[Aus dem bakteriologischen Laboratorium der Universitdt zu Briissel.]
(Director Dr. Funek:)

Untersuchungen
iiber den Mechanismus der Agglutination.

Zweiter Theil.l
Von

Dr. A. Joos,

In dem zweiten Theile dieser Arbeit wollen wir experimentell nach-
weisen, dass die Agglutination eine chemische Reaction ist, dass dabei
eine wahre Verbindung stattfindet,.und dass diese Verbindung mit der
Bildung eines neuen Korpers endet. Wir betrachten am Schlusse dieses
Abschnittes die Wirkung anderer Salze im Agglutinationsphinomen.

§ 1. Die Agglutination ist eine chemische Verbindung.

Wir haben gesehen, dass die Agglutination eine Verbindung dreier
Substanzen ist, von denen zwei ganz specifisch zu betrachfen sind: die
agglutinirende und die agglutinirbare Substanz; wéhrend die dritte, das
Salz, nicht specifisch ist.

Wie haben wir den Ausdruck , Verbindung® zu verstehen? M. a. W.:
Vollzieht sich die Vereinigung dieser drei Substanzen nach den Grund-
gesetzen der Chemie und muss die Agglutinationserscheinung in die Gruppe
der chemischen Verbindungen im eigentlichen Sinne eingereiht werden?
Oder miissen wir diese Erscheipung zur Classe jener noch unvollstindig
erklarten Phinomene ziblen, welche weder den allgemeinen Gesetzen der
Chemie folgen, noch als wahre chemische Verbindungen, wie z. B. einige
Farbungserscheinungen, betrachtet werden konnen? Es ist bekannt, dass

1 8. Bd. XXXVI. 8.422f.
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gewisse pflanzliche oder thierische Fibern den Lésungen die in ihnen auf-
gelosten Farbstoffe entziehen. Diese Reaction, welche 'unter allen Pro-
portionen aufzutreten scheint, welches auch immer die relativen Mengen
der vorhandenen Substanzen sein mogen, wird gewdhunlich nicht als wahre
chemische Verbindungen, sondern als Aeusserungen physikalischer Krifte
angesehen. Gewisse Autoren betrachten sie als Erscheinungen der mole-
culiren Fixation oder der Porositit. Das organische und das firbende
Moleciil haften sich mehr oder minder energisch an einander, doch entsteht
aus dieser Einigung keine bestimmte chemische Zusammensetzung, indem
keine constante Beziehung zwischen den Moleciilen der in Frage kommenden
Species besteht.

Wir haben uuns vorgenommen, durch quantitative Untersuchungen zu
zeigen, ob die Verbindung der. specifischen Substanzen des Serums und
der Bacillen mit dem Salze eine chemische Verbindung im eigentlichen
Sinne sei, oder ob dieselbe als das Ergebniss der Festsetzung heterogener
Partikelchen ohne Dazwischenkunft chemischer Krafte angesehen werden
muss. Wenn diese letztere Hypothese erwiesen wire, so wire die Agglu-
tination einer in Folge der Intervention physischer Krifte herbeigefiihrien
moleculiren Fixation zuzuschreiben, welghe an gewisse Erscheinungen
der Porositdt erinnert (z. B. das Festhalten gewisser Farbstoffe durch
Knochenkohle), welche von Chevreul als ,capillire Affinitit” bezeichnet
wurden.

Es handelt sich demnach um zwei Hypothesen:

1. Entweder ist die Verbindung chemischer Ordnung und muss den
Grundgesetzen der Chemie, besonders dem Gesetze der constanten Pro-
portionen folgen.

2. Oder aber sie ist physikalischer Ordnung und die Reaction wird
eintreten, ohne dass irgend eine bestindige Beziehung unter den relativen
Mengen der in die Reaction eintretenden Substanzen beobachtet werden
kénnte.

Wir werden in diesem Abschnitt untersuchen, ob der Agglutinations-
vorgang dem Gesetze der constanten Proportionen folgt.

Wir haben bereits vorher einige Versuche citirt, welche der Ver-
muthung Raum geben, dass die Agglutination von einer wahren chemischen
Verbindung herrihre. ’

So haben wir gesehen, dass wir, wenn ganz salzfreie Mikroben mit
agglutinirender Substanz imprignirt sind, durch Zusetzung von NaCl in
kleinen Dosen eine fractionirte Agglutination erhalten, so wie auch ein
fractionirter Niederschlag zu erhalten ist, wenn einer Lésung hach und
nach ein Reagens zugesetzt wird, welches das Salz, das sich darin aufgeldst
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befindet, zum Niederschlage bringen kann. Und dieser bakterielle Nieder-
schlag ist vollkommen proportionell der Menge des Salzes, welche zugesetat
wurde, wovon man sich leicht auf verschiedeme Arfen iiberzeugen kanm.

Erstens kann man die Agglutination in engen Reagensglisern, auf
welchen man mittels einiger Feilstriche gleiche Raumeinheiten angezeichnet
hat, hervorrufen. Sobald sich der Niederschlag abgesetzt hat, sieht man
sehr deutlich, dass der Bedensatz, welcher durch 128 hervorgerufen ist,
nicht derselbe ist als der, weleher durch 2, 3 bis 10™8 Na(Cl erzeugt
wird. Wir bemerken, dass das Volumen des Niederschlages niemals ganz
genau proportionell der beigefiigten Salzmenge ist, denn je mehr dieses
Volumen zunimmt, um so mehr hiuft er sich zusammen. Doch findet
man in Niederschligen, welche unter denselben Bedingungen durch ver-
schiedene (doch sehr kleine) Dosen von NaCl erhalten wurden, sehr
charakteristische und constante Unterschiede.

- Zweitens kann man einer Reihe von Reagensglisern, welche alle die-
selbe Menge dialysirter Emulsion und Serum enthalten, verschiedene
Quantitaten von Salz zusetzen und den Niederschlag centrifugiren; die
oben schwimmende Flissigkeit wird hierauf decantirt und der Bedensatz
in ganz gleichen Mengen destillirten Wassers emulsionirt. Hierauf ver-
gleicht man die Dichtigkeit der Emulsionen durch die in der Chemie ge-
brauchlichen colorimetrischen Verfahren.

Man kann auch beweisen, dass fir eine gegebene Mischung von Serum
‘und Typhusemulsion ein bestimmtes Gewicht von NaCl immer dasselbe
Niederschlagsquantum liefert.

In diesen Versuchen constatirt man nun, dass eine ganz bestimmte
und gleichbleibende Beziehung zwischen der Menge des erhaltenen Nieder-
schlages und der Menge des beigesefzten Salzes besteht. Diese That-
sachen sind daher vollkommen identisch mit jenen, welche dem fractio-
nirten Niederschlag einer salzigen Losung charakterisiren. Die Verbindung
der agglutinirenden und agglotinirbaren Substanz bildet eine Zusammen-
setzung, welche nur dann ausfillbar wird, wenn man in ihre Moleciile
Salz einfibrt, und diese Verbindung vollzieht sich in sehr bestimmten Pro-
portionen.

Wir kénnen auch beweisen, dass, um eine bestimmte Typhusemulsion
zu agglutiniren, ein bestimmtes Salzquantum nothig ist. Es ist gleich-
giltig, ob man dieses Quantum auf einmal oder in mehreren Fractionen
der Emulsion beiftgt. . .

Andererseits haben wir gleichfalls gesehen, dass es zur Hervorbringung
der Agglutination genfigh, wenn man mit Salz imprignirten Mikroben
agglutinirende Substanz zusetzt. Es ist durchaus nicht nothwendig, dass
die Losung Salz enthalte, um die Erscheinung auftreten zn lassen. Dieser
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Umstand schiebt, unseres Erachtens, jene Theorien bei Seite, welche die
Agglutination als ein physikalisches Phinomen betrachten.. Des Weiteren
spricht es auch fiir unsere Ansicht, dass auch ganz geringfiigige Mengen
von Salz geniigen, um die mit agglutinirender Substanz imprignirten
Bakterien zum Niederschlage zu bringen.

Wir fihren nur die vorstehenden Beobachfungen an; wenn man sich
jedoch die Mithe nimmt, die im ersten Theile dieser Arbeit angefiibrien
Experimente aufmerksam zu prifen, so wird man finden, dass sie alle
fiir die chemische Natur des Agglutinationsvorganges sprechen.

‘Wir konnen auch durch analogere, wie die hier erwihnten Experi-
mente nachweisen, dass dieselbe Menge agglutinirbarer Substanz “jeweils
durch dieselbe Menge agglutinirender Substanz niedergeschlagen wird.

Experiment: Vorerst bestimmen wir genau die kleinste Menge von
Serum, welche n6thig ist, um eine Typhusemulsion (durch Einrithrung einer
24 stindigen Cultur auf Agar in 10°%= physiologischer Ldsung bereitet)
im Verlaufe von etwa einer Stunde vollstindig zu agglutiniren.

Nach Feststellung dieser Einheit bereiten wir einige Reagensgliser,
welche jedes genau dieselbe Menge eifier und derselben bakteriellen
Emulsion enthalten. Wir setzen dem ersten Reagensglas eine beliebige
Menge von Serum zu, um eine vollstindige Agglutination zu erhalten;
den anderen setzen wir verschiedene Bruchtheile dieser Menge bei und
stellen Alles wihrend einer Stunde bei 37° in den Briitschrank. Das
Volumen der Niederschlige wird offenbar in den verschiedenen Glésern
verschieden sein. Wir centrifugiren pun und, nach Decantirung der oben
schwimmenden Flussigkeiten, fiigen wir bei allen eine neuwe Quantitit
Serumlosung bei und setzen die Mischung nochmals bei 37° in den Brit-
schrank. In den Glisern, welche noch Typhusemulsion enthalten, bildet
sich ein Niederschlag, welcher in allen gleich ist, da sie alle dieselbe
Serummenge erhalten haben. Wir centrifugiren neuerdings und fiigen den
decantirten oben schwimmmenden Fliissigkeiten eine neue Dosis von Serum
zu. In den noch triiben Flissigkeiten bildet sich eine neue Agglutination,
und wenn wir diese Versuche fortsetzen, so kdnnen wir beweisen, dass, um
die ganze agglutinirbare Substanz einer Typhusemulsion zu agglutiniren,
jedém Theile eine eben solche Menge von Serum zugesetzt werden muss,
als nothig ist, um, auf einmal zugesetzt, die vollstindige Agglutination
20 erzeugen.

Man kann sich leicht iberzeugen, dass das Volumen des erhaltenen
Niederschlages proportional ist der der Mischung beigefigten Serum-
menge.
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Diese Experimente erginzen daher die vorhergehenden. Im Vereine
thun sie dar, dass es zur vollstindigen Agglutination einer bestimmten
Menge mikrobischer Emulsion (die also eine genau bestimmte Menge
agglutinirbarer Substanz enthalt), einer bestimmten Menge von Serum und
einer bestimmten Menge von Salz bedarf. Es findet sich. demnach in dieser
Erscheinung das Gesetz von den constanten Proportionen in Geltung.

Unsere Versuche beweisen vielleicht nicht, dass dieses Gesetz vom
rein chemischen Gesichtspunkte aus genau eingehalten wird, da wir die
absoluten Mengen der in die Verbindung eintretenden Elemente nicht
mit strenger Genauigkeit erheben konuen. Da wir uns hier aber noch
unbekannten Korpern gegeniiber befinden, welche unméglich in ihrem
reinen Zustande gewonnen werden konnen, so erachten wir dieses Gesetz
als genifigend nachgewiesen, da wir beweisen konnten, dass eine relative
Menge einer der Substanzen sich immer mit denselben relativen Mengen
der beiden anderen verbindet. Wir miissen thatsichlich annehmen, dass
gleiche Mengen derselben mikrobischen Emulsion immer eine gleiche
absolute Quantitit agglutinirbarer Substanz enthalten. Ebenso enthalten
gleiche Mengen von Serumlosungen dieselben absoluten Mengen agglu-
tinirender Substanz.

Wir glauben damit das Gesetz der bestimmten Proportionen darge-
than zu haben, da wir bewiesen haben, dass eine gegebene Menge bak-
terischer Emulsion sich immer mit einer gleichbleibenden Menge von Serum-
Iosung bindet, um eine bestimmte Zusammensetzung zu ergeben. Was
die Salzmenge betrifft, die dazu ndthig ist, so Iisst sich dieselbe leicht
experimentell erheben.

Wenn man aber die Bedingungen des Experimentes ein wenig &ndert,
kann man sehr verschiedene Resultate erhalten. Z. B.: Wir haben
bei einem vorausgegangenen Versuche die kleinste Serumdosis gesucht,
welche eine Typhuscultur, in 10 °™ physiologischem Wasser anfgeschwemmt,
vollstindig agglutinirt. Diese kleinste Dosis ist z. B. 2¢m einer ver-
dinnten Losung. Anstatt aber diese Serumldsung auf eine Typhuscultur
einwirken zu lassen, bringen wir in ein Reagensglas 2°™ der Serumldsung
und dann bloss !/, Cultur von Typhus und so viel physiologische Ldsung
als nothig ist, wm 10°¢= zu fillen. Nachdem die Agglutination statt-
gefunden hat, cenfrifugiren wir, rtihren !/, Typhuscultur in die oben
schwimmende Flissigkeit und bringen Alles bei einer Temperatur von
370 zuriick. Wir sollten eine neue Agglutination constatiren miissen, da
die Mischung im Anfang genug Serum enthielt, um eine ganze Cultur
zu agglutiniren. Doch bildet die Flissigkeit keine Spur von Niederschlag
und bleibt immer triilbe und homogen. Dieser Versuch erscheint im
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ersten Augenblicke im Widerspruch mit den ersten, da sich eine gleiche
Dosis agglutinirender Substanz unterschiedslos mit verschiedenen Mengen
agglutinirbarer Substanz verbindet. '

Wenn man aber diesen Versuch vervollstindigt, so constatirt man
leicht, dass die Niederschlige, welche in diesen verschiedenen Fallen erhalten
worden sind, nicht dieselben Eigenschaften besitzen.

Um dies zu beweisen, haben wir das folgende Experiment zu machen:

Experiment: Man nimmt vier Reagensglaser, deren beide ersten,
A und B, eine agglutinirende Serumdosis und eine Agarcultur in 10 c=
physiologischer Losung eingeriihrt enthalten; die beiden anderen, C und D,
enthalten auch eine Agarcultur, gleichfalls in 10 *= physiclogischer Lisung
eingerfihrt, und ein Multiplum der einfachen agglutinirenden Serumdosis
(ohne Ueberschuss). Das Ganze wird auf 37° gebracht und hierauf centri- -
fugirt, um die Niederschlige zu agglomeriren. Diese letzteren werden in
10 = physiologischer Losung aufgeschwemmt und in die Emulsionen der
Niederschlige A und C wird 1 Typhuscultur beigefiigt. Alles wird wihrend
einiger Stunden bei 37° in den Brutschrank gesetzt, und man lisst die
Niederschlige sich wieder ganz von Neuem bilden.

Man bemerkt sodann, dass die in dem Glase A zugesetzte Cultur
in der Flissigkeit suspendirt geblieben ist, und dass sie das Volum des
Niederschlages nicht vergrossert hat.

Im Gegentheil hat sich die Hohe des Niedersehlages, der sich in C
gebildet hat, erheblich vermehrt, und das Volumen des Bodensatzes iiber-
steigt betrichtlich das Volumen des in D enstandenen Niederschlages. Es
ist klar, dass sich ein Theil der agglutinirenden Substanz, welche sich in
der ersten Agglutination mit der agglutinirbaren Substanz verbunden hat,
auf die agglutinirbare Substanz der, in der nach Centrifugirung beigefiigten
frischen Cultur enthaltenen Mikroben fixirt hat.

Voriibergehend wollen wir hemerken, dass es sich hier nicht um eine
mechanische Mitreissung handelt, weil, wenn man anstatt der Typhus-
bacillen andere Mikroben, z. B. das Bacterium coli oder Choleravibrionen,
zusetzt, das Volumen des Niederschlages nicht grosser wird und der zu-
gesetzte Coli oder Cholera in der Fliissigkeit in Emulsion verbleibt.?

Xs besteht daher ein bedeutender Unterschied zwischen den Zusammen-
setzungen, welche man erhilt, wenn man dieselbe Menge agglutinirender
mit verschiedenen Mengen agglutinirbarer Substanz verbindet. Die

! Um in diesem Controlversuch eine ganz typische Erscheinung zu erzeugen,
ist zu empfehlen, sehr bewegliche Bakterien zu beunutzen, da diese letzteren leichter
in der Emulsion bleiben und micht so rasch wie unbewegliche durch den sich bilden-
den Niederschlag mitgerissen werden.
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Verbindung, welche das Minimum der agglutinirbaren und das Maximum
‘der agglutinirenden Substanz (die Maximalverbindung) enthilt, ist sebr
stabil und kann sich mit neuen Mengen agglutinirbarer Substanz ver-
einigen, .und so neue Verbindungen ergeben. Wenn wir die Action
der agglutinirbaren Substanz mit der Action einer mehrbasischen Siure,
welche sich mit den Basen in mehreren Proportionen verbinden kann, ver-
gleichen, so geben wir von der Erscheinung ein Klares, aber vielleicht etwas
unrichtiges ‘Bild. Die erhaltenen Verbindungen sind mehr oder weniger
stabil je nach ihrem Saturationsgrad. Der stabilste ist die Maximal-
verbindung, welche am meisten agglutinirender Substanz enthilt. Doch
ist die Action der specifischen Substanzen und des Salzes auf einander
nicht so energisch' wie die, welche die Verbindung. einer Siure mit einer
Base charakterisirt; sie kann besser mit der Doppelsalzbildung verglichen
werden.

Das oben erwihnte Experiment zeigt uns, dass die Verbindung dieser
Substanzen sich in verschiedenen Proportionen vollzieht, um verschiedene
Korper zu bilden. Um unsere Ansicht noch fester zu begriinden, wollen
wir die Unterschiede dieser verschiedenen Verbindungen feststellen.

Experiment: Wir ‘nehmen eine Reihe von Reagensglisern, in
welche wir eine gleiche Menge Emulsion- von Typhusbacillen in physio-
logischer Lisung (z. B. 2°™ entsprechend eine Agarcultur) geben. Hierauf
setzen wir stufenweise steigende Mengen von Serum zu, welches in NaCl-
Losung so verdinnt ist, dass z. B. 1= der Verdiinnung beiliufig einer
einfachen agglutinirenden Dosis entspricht.

Hierauf setzen wir je nachdem 0-1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ... , 8.0¢m
der Losung von Typhuserum zu. (Wir werden nun jedes - Reagensglas
nach der Menge von diluirtem Serum bezeichnen, welche es enthélt.) Die
Agglutination vollzieht sich zwar in allen Glisern, doch mit verschiedener
Intensitdt, und zwar langsam dort, wo wenig Serum enthalten ist, und
rasch, fast augenblicklich dort, wo viel vorhanden ist. Nach einer Stunde
Verweilens bei 370 zeigt sich der Niederschlag in den Glisern, welche
viel Serum enthalten, gut angesammelt, wibrend in den zn serumarmen
Glasern noch die Flocken in der Flissigkeit schwimmen und der Nieder-
schlag sparlich ist.

Alle diese Mischungen werden hieranf ecentrifugirt, um den Nieder-
schlag am Boden zu sammeln, und die oben schwimmende Flissigkeit
wird decantirt. Diese Flissigkeit ist in dem Rohrchen 0-1 und 0-5 sebr
triibe, nur wenig opalescirend in dem Glase 1-0, und in den ibrigen
ganz durchsichtig. Die Agglutination ist daher in den beiden ersten
unvollstindig, vollkommen aber in dem dritten und es ist wabrscheinlich,
dass die folgenden einen Ueberschuss von nicht zur Verwendung gelangtem

Zeitschr, f. Hygiene. XL. 14
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Serum enthalten. Wenn wir in die Glaser, welche die durchsichtige
Flussigkeit enthalten, einige Oesen Cultar zusetzen und Alles bei 37°
in den Britschrank stellen, sehen wir, dass in den Rohrchen, welche 8.0,
7.0, 6.0 Serum enthalten, sich rasch ein Niederschlag bildet. In dem
Glase, welches 5-0 diluirtes Serum enthélt, vollzieht sich die Reaction
erst nach Verlauf einiger Stunden. Der Serumiiberschuss ist also sehr
gering in dieser letzfen Mischung.

Wir sehen hier noch einmal, dass eine gewisse Menge von Serum
absorbirt wurde, ohne eine wahrnehmbare Wirkung zu erzielen: im Glase,
welches 1.0 Serumdilution enthélt, vollzieht sich eine vollstindige
Agglutination und trotzdem unterscheiden sich jene Gliser, welche eine
zwel oder drei und vier Mal so grosse Menge davon enthalten, in Nichts
von dem ersten. Die Agglutination ist in allen vollstindig und die oben
schwimmenden Fliissigkeiten sind gleichfalls durchsichtig und enthalten
keine Spur von Serumfiberschuss.

Doch wenn man das dussere Ansehen des Niederschlages genau be-
trachtet, so kann man gleichwohl einen wahrnehmbaren Unterschied
zwischen. den verschiedenen Bodensdtzen beobachten.

‘Wir wissen jedoch bereits, dass die Zusammensetzungen dieser Nieder-
schlige nicht dieselben sind. Centrifugiren wir* und rihren dann die ag-
glomerirten Bodensitze in einigen Cubikcentimetern sterilisirten Wassers
ein und centrifugiren von neuem. Die Niedersehliige werden zum zweiten
Male in 10°m sterilisirten Wassers angeriihrt und bei 37° in den Briit-
schrank gestellt. Nach Verlauf einiger Stunden vollzieht sich in Glisern
4.0 und 3-0 eine Reagglutination, hierauf im Glase 2.0, endlich langsamer
im Glase 1.5, In dem Glase 1.0 zeigt sich selbst nach mehreren Tagen
nichts. Die verschiedenen Niederschlige sind dieses Mal von verschiedener
Grosse. Am grossten in Glisern 4-0 und 3.0; sie werden stufenweise kleiner
und im Glase 1-5 wird der Niederschiag sehr gering und die oben
schwimmende Flissigkeit ist stark getriibt.

So- kann man nach einander mehrere Reagglutinationen erhalten
in den Mischungen, welche viel Serum enthalten. Wir bemerken, dass
‘die Reagglutinationen stattfinden, ohne dass sich eine Spur
von NaCl in der Flissigkeit aufgelost findet. Das NaCl,
welches nothig ist, um die Reagglutination hervorzurufen,
findet sich im Niederschlag, nicht aber in der Fliissigkeit, was
sich im absoluten Widerspruch mit den Resultaten von Bordet® befindet,
Resultate, auf welche er seine Theorie der Agglutination stiitate.

Die Zusammensetzung des Niederschlages ist verschieden je nach

L Annales de U Institut Pasteur. 1899. p. 236.
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den relativen Proportionen zwischen agglutinirbarer und agglutinirender
Substanz, welche er enthalt. Das Gemisch, welches das Minimum agglu-
tinirender Substanz verbunden hat (welche wir die Minimalverbindung
nennen), ist wenig bestindig und zersetzt sich rasch in Wassers.

Diese Zersetzung kommt daher, dass sich ein Theil des zur Verbindung
gelangten Salzes in der Fliissigkeit verliert. Es gentigt, wie wir schon
frither sagten, ibr das entzogene Salz wieder zu geben, um sofort einen
Niederschlag sich bilden zu sehen.

Es ist also bewiesen durch unsere vorherigen Experimente:

1) dass die Agglutination sich in constanten Proportionen vollzieht;

2) dass man verschiedene Verbindungen erzeugen kann je nach den
relativen Proportionen der verschiedenen Substanzen, welche man in die
Verbindung treten lisst.

Die Minimalverbindung, welche in seinem Molecil die kleinste Quan-
titdt agglutinirender Substanz enthilt, ist wenig stabil und wird leicht
durch Wasser zersefat.

Die Maximalverbindung, welche das Maximum agglutinirender Sub-
stanz enthilt, das die agglutinirbure Substanz verbinden kapn, ist im
Gegentheil sehr stabil und wird durch Wasser schwer zersetzt.

Aus dem Gesagten schliessen wir, dass die Zusammensetzung der
specifischen Substanzen mit dem Salz eine: wahre chemische Verbindung
darstellt.

Die Richtigkeit dieser Ansicht wird noch bekriftigt, wenn: wir die
Bedingungen, in welche der Agglutinationsvorgang sich vollzieht, genau
ibersehen. Die Factoren, welche die chemischen Reactionen beeinflussen,
beeinflussen auch auf dieselbe Weise die Verbiridung der specifischen Mi-
krobensubstanz mit der specifischen Serumsubstanz und das Salz.

So vollzieht sich z. B. die Vereinigung von den specifischen Sub-
stanzen viel rascher in concentrirten als in verdiimnten Losungen. Diese
Vereinigung wird durch die Wirme in sehr erheblicher Weise beschleunigt.
Wenn wir in zwei Reagensrohrchen dieselben Quantititen specifischer
Substanzen und Salz thun und wenn wir das eine in einer Temperatur
von 0° bewahren, das andere in einer Temperatur von 35 bis 40° z. B., ist
der Niederschlag vollstindig in dem zweiten, wihrend in dem ersten keine
Spur von Niederschlag sichtbar ist. -Dieselben Erscheinungen charak-
terisiren die Reactionen der reinen Chemie.

Bis heute ist es nicht gelungen, die specifischen Substanzen in
reinem Zustand zu produciren, doch aller Wahrscheinlichkeit nach
missen wir annehmen, dass ihre chemische Activitdt sehr gering ist.

14*
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Andererseits haben wir gesehen, dass sie sich mit einander und mit
NaCl in genau begrenzten constanten Proportionen vereinigen, so dass die
Gesetze der reinen Chemie auf allen Punkten genau befolgt sind, Auch
wenn wir die Bedingungen dieser Verbindung gut studiren und ihre
Eigenschaften genau untersuchen, mfissen wir bekennen, dass die Ver-
einigung der specifischen Substanzen und des Salzes mit der Doppelsalz-
bildung sehr &hnlich ist.- , v

Wir baben gesehen, dass eine gegebene Quantitit agglutinirbarer
Substanz -fahig ist, sich mit einer gegebenen Quantitit agglutinirender
Substanz und Salz zu verbinden. In anderen Worten: Ein Moleecil
agglutinirbarer Substanz bindet eine ganz genau bestimmte
Menge agglutinirender Substanz und Salz.

Zweitens: Ein Molectl agglutinirbarer Substanz kann sich
mit verschiedener Menge agglutinirender Substanz verbinden,
um verschiedene Zusammensetzungen zu liefern (Gesetz der
multiplen Proportionen).

Die Eigenschaften dieser Producte sind sehr verschieden und hingen
von der relativen Menge Substanzen, welche benufzt ist, ab.

Die Verschiedenheit lisst sich erweisen durch das Aussehen des er-
zeugten Productes (mehr oder weniger schwer oder flockig) und seine
Stabilitat.

Wenn wir die agglutinirbare Substanz mit 7' und die agglutinirende
Substanz mit § bezeichnen, so hitten wir die Formel 778= fiir die stabilste
Zusammensetzung (Maximalverbindung), welche am wenigsten specifische
mikrobische Substanz und das Maximum agglutinirender Substanz enthalt.

Hierauf wiren die Formeln fiir die minderwerthigen Zusammen-
setzungen 7782—=, T§»—2= T8§»—3% u, g. w., was sich sehr leicht von
dem ersten in Abstand bringen ldsst.

Die Menge agglutinirender Substanz, welche fahig ist, sich mit der
agglutinirbaren Substanz zu verbinden, um di¢ Maximalverbindung zu
bilden, ist so vollstindig bestimmt, dass, wenn man noch mehr zu-
setzt, der Ueberschuss unverindert in der Losung bleibh, und es genigt,
die Mischung fiber einer kleinen Kerze zu filtriren, oder sie energisch zu
centrifugiren, um die nicht verbrauchte agglutinirende Substanz in dem
Filtrat oder in der oben schwimmenden Fliissigkeit wieder zu finden.

Diese Maximalverbindung ist sehr bestindig und besitzt, wie wir soeben
gesehen  haben, die Eigenschaft, in destillirtem Wasser ohne Hinzu-
figung von Salz leicht zu reagglutiniren. Dadurch unterscheidet
¢s sich von den Gemischen mittlerer Ordnung, welche sich leichter zer-
setzen.

Bemerken wir noch, dass man jede beliebige der nicht gesittigte
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Verbindung erhalten kann, indem man einer bestimmten Menge Bakterien-
emulsmn eine bestimmte Menge von -agglutinirender Substa,nzlosung bei-
fiigt. Eine gegebene Quantitit agglutinirbarer Substanz mit einer gegebenen
Quantitdt agglutinirender Substanz und Salz zusammengebracht, ergiebt
immer eine bestimmte Verbindung, welche stets die gleiche ist, wenn
die relativen Proportionen der Factoren dieselben bleiben.

In dem folgenden Capitel werden wir unserer Ansicht noch befestigen
und beweisen, dass die Verbindung der zwei specifischen Substanzen eine
wahre chemische ist, da die Eigenschaften der Factoren verschwinden, und
dass das erzeugte Product ganz neue Eigenschaften besitzt.

§ I1. Das Ergebniss der Verbindung.
Die Bildung eines neuen Korpers.

Man weiss, dass die agglutinirende Substanz durch Erwirmung auf
600 nicht alterirt ist. Die agglutinirbare Substanz des Mikroben erleidet
im Gegentheile bei dieser Temperatur eine leichte Modification. Diese
Modification zeigt sich besonders darin, dass die Agglutination weniger
rasch eintritt, dass es zu ibhrem Einfreten einer grisseren Menge Serums
bedarf, als zur Agglutination einer lebenden Culfur ndthig ist, und dass
der erzeugte Niederschlag minder flockig ist, dass er ein schweres Aus-
sehen hat.

Wir nehmen eine frische, durch hinreichende Serummenge aggluti-
nirte Cultur, welehe centrifugirt wird, um den Niederschlag zu agglome-
riren. Nach Decantirung der oben schwimmenden Flissigkeit wird das
Reagensglas sorgfiltic mit Filtrirpapier abgewischt und der Bodensatz
sodann in 10¢%m destillirten -Wassers eingeriihrt. Anstatt jedoch diese
Emulsion der gewthnlichen Temperatur oder bei 37° auszusetzen, erwirmen
wir sie’ auf 60° und sehen dann, dass sich in der Mischung eine Ver-
dnderung ergeben hat. In der That hat sich keinerlei Reagglutination
gezeigt, und die Flissigkeit bleibt fortgesetzt triibe.

Vielmehr kann man NaCl der erwdrmten Mischung hinzufiigen, ohne
dass der geringste Niederschlag sich bildet.

Durch die Erwirmung auf 60° wird demnach dle Verbindung der
mikrobischen Substanz mit der agglutinirenden Substanz stark beein-
trachtigt, obwohl die Elemente ihrer Zusammensetzung bei dieser Tem-
peratur keine Verinderung erleiden.

Wir konnen hier auch beobachten, dass die Widerstandsfahigkeit
gegen die Temperatur von 609, der specifische Niederschlag sehr ver-
schieden, je nach seiner Zusammensetzung, ist. Die Verbindungen, welche
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viel agglutinirende Substanz enthalten (Maximalverbindung z. B.), sind
viel widerstdndiger als die anderen. Die Temperatur von 60° muss man
linger einwirken lassen, um die Reagglutination dureh Beiffigung von NaCl
zu verhindern:. Im Gegentheil sind die Minimalverbindungen leicht zer-
stort, und um so rascher, je weniger sie agglutinirende Substanz enthalten.

Wenn die Erwiimung nicht lange genug fortgesetzt wurde, so kann
es sich ereignen, dass die Zusetzung von NaCl die Bildung eines mehr oder
weniger grossen Niederschlages erzeugt. Bemerken wir auch, dass die
Bildung dieses Niederschlages sodann durch einen mehr oder minder ver-
langerten Aufenthalt bei 37° erleichtert wird. Wir konnten beobachten,
dass agglutinirte Typhusbacillen in Wasser eingerithrt und auf 60° erwirmt
bei Zusatz von NaCl selbst nach 24 Stunden Aufenthalt in der gewdhn-
lichen Temperatur keinen Niederschlag ergeben haben, und dass es manch-
mal geniigte, diese Emulsionen wahrend einiger Zeit bei 37° anzusetzen,
um in der Flissigkeit sich Flocken bilden zu sehen.

Das Ergebniss dieses Experimentes ist, dass in agglufinirten Bacillen
sich keine Mischung von specifischen Substanzen und Salz vorfindet (wie
es sein. miisste, wenn die agglutinirende Substanz die Bacillen imprignirte
nach der Hypothese von Bordet), dass sich aber ein neuer Korper
gebildet hat. Durch die Brwirmung auf 60° erleiden die agglutinirten
Bacillen eine Veriinderung, die isolirte Bacillen noch isolirtes Serum, welche
in derselben Weise behandelt werden, nicht erleiden.

Solche Bacillen verhalten sich nicht wie gewdhnliche Bacillen, die
dieselbe Temperatur erlitten haben: trotzdem sie eine Menge Serum
enthalten, welche geniigt, um die normalen, auf 60° erwirmten Bacillen
niederzuschlagen, bildet sich selbst bei Zusatz von NaCl keine Agglutination.

Andererseits befindet sich die agglutinirende Substanz in der Mischung
nicht in freiem Zustande, was leicht durch Filtration der Flissigkeit
oder durch energisches Centrifugiren pachgewiesen werden kann.

‘Es kann sich aber auch ereignen, dass die agglutinirende Substanz
bei Erwarmung auf 60° nicht in Freiheit gesetzt wird, sondern an die
Bakterienzellen gebunden bleibt, so wie dies in den salzfreien Gemisechen
der Fall ist. In diesem Falle musste das NaCl einen Niederschlag er-
zeugen, weil die Menge agglutinirender Substanz, welche sich auf den
Bakterienleibern gefestigt hat, gross genug ist, um auf 60° erwirmte
Bacillen zu agglutiniren.

Diese Versuche beweisen daher, dass die Zusammensetzung, welche
sich zu Boden setzt, wenn man die agglutinirende und die agglutinirbare
Substanz auf einander einwirken lisst, einen neuen Kérper darstellt, welcher
in Nichts an die Eigenschaften seiner Grundbestandtheile erinnert. Man
kann darin weder die bakterielle noch die agglutinirende Substanz ent-
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decken. Diese Korper -haben ihre eigene Individualitit verloren und
gich innig vereinigt, um ein Product von vollkommen neuen Eigenschaften
zu ergeben. Der specifische Niederschlag, auf 60° erwérmt, besteht nicht in
einer Mischung von Serum und Mikroben, welche diese Temperatur erlitten
haben; man kann auf keine Weise die Anwesenheit eines von diesen zwei
Elementen beweisen. Die agglutinirten Mikroben, auf diese Temperatur
erwirmt, sind ganz verschieden' von den normalen, welche auf dieselbe
Weise behandelt worden sind. Man sieht, dass ibre Zusammensetzung
durch das Verbinden der agglutinirenden Substanzen ganz verindert
ist und dass sie eine neue chemische Individualitit bildem, welche auch
neue Eigenschaften besitat.

Der agglutinirte Niederschlag erleidet durch Erwirmung eine Um-
wandlung, welche ihn von seinen Grundbestandtheilen sehr gut differenzirt.
Das so erhaltene Product hat die Fahigkeit verloren, sich, selbst wenn
es einen Ueberschuss von agglutinirender Substanz enthalt in der physm-
logischen Kochsalzlosung zu reagglutiniren.

Diese Verbindung agglutinirbarer und agglutinirender Substanz muss
demnach als eine wahre chemische Verbindung und nicht als.das Ergeb-
niss einer einfachen physikalischen moleculdren Bindung angesehen werden.

In diesen Erscheinungen der moleculdren Attractionen oder der Porositit
werden die Elemente nicht in so inniger Weise mit einander vereinigt.
Ihre Einigung giebt nicht einen neuen Korper (im echten Sinne des
Wortes), in welchem es unmdglich wire, seine Constituenten wieder zu
erkennen.

Die Vereinigung dieser verschiedenen heterogenen Partikelchen kann
eine sehr innige sein, die Kraft, welche sie zusammenhilt, kann sehr
schwer zu zerstéren sein; demnach behalt nichtsdestoweniger jedes Partikel-
chen seine eigene Individualitit und der Atomcomplex, welcher aus ihrer
Vereinigung entsteht, ist keine neue Verbinduug im eigentlichen Sinne.

Ein Umstand kiinnte unklar erscheinen: Wieso kann eine infinitesi-
male Dosis Serum eine verhiltnissméssig betrichtliche Menge Cultur zum
Niederschlag bringen, wenn anders dieser Niederschlag einer chemischen
Verbindung zuzuschreiben ist?

Dafiir hat man die Agglutinationserscheinung schon mit dem fermen-
tativen Phanomen verglichen, und die agglutinirende Substanz als eine
Enzyme angesehen. Doch ist diese Hypothese durch kein Experiment
unterstitzt. Wir erwidern hierauf, dass diese Verbindung sich zwischen
Substanzen vollzieht, welche wir lediglich aus ihren Wirkungen kennen.
Wir kennen durchaus nicht die absoluten Mengen, welche thitig werden,
und wenn wir sehen, dass ein Serum bel 1/,,,,, agglutinirt, so wissen
wir doch nicht, welcher Menge activer Substanz dieser Werth entspricht,
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noch mit wie viel bakterischer Substanz er sich verbindet. Uebrigens ist
es wahrscheinlich, dass jene Substanz, welche wir unter den Namen ,ag-
glutinirende Substanz®; , priventive Substanz®, , Agglutinin“, | sensibili-
satrice u. s. w. bezeichnen, durchaus nicht so einfach ist, als man
glauben mochte, und dass sie aus bestimmten Kérpern zusammengesezt
ist, welche ihrerseits wieder gegen bestimmte Partieen der Mikroben dirigirt
werden.

Die mikrobische Emulsion, welche wir den Thieren injiciren, ist kein
einfaches, sondern im Gegentheile ein zusammengesetztes Gemisch, und
man kann. verniinftiger Weise annehmen, dass jedes Element, welches in
die Constitution der Bakterienzelle eintritt, in dem Thierorganismus einen
specifischen Antikérper bildet. Die Vereinigung dieser Antikdrper bildet
nun ‘die Substanz, welche wir agglutinirende Substanz nennen. Wenn
unsere Untersuchungsmittel vollkommenere geworden sein werden, werden
wir ohne Zweifel dazu gelangen, diese Koérper zu isoliren und unsere
Kenntnisse beziiglich der Natur der Erscheinungen zu erweitern. Dieses
Missverhdltniss zwischen Ursache und Wirkung ist iibrigens nur ein
scheinbares. So wie die activen Theile des Serums nur sehr geringfigig
sein sollen, muss auch die mikrobische Substanz, mit welcher dieselbe sich
einigen kann, gleichfalls nur eine minimale sein. Die active Substanz,
im eigentlichen Sinne, des Mikroben stellt nur einen kleinen Theil seiner
Masse dar.

Nichts halt uns davon ab, die Agglutinationserscheinung als eine
chemische zu betrachten. Es ist durchaus nicht nothwendig, sie der
Wirkung "einer Diastase zuzuschreiben, und zwar wm so weniger, als das
Charakteristische dieser Wirkung mangelt, indem wir gezeigt haben, dass
sich die Erscheinung unter bestimmt begrenzten Mengen von Substanzen
vollzieht.

§ III. Wirkung der anderen Salze als NaCl.

Bisher haben wir bei allen unseren Experimenten Chlornatrium an-
gewandt; es interessirte uns aber auch, zu untersuchen, ob die Eigenschaft,
sich mit specifischen Substanzen zu verbinden und so eine niederschlagbare
Verbindung zu ergeben, auch von anderen ldslichen. anorganischen und
organischen Salzen getheilt werde.

Im Allgemeinen bewirken die loslichen Salze der schweren Metalle
die Bildung eines Niederschlages, welcher in Vielem dem durch specifisches
Serum erhaltenen Niederschlage gleicht,

Die Haloidsalze des Zink, Cadmium, Eisen, Kupfers, Gold, Platin u.s.w.,
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die verschiedenen Alaune, die 16slichen Blei-, Uran-; Aluminiumsalze u-s. w.
‘besitzen diese Eigenschaft in hohem Grade.

Die Salze der Alkali- und der Erdalkalimetalle erzeugen im Allgemeinen
in den Emulsionen von Typhusbacillen keine Niederschlige, wenn diese
nicht friher mit agglutinirender Substanz imprignirt worden sind.. - Doch
finden wir einige Alkalisalze, welehe ohne Serum eine Agglutination hervor-
rufen kénnen; wie z. B. SO,HK, SOHK, SO HNa, PO HNa, u. s. w.

Um die Rolle zu studiren, welche die verschiedenen ldslichen Salze
spielen, haben wir vorerst eine mikrobische Emulsion und eine Serum-
losung praparirt, welche beide mittels Dialyse vollstindig jeden Salzgehaltes
beraubt wurden.

Wir setzen nun in eine Reihe von Reagensglisern eine gleiche Menge
Emulsion und exact gleiche Dosen von verschiedenen Salzen, welehe Dosis
far alle in trockener Substanz berechnet worden ist (ohne Krystallwasser).
' Hierauf setzten wir in jedes Glas eine Menge Serum, welche in den
Emulsionen zu 0-7 Procent NaCl nur eine langsame Agglutination erzeugt.
Die angewandte Menge der verschiedenen Salze war gleichfalls sehr gering-
figig und entsprach fir ein jedes 0-005 bis 0-01 reiner Substanz in
10 == Wasser. Wir konnten nun wahrnehmen, dass die meisten loslichen
Alkali- oder Erdalkalisalze die Verbindung der agglutinirenden mit der
agglutinirbaren Substanz hervorrufen und eine ausfillbare Verbindung er-
geben kdnnen.

Die chemisch activen Salze, wie Hydroxyde oder Carbonate, hindern
die Bildung des Niederschlages. Die Lédsungen, welche  0-01 bis 0.02
NaOH oder KOH in 10°m™ enthalten, lassen gar keinen Niederschlag zur
Bildung gelangen. Selbst wenn man diesen Losungen NaCl zusetzt, bildet
sich der Niederschlag nur schwer und oft gar nicht, ndmlich wenn das Mengen-
verhdltniss der agglutinirenden Substanz wenig betrichtlich ist. Man
darf aber nicht etwa glauben, dass es sich hier um eine Zerstorung der
agglutinirenden oder agglutinirbaren Substanz durch die Alkalien handelt.
Diese Substanzen werden.in Nichts alterirt, und es geniigt, wenn man
die Mischung durch eine Siure neutralisirt, um die Agglutination sofort
eintreten zu sehen.

Unter den Salzen einer und derselben Reihe (Chlorid, Bromid, Jodid
z. B.) kann man einige Unterschiede wahrnehmen. Im Allgemeinen voll-
zieht sich die Agglutination in den Chloridlésungen rascher, als in denen
des Bromid. oder Jodid.

Das Salz scheint auf die specifischen Substanzer durch seine Séure
radical zu wirken. Die Verschiedenheiten, welche man zwischen den
nimlichen Salzen zweier verschiedener Metalle wahrnehmen kann, sind
gleich Null. Wenn wir z B. die Haloidsalze des Kalinm mit denen des
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Natrium oder Ammonium vergleichen, so finden wir zwischen diesen Ver-
bindungen keinerlei Unterschied. Das Chlornatrium erzeugt die Agglutina-
tion ebenso schnmell und in derselben Weise, wie das KCl oder NH,CL
Dasselbe gilt fiir NaBr, XBr und NH,B,, NaJo, KJo und NH,Jo.

Auch bei den Sauerstoffsalzen nimmt man keinen Unterschied wahr:
S0,K,, SO,Na, und SO, (NH,), haben in derselben Zeit wahrnehmbar
dieselbe Wirkung. Die Nitrate, Phosphate u.s. w. befinden sich gleichfalls
in derselben Lage.

Wenn wir jedoch die Salze einer und derselben Basis mit verschiedenen
Sauren radical betrachten, so sehen wir sofort eine Verschiedenheit in
dem Gange der Erscheinung. Je nach der Natur der Siure vollzieht sich
der Niederschlag mehr oder weniger rasch und dicht. Bei den einen
bilden sich grosse Flocken, welche sich schnell absetzen; bei den anderen
dagegen bilden sich feine Gerinnsel, welche lange in Schwebe bleiben,
bevor sie den Grund des Glases erreichen, Auch der &ussere Anblick
des Niederschlages ist ein verschiedener, flockig, umfangreich, leicht bei
den einen, ist er compakt und so zu sagen pulverig bei den anderen.

Wir gedenken uusere Untersuchungen auf diesem Wege fortzusetzen,
um die Natur der Verbindung der specifischen Substanzen noch genauer
festzustellen und selbst auf die Zusammensetzung dieser Substanz etwas
Licht zu werfen.

Der Inhalt dieser Abtheilung lasst sich leicht in einigen Worten
zusammenfassen:

1. Die Verecinigung der specifischen Substanzen (agglutinirbare und
agglutinirende Substanz) mit dem Salze muss als eine wahre chemische
Verbindung betrachtet werden.

2. Diese Verbindung volizieht sich in ganz genauen Proportionen und
folgt also dem Gesetze der constanten Proportionen.

3. Die specifischen Substanzen und das Salz kénnen sich in ver-
schiedenen Proportionen vereinigen, um verschiedene Producte zu liefern.

4. Die verschiedenen Zusammensetzungen lassen sich leicht charak-
terisiren durch das Aussehen der erzeugten Producte (mehr oder weniger
flockig und schwer) und durch ihre Stabilitit.

Die Maximal-Verbindungen liefern leicht bei Zusetzung von agglu-
tinirbarer Substanz minderwerthige Zusammensetzungen.

5. Die Erscheinung ist &hnlich der, welche die Erzeugung von
Doppelsalzen begleitet.

6. Wie in der reinen Chemie kann man die bakterielle Emulsion
durch fraktionirtes Niederschlagen ganz absetzen. Um eine gegebene
Menge Bakterienzellen niederzuschlagen, muss eine genau bestimmte Menge
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Serumlosung (welche auch eine genau bestimmte, immer gleiche Menge
agglutinirender Substanz enthilt) beniitzt werden, und diese Quantitit
bleibt immer dieselbe, ob die Serummenge auf ein Mal oder in mehreren
Fraktionen (um einen fraktionirten Niederschlag zu erzeugen) beigefiigt
wurde.

1. Die chemische Natur des Agglutinationsvorganges pricisirt sich
noch besser, wenn man beobachtet, dass der erzeugte Niederschlag nicht
aus einer Mischung der specifischen Substanzen besteht, sondern durch
einen neugebildeten Korper formirt ist.

Wenn man diesen specifischen Niederschlag auf 60° erwirmt, kann
man sich leicht fiberzeugen, dass er aus keinem einfachen Gemisch von
agglutinirbarer und agglutinirender Substanz besteht. In der That besitat
die Mischung nach der Erwirmung die Eigenschaften der auf 60° er-
wirmten Mikroben und des Serums nicht, aber sie enthilt einen Korper,
welcher sich von der ersten leicht unterscheiden lasst.  Dieser neue Korper
wird durch NaCl picht reagglutinirt, selbst wenn er eine Menge Serum
enthalt, welche die auf 60° erwirmten frischen Bacillen leicht agglutinirt.

8. EKine grosse Reihe lbslicher Salze konnen die Verbindung der
specifischen Substanzen hervorrufen.

9. Die Eigenschaften der erzeugten Verbindungen scheinen von den
Saurenradicalen der Salze beeinflusst zu sein. Die Salze, welche von der-
selben Shure herstammen, haben dieselben Eigenschaften, ungeachtet sie
durch verschiedene Metalle formirt sind.

Umgekehrt wirken die Salze von einem und demselben Metalle sehr
verschieden, wenn ihre S#ure radical verschieden ist.

§ IV. Die verschiedenen Agglutinationstheorieen.

Als Schluss wollen wir einen raschen Ueberblick tiber die verschiedenen
Theorieen geben, welche behufs Erklirung der Agglutinationserscheinung
aufgestellt worden sind. Dabei konnen wir constatiren, dass die meisten
dieser Theorieen reine Hypothesen sind und sich im Aligemeinen auf gar
keine genaue Untersuchung griinden. Nothwendiger Weise befassen wir
uns mit der Untersuchung der Theorieen von Gruber, Pfeiffer, Palt-
auf, Nicolle und Bordet.

Die Theorie Gruber’s. In seiner urspriinglichen Theorie schrieb
Gruber der organischen Natur der Mikroben eine ganz besondere Wichtig-
keit zu. Unter der Einwirkung des specifischen Serums erleidet ihre
Membrane eine Aufquellung und wird klebrig. Dadurch erklirt es sich,
dass die Mikroben, welche von der specifischen Substanz beriihrt wurden,
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sich dieht zusammenschliessen und durch diese klebrige Substanz zusammen-
gehalten bleiben. Gruber nannte die Substanz, welche diese Veranderung
der bakterischen Membrane hervorruft, ,,Glabrificin. Dieses Glabrificin
wird im Acte der Agglutination gebunden oder aber zerstirt, denn es ist
nachher nicht mehr auffindbar; daher ist nach diesem Autor die Action
des agglutinirenden Serums ganz proportionell der angewandten Menge.

Diese Hypothese begegnete sofort vieler Opposition, und Gruber
dberzeugte sich selbst von ihrer Unzulinglichkeit. Deshalb hat er sie
kirzlich modificirt. ‘In seiner neuen Theorie lisst Gruber noch immer
gelten, dass das Zusammentreten der Mikroben der Bildung einer klebrigen
Substanz zuzuschreiben sei, doch rithre diese Klebrigkeit nicht von einer
Aufquellung der Membrane her. Er beobachtete, dass die Hofbildung an
den Randern der Bakterien, welche er urspriinglich bei den agglutinirten
Mikroben wahrgenommen hatte (welche Erscheinung ihn zur Aufstellung
seiner ersten Theorie gefiihrt hatte), nicht constant war, sondern dass
dieselbe auch hiufig an der Aussenseite normaler, nicht agglutinirter
Mikroben wabrgenommen werden konnte. So behauptet Gruber heute,
‘seine urspriingliche Theorie modificirend und unter Aufrechterhaltung
seiner Ansicht fiber den Bestand einer klebrigen Substanz, dass die Ag-
glutination einer Verinderung zuzuschreiben ist, welche sich entweder im
Protoplasma oder in der Membran des Mikroben vollzieht. Es ist wahr-
scheinlich, sagt er, dass in der Bakterienmembran gewisse Substanzen
unlgslich geworden sind und durch ihre Retraction und Ausscheidung auf
‘der Oberfliche kleine, klebrige Asperititen bilden, durch welche die Mi-
kroben stark an einander geklebt werden, sobald sie sich beriihrt haben.

Die Theorie Pfeiffer’s. Pfeiffer ist der Ansicht, dass sich die
Agglutinationserscheinung auf eine Immobilisation oder vielmehr auf eine
Paralysirung der Mikroben zurickfihrt, welche von der specifischen Serum-
substanz beriihrt wurden; diese Immobilisation sei stets von einem Auf-
horen in ihrer Entwickelung begleitet. Die Substanz, welche diese Er-
scheinung hervorrufe, sei absolut verschieden von derjenigen, welche eine
‘analoge Erscheinung in der Bauchhohle erzeugt, und um sie von der
letzteren zu unterscheiden, hat ihr Pfeiffer den Namen ,,specifische
Paralysine® gegeben. ’

Die Theorie Paltauf’s. Paltauf behauptet, dass die Agglutination
der Mikroben in Suspension der Bildung eines Niederschlages zuzuschreiben
ist, welcher in der Flissigkeit entsteht und die Mikroben an sich heranzieht.

Diese Hypothese basirte sich auf einen ziemlich merkwiirdigen Ver-
such Kraus’: Wenn man der filtrirten, aus einer alten z. B. Typhus-
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oder Choleracultur stammenden Fliissigkeit eine gewisse Menge specifischen
Serums beisetzt, so bildet sich in ihr ein flockiger Niederschlag, welcher
vollstindig an jenen Niedersehlag erinnert, den man bei der Agglutination
der Mikroben durch die homologen Sera findet. _

Die agglutinirbare Substanz der Bakterien 13st sich in der umgebenden
Fliissigkeit auf und wird daselbst durch die specifische Substanz des ent-
sprechenden Serums zum Niederschlage gebracht.

Die Theorie Nicolle’s. Diese Theorie bildet gewissermaassen das
Bindeglied zwischen denjenigen von Paltauf und Gruber. Nach Nicolle
befindet sich die agglutinirbare Substanz (substance agglutinée), welche
den Niederschlag von Kraus liefert, in den Membranen und an der
Aussenseite der Mikroben verbreitet. Unter der Einwirkung des Agglutinin
schwillt diese peripherische Schicht an, wird sichtbar und klebt sich an
die dussere Hillle der umgebenden Individuen. Nach dieser Theorie be-
ruht demmnach die Agglutination darauf, dass sich der Kraus’sche Nieder-
schlag in der peripherischen Schicht der Mikroben bildet und die Eigen-
schaft besitzt, dieselbe dabel klebrig zu machen.

Die Theorie Dineur’s. Dieser Autor schreibt dem Vorhandensein
der Geisseln eine grosse Wichtigkeit zu, ohme zu bedenken, dass auch
unbewegliche, dieser Organe vollstindig beraubte Mikroben, und selbst
Zellen, wie die rothen und weissen Blutkdrperchen, sich unter der Ein-
wirkung der specifischen Sera vollstindig agglutiniren. " Diese  Theorie
erkennt, wie diejenige von Gruber und Nicolle, das Vorhandensein einer
klebrigen Substanz an, doch hier bildet sich diese Substanz speciell auf
den Geisseln, welche sich an einander kleben, in ihre Nachbarindividuen
verfilzen und endlich einen unentwirrbaren Kn&uel bilden.

Die Theorie Bordet’s. Seit 1896 wollte Bordet in der Aggluti-
nationserscheinung lediglich eine einfache physikalische Erscheinung er-
blicken, bei welcher die Mikroben nur eine passive Rolle spielen. IhreVitalitit
komme dabei nicht in Frage, da sich auch todte Mikroben agglutiniren
lassen. Die Rolle der activen Serumsubstanz bestehe darin, dass sie in
dem Mikroben Modificationen herbeifihrt, welche ihn vollstindig einem
inerten Partikelchen vergleichbar machen, das sich in einer Fliissigkeit
in Suspension befindet.

Im Jahre 1899 nahm Bordet diese Theorie wieder auf und zeigte
die Rolle, welche die Anwesenheit der Salze in der Agglutinationserscheinung
spielt. Der Mikrob, welcher von der specifischen Serumsubstanz beriibrt
wurde, befindet sich in derselben Lage, wie die inerten Partikelchen z. B.
-des Thones, welehe man im Wasser in Suspension bringt. Diese kinnen
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auch unendlich oder doch sehr lange in Suspension bleiben, ohne sich
abzusetzen; es genfigt aber, wenn man der Losung ein wenig Salz beifiigt,
um in dem einen wie anderen Falle Flocken sich bilden zu sehen, welche
rasch auf den Boden der Tube abseizen.

Diese beiden Erscheinungen, Agglutination von Mikroben und Ag-
glutination von Thonpartikelchen, stehen sich demnach, wenn sie nicht
identisch sind, sehr nahe, und Bordet definirt die Agglutination wie folgt:
Sie ist die Anhiufung urspriinglich zerstreuter organischer Partikelchen,
welche unter dem Eindrucke eines besonderen Einflusses stehen, und deren
moleculdre Adh3sionseigenschaften gedndert sind.

Diese Definition kommt derjenigen sehr nahe, welche Duclaux ge-
geben hat, um die Coagulationserscheinung zu erkliren. Auch diese sei
einer Gleichgewichtsverinderung unter den moleculiren Kriften zuzu-
schreiben, welche si¢h in der Mischung vorfinden und die Partikelchen in
Schwebe erhalten.

Bordet folgt in dieser Frage den Hypothesen von Duclaux und
betrachtet die Agglutination als eine Coagulationserscheinung und schligt
vor, den der activen Serumsubstanz gegebenen Namen , Agglutinin® in
,,Coagulin® umzutanschen. Nach dieser Hypothese kann man das Phénomen
der Agglutination in letzter Analyse in zwei sehr verschiedene Phasen
gotheilt sehen. In der ersten fixirt sich das specifische Agglutinin aunf
den Mikroben und modificirt dann die molecularen Attractionsverhiltnisse,
welche zwisehen den mikrobischen Partikelchen und der umgebenden Fliissig-
keit bestehen. ' Die organisirte Natur des Mikroben tritt in der ersten
Phase wohl in Thétigkeit, aber sie geht nicht weiter. Ist das Mikrob
einmal von dem Agglutinin berithrt, so hat seine eigene Organisation
weiter keine Bedeutung mehr, sie verschwindet vollstandig, und das einem
anorganischen Partikel identisch gewordene Mikrob wird nun den Gesetzen
der Coagulation folgen, welche die zweite Phase der Erscheinung bildet.

Zur Unterstitzung seiner Hypothese fibrt Bordet den folgenden
Versuch an.

Choleravibrionen sind mittels Choleraserum agglutinirt worden. So-
bald der Niederschlag gebildet ist, centrifugirt man, und giesst die klare,
-oben schwimmende Flissigkeit ab. Hierauf werden die Mikroben im
Wasser eingeriihrt und in zwei Tuben vertheilt. Man fillt die erste mit
destillirtem Wasser voll, die zweite mit physiologischer Kochsalzlosung;
hierauf centrifugirt man neuerdings. Wenn die Niederschlige gebildet
sind, so giesst man die oben schwimmenden Flissigkeiten ab und ersetzt
sie durch gleiche Fliissigkeiten: durch Wasser in der ersten und physio-
logische Lésung in der zweiten Tube. Man constatirt hierauf, dass sich
die Mikroben in der Tube, welche Wasser enthélt, nicht mehr reaggluti-
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piren, in derjenigen, welche NaCl enthdlt, bilden sich rasch Flocken. Um
endlich die Agglutination in der Tube, welche die im Wasser eingeriihrten
Bacillen enthalt, wieder eintreten zu lassen, geniigt es, 0-07 Procent NaCl
beizusetzen.

Durch diesen Versuch scheint demnach die Rolle des NaCl besonders
dargethan zu sein: die mit specifischer Seramsubstanz impragnirten Mi-
kroben, welche solcher Art wahre inerte Partikelehen geworden sind, ag-
glutiniren sich so lange nicht, als das moleculire Gleichgewicht, welches
sie in der Flissigkeit in Schwebe erhilt, nicht durch das Vorhandensein
dieses Salzes modificitt wird.

Wenn man diese verschiedenen Hypothesen iberblickt, so zeigt es
sich, dass darunter solche sind, welche auch nicht einmal einer sehr ober-
fiachlichen Priifung standhalten. So z. B. die Hypothese Dineur’s,
welcher dem Vorhandensein der Geisseln besondere Wichtigkeit beimisst.
Wir wissen thatsichlich, dass unbewegliche Mikroben, welche dieser An-
hangsel ganz beraubt sind, unter der Einwirkung specifischer Sera voll-
stindig agglutinirt werden konnen; cellulire Elemente, wie z. B. Blut-
korperchen, agglutiniren sich gleichfalls unter der Einwirkung homologer
Sera (Bordet). Wenn man endlich agglutinirte Mikroben (z. B. Typhus-
bacillen) nach einer der Methoden der Geisselfirbung firbt (die Methode
Zettnow’s hat uns die besten Resultate ergeben), so sieht man, dass
diese Organe keinerlei Art von Degeneration erlitten haben, und man
kann sie nicht von den entsprechenden Organen unagglutinirter Mikroben
unterscheiden.

Die Theorieen, die als Ursachen der Agglutinationserscheinung die
Bildung klebriger Substanzen auf der Oberfliche der Mikroben annehmen,
welche die Adhfrenz der Bakterien unter einander bedingen, lassen sich
nicht experimental nachweisen und haben auch sonst keine Wahrscheinlich-
keit fiir sich. Es ist unméglich, auch nur die geringste Modification in
der Form oder im Anblicke der agglutinirten Mikroben darzuthun. Wenn
man sie aber farbt, so sieht man sebr bald, dass sie nicht mittels einer
klebrigen Substanz an einander gehalten werden; ihre Rénder sind wohl
abgegrenzt und nichts unterscheidet sie von nicht agglutinirten Mikroben.
Es ist klar, dass, wenn sich eine klebrige Substanz auf ihrer Oberfliche
befande, die Rander eine diffuse Farbung annehmen wirden, und dass
ihre Beriihrungslinien dort, wo die Bakterien sich treffen, nicht deutliche
‘Winkel, sondern Verteigungen bilden wiirden.

In seiner zweiten Hypothese behauptet Gruber zwar, dass die Agglu-
tination der Mikroben auf die Bildung klebriger Punkte auf ihrer Ober-
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fliche, und nicht ‘auf eine Degenerescenz oder Coalescenz ihrer dusseren
Schichte zurfickzufiihren. sei. Diese neue 'Art zu sehen, - erklirt den
inneren Zusammenhang der Erscheinung auch nicht deutlicher. Warum
localisirten sich diese klebrigen Protuberanzen lediglich auf der Oberfliche
und warum thun selbst die feinsten Farbungsmethoden nicht ihre An-
wesenheit dar?..Und wie kann weiter das Vorhandensein klebriger Substanzen
auf der Oberfliche der Mikroben dieselben veranlassen, sich in
Haufen zu agglutiniren? Man kann zur Noth zulassen, dass, wenn be-
wegliche Bakterien, welche eine klebrige Oberfliche bieten, sich an ein-
ander heften, wenn sie sich bei ihren bestindigen Bewegungen berithren,
doch ist es weniger verstindlich, dass vollkommen unbewegliche Bakterien
oder todte Bacillen sich an einander heften sollen, weil sich klebrige
Substanzen an ihrer Oberfliche gebildet haben.

Man misste, um diese Hypothese zu erkliren, annehmen, dass bei
den der Beweglichkeit beraubten Organismen die Bildung der klebrigen
Substanz von einer anderen Erscheinung begleitet wird: der Bildung von
Attractionscentren, welche die klebng gewordenen Mikroben gegen einen
Punkt convergiren lassen.

Dieselben Einwiirfe richten sich' auch gegen die Theorie Nicolle’s,
welcher gleichfalls annimmt, dass die Agglutination der Coalescenz den
dusseren Schichten der Mikroben zuzuschreiben sei.

Zum Nachweise der Unzulinglichkeit der Theorie Pfeiffer’s geniigt
es anzufiihren, dass sich auch unbewegliche oder getddtete Mikroben sehr
gut agglutiniren. Es ist daher unniitz, paralysirende, oder solche Sub-
stanzen eintreten zu lassen, welche die vitalen Eigenschaften der Mikroben
angreifen. ’

Nur zwei von allen vorgeschlagenen Theorieen scheinen eine glaub-
wiirdige Erklirung des Agglutinationsphdnomens zu geben. Dies sind
die Theoriecen von Bordet und von Paltauf (welcher sich diejenige
Nicolle’s anreiht).

Wie bekannt, schreibt die Theorie Paltauf’s die Erscheinung der
Bildung eines extrabakterischen Niederschlages (des Kraus’schen Nieder-
schlages) zu, welcher die in der Flissigkeit in Schwebe befindlichen
Mikroben an sich zieht.

Wenn man die Bedingungen, unter welchen sieh dieser Niederschlag
bildet, naher besieht, so sieht man sehr bald, dass er nieht als Grund-
lage fiir eine Agglutinationstheorie dienen kann.

Erstens bildet er sich sehr langsam und nur unter der Wirkung aus-
giebiger Dosen von Serum, wie man solche niemals zur Agglutination der
Mikroben ‘anwendet.
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So erbalten wir, wenn wir einer 40 Tage alten und durch die Kerze
filtrirten Typhuseultur !/, actives Serum von Werth /.. z. B. bei-
setzen, einen Niederschlag erst nach 12 bis 15 Stunden, und auch da ist
derselbe sehr- schwach. Wir haben noch bei Zusetzung von 1/,, und
selbst von !/,; von activem Serum einen Nlederschla,g erhalten niemals
aber bei einer stirkeren Verdinnung.

Kann daher dieser so schwer erhaltliche und so schwache Niederschlag
die Bakterien mit sich ziehen, und sollten diese eine ginzlich passive
Rolle spielen?.

Zweitens zieht dieser Niederschlag die Partikelchen, welche sich in
der Flassigkeit, wo er sich vollzieht, in Schwebe befinden, nicht noth-
wendigerweise mit sich. Wir konnten haufig beobachten, dass, wenn wir
einer filtrirten alten Typhuscultur eine Coli- oder Cholera-Emulsion und
hierauf eine gentigende Menge von Typhusserum beifigen, ein Nieder-
schlag sich bildet, welcher nur eine #usserst geringfiigige Menge von
Coli oder Cholera mit sich gerissen hat.

Beziiglich der Natur des Niederschlages nimmt Paltauf an, wie
es iibrigens auch Nicolle thut, dass er dem Vorhandensein einer ge-
wissen Menge aufgeloster bakterischer Substanz in 'der filtrirten Flassig-
keit zuzusehreiben ist. Diese Substanz wird unter der Einwirkung speci-
fischen Serums klebrig und unldslich. Wir miissen indess bemerken,
dass die Bildung eines Niederschlages in den filtrirten Culturen keines-
wegs constant ist, und dass sie haufig selbst bei den alten Culturen
ausbleibt.

Man kann gegen diese Theorie anch noch einen anderen Einwand
erheben. Welche Menge Serum man immer einer filtrirten jungen (z. B.)
Typhuscultur (von 24 oder 48 Stunden) zusetzt, so bildet sich doch niemals
ein Niederschlag. Doch wissen wir, dass man die Agglutinationserscheinung
auch in den frischen Culturen hervorrufen kann.

Die Hypothese Nicolle’s will diese Anomalie erkliren. In derselben
findet man in der That die Paltauf’sche Theorie etwas fortentwickelt
wieder. Nicolle nimmt gleichfalls an, dass die Agglutinationserscheinung
der Bildung des Kraus’schen Niederschlages zuzuschreiben sei, doch soll
sich derselbe nicht ausschliesslich in der umgebenden Flissigkeit erzeugen.
Er kann in der mikrobischen Hiille entstehen und daselbst eine klebrige
Substanz erzeugen. Die agglutinirbare Substanz, welche sich in den
filtrirten alten Culturen findet (Nicolle nennt sie: Substance agglu-
tinée), ist einfach in der Membrane des Mikroben eingeschlossen und sie
verbreitet sich nur langsam in der umgebenden Flissigkeit. Diese Substanz

schligt sich unter der Wirkung der specifischen Serumsubstanz nieder
Zeitschr. f. Hygiene. XL. 15
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und erzeugt dabei das Aufquellen und die klebrizge Degenerescenz der
Membrane.

Hier findet sich demnach eine Verbindung der Theorieen Paltauf’s
und Gruber’s. Alle Einwiirfe, welche gegen die letztere erhoben worden
sind, richten sich daher auch gegen die Theorie Nicolle’s.

Der erste Theil dieser Theorie, welcher die Bildung des Kraus’schen
Niederschlages im Inneren der mikrobischen Hiille in’s Auge fasst, giebt
ihr einen Anstrich von Exactheit und konnte bis zu einem gewissen
Punkte eine Erklarung der Agglutinationserscheinung bieten. Man konnte
auch ganz gut annehmen, dass, obgleich die Bildung des Kraus’schen
Niederschlages nur sehr langsam erfolgt, der Niederschlag der Bakterien
doch raseh vor sich geht, weil sich in dem Bakterienkorper die agglutinir-
bare Substanz in einem sehr concentrirten Zustande befindet. Die un-
losliche Verbindung, welche sich in den filtrirten Culfuren so langsam
bildet, tritt hier sofort und in grosser Menge auf, und diese Erklirung
giebt besser als die Paltauf’s eine Begrundung fir die Erscheinung und -
erklrt die Agglutination der jungen Culturen.

Die agglutinirbare Substanz befindet sich in der That schon in der
Membrane des Mikroben eingeschlossen, lange bevor auch nur eine geringe
Spur in den fliissigen Nihrboden gedrungen ist; daher agglutiniren sich
junge Culturen vollstindig, wihrend die Flissigkeiten, in welchen sie sich
entwickelt haben, keinerlei Niederschlag unter der Wirkung des specifischen
Serums zur Bildung gelangen lassen. Diese Theorie Nicolle’s erscheint
demnach im ersten Augenblicke ziemlich wahrscheinlich. Sie will jedoch
zuviel erkliren und verliert dabei von ihrer Wahrscheinlichkeit. In
seinem Bestreben, den Grund der Zusammenhaufung der agglutinirten
Mikroben anzugeben, gelangte Nicolle zur Annahme einer klebrigen
Substanz, welche Hypothese in allen angestellten Experimenten als un-
richtig befunden wurde.

Die Theorie Bordet’s ist interessant, aber dureh keine genauen
Experimente bewiesen. Selbst wenn man ihr Exactheit zusprechen will,
kann man ihr doch nicht den Vorwurf einer betrichtlichen Licke er-
sparen. In der That erklirt Bordet, indem er die Erscheinung einer
physikalischen Ursache, einer gewaltsamen Verschiebung des moleculiren
(Gleichgewichts zuschreibt, welche zwischen den Bakterien und der um-
gebenden Flissigkeit besteht, schliesslich nur den zweiten Theil der Er-
scheinung, némlieh den Niederschlag der mit specifischem Serum im-
pragnirten Bakterien. Beziiglich des interessantesten Theiles, jenes, wo
das Serum direct auf den Mikroben einwirkt und ihn in leblose inerte
Molekile verwandelt, sagt uns Bordet kein Wort.
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Diese Theorie wird ibrigens durch kein einziges beweisendes Experi-
ment unterstiitzt und kann in die Kategorie der unerweislichen Hypo-
thesen eingereiht werden. Das einzige Experiment, welches der Autor
anfibrt, und dessen wir vorhin Erwihnung gethan haben, ist, wie wir
im Laufe dieser Abhandlung gezeigt haben, ungeniigend, da wir beweisen,
~ dass es mdglich ist, dieselbe- Reagglutina.tionserscheinung in absolut salz-
freien Losungen zu erhalten.

Bei allen vorgeschlagenen Theorieen lisst man im Allgemeinen nur
zwei Factoren zu, um die Agglutinationserscheinung zu erklaren: die
specifischen Substanzen der Mikroben und Serum. Bordet allein lisst
noch einen dritten Factor auftreten welchem er eine passive Rolle an-
weist, das Salz.

Wie wir bereits gesagt haben, reducirt sich seine Theorie auf eine
einfache Hypothese. Er unterstiitzt seine Ansicht durch keinen einzigen
Versuch. Ueberdies begeht er eine bedauerliche Verwechslung zweier ah-
solut verschiedener Erscheinungen: der Agglutination und der Reagglu-
tination. Der Versuch, dessen er Erwihnung thut, und auf welchen er
seine ganze Theorie baut, beweist in Wirklichkeit nur Eines: dass sich
die Reagglutination leichter vollzieht, wenn Salz vorhanden ist. Es ist
Gbrigens in der Chemie wohl bekannt, dass das Vorhandensein von Salzen
in einer Losung die Bildung gewisser Niederschlige begiinstigt. Aber
von da her zu schliessen, dass in der Frage, die uns beschaftigt, die
Rolle des Salzes eine rein passive sei, ist es noch weit hin. Wir haben
gezeigt, dass sich die Agglutination der Mikroben leicht in salzfreien
Flussigkeiten vollzieht, und dass es in Folge dessen iiberflissig sei, die
Wirkung physikalischer Krifte anzunehmen, um die Agglutinations-
erscheinung zu erkliren. Die Anwesenheit des Salzes ist unerldsslich,
doch ist seine Dazwischenkunft keine passive. Diese Thatsachen werden
im ersten Theile dieser Abhandlung ausreichend bewiesen.

Wir sagten vorhin, dass Bordet zwei bestimmte Erscheinungen ver-
wechselt, die Agglutination und die Reagglutination. Sie sind indessen
sehr verschieden geartet und sollten keinesfalls mit einander verwechselt
werden,

Die Agglutination ist der Aect, in welchem sich die specifischen
Substanzen mit dem Salze verbinden, um ein ausfillbares Gemisch zu
ergeben. Sie kann in awei Phasen getheilt werden: Die erste verdankt
ihre Entstehung einer chemischen Verbindung (nicht aber einer ,;Sensi- -
bilisation‘*) zwischen den specifischen Substanzen der Mikroben und dem
Serum und dem Salze. Die zweite Phase, welche allein mit der Re-
agglutination identisch ist, charakterisirt sich durch die Niedersechlagung

der in der erste Phasen formirten Verbindung.
15%
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Die Reagglutination vollzieht sich, wenn bereits agglutinirte
Mikroben -sich neuerdings niederschlagen, nachdem sie in ‘einer Fliissig-
keit geriihrt worden sind. Sie kann hervorgerufen werden -selbst wenn
die Flissigkeit, in welcher ‘die Bakterien schweben, kein Salz euntbalt.

Bordet hat gezeigt, dass sich die Reagglutination ‘unter gewissen
Voraussetzungen nur, dann - vollzieht, wenn sich in der Flassigkeit NaCl
in Auflosung befindet. Indem er aber hieraus den Schluss gezogen hat;
dass die’ Erscheinung der Agglutination einer physikalischen Ursache zu-
zuschreiben sei, ist er wohl ein wenig zu weit gegangen, denn selbst an~
genommen, dass:sein Versuch richtig ‘ware, so konnte er daraus doch nur
immer Eines folgern: dass die Reagglutination und die zweite Phase der
Agglutination als wahre Erscheinungen der Sedimentation anzusehen sind.

Unsere - Erfabrungen stehen' daher im " directen Gegensatz mit den
Ideen Bordet’s und erheben sich wider die physikalische Theorie der
Agglutination.
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Schlussfolgerungen.

Aus unserem Experiment .i{ber. den Mechanismus der Agglutination
lassen sich folgende Schlussfolgerungen ziehen:

1. Die mit agglutinirbarer Substanz zusammengebrachte agglutinirende
Substanz wird durch die erstere gebunden, ohne dass eine makroskopische
-oder mikroskopische Verinderung diese Bindung kennzeichnet. Die solcher
Art modificirten Mikroben bleiben lebend, frei und beweglich.

2. Die Einfiihrung einer Spur von Salz in die Mischung ruft sofortige
Agglutination hervor.

3. Das Volum des erhaltenen Niederschlages steht im Verhéltniss zur
Menge des zugesetzten Salzes und der zugesetzten Serummenge.

4. Die Rolle des Salzes ist keine passive, wie Bordet glaubt; das
Salz wirkt activ und tritt in die Verbindung der agglutinirbaren mit der
agglutinirenden Substanz ein.

5. Man kann selbst in einer salzfreien Flissigkeif eine charak-
teristische Agglutination erhalten, wenn die Bakterien salzhaltig sind.

6. Die Verbindung zwischen den specifischen Substanzen und dem
Salze muss als eine chemische Erscheinung angesehen werden, weil
zwischen der relativen Menge der drei in die Verbindung eintretenden
Substanzen eine enge und constante Beziehung besteht.

7. Die Verbindung kann sich unter diesen drei Substanzen in
mehreren Proportionen vollziehen und so verschiedene Verbindungen er-
geben.

8. Die so gebildete Verbindung ist ein neuer Korper, dessen Eigen-
schaften ganz verschieden sind von denjenigen, welche die Korper, von
denen er herstammt, charakterisiren.

9. Bei der Agglutinationserseheinung ist gine grosse Anzahl anderer
Salze an Stelle des Chlornatriums anwendbar.

10. Je nach der Natur des Salzes vollzieht sich die Erscheinung
mehr oder weniger energisch.

11. Die Theorieen, nach welchen die Agglutination einem Aufquellen
der Hiille der Mikroben zuzuschreiben ist, oder welche auf die Aenderung
ihrer Vitalitit gestiitzt sind, miissen verlassen werden.
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Die anderen Theorieen, welche in der Agglutivation eine intra-
oder extracellulire Niederschlagbildung mit Aufquellung der Bakterien-
hillle ansehen, sind nicht bewiesen und werden durch kein Experiment
unterstittzt.

Die physikalische Theorie, welche die Niederschlagung der Mikroben
durch specifisches Serum ‘den zusammentreffenden physikalischen Kriften
zuschreibt, ist gleichfalls durech kein Experiment unterstiitzt.

12. Nach unseren Experimenten hat die Agglutinationserscheinung
durch die chemische Bindung drei Substanzen hervorgerufen. Diese
drei Substanzen sind: die speeifische agglutinirbare Substanz der Bak-
terien, die specifische agglutinirende Substanz des Serums, und das Sala.

Die Agglutinationserscheinung ist der Bildung der Doppelsalze sehr
dhnlich.



