut mit moglichst gro hen
Mengen dieser gerinnungshemmenden Fliissigkeiten in Be-
riihrung zu bringen. Man kann z. B. so yerfahren, dafi 
man in einen Mefizylinder 9 Teile Fliissigkeit einfiillt,
dann bis zum Teilstrich 10 Blut einfliefien lafit und nun
s o fo r t  en erg isch  d u rch m isch t. Durch Zentrifugieren 
und dreimaliges Waschen mit gewóhnlicher 0,86 %  iger 
NaCl-Lósung wird dann sowohl das Serum (bezw. Plasma) 
wie die gerinnungshemmende Substanz entfernt.

Konseryierung der Sera.

1. Sera normaler Tiere.

N orm ale  S era , welche nur zu Immunisierungszwecken 
dienen sollen, bewahrt man am besten in gut yerkorkten 
Arzneiflaschchen zu 100— 200 g auf. Zur Konseryierung 
setzt man entweder 0 ,5 %  K a rb o lsa u re  (i. e. %  o Volum 
5 % iger Karbolsaurelósung) oder 1 %  C h lo ro fo rm  oder 
T o lu o l zu. Im letzteren Falle hat man von Zeit zu Zeit 
kraftig umzuschutteln, um die Losung des Antiseptikums 
im Serum zu befórdern. An der Beriihrungsstelle des Se
rums mit dem Chloroform bzw. Toluol bildet sich eine
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12 Konservierung der Sera.

weiSliche triibe Zone, die von gefalltem Eiweifi herriihrt, 
aber meist nicht weiter stórt. Die Flaschen sind an einem 
dunklen und kiihlen Orte aufzuheben.

Vor der Yerwendung solcher mit Chloroform oder To- 
luol versetzter Sera kann man die zur Injektion dienende 
Menge fur kurze Zeit in einer offenen flachen Schale in 
den Brutschrank stellen, um das Konservierungsmittel zur 
Verdunstung zu bringen. —

In neuerer Zeit ist auch empfohlen worden, zur K 0 1 1 - 
servierung ein Gemisch von 2,0 ccm Formalin und 100 ccm 
0 ,9 °/0iger Kochsalzlosung zu benutzen. Von dieser Fliis- 
sigkeit wird dem Serum im Verhaltnis 1 :4 , 1 :3  oder 2 : 3 
zugesetzt1).

2. Iiiuuunsera.

Immunsera konnen im fliis s ig e n  oder im g e tr o c k - 
neten Zustand konserviert werden.

a) K o n s e r v i e r u n g  i m f l i i s s i g e n  Z u s t a n d ,  d u r c h  
Z u s a t z  v o n  A n t i s e p t i c i s .  A g g l u t i n i e r e n d e  
Im m unsera behalten ihre W irk sam k eit bei Zusatz 
von 0,3— 0,5 °/0 K arbolsaure ziem lich unvenindert 
bei, und werden daher meist in dieser W eise a u f
bewahrt. —  P r a z i p i t i e r e n d e  Im m unsera kann 
man ebenfa lls so oder durch Zusatz geringer T o - 
luolm engen konservieren. N ach  U h l e n h u t h , W e i -  
d a n z  und W e d e m a n n 2) ist es jedoch  zweckmaBiger, 
dieselben durch ein steriles BERKEFELDTsches F ilter 
(s. F ig . 1) zu filtrieren und ohne alle Zutat aufzu - 
bewahren.

1) L e e r s , Methoden und Technik der Gewinnung, Priifung 
und Konservierung des zur Eiweifidifferenzierung dienenden Anti- 
serums. Berlin 1908, R. Schoetz.

2) U h l e n h u t h , W e id a n z  u . W e d e m a n n , Arb. aus dem 
Kaiserl. Ges.-Amt 1908, Bd. 'XXVIII.
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Konservierung der Immunsera. 13

K o n s e r v i e r u n g  i m f l i i s s i g e n  Z u s t a n d ,  d u r c h  
k e i m f r e i e  F i l t r a t i o n .  In  eine Saugflasche ( b), 
die mit einer BERKEFELDTschen K ieselgurkerze (a), 
mittels eines G um m ipfropfens in Y erb in d u n g  steht,

Fig. 1.

wird ein steriles Reagenzglas gestellt, in welches 
das Serum nach der Filtration hineintropft. Der 
langausgezogene Ansatz der Saugflasche ist mit der 
Wasserstrahlpumpe {d) durch einen Schlauch, in 
wTelchen ein Glashahn (e) und ein Riickschlagventil 
(c) eingeschaltet ist, verhunden.

Ist das Serum durchfiltriert, so wird der Kaut- 
schukstopfen geliiftet, das Reagenzglas mit einer 
sterilen Pinzette herausgenommen und mit einem ab- 
gebrannten Wattebausch yerschlossen. So bleibt es
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einige Tage bei Zimmertemperatur stehen, wobei es 
Yollkonimen klar bleiben inufi, widrigenfalls die Fil-

1 4  Konseryierung der Immunsera.

Fig 2.
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Konservierung der Immunsera. 1 5

tration zu wiederholen ist. Hat sich das Serum 
ais steril erwiesen, so' wird es mit einer sterilen 
Pipette in kleine braune Róhrchen zu 1 ccm ab- 
gefiillt. Die vorlaufig nur mit Watte verschlossenen 
Róhrchen bleiben dann abermals einige Tage bei 
Zimmertemperatur stehen, um erst, wenn man sich 
von dem Klarbleiben ihres Inhalts iiberzeugt hat, 
vorsichtig iiber der Flamme 
zugeschmolzen zu werden.

Um eine Verunreinigung 
des Serums, die bei dieser Art 
derFiltration leichtnoch nach- 
traglicheintreten kann, mitab- 
soluter Sicherheit zu verhin- 
dern, haben U h l e n h u t h  und 
seine Mitarbeiter einen beson- 
deren „Filtrierabfullapparat“ 
konstruiert, der aus einer 
Kombination eines Bakterien- 
filters mit einem Lympbeab- 
fiilltrichter besteht, und der 
es gestattet, das filtrierte 
Serum sofort steril in die 
kleinen braunen Robrchen 
abzufiillen. Der Apparat ist 
vonF. und M.Lautenschlager 3-
in Berlin zu bezieben (Fig. 2).
Fiir die Filtration kleinster Flussigkeitsmengen haben 
U h l e n h u t h  und W e i d a n z  einen besonderen „M i- 
krofiltrierabfullapparat“  angegeben (Fig. 3). Die 
genaue Beschreibung der Handbabung beider Appa- 
rate befindet sich in der eben zitierten Arbeit von 
U h l e n h u t h ,  W e i d a n z  und W e d e m a n n . —

Das so gewonnene Iinmunserum ist am besten 
im Eisschrank, zum mindesten aber vor Warnie
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und Licht geschiitzt aufzubewahren. Ein feiner 
Niederschlag, der sich manchmal beim langeren 
Stehen des Serums absetzt, kann, wenn er zufallig 
vor Gebrauch des Serums aufgeschiittelt wurde, 
durch Zentrifugieren oder durch neuerliche Filtration 
entfernt werden. Die Wirksamkeit so konservierter 
Immunsera kann inonate- und jahrelang erhalten 
bleiben.

c) K o n se rv ie ru n g  im e in g e fro re n e n  Z ustan d. 
Da, wo es nicht auf vollkommene Klarheit der Im
munsera ankomint, kann man dieselben auch im ein- 
gefrorenen Zustand konservieren. Nur in groBen, 
reich ausgestatteten Laboratorien wird ein durch 
Eismaschinen unter 0° abgekiihlter Aufbewahrungs- 
raum zur Verfiigung stehen. Fur kleinere Labo
ratorien eignet sich der von M o r g e n r o t h  ange- 
gebene von F. und M. Lautenschlager in Berlin 
ausgefuhrte Gefrierapparat „Frigo“ , der iibrigens 
auch zur Not improvisiert werden kann. Zu diesem 
Zweck stellt man in eine groBe Holzkiste einen 
mehrere Liter fassenden Kochtopf, fiillt den Raum 
um diesen herum fest mit Sagespanen aus und 
stellt dann mitten in den Kochtopf, ais Behaltnis 
fiir die kleinen Serumflaschchen, eine yerschlieBbare 
Blechbiichse. In den Topf kommt auBerdem noch 
Eis oder Schnee und Viehsalz, so dafi eine Kalte- 
mischung entsteht, die sich, wenn die Kiste nach 
oben mit einer mehrfachen Filzlage bedeckt wird, 
einige Tage halt und dann erneuert werden muB.

Beim Gefrieren der Sera bilden sich haufig Trii- 
bungen und Fallungen.

d) K o n se ry ie ru n g  im g e tro ck n eten  Z u stan d . 
Das Serum kann in móglichst diinner Schicht auf 
groBen Glasplatten ausgebreitet und zutn Trock- 
nen in den Brutschrank gebracht werden. Nach
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Konseryierung der Immunsera. 17

einigen Stunden wird das dem Glas nur ganz locker 
anhaftende trockene Serum mittels eines Spatels 
abgehoben und in einem zugeschmolzenen luft- 
leeren Rohrchen aufbewahrt.

ZweckmaBiger ist es jedoch die Eintrocknung im 
Vakuum vorzunehmen. Die groBen Seruminstitute 
benutzen zu diesem Zweck eigens gebaute Serum- 
trockenapparate. In kleineren Instituten reicht man 
aber mit den gewóhnlichen Vakuumapparaten aus. 
Den einfachsten Trockenapparat kann man sich 
nach T a e g e 1) in folgender Weise herstellen. Eine 
abgeschliffene Glasglocke mit einer groBen Offnung 
am oberen gewolbten Teile wird auf eine polierte 
Eisenplatte aufgesetzt, die durch einen Gasbrenner 
erwarmt werden kann oder auf einem Wasserbade 
aufruht. Die obere Óffnung der Glocke wird durch 
einen dreifach durchbohrten Gummistopfen verschlos- 
sen. Die eine Bohrung ist fiir die Aufnahme des 
Thermometers bestinunt, durch die zweite geht der 
Stutzen eines Manometers, durch die dritte endlich 
ein gebogenes Glasrohr, das durch einen dickwan- 
digen Schlauch mit einer Wasserstrahlpumpe ver- 
bunden wird. —

Das getrocknete Serum ist dann vor dem Ge- 
brauch in physiologischer Kochsalzlosung aufzulósen.

Da es sich bei Anstellung der biologischen Re
aktionen haufig um Verwendung miniinaler Serum
mengen handelt, dereń exakte Abwagung Schwierig- 
keiten machen kann, so ist es nach L e e r s 2) ein- 
facher und beąuemer, die zu einer Probe dienenden 
Einzeldosen des Antiserums auf P a p ier  anzutrock-

1) Miinch. med. Wochenschr. 1908, No. 33.
2) Methoden und Technik der Gewinnung, Priifung und 

Konseryierung des zur forensischen Blutdifferenzierung dienenden 
Antiserums. Berlin 1908, R. Schoetz.

M ii l l e r ,  Serodiagnostische Methoden. 3. Aufl. 2
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nen. Das Papier mufi, um ein Durchsickern der 
Tropfen zu verhindern, von ziemlicher Starkę sein; 
zweckmaSig ist schwarzes Naturpapier zu vervvenden. 
Mit einer graduierten Pipette wird je 0,1 ccm des 
Serums in einem groBen Tropfen auf das in kleine 
Stiicke geschnittene Papier gesetzt. Nach 2- bis 
4stundigem Aufenthalt im Brutschrank ist der Trop
fen zu einer festen glanzenden, am Papier haftenden 
Kruste eingetrocknet, worauf die einzelnen Serum- 
dosen im Exsikkator vor Igielit, Warme und Feuch- 
tigkeit gesebutzt aufbewahrt werden. Das so kon- 
servierte Antiserum kann seine Wirksamkeit sehr 
lange unverandert beibehalten.

Zur Anstellung der Reaktion wird das Stiickchen 
Papier, das die Einzeldosis des Serums enthalt, 
kurz mit Kochsalzlosung abgespiilt, um Staub und 
Faserteilchen zu entfernen, und dann in eine ge- 
messene Menge Kochsalzlosung (bezw. direkt in die 
zu untersuchende Eiweifilósung) eingebracht, wobei 
die Papierseite zunachst der Fliissigkeit aufliegen 
soli. Hat sich das Papierchen vollgesogen, so sinkt 
es von selbst zu Boden oder man kann dasselbe dann 
auch direkt untertauchen; hingegen soli man ver- 
meiden das Papier so f ort unter Wasser zu bringen, 
da dann die Luft aus den Maschenraumen des Papiers 
nicht vóllig verdrangt wird, was die Losung des 
Serums beeintrachtigt.

Bei der Auswahl des zur Antrocknung dienenden 
Papiers ist noch darauf zu achten, daB es innerbalb 
der zur Auflosung des Serums notwendigen Zeit nicht 
zu viel Farbę an die Fliissigkeit abgeben darf.

) K o n se rv ie ru n g  im T ie rk o rp e r  se lbst. Unter 
Umstanden kann es vorteilhaft sein, von dem immu- 
nisierten Tier nur soviel Serum zu entnehmen, ais 
eben unbedingt zur Anstellung der Reaktion be-
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Konservierung der Immunsera. 19

notig wird, und das Tier am Leben zu lassen. 
Man kann dasselbe dann von Zeit zu Zeit neuer- 
dings injizieren, oder es aber auch ruhen lassen. 
Wird dann wieder Serum gebraucht, so gelingt es 
meist, durch eine oderzwei neuerliche Einspritzungen 
den Serumtiter rasch wieder auf die erforderliche 
Hóhe zu bringen. Einen Nachteil dieses Verfahrens 
bildet die groBe Empfindliclikeit immunisierter Tiere. 
welche leicht erkranken oder unter anaphylaktischen 
bezw. marantischen Erscheinungen zugrunde gehen 
kónnen. Man miiBte deshalb stets eine groBere Zahl 
derselben vorratig halten, was aber natiirlich mit einer 
bedeutenden Erhóhung der Kosten verbunden ist.

Technik der serodiagnostischen M ethoden.

I. Prazipitinreaktion.

P r in z ip : Beim Vermischen hochwertigen Immunserums mit 
seinem eiweiBartigen Antigen in passenden Mengen- 
yerhaltnissen entstehen spezifische Niederschlage.

V erw en d u n g : Zum Nachweis von EiweiBkorpern fraglicher 
Provenienz, Unterscheidung von Menschen- und Tier- 
blut (nach U h l e n h u t ) ,  Nachweis von Fleischverfal- 
schungen usw. Zur Serodiagnostik der Syphilis.

Anwendungen.

A. Unterscheidung von Menschen- und Tierblut hzw.
EiweiB.

Hierzu sind erforderlich:
a) E in  h och w ertig es , v o llk om m en  sp ie g e lk la re s  

Im m unserum  gegen  die n ach zu w eisen d e  E i weiB-
2 *
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2 0  Prazipitinreaktionen. Unterscheidung von Menschen- und Tierblut.

art. Dasselbe wird am besten durch intravenose oder 
intraperitoneale Injektion einer groBeren Anzahl von 
Kaninchen mit Blut oder noch besser Serum gewonnen, 
wobei die Einspritzungen vier- bis funfmal in Inter- 
vallen von 5 — 6 Tagen wiederholt werden.

Man erhalt nun nicht von allen Kaninchen, die mit 
fremdartigem Blut oder Serum injiziert wurden, ein geeignetes 
hochwirksames Immunserum. Man muB daher von der 
dritten Injektion an eine wiederholte Probeblutentnahme 
(2— 3 ccm) aus der Ohrvene vornehmen, um die Brauch- 
barkeit des Serums zu priifen. Entspricht dasselbe dann 
den gleich anzugebenden Bedingungen, so wird das Kaninchen 
getotet und das Serum gewonnen. Dieses muB nun folgende 
Eigenschaften haben:

E s  m u B  a b s o l u t  k l a r  s e i n ,  was man durch F il- 
tration durch ein sterilisiertes BERKEFELDT-Filter erreichen 
kann. Ferner darf es, gegen das L ich t gehalten, k e i n e  
m i l c h i g e  O p a l e s z e n z  besitzen; da sich diese — vom  
V erdauungszustand des Tieres abhangige —  O paleszenz 
nicht wie die Triibungen  des Serums durch  Filtration be- 
seitigen laBt, so ist ein opaleszentes Serum au f jeden F a li 
ais unbrauchbar zu betrachten. Tiere, die bei der P robe- 
entnahm e O paleszenz aufweisen, sind daher erst zu toten, 
wenn dieselbe wieder verschwunden ist, was nach m ehr- 
stiindigem  H ungernlassen  der F a li zu sein pflegt.

Endlich muB das Serum h och w irk sam  sein  und 
prom pt reagieren . Um sich hiemm zu iiberzeugen, wird 
nach der Probeentnahme bzw. nach der definitiven Fertig- 
stellung des Serums eine genaue Titerbestimmung vorgenommen 
und zwar in der gleichen Weise, wie sie spater bei der 
Ausfiihrung der eigentlichen Reaktion beschrieben werden 
wird. Es sollen daher hier nur die Mengenyerhaltnisse 
der reagierenden Substanzen, die fiir diesen speziellen Zweck 
einzuhalten sind, angegeben werden:

www.dlibra.wum.edu.pl
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Mit physiologischer (0,8— 0,9 °/0iger) Kochsalzlosung 
werdęn von der betreffenden Blut- bzw. Serumart, gegen 
welche sich das Immunserum richtet, Verdiinnungen von 
1 :1 0 0 0 , 1 :1 0  000 und 1: 20 000 hergestellt, und zu je 
2 ccm dieser letzteren je 0,1 ccm Antiserum, ohne zu 
schiitteln, zugesetzt. In der Losung 1 : 1000 muB momentan 
oder spatestens nach 1— 2 Minuten deutliche Triibung auf- 
treten, nach 3— 5 Minuten muB auch in den starkeren Ver- 
diinnungen die beginnende Reaktion deutlich erkennbar sein, 
und nach spatestens 30 Minuten (bei Zimmertemperatur) 
mufi die Reaktion ais yollkommen abgeschlossen betrachtet 
werden kónnen.

D a  man durch die F iltration  durch sterilisierte 
BERKEFELDT-Filter, wenn das F ilter tadellos funktioniert 
(Spriinge in der F ilterm asse!), keim freies Serum erhalt, so 
kann man dasselbe direkt, in sterile G lasróhrchen einge- 
schm olzen , aufbewahren.

Sicherer ist es jedoch, dasselbe, wie nicht filtriertes 
Serum, durch Zusatz von 1/ 2°/0 Karbolsaure (1/ 1o Volum 
5 °/0iger Karbolsaurelosung) zu konseryieren.

b) E in e  L o su n g  der zu u n tersu ch en d en  S u b - 
stanz. Ais Losungsmittel (von Blutflecken usw.) 
ist ausschlieBlich physiologische Kochsalzlosung zu ver- 
wenden. Der Verdiinnungsgrad des Blutes soli etwa 
1 : 1000 sein, was bei Blutspuren allerdings nicht 
immer leicht zu erreichen ist. Ais Orientierung fur 
den passenden Verdiinnungsgrad ist nach U h le n h u t h  
zu benutzen:
1. Die fast yollkommene Farblosigkeit der Losung 

bei durchfallendem Licht.
2. Die Losung darf bei der Kochprobe unter Zusatz 

von einigen Tropfen Salpetersaure nur eine ganz 
leichte Triibung geben.

3. Sie muB beim Schiitteln, trotz der starken Ver- 
diinnung, noch starkę Schaumbildung zeigen.
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2 2  Prazipitinreaktionen. Unterscheidung von Menschen- und Tierblut.

Auch diese Losung muB spiegelklar sein und 
ist eventuell zu filtrieren.

c) Reagenzglaser von etwa 10 cm Lange und 0 ,9 — 1,0 cm 
Durchmesser. Dieselben mussen absolut sauber sein.

d) Ein Reagenzglasgestell. Zweckwafiig ist das von 
U h l e n h u t h  angegebene Gestell fur 12 Róhrchen, 
welche mit ihrem oberen, stark nach auBen gebogenen 
Rand in den Lochern des Gestells hangen bleiben. 
Da die kleinen Róhrchen oft ungleichen Durchmesser 
besitzen, ist es ratsam, sich yorher moglichst gleich- 
starke Róhrchen auszusuchen. Um Verwechslungen 
zu vermeiden, sind die einzelnen Lócher auf dem Ge
stell mit Nummern versehen (Abb. 41.

e) Physiologische Kochsalzlosung.

Fig. 4.

f) Mefipipetten (Inhalt 0,1 ccm) in Vioo ccm geteilt 
(Teilung his zur Spitze reichend!) und solche mit 1,0 
und 10,0 ccm Inhalt, in 1/ 10 ccm geteilt.

g) Getrocknete Blutproben verschiedener Tierspezies zur 
Anlegung der Kontrollen. —  (Es wird genau, wie von
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Prazipitinreaktionen. Unterscheidung von Menschen- und Tierblut. 2 3

der zu untersuchenden Substanz, eine Losung von etwa 
1 : 1000 hergestellt.)

A u sfu h ru n g .

In eine Reihe von Reagenzrohrchen kommen folgende 
Fliissigkeiten:
1. (Eigentliche Hauptreaktion): 2 ccm der fraglichen Blutldsung

-f- 0,1 ccm Immunserum.
2. (K ontrolle): 2 ccm Kochsalzlosung +  0,1 ccm Immunserum.
3. (K ontrolle): 2 ccm Blutldsung jener Art, die man in der zu

untersuchenden Blutprobe nachweisen will -f- 0,1 ccm 
Immunserum.

4. (K ontrolle): 2 ccm der fraglichen Blutldsung fiir sich allein.
5. (Kontrolle): 2 ccm Blutldsung anderer Tierspezies +  0,1 ccm

Immunserum.

Wenn die Hauptreaktion und Kontrolle 3 positiv 
ausfallt, alle anderen Proben dagegen negativ, so ist die 
Anwresenheit der betreffenden Blut- bzw. EiweiBart in der 
fraglichen Probe erwiesen. Ist das Ergebnis negatiy, so muB 
mit Hilfe anderer Antisera in yollkommen analoger Weise 
ermittelt werden, welcher Tierspezies der Blutprobe angehórt.

Auch hier muli, bei positiyem Ausfall der Probe, 
spatestens 1— 2 Minuten nach Zusatz des Antiserums der 
Beginn der Reaktion ais hauchartige Triibung am Boden des 
Rohrchens sichtbar sein, innerhalb der ersten 5 Minuten mufi 
sich dieselbe (bei Zimmertemperatur) in eine dicke wollige Trii- 
bung yerwandelt haben und in den nachsten 10 Minuten be- 
reits einen deutlichen Bodensatz gebildet haben.

Spater ais nach 20 Minuten auftretende Triibungen 
sind nicht mehr zu beriicksichtigen. Ferner ist noch zu 
bemerken, daB die Rohrchen nicht geschiittelt werden durfen.

Stehen nur sehr geringe Substanzmengen zur Ver- 
fiigung, so kann man die Reaktion nach H a u s e r  auch in 
feinsten, sauber gereinigten Kapillaren yornehmen. Man 
attrahiert ein Trópfchen der zu priifenden Blutlosung und 
unterschichtet mit einer winzigen Menge des spezifischen
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2 4  Prazipitinreaktionen. Unterscheidung von Menschen- und Tierblut.

Serums, soviel eben in dem Rohrcben durch Kapillaritat 
noch aufzusteigen yermag. An der Beriihrungsstelle der 
beiden Fliissigkeiten bildet sich dann ein deutlicher grau- 
weiBer Ring.

W ird  die R ea k tion  in der eben  b e sch r ie b e n e n  
W e ise  au sgefiih rt, so en tsteh en  k e in e  h e tero log en  
T riib u n g en ; d ie se lb e  ist a lso  stren g  sp e z if is ch , wie 
N u t a l l  auf Grund von Erfahrungen bei 1 6  0 0 0  Blut- 
reaktionen bestatigen konnte. Nur bei sehr nahe yerwandten 
Tierspezies —  Pferd und Esel, Schaf und Ziege, Hund 
und Fuchs —  kann die Unterscheidung zweifelhaft sein, 
wahrend Rinderblut von Schafblut wohl zu differenzieren ist.

Auch bei hochgradig gefaulten oder jahrelang einge- 
trocknetem Blute kann die Reaktion noch gelingen.

D a d iese lb e  e ine E iw eiB reak tion  ist, so wird sie 
n ich t nur von  B lu t, sondern auch von anderen e iw eiB - 
h a ltig en  S u b sta n zen , von Sperma, Eiter, eitrigem Sputum 
und Urin usw. gegeben, was in der gerichtsarztlichen Praxis 
wohl zu beriicksichtigen ist.

Hierauf beruht auch die A n w e n d b a rk e it  d e r P r a z i-  
p it in rea k tion  zum N a ch w eis  von F le is ch  v e r fa l-  
sch u ngen .

B. Nachweis von Fleischverfalschungen.

T e ch n ik  nach U h le n h u t h , W e id a n z  und W e d e m a n n 1).

Hierzu sind erforderlich:
a) Wirksames A n tiseru m  gegen jene EiweiBart, welche 

in der betreffenden Fleischprobe nachgewiesen werden 
soli. Meist wird es sich dabei um den Nachweis von 
P ferd ee iw eiB  handeln.

Das Serum wird dementsprechend von Kaninchen 
gewonnen, die mit defibriniertem Pferdeblut oder besser

1) Arbeiten aus dem Kaiserl. Ges.-Anit 1908, Bd. XXV III.
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Prazipitinreaktionen. Nachweis von Fleischverfalschungen. 2 5

noch mit Pferdeserum immunisiert wtirden. Die Tiere 
werden am besten intravenós injiziert und zwar jeden 
fiinften Tag mit Mengen von 2— 3 ccm. Etwa 5 bis 
6 Tage nach der dritten Einspritzung wird aus der 
Obervene etwas Blut entnommen und das sich ab- 
scheidende Serum auf seine Wirksamkeit gepriift Diese 
yorlaufige Priifung geschieht in der Weise, dafi man 
1 ccm einer im Verhaltnis 1 : 1000 hergestellten Losung 
von Pferdeserum in 0 ,85°/0iger Kochsalzlosung mit
0 .1 .ccm des y o llk om m en  k laren  und n ich t op a les - 
zieren den  Antiserums ohne Schiitteln zusammenbringt. 
Tritt sofort oder spatestens nach 1— 2 Minuten eine 
am Boden des Róhrchens beginnende Triibung auf, 
so entspricht das Antiserum den Anforderungen, und 
das Tier kann zum Zweck der Biutgewinnung getotet 
werden.

Von einer groBeren Anzahl derartig immunisierter 
Tiere wird jedoch nur ein kleiner Teil schon nach der 
dritten Einspritzung ein brauchbares Serum liefern. 
Diejenigen Kaninchen, die zwar deutlich Prazipitine, 
aber in unzureichender Menge gebildet haben, werden 
am besten intraperitoneal oder subkutan weiter injiziert; 
diejenigen dagegen, welche nach der dritten Einspritzung 
noch keine Prazipitine aufweisen, konnen intravenos 
weiter behandelt werden und liefern bisweilen erst nach 
Einverleibung von im ganzen 60— 120 ccm Serum ein 
wirksames Immunserum.

Das Immunserum muB folgende Bedingungen erfiillen:
1. m u B  es a b s o lu t  k la r  u n d  s t e r i l  s e i n ,  was durch 

Filtration durch ein BERKEFELDTsches Filter er- 
reicht wird;

2. d a r f es n ich t op a lesz ieren . Um Opaleszenz zu 
yermeiden, soli man die Tiere einige Zeit vor der 
Blutentnahme hungern lassen;

3. muB es h och w irk sa m  sein.
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2G Prazipitinreaktionen. Nachweis von Fleischverfalschungen.

Die Priifung des filtrierten Serums auf seine Wirk
samkeit geschieht genau wie bei A, S. 21, beschrieben. 
Sein Titer muB 1 : 20 000 sein, d. h. es muB in einer 
Losung von Pferdeblutserum, die im Verhaltnis 1 :20  000 
hergestellt ist, binnen 5 Minuten beginnende Trubung 
erzeugen. Derartiges Antipferdeserum ist bis auf 
weiteres vom Kaiserlichen Gesundheitsamt in Berlin 
erhaltlich.

b) E in E x tra k t aus der zu u n tersu ch en d en  F le is c h -  
p robe. Zur Herstellung des Ext,rakts werden aus der 
T ie fe  des verdachtigen Fleischstiickes von e iner 
fr is ch  h erg este llten  S ch n itt fla ch e  etwa 30 g 
Muskelfleisch, moglichst ohne Fettgewebe mit Hilfe 
eines ausgegliihten oder ausgekochten Messers ent- 
nommen. Die Entnahme und Zerkleinerung des Ma
terials ist auf einer absolut sauberen, ausgekochten, 
mit ungebrauchtem Schreibpapier bedeckten Unterlage, 
eventuell mit einem ausgekochten Wiegemesser, vorzu- 
nehmen. Die zerkleinerte Fleischmasse wird in ein 
sterilisiertes, ca. 100 ccm fassendes E r l e n m e y e r -  
Kólbchen gebracht, mit Hilfe eines sterilisierten Glas- 
stabes gleichmaBig verteilt und mit 50 ccm steriler 
0 ,85 °/0iger K o c h s a lz lo s u n g  (n ich t Brunnenwasser 
oder destilliertes Wasser!) iibergossen. G esa lzen es  
Fleisch kann man zuvor in einem groBeren sterilen 
ERLENMEYER-Kolben entsalzen, indem man es mit 
sterilem destillierten Wasser iibergieBt und letzteres 
ohne Schiitteln wahrend 10 Minuten mehrmals erneuert.

Das Gemisch von Fleisch und Kochsalzlosung bleibt 
3 Stunden bei Zimmertemperatur oder iiber Nacht im 
Eisschrank stehen. Zur Beschleunigung der Losung. 
besonders bei fettem Fleisch, ist Zusatz einiger Tropfen 
Chloroform zu einpfehlen. Um sich davon zu iiber- 
zeugen, daB in dem Extrakt bereits eine geniigende 
Menge von EiweiBkorpern enthalten ist, werden etwa
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2 ccm desselben in ein Reagenzglas gegossen und 
stark geschiittelt. Entwickelt sich dabei ein feinblasiger 
Schaum, der langere Zeit bestehen bleibt, so ist der 
Auszug verwendbar.

Zunachst muB derselbe aber yollkommen klar filtriert 
werden, was bei magerem und frischem Fleisch bereits 
nach einmaliger Filtration durch ein gehartetes, mit 
Kochsalzlosung angefeuchtetes Papierfilter ( S c h le i c h e r  
und S c h u l l ,  Nr. 575, 603 oder 605) gelingt. Bei 
Extrakten aus fettem oder gepokeltem Fleisch filtriert 
man besser durch ausgegliihte K ie se lg u r .

Man yerfahrt dabei folgendermaBen. Die ausgegliihte 
Kieselgur wird mit steriler 0,85 ° /0 iger Kochsalzlosung 
zu einem diinnen Brei yerriihrt. Dieser wird in ca. 2 mm 
dicker Schicht gleichmaBig auf die Filterplatte eines 
BucuNERschen Trichters (eine Art Nutsche) yerteilt, 
welche yorher sorgfaltig mit Filtrierpapier bedeckt wurde, 
um ein HindurchflieBen der Filtermasse zu yerhindern. 
Die iibrige Anordnung des Apparates ist ganz so wie 
auf S. 13 beschrieben. Mit Hilfe der Saugpumpe kann 
man dann sehr rasch ein klares Filtrat erhalten. An 
Stelle dieses Kieselgurbreies kann man iibrigens auch 
die freilich viel teueren B e r k e f e l d t schen Kieselgur- 
filter benutzen, die naturlich vor jedesmaligem Gebrauch 
zu sterilisieren sind.

Hat man ein klares Filtrat erhalten, so muB das
selbe eyentuell weiter yerdiinnt werden, wenn es mehr 
ais 1 Teil FleischeiweiB in 300 Teilen Kochsalzlosung 
enthalt. Um dies zu ermitteln, wird 1 ccm des Filtrates 
in einem kleinen Reagenzrohrchen gekocht und mit 
einem Tropfen der offizinellen Salpetersaure (spez. 
Gew. 1,153) yersetzt. Tritt eine starkę Triibung auf, 
die sich sofort ais flockiger Niederschlag zu Boden 
senkt, so ist dies ein Zeichen, daB die Losung noch 
zu stark ist und das Filtrat noch weiter yerdiinnt
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werden muB. Erst wenn man jenen Punkt erreicht 
hat, wo auf Zusatz der Salpetersaure eine gleichmaBig 
opaleszierende Triibung entstebt, die sich nach etwa 
5 Minuten ais eben erkennbarer Niederschlag zu Boden 
senkt, besitzt die Losung die gewiinschte Konzentration.

Vor Ansetzen des Yersuchs ist dieselbe mit Lackmus- 
papier noch auf ihre R ea k tion  zu priifen, die neutral 

oder nur schwach sauer oder alkalisch sein

I
muB. Um beim eventuell notwendig gewor- 
denen Neutralisieren einen OberschuB von Alkali 
mit Sicherheit auszuschlieBen, kann man an 
Stelle lóslicher Alkalien zweckmaBig Magnesium- 
oxyd yerwenden. —

c) Zur Kontrolle dienen wie oben hergestellte Ex- 
trakte von Schweine- und Rindfleisch.

d) Vollkommen klares, n o r m a le s  Kaninchen- 
serum.

e) Physiologische Kochsalzlosung.
f) MeBpipetten zu 1 ccm, in 1/ 10 ccm geteilt; 

steril.
g) Eyentuell Kapillarpipetten (Fig. 5), die man 

sich durch Ausziehen eines Glasrohres von 
5 mm Durchmesser iiber einer Geblaselampe 
herstellen kann. Man kalibriert dieselben, in
dem man aus einer dunnen genau geeichten 

Fig. 5. Pipette 0,1 ccm Kochsalzlosung in ein Uhrschal- 
chen bringt, die Fliissigkeit dann mit der Kapillar- 

pipette aufsaugt, dann langsam wieder abtropfen laBt 
und die Tropfen zahlt. Die Anzahl der Tropfen ent- 
spricht dann etwa 0,1 ccm.

h) Reagenzglaser von etwa 10 cm Lange und 0,9 bis 
1,0 cm Durchmesser.

i) Ein Reagenzglasgestell.
Hat man das Antiserum in kleinen Róhrchen einge- 

schmolzen aufbewahrt, so darf zu einer TJntersuchung stets
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nur der Inhalt e in es Róhrchens yerwendet werden, wenn 
man nicht sicher ist, daB das Serum eines anderen Róhrchens 
von demselben Kaninchen stammt. Denn beim Vermischen 
der Antisera verschiedener Tiere kónnen Fallungen auftreten, 
die zu Irrtiimern Yeranlassung geben kónnen.

Hat sich in dem langere Zeit aufbewahrten Antiserum 
ein Niederschlag abgesetzt, so darf dreselbe nicht aufge- 
wirbelt werden, sondern das klare dariiberstehende Serum 
ist mit der Kapillarpipette vorsichtig abzusaugen.

Zum Einfiillen der verschiedenen Lósungen sind jedes
mal frische, sterilisiertePipetten zu yerwenden. DasKaninchen- 
serum wird yorsichtig derart mit Hilfe der Kapillarpipette 
zugesetzt, daB es an der Wand des Róhrchens herabfliefit 
und sich auf seinem Boden ansammelt. Die Rohrchen 
bleiben bei Zimmertemperatur stehen und sollen n ich t ge- 
schiittelt werden.

A u s f iihrung.

Es werden folgende Proben aufgestellt:
Rohrchen 1 :1  ccm fragliches Kxtrakt.-)-0,1 ccm Antipferdeserum 

„  2 :1  „  „  „  -j- 0,1 „  normales Kanin-
chenserum

„  3 :1  „  Pferdefl.-Extr. — 0,1 „  Antipferdeserum
„  4 :1  „  Schweinefl.-Extr. —j— 0,1 ,, „
„  5 :1  „  Rindfl.-Extr. + 0 ,1  „  „
„  6 :1  „  sterile Kochsalzlos. -|- 0,1 „  „

Tritt in Rohrchen 1 und 3 nach etwa 5 Minuten 
eine hauchartige, meist ain Boden des Róhrchens beginnende 
Triibung auf, die sich innerhalb weiterer 5 Minuten in eine 
wolkige umwandelt und nach spatestens 30 Minuten unten 
ais Bodensatz absetzt, wahrend die ubrigen Proben klar 
bleiben, so handelt es sich um Pferdefleisch bzw. anderes 
Einhuferfleisch (vgl. S. 24). Spater entstehende Triibungen 
sind n ich t ais positiye Reaktionen aufzufassen. Zur besseren 
Feststellung der zuerst eintretenden Triibung kónnen die
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Róhrchen bei auffallendem Tages- oder bei kiinstlichem 
Licht betrachtet werden, indem hinter das Reagenzglas 
schwarzes Papier oder dergleichen geschoben wird.

C.Luesdiagnose n ach F o rn etu n d  S c h e r e s c h e w s k y 1).

P rin z ip : Serum von Tabikern und Paralytikern gibt mit 
dem Serum von Luetikern positive Prazipitinreaktion. 

Hierzu sind erforderlich:
a) Vollkommen klares Serum eines Tabikers oder Para- 

lytikers. (Blutentnahme am besten fruhmorgens.) Even- 
tuell durch Papier No. 6 0 2  von S c h le i c h e r  und 
S c h u l l  zu filtrieren;

b) klares Serum des fraglichen Luetikers. W ie a ge- 
wonnen und behandelt. Konserviert kónnen die Sera 
werden durch Zusatz von Formalin 1 : 1 0  0 0 0  oder 
durch Einschmelzen in diinne (sterile) Glasróhrchen;

c) zur Kontrolle Serum eines sicher luetischen und eines 
sicher nicht luetischen Individuums:

d) Róhrchen von 8 cm Hóhe und 0 , 5  cm Weite. Die- 
selben stehen zweckmafiig in einem schwarzen Holz- 
gestell, an dessen Riickseite ein schwarzer Tuchstreifen 
yerschiebbar ist;

e) Pipetten zu 1,0 ccm , in Vioo geteilt.

A u s f  iihrun g.

Man stellt sich von a und b Yerdiinnungen 1 : 5  und 
1 : 1 0  her, ebenso von den unter c aufgefiihrten Kontroll- 
seren. Hierauf wrerden je 0 , 1 5 — 3 ccm des Serums a 
(bzw. der daraus hergestellten Verdiinnung) mit Serum b 
(bzw. der daraus hergestellten Yerdiinnung) iiber- resp.

1) Deutsche med. Wochenschr. 1907, No. 41. Miinchner 
med. Wochenschr. 1907, No. 30.
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\ ^ ' :runterschichtet, indem man mit Hilfe der Pipette £u§fst ałe, 5 ^
spezifisch schwerere (d. i. weniger stark verdiinnte) FJ&ssig- /*
keit in die Reagenzróhrchen einbringt und dann,/iifo£er \Ĉ V '
Schragstellung der letzteren, die spezifisch leichtere FlfissigJTJ 6 
keit einfliefien lafit.

Man hat demnach folgende Kombinationen:
a-| -b  a (5 f .) — b a (lOf.) —( - 1>
a +  b (5 f.) a (5 f.) +  b (5 f.) a (10 f.) +  b (5 f.)
a -j-  b (10f.) a (5 f.) +  b (1 0 f.)  a (lOf.) +  b (lOf.)

Ebenso werden die Kontrollen c mit den Verdiinnungen
von a unter- bzw. iiberschichtet. Proben, bei denen die 
Schichtung nicht vollkonnnen gelang, sind zu verwerfen.

Nach hochstens zweistiindigem Aufenthalt bei Zimmer- 
temperatur zeigt sich bei positiyem Ausfall ein feiner Ring 
an der Grenze der Fliissigkeiten, der besonders deutlich 
wird, wenn man das direkt einfallende Tageslicht noch durch 
ein schrag hinter die Glaschen gehaltenes schwarzes Papier 
abblendet. Die Kontrollen mit dem nicht luetischen Serum 
miissen negatiy, die mit dem sicher luetischen Serum positiy 
ausfallen, wenn die Reaktion beweisend sein soli.

Prazipitinreaktionen. Luesdiagnose. «\^ 31  Zfs\ P3 "

II. Ausflockungsreaktionen.

Prinzip. Das Blutserum gibt bei gewissen Infektionskrank- 
heiten, besonders bei Lues, mit kolloidalen Losungen von 
Lezithin, von Natrium glycocholicum usw. flockige Fal- 
lungen.

Anwendungen.
A. Luesdiagnose nach P o rg e s  und M e ie r 1).

Hierzu sind erforderlich:
1. Serum des Patienten im Verhaltnis 1: 5 mit physio- 

logischer Kochsalzlosung verdi\nnt (1— 2 ccm). Ferner

1) Perl. klin. Wochensclir. 1908, No. 15.

www.dlibra.wum.edu.pl



3 2 Ausflockungsreaktionen. Luesdiagnose.

ebensolche Verdiinnungen von sicher normalem und von 
sicher luetischem Serum, die zur Kontrolle dienen sollen.

2. Lezithin (Kahlbaum), das mit der lOOfachen Menge 
von physiologischer Kochsalzlosung zu einer l ° / 0igen 
Stammsuspension verrieben und bis zur Homogenitat 
zerschiittelt wird. Zur Konseryierung ist 0,5 °/0 Kar- 
bolsśiure zuzusetzen. Diese Suspension ist noch nach 
Wochen wirksam.

3. Enge Rohrchen von 5 — 7 mm Durchmesser.
4. Pipetten zu 1 ccm, in y i0 ccm geteilt.

A u sfiih ru n g .
1 ccm der Serumyerdiinnung wird mit 0,2 ccm der 

Lezithin suspension gemischt und fiir einige Stunden in den 
Brutschrank gebracht. Das Resultat der Reaktion ist eine 
in der ganzen Fliissigkeitssaule diffus auftretende, anfangs 
sehr feine, dann immer grober werdende Flockenbildung, 
die bei stark wirkenden Seris zur Bildung eines Nieder- 
schlages fuhrt, wahrend sich die obenstehende Fliissigkeit 
mehr oder minder klart. Der Eintritt der Reaktion kann 
sofort erfolgen, ist aber in der Regel erst nach 1/2 bis 24 
Stunden erkennbar. Auf Zuhilfenahme der Lupę bei Be- 
trachtung des Niederschlags ist im allgemeinen zu yerzichten.

Die mit normalem Serum angestellte Kontrollprobe muli 
naturlich yollkommen klar bleiben. —  Die Methode scheint 
meist dasselbe Resultat zu liefern, wie das Verfahren der 
Komplemen tablen kun g.

B. Luesdiagnose nach E l i a s ,  N e u b a u e r ,  P o r g e s  
und S a l o m o n 1).

Hierzu sind erforderlich:
a) In a k tiy ie r te s  Serum des betreffenden Patienten, 

und zwar ca. 0,5 ccm. Dasselbe muli yollkommen

1) Beri. klin. Wochenschr. 1908, No. 23.

www.dlibra.wum.edu.pl



Ausflockungsreak tionen. Luesdiagnose. 3 3

klar sein. Zur Kontrolle normales und sicher luetisches 
Serum.

b) Frisch bereitete 1 °/0 ige Losung von Natrium glyco- 
cholicum (M e r c k ) .

c) Kleine Reagenzróhrchen yon 6 — 7 mm Durchmesser.
d) Pipetten zu 1 ccm Inhalt, in 1/ 10 ccm geteilt.

A u s fiih ru n g .
Je 0,2 ccm Serum und Losung von Natriumglyko- 

cholat werden gemischt und, vor groberen Erschiitterungen 
geschutzt, 16 — 20 Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Nach dieser Zeit haben sich bei positiver Reak
tion Flocken gebildet, die sich meist an der Oberflache der 
Fliissigkeit zusammenballen. Triibungen oder Spuren von 
Flockungen sind ais negatiy anzusehen. U n zu la ss ig  sind 
folgende Modifikationen:

1. Schichtung der beiden reagierenden Substanzen; in die
sem Falle zeigt sich im mer eine ringfórmige Triibung.

2. Anwendung von Bruttemperatur (Bakterienwachstum!).
3. Benutzung nicht frisch bereiteter Losung.
4. Zusatz von Karbol zur Losung des gallensauren Salzes.
5. Verwendung von inhomogen truben und sehr stark 

hamoglobinhaltigen Seris.
6. Benutzung besonderer Hilfsmittel zur Beurteilung der 

Reaktion, wie Lupę oder seitliche Beleuchtung. Die 
Reaktion ist nur bei deutlichen makroskopisch sicht- 
baren Flocken ais positiy zu betrachten. —  Die Me
thode scheint meist dasselbe Resultat zu geben, wie 
das Verfahren der Komplementablenkung.

C. Luesdiagnose nach K l a u s  n e r 1).

Hierzu sind erforderlich:

a) Blutserum des betreffenden Patienten, und zwarca. 1 ccm.

1) W iener klin. Wochenschr. 1908, No. 7.
M u l l e r ,  Serodiagnostiselie Methoden. 3 Aufl. 3
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3 4  Agglutinationsreaktionen. Agnoszierung einer Bakterienart.

b) Kleine Reagenzrohrchen von 1,5— 7 nun Durchmesser.
c) Pipetten zu 1,0 ccm, in 1/ 10 ccm geteilt.
d) Destilliertes Wasser.

A u sfiih ru n g .
Je 0,2 ccm des Serums, sowie auch der 5- und 10- 

fachen Serumverdiinnung werden mit 0,7 ccm destillierten 
Wassers versetzt, gut durchgemischt und bei Zimmertempe- 
ratur 2 bis hochstens 15 Stunden stehen gelassen. Nach 
dieser Zeit findet sich, wenn das Serum von Luetikern stammt, 
ani Boden der Rohrchen eine 2 — 4 mm hohe Globulin- 
fallung, die manchmal noch zum Teil in Form deutlich 
sichtbarer Flocken in der Fliissigkeit schwimmt. Die Re
aktion scheint nicht spezifisch zu sein!

III. Agglutinationsreaktionen.
P r in z ip : Wird eine homogene, d. i. gleichmaBig triibe Bak- 

terienaufschwemmung mit homologem Immunserum ver- 
setzt, so treten nach einiger Zeit Fallungen in dem Ge- 
misch auf, welche aus aneinander haftenden Bakterien 
bestehen und sich langsam unter Klarung der uberstehen- 
den Fliissigkeit zu Boden senken. Bewegliche Arten stellen 
dabei ihre Bewegungen ein.

Anwendungen.
A. A gnoszierung einer fraglichen, aus D ejekten, W asser 
usw. isolierten Bakterienart ( G r u b e r -D u r h a m s  Reaktion). 
(Bei Typhus, Paratyphus, Cholera, Dysenterie, Pest, Meningo- 

kokken usw.

1. Im  R e a g e n zg la s  a n g este llt .
Hierzu sind erforderlich (Verfahren nach Próscher1)):
a) E in e  h om ogen e  A u fsch w em m u n g  der betref- 

fenden zu agnoszierenden Bakterienart; dazu eignet sich in

1) Pr o s c h e r , Zentralbl. f. Bakt. 1902, Bd. X X X I.
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Agglutinationsreaktionen. Agnoszierung einer Bakterienart. 3 5

vielen Fallen eine 12— 24stiindige Bouillonkultur. Haut- 
chen- oder bodensatzbildende Arten dagegen werden besser 
auf schragem Agar bei 37 0 C gezuchtet und der Bakterien- 
rasen dann, nach 12— 24 Stunden, mit Hilfe einer Platinóse 
in wenig Bouillon (2— 5 ccm) moglichst gleichmafiig ver- 
teilt. (Verreiben an der Wand des Reagenzróhrchens, Ab- 
sitzenlassen der groberen Partikel!)

Die Aufschwemmung soli so dicht sein wie eine iippig 
gewachsene Bouillonkultur. Der Sicherheit halber ist es 
zweckmabig, die Bakterien vor Anstellung der Reaktion 
durch Zusatz von 0,5 °/0 Karbol (Vio Volum 5 °/0iger 
Karbollósung) abzutoten.

b) H o ch w e r tig e s  Im m unserum . Meist leicht zu 
gewinnen durch eine mehrmalige Injektion von Kaninchen 
mit abgetóteten (durch eine Stunde lang auf 6 0 0 C er- 
warmten) Bakterienkulturen. Applikation intravenos oder 
intraperitoneal. Zwischenraum zwischen zwei Injektionen 
etwa 7 Tage. Blutentnahme 7— 10 Tage nach der letzten 
Einspritzung.

Das Serum kann mit Zusatz von 0,5 °/0 Karbolsaure 
im Dunkeln an kiihlem Ort aufbewahrt werden; besser noch 
wird es im Vakuum getrocknet und zu 0,2 g in braune 
Róhrchen verteilt, die abgeschmolzen werden.

c) Kleine Reagenzróhrchen, etwa 10 cm lang, 0,9 cm 
innere Lichtung.

d) MeBpipetten, und zwar Hundertelgeteilte (Gesamtinhalt 
1 ccm) fur Herstellung der Serumverdunnung, Zehntel- 
geteilte (Gesamtinhalt 1 und 10 ccm) fur Zusatz von 
Kochsalzlosung und Bakterienaufschwemmung. Die 
Einteilung mufi bis zur Pipettenspitze reichen!

e) P h y s io lo g is c h e  K o ch sa lz lo su n g .
f) E v e n tu e ll : kleine glaserne B lo c k s c h a lc h e n , wie sie 

zum Farben mikroskopischer Praparate benutzt werden.
g) E v e n tu e ll : Mikroskop mit Trockensystem von etwa 

50 facher YergróBerung.
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3 6  Agglutinationsreaktionen. Agnoszierung einer Bakterienart.

A u sfiih ru n g .
Von dem Immunserum werden mit physiologischer Koch

salzlosung folgende Verdiinnungen hergestellt:
1 : 50 (i. e. 0,1 ccm Serum +  4,9 ccm Kochsalzlosung)
1 : * 100 (i. e. 4 ,, d. Yerd. 1 : 50 +  4 cmm Kochsalzlosung)
1 : 500 (i. e. 2 „  „  „  1 : 1 0 0  +  8 „  „  )
1 :1000 (i. e. 1,0 „  „  „  1 : 1 00  +  9 „  „  )
1 :2000 (i. e. 0,5 „  „  „  1 : 100 +  9,5 „  „  )

Yon diesen kommt je 0,5 ccm in eines der erwahnten 
Reagenzrohrchen und dazu stets dieselbe Menge der ho- 
mogenen Bakterienaufschwemmung, je nach dereń Dichte 
0,2— 0,5 ccm, worauf der Inhalt samtlicher Róhrchen durch 
Zusatz von Kochsalzlosung auf 1,0 ccm erganzt wird. Die 
Serum verdiinnungen sind hierdurch naturlich verdoppelt 
worden.

Man kann iibrigens auch direkt je eine Óse des Bak- 
terienrasens in die verschiedenen Serumverdiinnungen tiber- 
tragen und daseibst móglichst fein verteilen.

Ais Kontrollen dienen
a) die betreffende Bakterienmenge -}- Kochsalzlosung (Ge- 

samtvolumen wie oben, 1 ccm);
b) die starkste der verwendeten Serumverdunnungen - j -  24- 

stiindige Kulturaufschwemmung jener Bakterienart, mit 
welcher der fragliche Stamm identifiziert werden soli 
und welche dem benutzten Immunserum homolog ist.

Samtliche Proben kommen auf 1— 3 Stunden in den 
Brutschrank (3 7 0 C) und werden dann mit freiem Auge 
oder bei schwacher Lupenvergio6erung betrachtet. Kon- 
trolle a muB homogen geblieben sein, b, sowie die eigent- 
lichen Versuchsproben mussen deutliche Haufchenbildung 
aufweisen, dann kann die Reaktion ais positiv gelten.

Nach P r o s c h e r  kann man die verschiedenen, mit 
Serum und Kultur beschickten Reagenzrohrchen auch in 
kleine Blockschalchen ausgieBen, die, iibereinander gestellt, 
in den Brutschrank kommen und nach Ablauf der Zeit,
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Agglutinationsreaktionen. Agnoszierung einer Bakterienart. 3 7

mit dem schwachen Trockensystem bei etwa 50facher Ver- 
grófierung und gesenktem Kondensor betrachtet werden.

2. Im  h a n g en d en  T ro p fe n  a n geste llt .

W ill man, um nicht Zeit zu verlieren, eine verdachtige, 
auf einer Platte gewachsene Kolonie direkt auf Agglutina- 
tion priifen, so muB man, wegen Mangel grofierer Bakterien- 
mengen, im hangenden Tropfen untersuchen.

Hierzu sind erforderlich:
a) H o h lg e s c h lif fe n e  O b je k ttra g e r ;
b) D e c k g la s e r ;
c) V a s e l in e ,  um den Rand der Hóhlung der Objekt

trager zu bestreichen und den LuftabschluB der feuchten 
Kammer zu sichern (eventuell Pinsel zum Ausstreichen 
der Vaseline);

d) h och w ertig es  Im m unserum  siehe unter 1. b);
e) p h y s io lo g is c h e  K o c h s a lz lo s u n g ;
f) P ip e tte n  wie unter 1. d) beschrieben;
g) e ine P la tin ó s e  und e in e  P la t in n a d e l;
h) M ik ro sk o p  mit h om ogen er Itnm ersion.

A u sfiih ru n g .

Man stellt sich von dem Immunserum, wie bei der 
Agglutinationsprobe im Reagenzglas, Verdiinnungen her.

Etwa: 1 : 100 (d. i. 0,1 Serum -}- 9,9 Kochsalzlosung)
1 : 500 (d. i. 2 ccm Yerd. 1 :100  —(— 8 Kochsalzlosung)
1 :1 0 0 0  (d. i. 1 „  „  1 : 1 0 0  +  9 „

Ist das Bakterienmaterial der zu prufenden Kolonie 
sehr knapp, so muB man sich mit der einen Verdiinnung 
1 : 100 begniigen.

Von diesen Yerdiinnungen kommt mit Hilfe der Platin
óse ein m o g lich st  k le in es  Trópfchen auf je ein gut ge- 
reinigtes Deckglas; mit der Platinnadel wird von der frag
lichen Kolonie Materiał entnommen und sorgfaltig in dem
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3 8  Agglutinationsreaktionen. Widalsche Reaktion.

Tropfchen zu homogener Emulsion verrieben, so daB eben mit 
freiem Auge eine Triibung sichtbar wird. (Vorsicht wegen 
wegspritzender Tropfchen!) Dann wird der mit Vaseline 
beschickte hohle Objekttrager umgekehrt, d. i. mit der 
Hóhlung nach unten sehend, auf das Deckglas aufgedriickt, 
só daS der Tropfen genau in die Mitte zu liegen kommt 
und das Ganze umgedreht. Das Deckglas liegt dann oben, 
der Tropfen hangt in die Hóhlung hinein. Sollte der letz- 
tere mit der unteren Wand der feuchten Kammer in Be- 
riihrung getreten sein, so war der Tropfen zu grofi und das 
Praparat ist unbrauchbar.

Bei sebr hochwirksamem Serum kann sofort nach der 
Mischung mit den Bakterien, spatestens aber nach 20 Minuten 
dauerdem Aufenthalt im Brutschrank Agglutination, d. i. 
Immobilisierung beweglicher Arten und Haufchenbildung 
beobachtet werden; Haufchen, die nur am Rande des Tropfens 
liegen, wahrend im Innern nur isolierte Bakterien zu sehen 
sind, haben keine Beweiskraft.

B. Priifung des Serums eines Patienten auf A ggluti
nation (WiDALsche Reaktion).

1. Im  R ea g en zg la s  a n g este llt .
a) Verfahren nach P r ó s c h e r ) :

Hierzu sind erforderlich:
a) Serum  des b e tre f fe n d e n  Patienten, und zwar 

wenigstens 0,1 ccm;
b) eine h om ogen e  A u fsch w em m u n g  der B ak- 

terien a rt, welche ais Krankheitserreger nachgewiesen werden 
soli (Typhusbazillen, Paratyphusbazillen, Dysenteriebazillen, 
Choleravibrio usw.). Fur eine gróBere Anzahl von Unter- 
suchungen kann man sich eine derartige Aufschwemmung 
im grofien herstellen, etwa durch Beimpfung eines Liters 
Nahrbouillon, und Abtótung der Bakterien nach 24 bis 
48stiindigem Wachstum durch Zusatz von 0,5 °/0 Karbol-
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saure; auch Massenagarkulturen in flachen Flasched^apge- 
legt und nach 24 Stunden in physiologischer, karbolisimeis, 
Kochsalzlosung aufgeschwemmt und durch Schutteln mog  ̂
liclist gleichmaBig verteilt, geben gute Emulsionen, die, im 
Kiihlen aufbewabrt, monatelang zu verwenden sind. Da 
sich beim langeren Stehen die abgetateten Bakterien all- 
mahlich sedimentieren, so ist die Emulsion vor jedem Ge- 
brauch tiichtig durchzuschiitteln. Stabiler sind iibrigens die 
Emulsionen, wenn dieselben mit Kochsalzlosung bereitet 
werden, der aufier Karbolsaure noch etwa 10 °/0 Milchzucker 
zugesetzt wurde. Spontan agglutinierende Emulsionen sind 
unbrauchbar.

Fur die Diagnose des T y p h u s  und P a ra ty p h u s  
kann man sich iibrigens auch mit Vorteil des (bei E. M e r c k  
in Darmstadt erhaltlichen) T y p h u s - bzw. P a ra ty p h u s - 
d ia g n o s t ik u m s  von F i c k e r  bedienen, welches die wirk- 
samen Bestandteile der Bakterienleiber enthalt und monate
lang gebrauchsfabig bleibt. Beim Aufschutteln des sich 
allmahlich absetzenden Niederschlags mufi sich eine voll- 
kommen homogene Emulsion ergeben.

Gber Herstellung kleiner Emulsionsmengen vgl. A. 1. a).
c) Kleine R eagenzrohrchen , wie unter A. 1. c);
d) M eBpipetten wie unter A. 1. d);
e) p h ysio log isch e  K och sa lz losu n g ;
f) eventuell kleine glaserne B lock sch a lch en ;
g) eventuell M ikroskop  mit T rockensystem  von etwa 

50facher Yergrofierung.

A u sf iihrun g.
Man stellt sich zunachst eine Verdiinnung des Patienten- 

serums im Verhaltnis von 1 :1 0  her, indem man dasselbe 
mit Hilfe einer Pipette aufsaugt, abmiBt und in ein kleines 
Reagenzglaschen ausblast, worauf die neunfache Menge 
Kochsalzlosung hinzugefugt wird.
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In eine Reihe kleiner in einem passenden Gestell 
stehender Reagenzglaser werden nun je 0,5 ccm Kochsalz- 
losung eingefiillt, nur das erste Rohrchen der Reihe bleibt 
frei. Hierauf kommen dann in Rohrchen No. 1 und 2 je 
0,5 ccm der lOfachen Serumyerdiinnung: in Rohrchen 3 
kommen 0,5 ccm, die aus 2 entnommen werden, in Rohrchen 4 
entsprechend 0,5 ccm aus Rohrchen 3 usf., wobei natiirlich 
jedesmal griindliche Mischung der Fliissigkeiten und wieder- 
holtes Durchblasen der zu allen diesen Prozeduren benutzten 
Pipette erforderlich ist, wenn man nicht vorzieht, fur jede 
Gbertragung aus einem Rohrchen in das andere eine neue 
Pipette zu yerwenden. So enthalt schliefilich jedes Rohrchen 
0,5 ccm der Verdiinnungen 1 :1 0 , 1 :2 0 , 1 :4 0  usw. Ge- 
wohnlich legt man fiinf bis sechs solcher Verdiinnungen an.

Ais K o n tr o l le n  dienen: ein Róhrchen ohne Serum, 
nur mit 0,5 ccm Kochsalzlósung.

Nun erfolgt der Zusatz der Bakterienaufschwemmung, 
und zwar zu 0 ,3 — 0,5 ccm, worauf notigenfalls das Gesamt- 
yolumen des Rohrcheninhalts durch Zusatz von Kochsalz- 
losung auf 1 ccm erganzt wird. Die Verdiinnungszahlen 
haben sich infolgedessen natiirlich yerdoppelt. Folgendes 
Schema erlautert die Herstellung dieser yerschiedenen Ver- 
dunnungen:
Rohrchen No. . 1  2 3 4 5 6 7
KochsalzlOsung . —  0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Serumverd. 1 :1 0  0,5 0,5 —  — — —  —
aus Rohrchen 2 — — 0,5 — — —  —

„  „  3 — 0,5
„  „  4 —  —  0,5
„  „  5 0,5
„  „  6  —  —  —  —  —  0 , 5 f ° r t g e - _

gossen
Eesultierendo Ver-
dtlnnung nach Zusatz -i . o a  i . i . o a  i . i « f )  1 . Q 90 1 • 6 4 0  K on" 
von 0,6 Bazillenauf- l ' ó y i  1 ' OU i - t O U  1 . 0-łU trolle

schwemmung

Im weiteren wird yerfahren, wie bei Ausfiihrung von
A. 1. beschrieben.
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Bei Benutzung des FiCKERschen Diagnostikums bleiben 
die R óhrchen  bei Zimmertemperatur stehen und sollen nach 
10 — 14, hóchstens nach 20 Stunden Klarung bzw. Nieder- 
schlagsbildung aufweisen.

Ais positiv gilt die Reaktion bei T y p h u s  erfahrungs- 
gemaB, wenn noch in der Verdunnung von 1 :4 0 — 80 Ag- 
glutination eingetreten ist. In zweifelhaften Fiillen ist die 
Reaktion nach 2— 8 Tagen zu wiederholen, da dann haufig 
der Agglutiningehalt des Serums zugenommen hat, wenn es 
sich um Typhus handelt. Bei Ik te ru s  wurde, auch ohne 
dafi Typhus bestand, Agglutination bis 1 :7 5  beobachtet 
und sollen erst Werte von 1 : 100 beweisend sein.

Da es fur die klinische Typhusdiagnose meist von 
grofier Bedeutung ist, festzustellen, ob iiberhaupt eine durch 
T y p h u s -a h n lich e  Bazillen hervorgerufene Erkrankung 
vorliegt, so em p fieh lt  es s ich , d ie A g g lu t in a t io n s -  
rea k tion  n ich t  nur m it dem ech ten  T y p h u s b a z il lu s , 
son dern  g le ic h z e it ig  auch  mit dem B a c illu s  para- 
typh i A  u. B (bzw. mit dem entsprechenden Paratyphus- 
diagnostikum F ic k e r s )  a n zu ste llen .

b) Verfahren nach K afka1):
Hierzu sind erforderlich, abgesehen von dem Patienten- 

serum:
1. Kleine Standglaschen fur Men gen von 3 — 5 ccm Flus- 

sigkeit.
2. Eine Kapillarpipette, die aus einer beliebigen, etwa 

5 mm Durchmesser haltenden Glasróhre hergestellt 
und empiriscb derart geeicht wird, dafi sie in 1/2 ccm 
sei senkrechter Haltung genau 40 Tropfen fafit.

3. F ic k e r s  Typhus- und Paratyphusdiagnostika.
4. Eine in 1/l0 ccm geteilte, im ganzen 5 ccm fassende 

MeBpipette.

1) K a f k a , Zentralbl. f. Bakt. 1906, Bd. XL .
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4 2  Agglutinationsreaktionen. Widalsche Reaktion.

A u s f iihrung.
In die Standglaschen werden von jedem „Diagnostikum“  

0,5, 1,0 und 2,5 ccm eingefiillt. Dann wird iiberall mit 
Hilfe der Kapillarpipette je 1 Tropfen Serum hinzugefiigt, 
wodurch die Verdiinnungen von 1 :4 0 , 1: 80 und 1: 200 
entstehen, durch dreimaliges LJmkippen der Glaschen griind- 
lich durchgemischt, und dann bei Zinunertemperatur stehen 
gelassen. Nach 24 Stunden werden die Glaschen betrachtet. 
Ais MindestmaB fiir die Diagnose eines b e s t e h e n d e n  
(nicht etwa schon vor langerer Zeit abgelaufenen) Abdo- 
minaltyphus wird gefordert, daB noch in der Verdiinnung 
1 :2 0 0  beim Typhusdiagnostikum Agglutination eingetreten 
sei, wahrend die Paratypliusdiagnostika niederen Titer er- 
geben. Zeigen dagegen zw e i oder a l l e  d re i angesetzten 
Diagnostika in den hochsten Verdiinnungen von 1 :200 positive 
Reaktionen, so mufi das Serum entsprechend verdunnt werden 
und die Titrierung neuerdings vorgenommen werden, bis in 
einem Diagnostikum ein hóherer Titerwert gefunden wird ais 
in den beiden anderen. Ais Schema fur die hierbei anzu- 
legenden Verdiinnungen kann folgende Tabelle dienen.
4 Tropfen Serum lOfacli verd. +  0,5 ccm Diagnostikum =  1 : 100
2 „  „  „  „  -j* 0,5 „  „  =  1 : 200
1 „  „  „  ,, + 0 ,5  „  „  =  1 : 400
1 ,, ,, „  -+ 1 ,0  „  ,, =  1 : 800 
1 „  „  „  „  + 1 ,5  „  , = 1 : 1 2 0 0
1 „  „  „  „  + 2 , 0  ,. „  = 1 : 1 6 0 0  
1 „  „  „  „  +  2,5 „  ,, =  1 :2000

U. 8. f.

Diejenige Bakterienart, welche dem ani starksten agglu- 
tinierten Diagnostikum entspricht, ist mit gewissem Vorbehalt 
ais der Krankheitserreger anzuseben. Ist der gefundene 
Titerwert fiir Typhus und fiir Paratyphus S c h o t t m u l l e r  
g le ich  hoch, oder iibertrifft der Titer fiir Paratyphus den 
fiir Typhus nur urn ein geringes, so handelt es sich gleich- 
wohl urn Typhus1).

1) G u t t l e r , Beri. klin. Wockenschr. 1904, No. 51/52.
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2. Im  h an gen d en  T ro p fe n  a n g este llt .
Hierzu sind erforderlich

a) das zu u n tersu ch en d e  Serum ;
b) D e c k g la s e r ;
c) V a se lin e  (eventuell Pinsel);
d) h o h lg e s c h lif fe n e  O b je k ttra g e r ;
e) p h y s io lo g is c h e  K o c h s a lz lo s u n g ;
f) P ip etten  in Hundertstel geteilt (Gesamtinhalt 0,1 ccm) 

und in Zehntel geteilt (Inhalt 10 ccm und 1,0 ccm) 
wie bei A l .  d);

g) M ik ro sk o p  mit h om ogen er Im m ersion ;
h) e ine 1 0 —24 S tu n den  a lte  A g a rk u ltu r  der Bak- 

terienart, gegen welche die Agglutination gepriift werden 
soli (Typhus, Paratyphus usw.);

i) eine Platinnadel und Platinóse.

A u s f uhrung.
Wie bei A 2, nur mit folgendem Unterschied:
Von dem Patien ten serum stellt man folgende Verdun- 

nungen her:
1: 25 (d. i. 0,1 ccm Serum +  2,4 Kochsalzlosung)
1: 50 (d. i. 1 ccm Yerd. 1 :25 —{- 1 ccm Kochsalzlosung)
1:100 (d. i. 0,5 „  „  1 :50  +  0,5 „  „  )
1 :150 (d. i. 0,5 „  „  1 : 5 0 + 1  „  „  )

In je einem Tropfchen dieser Fliissigkeiten wird dann 
eine Spur der betreffenden Bakterienkultur mit der Spitze 
der Platinnadel verrieben.

Ais Kontrolle diene 1. ein Tropfchen Bouillon oder 
Kochsalzlosung -|- Bazillen;

2. ein Tropfchen verdunnten, hochwirksamen Immun- 
serums -|- Bazillen.

Soli die Reaktion ais positiv angesehen werden, so muB 
in den Verdunnungen 1 :2 5 , 1 :5 0  und 1 :100 , sowie in 
Kontrolle 2 Agglutination eingetreten sein, dagegen Kon
trolle 1 unverandert geblieben sein.
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4 4  Agglutinationsreaktionen. Widalsche Reaktion.

C. Diagnose von Mischinfektionen mit Hilfe der 
Agglutinationsprobe.

Absattigungsyersuch von CaStellani x).
Priift man die Wirksamkeit des Serums eines Infek- 

tionskranken sowohl gegeniiber dem Krankheitserreger selbst 
ais auch gegeniiber verwandten Bakterienarten (also z. B. 
bei echtem Typhus gegen Paratyphus), so findet man haufig 
auch diesen letzteren gegeniiber ein erhohtes Agglutinations- 
yermogen, obwohl diese Mikroorganismen gar nicht an dem 
KrankheitsprozeB beteiligt sind (M ita g g lu tin a tion ).

Andrerseits ist aber natiirlich auch bei M ischinfektion  
(z. B . mit T yphus und Paratyphus B ) die A gglu tinations- 
kraft des Serums beiden Arten gegen iiber gesteigert. U m  
nun im gegebenen  F alle , wenn das Serum eines Patienten 
mehrere Bakterienarten g leicbzeitig  agglutin iert, zu ent- 
scheiden, ob  es sich nur um M i t a g g l u t i n a t i o n  handelt, 
oder um M i s c h i n f e k t i o n ,  stellt man den CASTEELANischen 
V ersuch  an.

P r in z ip : a) das Serum eines gegen einen e in z ig e n  Mikro- 
organismus immunisierten Individuums verliert seine Wirk
samkeit a llen  A rten  g e g e n iib e r , die es beeinflufite, 
wenn es mit dem betreffenden homologen Stamm in Be- 
riihrung gebracht wird (Absorption des Agglutinins durch 
die homologe Bakterienart). Wird das Serum dagegen 
mit jenen Bakterienarten zusammengebracht, die nur durch 
Mitagglutionation beeinflufit wurden, so verliert es sein 
Agglutinationsvermógen nur fiir diese, nicht fur den 
homologen Stamm;

b) das Serum eines gegen zwei verschiedene Mikroorganismen 
A und B immunisierten Individuums verliert nach Ver- 
setzung mit A  nur seine Agglutinationskraft fiir A, nach 
Versetzung mit B nur sein Agglutinationsvermógen fiir B.

1) Ca s t e l l a n i , Zeitschr. f. Hyg. 1902, Bd. XL.

www.dlibra.wum.edu.pl



Agglutinationsreaktionen. Castellanischer Yersuch. 4 5

Erforderlich sind dieselben Geratschaften wie zur An- 
stellung der WiDALschen Reaktion iiberhaupt, die dem 
CASTELLANischen Yersuch ja voranzugehen hat.

A u s f uhrung.
Je 0,5— 1 ccm des zu untersuchenden Serums, das, wie 

wir e. c. annehmen wollen, gleichzeitig Typhusbazillen und 
Bacterium coli agglutiniert, werden in enge Reageuzrohr- 
chen gebracht und nun mit relativ grofien Mengen (4— 8 
groflen Osen ein er 24stiindigen Agarkultur) a) von B. typhi,
b) von B. coli versetzt. Die Bakterienmasse wird moglichst 
fein verteilt und die Emulsion dann auf 12 Stunden in 
den Thermostaten gebracht. Nach Ablauf dieser Zeit priift 
man, ob die Sera, die durch Zentrifugieren von dem agglu- 
tinierten Bakterienmateriale getrennb wurden, noch gegen 
Typhus- bzw. Colibazillen -wirksam sind, in welchem Falle 
der Bakterienzusatz wiederholt werden muBte. Ist der A g- 
glutiningehalt der Sera dagegen erschópft —  die Emulsion 
bleibt dann triibe —  so wird durch scharfes Zentrifugieren 
(oder durch 12— 24stiindige Sedimentierung im Eisschrank) 
die Hauptmasse der Bakterien entfernt und nun ein A g
glutination sversuch gegenuber jener Bakterienart, die n ich t 
zur Absorption benutzt worden war, angestellt (also bei 
Probe a) gegenuber Coli, bei Probe b) gegenuber Typhus).

Ergibt dieser Versuch, dafi die Wirksamkeit gegeniiber 
Bacterium coli trotz der Absorption mit Typhusbazillen und 
die Wirksamkeit gegenuber B. typhi trotz Absorption mit
B. coli fast unverandert geblieben ist, so handelt es sich 
hóchstwahrscheinlich um eine M isch in fe k t io n  von  C oli 
und T yp h u s. Ist dagegen die agglutinierende Kraft des 
Serums gegenuber Bacterium coli infolge der Absorption 
mit Typhusbazillen erloschen, so liegt hóchstwahrscheinlich 
nur Infektion mit Bacterium typhi vor und die Wirkung 
auf Bacterium coli ist nur ais M ita g g lu tin a tion  aufzufassen.

Die praktischen Erfahrungen mit der CASTELLANischen 
Methode sind noch keine sehr umfangreichen.
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IV. Bakterizide Reaktionen.

A. lin T ierversuch : P f e i f f e r sche R ea k tion .

P r in z ip : Wird eine Bakterienkultur mit homologem Immun- 
serunj gemischt in die Bauchhohle eines Meerschweinchens 
eingespritzt, so tritt binnen kurzer Zeit Auflosung der 
Bakterien unter typischer Granulabildung ein, wahrend 
dieselben bei Verwendung normalen Serums oder hetero- 
logen Immunserums intakt und eventuell lebhaft beweg- 
lich bleiben.

Anwendungen.
1. A g n o sz ie ru n g  e in er  fr a g l ic h e n , aus D e je k te n , 

W a sser  usw. iso lie r ten  B akterien art.

(Meist handelt es sich urn Cholera- oder ahnliche 
Vibrionen, Typhus- eventuell Paratyphusbazillen.)

Hierzu sind erforderlich:
a) Yier M eersch w ein ch en  yon etwa 200— 300 g 

Kórpergewicht;
b) h och w ertiges  Im m unserum . Meist leicht zu 

gewinnen dureh ein- oder mehrmalige Einspritzung des bei 
60° abgetóteten Rasens von schragen Agarkulturen der- 
jenigen Bakterienart, mit welcher der fragliche Stamm iden- 
tifiziert werden soli, in die Bauchhohle von Kaninchen Die 
Tiere werden 14 Tage nach der letzten Injektion getótet.

Das Serumgemisch mehrerer so behandelten Tiere wird 
zur Konservierung im Yakuum getrocknet und in kleinen 
braunen Glasphiolen zu je 0,2 aufbewahrt. Dasselbe wird 
vom konigl. preuB. Institut fiir Infektionskrankheiten in 
Berlin an amtliche bakteriologische Institute abgegeben.

Das Serum muB so wirksam sein, daB mindestens 
0,0002 g davon geniigen, um eine Ose ( =  2 mg) einer
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Bakterizide Reaktionen. Pfeifferscher Yersuch. 47

18stiindigen virulenten Cholera- bzw. Typhuskultur, die 
mit 1 ccm Bouillon in die Bauchhóhle von Meerschweinchen 
eingespritzt wird, innerhalb einer Stunde yollkommen in 
Granula zu verwandeln. Sein „T ite r ‘ : mufi also mindestens 
0,0002 g betragen;

c) n orm a les  K a n in ch en seru m , eventuell in der 
gleicben Weise getrocknet;

d) e ine 1 8 s tiin d ig e  K u ltu r  der fraglichen zu prii- 
fenden Bakterienart auf schragem Agar;

e) eine S p ritze  mit stu m p fer  Hohlnadel;
f) S ch ere  und P in z e tte  zur Durchtrennung der 

aufieren Haut bei der Injektion;
g) mehrere K a p illa re n , die man sich durch Aus- 

ziehen von etwa 0,5 cm weiten Glasrohrchen in der Bunsen- 
flamme herstellt, zur Entnahme von Peritonealinhalt. Die- 
selben sind an dem weiteren Ende mit etwas Watte zu 
yerschliefien, um beim Ansaugen eine Infektion zu vermeiden;

h) vier S p itzg la se r  (von der GroBe und Form von 
Likorglasern) zur Mischung der Injektionsflussigkeiten;

i) h oh le  O b je k ttra g e r , D e ck g la s e r , Vaseline, zur 
Anfertigung hangender Tropfen;

k) eine kalibrierte P la t in ó s e  (zu 2 mg) fiir die Ent
nahme des Bakterienmaterials;

1) P ip e tte n , in Hundertstel Kubikzentimeter geteilt 
(Inhalt 0,1 ccm) und in Zehntel Kubikzentimeter geteilt 
(Inhalt 10 ccm und 1,0 ccm);

m) sterile Nahrbouillon;
n) physiologische Kochsalzlósung.

A u s f  uhrun g.
In drei Spitzglaser kommen: je 1 ccm Nahrbouillon 

(nicht Kochsalz- oder Peptonlósung) und je eine óse der 
zu untersuchenden Agarkultur, die durch Verreiben mit der 
Platinóse an der Wand des Glaschens yerteilt wird.
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4 8  Bakterizide Reaktionen. Pfeifferscher Yersuch.

In G la sch en  1 kommt ferner die funffache Titerdose 
des Serums (also etwa 1 mg von einem Serum mit dem 
Titer 0,002).

In G la sch en  2 kommt die lOfache Titerdose (also 
in unserem Beispiel 2 mg).

In G la sch e n  3 kommt ais Kontrolle die 50 fache 
Titerdose vom normalen Serum derselben Tierart, von der 
das Immunserum stammt.

Diese verschiedenen Serumdosen mussen, um stets gleiche 
Yerhaltnisse zu haben, stets im gleichen Flussigkeitsvolum 
zugesetzt werden, weshalb man passende Verdiinnungen her- 
stellen muB. In un serem Beispiel wurde man etwa 0,2 g 
Trockenserum in 10 ccm physiologischer Kochsalzlosung 
losen. —  Von dieser Verdiinnung wurden 0,2 ccm also 
0,002 g =  2 mg enthalten und zu Glaschen 2 hinzugesetzt 
werden.

Verdunnt man einen Teil dieser Stammlosung aufs 
Doppelte, so ware nun in 0,2 ccm 1 mg Serum enthalten, 
welche Dosis fiir Glaschen 1 bestimmt ist. Von dem 
Normalserum dagegen waren 0,2 ccm einer Losung von 
0,2 g Trockensubstanz in 4 ccm Kochsalzlosung zu ver- 
wenden.

In G la sch en  4 endlich kommt neben 4 ccm Bouillon 
und 0,8 ccm Kochsalzlosung 1 Óse der Agarkultur, so 
daB in der Injektionsdose von 1,2 ccm gerade 1/i Óse ent
halten ist.

Der Inhalt der verschiedenen Glaschen wird griindlich 
gemischt, worauf die Einspritzung erfolgt. Nach Durch- 
schneidung der auBeren Haut durch einen kurzeń Scheren- 
schlag wird die Bauchdecke mit der stumpfen Kaniile durch- 
stoBen und jedem der vier Meerschweinchen der Inhalt eines 
Glaschens (bzw. von No. 4 1,2 ccm) injiziert.

Nach 20 Minuten und einer Stunde wird dann an 
derselben Stelle mit Hilfe der Kapillarróhrchen ein Tropfchen 
Peritonealflussigkeit entnommen (meist geniigt der intra-
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abdominelle Druck, um sie in der Kapillare aufsteigen zu 
lassen) und dann im hangenden Trop fen untersucht.

Wenn bei Meerschweinchen 1 und 2 spatestens nach 
einer Stunde Granulabildung auftritt, bei 3 und 4 dagegen 
grobe Mengen lebhaft beweglicher und gut erhaltener Vi- 
brionen vorhanden sind, ist die Reaktion ais positiv anzu- 
sehen und die Diagnose gesichert.

2. N ach w eis  der b a k ter iz id en  A n t ik o rp e r  im Serum  
von  K ra n k en  oder R e k o n y a le s ze n te n  (zur Feststellung 

abgelaufener Cholerafalle usw.).

Hierzu sind erforderlich: dieselben Requisiten wie bei
1. nur mit folgendem Unterschied:

An Stelle von d) hat eine 18stiindige Kultur ech ter  
C h o le ra v ib r ion en  (bzw. Typhusbazillen) auf schragem 
Agar zu treten. An Stelle von b) das zu untersuchende 
Serum des Patienten.

A u sfu h ru n  g.

Es werden Verdunnungen des Patientenserums mit 20, 
100 und 500 Teilen Bouillon hergestellt und je 1 ccm dieser 
Verdunnungen in die drei Spitzglaschen gebracht, welche 
dann mit 1 Ose Kultur beschickt werden.

Glaschen 4 erhalt 4 ccm Bouillon ohne Serum 1 Ose 
Kultur, wobei die Injektionsdose hier (1 ccm entsprechend) 
1/i Ose betragt. Im iibrigen siehe A  1.

Bei Granulabildung im Peritoneum von Mcerschwein- 
chen 1— 3 und Fehlen des Bakterienzerfalls bei 4 ist die 
Reaktion ais positiv anzusehen und somit die Diagnose auf 
Cholera usw. zu stellen.

Sollte bei Ausfiihrung der Reaktion auch Meerschwein
chen 4 Granulabildung aufweisen, so ist der betreffende 
Bakterienstamm ais ungeeignet anzusehen.

Mu l  l o r ,  Sorodiagnostischo Mothoden. 3. Auf!. 4
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5 0 Bakterizider Reagenzglasversuch.

B. Bakterizider Reagenzglasversuch.
N ach w eis  b a k ter iz id er  S u bstan zen  im B lu tseru m  

von  K ran k en .
Von S t e r n  und K o r t e  ł) fiir Typhus ausgearbeitet; kom - 

p liz ie rt , und nur ausnahmsweise fiir Falle zu empfehlen, 
wo die Agglutination unsichere Resultate geliefert hat. 
P r in z ip : zu einer an und fiir sich unwirksamen Mischung 

von frischem, komplementhaltigen Normalserum werden 
verschiedene Mengen des zu priifenden inaktivierten, d. i. 
auf 56° erhitzten Serums des Patienten hinzugefiigt und 
bestimmt, bis zu welcher Serumyerdiinnung durch Platten- 
aussaat noch bakterizide Wirkung nachweisbar ist, d. h. 
Keimverminderung gegeniiber den Kontrollproben besteht.

Hierzu sind erforderlich:
a) das Serum  des P a tien ten , durch eine halbe Stunde 

auf 5 6 ° erhitzt, dann mit steriler 0 ,8 5 °/0iger Kochsalz- 
lósutig auf das 50— lOOfache verdiinnt;

b) frisches, am Tage des Versuches gewonnenes Serum  
eines norm alen  K a n in ch en s , 10— 15fach verdiinnt, 
ais Komplementąuelle;

c) eine 24stiindige T y p h u s b o u il lo n k u ltu r , 500fach 
verdiinnt mit steriler physiologischer Kochsalzlosung;

d) s te r ile , mit Wattepfrof versehene kurze (etwa 10 cm 
lange) R oh rch en  von der Weite gewohnlicher Reagenz- 
glaser, in einem Reagenzglasgestell;

e) sterile p h y s io lo g is ch e  K o c h s a lz lo s u n g ;
f) s te r ile  P e tr is c h a le n ;
g) ste r ile  R oh rch en  mit N ah ragar;
h) s te r ile , in Z e h n te l K u b ik z e n tim e te r  g e te ilte  

P ip etten  (Inhalt 10 ccm und 1,0 ccm);
i) ein Wasserbad zum Verfliissigen des Nahragars;
k) ein Thermometer;

1) Beri. klin. Wochenschr. 1904.
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1) ein auf 37° C eingestellter Brutschrank (unter Urn-
standen entbehrlich).

A u sfu h ru n g .
In 12 nebeneinander im Reagenzglasgestell stehende 

Rohrchen kommt je 1,0 ccm steriler Kochsalzlosung. In 
das erste Rohrchen dieser Reihe wird dann 1,0 ccm des 
inaktivierten und verdiinnten zu priifenden Patientenserumś 
gebracht, durch wiederholtes Aufsaugen und Wiederaus- 
fliefienlassen gut durchgemischt, von dem Gemisch (mit der
selben Pipette) 1 ccm angesaugt und in das nachstfolgende 
Rohrchen iibertragen. Hier wird wieder gut durchgemischt, 
1 ccm abgesaugt und in das dritte Rohrchen gebracht usf., 
bis man bei dem 12. Glaschen angelangt ist. Der aus 
diesem nach der Vermischung entnommene 1 ccm wird fort- 
gegossen.

Samtliche Rohrchen enthalten nunmehr 1 ccm Fliissig- 
keit und zwar in den Verdunnungen i/2, 1/i, usw* der 
Anfangsverdunnung des Patientenserums.

Zu allen diesen Proben kommen nun noch 0,5 ccm 
der Bakterienemulsion und zuletzt 0,5 ccm des yerdunnten 
Komplementserums.

Ais Kontrollproben dienen:
1. a) und b): je 1,5 ccm Kochsalzlosung-[-0 ,5  ccm 

Bazillenemulsion.
2. 1,0 Kochsalzlosung -)- 0,5 ccm Komplementserum- 

yerdiinnung -|- 0,5 Bazillenemulsion.
Rohrchen la )  wird sofort mit yerfliissigtem, auf 4 1 °  C 

abgekiihltem Agar beschickt und nach yorsichtiger aber 
rascher Mischung der ganze Inhalt in eine Petrischale aus- 
gegossen. Diese Platte zeigt die GróBe der urspriinglichen 
Bakterienaussaat an.

Samtliche iibrigen Rohrchen kommen auf drei bis vier 
Stunden in den Brutschrank, und werden erst nach Ablauf 
dieser Zeit in gleicher Weise wie 1 a zu Platten yerarbeitet.

4*
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5 2 Bakterizider Reagenzglasversuch.

(Eventuell konnen iibrigens stalt AgarplatLen auch Gelatine- 
platten angelegt werden.)

Kontrolle 1 b gibt dann an, wie stark sich die Bak- 
terien wahrend dieser Zeit ohne Einwirkung bakterizider 
Substanzen vermehrt hatten; Kontrolle 2 zeigt die Unwirk- 
samkeit des Komplementserums fur sich allein, ohne die 
spezifischen Bakteriolysine des Patientenserums. Findet sich 
bei dieser Kontrollprobe wider Erwarten starkę bakterizide 
Wirkung, so ist die ganze Versuchsreihe unbrauchbar.

Die Besichtigung der Platten, die, den Schalendeckel 
nach unten, in den Brutschrank gestellt werden, kann schon 
nach 12 Stunden erfolgen. (Gelatineplatten, die bei 22° C 
aufrecht aufbewahrt werden sollen, sind erst nach 48 Stunden 
zur Betrachtung reif.)

Eine Auszahlung der angegangenen Kolonien ist iiber- 
fliissig, da nur auf grofie, ohne weiteres erkennbare Unter- 
schiede Gewieht zu legen ist.

Zur Veranschaulichung sei ein Versuch von S t e r n  
und K o r t e  mit einem sehr hochwertigen Typhusserum hier 
wiedergegeben: (siehe Tabeiie s. 53.)

Sera nicht typhoser Individuen zeiglen nach H a h n  ') 
nur in etwa einem Drittel der Falle iiberh au p t einen 
bakteriziden Effekt, der zudem  nur ganz au sn ah m s- 
w eise iiber die V e rd iin n u n g  l/500 h inaus n a ch w eis - 
bar war. Dagegen waren die Sera fiebernder oder kiirz- 
lich entfieberter typhoser Patienten samtlich in mehr ais 
lOOOfacher, meist sogar noch in 50 000 facher Verdiinnung 
wirksam. (In unserem S. 53 angefiihrten Beispiel reicht 
die Wirkung eben bis V2 0 4 8 0 0 0 » a^er bei 7512000 noch 
sehr intensiv.)

Je hóher der bakterizide Titer eines zu untersuchenden 
Serums iiber die gewohnlich bei normalen Serum gefundenen 
Werte hinausgeht, desto wahrscheinlicher ist es, daB es sich 
um eine Infektion mit Typhusbazillen handelt.

1) H a h n , Deutsches Arcli. f. klin. M edizin 1905.
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5 4 Hamolytische Reaktionen. „Alexinprobe.“

V. H am olytische Reaktionen.
„Klinische Alexinprobe“ nach M o r o 1).

P rin z ip : Zu einem Gemisch von gewaschenen Flrythrozyten 
mit einer zur Losung hinreichenden Menge hamolytischen 
aber inaktivierten Immunserums (Ambozeptorserum) wird 
menschliches Serum in einer bestinnnten Quantitat hinzu- 
gesetzt und nach 2stundigem Aufenthalt der Proben im 
Brutschrank der hamolytische Effekt bestimmt. Sein 
Grad gibt einen ungefahren Mafistab iiberden Komplement- 
(Alexin)gehalt des betreffenden Serums an.

Hierzu sind erforderlich:
1. Eine 10 °/0 Aufsehwemmung gewaschener Hammel- 

erythrozyten in physiologischer Kochsalzlosung.
2. Hochwertiges Hammelblutimmunserum, ais Ambozeptor- 

ąuelle, inaktiviert.
3. Das zu priifende a k tiv e  Menschenserum. Zur Ge- 

winnung desselben geniigen etwa 5, dem angestochenen 
Ohrlappchen entnommenen Blutstropfen.

4. Pipetten in 0 ,1— 0,05 ccm geteilt.
5. Reagenzrohrchen von 5— 6 mm innerer Lichte und 

ca. 5 cm Hóhe; Reagenzglasgestelle.
6. Eventuell: ein SAHLisches Hamometer.

A u s f iihrun g.
Das hamolytische System besteht aus folgenden Kom- 

ponenten:
0,1 ccm Hammelblutautschwemmung-j-0,1 ccm einer 

2 °/00 Losung i. a. Immunserums (vom Titer 1/1000— 1/ i 5 oo) ~I-  
0,025 ccm (0,1 ccm 4fach verdiinnten) frisch en  Menschen- 
serums.

Dabei erfolgt entweder komplette Hamolyse, oder es 
bleibt ein ungeloster Erythrozytenrest zuriick.

1) Miinch. med. Wochenschr. 1907, No. 21. u. 31. Aufier- 
dem briefliclie Mitteilung.
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H iim olytische R eaktionen . „A le x in p ro b e .“  \  55 T /
\

w / ,  . x
Zur Bestimmuug des Blutkorperchenrestes zentrifugiert. /:

man, gieBt die obenstehende Fliissigkeit vom Bodensatz,^ der 
aus Erythrozyten besteht, ab und lóst die Blutkorperchen^ 
in 0,1 n/ 10 Salzsaure. Die gelbe bis braune Verfarbung 
der entstandenen Losung riihrt von der Uberfiihrung des
Hamoglobins in salzsaures Hamatin her. Die Fliissigkeit
wird quantitativ in das dem Instrumentarium des Sahli- 
schen Hamometers beigegebene produzierte Glaschen iiber- 
tragen und der Farbenton der Hamatinlosung mit jenem 
der Standardlosung (nach Sahli) verglichen.

Dabei kann:
1. D er F a rb en ton  der L o su n g  lich te r  ais jen er 

der V e r g le ic h s lo s u n g  se in ; man notiert dieses 
Ergebnis in der Form : n 0,1, wobei n die Fliissig- 
keitsmenge darstellt, in welcher der Blutkorperchen- 
bodensatz gelost werden muB, um gleiche Farben-
nuance zu geben wie die Standardlosung;

2. er kann ihm g le ich  sein : n =  0 ,l ;
3. er kann d u n k le r  sein ais der Ton der Standard

losung. In diesem Falle verdiinnt man die Hamatin- 
lósung bis zur Farbengleichheit der Standardlosung.
Wird dies z. B. durch Zusatz von 0,25 ccm Wasser 
erzielt, so notiert man n =  0 ,1 -[-0 ,25  oder kurz 0,35.

Nach diesem Verfahren ergibt sich fur die ganze ver- 
wendete Erytbrozytenmasse der Wert: 0,8 (s. ungeloste
Kon trolle).

A. Bei vollstandigem Mangel an Komplementwirkung 
resultiert dementsprecheiul der Wert: 0,8.

B. Werte zwischen 0,75— 0,4 sprechen fur einen mehr 
oder weniger betrachtlich verminderten Komplement- 
gehalt.

C. Normaler Komplementgehalt entspricht den Werten:
0,4— 0,1.

D. Die Werte: 0,1 — 0,0 zeigen einen iibernormal ge- 
steigerten Komplementgehalt an.
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5 6 Komplementablenkung.

Zur Ausschaltung der naturlichen Ambozeptorwirkung 
des menschlichen Aktivserums, die den Ablauf der Hamo- 
tyse gelegentlich storend zu beeinflussen vermag, erwies sich 
folgendes System ais das geeignetere:

0,1 ccm 10°/0 Menschenerythrozytenemulsion -|- 0,1 ccm 
entsprechend verdiinntes Menschenblutimmunserum vom 
Kaninchen (das die eben lósende Dosis fiir 0,1 Menschen- 
blutaufschwemmung enthalt), -[ - 0,025 ccm frisches Menschen- 
serum.

Im Ubrigen gestaltet sich das weitere Yerfahren prinzipiell 
gleich, wie oben.

VI. Antiham olytische Reaktionen.
(Verfahren der Komplementablenkung.)

P r in z ip : Wenn eiweiBartige Antigene in Gegenwart von 
aktivem ( =  komplementhaltigem) Normalserum mit ihren 
homologen, spezifischen Antikorpern in Berubrung treten, 
so findet eine Bindung des Komplements statt. Dieselbe 
auBert sich darin, dafi das Gemisch trotz seines Komple- 
mentgehalts nun nicht mebr befahigt ist, ein hamoly- 
tisches System (sensibilisierte rote Blutkorperchen, die mit 
hamolytischen Anibozeptoren beladen sind) zur Auflósung 
zu bringen. Diese Komplementablenkung, die spezifisch 
ist, ermóglichst also den Nachweis gewisser Antigene (z. T. 
bakteriellen Ursprungs) bzw. der ihnen entsprechenden 
Antikórper in dem zu untersuchenden Materiale und stellt 
in mancher Hinsicht eine Konkurrenzmethode der Pnizi- 
pitinreaktionen dar.

Anwendungen.
A. Nachweis eiw eiBartiger Antigene

(z. B. von Menscheneiweifi in Blutflecken; oder von bak
teriellen Substanzen im Serum von Kranken).
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Komplementablenkung. 5 7

Technik nach R ickmann1).
H ierzu sin d  e r fo r d e r l ic h :
a) ein hochwirksames Immunserum gegen jene Anti- 

gene, welche in dem zu untersuchenden Materiale nachge- 
wiesen werden sollen, von bekanntem Titer (Herstellung 
siehe S. 20: Prazipitinreaktionen A a);

b) fr is ch e s , ani se lben  T a ge  gew on n en es , kom - 
p le m e n t h a l t ig e s  S eru m  n o r m a le r  Meerschweinchen 
(K  o m p 1 e m e n ts e r u m );

c) eine 5 ° /0ige A u fsch w em m u n g  m eh rfach  mit 
p h y s io lo g is c h e r  K o c h s a lz lo s u n g  gew a sch en er (vom 
Serum befreiter) R in der(oder H am m el-)b lutkórperchen; 
(man stellt sich die 5 ° /0ige Aufschwemmung des defibri- 
nierten Blutes in physiologischer Kochsalzlosung her, zentri- 
fugiert, giefit die klare Fliissigkeit ab und ersetzt dieselbe 
durch die gleiehe Menge neuer Kochsalzlosung. Diese Pro- 
zedur wird mindestens dreimal wiederholt);

d) eine yollkommen klare Losung der zu u n t e r 
su ch en d en  S u bstan z  (Blutspuren sind in gleicher Weise 
in Losung zu bringen wie fiir die Prazipitinreaktion);

e) e ine L o su n g  jen es A n tig e n s , dessen Nachweis 
in dem zu untersuchenden Materiale erbracht werden soli. 
(Also z. B. Menschenserum; oder, wenn es sich um das 
Serum eines Typhuskranken lnindelt, ein Typhusbazillen- 
extrakt.)

L tjdke2) hat ein solches Typhusbazillenextrakt in fol- 
gender Weise hergestellt: eine Aufschwemmung einer 24- 
stundigen Agarkultur in Wasser wurde durch 1/2stiindiges 
Erwarmen auf 60° abgetotet, zentrifugiert, der aus Bazillen 
bestehende Bodensatz getrocknet und die Bazillenmasse dann 
im Achatmorser unter tropfenweisem Zusatz von physiolo
gischer Kochsalzlosung sorgfaltig zerrieben. Durch weiteres

1) Ric k m a n n , Arbeiten aus dem Konigl. Institut fiir experim. 
Therapie in Frankfurt 1907.

2) L u d k e , Zur Kenntnis der Komplemente, Wiirzburg 1908.
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5 8 Komplementablenkung. Antigennachweis.

Auffiillen mit Kochsalzlosung wurde so eine leichte opales- 
zierende Fliissigkeit erhalten.

L e u c h s 1) gibt folgende Vorschrift: KoLLEsche Schalen, 
dereń beimpfte Flachę etwa der von 10 Agarrohrchen ent- 
spricht, werden mit der betreffenden Bakterienart infiziert, 
der Bakterienrasen nach 24stiindiger Bebriitung bei 37° 
mit je 5 ccm sterilem, destilliertem Wasser abgeschwemmt, 
die Aufschwemmung dann zur Abtotung der Bakterien 
24 Stunden bei 60° gehalten und dann weitere 24 Stunden 
im Schiittelapparat bei Zimmertemperatur der Autolyse iiber- 
lassen. Hierauf wird die Aufschwemmung energisch zentri- 
fugiert und die klare iiberstehende Fliissigkeit mit 0 ,5 %  
Phenol versetzt im Eisschrank konserviert, wo sie sich 
mindestens 6 — 8 Wochen unyerandert brauchbar erhalt;

f) inaktives (eine halbe Stunde auf 56° erhitztes) von 
Kaninchen gewonnenes hochwirksames Immunserum gegen 
Rinderblut (Hammelblut) (A m bozeptorseru m ). Dasselbe 
inufi wie alle hier verwendeten Fliissigkeiten yollkommen 
klar sein;

g) kleine Reagenzrohrchen von 0,9 — 1 cm Weite und 
10 cm Lange;

h) MeBpipetten, in Hundertstel Kubikzentimeter geteilt 
(Inhalt 0,1 ccm) und in Zehntel Kubikzentimeter geteilt 
(Inhalt 1 ccm und 10 ccm);

i) physiologische Kochsalzlosung;
j) ein auf 37° eingestellter Thermostat;
k) ein Wasserbad, zur Inaktivierung der Sera.

A u sfiib ru n g .

Der Ausfiihrung der eigentlichen Untersuchung mufi 
eine Wertbestinunung (Titerbestimmung) des Ambozeptor- 
serums des Komplementserums sowie des EiweiBimmun- 
serums vorangehen.

1) L e u c h s , Beri. klin. Wochenschr. 1907.
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Komplementablenkung. Antigennachweis. 5 9

1. E in s te llu n g  des A m bozeptorseru m s.

In eine Reihe von Reagenzrohrchen kommt je 1 ccm 
der Rinderblutaufschwemmung, je 0,1 ccm Komplement- 
serum und absteigende Mengen des inaktiyen A mbozeptor
serums, etwa in folgender Weise:

100faclie Yerd. des Amliozeptor-
serunis mit Kochsalzlosung • 0,25 ccm =  0,0025 Orig.-Ser.

do. 0,15 „  = 0 ,0 0 1 5
do. 0,10 ,. =  0,001 „

lOOOfache Yerd. des Ambozeptor-
serums mit Kochsalzlosung • 0,75 ,, =  0,00075 „

do. 0,50 „  = 0 ,0 0 0 5  „
do. 0,35 „  = 0 ,0 0 0 3 5  „
do. 0,25 „  = 0 ,0 0 0 2 5
do. 0,15 ,, = 0 ,0 0 0 1 5  „
do. 0,10 „ = 0 ,0 0 0 1 0  „

Ais Kontrolle eine Probe ohne Ambozeptorserum. Der 
Inhalt aller Rohrchen wird durch Zusatz von Kochsalz
losung auf gleiches Yolum (2,1— 2,5 ccm) gebracht und 
dann, nach grundliehem Durchinischen, die Rohrchen zwei 
Stunden bei 37 0 C gehalten. Nach Ablauf dieser Zeit 
wird notiert, bei welcher Ambozeptordose eben noch voll- 
kommene Htimolyse aufgetreten ist. Zu den weiteren Ver- 
suchen wird dann das \xj2— 2 fa ch e  M u ltip lu m  dieser 
Dose benutzt, die in 0,1— 0,2 ccm Flussigkeit enthalten 
sein soli, wonach die zu verwendende Verdiinnung des 
A mbozeptorserums zu bemessen ist.

2. E in s te llu n g  des K om plem en tseru m s.
Eine Reihe von Reagenzglaschen wird nun mit der 

festgestellten Ambozeptordosis, mit je 1 ccm Blutaufschwem- 
mung und mit absteigenden Mengen des Komplementserums 
beschickt.
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(30 Komplementablenkung. Antigennachweis.

Von letzterem werden etwa folgende Mengen zu- 
gesetzt:
Komplementserum, unverdiinnt . . 0,1 ccm

„ lOfach verdunnt 0,75 ., =(>,075 Orig.-Ser.
0,5_ ,. =0,050

,, ,, ,, 0,35 ,, =  0,035 „
„ „ „ 0,25 „ =0,025 „

0,15 ,. =0,015
0,1 ,. = 0,01
o ,, =  ,,

Auch hier wird wieder mit Kochsalzlosung auf gleiches 
Volum erganzt; dann werden die Rohrchen zwei Stunden 
bei 3 7 °  gehalten und das Resultat notiert. Ais weiterhin 
zu benutzende Komplementdose wird wiederum das 11/ 2- bis 
2faches Multiplum der eben vollkommen lósenden Komple- 
mentmenge festgesetzt.

Damit ist also das zu verwendende h a m oly tisch e  
S ystem , bestehend aus 1 ccm R in d e rb lu t  und den eben 
bestimmten Mengen von A m b ozep torseru m  und K om - 
p lem entserum  fixiert. Bemerkt sei noch, dafi das Ambo
zeptorserum so stark sein soli, dafi seine vollkommen lósende 
Dose bei Verwendung von 0,1 ccm Meerschweinchenkom- 
plement bei 0,001— 0,0005 ccm gelegen ist.

3. E in s te llu n g  des E iw eifiim m u n seru m s (B a k terien - 
im m unserum s),

Zu diesem Zweck mufi festgestellt werden, bis zu 
welchen Verdiinnungsgraden das Immunserum noch imstande 
ist, beim Zusammentreffen mit dem nachzuweisenden Antigen 
(ais z. B. mit MenscheneiweiB oder mit Typhusbazillen- 
extrakt) die Hamolyse in dem oben festgelegten System zu 
verhindern. Dies geschieht nun folgendermafien:

Handelt es sich z. B. um den Nachweis von menscb- 
lichem EiweiB in einer Blutspur, so werden folgende drei 
Yersucbsreiben angesetzt:
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Komplementablenkung. Antigennachweis. 61

Reihe a) erhalt je 0,1 ccm eines 100fach verdunnten Menschenser. 
„  b) „ „ 0,1 „ „  1000 fach „  „
„  c) „  „ 0,1 „ physiologische Kochsalzlosung.

AuBerdem erhalt jedes Róhrchen der drei Reihen das 
friiher bestimmte Komplementseruin und absteigende Mengen 
des Immunserums, etwa in folgender Weise:

Antiserum, unverdunnt . . 0,1 ccm
,, 10fach verdunnt 0,75 „ =0,075 Orig.-Ser.
,, ,, ,, 0,5 ,, =  0,05 ,,

„ „ 0,35 „ =  0,035 „
0,25 „  =  0,025 „
0,2 „ = 0,02

„ ,, 0,15 „ =0,015 „
0,1 „ =0 ,01

,) >) 0 „  —  ,,

Diese drei Reihen werden nun eine Stunde lang bei 
87 0 im Brutschrank erhalten, wobei in Reihe a und b die 
Gelegenheit zur Komplementbindung gegeben ist; erst dann 
werden alle Róhrchen mit 1 ccm Blutaufschwemmung und 
mit der bestimmten Menge des Ambozeptorserums beschickt, 
auf gleiches Volumen gebracht und neuerdings auf zwei 
Stunden in den Brutschrank gestellt. Kontrollreihe c muB 
dann, da sie nur Antiserum aber kein Antigen (Menschen- 
serum) enthalt, vollkommene Hamolyse zeigen, wahrend in 
den beiden anderen Reihen, wenn das Antiserum geniigend 
wirksam ist, mehr oder weniger ausgedehnte Hemmung zu 
beobachten sein wird. Da man nun fur den forensischen 
EiweiBnachweis bzw. Blutnachweis fordern muB, daB das 
Antiserum mindestens Yioooo ccm (= 0 ,1  ccm einer 1000- 
fachen Verdiinnung) des Menschenserums nachzuweisen ge- 
stattet, so wird also nur ein Antiserum brauchbar sein, das 
auch in Reihe b kraftige Komplementablenkung, d. i. Haino- 
lysehemmung erzeugt hat. Ais Dose fiir den eigentlichen y er
such wahlt man dann einen  W ert, der nur w enig gróB er 
ist ais die eben  v o llk om m en  hem m ende D os is . —
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62 Kom plem entablenkung. A ntigennacbw eis.

Bei seinen Versuchen iiber den Nachweis von Typhus- 
bazillenantigen im Blute von Kranken bat L u d k e  (ent- 
sprechend unserer Reihe a ais Menge des Bazillenextrakts 
0,1 ccm vervvendet; ais Reihe b kónnte man dann eine 
solcbe mit 0,01 ccm Extrakt ansetzen.

Damit sind die —  allerdings etwas umstandlichen '—  
V ora rb e iten  fiir den eigentlichen Ablenkungsversuch er- 
ledigt. Da jedoch alle dabei beteiligten Fliissigkeiten mit 
Ausnahme des Komplementserums im eingefrorenen Zustand1) 
fast beliebig lange unverandert aufbewahrt werden konnen, 
so reicht man mit einer einmaligen Titerbestimmung lange 
Zeit aus und hat jedesmal nur die Wertigkeit des frischen 
Komplementserums festzustellen, was nur geringe Miihe er- 
fordert.

4. A u s fu h ru n g  des e ig en tlich en  A b le n k u n g s -  
yersu ch s.

In eine Reihe von Reagenzrohrchen konnnen
1. die bestimmte Menge Komplementserum;
2. die bestimmte Menge des Antiserums;
3. absteigende Mengen der zu untersuchenden Fliissigkeit.

Beim forensischen Blutnachweis hatte man etwa von
derselben zuzusetzen:

0,1 ccm unverdunnt
0,1 „  lOfach verdiinnt =  0,01 ccm
0,1 100 ., „  =  0,001 
0,1 „  1000 „ „  =  0,0001 „
0,1 „ 10000 ,, ., =0,00001 „
o » >> » =

Beim Nachweis von Bazillensubstanz im Serum wird 
man groflere Mengen, etwa von 1 ccm bis zu 0,001 ccm 
abwarts wahlen.

1) Hierzu eignet sich der Gefrierapparat „F rigo41 von M o r u e k - 
roth  (F. u. M. Lautenschlager, Tlerlin)
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Komplemenlablenkung. Antigennachweis. G3

Nach einstiindigem Anten I hal t im Brutschrank wird 
dann zu jedem Rohrchen noch 1 ccm Blutaufschwemmung 
und die festgesetzte Ambozeptormenge zugesetzt. Ais K 0 1 1 - 
trollen dienen genau in gleicher Weise beschiekte Rohrchen, 
nur oh ne A ntiseru m . Nach weiterem zweistiindigen Aufent- 
halt im Brutschrank miissen samtliche Kontrollen Hamolyse 
aufweisen, wahrend in der eigentlichen Yersuchsreihe mehr 
oder weniger ausgedehnte Hemmung zu beobachten ist, 
wenn die Reaktion positiv verlauft.

Das Verfahren ist sp e z ifis ch e r  ais die Prazipations- 
methode, und die Gefahr heterologer Reaktionen infolge der 
Moglichkeit, kleine Mengen des Antiserums zu verwenden, 
viel geringer.

B. Nachweis yon Antikorpern.

Im Serum, Zerebrospinalfliissigkeit oder Gewebe von Kranken 
(bei Typhus, Meningokokken-, Gonokokkenaffektionen, Pneu- 

monie, Staphylomykosen, Syphilis).

Hierzu sind erforderlich: dieselben Geratschaften') und 
Fliissigkeiten, wie bei A aufgezahlt, mit folgendem Unter- 
schied:

An Stelle von a fungiert das auf Antikorper zu unter- 
suchende (bei 56° inaktivierte) voilkommen klare Serum 
des Patienten (bzw. Spinalfliissigkeit).

An Stelle von d fungiert eine Losung jenes Antigens, 
dessen Antikorper nachgewiesen werden sollen; also bei

1) F i n k e l s t e i n  (Beri. KI. W . 1909, No. 35) hat zur Aus- 
fiihrung'der Komplementablenkung besondere Glaschen angegeben, 
die aus einem triehterartigem GefaR bestelien, an dessen unteres 
Ende ein mit Teilung verselienes Glasrohrcben von 40 mm I^ange 
und 1 mm innerer Lichte angeschmolzen ist. Der Gesamtinhalt 
des Glaschens betragt 7— 8 ccm. Nach Yerweilen im Brutschrank 
wird dasselbe einige Minuten lang zentrifugiert, wobei sich die 
ungelOsten Blutkorperchen in der Kapillarrohre absetzen und die 
Hohe der BlutkOrpercliensaule ais MaRstab fiir den Grad der 
Hamolyse benutzt wird.
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G4 Komplementablenkung. Luesdiagnose.

b a k ter ie llen  Erkrankungen ein Bakterienextrakt, dessen 
Herstellung unter e beschrieben wurde. (e fallt dann fort.) 
Handelt es sich um den Nacliweis von Lues bzw. von 
luetiscben Folgeerkrankungen (Tabes, progressive Paralyse 
usw.), so wird ein Extrakt syphilitischer Organe benutzt.

Luesdiagnose.
1. T e ch n ik  nach W a s s e r m a n n -M e ie r . (Berliner Methode.)

Die Bereitung der Antigenlosung ist nach M ic h a e l is  *) 
folgende:

Die Leber eines syphilitischen Fotus wird im ein- 
gefrorenen Zustande beliebig lange aufbewahrt und einige 
Tage vor Anstellung der Versucbe teilweise zu Extrakt 
verarbeitet. Zu diesem Zweck wird ein Teil Leber nach 
griindlicher Verreibung unter Zusatz von etwas Seesaml 
mit fiinf Teilen physiologischer Kochsalzlosung und 1/ 2 Teil 
5 ° /0igei' Karbolsaurelosung mehrere Stunden lang im Schiittel- 
apparat behandelt und dann noch etwa weitere vier Tage 
oder langer im Eisschrank (aber n ich t unter 0°) sich selbst 
iiberlassen. So wird das Extrakt auch weiterhin, ohne zu 
filtrieren oder zentrifugieren, aufbewahrt.

Fur den eigentlichen Versuch werden dann nach Be- 
darf kleine Mengen durch scharfes Zentrifugieren geklart 
und stellen im gebrauchsfertigen Zustand eine opaleszierende, 
aber von sichtbaren Inhomogenitaten freie Fliissigkeit dar, 
welche das Syphilisantigen enthalten soli.

L e v a d i t i  trocknet die frisch zerkleinerten Organe im 
Vakuum iiber CaCl2 und H 2SO.j und pulverisiert sie dann 
in sterilem Mórser. Im Bedarfsfalle wird 1 Teil des Pulvers 
mit 30 Teilen Kochsalzlosung verrieben, 12 Stunden im 
Eisschrank stehen gelassen und die nach kraftigem Zentri
fugieren resultierende klare Fliissigkeit benutzt.

1) M ic h a e l is , Beri. klin. AYoclienschr. 1907.
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Die Extrakte miissen folgende Bedingungen erfullen:
1. 0,2 ccm Extrakt mu6 mit 0,1 ccm sicher luetischen 

Serums komplette Hemmung der Hamolyse geben.
2. 0,2 ccm Extrakt darf mit 0,2 ccm normalen mensch- 

lichen Serums nicht hemrnen.
3. 0,5 ccm Extrakt darf auch fiir sich allein keine Hem

mung geben, widrigenfalls er zu verdiinnen ist, aber 
nur soweit, dafi Bedingung 1 und 2 noch erfiillt bleibt.

Wegen der Veranderlichkeit mancher Extrakte beim 
Lagern schlagen S e l ig m a n n  und B l u m 1) vor, jed es  Serum  
n ich t nur mit einem . sondern  mit 3— 4 yersch ied en en  
E xtra k ten  zu priifen .

Zur Kontrolle endlich dient Serum  (Spinalfliissigkeit) 
eines normalen (nicht syphilitischen) sowie eines sicher 
syphilitischen Individuums nnd ein E x tra k t aus der L eb er  
e in es n ich t sy p h ilit is ch e n  K in des .

Vorausgehen mufi dem eigentlichen Versuch, wie bei A, 
die Einstellung des A m bozeptorseru m s.

Dann wird die kleinste Menge des luetischen Gewebs- 
extrakts festgestellt, die fiir  sich  a lle in , ohne Serum- 
zusatz, noch Komplement bindet. Zu diesem Zweck werden 
170, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2 und 0,1 ccm Extrakt mit 0,1 ccm 
Komplementserum zusammengebracht, 1 Stunde stehen ge- 
lassen und darauf 1 ccm 5 ° /0ige Hammelblutaufschwemmung 
und die bestimmte Menge Ambozeptorserum hinzugefiigt. 
Schliefilich wird das Gesamtvolumen der Róhrchen auf
2,5 ccm durch Zusatz von Kochsalzlosung ergiinzt. Die 
Proben kommen dann neuerdings in den Brutschrank und 
werden nach Ablauf von 2 Stunden besichtigt. Hemmt 
das Extrakt noch in Dosen von 0,5 ccm und darunter, so 
mufi es (entsprechend Bedingung 3) verdunnt werden. Jn 
analoger Weise wird gleichzeitig ermittelt, wie grofi die Ex- 
traktmenge ist, d ie m it 0,1 ccm  sich er lu e tis ch en

1) Se l ig m a n n  und Bl u m , Beri. klin. Wochenschr. 1909, 
No. 24.

MOller, Serodiagnostiscbe Methoden. 3. Aufl. 5
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6 0  Komplementablenkung. Luesdiagnose.

8erums noch komplette Hetnmung gibt, um festzustellen, 
ob auch Bedingung 1 erfiillt ist. Ist dies der Fali, so 
kann der eigentliche Versuch beginnen.

Nach W a s s e r m a n n 1) und seinen Mitarbeitern verfahrt 
man folgendermafien: das Serum des betreffenden Patienten 
(bzw. die Lumbalfliissigkeit wird mit dem Komplement- 
serum und dem Extrakt gemischt, fur 1 Stunde in den 
Brutschrank gebracht, dann mit 1 ccm Hammelblutauf- 
schwemmung und der festgesetzten Ambozeptormenge (siehe 
A  1) beschickt und das Gesamtvolumen auf 2,5 ccm erganzt. 
Nach weiterem zweistundigem Aufenthalt im Brutschrank 
wird das Ergebnis notiert. Die zum Versuch zu verwen- 
denden Quantitaten von Extrakt und Serum (bzw. Lumbal- 
flussigkeit) sind aus folgender Tabelle zu entnehmen, die

1 Stunde im Brutschrank

Zusatz von Blut 
und Ambozeptor;

Yolumen auf 
2,5 ccm erganzt; 
im Brutschr. 2 St.

Lumbalfliissigkeit Extrakt Komplement Ergebnis

Patient: 0,2 luetisch: 0,2 0,1 Hemmung
0,2 norm al: 0,2 0,1 LOsung
0,2 — 0,1
0,4 — 0,1

sicher luetisch: 0,2 luetisch: 0,2 0,1 Hemmung
0,2 normal: 0,2 0,1 LOsung

nicht luetisch: 0,2 luetisch: 0,2 0,1 Ldsung
— luetisch: 0,2 0,1 Losung
— „  0,4 0,1
— — 0,1 Ltisung
— — 0,1

1) W a s s e r m a n n , N e is s e r , B r u c k  und Sc h u c h t , Zeitschr. 
f. Hyg. 1906, Bd. LY. W a s s e r m a n n  und M e ie r , Deutsche med. 
Wochenschr. 1907.
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einen Versuch von W a s s e r m a n n  und M e i e r  wiedergibfc. 
Ebenso sind aus derselben die notwendigen Kontrollen er- 
sichtlich. Nur das luetische (bzw. das Patientenserum) darf 
das Phanomen der Komplementablenkung aufweisen, wahrend 
alle Kontrollen yollkommene Hamolyse zeigen miissen, wenn 
die Reaktion positiv sein soli.

W e c h s e l m a n n  x) empfiehlt, da manche luetische Sera 
infolge „Komplementoi‘dverstopfung“ negativ reagieren, die 
Komplementoide zu absorbieren. Zu diesem Zweck werden 
0,9 ccm inaktives Serum mit 3 ccm physiologischer Koch
salzlosung und 0,6 ccm einer ca. 7 ° /0igen Aufschwemmung 
frisch gefallten Baryumsulfats durchgeschiittelt und nach 
1 stiindigem Verweilen bei 37° klar zentrifugiert. Zum Yer
such dienen 1 bezw. 2 ccm des Zentrifugats (entsprechend 
0,2 bezw. 0,4 ccm Serum).

2. T e c h n i k  n a c h  T a e g e 2) (Breslauer M ethode).

1 a) Fur die Herstellungdes Extraktsgibt T a e g e  folgende 
Vorschrift. Die Leber eines syphilitischen Fotus wird ganz 
fein zerhackt oder in der Fleischmaschine zerkleinert, der 
Brei gewogen und mit der vierfachen Menge absoluten Alkohols 
in einem Kolben vermischt. Das GefaB bleibt 24 Stunden 
im Zimmer stehen oder es kommt in den Schuttelapparat und 
wird iiber Nacht gescluittelt. Dann wird filtriort, das Filtrat 
in einer flachen Schale im Yakuumapparat bei 4 0 ° C und 
60 mm Hg Druck zu einer Art Salbe eingedickt. Ein Gramm 
der Salbe wird in 100 ccm 0 ,85°/0iger NaCl-Lósung fein 
aufgeschwemmt und 24 Stunden lang im Schuttelapparat ge- 
schiittelt. Man erhalt hierbei eine milchartige Emulsion, 
die im Eisschrank aufbewahrt wird, wobei man zur Er- 
hóhung der Haltbarkeit 0,3 °/0 Karbolsaure hinzufiigen kann.

1) Zeitschr. f. Inummitatsf. Bd. III, 1909.
2) Miinch. med. Wochenschr. 1908, No. 33.

5*
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6 8  Komplementablenkung. Luesdiagnose.

Ib ) W ill man die Einengung im Vakuum umgehen, so 
kann man auch einen Teil der zerkleinerten Leber mit lOTeilen 
Alkohol absolut. versetzen und mit einigen Glasperlen 24 Stun- 
den lang schiitteln. Das Filtrat ist das fertige Leberextrakt.

Zum G eb ra u ch  wird ein T e il des so h ergeste llten  
E x tra k ts  mit 3 T e ilen  K o c h s a lz lo s u n g  gem ischt.

2. Das fragliche P a tien ten seru m  wird mit 4 Teilen 
physiologischer Kochsalzlosung verdiinnt. Ebenso das sicher 
luetisehe und das normale Yergleichserum.

3. Das K om p lem en tseru m  wird mit 9 Teilen Koch
salzlosung verdiinnt.

4. Das A m b ozep torseru m , das im Vakuum zur Staub- 
trockne eingedampft und zu 0,3 g in kleine braune Rohrchen 
eingeschmolzen aufbewahrt wird, ist im Gebrauchsfalle in 3 ccm 
destillierten Wassers aufzulósen. Von dieser Lósung ist 
0,1 ccm mit 60 ccm Kochsalzlosung zu verdiinnen.

Zur E in s te llu n g  des h am oly  tischen  Systems ver- 
fahrt man folgendermaBen: In sechs kleine, fortlaufend
numerierte Glaschen komrnen je 2 ccm Kochsalzlosung. Ferner

in Rohrchen 1) 1 ccm Amhozeptorl.
2) 0,5 „ -f- 0,5 ccm Kochsalzl.

3) 1 „ 3 fa c h  v e r d u n n t  (1 ccm 
Amhozeptor -)- 2 ccm Kochs.)

4) 1 „ 4 fa c h  v e r d u n n t  (1 ccm 
Amhozeptor -j- 3 ccm Kochs.)

5) 1 .. V 6 fa c h  v e r d i in n t  (1 ccm 
3 fach Yerd. -}- 1 ccm Kochs.)

6) 1 „ 8 fa c h  v e r d u n n t  (1 ccm
4 fach. Yerd. -f- 1 ccm Kochs.)

Zu allen Rohrchen wird schlieBlich noch 1 ccm Kom
plement und 1 ccm Blutaufschwemmung (Haminelblut) ge- 
geben, worauf die Proben aufgeschiittelt und in den Brut- 
schrank gestellt werden:
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I l o l i r c h e n  1 soli nach 15 Min. vollkommene Hamolyse zeigen
,, 2 nach 30 Min.
„  3 und 4 nach 30— 45 Min.
„  5 „  6 endlich nach 2 Stunden.
Erfolgt die Hamolyse in kiirzerer Zeit, so muli das 

Ambozeptorserum zunachst aufs Doppelte mit physiologischer 
Kochsalzlosung verdiinnt werden, erfolgt sie dagegen zu 
langsam, so muli die Ambozeptorlosung yerstarkt werden, 
indem nicht wie gewohnlich 0,1, sondern 0,2 ccm der Ambo- 
zeptorstammlósung mit GO ccm Kochsalzlosung verdiinnt werden.

Zur P r iifu n g  des A n t ig e n s  werden 2 ccm desselben 
mit dem hamolytischen System (also 1 ccm Ambozeptor, 
1 ccm Komplement, 1 ccm Blut) versetzt. Nach einstun- 
digem Aufenthalt im Brutschrank muS vollkommene Hamo
lyse eingetreten sein.

Ais Fehlerquelle, die moglicherweise die Yersuchsresul- 
tate zu triiben imstande ist, kommt die Tatsache in Betracht, 
dafi in seltenen Fallen n orm ales Serum mit einem sonst 
brauchbaren Antigen Hemmung der Hamolyse gibt. Da
gegen schiitzt man sich dadurch, dali man ein Antigen erst 
dann in Gebrauch nimmt, wenn man festgestellt hat, daB 
es mit 10 — 12 verschiedenen normalen Seren keine Kom
plementablenkung zu geben vermag. Ist das Antigen zu 
w en ig  w irksam , so dafi es mit dem sicher luetischen 
Serum keine ausgesprochene Hemmung gibt, so muli durch 
besondere Versuche festgestellt werden, in welchen Mengen- 
verhaltnissen es dem System zuzusetzen ist, damit die Kom
plementablenkung zustande kommt. Da endlich luetische 
Sera bei langerer Aufbewahrung ihre Reaktionsfahigkeit 
yerlieren konnen, so tut man gut, sich moglichst yiele 
solche Sera in Vorrat zu halten.

Die e ig e n tlich e  U n tersu ch u n g  yollzieht sich in 
folgender Weise:

R o h r c h e n  1 ) =  1 ccm Komplement -[- 2 ccm Kochsalzl.
„  2) =  1 „  „  1 ccm Antigen -f- 1 ccm

n o r m a le s  Serum
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7 0  Komplementablenkung. Luesdiagnose.

R o lir c h e n  3) =  1 ccm Komplement -f- 1 ccm A n tig e n -f-1 ccm
s ic l ie r  lu e t is c h . Serum

4) =  1 „ 99 -|- 2 ccm Antigen -j- 0 ccm 
Serum

5) =  1 „ ” -J- 1 ccm Antigen -f- 1 ccm 
fr a g l .  P a t ie n te n s e r u m

9? 0) =  1 „ 99 -f- 0,5 ccm Ant. +  0,5 ccm 
fr a g l. P a t ie n t e n s e r u m  
-f- 1 ccm Kochs.

7) =  1 „ 95 -f- 0 ccm Antigen -) 2,0 ccm 
fr a g l. P a t ie n te n s e r u m

Nach einstiindigem Aufenthalt dieser Proben im Brut
schrank wird zu denselben je 1 ccm Ambozeptor und 1 ccm 
Hammelblutaufschwemmung hinzugesetzt, worauf sie neuer- 
dings eine Stunde lang bei 37 ° gehalten werden. Nach 
Ablauf dieser Zeit muB Probe 1, 2, 4 und 7 vollkommene 
Losung zeigen, bei Probe 3, 5 und eventuell auch 6 darf 
dagegen keine Hamolyse eingetreten sein.

3. T ech n ik  nach  H oehne1) (Frankfurter Methode).

Ais A n tig e n  d ien t ein alkokolischer Auszug aus der 
Leber hereditar syphilitischer Kinder (1 g Leber - j -  5 ccm 
Alkohol). Das Extrakt wird fur jedesmaligen Gebrauch 
yierfach mit physiologischer Kochsalzlosung verdiinnt und 
kommt in dieser Yerdunnung in absteigenden Mengen von 
0,75— 0,5— 0,25 ccm zur Anwendung. Diese Extrakt- 
mengen werden mit je 1,0 ccm des 10 fach verdiinnten, 
inaktiyierten, zu prufendenSerums yersetzt, wahrend in einem 
yierten Róhrchen nur das letztere, aber kein Extrakt ange- 
setzt wird. Dazu kommen je 0,5 ccm eines fiinffach ver- 
diinnten Meerschweinchenserums ais Komplement, worauf 
alle Róhrchen durch Zusatz von Kochsalzlosung auf das

1) Beri. klin. Wochenschr. 1908, No. 38.
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Volumen von 2,5 ccm gebracht werden. Man erhalf somit 
folgendes Schema: '  ̂ ’

A. H au ptversu ch .
Rohrchen 1) 0,75 ccm Extr. - f - 1 ccm fragl. Serum 10fach verdiinnt-|-

0,5 ccm Meerschw.-Ser. 5 fach verd. -|- 0,25 ccm Kochs.
„  2) 0,5 ccm Extr. -f- 1 ccm fragl. Serum lOfach yerdunnt -f-

0,5 ccm Meerschw.-Ser. 5 fach verd. -|- 0,5 ccm Kochs.
„  3) 0,25 ccm E xtr.-f 1 ccm fragl. Serum lOfach verdflnnt-j-

0,5 ccm Meerschw.-Ser. 5 fach verd. -f- 0,75 ccm Kochs.
„  41 Occm Extr. -|- l ccm fragl. Serum lOfach verdiinnt -f-

0,5 ccm Meerschw.-Ser. 5 fach verd. - j -  1,0 ccm Kochs.

B. K o n tro lle n .
,, 5) 2 ccm fragliches Serum lOfach verdiinnt - f -  0,5 ccm

Meerschw.-Ser. 5 fach yerd.
„  6) 1,5 ccm Extr. -j- 0,5 ccm Meerschw.-Ser. 5 fach yerd. -)-

0,5 ccm Kochs.
,, 7) 1,0 ccm Extr. -(- 0,5 ccm Meerschw.-Ser. 5 fach verd. -j-

1,0 ccm Kochs.
„ 8) 0,75 ccm Extr. -j- 0,5 ccm Meerschw.-Ser. 5 fach verd. -f-

1,25 ccm Kochs.
„  9) 0,5 ccm Extr. -j- 0,5 ccm Meerschw.-Ser. 5 fach verd. -j-

1,5 ccm Kochs.

C. K o n tro lle n
mit sicher luetischem und sicher normalem Serum wie bei A.

Nach 1 7 4stiindigem Aufenthalt der Proben bei 37° 
wird 0,5 ccm einer geeigneten, ta g lich  fr is c h  e in zu - 
s te l le n d e n , Ainbozeplorverdiinnung (21j2— 3 komplett- 
losende Dosen) und 1 ccm Hammelblutaufschwemmung 
(5 °/0) hinzugeftigt und weitere 2 Stunden bei 37° C be- 
briltet.

Rohrchen 1, 2 und 3 mufi mehr oder minder ausge- 
sprochene Hemniung der Hamolyse aufweisen, 4— 9 dagegen 
vollkommene Hamolyse zeigen, wenn die Reaktion ais 
positiy gelten soli.

Komplementablenkung. Luesdiagnose. \\ ^
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72 Komplementablenkung. Luesdiagnose.

4. V e re in fa ch te  und v e r fe in erte  T ech n ik  
nach S t e r n 1).

(Breslauer Methode.)

Zu d erse lb en  sind  e r fo r d e r lic h :
1. Organextrakt aus syphilitischer Leber, wie S. 67, lb ) 

beschrieben, im Verhaltnis 1 : 9 mit Alkohol absolut, 
hergestellt. Zum Gebrauch wird das Extrakt 10 fach 
mit physiologischer Kochsalzlosung verdiinnt.

2. 2,5 °/0 ige Aufschwemmung von gewaschenen Hammel- 
blutkorperchen.

3. Das zu untersuchende Patientenserum im aktiven 
Zustand; dasselbe dient gleichzeitig ais Komplement- 
ąuelle, wodurch die Benutzung von Meerschweinchen- 
komplement iiberfliissig wird. Auch 48 Stunden 
altes, von auswarts eingesandtes, ja selbst Leichen- 
serum kann giinstigenfalls noch benutzt werden.

4. Ambozeptorserum gegen Hammelblut. Dasselbe wird 
derart verdunnt, daB es in 1 ccm die 5— 6 fach losende 
Dosis fiir 1 ccm der 2 ,5°/0igen Hammelblutlosung 
enthalt.

5. Zur Kontrolle sicher normales und sicher luetisches 
Serum im a k tiven  Zustand.

A u sfiih run  g.
Rohrchen 1)0,2 ccm Patientenser. -j- 1,0 ccm Luesextrakt 10 fach verd.

„  2)0,2 yy yy +  0,5 „  ,,  „  „

3) 0,2 D yy -j- 1,0 ,, physiol. KaCl
„  4)0,2 yy Normalserum -t- 1,0 ,, Luesextrakt 10fach verd.
„  5)0,2 )} yy d ' ,, , ,  „

„  6)0,2 yy yy -p  1,0 ccm physiol. NaCl
7)0,2 yy Luesserum - j - 1,0 „  Luesextrakt lOfacli verd.

„  8)0,2 yy yy +  0,5 „

9) 0,2 , , yy +  1,0 „  physiol. NaCl
„  10)1,0 physiol. NaCl -|- 1,0 Luesextrakt 10 fach verd.

1) Zeitschr. f. Iminumtatsforschung, Bd. I, H. 3.
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Alle Róhrchen werden durch Zusatz von Kochsalz- 
lósung auf das Volumen von 2 ccm gebracht und fur 
1 Stunde bei 37° gehalten; hierauf erfolgt Zusatz von 
1 ccm 2,5 °/0 iger Hammelblutaufschwemmung und von 
1 ccm Ambozeptorlósung und neuerliches Einbringen in 
den Brutschrank. Schon nach 1/4— Stunde sind meist 
die Kontrollen gelóst; die Proben werden nun heraus- 
genommen und bleiben noch weiter 1— 11/ 2 Stunde bei 
Zimmertemperatur stehen.

Róhrchen, die sich vollkommen oder sehr stark nach- 
gelóst haben, sind ais negativ anzusehen; geringe Nach- 
lósung, bei grofier, intakter Blutkórperchenkrippe gilt ais 
positiy.

Soli das Patientenserum ais luetisch bezeichnet werden, 
so mufi Róhrchen 1, 2, 7 und 8 Hemmung der Hamolyse 
aufweisen, 3, 4, 5, 6, 9 und 10 dagegen vollkommene 
Losung der Blutkórperchen zeigen.

Die allerdings noch sparlichen Erfahrungen mit dieser 
Methode lauten meist giinstig. Sie scheint b e tra ch tlich  
fe in e r  zu sein ais die ursprtingliche W a s s e r m a n n sche 
Methode. U n s p e z if is ch e  Hemmungen wurden bei kachek- 
tischen Kranken beobachtet!

5. V e re in fa ch te  T e ch n ik  nach Baiter1).
Zu d erse lben  sind  e r fo rd e r lich :

1. Frisches Meerschweinchenserum ais Komplement; das 
selbe wird lOfach mit Kochsalzlosung verdiinnt.

2. Organextrakt. Die Leber eines luetischen Fotus oder 
Sauglings wird zerrieben und mit der lOfachen Menge 
absoluten Alkohols uber Nacht geschiittelt. Das klare 
Zentrifugat dient ais Stammlósung und ist dauernd 
haltbar. Zum Gebrauch wird es im Verhaltnis 1 :4  
mit physiologischer Kochsalzlosung gemischt. Man 
priift dann, ob 1,0 ccm die Hamolyse von 1,0 ccm

1) Deutsche med. 'Wochenschr. 1908, No. 16.
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Hammelblut durch 0,2 menschlichen Normalserums 
und 0,1 Meerschweinchenserum nicht henimt. Sollte 
dies der Fali sein, so mufi das Extrakt starker ver- 
diinnt werden.

3. 5 ° /0ige Aufschwemmung von gewaschenen Hammel- 
blutkorperchen.

4. Das zu untersuchende Blutserum, y 2 Stunde auf 56° C. 
erhitzt.

5. Sicher luetisches und sicher normales Blutserum, eben- 
falls inaktiviert. lin iibrigen werden dieselben Gerate 
benotigt, wie unter A  g— k aufgezahlt. Da hier die 
Normalambozeptoren des Menschenserums fiirHammel- 
blut zur Hamolyse benutzt werden, entfallt der Zusatz 
eines spezifischen Immunambozeptorserums.

A u sf iihrung.
Rohrchen 1 erhiilt: 0,2 ccm Patienten serum -f- 1,0 ccm Organextrakt 

-j- 1 ccm Meerschw.-Serum lOfach verdiinnt
„  2 „  0,2 ccm Patientenserum-f-1,0ccm Kochsalzlosung

-j- 1 ccm Meerschw.-Serum lOfach verdiinnt
„  3 „  0,2 ccm Normalserum -j- 1,0 ccm Organextrakt

-|- 1 ccm Meerschw.-Serum lOfach verdiinnt
,, 4 „  0,2 ccm Normalserum -f- 1,0 ccm Kochsalzlosung

1 ccm Meerschw.-Serum lOfach verdiinnt
„  5 „  0,2 ccm Luesserum -f- 1,0 ccm Organextrakt

-f- 1 ccm Meerschw.-Serum lOfach verdunnt
„  6 „  0,2 ccm Luesserum 1,0 ccm Kochsalzlosung

-f- 1 ccm Meerschw.-Serum lOfach verdiinnt.

Die Rohrchen kommen auf 1/ 2 Stunde in den Brut- 
schrank, worauf sie mit 1 ccm der Hammelblutaufschwem- 
mung beschickt werden. Nach weiterem 1/2— 1 stundigen 
Aufenthalt im Brutschrank muB Rohrchen 1 und 5 Hemmung 
der Hamolyse aufweisen, 2, 3, 4 und 6 dagegen vollkom- 
mene Losung zeigen. Nur k o m p le t t e  H e m m u n g e n  
sind ais positive Reaktion aufzufassen.
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Stehen grófiere Serummengen zur Verfiigung, so sind 
mehrere Proben mit variierenden Q,uantitaten des fraglichen 
Patientenserums anzusetzen. Bei jungen Sauglingen und 
bei ca. 1 0 %  der Erwachsenen mifilingt die Reaktion, weil 
in dereń Serum d ieN orm alam bozeptoren  gegen  H am m el- 
b lu t  fehlen. Man ersetzt dieselben durch Hinzufugen einer 
gleichen Menge menschlichen Normalserums, das man ja 
zur Kontrolle vorratig hat. Lipamisches Serum ist un- 
brauchbar,weshalb es geboten ist, dasBlutbeidem n iich tern en  
Patienten zu entnehmen. In letzter Zeit sind eine Reihe 
von Bedenken gegen die BAUERsche Methodik geaubert
worden, dereń Berechtigung erst die weitere Erfahrung er- 
weisen mub.

6. V e re in fa ch te  T e ch n ik  nach  T s c h e r n o g u b o w  x).

Zu derselben ist erforderlich:
1. Hamolytisches Immunserum (von Kaninchen) gegen 

M en sch en b lu t. (Ambozeptorserum).
2. Extrakt aus syphilitischer Leber ais Antigen. Die

zerkleinerte Leber eines kongenital syphilitischen Fotus
wird getrocknet, pulverisiert und nach Bedarf 0,5 g
dieses Pulvers 12 — 15 Stunden lang im Eisschrank 
mit 25 ccm 95% igen  Alkohols extrahiert. Zum Ge- 
brauch wird das Extrakt mit physiolog. Kochsalzlósung 
im Verhaltnis 1 : 50— 200 verdiinnt.

3. Blut des Patienten, das gleichzeitig ais Q,uelle des 
K o m p lem en ts , ais B lu tk órp erch en a u fsch w em - 
m ung und ais Quelle der lu etisch en  A n tik o rp e r  
fungiert. Man macht einen Einstich in den Finger 
und entnimmt mittels einer Pipette oder mit dem 
Z e is s  schen Blutmischer fur die weifien Blutkorperchen

1) Beri. klin. Wochenschr. 1908, No. 47.
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7 0  Komplementablenkung. Luesdiagnose.

4 mai je 0,1 ccm Blut, welches sofort mit 1 ccm der 
gleich zu nennenden Fliissigkeiten gemischt und in 
4 enge Rohrchen eingetragen wird. Und zwar kommt in

Rohrchen 1 und 2: 0,1 Blut +  1,0 physiol. Kochsalzl.
„  3 „  4 : 0,1 ,, + 1 , 0  verdiinnten Leherextraktes.

4. Im ubrigen dieselben Gerate wie unter A, ^ — k auf- 
gezahlt.

A u s f iihrung.

Die 4 mit Blut und Extrakt bezw. Kochsalzlosung 
beschickten Rohrchen kommen fiir 1 Stunde in den Ther- 
mostaten. Sodann wTerden in die Rohrchen 1 und 3 je 
0,25 ccm Ambozeptorserum eingetragen, wahrend zu 2 und 
4 je 0,25 ccm Kochsalzlosung hinzugefiigt werden, worauf 
die Rohrchen aufs neue fiir 2 Stunden in den Brutschrank 
gestellt werden und schlieBlich in den Eisschrank kommen. 
Am nachsten Morgen wird das Resultat notiert.

Rohrchen 1 muS Hamolyse aufweisen, 2 dagegen nicht, 
wenn der Versuch brauchbar sein soli. Denn 2 enthalt 
zwar Komplement, aber keinen Ambozeptor.

Ist diese Bedingung erfullt und zeigt ferner 3 eine 
Hemmung der Hamolyse wahrend 4 vollkommene Losung 
aufweist, so ist die Reaktion ais positiv zu betrachten.

Die verschiedenen, geschilderten Verfahren der Kom
plementablenkung haben sich zum Teil bereits aufierordentlich 
bewahrt. Auffallenderweise hat sich aber herausgestellt, daB 
die Reaktion auch mit norm alem  Leberextrakt, wenn auch 
weniger markant, gelingt, ja sogar auch mit Extrakt aus 
Herzmuskel vom Meerschweinchen, so daB ihre theoretische 
Grundlage trotz ihrer praktischen Brauchbarkeit zweifelhaft 
geworden ist.

www.dlibra.wum.edu.pl



Komplementablenkung. Luesdiagnose. 7 7

Nach L a n d s t e in e r , M e l l e r  und P o e t z l  ł) lafit sich 
infolgedessen die Serodiagnostik der Lues vereinfachen:

7. T e ch n ik  nach  L a n d s t e in e r , R. M u l l e r  und P o e t z l .

An Stelle des Extraktes aus luetischem Gewebe tritt 
folgende Flussigkeit: 1 g Herzmuskel vom Meerschweinchen 
wird mit der Schere zerkleinert und in der Reibschale mit 
etwas Q,uarzsand yerrieben. Der feine Brei wird in ein 
Glaskólbchen gebracht und mit 50 ccm 9 5 °/0igen Alkohols 
gut durchgeschiittelt, darauf 2 Stunden bei 60° digeriert. 
Wahrend dieser Zeit wird noch einige Małe durchgeschiittelt, 
dann wird durch ein Papierfilter filtriert und die Flussigkeit 
bei Zimmertemperatur aufbewahrt.

Im iibrigen sind dieselben Fliissigkeiten und Gerate 
erforderlich. wie, oben. Nur wurde von M u l l e r  Schafblut, 
und zwar in 5 0 % iger (n ic h t  5 ° /0iger Aufschwemmung 
benutzt. —

In jedes Reagenzrohrchen kommen nun zuerst 10 Tropfen 
physiol. Kochsalzlosung und 1 Tropfen Komplementserum. 
Dazu ferner:
in Rbhrchen 1) 1 Tropfen' des inaktiven zu pruferulen Patienten- 

serums;
2) 1 Tropfen Patientenserum -|- 2 Tropfen Herz- 

muskelextrakt;
„  3) 1 Tropfen inaktiven, sicher luetischen Serums;
„  4) 1 Tropfen luetischen Seru m s-f-2 Tropfen Extrakt;

5) 1 Tropfen inaktiven normalen Serums;
6) 1 „  „  „  „  + 2  Tropfen

Extrakt;
„  7) 2 Tropfen Extrakt.

Nach einstiindigem Aufenthalt bei 37° C wird je
1 Tropfen der Blutaufschwemmung und die doppelt losende 
Dose des Ambozeptorserums hinzugesetzt, neuerdings l 1j2 
Stunde bei 37° bebriitet und dann das Ergebnis notiert.

1) L a n d s t e i n e r , Po e t z l  u . M u l l e r , W iener k lin .W ochen- 
schrift 1907. R. M u l l e r , W iener klin. Wochenschr. 1908.
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7 8 Hemmung der Cobragifthamolyse.

VII. Antiham olytische Reaktionen.

Heinmung der Cobragifthamolyse.

[,,Psychoreaktion“ von Much und Holzniann1).]

P r in z ip : Das Serum mancher Geisteskranken besitzt die
Eigenschaft, die hamolytische Wirkung des Cobragiftes
zu neutralisieren. Die klinisćhe Bedeutung der Reaktion
ist noch nicht klargestellt.

Erforderlich sind:
a) Cobragiftlósung. 0,2 g Cobragift werden in 10 ccm 

Aqua destill. gelóst, zur Losung 10 ccm Glyzerin 
hinzugesetzt, und das Gemisch ais Stammlósung im 
Eisschrank aufbewahrt.

b) Defibriniertes Menschenblut (Plazentarblut), mehrfach 
mit physiologischer Kochsalzlosung gewaschen und zu 
10 %  in Kochsalzlosung aufgeschwemmt. Das Blut 
darf nur frisch yerwendet werden.

c) Serum des Patienten (inaktiviert, 1/2 Stunde bei 55 °). 
Erforderlich ca. 1,5— 2 ccm.

d) Kleine Reagenzglaser von 6 — 7 mm Durchmesser.
e) Pipetten zu 1 ccm Inhalt, in 1/10 ccm geteilt.
f) Physiologiscbe Kochsalzlosung.
g) Ein auf 37 0 C eingestellter Thermostat.

A u sfiih ru n g .
Zunachst stellt man sich aus der 1 °/0 igen Cobragift- 

stammlósung durch 50fache Verdunnung (etwa durch Mischen 
von 0,2 ccm Cobragiftlósung mit 9,8 ccm Kochsalzlosung) 
die Versuchslósung her. Dann bringt man in eine Reihe 
von Reagenzglaschen je 0,35 ccm Patientenserum und 1,0, 
0,5, 0,25 und 0,1 ccm des verdunnten Cobragiftes1 ScblieB-

1) M u ch  u . H o l z m a n n , Miinchn. med. Wochenschr. 1909, 
No. 20. Om o r o k o w , Beri. klin. Wochenschr. 1909, No. 41.
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lich kommt in jedes Glaschen 0,5 ccm Blutaufschwemmung, 
worauf das Gesamtvolumen mit Kochsalzlosung auf 1,85 ccm 
erganzt wird. Ais Kontrollen dienen Rohrchen ohne Serum. 
Es erhalt somit:

Rohrchen 1) 0,35 Serum +  1,0 Cobragift +  0,5 Blut +  0 Koclisalzl.
2) 0,35 „ + 0 ,5 „  + 0 ,5 ,  + 0 ,5
3) 0,35 „  + 0 ,2 5 ,  + 0 ,5 ,. + 0 ,7 5  

+ 0 ,9
55

4) 0,35 ,. + 0 ,1 ,. + 0 ,5 ’ 5

5) 0 „  + 1 ,0 „  +  0,5 ., + 0 ,3 5 55

6) 0 „  + 0 ,5 + 0 ,5 + 0 ,8 5 55

7) 0 „  + 0 ,2 5 ,, + 0 ,5 + 1 ,1 55

8) 0 „  + 0 ,1 „  + 0 ,5 „  + 1 ,2 5 55

Nach griindlichem Durchmischen kommen die Rohrchen 
fiir 2 Stunden in den Brutschrank und werden dann weitere 
22 Stunden auf Eis gestellt. Vor der Besichtigung werden 
alle Rohrchen griindlich aufgeschuttelt. Soli die Reaktion 
positiv seiu, so mufi jenes der mit Serum beschickten Róhr- 
chen, das die kleinste noch eben losende Cobragiftdosis 
enthalt, yollkommen undurchsichtig sein, also Hemmung 
der Hamolyse zeigen. (Ist beispielsweise in Róhrchen 5, 
6 und 7 Losung eingetreten, 8 aber ungelóst, also die eben 
losende Cobragiftdosis 0,25, dann mufi Rohrchen 3, das 
dieselbe Giftdosis enthalt, Hemmung aufweisen.)

VIII. Antifermentative Reaktionen.

Bestimmung der antitryptischen Kraft des Blutes.

P r in z ip : Es wird ermittelt, welche Trypsinmenge durch 
eine bestimmte Serum- oder Blutąuantitat in ihrer ver- 
dauenden Wirkung eben neutralisiert wird. Ais Objekt 
der tryptischen Wirkung dient entweder die in der Bak
teriologie ubliche LOEFLERsche Serumplatte, oder eine 
Kaseinlósung. Ais Kriterium der eingetretenen Verdau- 
ung dient im ersteren Fali das Erscheinen einer Delie
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8 0 Bestimmung der antitryptischen Kraft des Blutes.

auf der Serumflache, im letzteren das Ausbleihen einer 
Triibung (Kaseinfallung) bei Essigsaurezusatz.

1. M e th o d e  nach  M a r c u s 1).
[Modifizierte Methode von M u l l e r  und J o c h m a n n 2).]

Hierzu sind erforderlich:
1. Trypsinlósung: 0,1 g Trypsin (von K a h l b a u m , Berlin) 

wird mit einem Gemisch von 5 ccm unverdiinntem 
Glyzerin und 5 ccm destilliertem Wasser in einem 
Reagenzglas gut durchgeschiittelt, dann 1/2 Stunde 
lang bei 55 0 gehalten und die Lósung nach erneutem 
Durchschiitteln filtriert. Die Lósung ist lange haltbar.

2. LoFFLERsche Serumplatten (11 — 12 Stiick). Das Ge
misch von 3 Teilen sterilem Rinder- oder Hammelserum 
und 1 Teil leicht alkalischer Bouillon, die neben 
1 °/0 Pepton und 0,5 °/0 NaCl noch 1 ° /0 Trauben- 
zucker enthalt, wird in sterile Petrischalen ausge- 
gossen und bei 90 — 9 5 ° erstarren gelassen. Die 
Platten diirfen nicht sofort nach ihrer Herstellung 
benutzt werden, sondern erst nach mehrtagigem Stehen 
bei Zimmertemperatur, wenn sie ihr Kondenswasser 
abgegeben und eine elastisch feste Oberflachenschicht 
bekommen haben.

3. Blut bzw. Serum des betreffenden Patienten, 3 bis 
4 Stunden nach der letzten Mahlzeit entnommen. 
Wenige Tropfen genugen.

4. Ein auf 3 7 °  eingestellter Thermostat.
5. Schalchen oder hohle Objekttrager zum Auffangen 

des Blutes und zum Herstellen der Serumtrypsin- 
gemische.

6. Eine Platinóse.

1) M a r c u s , Beri. klin. Wochenschr. 1908, Nr. 14 u. 1909, 
Nr. 4.

2) M u li ,e r  u. .Tochm ann, Miinch. med. Wochenschr. 1909, 
Nr. 29 u. 81.
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Bestimmung der antitryptischen Kraft des Blutes. 8 1

A u sfiih ru n  g.
Es kann sowohl das Blutserum wie das ganze Blut 

zum Versuch benutzt werden. Soli Blut zur Verwendung 
komnien, so werden ein Paar Tropfen desselben auf einem 
hohlen Objekttrager oder Glasschalchen aufgefangen und 
konnen sofort zur Beschickung der Lofflerplatten dienen.

Zu diesem Zweck stellt man sich Mischungen von 
Trypsinlosung und dem zu untersuchenden Serum bzw. Blut 
in verschiedenen Mengenverhaltnissen her, etwa: je 1 Ose 
Serum bzw. Blut mit l/2, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7. 8, 9 und 
10 Osen der Trypsinlosung. Von jeder dieser Mischungen, 
die in kleinen Schalchen bereitet werden, kommen 6 bis 
8 Ósen getrennt auf eine Serumplatte. Eine Testplatte 
erhalt nur Trypsinlosung ohne Serum bzw. Blut.

Samtliche Platten werden dann in den Brutschrank 
gebracht, wo sie durch 5 Stunden belassen werden. Nach 
Ablauf dieser Zeit finden sich da, wo die Trypsinwirkung 
durch das Serum nicht vollkommen paralysiert worden war, 
flachę Dellen auf der Oberflache der Lofflerplatten. Ist 
z. B. bei dem Gemisch von 1 Teil Blut mit 3 Teilen 
Trypsinlosung noch Dellenbildung eingetreten, bei dem 
Gemisch von 1 Teil Blut mit 2 Teilen Trypsinlosung da
gegen ausgeblieben, so wird dem Blut ein Ti ter von 3 :1  
zugeschrieben. Durch Vergleich des so bestimmten Titers 
mit dem von normaleu Blutproben erfahrt man schliefilich, 
ob die antitryptische Kraft im speziellen Falle nortnal, ver- 
mehrt oder vermindert ist. (Je mehr Trypsinlosung zur 
Dellenbildung nótig war, je hoher also der Titer, desto 
grofier die antitryptische Kraft des Blutes.)

2. T ech n ik  nach  v. B e r g m a n n  und M e y e r 1).

Zur Anstellung der Reaktion sind erforderlich:
1. 1 % 0ige Losung von Trypsin sicc. (G r u b l e r ): 0,5 g 

Trypsin werden mit 50 ccm physiolog. Kochsalzlosung

1) Beri. klin. Wochenschr. 1908, Nr. 37.
M u l l o r ,  SorodiatjTiostisehc Metlioden. 3. Aufl. 6

www.dlibra.wum.edu.pl



82 Bestimmung der antitryptischen Kraft des Blutes.

versetzt und nach Zusatz von 0,5 ccm Normalsoda- 
losung auf 500 ccm aufgefullt.

2. Kaseinlosung. 1 g Kasein (Rhenania) wird unter 
leichtem Erwarmen in 100 ccm n/io NaOH-Lósung 
gelost, dann mit n/ 10 HCl-Losung gegen Lackmus 
neutralisiert und mit physiolog. Kochsalzlosung auf 
500 ccm aufgefullt.

3. Essigsaure losung: 5 ccm Essigsaure -]- 45 ccm Alko
hol —|— 50 ccm Wasser.

4. Das Patientenserum, 20 fach mit Kochsalzlosung ver- 
diinnt; 0,1— 0,2 ccm Serum geniigen.

5. Kleine Reagenzrohrchen.
6. Pipetten zu 2 ccm, in Zehntelkubikzentimeter geteilt.

A u sfiih ru n  g.
a) W ertb estim m u n g  der T r y p s in ló s u n g , die dem 

e ig e n tlich e n  V ersuch  vora n geh en  mufi.
In eine Reihe von Reagenzrohrchen werden je 2 ccm 

Kaseinlosung gebracht und dazu fallende Mengen derTrypsin- 
losung zugesetzt (etwa: 1,0, 0,9, 0,8, 0,7 . . . .  0,2 ccm). 
Nach sorgfaltigem Durchschiitteln kommen die Rohrchen 
fiir Y2  Stunde in den Brutschrank. Nun wird tropfenweise 
mit Essigsaure angesauert und festgestellt, bei welchem 
Rohrchen nach einigen Minuten eben noch eine Triibung 
eingetreten ist. Das erste vollkommen klar beibende Rohr- 
chen liefert die „k o m p le tt  v erd a u en d e“ Dosis, welche 
dem eigentlichen Versuch zugrunde liegt.

b) A n titry p s in b estim m u n g .
In eine Reihe von 6 Rohrchen kommen je 0,2 ccm 

2 0 fach verdunnten Serums; ferner steigende Mengen Tryp- 
sinlosung, beginnend mit der komplett verdauenden Dose 
und um je 0,1 ccm ansteigend; endlich je 2 ccm Kasein
losung, worauf auf gleiches Volum aufgefullt wird. Die 
Rohrchen kommen, wie fruher, auf 1/i Stunde in den Brut-
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schrank, werden dann in der geschilderten Weise angesauert 
und neuerdings festgestellt, in welchem Rohrchen dieTriibung 
beginnt. Man erfahrt auf diese Weise, welche Menge der 
Trypsinlósung durch das Serumantitrypsin paralysiert wurde. 
War beispielsweise die komplett verdauende Dose 0,7 ccm, 
und war bei Gegenwart von Serum erst bei 2,0 ccm Tryp
sinlósung vollkommene Verdauung eingetrelen, so waren 
also 2,0 — 0,7 =  1,3 ccm Trypsinlósung durch die ange- 
wendete Serummenge (0,2 einer 20fachen Verdiinnung =  
0,01 ccm Vollseram) paralysiert worden. 1,0 ccm Serum 
paralysiert demgemaB 130 ccm Trypsinlósung. Nach F u r s t 1) 
schreibt man dies Resultat:

Der Vergleich dieses so gewonnenen Wertes mit dem 
normaler Sera zeigt, ob die antitryptische Kraft des unter- 
suchten Blutes yerandert ist.

IX. Phagozytare Reaktionen.

Bestimmung der opsonischen Kraft eines Serums 
nach W right.

1. T ech n ik  nach B in e  und L i s s n e r 2).

P rin z ip : Werden Leukozyten mit Bakterien und einem 
opsonisch wirkenden Serum zusammengebracht, so findet 
Phagozytose statt, dereń Grad durch Auszahlung der auf- 
genommenen Bakterien bestimmt werden kann.

Hierzu sind erforderlich:
a) D as zu u n tersu ch en d e  Serum  des Patienten. 

Das Serum gewinnt W r ig h t  mit Hilfe eines kleinen Glas-

1) Beri. klin. Wochenschr. 1909, Nr. 2.
2) B in e  u. L issn er , Miinckner med. Wochenschr. 1907.

G*

37 0
Anti T =  130.
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0.5 cm

\

róhrchens von der in Fig. 0 abgebildeten Form. Nach 
kraftigem Schwingen des linken Armes wird das Grund- 
glied des Daumens rasch mit einem Tuch umschnurt; dann 
werden beide Enden des Róhrchens abgebrochen, das Blut bei 
A  angesogen und dann das Ende B  etwa 4— 5 cm unter-

halb der Ampulle des Róhr
chens vorsichtig abgeschmolzen. 
Natiirlich mufi dabei jede star- 
kere Erwarmung des Blutes un- 
bedingt vermieden werden. Hat 
sich dann beim Erkalten des ab- 
geschmolzenen Endes das Blut 
weiter in das Glasróhrchen zu- 
ruckgezogen, so kann auch bei 
A  abgeschmolzen werden und 
nun, nach erfolgter Gerinnung 
des Blutes, das Róhrchen mit

/

(Serum .'

BcuuUen \

leucoajtenA

>LuftschLcht

l>Luft&chickt
Markę

Fig. 7.

dem gebogenen Ende an den Rand eines Zentrifugen- 
glaschens angehangt werden. Hat sich durch kraftiges

www.dlibra.wum.edu.pl



www.dlibra.wum.edu.pl



Opsoninbestimmung. 8 5

Zentrifugieren das Serum vom Blutkuchen getrennt, so wird 
das gebogene Ende des Róhrchens abgeschnitten und das 
Serum mit Hilfe einer Glaskapillare entnommen.

Naturlich kann das Serum auch in beliebiger anderer 
Weise gewonnen werden;

b) Serum  norm aler In d iv id u e n  ais Kontrolle;
c) g ew a sch en e  B lu tk ó rp e rch e n . Einige Bluts- 

tropfen eines gesunden Individuums werden in ein kleines 
Glasrohrchen gebracht, das zu 2/ 3 mit einer, jedesmal frisch 
herzustellenden, l ,5 ° /0igen Losung von zitronensauremNatron 
gefullt ist. Nach griindlicher Mischung (nicht schiitteln!) 
werden die (weiBen und roten) Blutkórperchen abzentrifugiert, 
die klare Fliissigkeit abgegossen und durch 0 ,85°/0ige 
Kochsalzlosung ersetzt, worauf neuerdings zentrifugiert wird. 
Nachdem die Hauptmasse der Kochsalzlosung entfernt wurde, 
verteilt man die Blutkórperchen durch Schiitteln in dem Rest 
der Fliissigkeit und hat hiermit die gebrauchsfertige Auf- 
schwemmung hergestellt, die naturlich auch jedesmal erneuert 
werden muB, da sich die Zellen schon bei mehrstiindigem 
Stehen verandern;

d) e ine E m u lsion  der b e tre ffe n d e n  B a k ter ien a rt, 
welcher gegeniiber die opsonische Kraft des Serums be- 
stimmt werden soli.

Ihre Herstellung ist je nach der Bakterienart ver- 
schieden. Fiir Untersuchungen an T u b erk u lósen  wird 
empfohlen, die getrockneten abgetóteten Bazillen zu be- 
nutzen, die von den Hóchster Farbwerken zu beziehen sind. 
Nachdem eine geringe Quantitat dieses Praparates in einem 
Achatmórser zu einem feinen Pulver zerstoBen wurde, zerreibt 
man dasselbe unter tropfenweisem Zusatz von l ,5 ° /0iger 
Kochsalzlosung zu einer dickfliissigen Emulsion, die dann 
eine Stunde lang bei 60° sterilisiert wird. Sie kann, am 
besten in einem Glasrohrchen, dessen unteres geschlossenes 
Ende diinn ausgezogen ist, aufbewahrt werden, lialt sich 
aber hóchstens 10 Tage lang. In dem dunnen Teile setzen
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sich dann etwaige gróbere Bakterienkliimpchen ab und kónnen 
durch Abschneiden des Róhrchens entfernt werden.

Von anderen Bakterienarten benutzt man meist eine 
Óse 12— 24stiindiger Agarkultur, in wenig physiologischer 
Kochsalzlosung verrieben, und dann durch weiteren Zusatz 
dieser Flussigkeit verdiinnt. Nach S t r u b e l l 1) ist es zweck- 
maBig bei co lifo rm e n  B a k terien  und bei gram n egati ven 
K o k k e n  4 — 10 Stunden alte Kulturen zu verwenden. Ais 
Verdiinnungsfliissigkeit fiir die Emulsionen des T u b e rk e l-  
b a z illu s  und der g ra m n ega tiven  K o k k e n  soli man 
l ,5 % ig e  Kochsalzlosung benutzen. S tre p to k o k k e n - 
emulsionen miissen manchmal kraftig geschiittelt werden, 
um homogen zu werden. —  Zur Entfernung von Bakterien- 
haufchen zentrifugiert man die Aufschwemmung kurze Zeit 
und gieBt vorsichtig von dem Bodensatz ab.

Vor dem Gebrauch mufó die Bakterienemulsion noch 
darauf gepriift werden, ob sie eine genugende Zahl von 
Bazillen enthalt. Nach W r ig h t  soli dieselbe ca. 7— 10 
Milliarden in 1 ccm betragen. Man kann dies leicht fest- 
stellen, indem man etwa gleiche Volumina Blut und Bak
terienemulsion mischt und einen Tropfen des Gemisches 
auf dem Objekttrager ausstreicht, fixiert und farbt. Da in 
1 ccm Blut etwa 5 Milliarden Erythrozyten enthalten sind, 
so miissen dann also auf ein rotes Blutkorperchen im Ge- 
sichtsfeld durchschnittlich zwei Bakterien kommen. Ist dereń 
Zahl gróBer, so ist die Emulsion entsprechend zu verdiinnen;

e) K a p illa r r ó h rch e n , welche durch Ausziehen iiber 
der Bunsenflamme aus Glasróhrchen von ca. 1/2 cm Durch- 
messer hergestellt werden. Der kapillare Teil soli 16 cm 
lang sein. (Fig. 7.) Das obere weite Ende des Róhrchens 
ist mit einer Gummikappe armiert;

f) O b je k ttra g e r , die gut gereinigt, ausgegliiht und 
durch Abreiben mit Schmirgelpapier etwas rauh gemacht 
wurden. —  Deckglaschen;

1) Deutsche med. Wochenschr. 1908, No. 19.
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g) ein sog. A u sb re ite r , d. i. ein Objekttrager, dessen 
sehmale Seite etwas konkay ausgebuchtet ist, zum Anfertigen 
des Ausstrichpraparates;

h) g e sa tt ig te  S u b lim a tló su n g  zur Fixierung des 
Ausstrichpraparates;

i) Karbolfuchsin nach Z ie h l -N e e l s e n  (fur Tuberkel- 
bazillen), oder K a rb o lth io n in , Eosin-Methylenblau nach 
M a y - G r u n w a e d  usw.;

j) ein Mikroskop mit homogener Immersion;
k) ein Brutschrank, auf 37° eingestellt;
1) ein Bunsenbrenner;

m) eine Glasfeile.

A u s fu h ru n g .

An der Kapillare wird etwa in Entfernung von 2— 3 cm 
vom Ende eine Markę angebracht. Mit Hilfe der Saug- 
kappe wird zunachst das zu priifende Serum bis zu dieser 
Markę angesaugt, dann etwas Luft nachgesaugt; dann folgt 
—  wieder bis zur Markę —  die Blutaufschwemmung und 
neuerdings etwas Luft; und schlieGlich wird auch von der 
Bakterienaufschwemmung bis zur Markę nachgesaugt. So 
enthalt also die Kapillare gleiche Yolumina der drei Fliissig- 
keiten durch je eine kleine Luftblase getrennt. (Fig. 7) Die 
Kapillare wird sofort gegen einen Objekttrager oder viel- 
leicht zweckmafiiger auf den Boden eines engen Reagenz- 
glases ausgeblasen, die Fliissigkeit auf demselben móg- 
lichst rasch und griindlich gemiseht, wieder angesaugt und 
nun das untere Ende —  natiirlich ohne den Inhalt des 
Róhrchens zu erhitzen, abgeschmolzen. In genau der 
gleichen Weise wird auch die Kontrolle mit dem normalen 
Serum hergestellt.

Die gefiillten Kapillaren kommen nun fur 20— 30 
Minuten in den Brutschrank.

Nach Ablauf dieser Zeit wird das zugeschmolzene Ende 
des Róhrchens abgeschnitten und der Inhalt zur Unter-
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suchung benutzt, indem ein Tropfen desselben mit Hilfe 
des „Ausbreiters“ auf dem Objekttrager, ohne einen Druck 
auszuiiben, ausgestrichen wird. (Am Ende des Ausstrichs, 
wo die Schicht ani dunnsten ist, liegen erfahrungsgemafi die 
meisten Leukozyten beisammen.) S a a t h o f f  findet es zweck- 
mafiiger, den Inhalt der Kapillare auf den Objekttrager aus- 
zublasen und mit einer Platinóse grundlich zu mischen.

Nach dem Lufttrockenwerden mit durch 2— 3 Minuten 
in der Sublimatlosung fixiert und dann gefarbt.

Nun schreitet man zur Bestimmung der p h a g o zy t i-  
schen  Zahl durch Auszahlung der Bakterien in mindestens 
100 Leukozyten, wobei in der Mischung etwa 2— 8 Bazillen 
auf einen Phagozyten kommen sollen. Sind weniger oder 
mehr Bakterien vorhanden, so ist die Zahlung schwieriger, 
bzw. ungenau. Berechnet man nun aus den notierten Zahlen 
die d u rch sch n itt lich  von einem  L e u k o z y te n  aufge- 
nommene Menge von Bakterien, so erhalt man die ph ago- 
zy tis ch e  Zahl. Ais Norm wird dabei jener Wert ange- 
nommen, der sich bei der Untersuchung von mindestens 
drei gesu n d en  P erson en  im M itte l ergibt. Um sicher 
zu sein, dafi stets eine gleich dichte Bakterienemulsion be
nutzt wird, schlagen B i n e  und L i s s n e r  vor, man solle 
jedesmal vor dereń Verwendung mit seinem eigenen (nor- 
malen) Serum die phagozytische Zahl bestimmen, wobei sich 
dann stets gleiche Werte ergeben miissen.

D ie  p h a g ozy t isch e  Z ah l des b e tre ffe n d e n  Pa- 
tien ten  g e te ilt  durch  d ie  n orm ale p h a g o zy t is ch e  Z a h l 
l ie fe r t  dann den o p son isch en  In d e x  des P a tien ten .

Schon kleine Abweichungen von der vorgeschriebenen 
Technik beeinflussen das Resultat sehr stark und machen 
die Resultate unzuverlassig!

Meist wird die Opsoninbestimmung zur klinischen Be- 
urteilung des Krankheitszustandes bei infektiosen Prozessen 
und zum Zweck der fortwahrenden Kontrolle therapeutischer
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M aBnahmen, speziell der W RiGHTschen Bakterieneinspritzun- 
gen, yorg en om m en ; sie kann aber auch r e i n  d i a g n o s t i -  
s c h e n  Zw ecken  dienstbar gem acht werden. H ierfiir gelten 
fo lgend e  R egeln  [nach S a u e r b e c k  1) ] :

Ist der opsonische Index einer bestimmten Bakterienart 
gegeniiber normal, so ist eine Infektion mit demselben aus- 
geschlossen. Ist der Index dauernd herabgesetzt, so handelt 
es sich um einen lokalen ProzeB, ist er dauernd erhoht, 
so ist die Infektion iiberwunden oder eine kiinstliche Impfung 
vorangegangen. Nach S c h o t t m u l l e r  und M u c h 2) zeigen 
die Opsonine schon zu Beginn der Erkrankung und bei 
den leichtesten Infektionen eine Abweichung von der Norm, 
wo Agglutininbildung nicht nachzuweisen ist, die WiDALsche 
Reaktion also im Stich lafit.

Man kann, da die Immunopsonine thermoresistenter 
sind ais die normalen, die Indizes des 10 Minuten auf 60° 
erhitzten und des nicht erhitzten Serums yergleichen: be- 
steht hierbei eine grofie Differenz, so beweist dies, dafi es 
sich um normale, nicht durch Bakterienresorption yeranderte 
Opsoninverhaltnisse handelt; wird dagegen das Serum durch 
die Erhitzung nicht wesentlich in seiner Wirksamkeit ab- 
geschwacht, so ware Infektion bzw. Immunisierung anzu- 
nehmen. —  Die Erfahrungen iiber die Leistungsfahigkeit 
dieser diagnostischen Metboden sind noch sparliche.

2. K lin is ch e  M eth ode der O p son in b estim m u n g  
nach K a m m e r e r 3).

Hierzu sind erforderlich:
1. Serum des P a t ie n t e n , in der gewóhnlichen Weise 

entnommen, aktiy, d. i. nicht erhitzt; ebenso Serum 
eines G esunden .

1) Sa u e r b e c k , Neue Tatsachen und Tłieorien der Immuni- 
tatsforschung; Bergmann, Wiesbaden 1907.

2) S c h o t t m u l l e r  und M u c h , Munch. med. Wochenschr. 
1908, No. 9.

3) Munch, med, Wochenschr. 1908, No. 2Q.
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2. E ine, Bazillenemulsion in physiolog. Kochsalzlosung, 
die 1,5 °/0 Natriumzitrat enthalt.

3. Blut einer gesunden Person, aus der Fingerbeere ge- 
wonnen und direkt in die W r i g h t sche Kapillar- 
pipetten aufgesogen (siehe 1 e, S. 86).

4. Im iibrigen dieselben Gerate wie unter 1 f— m auf* 
gezahlt.

A  u s f ii h r u n g.

In die K a p illa r e  saugt man bis zur Markę l^T eil 
B lu t der gesunden Person, dann etwas Luft, neuerdings 
1 Teil B lu t, dann wieder Luft, 1 Teil P a tien ten seru m , 
Luft und endlich 1 Teil B a z illen em u ls ion .

In die K a p illa re  2 saugt man 1 Teil B lu t, Luft, 
1 Teil B lu t ,  Luft, N o r m a lś e r u m , Luft, B a z i l l e n 
e m u ls io n .

Die Durchmischung und weitere Behandlung erfolgt 
genau wie bei 1 (S. 87) beschrieben. *Rasches Arbeiten 
erforderlich. Nach > Abschmelzen kommen die Kapillaren 
auf Y2 Stunde in den Brutschrank. Die Ausstriche werden 
auf Deckglaser gemacht und nach der Farbung in Kanada- 
balsam eingeschlossen, was infolge der groBeren Durch- 
sichtigkeit des Praparates die Zahlung erleichtert.

Ais Vorteile der Methode werden hervorgehoben: 
1. Vereinfachung der Technik durch Fortfall des getrennten 
Auffangens und Waschens der Blutkorperchen. 2. geringere 
Schadigung der Leukozyten durch Waschen und Zentri
fugieren. 3. relativ dichte Lagerung der Leukozyten, Er- 
leichterung der Zahlung. 4. Verstarkung der „ambozeptor- 
artigen Innnunopsonine“ durch das Komplement und Ver- 
grofierung des Unterschiedes zwischen Normal- und Patienten
serum.

Erfahrungen mit dieser Methode fehlen noch.
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X . N achw eis von  Antistaphylolysin im Serum.

(Bei P a tien ten , d ie an S ta p h y lo k o k k e n e rk ra n - 
k u ngen  leiden .)

P r in z ip : Es wird ermittelt, in welchen Dosen das betref- 
fende Serum imstande ist, Kaninchenerythrozyten vor der 
Auflosung durch Staphylolysin zu schutzen.

Hierzu sind erforderlich:
a) 2— 3 ccm d e fib r in ie r te s  K a n in ch e n b lu t .
Auffangen des aus der durchtrennten Karotis (siehe

S. 4) ausfliefienden Blutes in einem mit Porzellanperlen 
etwa fingerhoch beschickten dickwandigen Reagenzglas, das 
nach Verschlufi mit Kork- oder Kautschukstopfen griind- 
lich durchgeschiittelt wird. (Nicht zu voll mit Blut anfullen!)

Bei langohrigen Rassen kann man das Blut aus der 
Randvene des Ohres entnehmen. Zu diesem Zweck wird 
das Ohr griindlich mit einem in Ather getauchten Watte- 
bausch abgerieben, bis sich die GefaBe prali fiillen und 
dann mit einem scharfen Skalpeli die Randvene quer durch- 
trennt. Das abtropfende Blut wird in einem graduierten, mit 
2 — 3 ccm l ° / 0iger Natriumzitratlosung beschickten Rohrchen 
aufgefangen und fortwahrend gut durchgemischt, um den Ein- 
tritt der Gerinnung zu verhindern, bis 2— 3 ccm Blut ge- 
wonnen sind, das Volum des Gemisches also 4 —6 ccm betragt.

Das Zitratplasma wird nun aus dem Blute durch wieder- 
holten Zusatz der lOfachen Menge Kochsalzlosung und 
Abzentrifugieren (Waschen der Blutkórperchen) entfernt und 
der am Boden zuriickbleibende Blutkórperchensatz durch 
Hinzufiigen von NaCl-LÓsung schlieBlich auf das urspriing- 
liche Volum von 2— 3 ccm gebracht;

b) S ta p h y lo ly s in . Am geeignetsten fiir die Staphylo- 
lysinproduktion erwies sich eine Nahrbouillon, die 2/6— 3/ 6 
jener Alkalimenge zugesetzt erhielt, welche erforderlich 
gewesen ware, um Phenolphthalein gegenuber einen deut- 
lichen Farbenumschlag in Rot hervorzurufen, (Naturlich
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muB diese Alkalimenge an einem kleinen Teil, etwa 10 ccm, 
der Bouillon unter Phenolphthaleinzusatz zuerst durch Titration 
gefunden, uńd dann auf die gesamte Bouillonmenge um- 
gerechnet werden.) In 1/2 —  1 1 dieser Bouillon wird dann 
Staphylococcus aureus eingesat, nachdem man sich durch 
einen Vorversuch iiberzeugt hat, daB derselbe iiberhaupt 
Hamolysin zu produzieren vermag. Zu diesem Zweck hat 
man eine Reihe von Reagenzglasern mit je 2 ccm Bouillon 
beschickt und mit dem Staphylokokkenstamm geimpft. Vom 
dritten bis vierten Tag an untersucht man taglich je ein 
Róhrchen durch Zugabe eines Tropfens defibrinierten Kanin- 
chenblutes und Einstellen fur zwei Stunden in den Brut
schrank. Tritt kraftige Hamolyse ein (die unter Umstanden 
erst nach 18stundigem Sedimentieren im Eisschrank, oder 
nach Zentrifugieren sichtbar wird), so ist der Stamm fur 
den Versuch geeignet.

Nach 13 — 14tagigem Wachstum wird dann die Massen- 
bouillonkultur durch ein B E R K E F E L D T s ch e s  Filter keimfrei 
filtriert und mit 0,5 °/0 Karbolsaure versetzt im Eisschrank 
konserviert. Daselbst halt sieli das Staphylolysin wochen- und 
monatelang ohne wesentliche EinbuBe seiner Wirksamkeit;

c) das zu untersuchende Patientenserum, l/2 Stunde 
auf 56° erhitzt (inaktiviert);

d) physiologische Kochsalzlosung;
e) kleine Reagenzróhrchen, mit etwa 1 cm Durchmesser, 

10 cm Lange;
f) MeBpipetten, in Zehntel geteilt, und andere, in 

Hundertstel geteilt (Inhalt 1 ccm und 10 ccm);
g) eventuell: normales, im Vakuum getrocknetes Pferde- 

serum ais Stan dard serum. Dasselbe wird jedesmal frisch im 
Verhaltnis 1 :1 0  in sterilem, destilliertem Wasser gelóst.

A u sfiih ru n g .
Uieselbe setzt sich aus zwei Bestimmungen zusammen:

1. Aus der Bestimmung der Wirksamkeit des Staphylolysins;
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2. aus der Ermittlung der antagonistischen Wirksamkeit 
des Patientenserums.
ad. 1. Iu eine Reihe von Reagenzrohrchen kommen 

folgende Mengen des Staphylolysins:
1,0 0,75 0,5 0,25 0,1

ferner von einer lOfachen Verdiinnung desselben mit Koch
salzlosung (1 ccm Łysin -f- 9 Kochsalzlosung):

0,75 0,5 0,25 0,1
(= 0 ,0 7 5 ) (= 0 ,0 5 ) (= 0 ,0 2 5 ) (= 0 ,0 1 )

endlich von einer lOOfachen Verdiinnung (1 ccm lOfache 
Verdiinnung-|- 9 Kochsalzlosung):

0,75 0,5 0,25 0,1
(= 0 ,0 0 7 5 ) (= 0 ,0 0 5 ) (= 0 ,0 0 2 5 ) (= 0 ,0 0 1 )

Samtliche Rohrchen werden mit Kochsalzlosung auf 
2 ccm aufgefiillt und je ein Tropfen des Kaninchenblutes 
unter Umschutteln zugesetzt. Die Rohrchen bleiben zwei 
Stunden bei 37° und kommen, nachdem das Resultat notiert 
wurde, iiber Nacht in den Eisschrank. Am nachsten Morgen 
werden die Proben neuerdings nachgesehen; die Hamolyse 
ist meist nur unbedeutend weiter vorgeschritten ais nach 
zweistiindigem Aufenthalt im Brutschrank.

D ie h ierb e i g e fu n d e n e  eben  noch  vo llk om m en  
k la r  lo se n d e  D ose  des S ta p h y lo ly s in s  wird nun fiir 
die Ermittelung der antihamolytischen Kraft des Patienten
serums zugrunde gelegt.

ad. 2. In eine Reihe von Reagenzrohrchen kommt 
die eben ermittelte vollkommen losende Dose des Staphylo
lysins.

Dazu dann folgende Mengen des zu priifenden Serums:
1,0 0,75 0,5 0,25 0,1

0,075 0,05 0,025 0,01 (zugesetzt in Form des lOfach
verdunnten Serums)

0,0075 0,005 0,0025 0,001 (zugesetzt in Form des lOOfacli
verdiinnten Serums)
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K o n tro  Ile ohne Serum.
Samtliche Rohrchen werden mit Kochsalzlosung auf 

2 ccm aufgefullt, mit je einem Tropfen Blut versetzt und 
wie oben weiter behandelt. Notiert wird jene Serummenge, 
welche den hamolytischen Effekt eben vollkommen zu neu- 
tralisieren vermochte, derart, dab die uber den Blutkórper
chen stehende Fliissigkeit vollkommen ungefarbt bleibt. —  

Um die zu verschiedenen Zeiten erhaltenen Wirkungs- 
werte der antihamolytischen Patientensera miteinander ver- 
gleichen zu kónnen, empfehlen N e i s s e r  und W e c h s b e r g  
mit Riicksicht auf die mógliche Veranderung des beniitzten 
Staphylolysins gleichzeitig stets auch einen H em m u n g s- 
yersu ch  mit norinalem  (durch Eintrocknen konservierten 
und daher unveranderlichem) P ferd eseru m  anzustellen. 
Die Vergleichung der beiden Hemmungsreihen (der mit dem 
Patientenserum und der mit dem Pferdeserum) gibt dann 
das V e rh a ltn is  der W irk sa m k e it  des u n tersu ch ten  
A n t ito x in s  zu der k on sta n ten  des S tan dardan ti- 
to x in s , som it e inen  von  dem verw en deten  S ta p h y lo 
ly s in  u n a b h a n g ig en  W ert. —

Nach A r n d t  x) und anderen ist ein hoher Antistaphylo- 
lysingehalt des Serums stets Zeichen einer Staphylokokken- 
erkrankung, wenn es auch nicht gelang sichere Grenzwerte 
festzulegen.

XI. N ach w eis von  D iphtherietoxin im Blutserum.
(Nach U f f e n h e i m e r 2) .]

P r in z ip :  Kleine Mengen Diphtherietoxin, die an und fur 
sich zu gering sind, um Versuchstiere (Meerschweinchen) 
zu tóten, kónnen trotzdem nach 48 Stunden bei den-

1) A r n d t , Deutsche med. Wochenschr. 1907.
2) U f f e n h e i m e r , Miinchner med. Wochenschr. 1906 und 

1907, No. 3.
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selben deutliches Ódem bzw. Infiltrat an der Injektions- 
stelle hervorzurufen.

Zum Toxinnachweis sind erforderlich:
a) 0,1 —  0,3 ccm Serum des Diphtheriepatienten;
b) ein Meerschweinchen von ca. 250 g Gewicht;
c) physiologische Kochsalzlosung zum Yerdunnen des 

Serums;
d) eine sterilisierbare Spritze zu 2— 4 ccm Inhalt;
e) ein (steriles) Spitzglaschen zum Mischen von Serum 

und Kochsalzlosung;
f) Sektionsbrett und Besteck.

A u s f i i h r u n g .

Die zu injizierende Serummenge wird mit Kochsalz- 
lósung auf 2 bzw. 4 ccm erganzt und dann dem Meer
schweinchen unter die Bauchhaut gespritzt (nicht intra- 
muskular!).

Schon nach 17— 20 Stunden kann ein sehr deutliches, 
teigiges ódem  der Bauchhaut zu fiihlen sein; nach 48 Stunden 
wird dann das Tierf durch Nackenschlag getotet, auf dem 
Sektionsbrett aufgespannt und Brust und Bauchhaut ab- 
prapariert, wobei das Ódem sehr deutlich zu sehen ist.

Der diagnostische Wert dieser Methode ist noch nicht 
geniigend festgestellt Doch soli nach U ffenheim er  manch- 
mal der Nachweis echter Diphtherie schneller gelingen, ais 
durch die bakteriologische Untersuchung. Andererseits ist 
aber die Reaktion auch bei sicherer Diphtherie nicht immer 
positiy.
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