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(Director: Geh. Med.-Rath Prof. Dr. Gaffky.)

(Abtheilung fiir gefihrliche Krankheiten. Vorsteher: Prof. Dr. W. Kolle.)

Ueber die Bindungsverhiltnisse der Choleravibrionen.
Studien zar Theorie der Specificitit.

Von

Dr. E. Meinicke, Dr. J. Jaffé,
Assistenten am Institut,

und

Oberarzt Dr. J. Flemming,
freiwilligem Hilfsarbeiter am Institut,

(Hierzu Taf. YL.)

A. Einleitung.

Die vorliegenden Untersuchungen sind als Studien zu Arbeiten iiber
die Frage der Choleraschutzimpfung am Menschen entstanden. Be-
kanntlich sind es vornehmlich zwei Methoden der Choleraschutzimpfung,
welche in grossem Maassstabe angewendet worden sind und noch an-
gewendet werden: die Haffkine’sche und die Kolle’sche Methode. Das
Haffkine’sche Verfahren ist hauptsichlich in Indien erprobt worden;
Gber das Kolle’sche liegen aus neuerer Zeit Berichte von Murata! vor,
der es in Japan in ausgedehntem Maasse (mehr als 10000 Geimpfte)
ausgeiibt hat. Soweit sich aus den statistischen Angaben ein Urtheil
gewinnen lisst, setzen beide Methoden die Morbiditdit und Mortalitit an
Cholera wesentlich herab. Ist demnach der Werth der Choleraschutz-
impfung erwiesen, so erscheint es als dusserst wiinschenswerth, die Frage
nach den neuesten Gesichtspunkten der Immunititslehre und auf Grund
der erweiterten Kenntnisse tiber die Choleravibrionen wieder experimentell
in Angriff zu nehmen. Bei den friher im Institut von Kolle? aus-

! Centralblatt fir Bakteriologie. Bd. XXXV.
* Bbende. Bd.XIX. — Deutsche med. Wochenschrift. 1897
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gefiihrten wissenschaftlichen Untersuchungen tber Choleraschutzimpfung
wurde stets dieselbe Cultur benutzt. Sie war 2 Jahre auf kiimstlichen
Néhrboden fortgeziichtet und hatte viele Male zur Erbaltung der Virulenz
fir Meerschweinchen den Thierkdorper passirt. Es erschien geboten, fiir
neue Versuche am Menschen verschiedene Culturen heranzuziehen. Den
Untersuchungen am Menschen sind vergleichende Prifungen am Thier
mit Culturen verschiedener Herkunft, verschiedenen Alters und ver-
sehiedener Virulenz vorangeschickt worden. Besonders aber sollten zwei
Fragen, die in der Litteratur zur Zeit noch umstritten sind, bearbeitet
werden, nimlich die Beziehungen, die zwischen der immunisirenden Kraft
einer Choleracultur einerseits, ihrer Virulenz und ihrer Bindungskraft
andererseits bestehen. Die Bindungskraft fir Bakteriolysine in bakterio-
lytischem Serum war neben der Fahigkeit, die Agglutinine aus agglu-
tinirendem Serum zu binden, zu prifen. Wir folgten daher gern der
Anregung von Hrn. Prof. Kolle, dieses Thema experimentell zu be-
arbeiten.

B. Experimenteller Theil.

I. Herkunft der Culturen.

Zu unseren Versuchen standen uns im Ganzen 47 Choleraculturen
zur Verfigung. Die Mehrzahl derselben stammt aus der #Agyptischen
Epidemie vom Jahre 1902. Dazu kommen sechs Cholerastimme aus
Saratow, funf aus Baku und eine Cultur aus Lodz. Die Saratow-Stimme
wurden im Jahre 1905 von Hrn. Dr. Haller in Saratow, die Baku-
Culturen von Hrn. Prof. Dr. M. Hahn wihrend einer Reise im Herbst 1904
in Baku isolirt und uns dberlassen, wihrend die Cultur Asiatiea uns von
Hrn. Dr. Serkowski aus Lodz zur Verfiigung gestellt wurde. Es sei
auch an dieser Stelle den genannten Herren fir ihre Liebenswiirdigkeit
unser verbindlichster Dank ausgesprochen. Auch die alte Cultur Cholera
Pfeiffer wurde zu unseren Versuchen herangezogen. Sechs Culturen ver-
danken wir der Giite von Hrn. Prof. Dr. Gotschlich. Sie sind in
El Tor im M#rz 1905 von Hrn. Prof. Dr. F. Gotschlich aus dem Darm
von Pilgern isolirt, die an intercurrenten Krankheiten (Dysenterie, Colitis)
gestorben waren. Die Pilger hatten weder intra vitam Krankheits-
erscheinungen gezeigt, die auf Cholera deuten konnten, noch ergab der
Obductionsbefund Anhaltspunkte, dass sie an Cholera gestorben waren.
Die sechs aus dem Darm der Leichen isolirten Culturen zeigen alle
charakteristischen Merkmale echter Choleravibrionen und wurden dem-
entsprechend von Hrn. Prof. Dr. Gotschlich auch als solche an-
gesprochen. Ausgedehnte Versuche, welche mit diesen Culturen im Kgl.
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Institut fiir Infectionskrankheiten angestellt wurden und woriiber von
Prof. Dr. Kolle und dem einen von uns (Meinicke) Bericht erstattet?!
wurde, liessen an der Choleranatur der Stimme keinen Zweifel.?

TUeber Herkunft, Bezeichnung und Virulenz der Culturen auf Meer-
schweinchen giebt die folgende Tabelle I Auskunft.

Tabelle I.
E‘ ! Virulenz a. Meerschw.
Namen der |Herkunft der :

§ Culturen Culturen Z}lijlirnggd?rj jetzt Bemerkungen
= ;d. Culsuren,

1 1 jAegypten19021' Y, Oese

2 6 ” ; 1/l() ”

3 : 1 » 1/8 ”

4 ‘ 13 ” 1/l() ” !

5 17 ; ) Y, ”

6 19 i 5 Yo ” > 1 Oese

(8 30 ” A ”

8 ; 82 ” 1/s ”

9 J 37 i » x/4 b3

! Dieser Bericht wird im Klin. Jakrbuck in Kiirze vertffentlicht werden. Vgl.
anch die Verdftentlichung von Dr. F. Gotschlich, Alexandrien 1905.

? Anmerkung. Bei Gelegenheit der Identificirung dieser Culturen wurde auch
ibr Verhalten auf Platten von Kaninchenblutagar gepriift. Der eine von uns, Meinicke
(Deutsche med. Wockenschrift, 1904 und diese Zeitschrift, Bd. L), hatte im Gegensatz
zu R. Kraus (Wiener klin. Wochenschrifé, 1903, Nr.50) und Schottmiiller
(Miinchener med. Wockenschrift, 1904, Nr.7) festgestellt, dass es Cholerastimme giebt,
welche auf Blutagarplatten ausgeprigt helle Héfe um die einzelnen Colonieen bilden,
und dass andere echte Choleraculturen dies nicht thun. Neuerdings stellt Prausnitz
(Berliner klin. Wochenschrift, 1905, Nr.19) wieder die Behauptung auf. Cholera-
vibrionen machten auf Blutplatten keine Aufhellungszone, wahrend dies choleraihn-
liche Vibrionen thiten; man konne demnach den Blutagar zur Differenzirung von
Cholera und choleraghnlichen Culturen verwenden. Es sei dem gegeniiber darauf hin-
gewiesen, dass auch unter den sechs Culturen aus Alexandrien sich wiederum drei
befinden, welche den Blutagar nicht nur um Bakterienrasen, sondern auch um ganz
isolirte Culturen ausserordentlich stark aufhellen. Die Brauchbarkeit des Blutagars zur
Choleradiagnose kénnen wir nach unseren Untersuchungen nicht anerkennen. Uebrigens
hat auch bereits Schottmiiller (Biolog. Abthlg. des drztl. Vereins Hamburg. Sitzung
vom 14. I11. 05. Referat: Miinchener med. Wockenschrift, 1905, Nr.28) seine Ansicht
dahin modificirt, und Nachpriifungen im Wiener Serotherapeutischen Institut, aus
dem die Arbeit von R. Kraus (a. a. O.) stammte, haben die Befunde des einen von
uns bestitigt, wie aus einem demnichst im Erginzungsband zum Kolle-Wasser-
mann’schen Handbuch der pathogenen Mikroorganismen erscheinenden Artikel von
Pribram fiiber Bakterienbéimolysine hervorgeht. Prausnitz steht daher mit seiner
abweichenden Ansicht giinzlich isolirt.
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Tabelle I. (Fortsetzung.)

;! ! Virulenz a. Meerschw. }

o
Z  Namen der |Herkunft der | ;
. 1zur Zeit der v
5, Culturen Culturen I Einsendg.| jetszt l Bemerkungen
= d. Culturen,
10 41 Aegypten1902] Y, Oesej Y, Oese
11, 42 ” > 1/ 2 ” 1
12: 45 ” > 1/2 [
13, 48 » > oy
14 xi 54 ” !114 2 i\
15; 55 ” ‘l4 ” > 1 kil
16 ! 58 n l/3 ”n
17 ! . 59 ” 1/8 »
18 i 60 73 > 1/2 ”
19:{ 63 ” 1/3 ” >1 ’”
20 . 66 » ‘/4 » |
21 68 1 1/2 1 > 1 i2d
22 69 ’ > 4 Yon Cultur 74 existirt ein
23 72 > nur auf kiinstlichen Nihr-
2 4] 4 ” g7 o= boden fortgeziichteter
| " ha » | s »  |{Stamm 74 S und ein durch
{ hiufige Thierpassage viru-
¢ . lent erhaltener 74 v.
25; 82 ” fs
26| 83 1 > e
27 84 9 Yo »
28 Pfeiffer Geh.R.Pfeiffer >1
29 Messina Messina
80| Asiatica |Russland 1905 Yy » gvie bei T4 Sexistirt ein
tamm As.S und As.v.
31 Habhn y 1904 Ye » wie bei T4 existirt ein
| Stamm Hahn § u. Hahnv.
32| Bakun I " Yo 5 ) Ya=the » wie bei T4 existirt ein
i Stamm BIS u, BIv.
33 ' » II " 1/4 ”
4| , » Yo o
35 IV ” Yo »
36| Saratow T s 1905>Y,
37 ‘ 5 H 1 > 1;4 b2l
33!, IO " Yoou | Ya=tho wie bei 74 existirt ein
i Stamm SIITS und S IIv.
39 { » v ” > »
40 2] V tad > 1./4 P34 }
41 » VI »” >y >1 %
42 [Gotschlich I |Aegypten1905 Yo |
43! » I ” 1/4 ”
;o m o, Yo ow |
45 l 7 IV ” l.i 10 ” '
46 ] il v % ‘}ﬂ ” l
47 ” VI n i x/ao » o

27*
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Es sei schon an dieser Stelle besonders hervorgehoben, dass nicht
mnur die sechs in El Tor isolirten Culturen, sondern simmtliche unter-
suchten Stimme sich morphologisch und biologisch wie echte Cholera-
vibrionen verhielten. Vor Allem aber erwiesen sie sich auch in ihren
JImmunititsreactionen als Choleraculturen. Sie wurden von einem hoch-
‘werthigen Pferdeserum, das mit der #igyptischen Cultur 74 hergestellt
war, simmtlich in anndhernd gleichem Grade agglutinirt. Die Unter-
schiede in der Agglutinabilitit der einzelnen Stimme waren in vollem
Einklang mit den umfassenden Untersuchungen von Kolle, Gotschlich,
Hetsch, Otto und Lentz! nur geringe. So weit die Culturen im
Pfeiffer’schen Versuch gegen hochwerthiges baktericides Cholerakaninchen-
serum ausgewerthet werden konnten, verhielten sie sich ebenfalls in Ueber-
einstimmung mit den fritheren Untersuchungen der ebengenannten Autoren
als echte Choleraculturen. An einer anderen Stelle der Arbeit werden
wir auf diese gleichmissige Beeinflussbarkeit der untersuchten Culturen
durch hochwerthiges agglutinirendes und baktericides Choleraserum noch
ausfilhrlich zuriickkommen. Mit einer Anzahl der Culturen sind hereits
frither von den genannten Autoren Serumproben an Kaninchen hergestellt.
Zahlreiche Stichproben, die auch wir in gleicher Weise vorgenommen
haben, ergaben analog activen Immunisirungsversuchen stets das eindeutige
Resultat von der Specificitit der Immunititsreactionen und der unter-
suchten Choleravibrionen.

II. Methodik.

Bevor wir zur Untersuchung der Bindungskraft der einzeluen Cul-
turen schritten, wurden einige Vorversuche tiber die Methodik der Bindungs-
versuche gemacht. Bekanntlich waren Gruber und Durham? die ersten,
welche die Beobachtung machten, dass bei der Agglutination von Typhus-
bacillen die Agglutinine verbraucht werden.” Bordet® wandte dann zum
ersten Male die Absorptionsmethode, welche Ehrlich und Morgenroth
bei dem Studium der Hadmolysine so vortreffliche Dienste geleistet hatte,
auch auf Bakterienagglutinine an. Nach ihm haben sich dann zahlreiche
Autoren mit diesem Gegenstand beschaftigt. Die von den einzelnen
Forschern bei diesen Untersuchungen angewandte Methodik ist jedoch
ausserordentlich verschieden. Umfassende Untersuchungen iber die Bin-
dungsverhiltnisse der Bakterienagglutinine verdanken wir Eisenberg und

! Diese Zeitschrift. Bd. XLIV,

* Miinchener med. Wockenschrift. 1896.
Wiener klin. Wochenschrift. 1896.

3 Annales de I’ Institut Pasteur. 1899.
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Volk.! Diese Autoren arbeiteten mit lebenden Culturen, liessen in der
Regel die Mischung von Agglutinin und Bakterien 2 Stunden im Ther-
mostaten bei 37° und iber Nacht bei Zimmertemperatur stehen. Dann
centrifugirten sie die Bakterien ab und untersuchten die klare Flassigkeit
auf ihre agglutinirende Kraft. Das Agglutinationsresultat stellten sie erst
fest, nachdem die Versuchsréhrchen 24 Stunden bei Zimmertemperatur
gestanden hatten. Im Wesentlichen auf Grund dieser Versuche von
Eisenberg und Volk hat Arrhenius? ein allgemeines Gesetz der
Bindungsverhiltnisse von Bakterien und Antikérpern zu formuliren ge-
sucht. Man wird Neisser?® Recht geben missen, wenn er in einer
Polemik gegen Arrhenius feststellt, dass die Methodik, mit der Eisen-
berg und Volk gearbeitet haben, keineswegs einwandsfrei ist. Denn

1. fehlen Controlagglutinationen mit Serumverdinnungen, welche
dieselbe Zeit wie die Versuchsrohrchen der erhdohten Temperatur aus-
gesetzt waren,

2. wachsen die zur Absittigung benutzten Bakterien wihrend der
langen Dauer des Versuches und schaffen dadurch uncontrolirbare Ver-
hiltnisse, v

3. ist die Moglichkeit vorhanden, dass in grossen agglutinirten Haufen
Bakterien vor der Agglutinationswirkung geschiitzt werden.

Um diese letzte Fehlerquelle zu vermeiden, schiittelten Neisser und
Lubowski? in eigenen Versuchen das Absorptionsgemiseh alle 10 Minuten
mit Glasperlen. Auch Hetsch und Lentz®, sowie Wassermann® geben
an, dass man die Versuchsréhrchen von Zeit zu Zeit umschitteln mdoge.

Wiahrend Eisenberg und Volk? das Absorptionsgemisch 24 Stunden
bei Briit- und Zimmertemperatur stehen lassen, sattigt z. B. Scheller?®
nur 2 Stunden bei 37°¢ ab, Hetsch und Lentz® 1 Stunde bei Zimmer-
temperatur, Wassermann 1° 3/, Stunden auf Eis. Die Temperatur und
die Zeit, in der die einzelnen Autoren die Bindung vor sich gehen lassen,
ist darnach ausserordentlich verschieden.

\ Diese Zeitschrift. Bd. XL.

t Zeitschrift fiir Elektrockemie. Bd. X. S. 861.
8 Centralblait fiir Bakteriologie. Bd. XXXVI,
¢ Ebenda. 1901.

8 Koeh’s Festschrift.

¢ Ebenda.

7 A a 0.

8 Centralblatt fiir Balkteriologie. Bd. XXXVI.
? A a. O

1 A, a O
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Einige Autoren geben an, dass es fir den Endeffect ziemlich gleich-
giltig sei, wie lange und bei welcher Temperatur man die Absittigung
vor sich gehen ldsst. So wollen Buxton und Vaughan! beobachtet
haben, dass die Bindung in 15 Minuten ebenso vollstindig erfolgt, als in
24 Stunden, und R. Pfeiffer? dass eine 1!/,stiindige Absittigung im
Eisschrank dieselben Resultate liefere, wie eine bei 43° ausgefiihrte. In
ahnlichem Sinne sprechen sich Eisenberg und Volk?3 aus.

Ein Theil der Autoren z. B. Joos* hat mit abgetodteten Culturen
gearbeitet, um das Wachsthum der Bakterien auszuschalten und dadurch
eventuell bedingte Fehlerquellen zu vermeiden.

Auch in der Serumconcentration und in der Menge der eingesiten
Cultur bestehen die grissten Differenzen bei den in der Litteratur mit-
getheilten Versuchen.

Bei den so ausserordentlich schwankenden Angaben tber Zeit und
Bedingungen der Abséttigung schien es erwilinscht, zunichst -einige
orientirende Vorversuche zu machen, nach deren Ausfall die endguitige
Methodik fiir unsere Versuche festgestellt wurde.

Es wurden zuerst Versuche mit agglutinirendem Serum gemacht,
deren Resultate kurz folgende sind:

1. In Uebercinstimmung mit den anderen Autoren stellten wir fest,
dass die Serumeconcentration und die Menge der verwandten Bak-
terien einen wesentlichen Einfluss auf den Grad der Absittigung ausiibt.
Zu stirkeren Serumconcentrationen muss entsprechend mehr Cultur hinzu-
gesetzt werden, um dieselben Resultate wie mit grisseren Verdinnungen
zu erzielen. Setzt man zu abgestuften Quantititen Agglutinin gleiche
Bakterienmengen, so bleiben in den starken Serumconcentrationen noch
Agglutinine frei, wihrend aus den niederen alle gebunden werden, wie
das folgende Beispiel erlautert: '

Tabelle II.
Pferdeserum I, mit 748 hergestellt vom Agglutinationstiter 1:4000 ist in
den Verdiinnungen 1:10, 1:20, 1:50 1 Stunde bei 37° unter Schiitteln mit
Stamm 74 8 abgesittigt und zwar auf 1°® Serumverdiinnung 1 Oese Cultur.
Das Centrifugenklar ausagglutinirt mit Cultur 74 8.

Verdiinnungen des Absorptions- | Verdiinnungen der abgesittigten Sera
gemisches 1:100 | 1:200 | 1:500 |1:1000{1:2000/1:4000/1:6000
1:10 bt [k ] FE L+ L —
1:20 b b - = =
1:50 + + =1 -
1:100 B P
Controle mit nicht abges. Serum|{j+++ | +++ +++i+++ ++ | + | —

! Journal of Medical Research. Vol. XIL

? Koeh's Festschrift.

A a0

* Centralblatt fir Bakteriologie. Bd. XXXIII.
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Andererseits nimmt aus derselben Serumverdiinnung die grissere
Bakterienmenge mehr Agglutinin heraus als die geringere,

Tabelle III

Der Versuch wie auf Tabelle II mit dem Unterschiede, dass zu 1™ einer
Serumverdiinnung von 1:50 je !/, Oese, 1 Oese, 2 QOesen Cultur zur
Absittigung hinzugesetzt wurden,

Zur Absorption verwendete|Verdinnungen des Centrifugenklars

Culturmenge £1:100 | 1:200 { 1:500 §1:1ooo§1:2000
Yp Oese in 1°m . . . . 44+ +4 0+ — 1 -
1 " ” 1 9 . . - . ; j: _— —_— — i —
2 Oesen,, 1, . . . . - - - -

Controle wie auf Tabelle 11

2. Wenn die Bindung bei héherer Temperatur erfolgt, so tritt in
der gleichen Zeit wie bei niedrigerer vollstdndigere Abséttigung ein, doch
sind hierbei die Untersehiede nicht sehr ausgesprochen.

3. Eine Stunde auf 60° erhitzte Choleravibrionen binden unter den-
selben Versuchshedingungen ebenso viel Agglutinin wie lebende.

4. Einen wesentlichen Einfluss auf das Endresultat hat die Dauer
der Bindung, wie wir im Gegensatz zn Eisenberg und Volk?! und
Anderen stets beobachten konnten.

Tabelle IV.

1. Agglutinationsversuch.

Pferdeserum IT wird mit Cultur 748 in der Verdiinnung 1:50, !/, Oese

Cultur auf 1°= Serumverdiinnung, bei 37° abgesittigt in 5 verschiedenen

Proben, die nach je !/, Stunde, 1/,, 3/, 1 und 2 Stunden centrifugirt werden.
Agglutination mit Cultur 74 8.

leerdﬁnnungen des Cie‘ntrifugenklars

Daner der Bindun : » :
aner der Bincung [\1:50g'1;100[1:200{1:500!1:1000:1:2000{1;5000{1:10000
I i i . i

Y, Stunde . . . . . ?+++J+++l+++‘+++‘+++§ + | - )
V7P Pyl ) A U O -
%o o» ....-j+++[+++j++ - - = =
1,,....3i+++;+;_ - - ==
2 Stunden ., . . . |+ 4] + | — - - = -

i
Controle mit nicht ab- | ; : ! . i |
gesittigtem Sernm | T T F|FHEEF [ FEb bbb bbbt £

LA a O
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2. Baktericider Versuch.

Zu je 1°™ einer Verdiinnung 1:50 des bakteric. Serums 80 wird 1 Oese

Cultur Baku Iv. hinzugesetzt und 3 Proben dieses Gemisches bei 377 je

-1/, Stunde, 1 und 2!/, Stunden geschiittelt. Das Centrifugenklar gegen
Cultur Baku [v. im baktericiden Thierversuch ausgewerthet.

D der Bind Verdiinnungen des Centrifugenklars
auer der Bindung 1:200 | 1:500 | 1: 1000 [12000 1:5000 | 1:10000

Yo Stunde . lebt|lebt| + | + | ‘
L » ot ' +

2 Stunden . . . . | I : + T

Controle mit nicht ab- | Clebt lebt 5 l‘ 5

gesittigtem Serum ! ' ; i ;

Wir sehen also, dass nach ?/, Stunde noch weit mehr Agglutinine un-
gebunden bleiben als nach !/, Stunde. Die Menge des gebundenen
Agglutining im Verhiltniss zum ungebundenen nimmt bei lingerer Ab-
sittigung zu. Doch genligt ein 1stiindiger Aufenthalt des Absorptions-
gemisches im Thermostaten bei 379 in der Regel, um die grosstmdglichste
Menge von Agglutinin an die Vibrionen zu verankern. Wie schon hier
erwiahnt sein mag, geben Versuche mit baktericidem Serum, wie Tabelle IV
zeigt, analoge Resultate.

5. Eine wesentliche Vorbedingung fiir gleichméssige Versuchsresultate
ist es, die Versuchskdlbchen wahrend der Absittigung dauernd za schiitteln,
um das Zusammenklumpen zu grossen Haufen zu vermeiden. Der folgende
Versuch zeigt, dass aus einem geschiittelten Absorptionsgemisch mehr
Agglutinin gebunden wird, als aus einem unter sonst gleichen Be-
dingungen ruhig gehaltenen. Die Unterschiede sind zwar nicht be-
deutend, treten aber constant auf.

Tabelle V.

Pferdeserum II in der Verdiinnung 1:50 mit Cultur 748, 1/, Oese auf 1 com

Serumverdiinnung bei 37° in 4 Proben abgeshttigt, die je !;, Stunde ruhig

standen, !/, Stunde schiittelten, 1 Stunde ruhig standen, 1 Stunde schiittelten.
Das Centrifugenklar mit 74 8 agglutinirt.

| Verdﬁnnunven des Centrifugenklars
| 1:50 |1:1001:200 1:50011:10001: 1:2000 1:5000]1:10000

Dauer und Art
der Bindung

Y, Stunde ruhig . (+++{+++‘ ir 0+ Tz = = !
Ya »  schiifteln . . ] +++ ++ 0+ E ] - - —
1Stunderuhig...l+++ ++fil—f—§_ —_
1, schiitteln . . ||+++ * . — 1 - - - -

Controle mit nicht ab-

veuittigtom Serum i]+++|+++ LTS }
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Die Erklirung fiir diese Differenz ist wohl im Sinne Neissers?! zu
geben. Die Choleravibrionen klumpen so schnell zu grossen Flocken
zusammen, dass mechanisch eine Anzahl von ihmen, die noch nicht der
vollen Wirkung der Agglutinine ausgesetzt waren, mitgerissen und im
Inneren der Haufen von dem umgebenden Agglutinin abgeschlossen
werden. Dadurch wird die thatsichlich an der Bindung betheiligte
Bakterienmenge kleiner als in dem Schiittelversuch, bei dem die Bildung
grosser Haufen vermieden wird. Demgemé&ss konnen in dem geschiittelten
Versuchskdlbchen mehr Agglutinine gebunden werden als in dem ruhig
gehaltenen, Mehrmaliges Umschiitteln der Versuchskélbchen kommt dem
dauernden Schiitteln in der Wirkung uicht gleich. Vielmehr ist zwischen
so behandelten und ruhig gehaltenen Gemischen kaum ein Unterschied
zu constatiren.

"Tabelle VI

Pferdeserum I mit Cultur 74 8 in der Verdiinnung 1:20, zu 1°™ Serum-

verdiinnung 1 Oese Cultur, bei 87¢ 1 Stunde lang abgesattigt, in 3 Proben,

von denen die erste rubig stand, die zweite alle 10 Minuten, die dritte
dauernd geschiittelt wurde. Das Centrifugenklar agglutinirt mit 74 8.

Verdiinnungen des Centrifugenklars

Dauer und Art
| 1:50 |1:1001:200 1:500j1;1000;1:2000]1;4000[1:6000

der Bindung

|

1 Stunde rubig . . . .| ++ +‘ + . * - | - — —

18t, alle 10Min.geschiittelt || +++| + = + | — |

1 Stunde im Schiittelapparat|| + + - - i - — —
geschiittelt !

Controle mit I ' |
nicht abgeséittigtem Serum}‘+++I+++!+++l+++i+++; +E | * ‘ -

6. Die in der Litteratur haufig wiederkehrende Behauptung, die
Bindung von Toxin, Antitoxin, Bakterien und ihren Antikdrpern sei
zunichst nur eine lockere und verhiltnissmissig leicht zu trennende
und wiirde erst volltommen fest durch lingeres Stehenlassen des Ab-
sorptionsgemisches, 2. B. 24 Stunden lang oder des Nachts auf Eis, liess
daran denken, dass auch bei unseren Versuchen diese Verhaltnisse eine
Rolle spielten. Es wire denkbar gewesen, dass durch den mechanischen
Eingriff des Centrifugirens ein Theil des nur ganz locker gebundemen
Agglutinins wieder von den ausgeschleuderten Bakterien zu trennen wire,
dass eine Abspaltung des einmal gebundewnen Agglutinins aber nicht mehr
eintreten wirde, wenn die Bakterien Gelegenheit finden, das Agglutinin
fest zu verankern. Unsere Versuche bestitigten diese Annahme nicht.
Die Resultate blieben stets die gleichen, ob wir sofort nach Entnahme

tA a O
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aus dem Briitschrank centrifugirten, oder das Absorptionsgemisch iiber
Nacht auf Eis stehen liessen und erst dann durch Centrifugiren klarten.

Bei der definitiven Versuchsanordnung waren fiir uns folgende Ge-
sichtspunkte maassgebend:

1. Es kam darauf an, die bei einem bestimmten Verhéltniss von
Agglutinin zu Bakterien grosstmdgliche Menge Agglutinin an die Bak-
terien zu verankern. Wir setzten daher das Absorptionsgemisch im Hin-
klange mit unseren Vorversuchen 1 Stunde im Schiuttelschrank der Tem-
peratur von 37° aus. Die Versuchskilbchen linger als 1 Stunde im
Thermostaten zu lassen, ist nicht néthig, da bereits nach einer Stunde
das Maximum der Agglutininbindung erreicht ist.

2. Da wir eventuell vorhandene Unterschiede in der bindenden Kraft
der einzelnen Culturen eruiren wollten, wihlten wir die Serumconcentra-
tionen und Bakterienmengen so, dass nach erfolgter Absittigung noch
etwas freies Agglutinin in der Flissigkeit vorhanden war. Im Allgemeinen
wurde der Versuch so angestellt, dass die nach der Absittigung von den
Bakterien befreite Fliissigkeit noch in den Verdinnungen 1:50, 1:100,
1:200 oder 1:500 den zur Bindung benutzten Stamm agglutinirte. Bei
Absorption grisserer Agglutininmengen hétten sich zwischen den einzelnen
Culturen vorhandene Unterschiede der Beobachtung entziehen konnen.
Wenn némlich die Versuchsanordnung so gewihlt wird, dass bei Be-
nutzung eines schwach bindenden Stammes das abgesittigte Serum  selbst
in der Verdiinnung 1:50 gegen den eigenen Stamm unwirksam ist, kann
natirlich ein Unterschied gegen eine stark bindende Cultur nicht constatirt
werden. In der Regel wurden bei den Absittigungsversuchen Serum-
concentrationen von 1:10, 1:20 oder 1:50 verwandt und in je 10c¢m
dieser Verdiinnungen eine gleichméssig bewachsene Agarcultur aufge-
schwemmt. FEs wurden dazu stets Rohrchen von gleicher Oberfliche
verwandt.

3. Die Zeit der Absittigung wurde nach Moglichkeit beschrinkt:
Die aus dem 37° Thermostaten genommenen Absorptionsgemische wurden
sofort centrifugirt und decantirt. Von der klaren Fliissigkeit wurden dann
mit physiologischer Kochsalzldsung Verdinnungen gemacht und in der
im Institut far Infectionskrankheiten gebréuchlichen Weise zur makro-
skopischen Agglutination verwandt: d. h. in 1°m™ Serumverdiinnung wurde
eine QOese 18stiindiger Choleraagarcultur verrieben und nach 1stiindigem
Aufenthalt des Agglutinationsgemisches bei 37° das Resultat makroskopisch
festgestellt.

4. Zu den Absorptionsversuchen wurden lebende Culturen benutzt
und zwar aus folgenden Griinden: Erstens ist die Moglichkeit vorhanden,
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dass die Choleraculturen beim Abtddten bei erhohter Temperatur Spuren
von agglutinabler Substanz an die Kochsalzlosung abgeben, dass also das
Resultat durch das Vorbandensein sogenannter ,freier Receptoren‘ un-
genau wird. Zweitens wird der Endeffect der Absorption, nidmlich die
Auswerthung der abgesittigten Fliissigkeit gegeniiber lebenden Culturen,
beobachtet. Es erschien uns daher fir die Einheitlichkeit der Versuchs-
technik erwtinscht, auch die Absittigung mit lehenden Choleravibrionen
vorzunehmen. Eine wesentliche Vermehrung der Vibrionen und dadurch
hervorgerufene Fehlerquellen sind bei der kurzen Versuchsdauer nicht zu
erwarten.

5. Zur Controle wurden die entsprechenden nicht mit Choleravibrionen
versetzten Serumverdiinnungen denselben Bedingungen wie die Absorptions-
gemische ausgesetzt. Mit dieser Serumprobe wurden dann die zu dem
Versuche verwandten Culturen ausagglutinirt. Hierzu sei bemerkt, dass
sich zwischen den wihrend derselben Zeit auf Eis gehaltenen, bei 37°
oder bei Zimmertemperatur stehenden Proben des unabgesittigten Serums
niemals Unterschiede in der Agglutinationswirkung zeigten.

Bei Abséattigungsversuchen mit baktericidem Serum ergaben
sich den mit agglutinirendem Serum angestellten entsprechende Re-
sultate. Auch hier zeigen sich dieselben Beziehungen zwischen Bindungs-
resultat einerseits, Serumconcentration, Culturmenge, Zeit u. s. w. anderer-
seits, vgl. Tabelle IV. Bei der Wahl der definitiven Versuchsanordnung
waren dieselben Gesichtspunkte maassgebend wie bei den Agglutinations-
versuchen. Die Serumverdiinnungen wurden mit stark alkalischer Bouillon
hergestellt; die Auswerthung der Serumproben geschah in der Anordnung
des Pfeiffer’schen Versuches. Selbstverstindlick wurden dieselben Cau-
telen wie bei den Agglutinationsversuchen beobachtet.

I, Bindungsversuche.

Es war Eingangs erwihnt worden, dass sich alle zu unseren Versuchen
benutzten Culturen als echte Cholerastimme bewshrt hatten, im Besondern
wurden sie von einem hochwerthigen agglutinirenden Choleraserum simmt-
lich annéhernd gleich hoch beeinflusst. Dasselbe Serum agglutinirt cholera-
dhnliche Vibrionen entweder gar nicht oder nur in ganz starken Concen-
tionen (1:20 bis 1:30).

Unsere Versuche, iber die im Folgenden berichtet werden soll, haben
nun ergeben, dass bei den Ausfillungsversuchen doch ziemlich erhebliche
Unterschiede in der agglutinablen Substanz der Cholerastimme zu Tage
treten. Um die Ausdrucksweise zu vereinfachen, sollen Culturen, welche
sich bei den Ausfillungsversuchen &hnlich oder gleich verhalten, als
,homologe‘‘, die sich dagegen verschieden verhalten, als ,heterologe* be-
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zeichnet werden. Kine Anzahl homologer Culturen bildet eine ,,Gruppe“.
Also sowohl homologe wie heterologe Culturen sind einwandsfrei echte
Cholerastdmme, was, um Missverstdndnissen vorzubeugen, hier ausdriick-
lich bemerkt werden soll.

A, Agglutinationsversuche.

Zu den Absattigungsversuchen standen drei Sera zur Verfiigung:

1. Ein agglutinirendes Pferdeserum II, hergestellt mit Cultur B I
vom Titer 1:5000, dasselbe Serum nach einer weiteren Injection vom
Titer 1:10000 bis 1:20000.

2. Ein agglutinirendes Pferdeserum ITI, hergestellt mit Cultur SIII
vom Titer 1:3000 bis 1:4000. Die Herstellung dieser beiden Sera ge-
schah in der Weise, dass beide Pferde zunfichst in etwa 10 tigigen,
spiter mehrwochigen Intervallen intravendse Injectionen von abgetddteten
Choleravibrionen erhielten, beginnend vor !/, Jahre mit der Dosis einer
halben Cultur, allmahlich steigend bis zur Injection von fiinf Culturen
des betreffenden Stammes.

3. Ein Cholera-Kaninchenserum 89, mit Stamm 74 hergestellt. Das
Kaninchen hatte zunéichst 1/, Oese bei 60° abgetddteter Cultur intravends
und nach 8 Tagen eine Cultur abgetodtet intraperitoneal erhalten. Das
Serum hatte den Agglutinationstiter 1:1500.

Die Versuche wurden zunichst in der Weise angestellt, dass das be-
treffende Serum mit den verschiedensten Culturen abgesittigt wurde. Die
decantirte Flissigkeit wurde dann mit dem Stamm 74 ausgewerthet. Ueber
die Resultate giebt Tabelle VII Auskunft.

Tabelle VII
1. Pferdeserum II, Titer 1:5000, in der Verdinnung 1:20 bei 379 eine
Stunde unter Schiitteln mit verschiedenen Cholerastimmen (eine Cultur auf
10 ce= Serumverdiinnung) abgesdttigt und gegen Stamm 74 ausgewerthet.

Zur Absittigung J Verdiinnungen des Centrifugenklars

verwandte Stamme| 1:50 | 1:100 | 1:200 | 1:500 |1:1000{1:2000/1:5000] 1:6000
74 f++ + | — | =i =] -] =
G1I +HHiFrFEF | R+ o+ | E
G ++ |+ + - = =] =
GII R - T T (S [
GIV R B Mt e S S
GV e e B e B R R o S o S
GVI ++4+ + - - - — —
BI S R e R Rn kRl kS
o ‘ ; 1 I
C;’,;’;g‘;;‘;t_mgi;‘;g;“+++ +++‘;+++:+++ R o o o S
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Tabelle VII. (Fortsetzung.)
2. Derselbe Versuch wie 1 mit Pferdeserum II, Titer 1:10000 bis 20000,
in der Verdiinnung 1:50 abgesattigt.

"Verdiinnungen des Centrifugenklars

1:50 | 1:100] 1 :200 | 1:500 | 1 100011 2000/1:5000/1:10000{1:15000
: —

Zur Absittigung
verwandte Stamme

|

14 =,+++‘++)++)——‘;——2—— —
SIII I+ ++ b= = =
B1 /<+++ +++ +++(+++ ot D —

Controle mit mcht;}
abgesdtt. Serum ! \+ + + R R

19 *‘+++)+++ +++ +++>+++a+++% ++ ] +
SVI O RO RO E I R T+
GIV R AR g ++’ + ; -
55 +++i+++’+++ - - —
63 +++/+++ S ~ 1= -
!
|

|
/+++¢++ +++‘+++{ ++ -
) .

3. Derselbe Versuch mit Pferdeserum III, Titer 1:3000 bis 1:4000,
in der Verdiinnung 1:20 abgesittigt,

Zur Absittigung ' Verdiinnungen des Centrifugenklars

verwandte Stamme] 1.50 | 1:100 | 1:200 | 1:500 |1:1000/1:2000]1: 4000
14 1= = e ( - | -
GIV I+ ++l+++ PP e B
BI | A FAFIFE S (R R
STI HA ‘ — ===
O I N e e
Hahn ralersl 4400 — | — | ~ | =
Pfeiffer =+++[+++ N A
Messina [T+ - - | - -
30 l++++++ * - | - ‘ - | -
63 T e e e B
SVI [+++t++|+++|+++ ]~ | —
55 fs | - = =] =1 =1 -
M . . }
“;’g‘;;g;‘zt_‘néif‘jﬂ“]+++[++L;+++\+++ +++} ++ + |

Aus dieger Tabelle geht hervor, dass die einzelnen Culturen sehr ver-
schiedene Mengen Agglutinin bei gleichbleibender Versuchsanordnung zu
binden vermégen. Es lag nahe, an quantitative Unterschiede in dem
Bindungsvermdgen der verschiedenen Choleraculturen zu denken, wie sie
bereits von Pfeiffer und Friedberger!, Wassermann? und Strong?3
beschrieben worden sind.

v Berliner klin. Wockenschrift. 1902,

2 Centralblatt fiir Bakteriologie. Ref. Bd. XXXIV,

8 Some Questions relating Yo wvirulence of mikroorganisms, with particular
reference to their immunising power.
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Handelte es sich lediglich um quantitative Unterschiede in der Aus-
bildung einer an sich gleichartigen bindenden Kraft bei den einzelpen
Culturen, so war zu erwarten, dass man auch mit einer schwach binden-
den Cultur bei immer erneuter Absittigung allmihlich alles Agglutinin
zu binden vermag. Als eine derartige schwach bindende Cultur erscheint
nach der Tabelle BI.

Der in dieser Richtung angestellte Versuch gab nicht das erwartete
Resultat. Bei wiederholter Einsaat tritt in dem Absorptionsgemisch (Serum-
" verdiinnung 1:20 Ser. IT) dberhaupt keine Agglutination mehr auf, sondern
die Flussigkeit bleibt gleichméssig triilbe. Das Centrifugenklar agglu-
tinirt jedoeh Cultur 74 in anndhernd unverminderter Weise
weiter. Es gelingt also nicht, mit der Choleracultur B1 aus
einem Choleraserum alle auf die andere, ebenfalls echte
Choleracultur 74 einpassenden Agglutinine zu binden.

Lassen sich diese Versuchsergebnisse mit Hialfe der
Annahme eines differenten Receptorenapparates der Cholera-
vibrionen erklaren?

Aus den mitgetheilten Versuchen ist zundchst folgender Schluss zu
ziehen:

1. Es gelingt auch mit einem scheinbar schwach bindenden Stamme
alle Agglutinine aus dem Serum fiir den eigenen Stamm zu entfernen.

2. Zur Erklarung der auffallenden Thatsache, dass Cultur B I wohl im
Stande ist, aus einem agglutinirenden Serum die Agglutinine fiir sich zu
binden, nicht aber in nennenswerther Weise fiir Stamm 74, lassen sich,
gestiitzt auf die Ehrlich’sche Theorie, zwei Hypothesen aufstellen:

a) Cultur 74 hat agglutinable Receptoren, welche BI fehlen. Cultur 74
findet dementsprechend in einem durch BI abgesittigten Serum noch
Agglutinin vor, das zu keiner bindenden Gruppe von BI passt und daher
der Bindung entzogen wurde. Andererseits aber absorbirt Cultur 74 alle
Agglutinine fir sich und fir BI, wie aus Tabelle IX ersichtlich ist.
Man konnte sich demnach vorstellen, dass die beiden Choleraculturen B I
und 74 einen Grundreceptor @ im Sinne Wassermann’s! gemeinsam
haben, daneben aber Aausserst differente Partialreceptoren besitzen.
Graphisch liesse sich das folgendermaassen darstellen:

BI: a,8,¢4d e f, G.
4: a,b,¢,d, ¢, f, Gh i, k I, m n

'A a O.
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Nach diesem Bilde erscheint es verstindlich, dass Cultur 74 nicht
nur fir sich alle Agglutinine aus einem Choleraserum zu binden vermag,
sondern auch fiir B 1, dass aber andererseits B I nicht im Stande ist,
auf 74 passende Agglutinine in nennenswerther Weise zu absorbiren.

b) Die andere Moglichkeit ist folgende: Cultur BI und 74 haben
zwar dieselben Receptoren, aber ein Theil der Receptoren des Stammes B I
hat nur eine &usserst geringe Affinitit zu den Agglutininen des Serums.
Diese mit geringer Aviditit ausgestatteten Receptoren vermégen nur
Spuren von Agglutininen zu binden. Das graphische Bild diirfte sich
folgendermaassen gestalten:

BI: a bc, doe f,g b 4 & I, m n

4: a,b,c,dye f,g, btk 1, ma

(Vgl. die beigefiigte Taf. VL)

Unter der Annahme, dass die Receptoren &, ¢, %, {, m, » der Cultur B1
nur sehr schwache Aviditit zu den Agglutininen des Serums haben,
erklart sich zwanglos das oben beschriebene auffallende Resultat der
Bindungsversuche.

An einer anderen Stelle der Arbeit werden wir ausfihrlicher auf
diese theoretischen Ueberlegungen eingehen. Es muss aber schon hier
hervorgehoben werden, dass unserer ersten Annahme eines ,,Grund-
receptors und verschiedener differenter , Partialreceptoren schwere Be-
denken entgegen stehen. Ein Theil unserer Versuchsresultate 1asst
sich mit dieser Hypothese iberhaupt nicht in Einklang bringen.
Die zweite Erklirung jedoch, dass Choleraculturen (zunfichst 74 und B I)
dieselben Receptoren haben, dass aber die Aviditdt der einzelnen Recep-
toren zu den Agglutininen different ist, erklart zwanglos die auffallenden
Differenzen der einzelnen Culturen, wie sie sich bei den Bindungs-
versuchen zeigten. Kein einziger unserer zahlreichen Versuche, tiber
die im Folgenden berichtet wird, steht mit dieser Annahme ver-
schiedener Avidititsverhiltnisse im Widerspruch. Wir stehen daher nicht
an, diesen Deutungsversuch als fir den nach dem heutigen Stande
unseres Wissens begriindetsten zu erkliren und beziehen uns im Folgen-
den stets auf ihn.

Nach diesen theoretischen Erdrterungen, auf die wir an anderer
Stelle noch zuriickkommen werden, kehren wir zur Beschreibung unserer .
Versuche zuriick.

Es hatte nach unseren ersten Versuchen den Anschein gehabt, als sei
Cultur BI eine schwach bindende Cultur. War das thatsichlich der Fall?

Das musste ein Parallelversuch erweisen. Zu 10°m einer Serum-
verdiinnung (Serum II Titer 1:5000) von 1:20 wurde eine Cultur B I
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zugesetzt und ein entsprechender Versuch mit Cultur 74 angestellt. Die
von den Bakterien befreite Flissigkeit wurde dann gegen B I und 74
wechselseitig ausgewerthet. Dabei zeigte sich, dass B I fiir sich unter
gleichen Versuchsbedingungen mindestens ebenso viel Agglutinin bindet
wie Cultur 74 fir sich. Man kann daher nicht ohne Weiteres sagen,
dass B I ein geringeres Bindungsvermdgen hitte. Wohl aber ergab sich
ein Unterschied in der gegenseitigen Beeinflussung. Cultur 74 hatte
auch die auf BI passenden Agglutinine gebunden, BI dagegen in Ueber-
eingtimmung mit unseren fritheren Versuchen nicht die fiir 74.

Tabelle VIIL
Pferdeserum II, Titer 1:4000 bis 5000, in der Verdiinnung 1:20, je mit
Cultur 74 und B 1 10°™ Serumverdiinnung auf 1 Cultur bei 37° 1 Stunde
unter Schiitteln abgesittigt und gegen 74 bezw. B I wechselseitig ausgewerthet.

dﬁn‘zifxl;gen \ di‘lnv;ﬁlrl-lgen (| Controlen
des mit B I Cultur | Cultar des mit 74 Cultur | Cultur | mit quht Cultur Cultar
pove BI 4 e BI 74 l abgesittigh.. BI T4
abgesittigt. i| abgesattigt. i)
Serums ! | Serums 'f erum f i
1:50 £ |+++[ 1:50 £ [4+++] 1:30 F++ Ft+
1:100 — J+++| 1:100 — + 0 1:100  +++ | +++
1:200 — | +++] 1:200 - + | 1:200 +++|+++
1:500 - +++| 1:500 - — 1| 1:500 ok
1:1000 | — |44+ 1:1000 | — | = | 1:1000 +++ | +++
1:2000 | ~—  ++ | 1:2000 | — — 1 1:2000 44+ +++
1:4000 | — | — 1:4000 | — - 1:4000 ++ | L4+
I ! , 1:5000 £ | +

Man erhalt dieselben Resultate, wenn man zur Absittigung statt
eines verdiinnten, unverdiinntes Serum wéihlt. Nur muss man dann
nattirlich wesentlich grdssere Bakterienmengen zur Bindung verwenden
und das Serum mehrmals hinter einander absittigen. Bei einem in
diesem Sinne angestellten Versuche erhielten wir erst nach siebenmaligem
Absattigen des unverdinnten Serums mit grossen Bakterienmengen eine
Uebereinstimmung mit den auf Tabelle VIII vermerkten Resultaten.

Die Versuche Iehren in Uebereinstimmung mit den oben beschriebenen,
dass die Receptoren der Cultur 74 simmtlich eine starke Affinitit zu den
Agglutininen haben, dass aber bei Stamm B I nur ein Theil der Recep-
toren eine derartige Aviditdt besitzt, ein anderer Theil nicht, wie es in
Zeichnung IT skizzirt ist (vgl. die beigefiigte Taf. VI).

In derselben Weise, wie mit diesen beiden Culturen, wurden nun
Absattigungversuche mit anderen Choleraculturen angestellt. Sie ergaben,
wie aus den folgenden Tabellen ersichtlich ist, analoge Resultate. Ein
Theil der Culturen verhielt sich dabei wie B I, ein anderer wie 74.
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Tabelle IX.
1. Pferdeserum II, Titer 1:4000 bis 5000, in der Verdiinnung 1:20,
1 Stunde bei 37° unter Schiitteln mit verschiedenen Stimmen abgesittigt,
gegen verschiedene Stimme ausgewerthet.

a) Auswerthung gegen 74.

Der zur Absittigung Verdiinnungen des Centrifugenklars

verwandte Stamm | 1:50 | 1:100 | 1:200 | 1:500 - 1:1000 | 1:2000 ] 1:5000
14 | +++ + = - — - =
BI A B e S T
8 I +++ + - = — — —
Hahn | +++ [ +++ |+ FHE FFE |+
Pfeiffer e It I e A o s S I S S S S R
GI S T Ik k) U RS +
GII + + | - 1 = 1 = - —
G 11 FH+ o+ L E - =] = —
GIV 4+ FF | R R+ +1—+‘ ++ |+
GV R M BN F++ [ HEF] 4+
G VI e+ o+ = = = = —
Controle E|+++;+++f+++f+++? | b
b) Auswerthung gegen B1.
T4 I — — ‘ - — — -
BI ‘ + — - - — — -
SII o+ + - | - — - -
Hahn I+ - 7 = - — - -
GI il + + + |- - — —
GI i+ + - | = - — —
G I I I R - - —
GIV [ - - = - | - -
Gv I+t + - - - - =
GVI I +++ + - | = — - -
Controle “ Fht [+t | +++ ! +++ B
e) Auswerthung gegen SIIIL
14 71‘ +++ |+ - ~ - - =
B1 e S R R St SR TS ++ + | -
S1III I o R ~ - — i -
Hahn B e e e at S o ok S T SR P T S IR
Pfeiffer e R R e T e
GI Rl I I + +
GII + + - - = - =
GII +4++ | F++ |+ - - - -
GIV e B B L ok ok N b I SR -
GV T B e e S
G VI 4+ | 4+ e e e
Controle +++ ‘ ++ |+t A+ | FEE l ++ ’ +
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Tabelle IX.

Serum II abgesittigt mit & IV.

(Fortsetzung.)

Ausgewerthet Verdiinnungen des Centrifugenklars
gegen 1:50 | 1:100 | 1:200 | 1:500 ' 1:1000 | 1:2000 | 1:5000
GI - = - - —_ - -
G B o a Ha e e et AR oE ST N + -
G I e I B ot IR TR P + +
GIV — — - 1 - — - -
Gv £ | - - - — — —
G VI i o B S S T
BI " — — — - - -
74 Ik ok ok S T +++ 4+ E
S I I T R S B S S S Sb ok o S R
Serum II abgesiittigt mit G VI.
Ausgewerthet “ Verdiinnungen des Centrifugenklars
gegen | 1:50 | 1:100 | 1:200  1:500 | 1:1000 |1:2000 1:5000
GI 4+ E - = — - -
GII e + | - - - =
GII +++ 0+ N -
GIV B - S -
GV +++ | 4+ T = 0 = - =
G VI I e R
‘BI D+ e - -
14 CFHE 2 = — - -
8 III o S o R - -
Controle Stamme
mitnicht ! | :
abgesatt. GI] GII GUI.GIV| GV |GVI! BI . 74 STII Hahn Pfeiffer
Serum ! i i :
1:1000 [++'+++/+++ ++[+++[+++|++++++ +++] F+ | F S
1:2000 | + +++{+++ ++| + |FEFtEF A+ A O+ HE
1:5000 | £ + !++ £ — |4+ = ] = [ +++
1:10000) — — | —  — | — £ - | = | -] = &%

2. Pferdeserum III, in der Verdiinnung 1:20, 1 Stde. bei 37° unter Schiitteln
mit verschied. Stimmen abgesittigt, gegen verschied. Stimme ausgewerthet.

a) Absiittigung mit B L.

b) Absiittignng mit G IV.

Verdiinnungen d. Centrifugenkl. Verdiinnungen d. Centrifugenkl.

Ausge- : olole Ausge- ! i ==
werthet || o = g8 181213/18 werthet| o~ | 3 2 81888
gegen | s T ORTTE gegen | 2T | % RTIT
—t i \ndintinlin Ll ; — H — [ —!'-1:

BI - = = [H-]-- BI - = = -
2 N T I A

SHUIL 4+ + +|+++ ++ 4|+ ——|— SHI (+++ +++i+++—|—|—|—
GIV | — | — — |—=—— - GIV I — | — | — ==l
GVI {++++++i+++—|——- GVI {+++ +++. ++ \——1— -
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Tabelle IX. (Fortsetzung.)

¢) Absiittigung mit S III. d) Absiittigung mit GVI.
Aus- jVerdﬁnnung. d Ce,ntrifugenkl. Aus. f Verdiinnung. d. Centrifugenkl.
gewerthet| _ | g | 2 i8’§ 818 gewerthet! _ | g 218 § 3 g
gegen || 'ﬂ%‘?!i‘?!’.‘.‘?!"‘ gegen]“.’, TR e
j — - gt { | -t — i~ - - -t ol - —
BI |+ — — — ——|— BI ' — — — |- — —|—
M === === 14 — = ===
SII ] == —i—=i—— S1It -—g’—-——;—}y————
GIV |+ |— — — —|—|— GIV = | — — == —|—
GVI | +]— — . — — —|— &vi — - —|——i—|-

Controlen mit nicht abgeséttigtem Serum.

| Stimme
| BI 7+ | SII . GIV | GVI

1:1000 |+ 4+ +++[+++ ]+ +
1:2000  ++  +++ +++, ++
1:4000 £ 4+ | + | £ 0+
1:5000 ¢ — | £ | - — | %

3. Pferdeserum II, Titer 1:10000 bis 20000, in der Verdiinnung 1:50 bei 87°
1 Stunde unter Schiitteln abgeséttigt mit verschiedenen Stimmen (10°™ Serum-
verdiinnung auf 1 Cultur), ausgewerthet gegen verschiedene Stimme.

a) Absiittigung mit 74, b) Absittigurg mit S IIL.
Aus- i Verdiinnung. d. Centnfugenkl. Aus- !”Verdunnung d. Centrifugenkl.
gewerthef o g 2 8 ‘c § gewerthet| I8 ‘c ‘°1° §
gegen 2 - \C“I“’ ‘T‘. ae gegen | = | ! ’ ’ 1“" @
- i Belintialinl e J - i |- -
BI |+++]| ++ —‘f——j——- BI ]+++ ++ H—i_!—_
4 R o e e L I R R b S e B
SHI J4++ + -i—l—-]= SO lst++ + |J—imio|—|—
e) Absiittigung mit B 1.
Ausgewerthet :J Verdiinnungen des Centrifugenklars

gegen | 1:30 | 1:100 | 1:200 | 1:500 | 1:1000 | 1:2000] 1:5000

BI b+t [+++ ] + { - -
SI %;+++ | +++‘+++1 ++ | ++
GIV . LR § -
Hahn SIS + o= ’ —
Pfeiffer ‘ E D D+ | _

d) Absiittigung mit Hahn.

BI Pt o+ o+ - = - -
SIII g +++;+++-+++§+++’+++ +++
Pfeiffer I R + 0 = - —
Hahn T e ++ i — -] - ‘ — —

28*
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Tabelle IX. (Fortsetzung.)
Controlen mit nicht abgesittigtem Serum
Stimme
BI | 74 | SHI | GIV | Hahn . Pfeiffer
11000 [ 4 | Fhd AR | FEE EFE A+
1:2000 || ++4+ | +++ | +++ | F++ F+ O +++
1:5000 || +++ | +++ | +++ . +++ + +++
1:10 000 + ++ | ++ , F - ++
1:15000 £+ | £ o~ 0 - - +
1:20000 | — 1 — | — | — - -
Tabelle X.

Pferdeserum II und Pferdeserum IIT in der Verdiinnung 1:20 bei 37°
1 Stunde unter Schiitteln mit den Stammen BI und 74 abgesittigt (10 ™
Serumverdiinnung auf eine Cultur) und in den Verdiinnungen 1:500 bezw.

1:200 gegen alle Stimme

der Sammlung ausgewerthet.

‘] Serum II H Serum III

i Serum II * Serum I

Name ,| abgesiitt. mit || abgesatt. mit Name | abgesitt. mit : abgesitt. mit

der Culturgi BI ’ 4 BI 14 der Cultur; BI ; ” BI 14
1 ;+++i — 44+ — 82 +++ + |+t —
6 A = b 88  +++ o+ ;;+++ +
L R B 84 +++ — e+ —
13 +++ R — Pfeiffer + - £ -
17| 4+ RS Messina |+ 4+ +++ 1 +++ +++
19 | ++++++0++++++ Asiatia +++ — I+ ++ —
30 i+ Hahn —_ = - =
32 4] — [k — BI - - - =
37 ;‘+++" - - BII '"+++ -~ ‘+++ —
41 4t — |+ = BIOI |+++ — '"+++4+ —
12 Q= e — BIV i+++| — |+++ =
4 F++H ] — SI i+ +4 = rdtF
48 [+++ FE - SII [ +++, — T+++ -
54 |+t e+ | h+t — SII | +++ — +++ —
8 4ttt At SIV . +++ — H++ —
588  +++ + [ +++ * SV | +++ — +++ £
59 +++ — 1+ | — SVI 444+ ++ ++4+ ++
60 i+ ++ — | +++ — GI = - - - -
68  ld+++++ |+ + GII  +++ — +++ —
66 4+ — | 4+ | + G III ‘+++j - iF++ -
68 = — Gy = - | - C— -
69 4+ ++ A+ = GY - - - -
2 i — bt — GVI  +++] — Lttt —
4 I+++]| — : | :

+++ -~
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Um nun zu sehen, ob in unserer Cholerasammlung sich ausser
diesen beiden Gruppen (BI und 74) noch andere vorfinden, wurde das
agglutinirende Serum mit BI einerseits und 74 andererseits abgesittigt
und dann mit der decantirten Flissigkeit die Agglutinationsprobe gegen-
iber allen Stdmmen gemacht.

Da es ausserordentlich zeitraubend gewesen wire, das abgesittigte
Serum gegen alle Stimme genau auszuwerthen, wurde zu diesen Ver-
suchen eine Verdiinnung gewahlt, bei der die Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen B I und 74 erfahrungsgemiss scharf hervortraten. Das
war_ bel Anwendung des Serum 1I die Verdimnung 1:500. Wie aus
Tabelle 1X hervorgeht, agglutinirt das mit Cultur B I abgesittigte Serum
die homologen Culturen z. B. G I, G IV, GV in dieser Verdiinnung nicht
mehr; und auch das mit 74 abgesattigte Serum ist in dieser Verdiinnung
gegeniiber den 74 homologen Stimmen wie SIII, GII, GIII, G VI u.s. w.
unwirksam. Die Resultate dieser Versuche sind in Tabelle X zusammen-
gestellt. Gleichzeitig enthdlt die Tabelle Versuchsresultate, die mit den-
selben Stimmen bei der Auswerthung des Serums III erzielt wurden.
Hier war die geeignete Verdinnung 1:200. (Vgl. Tabelle X.)

Vergleicht man die neben einander gestellten Versuchsergebnisse, so
sieht man, dass sich die Culturen nach ihrem Verhalten gegeniiber den
abgesattigten Serumproben in mehrere grosse Gruppen theilen lassen.
Verhiltnissmissig viele Culturen verhalten sich wie 74, einige wenige
wie B I, andere wieder lassen sich zu keinem dieser beiden Stimme in
Beziehung bringen. So wird z. B. Stamm 19 und SVI agglutinirt,
einerlei ob das Serum mit B I oder 74 abgesittigt war.

Eine Anzahl von Stimmen, nimlich die Stimme 7, 13, 45, 48, 54,
58, 59, 66, 69, SV, zeigten bei den Versuchen mit Serum III ein dem
Stamme T4 homologes Verhalten, wurden aber durch das mit B I und 74
abgesittigte Serum II noch agglutinirt. Die weiterhin mit dem ab-
gesittigten Serum II vorgenommene genaue Auswerthung ihrer Agglu-
tinabilitit zeigte jedoch, dass die néichst hohere Verdinnung des mit 74
abgesittigten Serums (1:1000) aueh fir sie kein Agglutinin mehr enthieit,
dass sie also, wie ja schon der Versueh mit Serum III zeigt, dem Stamme 74
homolog sind, zum Mindesten aber sehr nahe stehen miissen.

Andere Stimme wiederum, die Stdmme 19, 30, 55, 63, Messina
und S VI zeigten beim Versuche mit beiden Seris II und III ein von
B I und 74 abweichendes Verhbalten.

Mit derartigen, anscheinend den bisher gefundenen beiden Gruppen
B I und 74 heterologen Culturen wurden nun weitere Bindungsversuche
unternommen und das ausgefillte Serum gegen eine Anzahl beziglich
ihres Bindungsvermogens schon bekannter Stimme wie BI und S III
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und gegen alle in ihrem Receptorenapparat noch ungeklirten Culturen
ausgewerthet. Zu diesen Versuchen wurden auch die beiden Stimme
Hahn und Pfeiffer herangezogen. Erster bot in Folge seiner etwas
schweren Agglutinabilitit, letzter in Folge seiner Neigung, spontan zu
agglutiniren, Anlass, seine Gruppenzugehdrigkeit genauer zu studiren.
Die Versuche zeigen deutlich ein dem Stamme B I homologes Verhalten
dieser beiden Culturen. Die Resultate sind in Tabelle XI niedergelegt.

Tabelle XL
1. Pferdeserum III abgesattigt wie gewshnlich mit:
a) Hahn.
Ausgewerthet ‘f Verdiinoungen des Centrifugenklars
gegen: | 1:50 | 1:100 | 1:200 . 1:500  1:1000 | 1:2000
‘BI e - — Z
S 11 o A - — —
Pfeiffer | + — : —_ — — —
19 I T++ 0+t + x —
30 |+t +++ +++ + — -
55 Do+t + 4+ +++ + - -
63 Pttt |+ +++ +++ + +
Messina ! +++ | +++ +++ +++ + -
Hahn : + —_ — — — -
S VI I+t + 4+ + + - —
b) Pfeiffer.
BI | o++ N - [ -
S 11 Dot ++4+ , F++ O+ - | -
Pfeiffer + 4+ + — i — — ! —
19 +4+4+ | +++ ++ o+ - i -
30 Do+ 4+ + 4+ + +++ ++ i
55 e ++ + ++ £ 0 -
63 e T e S P N P ++ 0 ++
Messina | +++ +++ | +++ 0 F++ = -
Hahn Lokt + - = - =
SVI G S5 R B o kR S -
¢) Messina.
BI || +++ 44+ | o+ - — —
S I o+t +++ 1+ - — —
Pfeiffer | +++  +++ | ++ - - -
19 T — - -
30 O s A b S ++ + -
55 R e S R + - —
63 T T S ++ - -
Messina Lo + } — _— _ -

Hahn Lo+ +++ | ++ - — -
SVI L - - = - -
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Tabelle XI. (Fortsetzung.)

d) 30.
Ausgewerthet Verdiinnungen des Centrifugenklars
gegen 1:50 1:100 | 1:200 | 1:500 | 1:1000 | 1:2000
BI +++ tH+ | - | - =
81 +++ +++ + - ] - —
Pfeiffer + 4+ +++ r +++ - - —
19 — N - - = —
30 +++ + | - - = -
55 +++ | +++ J + o+ + b= -
63 +++ +++ ++ ++ -
Messina +++ ++ 4+ ‘ + + | - -
Hahn + -+ + + — — E - -
S VI - — | — \ — | —_ -
e) 63. :
BI 4+ Lo+ = - - i =
$ II1 +++ £ | = - - =
Pfeiffer +++ ++ 1 = - - -
19 A S e e
30 + - | - - . -, -
55 +++ +++ | - - - -
63 I R - - ] =
Messina + — — — — —
Hahn ++ + — - - —
SVI - - | = - - —
f) 5b.
BI L+ —_ - - — -
S I + - - - —_ —
Pfeiffer +++ ++ — - - —
19 — - - — - -
30 [~ - — - - -
55 P+ + — - - —
63 + — — - - -
Messina — — — — — —
Hahn + - - - - -
S VI - - - — - —
g) SVL
BI | +++ | +++ | +++ | +4+ | +++ ++
S I R + 4+ +++ +++ ++ -
Pfeiffer | +++ | +++ | +++ | +++ ++ +
19 I - — - - —
30 1o+t + 4+ +++ + o+ + ++ +
55 o+t +++ +++ +++ ++ +
63 1 +++ ++ + + 4+ ++ + ++ ++
Messina | +++ +++ +++ +++ ++ +
Hahn | +++ +++ +++ +++ + -
SVI I - - — — —_



440 E. Memrcke, J. Jarrs uvyp J. FuEMMiNG:

Tabelle XI. (Fortsetzung.)

h) 19.
Ausgewerthet I Verdinnungen des Centrifugenklars -
gegen 1:50 1:100 1:200 1:500 | 1:1000 | 1:2000
BI e S B B S R ++ +
SIO | +++ | +++ +++ +++ ++ +
Pfeiffer +++ | A+ | F++ +++ ++ +
19 — - - — -
30 +++ +++ +++ 4+ | +4+ +
55 s +++ +++ +++ 0 ++ +
63 L+t + | +++ | A+ | FFE D 4 ++
Messina | +++ | +++ +++ 4+ +
Hahn [ +++ 4+ ++ | £ —
S VI | —_ — _— - ! —_ —_
2. Pferdeserum II, abgesittigt wie gewdhnlich mit:
a) 19.
Ausgewerthet Verdiinnungen des Centrifugenklars
gegen 1:50 | 1:100 | 1:200 | 1:500 | 1:1000 | 1:2000 |1:5000
19 l; ++ T - = =
SVI | 4+ | ++ e - -] =
S I ;]_ | { e I o S S o Sy pIRNE S
BI || 44+ | +++ | +++ | Ft+ b+ Fh+ |+
GIV jj‘ I e Tt kT T R R
T4 Il+4++ § +++  +++ [ FFF+ | D+t
b) S VL
19 o+ + + - | - - -
SVI ¢+ + - — —~ - -
SIT | 44+ | +4++ | +++ | +++ | +++ | ++ +
BI B B e e + +
GIV | 44+ | +4+4+ | ++F |+ A+ ++ ++
7SN NSRRI [ SN (U (IR (I IE R
¢) BI.
19 |+t + |kt | A+ | |+ + +
SVI | 44+ | +++ | +++ | +++ | ++ |+ +
S I J +++ | +++ | +++ ++ + ., - —
BI IR R R - = -
GIV | +++ | +4++ | ++ + £ | - -
14 |+t |+t | A F+E ++ £ -
d) G IV.
19 D bk | | A |+ + +
SVI | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ + —
SI ' 44+ | +++ | +++ | +++ + - -
BI o ++ + - - —
GIV  +++ | ++ + £ - - -
T4 e B o B I e ++ - -
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Tabelle XI. (Fortsetzung.)
e) 55.
Ausgewerthet;;: Verdiinnungen des Centrifugenklars
gegen . 1:50 | 1:100 | 1:200 | 1:500 | 1:1000 = 1:2000 |1:5000
19 T T = — - - -
SVI + 0+ % - - - —
55 T T = I SRR - -
63 R I Sk S o e + - - -
SUL & 44+ ¢ +++  +++ £ - - | -
B1 +4++  +++ o FE+ 4 - - | -
14 e N i e o + = —_ —
GIV . +++ . +++ e+ ++ 0 = - —
f) 63.
19 Cox - — - - - —
S VI + — — — — — —
55 ++4+ |+t At + - —
63 R T o T s ++ + - —
S I +++ |+ | A + — —
BI +++ |+ “ +++ ++ + - -
74 e B e o R i bt s + - -
GIV +++ | A+ L+ L+ - - -
Serum IL Controlen.
Staimme
BI | SII | GIV, 19 | 8VI T4 5 | 63
1:1000 © +++  +++ F++ +++i+++ Rl S TR NS A
1:2000 | +4++ | +++ +++ + A+ At
1:5000 | +++4+  +++  +++ + + e+
1:10000 |+ ++ + — - ++ | ++ i + +
1:15000 | + — - — — + + | o+
1:20000 | — — _ — — — - | o+
Serum ITI.
\ Stimme
| BI | SII|Pleiffer, 19 [SVI| 80 = 55 | 63 [MessinaHahn
1:1000 || ++++++[+++] ++ | + +++l+++]+++‘+++ +++
1:2000 | ++ [+++| ++ |+ | B bR EEEE A ] 4
1: 4000 P+ + = = + o+ At
1:5000 | — - - — — £ £ ++ -, -
1:10000 | l ‘ ‘ bo— L E
Ausserdem wurden mit Culturen, die sich bei den bisherigen Ver-

suchen wie B I bezw. 74 verhalten hatten, noch Stichproben in aus-
gedehntem Maasse vorgenommen und nochmals alle Stimme mit Serum-
proben agglutinirt, die der Bindung mit G IV und G VI (B I bezw. T4
homolog) ausgesetzt waren. (Siehe Tabelle XII.)
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Tabelle XIIL
Pferdeserum II bezw. III in der Verdiinnung 1:20 bei 37° 1 Stunde unter
Schiitteln mit den Stimmen GIV und G VI (10°™ Serumverdiinnung auf
1 Cultur) abgesittigt und in den Verdiinnungen 1:100 bezw, 1:200 gegen
alle Stimme der Sammlung ausgewerthet.

Serum II EESerum 1T ]{ Serum [T ; Serum IIT
Name abgesitt. mit || abgesitt. mit Name iabgesitt. mit | abgesitt. mit
der Caltur| GIV!GVI GIV| VI derCalfury 1y Gvil v GVl
1 et =+~ 82  +++ + 4+ —
6 f+++ — i+++ = 83 T
T j+H++ FF o+t — 84 +H+ A+ -
13 +++ ++ +++ Pteiffer + = -+ -
17 44—+ - Messina  ++4+ +++ ++++++
19 ++++++ I+ Asiatica +++ —  +++ ~—
30 +++FrF A+ Hahn + = -~
32 foht = b+ — Bl - - - -
37 4+ - A+ - BII 4+ = R+, —
41 e+~ ]~ BII +++ — + -
42 4t = 8 | - BIV +++ — 44+ *
46 G+ F+ ] — 81 +++ —  F++ -
48 G ++d ++ [+ — SII +++ — Ft -
54 44+t | — SUI " +++, — 4+4++ —
55 dhtiktd b+t SIV 44— g | -
B8 - |4+l b+ bt £ SY it 4+ a4 o
59 e+t - | = SVI  +4+4i+++ +++ +++
80 4+ — i+t — GI - - - -
83 4ttt FE| GO +++ — +++ -
66 S T GIII  +++ — ++ -
88 4+ ++ — e - GIV — + - -
69 4+ e+ 4| — GV . - = -
72 +Et = R - GVI " +++ = 4 —
4 [ i i ST B o — i ;

Die Tabelle ergiebt eine fast villige Uebereinstimmung mit den oben
mit B I bezw. 74 erzielten Resultaten (vgl. Tabelle X).

Aus den mitgetheilten Versuchen lassen sich Schliisse in zweifacher
Richtung ziehen. Einmal werfen sie ein Licht auf die biologischen Eigen-
schaften der agglutinablen Substanz bei einer bestimmten Choleracultur,
zweitens lassen sie deutlich eine Gruppirung der untersuchten Culturen
je nach ihrem Verhalten bei Bindungsversuchen erkennen.

Zum ersten Punkte lasst sich sagen:

1. Es giebt Choleraculturen, deren agglutinable Substanz (um im
Ehrlich’schen Bilde zu bleiben) aus Receptoren zusammengesetzt ist,
die alle eine starke Aviditit zu den Agglutininen des specifischen Serums
aufweisen. Derartige Culturen finden in dem mit den verschiedensten
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Stimmen abgesittigten Serumproben noch genug Agglutinin vor, um aus-
zutlocken. Andererseits nehmen sie fiir alle anderen Choleraculturen,
einerlei welcher Gruppe sie angehdren, die Agglutinine beim Bindungs-
versuch mehr oder weniger fort. Solche mit gleichmassiger Aviditit be-
gabten Stimme stellen die Culturen 55 und 63 und in etwas weniger
ausgesprochenem Maasse die Culturen Messina und 30 vor.

2. Bei anderen Cholerastimmen ist nur ein verhaltnissméssig geringer
Theil der Receptoren mit starker Affinitit zu den Agglutininen des Serums
ausgezeichnet, der Rest zeigt nur wenig Aviditdt. Diese Culturen nehmen
nur fiir eine Minderzahl anderer Stimme beim Bindungsversuch die
Agglutinine heraus. Sie selbst finden jedoch in dem mit anderen Cul-
turen abgesittigten Serum meist nicht mehr geniigende Mengen Agglutinin
vor, um auszuklumpen. Ein Vertreter dieser Culturen ist B I.

3. Zwischen diesen beiden Extremen giebt es alle Uebergiinge, wie
die Culturen 74, S III u. s. w. beweisen.

Derartige Unterschiede in den Affinitifsverhiltnissen des an sich
gleichartigen Receptorenapparates der Choleravibrionen sind bisher nicht
bekannt gewesen. Sie gestatten, die einzelnen Choleraculturen mit Hilfe
von Bindungsversuchen in Gruppen einzutheilen. Die Choleranatur der
Staimme wird dadurch natiirlich, wie Fingangs dargethan ist, keineswegs
in Frage gestellt.

Bine derartige Gruppirung urserer Culturen nach dem Ausfall der
Absittigungsversuche ist in der folgenden Tabelle versucht:

Tabelle XIII.

Gruppirung der Cholerastimme unserer Sammlung.

BI 74 74 sehr nahe stehend 55 ‘ 19
G1I 1 7 63 SVI
G1v 6 13
GY 11 45 . 1
Hahn 32 48 ‘ 1
Pfeiffer 37 54 l
41 58
42 59 I
60 66
68 69 '
72 SV
82
83 |
84 :
Asiatica ’
BI-IV | !
STU—1V | |
G I1-II1 ; ‘
GVI \ ;
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Ganz scharf lisst sich die Trennung in homologe und heterologe
Stdmme nicht immer durchfihren. Es kommen da Ueberginge vor, wie
es ja auch bei derartigen biologischen Differenzen nicht anders zu er-
warten ist. Ein genauer Vergleich der in den Tabellen niedergelegten
Versuchsresultate zeigt wohl im Allgemeinen, dass homologe Culturen
sich bei allen Versuchen gleich verhalten. Doch kommen auch Unter-
schiede vor. Da kénnte man Uebergangsgruppen bilden oder Unter-
abtheilungen in den einzelnen Gruppen construiren. Vermuthlich wiirden
sich tbrigens bei einem noch grisseren Material als dem uns zur Ver-
fiigung stehenden auch noch weitere Gruppen entsprechend den Aviditits-
verhiltnissen aufstellen lassen. EKine derartige bis in’s Extrem gefihrte
Gruppirung der einzelnen Choleraculturen auf Grund ihrer Wahlverwandt-
schaft an der Hand von Bindungsversuchen hat aber keinerlei praktisches
Interesse. Fir uns kam es nur darauf an, zu zeigen, dass in der Aviditat
der agglutinablen Substanz oder vielmehr von Theilen der agglutinablen
Substanz thatsichlich deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen
Choleraculturen bestehen.

Besonders hervorheben mochten wir in diesem Zusammenhange die-
grossen Differenzen, welche sich bei Bindungsversuchen mit den Culturen
BI GI, GIV, GV, Hahn und Pfeiffer einerseits und 19, SVI anderer-
seits ergeben: Wie aus den oben mitgetheilten Tabellen hervorgeht, bleibt
in einem mit B I abgesittigten Serum fir 19 und SVI Agglutinin in
gentigender Menge frei, und umgekehrt wird die Cultur BI von einem
Serum, das der Bindung mit SVI bezw. 19 ausgesetzt war, noch an-
ndhernd in demselben Grade agglutinirt wie von nicht abgesittigtem
Serum. Und trotz dieser grossen Verschiedenheit, die sich bei
Bindungsversuchen ergiebt, werden diese sich anscheinend so
fernstehenden Stimme durch beliebige Cholerasera in gleicher
Weise agglutinirt. Mit der Hypothese eines Grumdreceptors und ver-
schiedener sehr different gebauter Partialreceptoren vertrigt sich diese
Thatsache der gleichmissigen Beeinflussbarkeit der Culturen durch agglu-
tinirende oder baktericide Sera nicht, wohl aber mit den durchaus ver-
schiedenen Affinitdtsverhiltnissen in der agglutinablen Substanz. Die
folgenden Schemata mogen erlautern, wie wir uns den Receptorenapparat
der einzelnen Cholerastimme vorstellen: Die Buchstaben bezeichnen die
einzelnen Receptoren, die bei allen Cholerastimmen dieselben und deshalb
mit den gleichen Buchstaben bezeichnet sind. Die unterstrichenen Re-
ceptoren sind die mit grosser Aviditit ausgeriisteten.

56: a, b, c,d e f, 9. h i,k I mn oo pgqrs

74: a, b; ¢, dy 8, ﬁ i h7 i; k, ly m n, 0,p,q 7S
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BI: q b ¢ d, e [, 9. h. i, k, I, m, m, o, p, 7, 7 S

SVI: a’ 67 ¢, d’ e’ f; 197 ]lf l‘, k’ Z’ m’ n? 0, p’ 97 7"7 S.

Aus diesem Schema lassen sich die Resultate unserer Bindungs-
versuche einerseits und die scheinbar entgegengesetzten Agglutinations-
versuche andererseits zwanglos erkliren. Es ist anzunehmen (wir kommen
darauf noch spiter zurfick)!, dass bei der Vorbehandlung eines Thieres
mit Choleravibrionen fiir alle, auch die weniger aviden Receptoren der
agglutinablen Substanz, passende Agglutinine gebildet werden; ein be-
liebiges Choleraserum enthalt daher die auf die Receptoren a bis s ein-
passenden Agglutinine. Es ist nach dem obigen Schema ohne Weiteres
verstindlich, dass Cultur 55 die Agglutinine fiir alle anderen Stimme
unserer Sammlung, 74 fiir einen ziemlich grossen Theil und BT bezw, S VI
nur fiir verhdltnissmissig wenige Stimme zu absorbiren vermogen. Es
ist ferner einlenchtend, warum BI und S VI wechselseitiz keine Agglu-
tinine aus dem Serum fiir einander herausnehmen.

Ganz bis zur Titerhohe agglutinirt allerdings Choleraserum nach
der Absattigung auch heterologe Stdmme nicht mebr. Vielmehr hat das
abgesittigte Serum in geringem Grade auch gegeniiber diesen an Titer ein-
gebiisst, wie ein Vergleich der Tabellen lehrt, in denen stets die Control-
proben mit dem nicht zur Bindung benutzten Serum verzeichnet sind.
Diese Abnahme des Titers gegeniiber heterologen Stimmen ist manchmal
ausgesprochener, manchmal so gering, dass sie bei der gewihlten Serum-
verdinnung tberhaupt nicht in die Erscheinung tritt. Dass der Titer
eines Serums auch gegeniiber heterologen Stimmen, wenn auch in ge-
ringem Grade, nach ‘der Absattigung gesunken ist, wiirde nach unserer
Hypothese so zu erkliren sein, dass bei sehr fernstehenden Stimmen,
wie BI und SVI geringe Mengen Agglutinin fiir einander durch die
mit schwacher Affinitit ausgestatteten Receptoren gebunden werden.
Dasselbe gilt fiir Culturen wie 74 und B I; nur kommt hier noch hinzu,
dass auch bei Cultur B I die Receptoren a bis g dieselbe Affinitit haben
wie die entsprechenden des Stammes 74.

Alle mit Agglutininbindungsversuchen bei Choleravibrionen erzielten
Resultate stehen demnach im Einklange mit unserer Theorie der ver-
schiedenen Affinitdt und sind durch sie einer zwanglosen Erklirung zu-
ginglich. :

1 Siehe 8. 465.
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B. Baktericide Versuche.

Die Ansicht, welche Gruber und Durham?! bei der Entdeckung
der Agglutinine {iber ihre Bedeutung fiir die kinstliche Immunitit aus-
sprachen, ist in der Folge wohl von allen Bakteriologen verlassen. Bereits
im Jahre 1896 konnten Pfeiffer und Kolle? eindeutig nachweisen, dass
die Agglutinine mit der Bakterienimmunitét direct nichts zu thun haben.
Die Ansicht der meisten Autoren geht vielmehr zur Zeit dahin, dass bei
der Immunitit gegen Typhus, Cholera und verwandte Krankheiten die
baktericiden Kréfte des Blutes und der Korperflissigkeiten die Hauptrolle
spielen. In neuester Zeit sucht Bail® diese Anschauung durch zahlreiche
Experimente zu widerlegen. Aber auch er muss zugeben, dass wenigstens
bei der Immunitit gegen Cholera die baktericiden Antistoffe augenschein-
lich das ausschlaggebende Moment sind.

Wie Eingangs gesagt wurde, sind unsere Versuche als Vorarbeiten
zu neuen Studien tber die Choleraschutzimpfungsfrage gedacht. Es war
daher von hochstem Interesse, zu untersuchen, ob auch die Bindungs-
versuche mit baktericiden Antikérpern, den Trigern der Immunitit, die-
selben Unterschiede zwischen den einzelnen Choleraculturen zu Tage treten
lassen, wie die mit Agglutininen.

Natirlich war es wegen der Kostspieligkeit der Thierversuche un-
moglich, die baktericiden Bindungsversuche auch nur annihernd in dem-
selben Umfange auszuftihren, wie wir -das bei den Agglutinationsversuchen
gethan hatten. Wir mussten uns hier darauf beschrinken, Stichproben
mit verschiedenen Stimmen und Serumproben zu machen. Es standen
uns zur Verfiigung: '

1. Ein baktericides Kaninchenserum 80, hergestellt darch eine ein-
malige Injection einer abgetddteten Cultur 74 intraperitoneal, vom Titer
1:10000 gegen den eigenen Stamm.

2. Ein baktericides Kaninchenserum 89, hergestellt durch eine intra-
vendse Injection von !/, Oese 74, abgetodtet und 11 Tage spiter Injection
einer Cultur 74 abgetddtet intraperitoneal, vom Titer 1 : 8000 gegen den
eigenen Stamm.

Die Resultate dieser Versuche stehen, wie das aus den beigefiigten
Beispielen (Tabelle XIV) ersichtlich ist, in vollkommener Uebereinstim-
mung zu den Ergebnissen der Agglutinationsversuche.

1A a O.
A a 0.
8 drekiv fiir Hygiene. Bd. LIL
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Tabelle XIV.

1. Baktericides Kaninchenserum 80 in der Verdiinnung 1:20 wie iiblich
mit verschiedenen Culturen abgesdttigt, gegen verschiedene Stimme im
Pfeiffer’schen Versuche gepriift,

a) Ausgewerthet gegen Stumm § IIfv,

Die zur Absittigung ver- f Verdiinnungen des Centrifugenklars
~wandten Stimme | 1:200  1:500 | 1:1000 | 1:2000 1:5000
S v o } + + ’ + 1
Asiatica » : 0 0 -+ ! +
Tdv ﬂ 0 ’ 0 + I +
BIv i0 o 0o i o0
Hahn » o 0 ] 0 1 0 ] 0 |
Controle mit nicht ab- ; ] ! “0
gesiftigtem Serum ‘ ] 1 ! f
b) Abgesiittigt mit G VL ¢) Abgesiittigt mit G IV.
Verdinnungen | Controlen Verdiinnu ' Controle
Aus- u q{eo I |t ekt Aus- J ‘r otxgerxc ]; nolo e
gewerthet| S ’ 8 ‘ g 3 /a,boesatt gewerthetl} = 5 2 8 J 2 8
gegen | o } 2 ] EREEE! Serum gegen /‘ A AR ol VR
I — — ~ [ = || 1:5000 i -] e | - - { ~
SIIIz;[O/+]’+‘;+ 0 SIe [0 0 o0 ,0] o
4v |0 TR 0 T4 O[O0 0 0| O
GVI j+ +|+|+ 0 GIV}O}«}— S
Blv *io;+f+;+ 0 BIv [0} + +,+) O
2. Serum 89.
a) Abgestittigt mit B 1. b) Abgesiittigt mit Pfeiffer.
Aus- : Verdunn\;ng: _ Coxgrole Aus- Verdi’mnungen -
gowerthet| 2 (2 121EI218] & gewerthet | 8 = | 8 | 8
AT ) v C\ijﬂ a f‘ [ 10 — [
gegen 1T . gegen . . - -
e \'-—i e | {v—i - | _— - - | -
BI {0'+'+++"+ 0 BI | 0 + 0+ ]+
4 o 0‘0 0j0i+) 0 M 00 J o | +
st fofoo 0!0101 0 st | o o | 0o | o

Auch bei den baktericiden Abséttigungsversuchen verhalten gich die
einzelnen Choleraculturen so verschieden von einander, dass man sie da-
nach in homologe und heterologe Stimme trennen und in Gruppen ver-
theilen kann. Diese Gruppen entsprechen vollkommen den bei den
Agglutinationsversuchen aufgestellten. So nimmt z. B. Cultur B I aus
dem baktericiden Serum die Antistoffe fir sich heraus, nicht aber fir
Cualtur 74 und SIII. Ebenso wie BI verhalt sich GIV und Hahn. Um-
gekehrt absorbiren die Culturen SIII, 74, Asiatica und G VI nicht
nur fir die homologen Stimme die Bakteriolysine, sondern auch fiir die
heterologen, wie z. B. BL
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Also auch bei den Bindungsversuchen mit baktericiden Amboceptoren
treten Unterschiede zwischen den einzelnen Cholerastimmen zu Tage.
Auch hier erkliren wir uns die Differenzen nicht aus dem Vorhandensein
verschiedener, mnicht identischer Partialreceptoren, sondern aus Unter-
schieden in der Affinitit an sich gleichartiger Receptoren. Diese Aviditats-
verhaltnisse fir baktericide Antikorper entsprechen bei allen untersuchten
Choleraculturen genau denen fiir Agglutinine. Die Individualitdt der
einzelnen Choleraculturen tritt daher nach beiden Richtungen hin gleich-
miissig zu Tage.

Es sei hier beildufig bemerkt, dass auf das Vorhandensein derartiger
grosser Unterschiede in der Affinitit des Bakterienleibes zu den Anti-
stoffen, wie sie uns die Bindungsversuche mit Choleravibrionen gezeigt
haben, weder bei Choleravibrionen noch bei anderen Bakterienarten bisher
Ricksicht genommen worden ist. So erkliren sich z. B. wohl zum Theil
die verschiedenen Resultate, die von den einzelnen Autoren beim Immuni-
siren mit Bakterien, die mit Agglutininen oder baktericiden Amboceptoren
beladen waren, erzielt worden sind. So haben R. Pfeiffer!, Rehns?
und Nicolle und Trénel® im Gegensatz zu anderen Autoren mit agglu-
tinirten Typhusbacillen wirksam agglutinirende Sera herstellen konnen.
Nicolle* zieht aus diesen Versuchen weitgehende Schliisse iiber die Natur
des Agglutinationsvorganges.

Bei allen derartigen Versuchen ist die Annahme nicht von der Hand
zu weisen, dass mit schwachen Affinititen ausgestattete Receptoren, die
im Reagensglase pur minimale Mengen Antikdrper zu binden vermdogen,
doch befihigt sind, im Thierkérper zur Bildung von entsprechenden Anti-
stoffen Veranlassung zu geben. Dabei ist noch unbericksichtigt geblieben,
dass ein Theil der an die Bakterien gebundenen Antikérper im Thierkdrper
wieder frei wird, wie die schonen Versuche von Pfeiffer und Fried-
berger® fiir die baktericiden Amboceptoren des Choleraserums beweisen.

Auch bei anderen Untersuchungen iber die Bakterienreceptoren und
die zugehdrigen Antistoffe wie Agglutinine und Bakteriolysine ist die
Mannigfaltigkeit in den Affinititsverhaltnissen der einzelnen Culturen viel-
fach vernachlissigt worden. So bei den Versuchen iiber den Einfluss der
Hitze auf die Verbindung von Agglutinin und Bakterien, bei den Immuni-
sirungsversuchen mit erhitzten Bakterien und anderen mehr. Die so

! Deutsche med. Wockenschrift. 1901.

1 Compt. rend. de la Soc. de Biol. 1900.

8 Ebenda.

¢ Annales de I’ Institut Pastewr. T. XVIIL

5 Centralblatt fir Bakteriologie. Bd. XXXIV.
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ausserordentlich differenten Angaben der Autoren, die derartige Unter-
suchungen ausgefiihrt haben, finden wohl zum Theil ihre Erklirung in
den complicirten Verhaltnissen des Receptorenapparates der Bakterien, wie
sie unsere Versuche fiir die Choleravibrionen dargethan haben.

C. Bindungskraft und Virulenz.

Man findet vielfach in der Litteratur Angaben tiber den Parallelismus
von Virulenz und Bindungskraft bei den verschiedensten Bakterienarten.
So hatten Pfeiffer und Friedberger! auf Grund von Versuchen mit
vier verschiedenen Cholerastdmmen geschlossen, dass der virulenteste
Stamm auch die meisten bindenden Gruppen besitze, und diese Anschauung -
durch theoretische Betrachtungen zu erkliren gesucht. Ihre Untersuchungen
wurden von Strong?® im Wassermann’schen Laboratorium an zwei
Choleraculturen nachgepriift. Er kommt zum gleichen Resultate wie
Pfeiffer und Friedberger. Seine Schlusssitze seien hier wortlich an-
gefithrt: ,,The virulent cholera spirillum possesses a greater number of
bacteriolytic and agglutinable haptophore groups, or these groups are
endowed with a greater binding power for uniceptors and amboceptors than
the avirulent.

The number or the avidity of the bacteriolytic receptors possessed
by a baeterium is directly proportional to its virulence.*

Strong stellt sich also unbedingt auf den Boden der Pfeiffer-
Friedberger’schen Anschauungen und bringt in seiner Arbeit ein reiches
theoretisches Material zur Begriindung seines Standpunktes vor.

Wassermann ® dagegen spricht sich in einem iber denselben Gegen-
stand gehaltenen Vortrag wesentlich anders aus. Er hatte bei seinen
Untersuchungen eine Choleracultur A in Hinden, die 15 Mal mehr Ambo-
ceptoren band als eine Cultur B, ein 15 Mal hoheres Serum erzeugte und
15 Mal virulenter war. ,,Man kounte daber sagen — so fihrt Wasser-
mann aus — ,,dass das 15 Mal hohere Serum nicht die Folge der hoheren
Bindungsfihigkeit, sondern vielmehr der héheren Virulenz sei. Dass es
aber nicht so ist, konnte.ich bei der quantitativen Vergleichung des im-
munisatorischen Effectes verschiedener Typhuseulturen nachweisen. In
praktischer Hinsicht kiime also Bindung, nicht Virulenz in Frage. Wasser-
mann kommt also zu seinem reservirten Standpunkt lediglich durch einen
Analogieschluss, wihrend seine bezw. Strong’s mit Cholera vorgenommenen
Experimente im Sinne der Pfeiffer-Friedberger’schen Versuche aus-
fielen.

1A a O
2 A O
3 Centralblait fir Bakteriologie. Referate. Bd. XXXV.
Zeitschr. f. Hygiene. LIT. 29
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Unsere eigenen Untersuchungen iber die Beziehungen zwischen Viru-
lenz und Bindungskraft der einzelnen Choleraculturen sind zum Theil
schon zerstreut in den oben gegebenen Tabellen enthalten. Aus diesen
geht hervor, dass weder bei den Agglutinations- noch bei den baktericider
Versuchen Unterschiede in der Bindungskraft virulenter und avirulenter
Culturen zu Tage treten.

Bei der Wichtigkeit der Frage fiir die Choleraschutzimpfung wurden
aber noch besondere Vergleichsversuche in dieser Richtung angestellt.
Natirlich wurden zu diesen Versuchen nur homolege Calturen verschie-
dener Virulenz verwandt und nicht heterologe, da bei diesen die Resultate,
wie das unten noch niher ausgefiihrt wird, nicht eindeutig gewesen wiren.

Wir machten zunichst Agglutinations-Bindungsversuche und zwar mit
homologen Culturen ganz verschiedener Virulenz. Es befanden sich dar-
unter Stimme, die noch in der geringen Menge von 1/,, Oese Meer-
schweinchen von 200 &™ bei intraperitonealer Infeetion zu todten ver-
mochten. Zum Vergleich wurden ganz avirulente Culturen, die nicht ein-
mal in der Dosis einer Normaldse gleich schwere Meerschweinchen zu
tddten vermochten, herangezogen. Die Versuche sind in Tabelle XV
niedergelegt.

Tabelle XV.
Pferdeserum II (Titer 1:5000), abgesiittigt wie gewShnlich mit Cultur 41

(Virulenz !/, Oese) bezw. Cultur 68 (Virulenz > 1 Oese) und ausgewerthet
gegen 41, 68, BI, SIIL

a) Absiittigung mit Stamm 41. b) Absiittizung mit Stamm 68S.
Verdiinnang. d. Centnfugenkl. Verdunnuno d. Centrifugenkl,
Aus- o2 Aus- ! |~ 12219
gewerthet| o |8, 8/88|8 g gewerthet' 2 3 IS 181838
B EERES R IR - ® S RS DAt R -1
gegen . l sl | gegen | . . ] ! el
B T A T I AP I B I - —‘—‘.—_‘.—.-:
N e g e e e e 41 ’;+++, ++ £ -
68 |+++iEi——|— - 68 ] SR R P
BI R e R b BI 1 + el i o
ST J+++ & —|—|—|—i—=  SIUI |+++|+++ |———|—

Pferdeserum IT abgesittigt mit Cultur G VI (Virulenz !/,, Oese) bezw.
Cultur 74v. (Virulenz !/, Oese.)

¢) Absittigung mit Stamm G VI. d) Absiittigung mit Stamm 74 v.
Aus. Verdiinnung. d. Centrifugenkl. Aus- Verdinnung. d. Centrifugex‘]iﬁ;
DI
gewerthet| o | 2 [21518IZE eowernet] o | 2 5|2 [BEE
Y] — o W 2] w - Cel ) (v QN 0D
gegen " . - j - gegen - PR ¢
-— - -l Ll (= - — P, vy |y
41 +++ + =] — —[!—— 41 e+ ot — = e
68 Rk SRR R R B 68 T +++ = = =
BI |+++ + —|—|—i—|— BI +++ + |—|— —|—|—
SII [+ ++|+++ —|—|—|—|—- SII [+++ ++ | —|—-|—|—
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Controlen:

J\ Verdiinnungen des nicht abgesittigten Serums
| 0 | 1 100 | 1:200 | 1:00 | 1: 1000'1 2000°1:50001:6000

41 ‘,+++\+++ e+ 4+ FF+ 4+ /‘
\
(
|

68 o o S R o S
BI \+++1+++'+++ +H+F FH+ -
SIT |44+ +++ +4++ +++ +++ ++ +

Ein Unterschied in der bindenden Kraft avirulenter uund virulenter
Choleraculturen ist darnach nicht zu constatiren. Unter den virulenten
Culturen fanden sich frisch aus dem Menschen geziichtete, die erst wenige
Meerschweinchenpassagen durchgemacht hatten (z. B. GVI), und eine &ltere
aus der Agyptischen Epidemie stammend, die schon seit 1902 regelmissig
in ungefdhr 10tégigen Intervallen durch den Meerschweinchenkdrper ge-
gangen war (T4o0) und ihre Virulenz vollkommen erhalten hatte.

Einen weiteren Vergleichsversuch machten wir mit dieser Passage-
cultur 74 und der entsprechenden Sammlungscultur, die seit 1902 ohne
jede Thierpassage auf kistlichen Nahrbdden fortgeziichtet war. Sie hatte
eine Virulenz von !/, Oese.

Tabelle XVI.
Pferdeserum II, 1:10000 bis 20000, abgesittigt mit 74 und 74 8.

a) Absiittigung mit 74o. b) Absiittigung mit 74 S.
Aus. | Verdinnung. d. Centrifugengl. Aus. | Verdinnung. d.Centr ifugeni(’l.
gewerthet | o =4 | =4 } 2 8|8 gewerthet | o 18 ) g |8 'O
vy — @™ <] — [\ - [~N] ] —
gegen t . B { - ' BRI gegen . - 1 - ‘
- K,: - Al - | e
BIS ++4++ + | —1—=|=|— BIS ldt+++l—|— ]~ —
Blv ;+++;+[d:1—1 - Blo +++ +i— |~ —|—
48 si++}+\7‘—] — L Rk Tl I e
40 +++|+J—:—-‘ — 40 ‘++++§—’—;——~
SHIS +++|++ — — |—|— SUIS 44+ +;—|—!~|—
Silv ’+++!+!—i—‘ - SIHe 4+ + =] —!e]—

Controlen mit nicht abgesittigtem Serum.

Ji Verdiinnungen des nicht abgesittigten Serums
1:1000 ’ 1:2000 | 1:5000 ’ ]:10000' 1:15000 1 1:20000

BIS | +++ | +++ | +++ ++ £ | -
Bly f1+++{+++ +HE o+ =
L R T S -
Tao | +++ | +++ | +++ ++ E L —
SIS | +++ | +++ | +++ 1 + - =
SIle  j +++ | +++ | +++ | + - i =
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Die Tabelle XVI ergiebt eine vdllige Uebereinstimmung in der bin-
denden Kraft des Passage- und des Sammiungsstammes., Auch in ihrer
Agglutinabilitit gegentiber dem Serum zeigten sie keine Differenzen.

Dieselben Versuche wurden darnach mit baktericidem Serum gemacht.
Das Resultat war das gleiche wie bei den Agglutinationsbindungsversuchen.
Die Tabelle XVII giebt dariber Aufschluss.

Tabelle XVIL
Serum 89 abgesittigt mit Stamm 41, Virulenz !/, Oese.

Aus- ¢ Verdiinnungen des Centrifugenklars ¢ Controle
gewerthet| © 1:500 | 1:100 :2000 | 1:4
gegen | 1:200 | 1:500 :1000 | 1:2 | 1:4000
14 0 0 + 0+ 10
SIII 0 0 + + 10
Serum 89 abgesiittigt mit Stamm 68 (1 Oese intraperitoneal todtet nicht).
Aus- Verdiinnungen des Centrifugenklars i Controle
gewerthet b
gegen 1:200 | 1:500 | 1:1000 | 1:2000 | 1:2000
14 0 ; 0 : + + i 0
BI o 0 .+ + . 0

Serum 89 abgesittigt mit Stamm SIIT» (Virulenz '/, Oese).
Aus-

Verdiinnungen des Centrifugenklars Controle
gewerthet .
gegen 1:200 1:500  1:1000 | 1:2000 || 1:4000
BI 0 +  + | o+ 0
14 0 0 ‘ + [ + 0
S II1 0 + 4‘ + ' + 0

Serum 89 abgestittigt mit Stamm 74v (Virulenz 1/, Oese).

Aus- Verdiinnungen des Centrifugenklars | Controle
gewerthet '

zegen 1:200 | 1:500 | 1:1000 | 1:2000 | 1:4000

BI [ o ‘ o | o+ l + oo

74 0 ! 0 j + + 0

Sin ' 0 | 0 | + ' + 0

Im Gegensatz zu Pfeiffer und Friedberger!, sowie Strong?
konnten wir somit feststellen, dass die bindende Kraft einer Choleracultur
weder fir die Agglutinine noch fiir die wichtigeren Immunkdrper eines
Choleraserums in irgend welchem Zusammenhange mit der Virulenz steht.

1A a O,
2 A a O,



UBER DIE BINDUNGSVERHALINISSE DER CHOLERAVIBRIONEN. 453

Die Erklarung fiir die abweichenden Resultate der anderen eben er-
wihnten Autoren ist unsehwer zu finden. Pfeiffer und Friedberger
sittigten ihr Serum mit vier Culturen verschiedenster Virulenz ab, wertheten
das abgesittigte Serum aber nur gegen einen einzigen virulenten Stamm
aus. Strong arbeitete sogar nur mit zwei Culturen, einer virulenten und
einer avirulenten, und prifte das abgesittigte Serum ebenfalls nur gegen
die eine virulente Cultur im Pfeiffer’schen Versuch. Auf so schmaler
Basis stehende Versuche konnen fiir die vorliegende Frage keine eindeu-
tigen beweisenden Resultate geben. Man muss derartige Untersuchungen,
was Kolle stets betont hat, an einem mdglichst reichhaltigen Material
anstellen, um zu beweisenden Schliissen zu gelangen. Einige Beispiele
mogen besser als Worte darthun, wie sehr man bei der Verwendung nur
weniger Culturen und einseitiger Versuchsanordnung (Auswerthen gegen
nur einen Stamm) Tiuschungen ausgesetzt ist.

These 1. Cultur BI bindet Amboceptoren besser als die gleich-
virulente Cultur 74, s. Tabelle XVIII.

Beweisender Versuch mit Amboceptoren: Serum 89 wird mit
BT einerseits, 74 andererseits unter gleichen Versuchsbedingungen ab-
gesiittigt. Die von den Bakterien befreite Flissigkeit wird im Pfeiffer’-
schen Versuch gegen B I ausgewerthet:
Das mit 74 abgesittigte Serum hat noch den Titer 1:500,
” ”» B I ” ” 17 3 ?”? 2 1 : 100’

These 2. Cultur B I bindet Antikorper schlechter als die gleich-
virulente Cultur 74. Das wie oben abgesittigte Serum wird gegen 74
ausgewerthet:

Das mit 74 abgesittigte Serum hat den Titer 1:500,
7 ” BI ” ] ” ' b} 1:2000.

. These 3. Avirulente Choleraculturen binden besser als virulente.
Versuch: Serum 89 der Bindung mit BT virulent einerseits, 68 avirulent
andererseits ausgesetzt. Die Auswerthung geschieht gegen 74 (vgl. Tabelle
XIV und XVII):
Das mit 68 avir. abgesittigte Serum hat den Titer 1:500,
”” ” B I vir. ” ” LA no 1 : 2000.

These 4. Virulente Choleraculturen binden besser als avirulente.
Versuch: Serum 89 abgesittigt mit Passagecultur 74 virulent einerseits,
Sammlungscultur Pfeiffer avirulent andererseits, ausgewerthet gegen 74
(vgl. Tabelle XIV u. XVIII):

Das mit 74 abgesittigte Serum hat den Titer 1:500,
’” ” Pfeiffer ” ” 2 9 i 1:1000.
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Die von Pfeiffer-Friedberger! und Strong? erzielten Resultate
lassen vermuthen, dass sie unter amalogen Bedingungen, wie sie in
unserem Versuch 4 skizzirt sind, gearbeitet haben. Die zahlreichen
Tabellen Strong’s? iber seine baktericiden Bindungsversuche mit ihren
grossen Differenzen zwischen der Bindungskraft seiner beiden Cholera-
culturen stehen im Uebrigen im besten Einklange mit unseren Versuchs-
resultaten. Nur kdnnen wir seinen Schlussfolgerungen keine Berechtigung
zuerkennen. ‘

Wenn man Choleraserum nach der Absittigung mit verschiedenen
Cholerastimmen nur gegen eine Choleracultur auswerthet, so kann man
unter Umstinden grosse quantitative Unterschiede in der bindenden Kraft
der einzelnen Culturen erhalten. Pfeiffer-Friedberger!® und Strong?
haben auch, wie aus ihren Schlussfolgerungen hervorgeht, nur an der-
artige quantitative Differenzen gedacht. In Wirklichkeit werden aber die
anscheinend quantitativen Differenzen nur durch qualitative Verschieden-
heiten im Receptorenapparat der einzelnen Choleraculturen vorgetiuscht,
so zwar, dass Receptoren, die bei einer Choleracultur A starke Affinitat
zu den Antikorpern zeigen, bei einer Cultur B fast gar keine Aviditit
besitzen. Das lasst sich jederzeit demonstriren, wenn man nur zur Aus-
werthung der abgesittigten Serumproben moglichst versehiedene Culturen
heranzieht. ’ 4

Die Feststellung der am besten bindenden Cultur ist weit miihevoller
und umsténdlicher, als man sich das sonst wohl vorgestellt hat. Der einzig
brauchbare Weg scheint uns in dieser Richtung der zu sein: Absittigen
eines agglutinirenden Serums mit verschiedenen Culturen und Auswerthen
gegen moglichst viele Stimme. Erweisen sich hierbei Culturen noch als
hoch beeinflussbar durch das abgesittigte Serum, einerlei mit welchem
Stamme die Bindung erfolgte, so missen mit diesen Culturen Bindungs-
versuche angestellt und das Serum wiederum gegen alle anderen Culturen
ausgewerthet werden. So wird man schliesslich Stimme finden, die wie
nusere Choleraculturen 55 und 63 fir alle oder nahezu alle Culturen der
Sammlung die Agglutinine zu binden vermdgen. Hat man so Klarheit
iber die Gruppirung der Culturen nach ihrer Bindungskraft gegeniiber
den Agglutininen, so macht man Bindungsversuche mit baktericidem
Serum und den gut bindenden Culturen. Fallen diese analog den Agglu-
tinationsversuchen aus (nach unseren Erfahrungen ist das stets zu er-
warten), so ist die Beweiskette geschlossen. Nur einer derartigen Cultur
kann man das Pridikat ,,gut bindend” zuerkennen. Die Methode, das

1 A a O.
T A a O
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abgesittigte Serum nur gegen einen Stamm auszuwerthen, ist zur Fest-
stellung der bindenden Kraft einer Cultur ungeeignet.

In der Vernachlissigung der angefithrten Grundsitze sind wohl auch
die Verschiedenheiten in der Bewerthung der Bindungskraft und Virulenz
bei den Typhusbacillen begriindet, wie sie in den Arbeiten von Wasser-
mann?, Pfeiffer und Petterson? zu Tage treten. Auch hier ist in
der Regel die abgesittigte Serumprobe nur gegen einen Typhusstamm
ausgewerthet. Die von uns aufgestellten Grundsitze fiir die Bewerthung
der Bindungskraft einer Choleracultur lassen sich zwanglos auf die Ver-
haltnisse beim Typhusbacillas und anderen Bakterienarten iibertragen.

1V. Beziehungen zwischen dem Stamm, mit dem ein Serum
hergestellt ist, und dem Ausfall der Bindungsversuche.

Aus den Bemerkungen idber die zu unseren Bindungsversuchen ver-
wandten Sera ist ersichtlich, dass sie zum Theil mit Choleraculturen
hergestellt waren, die bei Bindungsversuchen sich verschieden verhalten
hatten. So stand uns ein agglutinirendes Pferdeserum II zur Verfigung,
das mit dem Stamm B, ein anderes Serum III, das mit S IIT erzeugt war.

Cultur BT gehort nicht zur Gruppe S III und es liegt daher die
Vermuthung nahe, dass Bindungsversuche mit den beiden Sera ver-
schiedene Resultate geben. Man konnte erwarten, dass aus dem B I-Serum
durch Cultur B I die Agglutinine fiir alle anderen Cholerastimme ge-
bunden wiirden, dass dagegen dem B I nicht nahestehende Culturen nur
die Agglutinine fir ihre Gruppe zu binden vermdchten. Dasselbe konnte
fiir das mit S IIT hergestelite Serum gelten. Wie aus den oben mit-
getheilten Tabellen hervorgeht, traf diese Erwartung nicht zu; vielmehr
verhalten sich die beiden Sera bei Bindungsversuchen anndhernd gleich.

Jedenfalls vertheilen sich simmtliche Culturen in die-
selben Gruppen, einerlei, mit welchem Serum die Ausfallungs-
versuche angestellt werden. Geringe Unterschiede bestehen allerdings
in den quantitativen Verhaltnissen bei den einzelnen Culturen, je nach
der Wahl des Serums. So bleiben z. B. in dem mit B I hergestellten
Serum nach Ausfillung mit B I mehr Agglutinine far S IIT u. s. w. frei,
wie in dem mit S III hergestellten. Die Tabellen IX bis XII geben ein
Bild dieser Verhaltnisse.

1 Koch’s Festschrift.
* Centralblatt fiir Bakteriologie. 1905, Nrt. 1.
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Es mag hier eingeschaltet werden, dass das Alter des Serums, sofern
das Serum unzersetzt ist, keinen Einfluss auf den Ausfall der Bindungs-
versuche hat. In dieser Richtung wurden verschiedene Parallelversuche
angestellt. Aus frisch entnommenem Blut durch Centrifugiren gewonnenes
Serum verhdlt sich ganz genau wie solches, das sich spontan beim
24stlindigen Verweilen im Eisschrank abgeschieden hat. Auch im Vacuum
getrocknetes Serum giebt analoge Resultate.

Die Zusammensetzung des Receptorenapparates der Choleravibrionen
aus Einzelreceptoren verschiedenster Aviditdt konnte noch in einer anderen
‘Weise in den verschiedenen Serumproben zu Tage treten. Es war wohl
denkbar, dass z. B. Cultur 74 ein Serum erzeugte, in dem messbar mehr
Antikorper (entsprechend der grisseren Zahl mit starker Affinitdt aus-
gestatteter Receptoren) fiir den eigenen und homologe Stimme als fiir die
heterologen z. B. Baku I enthalten war. Eine derartige quantitativ ver-
schiedene Zusammensetzung des Serums musste dann auch in Bindungs-
versuchen zum Ausdruck kommen. Enthielt das Serum mehr Antikorper
fir avide Gruppen des Stammes 74 als fir solche von B I, so musste
das Serum nach der Absittigung mit B I gegen B I einen niederen Titer
zeigen, als nach der Absittigung mit 74 gegen 74. Denn je geringer
im Verhiltniss zur zugesetaten Bakterienmenge die Quantitit der Immun-
korper ist, desto stirker sinkt der Titer des Sernms durch die Abséttigung.
Es ligen dann dieselben Verhiltnisse vor, wie wenn man zu abgestuften
Serumverdiinnungen gleiche Bakterienmengen setzt, wie Eingangs im
Beispiel erlautert ist. TUnsere Vermuthung bestitigte sich zunichst
wenigstens fiir ein Serum. Aus dem Serum 89, das mit Cultur 74 her-
gestellt ist, nimmt thatsichlich der heterologe Stamm B I unter sonst
ganz gliechen Versuchsbedingungen mehr Amboceptoren fiir sich heraus,
als es Cultur 74 fiir sich selbst thut (vgl. Tabelle XVIII). Bei anderen
Seris ist es bisher nicht gelungen, nachweisbare Differenzen zu erzielen.
Im Allgemeinen haben daher Cholerasera, einerlei mit welchem
Stamme sie hergestellt sind, eine verhiltnissmissig gleich-
massige innere Zusammensetzung. Das ist eine weitere Stitze fir
unsere Annahme, dass die einzelnen Receptoren der verschiedenen Cholera-
culturen identisch und in annihernd derselben Menge in den einzelnen
Stimmen vorhanden sind. Im Sinne der Ehrlich’schen Theorie wire
aber zu erwarten, dass fiir die aviden Gruppen des Receptorenapparates
mehr Antikorper im Thierkorper gebildet wiirden als fiir die mit schwachen
Affinititen ausgestatteten. Die Versuche mit unserem Serum 89, die nun
folgen, beweisen thatsichlich, dass es Cholerasera giebt, in denen der
individuell biologische Bau der zur Immunisirung benutzten Cultur auch
im Serum in dieser Weise zum Ausdruck kommt.
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Tabelle XVIIL

Baktericides Kaninchenserum 89 mit BIv bezw. 74 v wie iiblich abgesittigt
und im Pfeiffer’schen Versuch gegen BIv bezw. 74 v ausgewerthet.

a) Absiittigung mit BI und Auswerthung gegen B I und 74.

Ausgewerthet Verdiinnungen des Centrifugenklars
gegen 1:100 ' 1:200 | 1:500 | 1:1000 ' 1:2000 | 1:4000
BI [ lebt t t o
74 i lebt lebt lebt lebt ~  lebt T

Controle mit nicht abgesittigtem Serum 1:2000 B I: lebt.

b) Absiittigung mit 74 v und Auswerthung gegen 74 v und B1.
14 t) lebt |  lebt let ~  + . 4+

BI tebt | lebt lebt + + |
Controle mit nicht abgesattigtemn Serum 1:4000 T4: lebt

Nach den Bindungsversuchen mit diesem Serum (89) ist der Schluss
nicht von der Hand zu weisen, dass es messhar mehr Antikérper fir die
Receptoren der Cultur 74 als der Cultur B I enthilt.

War dieser Schluss richtig, so mussten bei sorgfiltigem Austitriren
des unabgesittigten Serums 89 gegen T4 und B I Unterschiede im bak-
tericiden Titer zu Gunsten von Cultur 74 und der ihr homologen Stimme
zu Tage treten (vgl. Tabelle XIX).

. Tabelle XIX.
Werthbestimmung des Serums 89- gegeniiber den Stimmen 74, BI, STIIL

Verdiinnungen des baktericiden Serums

|
| 1:1000 | 1:2000 | 1:3000 | 1:4000 | 1:6000 ' 1:8000 |1:10000

74 0 0 0 0 o 0 +
BI 0 0 + + R
S 10 o | o 0 0 0 + o

Die Tabelle zeigt, dass dies der Fall ist. Die zu diesem Versuche
benutzten Culturen hatten damals alle die gleiche Virulenz 1/, Oese. Wir
betonen das ausdricklich, da vielfach in der Litteratur die Anschauung
vertreten ist, dass mit steigender Virulenz einer Cultur auch ihre Resistenz
gegen Bakteriolysine zunimmt. Dadurch eventuell bedingte Fehlerquellen
sind also bei diesem Versuche vermieden. Er lehrt eindeutig, dass der
baktericide Titer des Serums 89 4 Mal hoher fir 74 als fir B I ist. Ein
Agglutinationsversuch mit demselben Serum gab ein ganz entsprechendes
Resultat (vgl. Tabelle XX).
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Tabelle XX.
Agglutination mit Serum 89.

Verdiinnungen des Serums
1:200 | 1:800 | 1:500 | 1:1000  1:1500 | 1:2000

74 T+ | FhF | kAR EEe & —
BI + 4 + | - - -
[REIE + é —

ST t++ | +++

Um alle Zufélligkeiten auszuschliessen, agglutinirten wir weiterhin
mit Serum 89 eine Anzahl méglichst heterologer Choleraculturen mit dem
Ergebniss, dass die quantitative Auswerthung dieselben Gruppen unter
den Culturen erkennen liess, die wir bei den Bindungsversuchen gefunden
hatten (vgl. Tabelle XXI).

Tabelle XXI.
Agglutination mit Serum 89.

Verdiinnungen des Serums
1:200 | 1:800 | 1:500 | 1:1000 | 1:1500 | 1:2000
4 F++ | F++ | A+ L+ 0+ L —
S 10 +++[ +++ | F++ o F+ + , -
G VI +4++ tHE | HEE L FEE .+ +
BI ++ [ + 0 - = -
GIV i -
Hahn ++ ‘ + + — - ' —
59 +++ |t | t+F +++ + ] =
R - - | =

GI +++

Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass ein Theil der Choleraculturen
mit dem Serum 89 verhaltnissmissig schwer, ein anderer dagegen ver-
héltnissméssig leicht zu agglutiniren ist. Da nun die ,schwer agglu-
tinablen Stimme ausnahmslos solche sind, deren Receptorenapparat
nach den Bindungsversuchen von dem des Stammes 74, (der zur Im-
munisirung benutzt wurde,) in seinen Affinititsverhiltnissen verschieden
ist, die ,1leicht agglutinablen* andererseits dem Stamm 74 homologe
Culturen sind, so ist damit bewiesen, dass die schwerere oder leichtere
Beeinflussbarkeit von Choleraculturen durch ein agglutinirendes und
baktericides Serum auf Differenzen in ihrem Receptorenapparat
beruht. Bei anderen Bakterienarten, wie Typhus-, Dysenterie-, Coli-
bacillen und anderen mehr sind &hnliche Beobachtungen schon mehr-
fach gemacht worden. Als Grund derartiger Unterschiede in der ver-
schiedenen Beeinflussharkeit der einzelnen Vertreter dieser Bakterienarten,
sind vielfach Differenzen im biologischen Bau in der Art angenommen
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worden, dass die einzelnen Stimme derselben Art ausser einem gemein-
schaftlichen Grundreceptor differente Partialreceptoren beséissen. Nach
unseren Erfahrungen beim Studium der Choleravibrionen ist eine der-
artige Annahme auch fiir die anderen Bakterienarten nicht unbedingt
nothwendig; vielmehr lassen sich alle beobachteten Differenzen durch ver-
schiedene Affinititsverhiltnisse bei an sich einheitlichem Receptorenapparat
zwanglos erklaren. Es soll damit natiirlich nicht gesagt sein, dass bei
anderen Bakterienarten die individuellen Differenzen nicht durch Aus-
bildung verschiedener Partialreceptoren bedingt sein kdonnten. Aber be-
wiesen scheint es uns noch nieht zu sein; denn alle Unterschiede zwischen
Stammen einer Art in der Beeinflussharkeit durch specifische Sera lassen
sich auch bei einheitlich gedachtem Receptorenapparat durch Affinitits-
differenzen erkliren. Bei Choleravibrionen im Besonderen ist dies die
einzige Erklarung, die allen Thatsachen in gleicher Weise gerecht wird.
Hier wird in vielen Fillen, wie in den oben mitgetheilten, die etwas
schwerere oder leichtere Agglutinabilitit lediglich auf Affinitdtsunterschiede
im' Receptorenapparat der einzelnen Culturen zurtickzuftihren sein, zumal
die baktericiden Versuche entsprechende Resultate gaben.

Bereits im Jahre 1896 machten Gruber und Durham! und fast
gleichzeitig mit ihnen Pfeiffer und Kolle? die Beobachtung, dass ein
bestimmtes Choleraserum nicht alle Cholerastimme ganz gleich beeinflusst.
Die Autoren suchten sich damals ihre Versuchsresultate durch Untfersehiede
in der Virulenz zu erkliren. Spéter jedoch hat- Durham? gestiitzt auf
Beobachtungen bei anderen Bakterienarten, die Ansicht ausgesprochen,
dass der differente Bau des Receptorenapparates der Bakterien dieser
Erscheinung zu Grunde liege. Auch Kolle, Gotschlich, Hefsch,
Lentz und Otto* fanden geringe Unterschiede in der Agglutination
der einzelnen Choleraculturen mit den verschiedenen Serumproben, wie
das ein Studium ihrer- umfassenden Versuchsreihen darthut. Sie geben
ebenfalls der Ansicht Raum, dass die geringen Unterschiede in der Be-
einflussbarkeit der einzelnen Cholerastimme auf feine Differenzen in ihrem
biologischen Bau zurfickzuftihren seien.

Auf einem anderen Wege ist neuerdings Pfeiffer® zur gleichen
Annahme gelangt. Er unterwarf finf Cholerastdmme verschiedenster
Virulenz der quantitativen Agglutinationsprobe mit Hunde-, Huhn-,
Karpfen- und Kaninchenserum und zwar mit normalem und specifischem.

1A a O

? Deutsche med. Wockenschrift. Mirz 1896.
$ Journal of experim. Med. 1901.

¢A a0

® Koch’s Festschrift.
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Dabei stellten sich Unterschiede in der Agglutinabilitit der einzelnen
Culturen heraus, die Pfeiffer eine gewisse Differenzirung ihres Recep-
torenapparates annehmen lassen. Alle die genannten Autoren dachten
sich die Untersechiede im Receptorenapparat der Choleravibrionen in der
Weise, dass die einzelne Choleracultur neben vielen mit anderen Cholera-
stimmen gemeinschaftlichen Receptoren auch differente besiissen. Dass
diese Annahme unnéthig ist und sich vielmebr die geringen beobachteten
Differenzen zwanglos durch Affinititsuntersehiede eines an sich bei allen
Culturen gleichartigen Receptorenapparates erkliren lassen, dafiir sprechen
unsere Versuche in deutlicher Weise. Im Folgenden soll diese Hypothese
durch Mittheilung weiterer Versuche und theoretische Betrachtungen ge-
starkt werden.

V. Specificitit des Choleravibrio.

Es ist sechon Eingangs betont worden, dass die Unterschiede im
Receptorenapparat der einzelnen Choleraculturen, wie sie bei Bindungs-
versuchen und in ganz geringem Grade zuweilen auch bei Agglutinations-
und baktericiden Versuchen in Erscheinung treten, die Choleranatur der
untersuchten Stimme nicht in Frage stellen. Vielmehr verlaufen die
specifischen Immunitétsreactionen bei den Choleravibrionen im Allgemeinen
ausserordentlich gleichmassig. Bei Agglutinations- und baktericiden Ver-
suchen mit hochwerthigen Immunseris treten Unterschiede zwischen den
einzelnen Stimmen keineswegs regelméssig zu Tage, und wenn sie vor-
handen sind, erreichen sie stets nur ganz geringe Werthe. Die Be-
einflussbarkeit choleraiihnlicher Vibrionen durch Cholerasera steht dazu in
scharfem Gegensatz. Hier sind die Unterschiede in der Beeinflussbarkeit
ausserordentlich grosse. Choleradhnliche Vibrionen- werden, wenn ber-
haupt, nur in ganz geringen Grenzen, die dicht an der fiir normale Sera
feststehenden Grenzzone liegen, von Choleraserum mit beeinflugst. Um-
gekehrt ist mit derartigen Vibrionen hergestelltes Immunserum unwirksam
gegentber echten Koch'schen Vibrionen. In Bindungsversuchen
absorbiren weder choleraihnliche Vibrionen Agglutinine und
Immunkdrper fir echte Choleravibrionen, noch umgekehrt.

Die Kenntniss dieser Thatsachen verdanken wir den umfassenden
Untersuchungen von Kolle, Gotschlich, Hetsch, Otto und Lentz?
die spater durch Bindungsversuche von Hetsch und Lentz? noch eine
Erweiterung erfuhren. Bestitigungen dieser Untersuchungen brachten
weiterhin die Arbeiten von Prausnitz® und von Crendiropoulo und

v Diese Zeitschrift.
? Koch’s Festschrift.
8 Berliner klin. Wochenschrift. 1905,
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Amos.? Auch unsere Untersuchungen haben neue Belege fiir die Speci-
ficitat der Choleravibrionen erbracht, denn alle zu unseren Versuchen
verwendeten Choleraculturen wurden von hochwerthigem Choleraserum an-
nihernd in gleichem Maasse beeinflusst. Awuch haben wir keine Cholera-
cultur gefunden, die nicht aus jedem der untersuchten Sera fiir ver-
schiedene echte Choleraculturen, und aus jedem Serum fiir sich selbst
die Agglatinine und Bakteriolysine zu binden vermag. Die geringen
Unterschiede in der DBeeinflussbarkeit sind auf AffinitAtsunterschiede
zurickzufthren. FEin Parallelismus zwischen leichter Agglutinabilitait und
mangelhafter Virulenz konnte im Gegensatz zu Pfeiffer und Fried-
berger? Strong? und Anderen nicht constatirt werden, wie aus folgendem
Beispiel hervorgeht: Das Serum II agglutinirt B I virulent bis zu einer
Verdinnung von 1:15000, die avirulenten Stimme S VI und 19 nur bis
1:5000. Aunch in diesem Beispiel ist die geringere Agglutinabilitat der
Stdimme 19 und SVI durch Avidititsunterschiede gegentiber dem Serum
erzeugenden Stamm B I bedingt, wie ein Blick auf Taf. VI zeigt.

VI Immunisirungsversuche.

Pfeiffer - Friedberger* und Strong® hatten gefunden, dass
Virulenz, bindende und immunisirende bezw. Serum erzeugende Kraft bei
Choleraculturen Hand in Hand ginge. TUnsere Versuche hatien dagegen
gezeigt, dass kein Parallelismus zwischen Virulenz und bindender Kraft
besteht und dass die anscheinend quantitativen Unterschiede in der
bindenden Kraft der einzelnen Cholerastdmme auf qualitative Versehieden-
heiten ihres Receptorenapparates zuriickgefiihrt werden konnen. Zur
weiteren Klarung der Frage stellten wir in Analogie mit Pfeiffer-Fried-
berger und Strong Thierversuche an und zwar immunisirten wir gleich-
schwere Kaninchen mit einer einmaligen kleinen Dosis bei 60° abgetodteter
Choleracultur und priiften nach 10 Tagen den baktericiden und agglutiniren-
den Titer der Sera. Es waren dabei folgende Gesichtspunkte maassgebend:

1. Steht die bindende Kraft einer Choleracultur mit ihrem Vermodgen
ein baktericides Serum zu erzeugen im Zusammenhang? War das der
Fall, so musste im Sinne der Ehrlich’schen Theorie eine Cultur, deren
Receptoren simmtlich eine grosse Affinitat zeigten, ein Serum von hoherem
Titer erzeugen als eine andere, bei der nur ein Theil der Receptoren mit
starker Aviditit ausgestattet war.

t Jouwrnal of Pathol. and Bacteriol. 1904.
2 Berliner klin. Wochenschrift. 1902.

3 A.a O,

* Berliner klin. Wochenschrift. 1902.

s A a 0.
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2. Steht die -Virulenz einer Choleracultur mit ihrer Fahigkeit, ein
baktericides Serum zu erzeugen in Zusammenhang?

3. Treten in einem Serum, das durch einmalige Injection einer
kleinen Choleramenge hergestellt ist, Titerunterschiede bei Auswerthung
gegen heterologe Choleraculturen zu Tage?

Friedberger® hatte angegeben und andere Autoren haben sich dem
zum Theil angeschlossen, dass in der Regel eine einmalige intravendse
Injection von ?/,,, Oese bei 60° abgetddteter Choleracultur gentigt, um
ein baktericides Serum vom Titer 1:1000 und noch héher zu erlangen.

Wir immunisirten zunfchst zwei gleichschwere Kaninchen in dieser
Weise mit dem Stamme 74 mit dem Resultat, dass das Serum des einen
nur einen baktericiden Titer von 1:400 erhielt. Das Serum des anderen
Thieres schiitzte noch gerade in der Verdiinnung 1:1000 gegen 1 Oese
virulenter Cholera 74. Es gelingt also thatsichlich in einigen Fallen mit
ganz kleinen Choleradosen ein baktericides Choleraserum vom Titer 1:1000
beim Kaninchen zu erhalten. Aber der Versuch versagt in einer ver-
haltnissméssig grossen Anzabl der Falle, wie die folgenden Versuche lehren.

Es wurden mebrere Kaninchen mit verschiedenen Cholerastimmen
immunisirt und zwar erhielt jedes Thier !/, Oese 1 Stunde bei 60° ab-
getddteter Choleracultur intravends. Wir wihlten diese hohere Dosis in
der Erwartung, nun bessere Titer zu bekommen. Einen Theil unserer
Versuchsprotokolle bringt Tabelle XXII.

Tabelle XXII.

Immunisirangsversuche.

1. Kaninchen immunisirt durch Injection von 1, Oese 8 I1II abgetidtet intravends:
: Baktericider Titer 1 : 500.

2. " » » v v Yo 74 abgetodtet intravends:
Baktericider Titer 1 : 2000.

3. » " » » » Yo » BI abgetodtet intravends:
Balktericider Titer 1 : 200.

4. » » »s o »  Yhe » Pfeiffer abgetédtet intravends:
: Bakterieider Titer 1 : 1000.

5. - »s - ,, v Yieo s T4 abgetddtet intravends:
Baktericider Titer 1 : 400.

6. 1 " » ’ w Yico » 74 abgetodtet intravends:

Baktericider Titer 1': 1000.

Die Tabelle zeigt, dass auch mit !/,, Oese nur in etwa der Hilfte
der Fille ein brauchbares Serum erzeugt wird. Derartige Unterschiede
im Serumtiter wie die hier beobachteten, haben wir bei Kaninchen, die

! Leyden’s Festschrift.

Friedberger und Moreschi heben neuerdings in einer wihrend der Druck-
legung dieser Arbeit erschienenen Verdffentlichung die Bedeutung der kleinen Immuni-
sirungsdosen fiir die Differenzirung der Immunisationsfihigkeit verschiedener Cholera-
und Typhusculturen hervor. (Centraiblatt fiir Bakteriologie. Bd. XXXIX.)
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eine einmalige grosse Choleradesis (*/, bis 1 Cultur 1 Stunde bei 60°
abgettdtet intraperitoneal) erhielten, nie gesehen. Es kommt bei der
Immunisirung mit kleinen Dosen anscheinend ausserordentlich viel auf
die Individualitdt des Serum spendenden Thieres an.

Wenn unsere Versuche auch nicht sebr zahlreich sind, so kann
jedenfalls das mit Sicherheit daraus geschlossen werden, dass die Virulenz
einer Choleracultur mit der Serum erzeugenden Kraft nichts zu thun
hat. Denn ein mit dem avirulenten alten Laboratoriumsstamm , Pfeiffer
hergestelltes Serum hatte einen hoheren Titer als die mit dem homologen
hochvirulenten Passagestamm B I erzeugten. Wir kommen also hei
Choleravibrionen zu denselben Resultaten wie Wassermann?! bei Typhus-
bacillen. Eine Arbeit von Petterson? aus dem Pfeiffer’schen Institut
iiber die Bindungsverhiltnisse und Immunitit auslosende Kraft von fiinf
Typhusstimmen ergiebt ibrigens in den mitgetheilten Versuchsresultaten
dhnliche Verhiltnisse wie bei unseren Choleraseris. Der Titer der von
Petterson mit kleinen Dosen hergestellten Sera ist sehr niedrig. Mit
zwei avirulenten Stammen konnte er bei dieser Vorbehandlung tberhaupt
keinen nennenswerthen Titer erhalten, mit einem der virulenten Stimme
aber auch nicht. Also auch seine Versuche bestitigen die Unsicherheit
der Methode, ob er gleich diesen Schluss selbst nicht zieht.

Da nach unseren Versuchen ein Parallelismus zwischen Virulenz,
Bindungsvermégen und Serum erzeugender Kraft bei Choleravibrionen
nicht besteht, erledigen sich die zahlreichen theoretischen Erklirungs-
versuche anderer Autoren iiber diesen Gegenstand von selbst.

Unsere Versuche gestatten weiterhin folgende Schlisse:

1. Choleraculturen, die nur einen mit einseitigen Affinitdten aus-

 gestatteten Receptorenapparat besitzen, liefern kein schwécheres Serum,
als solche, die mehr avide Gruppen_in ihrem Receptorenapparat aufweisen.
So haben zwar zwei Sera, die mit B I hergestellt waren, nur den Titer
1:200, dagegen wirkte ein mit S I1I hergestelltes noch in der Verdiinnung
1:500, und eins mit dem Stamme T4 noch bei 1:2000. Andererseits
aber haben wir mit der Cultur Pfeiffer, die B I homolog ist, ein Serum
vom Titer 1:1000 erzeugt. Also auch hier sind die Resultate ausser-
ordentlich schwankend und gestatten keine ganz eindeutigen Schluss-
folgerungen.

2. Ein Serum, das mit einer Cultur von einseitiger Affinitdt her-
gestellt ist, wirkt ebenso auf verschiedene (s. Tabelle) heterologe Cholera-
culturen, wie ein mit einem viele starke Affinititen besitzenden Stamme-
erzeugtes, wie aus der Tabelle hervorgeht.

* Koch’s Festschrift.
? Centralblatt fiir Bakteriologie. 1905.
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Tabelle XXIIL
Kaninchenserum 71, hergestellt durch intravendse Injection von !;;, Oese
Cultur Pfeiffer abgetidtet, ausgewerthet gegen die heterologen Stimme 74
und S IiI.
1:200 J 1:500 I 1:1000 , 1:2000

4 lebt | lebt | lebt T

R 10 S R » L1t
3. Ein Titerunterschied beim Auswerthen gegen homologe und hete-
rologe Culturen wurde bei den mit kleinen Dosen hergestellten Seris nur
in einem Falle beobachtet. Der Titer war aber fir die homologen Stimme
nur um'’s Doppelte hoher, als fiir die heterclogen.

Tabelle XXIV.

Kaninchenserum 41, hergestellt durch einmalige intravendse Injection von
/.0 Oese Cultur 74 v abgetédtet, ausgewerthet gegen BIw, 74w, S III w.

f‘ 1:500 | 1:1000 | 1:2000 | 1:4000
BI lebt lebt T ] t
T4 ” » lebt | t
SIH sy 23 1 i T

Soweit die mit kleinen Dosen erzielten baktericiden Sera auch agglu-
tinirend wirkten, wurden sie zu entsprechenden Agglutinationsversuchen
mit demselben Resultat verwands.

Die Versuche mit der Immunisirung mit kleinen Dosen ergeben,
dass die Hohe des Serumtiters je nach der Individualitit des Thieres
unter sonst gleichen Versuchsbedingungen starken Schwankungen aus-
gesetzt ist. Sera, die ausgesprochene Gruppenwirkung unter den Cholera-
culturen zeigten, konnten mit dieser Methode nicht erzielt werden.

C. Theoretischer Theil.

Mit den im letzten Abschnitt mitgetheilten Immunisirungsversuchen
sind wir am Ende unserer experimentellen Untersuchungen angelangt.
Die Resnltate sind kurz folgende:

1. Choleravibrionen werden von agglutinirendem und baktericidem
Choleraserum simmtlick nahezu gleichmassig hoch beeinflusst. Die Unter-
schiede im Grade der Beeinflussbarkeit sind stets fusserst geringe, wie das
Kolle, Gotschlich, Hetsch, Otto und Lentz! zuerst nachgewiesen
haben. :

LA a O
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2. Choleraserum wirkt auf cholerafihnliche Vibrionen entweder gar
nicht oder nur in ganz starken Concentrationen (1:20 bis 1:50) ein und
umgekehrt. Auch diese Thatsache ist eine volle Bestitigung der Angaben
der genannten Autoren.

3. Bei Bindungsversuchen absorbiren simmtliche Choleraculturen aus
verschiedenen Cholerasera fir sich selbst unter gleichen Versuchs-
bedingungen annghernd gleieche Mengen Antikorper. Dies Versuchsergeb-
niss steht ebenfalls im besten Einklang mit der Einheitlichkeit des Re-
ceptorenapparates der Choleravibrionen, wie sie von den citirten Autoren
proclamirt ist.

4, Bindungsversuche, die mit choleradhnlichen Vibrionen und Cholera-
serum angestellt wurden, ergaben in Bestitigung der Versuche von Hetsch
und Lentz?, dass choleradhnliche Vibrionen nicht im Stande sind, einem
Choleraserum die fiir Choleravibrionen specifischen Agglutinine bezw. Ambo-
ceptoren zu entziehen.

5. Wird ein beliebiges, agglutinirendes Choleraserum mit einer be-
stimmten Choleracultur abgesattigt, so ist es nach erfolgter Absorption
fiir den zur Absittigung benutzten Stamm und fiir eine Reihe anderer
Choleraculturen nahezu wirkungslos geworden, agglutinirt aber andere,
ebenfalls einwandsfrei echte Choleraculturen fast bis zur ursprimmglichen
Titergrenze weiter.

6. Bindungsversuche mit baktericidem Choleraserum geben ganz
analoge Resultate. Auch hier bleiben nach der Absittigung mit einer
bestimmten Choleracultur die baktericiden Amboceptoren fiir eine Anzahl
anderer echter Choleraculturen im Serum zurfick, wihrend sie fiir den
zur Absittigung benutzten Stamm und ihm homologe fast vollstindig
herausgenommen sind.

7. Vermag eine Choleracultur A aus einem agglutinirenden Cholera-
serum die Agglutinine fiir eine Choleracultur B nicht zu binden, so ab-
sorbirt sie auch aus einem baktericidem Serum nicht die Amboceptoren
fir Stamm B. Die Individualitit einer bestimmten Choleracultur tritt
also nach beiden Richtungen (Agglutination und Baktericidie) gleichmassig
zu Tage,

8. Es giebt Choleraculturen, die aus einem beliebigen Choleraserum
die Antikorper fir alle anderen Stimme unserer Sammlung zu binden
vermogen. Andererseits bleiben fiir sie selbst nach der Absittigung mit
anderen Stimmen die Agglutinine und Amboceptoren im Serum erhalten.
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9. Andere Choleraculturen nehmen nur fir sich selbst und eine
Minderzahl anderer Stimme die specifischen Antistoffe aus einem Serum
heraus. Sie selbst aber werden von Serumproben, die der Absittigung
mit anderen Culturen ausgesetzt waren, meist nicht mehr beeinflusst.

10. Einige Stdmme geben bei Bindungsversuchen das zunéchst paradox
erscheinende Resultat, dass sie die Antikorper fir eine andere Cholera-
cultur nicht zu binden vermodgen, z. B. BI nicht diejenigen fiir S VI, und
dass umgekehrt S VI nicht im Stande ist, den Titer des Serums fir BI
in nennenswerther Weise herabzusetzen.

11. In anscheinend scharfem Gegensatz zu dieser Beobachtung steht
die Thatsache, dass ein kiinstlich mit dem Cholerastamm BT hergestelltes
Serum auch Cultur S VI fast bis zur Titergrenze beeinflusst.

12, Auch andere Culturen, die bei Bindungsversuchen grosse Diffe-
renzen zeigen, liefern Sera, die gegen derartige differente Stimme ebenso
oder nahezu ebenso wirksam sind als gegen die eigenen.

18, Stets sind die Unterschiede in der Beeinflussbarkeit der ver-
schiedenen Cholerastimme durch hochwerthige Sera, wie schon unter 1.
vermerkt ist, wenn sie tiberhaupt vorhanden sind, gering.

14, Mit der von Friedberger! empfohlenen Methode, Kaninehen
mit ganz kleinen Dosen Choleracultur zu immunisiren, gelingt es nicht,
Sera zu erzeugen, welche die bei den Bindungsversuchen erhobenen
Unterschiede zwischen den einzelnen Choleraculturen im Titer gegen die
verschiedenen Stimme zum Ausdruck bringen.

Es besteht also ein scharfer Gegensatz zwischen dem Ausfall der
Bindungsversuche einerseits und dem Resultat der kiinstlichen Immuni-
sirung und der Auswerthung der einzelnen Cholerastimme mit den ver-
schiedensten Serumproben anderseits. Hier: grosse Einheitlichkeit in der
Beeinflussbarkeit der Cholerastimme und in der Zusammensetzung der
mit ihnen erzeugten Serumproben — dort: grosse Differenzen in der
bindenden Kraft. '

Bei dem Versuch, diesen Contrast zu erklaren, stellen wir uns auf
den Boden der Ehrlich’schen Theorie mit ihrer Annahme von Receptoren
und auf sie specifisch einpassenden Antikorpern. Der Uebersichtlichkeit
halber beriicksichtigen wir im Folgenden hauptsichlich die Verhiltnisse
bei den Agglutininen. Die Versuche mit baktericiden Antikdrpern haben,
wie oben ausfihrlich dargethan, vollkommen congruente Resultate er-
geben. Alles fir die Agglutinine Gesagte gilt daher ohne Weiteres auch
far die Bakteriolysine. Als Hauptbeispiel wihlen wir die gegenseitigen
Beziechungen der Choleraculturen BI und SVI. Denn diese Culturen
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stehen sich nach dem Ausfall der Bindungsversuche am schroffsten gegen-
iber. Gelingt es fir die anscheinend so paradogen Verhiltnisse bei diesen
Stdmmen eine ausreichende Erklirung zu finden, so ist damit zugleich
das Problem bei den anderen Culturen, die sich nach dem Resultat der
Bindungsversuche nicht so fernstehen, der Lisung zugefihrt.

Wie bereits an anderer Stelle erwahnt wurde, suchten wir die Unter-
schiede, welche sich zwischen den einzelnen Choleraculturen wunserer
Sammlung bei Absattigungsversuchen ergaben, auf Differenzen in ihrem
Receptorenapparat zuriickzufithren. Diese Differenzen dachten wir uns
in Uebereinstimmang mit den Vorstellungen, die sich andere Autoren,
wie z. B. Wassermann?! fir die einschlfigigen Verhiltnisse bei anderen
Bakterienarten gebildet hatten, zun#chst in der Weise, dass alle Cholera-
culturen zwar einen gemeinsamen ,,Grundreceptor besiissen, daneben aber
eine Anzahl differenter ,,Partialreceptoren ausgebildet héatten. Der
Receptorenapparat der Culturen BI und S VI wirde sich dann etwa so

darstellen lassen:

BI SVI
gy Y Y Y Y Y ¥
T T T T T R AU S SR S
G a b ¢ d e f G n 0 2 7 r ¢

G wire dann der gemeinschaftliche Grundreceptor, a bis f die Partial-
receptoren von BI und = bis s die von S VI

Mit dieser Annahme steht die- Beobachtung im Einklang, dass aus
einem beliebigen Choleraserum, das auf die Receptoren « bis s einpassende
Agglutinine enthalt, Cultur BI wohl im Stande ist, alle Agglutinine
fiir sich selbst zu binden, aber nur sehr wenig fir SVI und umgekehrt.
Auffallend aber ist bereits bei dieser Auffassung vom Bau des
Receptorensapparates der Choleravibrionen, daB der Grund-
receptor bei den Bindungsversuchen eine so ausserordentlich
geringe Rolle spielt. In dem Wort ,,Grundreceptor” liegt ja doch die
Vorstellung ausgedriickt, dass er den wesentlichsten Theil des Receptoren-
apparates ausmacht und die Partialreceptoren nur eine untergeordnete
Rolle spielen, etwa so wie es obenstehende Zeichnung veranschaulicht.

Bei derartigen Verhdltnissen, wie sie das Schema wiedergiebt, wire
aber zu erwarten, dass bei Bindungsversuchen wohl Unterschiede zwischen
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den Culturen BI und SVI zu Tage triten, dass sie aber bei Weitem
nicht so bedeutend wéiren, wie wir sie bei unseren Absittigungsversuchen
beobachtet haben. Denn die Vorstellung eines Grundreceptors und ver-
schiedener Partialreceptoren ist untrennbar von der Annahme, dass der
Grundreceptor der dominanteste unter den Receptoren ist. Ein Bindungs-
versuch, der diese Theorie von Grundreceptor und Partialreceptor stiitzen
konnte, miisste vielmehr ungefihr so ausfallen: Aus einem Choleraserum
vom Titer 1:10000 wirde BI fiir sich selbst alle Agglutinine bis zur
Verdiinnung 1:500 herab absorbiren, der Titer des mit BI abgesittigten
Serums fiir SVI aber wirde mindestens etwa bis zur Verdiinnung
1:1000 sinken. In Wirklichkeit aber bleiben so viel Agglutinine fir
den heterologen Stamm SVI in dem mit BI abgesiitigten Serum
zurlick, dass noch die Verdinnung 1:5000 die deutliche makroskopisch
sichtbare Agglutination auslost. Das diesen Bindungsversuchen ent-
sprechende Bild des Receptorenapparates kann bei der Annahme ver-
schiedenartiger Partialreceptoren nur folgendes sein:

BI SVI

\ //
\
L /A
l [ S [N S T
e f G n o p ¢ r

s

T T 1

G a b ¢ d
Nur so wiire es verstindlich, dass BI auseinem Serum, das fiir alle ge-
zeichneten Receptoren (a bis s) passende Agglutinine enthalt, fiir sich selbst
fast alle bindet, fiir S VI aber nahezu nichts herausnimmt und umgekehrt.
Wie aber ist mit diesem Bilde, das dem Resultat unserer Bindungs-
versuche entsprechen wiirde, die so ausserordentlich gleichméssige Be-
einflussharkeit der verschiedensten Choleraculturen durch beliebige Cholera-
sera zu erkliren? Die umfassenden Versuchsreihen von Kolle, Got-
schlich, Hetsch, Otto und Lentz® haben unzweideutig dargethan, -
dass Choleravibrionen von jedem Serum, ganz einerlei mit welchem Cholera-
stamm das Thier vorbehandelt war, anndhernd gleichmissig beeinflusst
werden. Die beobachteten Untersehiede in der Titerhohe eines Cholera-
serums gegeniiber verschiedenen Stimmen sind stets gering. Wir haben
unter unseren zahlreichen Auswerthungen der verschiedensten Cholera-
culturen mit agglutinirenden und baktericiden Cholerasera verschiedenster
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Provenienz keinen einzigen Versuch zu verzeichnen, der mit den Be-
obachtungen der genannten Autoren im Widerspruch stinde. Vielmehr
warden auch bei unseren Untersuchungen, denen ausser den Culturen
obiger Autoren auch 18 frische Choleraculturen verschiedenster Provenienz
(Baku, Saratow, El Tor) unterworfen wurden, aile Cholerastimme, ganz
gleichgiiltig wie sie sich bei Bindungsversuchen verhielten, von jedem
der benutzten Sera in anndhernd gleicher Weise beeinflusst.

H [ i
| g] :l | Serum B
|

1 ‘ Cultur BT

Cultur S VI
\

~—

l
G n 0 P q r s

War das Bild richtig, das wir uns — einen Grundreceptor und
differente Partialreceptoren vorausgesetzt — mnach dem Ausfall unserer
Bindungsversuche von dem Bau des Receptorenapparates der Cholera-
vibrionen machen mussten, so blieb es unverstindlich, wie ein z. B. mit
BI erzeugtes Serum Cultur S VI nahezu bis zur Titergrenze zu agglu-
tiniren vermochte. Man hitte da viel grissere Unterschiede in der Titer-
héhe erwarten miissen. Ein mit dem Stamm BI hergestelltes Serum
hitte etwa obenstehende Zusammensetzung aufweisen miissen. Das Serum
hitte aber, da es nur eine auf S VI passende Agglutiningruppe G* besass,
fir Cultur BT dagegen viele, Cultur S VI nur etwa bis zur Verdiinnung
1:200 agglutiniren dirfen, niemals aber bis anndhernd zur Titergrenze
(1:5000), wie es der Versuch lehrte.

Immerhin war noch die Moglichkeit verhanden, dass diese paradoxe
Erscheinung an der Art der Vorbehandlung des Serum spendenden Thieres
lag. Nach den im Institut bei der Herstellung des zur bakteriologischen
Choleradiagnose dienenden Serums (vgl. Anleitung fir die bakteriologische
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Choleradiagnose, Minist.-Erl. vom November 1902) gewonnenen Erfahrungen
ist es am zweckmissigsten, um gute Cholerasera zu erzielen, die Ver-
suchsthiere lingere Zeit mit grossen Dosen abgetiodteter Agareultur vor-
zubehandeln. In dieser Weise haben wir, wie oben angegeben, unser BI-
Pferdeserum gewonnen. Friedberger' hat nun mehrfach betont und
auch Strong? hat sich dem angeschlossen, dass man bei der Vorbehand-
lung mit ganz kleinen Dosen am ehesten Differenzen im Serum erwarten
kann, die genau dem individuellen Bau des zur Immunisirnng benutzten
Stammes entsprechen.

Unsere in dieser Richtung angestellten Versuche sind, wie oben mit-
getheilt, gescheitert. Sera, die in der Friedberger’schen Weise gewonnen
waren, beeinflussten auch die mit ganz differenten Partialreceptoren aus-
gestatteten Culturen (immer unter der Voraussetzung, dass die Annahme
derartiger Partialreceptoren zu Recht besteht) im Pfeiffer’schen Versuch
bis zur Titergrenze.

Eine weitere Schwierigkeit erhob sich, wenn man choleraihnliche
Vibrionen zum Vergleich heranzog. Hier gaben Bindungsversuche das-
selbe Resultat wie solche mit den Stimmen BI und SVI. Das heisst:
ebensowenig wie BI es vermag, aus Choleraserum Agglutinine fiir SVI
in nennenswerther Weise zu binden, vermdgen dies die verschiedensten
choleraihnlichen Vibrionen. Da sie aber zum Theil in geringem Grade
von Choleraserum mitagglutinirt werden, ist im Sinne der Ehrlich’schen
Auffassung anzunehmen, dass sie wenigstens einen Receptor mit echten
Cholerculturen gemeinsam haben, wie es das Schema zeigt:

Choleracultur: a, b, c, d, e, gkt k Lmmnop,gr,s.
Choleradhnlicher Vibrio: s tuvway,z.
Daneben haben sie eine grosse Zahl anderer von denen der Cholera
ganz differenter Receptoren ausgebildet. Mit dieser Annahme stehen, unsere
Immunisirungsversuche mit echten Choleravibrionen einerseits, cholera-
ahnlichen andererseits im besten Einklang. Wir verweisen hier wiederum
auf die mehrfach citirten, im Institut ausgefiihrten Untersuchungen, die
spiter von Meinicke® bestitigt und erweitert werden konnten. Niemals
agglutinirt ein mit einem choleradhnlichen Vibrio hergestelltes Serum
echte Koch’sche Vibrionen in nennenswerther Weise. TUmgekehrt
werden choleradhnliche Vibrionen von Cholerasera, wenn iiberhaupt, stets
nur in ganz geringem Grade mitagglutinirt. Baktericide Versuche geben
analoge Resultate. Wir sehen also hier, dass das Bild, das wir uns vom
Receptorenapparat der Choleravibrionen einerseits, der choleraihnlichen
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andererseits gemacht haben, mit keiner beobachteten Thatsache im Wider-
gpruch steht, vielmehr alle zwanglos erklirt. Fur die Beziehungen der
Choleravibrionen zu den choleradhnlichen besteht die Hypothese eines
gemeinschaftlichen und verschiedener differenter Receptoren
zu Recht,

Die Annahme dagegen, dass die Unterschiede, die bei wechselseitigen
Bindungsversuchen mit verschiedenen echten Choleraculturen zu Tage
treten, ebenfalls anf difterenten Partialreceptoren beruhte, liess sich nicht
mit allen beobachieten Thatsachen in Einklang bringen, stiess vielmehr
itberall auf Widerspriiche. Wir liessen daher diese Hypothese vollkommen
fallen und stellten eine andere Theorie auf.

Den Weg dazu zeigten uns Beobachtungen, die der eine von uns
{(Meinicke) bei Untersuchungen iiber Typhusbacillen, die in Kirze von
Kutscher, Lentz und Meinicke mitgetheilt werden, machte. Die be-
treffenden Versuche seien hier in den Grundziigen skizzirt.

Ein mit dem Typhusstamm 151 hergestelltes agglutinirendes Pferdeserum
vom Titer 1:10000 agglutinirt den Typhusstamm 126 ebenfalls bis zur
Titergrenze. Bei Bindungsversuchen nimmt Cultur 151 unter geeigneten
Bedingungen fiir sich selbst soviel Agglutinine aus dem Serum heraus,
dass das abeentrifugirte Serum nur nech in der Verdinnong 1:50 wirk-
sam ist. Unter denselben Versuchsbedingungen ldsst Cultur 126 fir sich
selbst noch Agglutinine in der Menge in dem decantirten Serum zurlick,
dass bei der pachtriglichen Auswerthung gegen 126 noch in der Ver-
diinnung 1:5000 positive Agglutination eintritt.

Im Sinne der Ehrlich’schen Theorie ist anzunehmen, dass in dem
mit Cultur 151 hergestellten Serum sicher nicht mehr, hdchstens eben-
soviel, wenn nicht gar weniger Agglutinine fir Cultur 126 enthalten sind
als fir 151 selbst. Die auffallende Thatsache, dass Cultur 126 aber unter
sonst gleichen Bedingungen weit mehr Agglutinine fir sich selbst in dem
der Absittigung unterworfenen Serum zuriicklisst, als 151 dies fir sich
thut, lisst daher nur den Schluss zu, dass ihre bindende Kraft fir die
Agglutinine dieses Serums geringer ist, als die des Stammes 151. Das
kionnte einfach an quantitativen Verhéiltnissen liegen. Cultur 126 konnte
weniger Receptoren haben als 151, es wiren daher entsprechend grossere
Bakterienmengen nothig, um ebensoviel Agglutinine zu binden, wie bei den
Versuchen mit 151. Thatsichlich gelingt es, wenn man die Bakterien-
menge beim Bindungsversuche im Verhéltniss zur Serumeconcentration etwa
finf Mal so gross nimmt wie beim entsprechenden Versuch mit 151, die
Agglutinine fiir 126 soweit aus dem Serum zu entfernen, dass nur noch
die Verdiinnung 1:50 bezw. 1:100 gegen den eigenen Stamm (126) die
positive Reaction giebt. :
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Dass die Verhiltnisse aber nicht so einfach liegen, wie hier an-
genommen ist, zeigt eine weitere Beobachtung: Sittigt man das Serum
mit Cultur 151 ab, so lassen sich die agglutinirten Bakterien mit Leichtig-
keit abeentrifugiren; die Flissigkeit wird, so lange noch geringe Mengen
freien, ungebundenen Agglutinins in ihr enthalten sind, vollig klar. Erst
wenn man Cultur im Ueberschuss zugiebt, bleibt die Flissigkeit auch nach
dem Centrifugiren noch tritbe, da pun nicht mehr alle Bakterien agglu-
tinirt werden und ausgeschleudert werden konnten. Jetzt enthilt die
decantirte getriibte Flissigkeit aber auch keine Agglutinine fiir Cultur 151
mehr. Ganz anders liegen die Verhiltnisse beim Stamm 126! Hier bleibt
das centrifugirte Serum schon unter den Bedingungen, bei denen der
Versuch mit 151 eine ganz klare bakterienfreie iiberstehende Fliissigkeit
ergiebt, triibe. Mikroskopirt man dies getriibte abgesittigte Serum, so
sieht man neben bewegungslosen auch noch bewegliche Typhusbacillen.

Werthet man dies getriibte Serum gegen die Cultur 126 aus, so findet
man, dass sein Titer z. B. noch bis 1:5000 geht. Es bestehen also neben
einander in dem Serum freie Agglutinine, anscheinend nicht mit Agglu-
tinin beladene (bewegliche) und beladene (unbewegliche) Bakterien. Ana-
loge Verhéltnisse haben wir in der Chemie bei der Verbindung von Korpern
mit schwachen Affinititen. Auch hier bleiben neben dem Endproduct
der Reaction (z. B. dem Salz) noch grossere Mengen der Reagentien (Siure
und Base) frei in Losung; es besteht zwischen Reagentien und Endproduct
ein (leichgewichtszustand. Eine TUebertragung dieser chemischen An-
schauungen auf die Bindungsverhiltnisse der Cultur 126 fithrt zu der
Annahme, dass der Typhusstamm 126 eine verhaltnissméssig sehr geringe
Affinitat zu den Agglutininen des untersuchten Typhusserums hat, Weitere
Beobachtungen, die demnichst von Kutscher, Lentz und Meinicke
zur Vertffentlichung gelangen werden, sind geeignet, diese Annahme ver-
schiedener Affinititsverhiltnisse der einzelnen Typhuseulturen zu den
Agglutininen eines Typhusserums zu stiitzen.l

! Wahrend der Correctur dieser Arbeit erhielten wir Kenntniss von Versuchen,
iiber die E. Friedberger in Salkowski’s Festschrif¢ schon friher berichtet hat.
Er fand bei Agglutinationsbindungsversuchen mit zwei Typhusstimmen Unterschiede
in der bindenden Kraft dieser beiden Culturen, die ibn zu der Anpahme fiihrten,
dass die beiden Typhusstimme zum Theil qualitativ verschiedene Receptorentypen
besdissen. Daneben liess er die Moglichkeit offen, dass bei einem schlecht bindenden
Stamm die Receptoren ,in eine Modification umgewandelt sind, in der zwar ihre
Affinitit zu den Agglutininen vollstindig geschwunden ist, in der sie aber zur Bil-
dung von Agglutinin im Thierkérper noch befihigt sind.“ Neuere Untersuchungen,
die Friedberger in Gemeinschaft mit Moreschi in der Berliner klin. Wocken-
schrift 1905 mitgetheilt hat, haben ihn zu einer neuen Auffassung der einschligigen
Verhaltnisse gefithrt, Er nimmt nun an, dass die Differenzen, welche zwischen der
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Bei Choleravibrionen sind derartige Unterschiede in der Affinitat der
einzelnen Culturen zu den Agglutininen specifischer Sera nicht zu con-
statiren, wenn man das abgesittigte Serum gegen den zur Bin-
dung benutzten Stamm selbst auswerthet. Da verhalten sich alle
Choleraculturen wie der Typhusstamm 151, das heisst: sie absorbiren
fiir sich selbst prompt alle Agglutinine. TUnsere Bindungsversuche mit
Choleraculturen hatten aber ergeben, dass deutliche Unterschiede in der
bindenden Kraft der einzelnen Culturen zu Tage treten, wenn man das
mit einem bestimmten Cholerastamm abgesittigte Serum gegen
andere Cholerastimme auswerthet. Fir die Erklirung dieser auffallenden
Thatsache glauben wir jetzt Affinitatsunterschiede heranziehen zu diirfen,
um so mehr als das Beispiel unserer Typhuscultur 126 uns gezeigt hat,
dass paradox erscheinende Bindungsresultate hier nur in der Annahme
schwacher Affinititen 2u den Agglutininen des Serums eine zureichende
Erklirung finden. Bei den Versuchen mit dem Typhusstamm 126 ist
nimlich die Erklirung der schwachen Bindungskraft durch die Hypothese
von einem Grundreceptor und Partialreceptoren ausgeschlossen; denn
das abgesittigte Serum wurde ja gegen den zur Bindung be-
nutzten Stamm selbst ausgewerthet, der sich selbst natirlich
in seinem Receptorenapparat vollig gleieh ist. Hier kounnten
Unterschiede im Sinne differenter Partialreceptoren absolut keine Rolle
spielen. Vielmehr hat der zur Bindung benutzte Stamm ganz genaun
dieselben Receptoren wie der, gegen den das abgesdittigte Sernm nachher
ausgewerthet wurde. Denn es ist einfach dieselbe Cultur.

Die Versuchsreihen von Kolle, Gotschlich, Hetsch, Otto und
Lentz!, die mit den unsrigen, trotzdem die Culturen zum Theil mehrere
Jahre lang fortgeziichtet und obgleich wir ganz andere Sera benutzten,
sich deckten, hatten dargethan, dass alle Choleraculturen von Cholera-

agglutininbindenden und der im Thierkdrper agglutininbildenden Fihigkeit der
Typhusbacillen bestehen, nieht durch verschiedene Affinitit an sich gleichartiger Re-
ceptoren bedingt sind, sondern dass agglutininbindende und -bildende Receptoren
ganz verschiedene Dinge sind. Unsere eigenen Untersuchungen an Cholera-
vibrionen, die unabhingig von den Friedberger’schen Versuchen mit Typhus-
bacillen angestellt wurden, scheinen uns zu beweisen, dass die Annahme verschie-
dener Avidititsverhiiltnisse an sich gleichartiger Receptoren vollkommen zur Erklarung
der bei Bindungsversuchen hbeobachteten grossen Differenzen ausreicht. In Kiirze
hat bereits der eine von uns (Meinicke) in der Choleranummer der Zeifschrift fiir
grzt], Fortbildung, October 1905, #iber unsere Versuche und die daraus abgeleiteten
Theorieen referirt. Die bereits citirten Untersuchungen von Friedberger und
Moreschi, welche erst nach diesem Referat verdffentlicht sind, scheinen nicht gegen
die Richtigkeit unserer Annahmen zu sprechen.
A a O
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serum verschiedenster Provenienz anndhernd gleichmissig beeinflusst
wurden. Die genannten Autoren hatten daraus den Schluss gezogen,
dass der Receptorenapparat der Choleravibrionen ausserordentlich ein-
heitlich gebaut sei. Unter dieser Voraussetzung wiirden z. B. die Culturen
B I und SVI im Wesentlichen dieselben Receptoren haben, wie das die
folgende Zeichnung veranschaulicht:

BI: a, byc,d e f, 9,k & kI, m n, 0, p, q, 7, 5.

SVI: a, b,c,d e f, 9 k i, k [, mn o p, g r s

(Die unterstrichenen Receptoren sollen starke Aviditat besitzen.)

Aber diese Receptoren haben, wie unsere Bindungsversuche
lehren, nicht alle dieselbe Affinitdt zu den einpassenden Agglu-
tininen. Wir stellen uns vor, dass z. B. bei Cultur B I die Receptoren
a bis g eine starke, & bis s dagegen nur eine sehr schwache Aviditit zu
den Agglutininen der untersuchten Sera haben. TUmgekehrt sind die
Receptoren n bis s des Stammes S VI mit starken Affinititen ausgestattet,
a bis m dagegen nicht.

Wie sich die anderen Culturen unserer Sammlung in diesem Sinne
gruppiren lassen, ist bereits oben dargethan. Wir setzen der Ueber-
gichtlichkeit halber die Schemata der Culturen 55 und 74 noch einmal
hierher: :

4: a, b, c,d e, f,9, h i,k I, mmn o p g r s
56: a, b, ¢c,d, e f,9 h i kI m n o p gqr s

Unter der Voraussetzung, dass in den Serumproben, welche wir zu
unseren Bindungsversuchen verwandten, Agglutinine fiir alle Receptoren
(@ bis s) der Choleravibrionen vorhanden sind und dass bei den ver-
schiedenen Choleraculturen die Affinitdt der einzelnen Receptorengruppen
zu den Agglutininen des Serums verschieden ist, erkliren sich nun
zwanglos die Resulfate unserer Bindungsversuche: Es ist ohne Weiteres
einleuchtend, warum Cultur BI nur wenig Agglutinin fir SVI zu binden
vermag und umgekehrt. Es erscheint nun aber auch die Thatsache ver-
standlicher, dass trotz der grossen Verschiedenheiten, die sich bei Bindungs-
versuchen zwischen den Stimmen B I und SVI ergeben, doch beide
Culturen von dem betreffenden Choleraserum in gleicher Weise beein-
flusst werden. Cultur BI wird im Wesentlichen durch Besetzung seiner
Gruppen e his ¢ agglutinirt, wibrend die Receptoren % bis s nur wenig
Agglutinin an sich zu fesseln vermogen. Umgekehrt verdankt S VI die
prompte Agglutination seinen Receptoren » bis s, wahrend die mit schwacher
Aviditat ausgestatteten « bis m nur wenig zur Agglutination beitragen.

Die Annahme gleicher Receptoren fiir alle Choleravibrionen;
aber verschiedener Affinitdtsverh#&ltnisse der einzelnen Cul-
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turen grenzt nun auch die Choleravibrionen scharf von den
choleradhnlichen Vibrionen ab. Wir hatten oben gesehen, dass bei
den choleraghnlichen Vibrionen das Bild eines mit den echten Koch’-
schen Vibrionen gemeinsamen und zahlreicher differenter Receptoren mit
allen Versuchsresultaten im Einklang steht. Es seien zum Vergleich zwei
Cholerastdmme (BI und SVI) und ein choleradhnlicher Vibrio (77) hier skizzirt:

Cholera- B1I: g, b, ¢, d, e, ﬁ 9 h: A k, I, m, n, o, 2978
stimme (S VI: o, b, ¢, d, ¢, f, g, b, &, k, I, m, n, 0, p. q, 7, 5.
Vibrio 77: s, tou, v, w, z. Y, 2.

Aus dem Schema wird ohne Weiteres klar, warum der choleraihnliche
Vibrio aus Choleraserum Agglutinine fir Choleravibrionen nicht in nennens-
werther Weise zu binden vermag. s scheint ferner verstindlich, warum
ein mit den Receptoren a bis s hergestellies Choleraserum den cholera-
ahnlichen Vibrio nur ganz minimal mitagglutinirt, und umgekehrt ein
mit dem choleradhnlichen Vibrio (Receptor s bis z) erzeugtes Serum echte
Choleravibrionen, wenn iberhaupt, so stets nur in den stérksten Con-
centrationen beeinflusst. Es fehlen eben einem derartigen Serum die auf
die Cholerareceptoren a bis r einpassenden Agglutinine.

Vor Allem aber wird der grosse Contrast, der zwischen den Resultaten
wechselseitiger Bindungsversuche mit Choleravibrionen einerseits, den Er-
gebnissen der Auswerthung gegeniiber verschiedenen Cholerasera und der
Immunisirungsversuche andererseits besteht, einer Erklirung zugefiihrt.
Besitzen alle Choleravibrionen im Wesentlichen die gleichen Receptoren,
wie wir jetzt annehmen, so missen auch alle Cholerasera, ganz einerlei,
mit welchem Stamm sie hergestellt sind, ungefihr die gleiche innere Zu-
sammensetzung zeigen. Und das ist thatsichlich, wie unsere ausfithrlich
mitgetheilten Versuche beweisen, der Fall.

Immerhin koénnen wir uns nicht verhehlen, dass auch bei der An-
nahme gleichartiger aber mit verschiedenen Affinititen ausgestatteter
Receptoren bei den Choleravibrionen die Erklirung unserer Versuchs-
tesultate auf eine gewisse Schwierigkeit stosst. Im Sinne der Ehrlich’-
schen Theorie wire ndmlich zu erwarten, dass der mit starker Aviditat
begabte Receptor im Thierkdrper mehr oder auch wieder avidere Anti-
korper ausloste, -als die mit schwachen Affinitdten versehenen Receptoren.
Mit anderen Worten: dass doch ein Serum, das z. B. mit Cultur 74 her-
gestellt ist, Stamm 74 selbst in messbar stirkerem Grade beeinflusst
wie z B. Cultur B I Derartige theoretiseh zu erwartende Unterschiede
kommen thatsichlich vor, wie wir oben an dem Serum 89 ausfiihrlich
nachgewiesen haben. Aber die Differenzen im Titer gegentiber Stimmen,
die andere Affinititen besitzen, erreichen nur niedrige Werthe. Auch
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mit der von Friedberger empfohlenen Methode der Immunisirung mit
ganz kleinen Dosen konnten wir keine deutlichen Unterschiede im Titer
der Sera gegeniiber den verschiedenen Stimmen erzielen.

Fir die Thatsache, dass die Aviditatsunterschiede der Cholerareceptoren
in dem betreffenden Serum nur so unvollkommen zum Ausdruck gelangen,
sollen im Folgenden noch einige Erklirungsversuche mitgetheilt werden.

Zun#chst ist daran zu erinnern, dass wir nicht berechtigt sind, ohne
Weiteres von Reagensglasversuchen Schlisse auf die Verhaltnisse im Thier-
korper zu ziehen. Mit der Feststellung, dass gewisse Receptorengruppen
einer Choleracultur im Reagensglas nur wenig Antikdrper zu binden ver-
mogen, ist noch nicht gesagt, dass diese Gruppen nun aueh zu den Anti-
kdrper liefernden Bestandtheilen des Thierkérpers eine sehr schwache
Affinitdt besitzen missten und dementsprechend nur zur Bildung von
wenig Antikdrpern fir diese Receptorengruppen anregen wiirden.

Es ist ferner nicht zu vergessen, dass Bindungskraft und Agglutina-
bilitit  bezw. Beeinflussung im Pfeiffer’schen Versuch doeh keineswegs
identische Begriffe sind. Man kann daher nicht erwarten, dass Bindungs-
versuche in absoluter Congruenz mit den Resultaten der Auswerthung gegen
agglutinirende und baktericide Sera stehen miissen. Wohl stellen wir
uns gestiitzt auf die Ehrlich’sche Theorie zur Zeit vor, dass specifische
Beeinflussung ohne Bindung nicht eintritt; im Uebrigen sind aber beide
Vorginge doch ziemlich unabhingig von einander.

Durch die Untersuchungen von Eisenberg und Velk! wissen wir,
dass die agglutinable Substanz eine haptophore und eine agglutinophore
Gruppe besitzt. Die haptophore Gruppe ist im Allgemeinen stabiler als
die agglutinophore. So kann man durch Erhitzen, Ansiuren, Salzentzichung
und anderes mehr die agglutinophore Gruppe zerstoren; es tritt daher
keine Agglutination mehr ein. Trotzdem haben die Bakterien ihre
bindende Fahigkeit erhalten: sie absorbieren aus dem Serum die Antikirper.
Sehon verhiltnissméssig geringfiigige Umstinde, wie Unterschiede in der
Beschaffenheit des Nahrbodens, beeinflussen die Agglutinirbarkeit von
Bakterien, z. B. von Typhusbacillen nicht selten, wihrend die bindende
Kraft dieselbe bleibt. Ausfiihrliche Untersuchungen iber diesen Gegenstand
hat Kirstein? angestellt. Analoge Beobachtungen hat wohl Jeder, der
Gelegenheit hatte, zahlreiche Agglutinationsversuche auszufiihren, gemacht.

Alle die skizzirten Fille haben das Gemeinsame, dass trotz erhaltener
Bindungskraft die Agglutinabilitit mehr oder minder gehemmt ist, dass
also trotz reichlicher Absorption von Agglutininen keine Agglutination ein-
tritt. Fir unseren Fall haben aber gerade entgegengesetzte Beobachtungen

LA a O,
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Interesse. Denn der Vergleich unserer Bindungsversuche mit den Agglu-
tinationsresultaten und den Ergebnissen der Pfeiffer’schen Versuche
nothigt zu der Annahme, dass Choleravibrionen, auch wenn sie nur ver-
hiltnismissig wenig avide Receptoren besitzen und dementsprechend auch
nur geringe Mengen Antistoffe zu binden vermigen, doch die deutliche
specifische Reaction geben.

Hierher gehort ein Versuch, den Scheller?! beschrieben hat. Er er-
hitzte Typhusbacillen auf 60° und machte mit diesen und zur Controle
mit lebenden, nicht erhitzten Typhusbacillen, Agglutinations- und Bindungs-
versuche. Ks ergab sich, dass die lebenden Typhusbacillen unter gleichen
Versuchsbedingungen weniger Agglutinin zu binden vermochten als die
bei 60° abgetddteten. Andererseits aber wurden die erhitzten Bakterien
weit schlechter agglutinirt. Die lebenden Typhusbacillen zeigen also die
sichtbare Reaction (Agglutination) viel deutlicher als die erhitzten, haben
aber weniger Agglutinin gebunden. Es tritt also ein ahnliches Miss-
verhiltniss zwischen Agglutinabilitit und gebundener Agglutininmenge zu
Tage, wie in unseren Versuchen mit Choleravibrionen. Einen Hauptgrund
fiir dieses Missverhiltniss erblicken wir in der ausserordentlich leichten
Beeinflussharkeit der Choleravibrionen durch specifische Sera, einer Be-
einflussharkeit, wie sie anderen Bakterienarten z. B. Typhusbacillen nicht
eigen ist.

Die leichte Reaction auf specifische Antistoffe findet nicht nur in der
guten Agglutinabilitit, sondern auch in der ebenso prompt eintretenden
Bakteriolyse ihren Ausdruck. Zum Vergleich soll im Folgenden immer
der Typhusbacillus herangezogen werden, weil bei ihm die entsprechenden
Verhiltnisse am genauesten studirt sind.

Zunachst ist es eine wohl allen Bakteriologen geldufige Thatsache, dass
die Agglutinabilitit der Choleravibrionen weit weniger von Ausseren Um-
stinden, wie Schwankungen im Nahrboden u.s. w., beeinflusst wird, als
die der Typhusbacillen. Die Agglutination der Choleravibrionen verlauft
also gleichmissiger; sie verliuft aber unter sonst gleichen Bedingungen
auch schneller und deutlicher als die der Typbusbacillen. In den hoheren
Verdiinnungen giebt die Agglutination der Typhusbacillen nicht mehr so
klare Bilder wie die der Choleravibrionen. Auch ist die der Serum-
concentration entsprechende Scala im Grade der Agglutination dort nicht
g0 schon ausgeprigt. Eine Beobachtung von Eisenberg und Volk?,
die nachher mehrfach, so in neuester Zeit von Porges? bestatigt wurde,
lasst sich im nimlichen Sinne verwerthen. Setzt man Typhusbacillen der

! Centralblatt fiir Bakteriologie. Bd. XXXVIL.

2 Aa O
8 Zeitschrift fir experim. Pathologie und Therapie. L 3.
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Erhitzung auf verschiedene Temperaturen aus, so verlieren sie verhaltniss-
missig schnell ihre Agglutinabilitit; die Agglutinabilitit der Cholera-
vibrionen bleibt dagegen unter denselben Bedingungen noch gut erhalten.
Auch die Bakteriolyse verlduft bei den Choleravibrionen prompter als bei
den Typhusbacillen. Hier ist das Phinomen in der Meerschweinchen-
bauchhohle manchmal erst in einigen Stunden abgelaufen, beim Cholera-
vibrio dagegen ist das Zerfallen in Granula meist schon nach einer halben
Stunde ausgepriigt und im Verlaufe einer Stunde beendet. Dass schon
geringe Mengen Immunkédrper geniigen, die Bakteriolyse bei Cholera ein-
zuleiten, zeigen ferner die Versuche von Pfeiffer und Friedberger.!
Sie beluden Choleravibrionen mit geringen Mengen Amboceptoren und
spritzen die sorgfiltig gewaschenen Bakterien zugleich mit 1 Oese virulenter
Cultur in die Bauchhéhle eines Meerschweinchens ein. Die dort frei
werdenden Bakteriolysine geniigten, um die Infection zu paralysiren.
Frische rohe Kuhmilech, die unier aseptischen Cautelen aufgefangen
worden ist, wirkt baktericid auf Choleravibrionen, nicht aber auf Typhus-
und Colibacillen und andere Bakterien dieser Gruppe, wie Kolle, Friedel,
Kutscher und Meinicke? im Gegensatz zu v. Behring3 feststellen
konnten.

Besondere Beachtung verdienen in diesem Zusammenhange Versuche
von Bail?, die schon zum Theil Bekanntes bestitigen, zum Theil Neues
bringen. Bail unterzieht in seiner neuesten Publication die Bedeutung
der Bakteriolyse fiir die Immunitit einer ausserordentlich scharfen Kritik:
»Die keimtodtende Eigenschaft der Korperfliissigkeiten ist im Grunde
werthlos fiir Erklirungsversuche der Immunitit.* Man wird bei diesem
Standpunkt erwarten konnen, dass er alles Material, was irgendwie
gegen die Bakteriolyse sprechen kann, anfithrt. Aber auch er kann sich
der Thatsache nicht verschliessen, dass die Choleravibrionen dem Einfluss
der baktericiden Korpersifte im Organismus ausserordentlich zuginglich
sind. ,,Diese (gemeint sind die keimtodtenden Eigenschaften der Korper-
flissigkeiten) finden hier das Gebiet ihrer Wirksamkeit, zugleich
aber auch die Grenze dieses Gebietes (S. 310).%

Es seien hier einige seiner Versuche angefiihrt, da sie gerade den
scharfen Gegensatz im Verhalten der Choleravibrionen zum Typhusbacillus
gut illustriren.

1. Spritzt man einem normalen Kaninchen Typhusbacillen in die
Blutbahn, so verschwinden sie zwar schnell aus dem Blut, halten sich

v Deutsche med. Wochenschrift. 1901,

* Klin. Jakrbuck. Bd. XIIL

8 Therapie der Gegenwoart. 1904. — Beitrige zur experim. Therapie. Hift. 8.
¥ drekiv fir Hygiene. Bd. LIL
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aber sehr lange in den Organen; in einem specifisch vorbehandelten Thiere
halten sie sich ebenso lange wie im normalen — Choleravibrionen dagegen
verschwinden, auch wenn sie in massiven Dosen eingespritzt werden, schnell
aus dem Organismus, und zwar schneller aus einem gegen Cholera immuni-
sirten als aus einem normalen.

2. Zusatz von Korperzellen hemmt im Reagensglas die Bakteriolyse
der Typhusbacillen durch specifisches Serum stark, nicht aber die der
Choleravibrionen,

3. Erzeugt man im Meerschweinchenperitoneum durch Aleuronat ein
zellreiches Exsudat und spritzt dann Typhusbacillen ein, so wird der
grosste Theil der Bakterien von Zellen aufgenommen und dort zerstort,
wihrend die Granulabildung in der freien Flissigkeit ganz zuriicktritt.
Bei Choleravibrionen bleibt die Bakteriolyse bei gleicher Versuchsanordnung
ausserhalb der Zellen betrichtlich.

4. Sogenannte Exsudatbakterien sind inagglutinabel und der Bakterio-
lyse unzugiinglich. Das gilt aber nur fir Typhusbacillen, nicht fur
Choleravibrionen.

5. Agressinzusatz hebt bei Typhusbacillen den Einfluss des specifischen
baktericiden Immunserums auf, bei Choleravibrionen nicht.

Aus den mitgetheilten Versuchen Bails!, die um so mehr Beachtung
verdienen, als sie von einem Gegner der Bakteriolyse ausgehen, geht un-
zweideutig hervor, dass Choleravibrionen dem Einfluss baktericider Sub-
stanzen in viel héherem Grade zuginglich sind als z. B. Typhusbacillen.

Mit dieser hoheren, sagen wir Affinitit zu Agglutinin und Bakteriolysin
stimmt im Sinne der Ehrlich’schen Theorie die Thatsache tiberein, dass
man mit Choleravibrionen leichter hochwerthige Immunsera an Versuchs-
thieren herstellen kann als mit Typhusbacillen. Es mag so auch verstind-
lich erscheinen, dass Unterschiede in der Aviditit der Receptoren bei den
verschiedenen Choleraculturen in dem betreffenden Serum nicht secharf zum
Ausdruck kommen. Auch die mit schwachen Affinitdten versehenen Receptoren
regen starke Antikdrperbildung an, so dass das Serum, einerlei mit welcher
Cultur es hergestellt ist, eine ziemlich gleichmissige Zusammensetzung hat.

Aus dem Zusammenwirken der beiden Factoren: reichliche Bildung
von Antikdrpern gegen die mit verschiedenster Aviditdt ausgestatteten
Receptoren der Choleravibrionen einerseits — leichte Beeinflussbarkeit
durch geringe Antikorpermengen andererseits, erkliren wir uns die geringen
Unterschiede, die bei der Agglutination und bei baktericiden Versuchen
mit Choleravibrionen zwischen den einzelnen Stimmen und Serumproben
im Gegensatz zum Resultat der Bindungsversuche zu Tage treten. Die

1A a O
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Unterschiede im Receptorenapparat von Choleravibrionen, wie sie durch
Bindungsversuche aufgedeckt werden konnten, bleiben bei der Auswerthung
durch agglutinirende oder baktericide Cholerasera aus den angefithrten
Grinden oft verborgen. :

Dass sie nicht in allen Fillen verdeckt bleiben, wurde schon erwahnt.
Auch bei Choleravibrionen wurden ja schon geringe Unterschiede in der
Beeinflussharkeit der einzelnen Stimme beobachtet. Wir erinnern nur
an die Arbeiten von Gruber und Durham?, Kolle, Gotschlich,
Hetsch, Otto und Lentz? Pfeiffer® und unsere eigenen oben mit-
getheilten Versuche. In unseren Fillen konnten die Unterschiede auf
Differenzen in den Affinititsverhdltnissen der einzelnen Culturen zurfick-
gefiihrt werden. Immer aber sind die Unterschiede im Grade der Be-
einflussbarkeit sehr gering.

Im Gegensatz dazu verhalten sich verschiedene Typhusculturen zum
Theil recht different gegeniiber agglutinirenden und baktericiden Typhus-
seris. Die Unterschiede im Receptorenapparat treten hier schon bei der
Auswerthung gegen specifische Sera deutlich zu Tage und werden darch
die Bindungsversuche lediglich bestitigt, wie das die Untersuchungen von
Wassermann % Cole?, Walker®, Falta und Noeggerath’? darthun.
Die von diesen Autoren gemachten Beobachiungen stehen mit der
schwereren Beeinflussbarkeit der Typhusbacillen durch Immunsera in
vollem Einklang.

Noch weniger leicht wie die Typhusbacillen sind Coli- und Dysenterie-
bakterien der Agglutination und Bakteriolyse zuginglich. Dementsprechend
treten die Unterschiede im Receptorenapparat dieser Bakterienarten bei der
Agglutination und im Pfeiffer’schen Versuche noch markanter hervor,
wie beim Typhusbacillus. Beim Baeterium coli haben Wassermann?,
Totsukas, Rothberger® und Radeziewsky %, bei Dysenteriebakterien
Shigall, Eisenberg?!® und Hiss!® diese Verhéltnisse studirt.

1A a O ? A a O 8 A a O

4 Koch’s Festschrift. — Centralblatt fiir Balkteriologie. Ref.

5 Diese Zeitschrift. Bd. XLVL _
8 Journal of Pathol. and Bacteriol. Ref. Centralblatt f. Bakteriol, Bd. XXXL
7 Deutsches Archiv fir klin. Medicin. 1905.

8 Diese Zeitschrift. Bd. XLV.

® Ebenda. Bd. XXXIV.

10 Ebenda. Bd.XXXIV.

1 Ebenda. Bd. XLI,

2 Wiener klin. Wockenschrift. 1904.

18 The Journ. of Med. Research. Vol. XIIL 1.



UBER DIE BINDUNGSVERHALTNISSE DER (HOLERAVIERIONEN. 481

Aus den Versuchen aller der genaunten Autoren ergiebt sich, dass
bel Typhus-, Coli- und Dysenteriebacillen die Differenzen im Receptoren-
apparat der einzelnen Culturen schon bei der Auswerthung gegen speci-
fische agglutinirende und baktericide Sera deutlich in Erscheinung treten.
Bindungsversuche soweit sie gemacht wurden, bestatigten hier lediglich
diesen Befund. Bei Choleravibrionen dagegen bleiben die Differenzen im
Bau der einzelnen Stdmme bei der Agglutination und bei baktericiden
Versuchen im Allgemeinen verdeckt und treten erst hbei Bindungs-
versuchen zu Tage.

Wir sind am Ende unserer theoretischen Erdrterungen angelangt. Sie
sollten zeigen, dass die Ansicht, welche wir uns vom Receptorenapparat der
Choleravibrionen gebildet haben, mit allen Beobachtungen, die bisher tiber
die Tmmunititsreactionen der Koch’schen Vibrionen gemacht wurden, im
Einklang steht. Die Annahme gleichartiger aber mit verschiedenen Avidi-
titen ausgestatteter Receptoren fir alle Choleraculturen erscheint daher
nach dem heutigen Stande des Wissens am besten fundirt. Wir glaubten
etwas ausfithrlich werden zu miissen, da einer zureichenden Erklirung
fir die von uns gemachten Beobachtungen mancherlei Schwierigkeiten
entgegenstanden und andererseits die bei Choleravibrionen aufgedeckten
Verhiltnisse bis zu einem gewissen Grade eine Uebertragung auf andere
Bakterienarten gestatten. Veranlasst wurden die eingehenden Betrach-
tungen durch den schroffen Gegensatz, in den sich die Resultate von
Bindungsversuchen mit Choleravibrionen zu dem bisher beobachteten
ausserordentlich einheitlichen Verlauf ibhrer Immunitatsreactionen stellten.
BEs seien daher noch einige Bemerkungen tber den Werth von Bindungs-
versuchen fiir die Bakteriendifferenzirung, speciell fir die Choleradiagnose,
angefugt.

Im Allgemeinen wird man Bindungsversuche bei der Choleradiagnose
ganz entbehren konnen. Die Immunititsreactionen verlaufen bei Cholera-
vibrionen so streng specifisch, dass eine Abtrennung der echten Koch’-
schen von choleraihnlichen Vibrionen bisher stets mit Leichtigkeit ge-
lungen ist. Wir verweisen in diesem Sinne nur auf die umfassenden
Untersuchungen, die Kolle und Gotschlich? bei der #gyptischen
Epidemie im Jahre 1902 angestellt haben. Sie haben unzweideutig dar-
gethan, dass im Besonderen der Agglutinationsprobe mit hochwerthigem
Serum eine ausschlaggebende Bedeutung fiir die Choleradiagnose zukommt.
Will man aber bei fraglichen oder aus einem bestimmten Grunde be-
sonders interessanten Calturen Bindungsversuche mit in den Kreis der
Untersuehungen ziehen, so ist bei der Beurtheilung der Resultate grosste
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Vorsicht geboten. Vor Allem darf man aus einem negativ ausgefallenen
Bindungsversuch — wenn also das mit der fraglichen Cultur abgesittigte
Serum nicht an Titer gegeniiber echten Choleraculturen eingebiisst hat —
-niemals den Schluss ziehen, die fragliche Cultur sei keine Choleracultur.
Mbglich ist es natiirlich, dass es sich in diesem Falle um einen cholera-
ahnlichen Vibrio handelt. Ebenso gut aber besteht die Moglichkeit, dass
man es mit einem echten Choleravibrio zu thun hat, der nur zufallig
andere Affinitifsverhiltnisse aufweist als die Controlecultur. Wie sehr
man Tduschungen bei Bindungsversuchen ausgesetzt sein kann, moge
folgendes Beispiel lehren: Die Cultur Hahn ist entsehieden etwas weniger
leicht agglutinabel als die anderen Culturen unserer Sammlung; man
konunte sie daher als eine fragliche Choleracultur bezeichnen. Zur Sicher-
stellung der Diagnose macht man nun Bindungsversuche und werthet
das abgesittigte Serum nicht nur gegen einen, sondern, um ganz sicher
zu gehen, gegen zwanzig echte Choleraculturen aus. Nimmt man zu
diesen Versuchen nun zufallig Culturen aus den Gruppen 19, 74 oder 55,
so wird man niemals eine Abnahme des Titers durch die Bindung mit
der fraglichen Cultur constatiren konnen. Man konnte daher leicht ver-
sucht sein, den Stamm Hahn nicht fiir eine echte Choleracultur zu halten
und wiirde damit eine Fehldiagnose stellen. Wir halten es fiir ungleich
sicherer, mit einer fraglichen Cultur (derartige Culturen sind tbrigens
grosse Seltenheiten) ein kiinstliches Immunserum herzustellen und dies
gegen echte Choleravibrionen auszuwerthen. In unserem Beispiel wiirde
dadurch Cultur Hahn sofort als echte Choleracultur unzweideutig identi-
fieirt sein.

Ob bei anderen Bakterienarten Bindungsversuche uns in der Pricision
der Diagnose weiter bringen als Agglutinations- und baktericide Versuche,
wie dies Wassermann ! angiebt, darfiber fehlen uns zur Zeit noch aus-
gedehntere Erfahrungen. Nach dem oben skizzirten Versuch mit den
beiden Typhuseulturen 126 und 151 scheinen aber wenigstens bei Typhus-
bacillen die Verhiltnisse noch complicirter zu liegen als bei Cholera-
vibrionen. Auch dem Castellani’schen Versuch wird man mit Rieksicht
auf die bei Choleravibrionen erhobenen Befunde nicht mehr volle Beweis-
kraft zuerkennen kdnnen.

1A, a O,



UBER DIE BINDUNGSVERHALTNISSE DER CHOLERAVIBRIONEN. 483

Schlusssitze.

1. Macht man Bindungsversuche mit Choleravibrionen und werthet das
‘mit ihnen abgesittigte Choleraserum in Agglutinations- oder baktericiden
Versuchen gegen verschiedene Cholerastimme aus, so zeigen sich zwischen
den einzelnen Culturen deutliche Differenzen.

2, Sammtliche Choleraculturen werden von den nicht abgesittigten
hochwerthigen bactericiden und agglutinirenden Cholerasera annihernd
gleich hoch beeinflusst. Dem Verhalten bei den Bindungsversuchen ent-
sprechende Unterschiede in der Beeinflussharkeit der einzelnen Stimme
werden hier nicht deutlich beobachtet. Verschiedene Sera, auch solche
die mit Culturen hergestellt sind, die sich im Bindungsversuch sehr
different verhalten haben, zeigen beim Austitriren gegen die einzelnen
Stimme keine deutlichen Unterschiede.

8. Die Annabme eines allen Choleraculturen gemeinschaftlichen
Grundreceptors und verschiedener differenter Partialreceptoren vermag
diesen Contrast zwischen dem Resultat der Bindungsversuche einerseits
und dem Ausfall der Serumauswerthung andererseits nicht zu erkliren.

4. Die Theorie dagegen, dass alle Choleraculturen dieselben Receptoren
in ungefihr gleichem Verhaltniss besitzen, dass aber die Aviditit der einzelnen
Receptoren zu den Antistoffen des Choleraserums bei den verschiedenen
Culturen verschieden ist, steht mit allen Versuchsresultaten im Einklang
und erklirt sie zwanglos.

5. Choleradhnliche Vibrionen werden von baktericiden und aggluti-
nirenden Cholerasera, wenn tberhaupt, nur in ganz geringem Grade be-
einflusst und umgekehrt.

6. Choleraihnliche Vibrionen sind nicht im Stande, aus beliebigem
Choleraserum die fir echte Koch’sche Vibrionen spezifischen Antikdrper
zu binden.

1. Die Receptoren choleradbnlicher Vibrionen sind von denen echter
Choleravibrionen ganz verschieden. Choleraihnliche Vibrionen haben, wenn
iberhaupt, nur einige wenige Receptoren mit Choleravibrionen gemeinsam.

8. Der Receptorenapparat der Choleravibrionen ist bei allen Culturen
gleichartic und gegeniiber choleraihnlichen Vibrionen streng specifisch

gebaut.
31%
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9. Virulenz einerseits, bindende und immunisirende Kraft andererseits
stehen bei Choleraculturen in keinerlei Zusammenhang.

10. Fir die praktische Choleradiagnose ist die Auswerthung verdachtiger
Culturen mit hochwerthigen Choleraimmunsera daswichtigste Differenzirungs-
mittel. Im Besonderen kommt hier die Agglutinationsprobe in Betracht. Bin-
dungsversuche sind fir die praktische Choleradiagnose werthlos. Vielmehr
ist es bei der Identificirung unsicherer Culturen rationell, mit ihnen kiinst-
liche Immunsera herzustellen und diese gegen verschiedene echte Cholera-
culturen auszuwerthen.
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