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Porque no conocié la minucia fué grande en la ciencia y en la vida. En
la ciencia fué un intuitivo y un fervoroso animador ; en la vida mantuvo, a través
de las vicisitudes de los trabajos y los afios, esa frescura infantil, esa ingenui-
dad insobornable, que recuerda — por analogia — el efficiamini sicut parvult
del Evangelio. Por eso fué grande y atrajo sobre su persona, como un signo de
contradiceién, aplausos y vituperios. Quienes pudieron comprender la potencia
creadora de si talento, la intuicidn certera con que encaraba todos los grandes
problemas de la. inmunologia contemporénea, la prodigiosa erudicién que de-
mostraba, su inagotable aptitud para el trabajo, su perseverancia y el impetu
estimulante para templar y orientar a sus miltiples discipulos, no amenguaron
el elogio ni mutilaron su admiracién por el maestro. ;Qué importaban — con-
templados en esa perspectiva de méritos — algunos errores pequefios deslizados
en ciertag ocasiones?

Sus eolaboradores en el Instituto Bacteriolégico pueden dar este testimonio
que su fama universal, por otra parte, confirma. Porque no.sélo fué el organi-
zador de esta casa y la fuerza dominadora que ha permitido ulteriores perfeccio-
namientos, sino que puede afirmarse, en general, que fué el principal maestro
y propulsor de la Bacteriologia en la Republica Argentina. Por eso nos senti-
mos obligados a rendirle el homenaje de nuestra gratitud. ForLia BroLogica,
en su cardcter de publicacién de nuestra casa, se asocia a esta manifestacién.
Manifestacion de profundo dolor ante la desaparicién del maestro. Expresién
de genuino reconocimiento ante el balance estricto que certifica nuestra deuda
inmensa.
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Aus dem staatlichen Institute fir Herstellung von Diphtherieheil-serum.
Leiter: Prof. R. Paltauf.

Ueber specifische Reactionen in keimfreien Filtraten aus Cholera,

Typhus und Pestbouillonculturen, erzeugt durch homologes Serum *.

Von Dr. RUDOLF KRAUS
Assistenten am Institute

Issagrr und Ivanov, Gruskr und DuruAM, Preirrer lehrten uns in der
Agglutination eine Reaction kennen, welche sich von weitragender Bedeutung
fiir die medizinische Bacteriologie erwiesen hat.

Der Hauptwert dieser Reaction liegt darin, dass wir eine Methode besitzen,
welche an Exzctheit einer chemischen Reaction nicht nachsteht.

Avusserdem beweist diese Reaction die Specificitit der pathogenen Mikro-
organismen, sie ist zum Ausgangspunkte einer neuen Systematik in der Bacte-
riologie geworden und begriindete die Serumdiagnostik.

Die spateren Arbeiten tiber Agglutination haben sich mit der praktischen
Verwertung dieser Reaction beschaftigt. Ueber das Wesen der Agglutination
sind unsere Kenntnisse seit der Entdeckung der Reaction micht besonders ge-
fordert worden.

Anfangs hat sich Gruser die Vorstellung gebildet, dass unter dem
Finfluss  des specifischen Serums die Hiillen der Bakterien aufquellen,
klebrig und durch ihre klebrige Oberfliche zusammengeballt werden. GRUBER
hilt die Quellung als eine Art Préparation der Mikroorganismen fiir das An-
greifen der baktericiden Stoffe des Organismus.

Diese Annahme GrUBER’s ldsst sich jedoch nicht ganz aufrecht erhalten.
Trotzdem es in letzter Zeit RoeER ? gelungen ist, eine Quellung des OQidium al-
bicans unter Einfluss des Serums zu beobachten, konnten die von GrUBER ange-
nommenen Verdnderungen bei Typhus nicht gefunden werden. Die aggluti-
nierten Bacillen nehmen gut Farbstoffe auf, sie zeigen keine Formveréinderun-
gen, ihre Geisseln lassen sich darstellen. Auch lassen sich die agglutinierten
Bacillen fortziichten.

Borprr 3 fasst die Agglutination als einen Prozess auf, welcher durch Mo-
lecularattraction zu erkldren wire.

Die Agglutination wurde bisher als eine vitale Function der Mikroorganis-
men angesehen, man glaubte, dass das Serum nur auf lebende Bakterien wirken
konnte.,

Erst WmasL?* hatte den Nachweis erbracht, dass die Reaction auch wmit
abgetodteten Bakterien zu Stande kidme.

Die bei 56 ° abgetodteten Typhusbacillen wurden in vitro durch das Ty-
phusserum ebenso typisch ausgefallt und agglutinirt, wie die lebenden. Die
bei einer hoheren Temperatur abgetddteten Bakterien sind zur Reaction nicht
geeignet.

1 Als Vorldufige Mitteilung vorgetragen in der k. k. Gesellschaft der Aerzte am 30.
April 1897,

2 ROGER, Revue gén. de sciences. 1396,

3 BorpET, Annales de 1’Institut Pasteur. 1896, N©¢ 4.

4 WIpAr, La semaine med. 1897, Ne¢ 5,
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Diese Tatsache, dass auch die abgetddteten Typhusbacillen agglutinirt wer-
den konnen, bedeutet fiir die Lehren von der Agglutination und fiir die Praxis
der Serumdiagnostik einen Fortschritt.

Diese Angaben Wmar’s kann ich fiir Typhus und Cholera bestitigen.

Wmar’s Befund und die Entdeckung E. Bucmner’s® iiber Gdhrung mit
Zymose (die bei hohem Druck verfliissigte Hefe) bilden. den Ausgangspunkt
fir die folgenden Versuche.

Es lag nach dem Vorliegenden der Gedanke nahe, dass auch die Lisungen
der irgendwie aufgelosten Bakterienleiber mit spec1flschem Serum Spee1f1sehe~
Reactionen geben konnten wie die Culturen selbst.

Die Untersuchungen Wurden zuerst mit Cholera vorgenommen.

Aus besonderen Griinden wurde zuerst mit keimfreien Filtraten der Cho-
lerabouillonculturen begonnen.

Verschiedenalterige Cholerabouillonculturen wurden durch Bakterienfilter
(Puran) filtrirt. Die klaren Filtrate wurden sowohl durch Impfung als durch
Stehenlassen des Filirates bei 37° auf Sterilitdt gerprift.

Nachdem sie sich als steril erwiesen hatten, wurden verschiedene Mengen
von gleichfalls sterilen Choleraserum (Ziegenserum) zugesetzt und in den Brut-
ofen (37°) gestellt.

Innerhalb 24 Stunden konnte man Folgendes beobachten :

Die Filtrate, welche mit specifischem Serum versetzt waren, triibten sich, -

es bildeten, sich kleine Flocken, wilche sich zn Boden setzten. Es blldet sich ein
Bodensatz, die Fliissigkeit dariiber ist vollkommen Kklar.

Die Triibung der Fliissigkeit kann schwach oder stark ausfallen. Der Boden-
satz kann reichlich oder spérlich sein. Wovon diese Ungleichméssigkeit der Reac-
tion abhéngt, konnte nicht ermittelt werden. Manchmal geben Filtrate, selbst
in grossen Mengen genommen, auch bei Zusatz von viel Serum keine Reaction.
‘Was das Aussehen und die Beschaffenheit des Bodensatzes betrifft, so ist der-
selbe granweiss, briunlich, ziemlich cohdrent, 1asst sich aufbeuteln, triibt dann
die Bouillon und setzt sich wieder rasch ab.

Die chemische Untersuchung des Niederschlages, welche ich im chemischen
Laboratorium des Herrn Dr. FreuND ausgefiihrt habe, ergibt, dass derselbe aus
zweil HKiweisskirpern besteht, wovon der eine die Reactionen der Alkalialbumi-
nate, der andere die der Peptone gibt.

Um die Specificitit des Niederschlages sicher festzustellen, wurden Con-
trolversuche mit den Filtraten, in denen Niederschlige mit specifischen Serum
entstanden sind, mit heterologem Serum angestellt.

Es wurde zuam Cholerafiltrat Typhus, Coliserum (Ziegenserum), normales
Pferdeserum  Diphtherie, — Cholera, — Antistreptococcenserum (Pferdese-
rum), normales Menschenserum in verschiedenen Mengen zugesetzt und nie-
mals konnten Niedersehlige beobachtet werden, wie sie bei den Cholerafiltraten
bei Zusatz von Choleraserum auftraten. Die versechiedenen Controlproben
blieben auch nach 24 Stunden bei 37° vollkommen klar,

Aus diesen Versuchen habe ich in der vorldufigen Mitteilung geschlossen,
dass in keimfreien Filtraten der Cholerabouillonculturen bei Zusatz von speci-
fischem Serum (gewonnen durch Immunisirung mit Choleraagarculturen) spe-
cifische Niederschldge entstehen kinnen. Diese Reaction ist ebenso specifisch wie
die Agglutination mit lebenden oder abgetodteten Culturen.

Ob die Substanzen in den Filtraten, welche mit dem specifischen Serum
ausgefillt werden, Zerfallsprodukte der Bakterienleiber sind, habe ich damals
nicht entscheiden konnen und es blos als wahrscheinlich hingestellt.

5 E, BUCHNER, Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft. 1897,
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Einen directen Beweis fiir diese Annahme glaube ich durch folgenden
Versuch erbracht zu haben.

Es wurden Choleraleiber, welche teils aus Agarculturen, teils durch Filtra-
tion der Bouillonculturen gewonnen wurden, mit Glasstaub vermengt und dem
Druck von- 300 Atmosphiren ausgesetzt.

Die gepresste Masse wurde mit alkalisecher Bouillon verdiinnt und durch
Balkterienfilter filtrirt. Das Filtrat wurde auf Sterilitdt gepriift und nachher
ebenso mit. Choleraserum versetzt wie die Filtrate aus Cholerabouillonculturen.

Im Verlauf von 24 Stunden bei 37° konnte man das Auftreten von Triibung
und Niederschlagsbildung beobachten,

Dasselbe Resultat konnte durch eine Modification des Versuches erzielt
werden,

Es wurden Choleraculturen (zweitdgige) von Agarplatten abgeschabt, bei
37° bis zur Trockenheit gelassen und dann in schwach alkalischer Bouillon geldst.
Die Liosung wurde durch Bakterienfilter filtrirt. Die sterile Liosung wurde mit
Choleraserum versetzt.

Das Resultat war dasselbe wie mit den Filtraten aus den Cholerabouilloneul-
turen und aus den gepressten Culturmassen.

Durch diese Versuche wurde also nachgewiesen, dass die mit Choleraserum
ausgefillten Substanzen der Filtrate der Cholerabowillonculturen als directe
Stoffe der Vibrionenkiérper anzusehen sind.

Dadurch wurde zugleich bewiesen, dass die Specificitit des Serums nicht
qur fir die geforméen Bakterien (lebende oder abgetiodiete) besteht, sondern
auch fiir die in Lisung gebrachien Bakterienlesber.

Die Arbeiten von WmaL® Levy und Bruns” kGnnen als weitere Beweise
fir die letzteren Schliisse verwertet. WAL und spater LEvy und Bruns
konnten mit den keimfreien Filtraten aus Typhus — und Cholerabouilloncul-
turen Tiere immunisieren und erhielten ein Serum mit agglutinirenden Eigen-
schaften, wie jenes, welches mit Agarculturen gewonnen wurde. Es war hiemit
ebenfalls bewiesen, dass die Filtrate Substanzen enthalten, welche den Bakte-
rienkorpern angehdren dirften.

Dieselben specifischen Reactionen wie mit Coleraserum auf keimfreie Fil-
trate von Cholerabouillonculturen konnten auch mit Typhusserum auf keim-
freie Filtrate aus Typhusbowillonculturen und mat Pestserum auf Filirate der
Pestbouwillonculturen beobachten werden.

Die Triibungen und Niederschlige sind dhnlich denen bei den Cholerafil-
traten beschriebenen. Die Reaction fallt einmal stdrker, das andermal schwé-
cher aus und kann ausbleiben. Die Bedingungen fiir dieses Verhalten konnten
auch nicht festgestellt werden. Die Controlversuche mit heterologen. Serumar-
ten fielen negativ aus.

Einen analogen Versuch, wie mit den Colerakorpern zur Identitdt der -aus-
fallbaren Substanzen im Filtrat, habe ich mit den Pestculturen gemacht.

Die Pesteultur (zweitigig) wurde von der Agarplatte abgeschabt, bei
B7° getrocknet, in schwach alkalischer Bouillon gelost. Die Lidsung durch Pu-
kal filtrirt. Die sterile Liosung mit Pestserum (Pferdeserum) versetzt.

Dags Resultat war dasselbe wie bei der Cholera.

Es ware noch darauf hinzuweisen, dass zum Erzeugen von diesen Triibungen
und Niederschligen grossere Mengen von Serum notwendig sind als fiir die
Agglutination mit Culturen. Ein quantitatives Verhiltnis konnte ich hiebei nicht
feststellen. Die Menge der Zerfallsprodukte der Bakterienleiber in den Fil-
traten ist wahrscheinlich sehr ungleich, abhiingig vielleicht von der Virulenz
der Cultur, dem Alter und Alkalescenzgrad der Bouillon. Es diirfte moglicher-

6 WipaL und SICARD, Annales de 1’Institut Pasteur. 1897, cid.
7 Levy und BRuUNS, Berliner klinische ‘Wochenschrift. 1897. N¢ 23,
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weise darin ein Grund fir die Variabilitit der Starke der Niederschlige und
fir das eventuelle Ausbleiben der Reaction zu suchen sein. Ob die wechselnde,
haufig fehlende Giftigkeit der Cholerafiltrate damit in wurslchlichen Zusam-
menhang gebracht werden kann, soll eine spatere Arbeit zu beweisen versuchen.

Prof. Pautaur  hat auf Grund dieser Versuche den Mechanismus der Ag-
glutination der unbeweglichen Mikrorganismen zu erkldren versucht.

Ob Filtrate von Toxin producirenden Balterien bel Zusatz von specifischen
Serum (gewonnen mit Toxinen) Niederschlige zu bilden im Stande sind, sollte
durch folgenden Versuch festgestellt werden. Xeimfreie Filtrate von Diphthe-
riebouilloneulturen wurden mit antitoxischem Serum (Pferdeserum) in ver-
schiedenen Mengen versetzt. Nach 24 Stunden bei 37° waren die Filtrate mit
specifischem Serum vollkommen klar geblieben. Die Controlproben des Fil-
itrates mit Zusatz von Cholera —, Typhus, Coliserum (Ziegenserum), Antistrep-
tococcenserum (Prferdeserum), geben ebenfalls keine Reaction.

Diese Versuche lassen folgende Schliisse zu:

1. In keimfreien Filtraten aus Cholera —, Typhus —, Pestbouilloncul-

Hauren konmen ber Zusatz von homologen Serwm specifische Niederschlage en-

stehen,

2. Die Substanzen, welchen in den Filtraten mit homologuen Serum aus-
gefillt werden, gehidren den Bakterienleibern an.

3. Keimfreie Toxine (Diphterietoxine) geben ber Zusatz von homologen
Antitoxinen keine specifischen Reactionen.

8 PALTAUF, Wiener klinische Wochenschrift, Protokoll der Gesellschaft der Aerzte. 6.
‘Mai 1897.

En homenaje a la memoria del ilustre sabio, FOLIA BIOLOGICA se honra em re-
producir este trabajo, uno de los primeros y mis importantes del Prof. Kraus. (N. de Ia R.).

Instituto del Estado para la preparacidn del suero antidifiérico.
Director: Prof. R. PALTAUF.
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Acerca de las reacciones especificas provocadas por suero homélogo
en los filtrados, exentos de gérmenes, de cultivos de célera,
tifus v peste en caldo®

Por el Dr. RODOLFO KRAUS

Asistente del Instituto

Issagr e IvaNOFF, GRUBER y DurHAM, Prmirrer nos han dado a conocer
con la aglutinacién una reaccién que posee extraordinaria importancia para
1a bacteriologia médica.

El principal valor de esta reaccién reside en su exactitud, que no va en
zaga a la de una reaccién quimica.

1 Ver comunicacién previa, leida en la k. k. Gesellschaft der Aerzte; el .30 de abril
1897. Wiener klinische Wochensehrift. Tomo X, n° 18, pag. 431, Wien 1897,
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