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BAND X 1319 , HEFT 1

Studien iiher die Ermittiing des Eigehaltes in Nahrungsmitteln
auf préizipitometrischem Wege.
Von Dr.J. THONL

(Arbeit aus dem Laboratorium des Schweizerischen Gesundheitsamtes,
Yorstand: F, Schaffer.)

Im Jahre 1900 ist von Fhrlich, Myers und Ullenhuth*) festgestellt
worden, dass nach Vorbehandlung von Kaninchen mit Hithnereiweiss in dem
Serum dieser Tiere spezifische Priizipitine fiiv Eiereiweiss auftreten, und drei
Jahre spiter zeigt Uhlenbuth *), dass in analoger Weise mit Eigelblosungen
spezifische, gegen Kigelb gerichtete, Antiseren erzeugt werden konnen.
Diese biologischen Hiweissreaktionen haben besonders deshalb ein grosses
Interesse erweckt, weil sie sich ausser durch die Spezifitiit durch eine sehr
hohe, die bisher gebriduchlichen chemischen Eiweissreaktionen weit iiber-
treffende Empfindlichkeit auszeichnen,

Uhlenhuth und nach ihm eine Reihe weiterer Autoren bedienten sich
dieser Ki-Antiseren bei der Priifung von im Handel befindlichen und von
ihnen selbst hergestellten Nihrmitteln. Uebereinstimmend wurde hierbei
gezeigt, dass die Eierpridparate als solche biologisch zu ermitteln sind und
bei den Nichteipriparaten das Fehlen der Eisubstanzen mit Sicherheit nach-
zuweisen ist. :

In der Folge ist dann versucht worden, diese biologische Reaktion
(Prézipitinreaktion) auch fiir die quantitative Ermittlung der Eisubstanzen
zu verwenden. Kine erste Arbeit aus dem Jahre 1906 stammt von A. Schulz3).

' Zitiert nach Uhlenhuth und Weidanz, Praktische Aunleitung zur Ausfiihrung des
biologischen- Fiweissdifferenzierungsverfahrens. Verlag G. Fischer, Jena.

! Miinchner med. Wochenschrift 1903, 50, Nr. 5.
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Der (lenannte hatte bereits frither eine Methode fiir quantitative Blutbe-
stimmungen ausgearbeitet und diese dann auf das Gebiet der Nahrungs-
mittelkontrolle zu iibertragen versucht. Als Priifungsmaterial beniitzte er
Hithnereigelb und Pferdefleisch. Wihrend die Ergebnisse mit Pferdefleisch
sehr befriedigend ausfielen, erwiesen sich die Eiweisskorper des Eigelbes
als ausserordentlich labil. So ergab Eierkognak am dritten Tage nach seiner
Herstellung noch ein zutreffendes Resultat, 11 Tage spéter schon nicht
mehr; er erhielt ein nur noch etwas mehr als #4 der urspriinglichen Eigelb-
menge entsprechendes Versuchsresultat. Eiernudeln gaben nach 10 Wochen
; des urspriinglichen Eigelbes, nach 17 Wochen nur noch ‘/z7. Schulz
bemerkt zu diesen Befunden: «Es tritt darnach innerhalb der Eiernudeln
und des Eierkognaks im Eiweissmolekiil des Eigelbes alsbald eine Auf-
spaltung ein, die eine Abnahme an priizipitinbindenden Eiweisssubstanzen
und damit auch eine Abnahme des Priizipitats selbst zur Folge hat. Da das
zur Untersuchung kommende Material an Eiernudeln und Eierkognak wohl
immer #lter als einige Tage sein diirfte, eignet sich die Methode fiir die
Untersuchung dieser Nahrungsmittel also nicht.»

Im Jahre 1913 berichten Arragon und Bornand '), dass die Analyse der
Eierteigwaren auf biologischem Wege viel schneller ausfithrbar sei und weit
bessere Resultate ergebe als die offiziellen analytischen Methoden. Die Verfasser
bedienten sich eines Eiklarantiserums (Titer 1 : 50 000), das durch subkutane
Behandlung eines Kaninchens mit geschlagenem Eiweiss gewonnen war.®)

Weiterhin hat sich noch (Gothe 3) mit der quantitativen Bestimmung der
Eisubstanz in Teigwaren befasst. Abweichend von der bisher geiibten Me-
thodik, Kaninchen entweder mit Eiklar oder Eigelblosung zu immunisieren
und mit den erhaltenen Antiseris auf den betreffenden Hibestandteil der
Vorbehandlung zu priifen, verwendet dieser Autor fiir die Hauptversuche
Hiihnereiantisera von Kaninchen, welche mit Gesamteisubstanz vorbehandelt
worden waren. Ferner werden die Priizipitatwerte volumetrisch bestimmt,
wozu er Zentrifugengliser beniitzt, die den von mir bei der serologischen
Honigpriifung eingefiihrten Mellimetern sehr ihnlich sind.

Bei 6 vom Verfasser selbstbereiteten Teigwarenproben, wovon 5 ab-
gestupfte Mengen von Hisubstanz erhalten hatten, sind folgende Prizipitat-

mengen erhalten worden: Priizipitat in mm®
1. Eiernudeln, auf 1 Pfd. Mehl 100 g Hiihnereisubstanz *) - 32,5
9 » T » 75 » » ==.295

) Chem. Ztg. 1913, 37, 1345.

% Thre Bewertung der biologischen Befunde ist also insofern cine irrtiimliche, als
hieraus nicht auf den Gresamteigehalt geschlossen werden darf, sondern allein auf den Ki-
klargehalt.

%) Z.U.N. G. 1915, 30, 389.

%) Nach dem Beschluss der Versammlung der freien Vereinigung deutscher Nahrungs-
mittelchemiker (1902) darf als Eierteigware nur ein Erzengnis angesehen werden, bel dessen
Herstellung auf je 1 Pfd. Mehl die Eimasse von mindestens zwei Eiern durchschuittlicher
Grisse Verwendang fand.



Prizipitat in mm?

3. Eiernudeln, auf 1 Pfd. Mehl 50 g Hiihnereisubstanz — 18,0

4. » 18 e » 25 » » =— 10
5. » e > 10 » » = 4.0
6. Wassernudeln = ()

Von 20 im Handel befindlichen Eierteigwaren haben 9 Proben iiberhaupt
keine und 4 nur Spuren von Prizipitat ergeben, bei 5 Proben betrug die
Prizipitatmenge 1,5—5,0 und bei 2 Proben 10,5—15,0 mm3, Gothe hilt eine
gesonderte Priifung auf Eigelb und Eiklar bei Ausiibung der praktischen
Kontrolle nur dann fiir notwendig, wenn die Forderung auf Anwesenheit
des Mindesteigehaltes in Teigwaren erfiillt ist, d. h. wenn mit dem Gesamt-
eiantiserum die Priizipitatwerte von Priifungs- und Kontrollware (Standard-
ware) iibereinstimmen. In diesem Falle empfiehlt er die Reaktion mit einer
L : 250 verdiinnten Teiglisung unter Verwendung eines Eiklar- und eines
Higelbantiserums (Titer 1:10000) nach der Schichtmethode vorzunehmen.

Wie die vorstehenden Ausfithrungen zeigten, haben die Untersuchungen
ither die Verwendung der Prizipitinreaktion zur quantitativen Bestimmung
der Hisubstanzen nicht durchwegs zu gleichsinnigen Ergebnissen gefiihrt.
In Anbetracht der Wichtigkeit dieser Frage besonders fiir die Kontrolle
der Eierteigwaren muss daher eine Abklirung der bei den bisherigen Priifungs-
ergebnissen aufgetretenen Widerspriiche als wiimschenswert erscheinen.

Fiir meine Untersuchungen verwendete ich sowohl Gesamtei- wie auch
Eiklar- und Eigelbantiseren. Zu ihrer Gewinnung dienten Kaninchen, die
in iiblicher Weise intravenss oder subcutan gewdhnlich mit 5—109 igen
Aufschwemmungen (in physiologischer Kochsalzlosung) der Hithnereisubstanzen
vorbehandelt wurden.

Das Tmpfmaterial zur Bereitung von Eiklar- und Eigelbantiseren wurde
nach der Methodik von Uhklenhuth gewonnen: das Hiklar wird sorgfiltig
abgegossen und das Kigelb in verfliissigte (felatine eingebettet. Nach dem
Erstarren der Gelatine kann das Dotter mittels Pipette rein entnommen
werden. Bei Verwendung von Gesamteisubstanz als Injektionsmaterial war
dieselbe zunsichst lingere Zeit kriiftig geschiittelt worden, um ein nniges
Vermischen von REiklar und Eigelb herbeizufihren Ausser den Frischei-
substanzen beniitzte ich als Impfmaterial auch getrocknetes Eiklar und Ei-
gelb. Das Trocknen desselben war im Brutschranke hei 38—40° C. vorge-
Dommen worden. Nach 4—5maliger Verabreichung des Impfmateriales in
Intervallen von 4—7 Tagen erreichte das Serum im allgemeinen einen Titer
von 1:20000 bis 1:50000. Die Tiere wurden dann 7—10 Tage nach der
letzten Kinspritzung entblutet und das Serum durch sterile Berkefeldkerzen
filtriert, unter aseptischen Kautelen in braune Reagenzgliser abgefiillt und
zugeschmolzen im Eisschranke aufbewahrt. In vereinzelten Seren stellte sich
nachtriglich Tritbung ein, welche indessen sehr leicht durch erneuertes
Filtrieren gehohen werden konnte. Zur Bestimmung der Prizipitatwerte
bediente ich mich des seinerzeit fiir die serologische Honigpriifung konstru-



ierten Mellimeters ') (Priizipitometer 2). Das Durchmischen der Reagenzien
-+ Antiseptikum (pro Rohrchen 1 Tropfen Toluol) im Priizipitometer geschah
mittels einer Kapillarpipette, wobei der Inhalt mehrmals aufgesogen 1ind
ausgestossen wurde. Die Prézipitometer wurden dann mit Gummistopfen
verschlossen, gewohnlich 5 Stunden bei 37°¢ C. gehalten, ihr Inhalt- noch-
mals mit Kapillarpipette gemischt und nachher bei einer Tourenzahl von
2000 pro Minute wihrend 10 Minuten geschleudert. Das Ablesen der Hohe
des Priizipitats bietet bei den jetzigen Priizipitometern keine Schwierigkeit
mehr, da der Hintergrund der Skala nicht mehr wie frither blau geféirbt ist.

I. Das prizipitometrische Yerhalten der Frischeisubstanzen.

A. Die Bindungsverhéltnisse zwischen Préazipitinen und Prazipitinogenen
der Eisubstanzen.

Die Bildung des Prizipitats in einem Gemisch von Antigenlosung und
homologem Antiserum wird bekanntlich auf die gegenseitige Reaktion zwi-
schen den spezifischen Substanzen, dem Priizipitinogen in der Antigenldsung
einerseits und dem Priizipitin im Antiserum anderseits, zuriickgefithrt. To-
rikata ®) hat gestiitzt auf umfangreiche Untersuchungen iiber die Bindungs-
verhéltnisse zwischen Prizipitinen und Prézipitinogenen bakteriellen Ur-
sprungs das Wesen der Préazipitation wie folgt charakterisiert: «Die spe-
zifische Priizipitation ist weder eine durch Antikorper verursachte Ausfillung
antigener Substanzen, noch eine durch Antigen herbeigefiihrte Abscheidung
des Antikorpers, sondern das sichtbare Resultat der gesetzmiissigen Bindung
zwischen Priizipitinogen und Priizipitin, wobei jedoch der Auntikérper —
oder die Biweisssubstanz mit Antikorpernatur — allein sichtbar in die Er-
scheinung tritt. Falls das Antigen auch sichtbar wird, bildet dieser Vorgang
doch nichts Wesentliches bei der Priizipitation.»

Wie ich bei den serologischen Honiguntersuchungen (1. c.) gezeigt habe,
verhdlt sich die Prézipitatmenge nur hei bestimmten Mengenverhéltnissen
der Reaktionssubstanzen anniihernd direkt proportional zur Prizipitinogen-
menge (Antigenmenge). Bei ausserhalb dieser Bindungsphase liegenden Mengen-
verhiltnissen konnen ganz verschiedene Quantitéten Prizipitinogene bei Ein-
wirkung auf eine konstante Dosis homologen Antiserums dieselbe Prizipitat-
menge geben, ferner kann sogar umgekehrt die kleinere Préizipitinogenmenge
das grossere Prézipitat bilden. Es geht hieraus hervor, dass fiir die Beur-
teilung prézipitometrisch ermittelter Werte die Kenntnis der Bindungsver-
hiltnisse der Reaktionssubstanzen notwendig ist.

Y Diese Mitt. 1911, 2, 80.

?) Da sich der «Mellimeter» allgemein als geeignetes Messinstrument fiir die quan-
titative Ermittlung von Priizipitaten erwiesen hat, so erscheint es angezeigt, die Bezeichnung
« Mellimeter» in « Priizipitometer»> abzuiindern. :

®) Torikata R., Koktopriizipitinogene und Koktoimmunogene. Verlag Akadem. Buch-
handlung Max Drechsel, Bern, 1917.



Zur Abklirung dieser Fragen bei den Hisubstanzen habe ich in einer
ersten Reihe von Versuchen die Einfliisse verschiedener Quantitiiten antigener
Substanz auf eine bestimmte Menge Antikorper und in einer zweiten Reihe
von Versuchen diejenigen verschiedener Antikorpermengen auf eine konstante
Dosis Antigen verfolgt. '

Die Gewinnung vollstindig klarer Antigenlosungen konnte bei Eigelb-
und Gesamteilssungen nur mittels Kieselgurfilter erreicht werden, wihrend
bei FKiklarlosungen gewthnliche Papierfilter geniigten. Zur Bereitung des
Kieselgurfilters wurde jeweilen 1 g ausgeglithte Kieselgur in ein wenig
physiologischer Kochsalzlosung aufgeschwemmt und auf eine mit Filtrier-
papier versehene Nutsche von ca. 4,8 ¢cm innerem Durchmesser gebracht.
Nachdem die Salzlosung abgesogen war und ca. 20 e¢m? der Ei- bezw. Ki-
gelblasung das Filter passiert hatten, wurde das fiir die Priifung zu ver-
wendende Filtrat aufgefangen. Bei der Filtration mittels Kieselgur bleibt
ein Teil des Antigens in der Filtermasse zuriick, wie untenstehende Versuchs-
ergebnisse mit Eiklar zeigen.') Da es sich hier um relative Werte handelt
und die Bereitung des Filters und die Filtration stets in gleicher Weise
vorgenommen wurden, so sind die Ergebnisse unter sich als Vergleichswerte
verwendbar., ,

Damit das Absetzen des Prizipitats unter gleichen Bedingungen erfolge,
ist bei der Priizipitometerie darauf Riicksicht zu nehmen, dass der Gesamt-
~inhalt der Prézipitometer eines Versuches derselbe sei. Das Auffiillen des
Prizipitometerinhalts auf dasselbe Quantum geschah jeweilen mit physiolo-
gischer Kochsalzlosung.

1. Der Prézipitationsverlauf bei steigendem Antigengehalte
und gleichbleibender Antiserumdosis.

w) Bei Eiklarantiserum.
Versuch 1.

Das hierzu verwendete Antiserum hatte bei der Titerbestimmung (Schicht-
methode) folgende Werte ergeben:

Anti- Kiklarverdinnungen (1 cm?) Physiol.
Jeruin 1 : S : SO ——-___| Kochsalz-
emt | 1:100 1 1:1000 ) 1:5000 1: IOOOOil :20000]1 :30000/1:50000{ lisung
e Rl e e
| | \ | ;

e
Eiklarmenge in g | Antiserum- [ Prizipitatmenge in mm®
o o P dosis Sl G
(i ECE phys. NaCl) cm?® Papieriiltration : Kieselgurfiltration
0,000 25 0,2 6,6 \' 4,2
0,000 50 0,2 10,5 : 7,5
0,001 0,2 19.5 10,8




Ueber das prizipitometrische Verhalten gibt Tabelle 1 Aufschluss.

Tabelle 1.

iklarmenge in g Antiserum- | Priizipitatmenge | Prizipitations-
(in 1 em® phys. NaCl) me]nf_::'v in mm? kotffizient Y
em
0,000033 0,2 1,50 45 000
0,00005 0,2 2,25 45 000
0,0001 0,2 4,50 45 000
0,0002 0,2 6,00 30 000
0,001 0,2 15,00 15 000
0,01 0,2 6,00 600

Die grosste Prizipitatmenge ist mit 0,001 g erhalten worden. Hierbei
verhilt sich die Priizipitinogenmenge (Hiklarmenge in g) zur Menge des
Prizipitats in mm?® wie 1:15000.

Versuch 2.

Als Serum diente Eiklarantiserum Nr. 3 (Titer 1:75000). Der Befund

war folgender:
Tabelle 2.

Eiklarmenge Antllse_rum- Prizipitatmenge Priizipitations-
2ol ‘ koéffizient
3 3
g cin mni’ S
0,000025 0,2 2,25 90 000
0,00005 0,2 4,00 80 000
0,0001 0,2 8,00 80 000
0,0002 0,2 10,90 (?) %) 54 500
0,00025 0,2 15,00 60 000
0,0005 0,2 27,00 54 000
0,00075 0,2 25,50 38 200
0,001 0,2 S92 R 22 500
0,0015 0,2 21,00 13 986
0,002 0,2 19,50 9 750

Im vorliegenden Fall betriigt die kleinste Eiklarmenge, die zur Bildung
der grossten Priizipitatmenge fithrt = 0,0005 g; das Verhiltnis zwischen
Eiklar- und Prizipitatmenge ist 1:54 000.

Versuch 3.
Das Antiserum, Nr. 24, wies den Titer 1:50000 auf.

iy

) Unter Priizipitationskoéffizient werden die auf 1 g Eisubstanzmenge (Priizipitation
bei steigendem Antigengehalte) bezw. 1 cm® Antiserum (Priizipitation bei steigender Anti-
serum.losis) berechneten Werte verstanden. Sie geben die durch Zusatz des Priizipitogens
resp. Priizipitins bedingten relativen Effekte fir die Prizipitatbildung an.

?) Gelegentlich nicht genau iibereinstimmende Ergebnisse, die mit (?) gekennzeichnet
sind, diirften durch Fehler bei der Pipettierung bedingt sein.



Tabelle 3.

Eiklarmenge A ntiserum- Priizipitatmenge Priizipitations- g
. dosis e
, 3 koéftizient
g PG (RS o S PR
0,0001 0,2 3.0 30 000
0,00025 0,2 7.2 28 800
0,000 0,2 10,5 21 000
0,001 0,2 13,5 13 500
0,0025 0,2 9,0 3 600
0,005 0,2 6,75 1 350
0,01 0,2 6,0 600

Die zur Bildung der grissten Priizipitatmenge fiihrende kleinste Eiklar-
menge betrigt 0,001 g und das Verhdltnis zwischen der Menge des Eiklars
und der des Prazipitats ist 1:18 500.

b) Bei Higelblosungen.
Der Titer des Serums betrug 1:20 000.

Tabelle 4.

liigelbmenge Anglsfil;um— Priizipitatmenge | P riizipitations-
i 2 koéffizient

el At oo el e . )
0,00004 0,2 Spur —
0,00006 0,2 Spur -
0,00008 0,2 ca. 0,4 5000
0,0001 0,2 ca. 0,5 5000
0,0002 0,2 ca. 1,5 (?) 7500
00004 0,2 2,1 5250
0,0006 0,2 3,3 5500
0,000 0,2 3,0 4875
0,001 0,2 4,5 4500
0,002 0,2 9,0 4500
0,004 0,2 15,0 3650
0,006 0,2 18,0% 2988
0,008 0,2 25,5 * 3187
0,01 0,2 45,0 % 4500
0,015 0,2 \ Fldssigkeit dicht mit —
0,02 0,2 J Fldckehen besetzt s

Zu den vorstehenden Befunden (Tabelle 4) ist zu bemerken, dass in
den mit einem * bezeichneten Rohrchen nach dem Zentrifugieren Priizipitat-
flockchen in der iiberstehenden Fliissigkeit zuriickblieben und bei den beiden
letzten Rohrchen das gesamte Priizipitat suspendiert blieh. Auch bei Ver-
lingerung der Dauer des Zentrifugierens konnte ein vollstindiges Absetzen
hier nicht erreicht werden. Das Nichtsedimentieren des Priizipitats in den
konzentrierteren Eigelblosungen diirfte durch den hohen Fettgehalt des Ki-
gelbes bedingt sein.



Die genaue Feststellung der kleinsten Eigelbmenge, die mit 0,2 ¢m?
Antiserum die grosste Priizipitatmenge bildet, ist demzufolge nicht miglich.

¢) Bei Gesamteilosungen.

Nach Mischung von Eiklar und Eidotter wurde damit eine 50, eine 25,
eine 2,5 und eine 0,25% ige Aufschwemmung bereitet und diese dann durch
Kieselgur filtriert. Die Priifung erfolgte mit 2 Seren, Gesamteiantiserum
Nr. 1, Titer 1:20000 und Gesamteiantiserum Nr. 2, Titer 1:10 000.

Tabelle 5.

Anti- Priizipitatimenge mm?® Prizipitationskoéffizient
Cesmtel- lgepnmme b o v o 0T T Tl =
substanz dosis | Eiantiserum | Eiantiserum | Eiantiserum l Eiantiserum
. By Nr. 1 Nr. 2 et e
SN L . B a wolp's ol s
0,00025 0,2 3,5 Spur 14 000 t —
00,0005 0,2 8,5 (?) | 2,0 (?) 11100 | 4000
0,001 0.2 12,0 | 5,25 12 000 5250
" 0,00125 0,2 1495 | 1,5 11 400 6000
0,0015 0,2 16,5 I 8,25 10 989 | 5494
0,002 0,2 19,0 3 10,0 9 500 5000
0,0025 0,2 25,5 | 13,5 9 400 5400
0,005 0,2 36,0 % 240 T o000 4800
0,01 0,2 43,5 o 4350 | =
0,0125 0,2 iitber 45,0 “ tiher 45,0 - —
0,015 0,2 L R — -
0,02 0,2 5. Abg®lit Cw oAby e —
0,025 0,2 » 45,0% | » 45,0 — —
0,05 0,2 pdo0tehe e Sdh g - —
0,1 0,2 » 4507 » o 450% — =
0,125 0,2 v 45.0% R — i —
0,150 0,2 » 45,0% » 45,07 — , o
0,2 0,2 38,5 * 376%* i P L el o
0,25 0,2 3,0% 33,0% b 52
0,50 0,2 1,5% 12,0% 3 ‘ 24

Bei Gesamtei tritt die gleiche Erscheinung auf wie bei Higelb, indem
nach Erreichung eines bestimmten Konzentrationsgrades der Losung ein Teil
des Prizipitats suspendiert bleibt. Die Priizipitate der Gesamteimengen von
0,0125—0,15 g sind sodann grosser ausgefallen als die Skalaeinteilung der
Prizipitometer reicht.

Zusammenfassung der vorerwihnten Versuchsergebnisse.

1. Bei Einwirkung steigender Mengen Antigen (Eiklar, Eigelb bezw.
Gresamtei) auf eine bestimmte Dosis (homologen) Antiserum wird bis zu einem
gewissen Maximalwerte immer mehr Prizipitat erzeugt, daraufhin tritt, nach
weiterer Steigerung der Antigenmenge, eine allmihliche Abnahme der Pri-
zipitatmenge ein. ;

* Ueberstehende Fliissigkeit nach dem Zentrifugieren noch schwach triibe.



2. Im Gegensatze zur Erhohung der Priizipitatmenge bis zum Maximum

wird der Prizipitationskoéffizient im allgemeinen!) mit der Zunahme der
Priizipitogenmenge immer kleiner, d. h. es wird mit der Erhohung der An-
tigenmenge verhiiltnismissig immer ein kleineres Priizipitatquantum gebildet.

Schematische Darstelluny des Verlaufes der Prazipitatbildung bei Einwirkung
steigender Mengen Antigen auf eine bestimmte Dosis Antiserum.

w) Bei Eiklar.

s3uswiepdizeiy

> Antigenmenge

Oial a2 a3l a

b) Bei Higel.

28uswjeyidizeiy

> Antigenmenge

s8uawyendizesg

—» Antigenmenge

0 a2 a3 a4

3. Der Verlauf der Priizipitatproduktion zerfillt somit in 2 entgegen-
gesetzt verlaufende Phasen: 1. in eine aufsteigende Phase (1), in welcher mit
der Erhshung der Antigenmenge die Priizipitatmenge grisser wird und 2.
in eine absteigende Phase (1), in welcher mit der weiteren Steigerung der

) Eine Ausnahme machen die Eigelblisungen, bei denen der Priizipitationsko#tfizient
nicht eine regelmiissige Abnahme zeigt.
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Antigendosis die Priizipitatmenge immer kleiner ausfiillt, bis schliesslich kein
Priizipitat mehr gebildet wird. (Bei den vorstehenden Versuchen ist mit
(resamteiantiserum Nr. 1 letzterer Punkt annihernd erreicht worden.)

4. Der Vergleich der I. Phase bei Eiklar-, Eigelb- und Gesamteiantiserum
(vide vorstehende schematische Darstellung) zeigt, dass bei den hochwertigen
Biklarantiseren die Kurve frither beginnt, steiler ansteigt und die Gesamt-
linge kiirzer ist als bei den weniger hochwertigen Antiseren von Higelb
und Gesamtei. Im Kurvenverlauf des Gesamteiantiserums kommt sodann das
Verhalten beider Eibestandteile deutlich zum Ausdruck, indem sie anfiinglich
mit der des Eiklarserums und spiiter mit der des Kigelbantiserums iiber-
einstimmt.

5. Es wurden bei Verwendung von 0,2 ¢m® Antiserum mit folgenden
Antigenmengen Maximalprizipitate erhalten: '

Mit Eiklarantiserum  Nr. 1, Titer 1:50 000 = 0,001 g

» » » 2, » 1:75000 == 0,0005 g
» » » 8, » " 1:50000=10,001g
»  Kigelbantiserum 20 s os L0000 ==¢cn, 0,00 g
» (Gesamteiantiserum » 1, » 1:20000=)0,01¢g
» » ey e i 0000 = (L0 D

6. Da sich der Antigengehalt, wie aus Schlusssatz 3 hervorgeht, nur
aus Priizipitatmengen, die der I. Phase entstammen, beurteilen lisst, so eignen
sich fiir derartige Zwecke weniger hochwertige Antiseren besser, indem die
Liinge der I. Phase hier grisser ist als bei den hochwertigen Antiseren.

2. Die Prézipitation bei steigender Antiserumdosis und gleieh-
bleibendem Antigengehalte. :

Bei den nachstehenden Untersuchungen wurde je 1 g Hisubstanz (Hiklar
oder Bigelb bezw. Gesamtei) mit physiologischer Kochsalzlosung auf 100 ¢cm?®
aufgefiillt und filtriert. Von dem Filtrate wurde eine weitere Verdinnung
bereitet und hiervon je 1 e¢cm? fiir die prizipitometrische Bestimmung ver-
wendet. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 6, 7 und 8 wiedergegeben.

a) Mit Eiklar.
Tabelle 6 (Titer des Antiserums 1:50 000).

i Antiserum- A AT b
Eiklarmenge i Priizipitatmenge Priizipitations
Tenge koéftizient
3 3 ok
g cm mm
0,0001 0,1 1.2 72
0,0001 0,2 14.0 70
0.0001 0,1 16,5 (?) 41,25 (7)
0,0001 0,5 21,0 42
0,0001 1,0 24,0 24




b) Mit Eigelb.
Tabelle 7 (Titer des Antiserums 1:20000).

: Antiserum- el Tt
Eigelbmenge Prizipitatmenge Priizipitations-
o S [* Tmenge § sppe
2 . koéffizient
o em’ mim’ : :
0,002 0,1 3,9 39
0,002 0,2 2.5 27,5 -
0,002 0,4 6,9 17,25
0,002 0,3 7,8 9,75
0,002 1,6 10,2 6,37
0,002 3,2 14,1 440
¢) Mit Gesamtei.

Tabelle § (Titer des Antiserums .1:50 000).
Gresamtei- Antiserum- =g R
.1](?15;1]“}‘,: lglenu'e Priizipitatmenge Priizipitations-

= o - koéffizient

o cin mam’

0,0005 0,25 10,5 (?) 42,0 (V)
0,0005 0,50 25,5 21,0
0,000 0,75 42,75 a7.0
0,0005 1,00 ca. 82,50 52,5
0,0005 1,25 » 65,00 —
0,0005 1,50 tiber 60,00 —
0,0005 1,75 » 60,00 -
0,0005 2,00 » 60,00 —
0,0005 2.95 » 60,00 —

Zusammenfassung “der vorerwihnten Versuchsergebnisse.

I. Bei der Prizipitation mit steigender Antiserumdosis und gleichblei-
bender Antigenmenge nimmt das Priizipitat mit der Erhshung der Antiserum-
dosis stéindig zu und zwar bei geeignetem Mischungsverhiltnis beinahe direkt
proportional zu den gegebenen Antikérpermengen.

2. Im Gegensatze zu dem steten Ansteigen der absoluten Prizipitat-
werte wird der Prézipitationskoéffizient immer kleiner, d. h. es wird mit
der Zunahme der Antiserumdosis verhiltnismiissig immer weniger Prizipitat
produziert.

3. Der Verlauf der Prézipitatbildung bei steigender Antiserumdosis und
gleichbleibender Antiserummenge kann ebenfalls in 2 Phasen zerlegt werden
(vide umstehende schematische Darsteliung): 1. Phase, in der die Priizi-
pitatmengen annithernd proportional zu den gegebenen Serumdosen gebildet
werden und II. Phase, in welcher dieses Verhiltnis zu ungunsten der Prii-
zipitatmengen aufgehoben ist.
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Schematische Darstellung des Prizipitationsverlaufes bei Anwendung
steigender Antiserumdosen und gleichbleibender Antigenmenge.

A

adusuwieydizeiy

W

Antiserumdosis

Aus dem Vergleich der beiden Bindungsarten bei der Prizipitation
(1. Priizipitation bei steigendem Antigengehalte und gleichbleibender Anti-
serumdosis und 2. Prézipitation bei steigender Antiserumdosis und gleich-
bleibender Antigenmenge) ergeben sich folgende Tatsachen :
1. Bei grossem Ueberschuss an Prizipitinogen wird die Prdzipitatbildung
gehemmt bezw. das Prizipitat aufgelist
2. ein Ueberschuss an Antikirpern [fiihrt stets zu einer Prizipitatver-
mehrung.t) '

Die Wirksamkeit oder Aviditit antigenhaltiger Flissigkeiten ist nun
ausser ihrer Menge noch abhiingig von der Konzentration, dem Zeitfaktor,
der Temperatur, der Reaktion, dem Salzgehalt etec. Ueber den Einfluss der
Konzentration geben nachstehende Versuchsergebnisse Aufschluss.

Tabelle 9.

; Antiserum- | Prizipitat-

Antigen dosis menge

e el P N e R L e L L L Ve N o8 em® mm?®

1. 0,1 cm?® Filtrat einer 0,59 Eilosung + 0,0 em® NaCl | = Op2 3,6
2.0 5 » » 0,59 » + 04 » » 0,2 34
i » » 0,590 » + 0,9 » » 0,2 3,4
4. 0,1 » » »  0,5% » + 14 » » 0,2 3,4
5.0, » » > 0,5% ) + 84 » > 0,2 8.4
6. 0,1 » » > 0,5% » + 29 » - » 0,2 3,3
7.:04, » » > 0,5% » + 89 » » 0,2 3,1
8. 1,0 em?® Filtrat einer 0,5 % Eilosung - 0,0 em® NaCl 0,2 15,0
R » r 0,59% » + 1,0 » » 0,2 15,0
10: A0 « » »  0,5% + 20 » : 0,2 12,0

Sie zeigen, dass die Priizipitatwerte auch bei sehr verschiedener Kon-
zentration des Antigenmaterials sehr wenig beeinflusst werden.

1 Auch bei den bakteriellen Antiseren ist von Torikete dasselbe Verhalten fest-
gestellt worden.
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Was sodann die iibrigen oben genannten Faktoren anbetrifft, so konnen
dieselben unberiicksichtigt bleiben, wenn die Prézipitation, wie es hier der
Fall ist, stets unter den gleichen Bedingungen ausgefiihrt wird.

Unter diesen Umstéinden entspricht somit die Wirksamkeit oder Avi-
ditdt der Antigenmenge, beziehungsweise der in dieser Fliissigkeitsmenge
enthaltenen absoluten Anzahl der supponierten Prizipitinogenmolekiile.

Bei der Ermittlung der Antigenmenge hat nun der Antikorper (Anti-
serumdosis) konstant zu bleiben; es kommt also nur die Priizipitation bei
steigendem Antigengehalte und gleichbleibender Antiserumdosis in Betracht.

B. Die Préazipitation bei erhitzten (inaktivierten) Antiseren.

Torikata ') konstatierte bei bakteriellen Antiseren, die einer Krhitzung
auf 55° C wihrend 30 Minuten ausgesetzt wurden, eine erhebliche Abnahme
ihrer Aviditat, so dass erst eine grossere Antigenmenge die Priizipitation
herbeizufithren imstande war. Da sich nun Gothe ) bei der Priifung der Eier-
teigwaren solcher inaktivierter Seren bediente, so schien es mir von Inter-
esse, das Verhalten derselben gegeniiber normalen Antiseren zu verfolgen.

Versuch 1.
Mit Eigelb- Antiserum.

Das Antiserum wurde im Wasserbade 30 Minuten lang bei 55—56° C
gehalten und nach dem Krkalten in iiblicher Weise mit steigenden Mengen
einer Kigelblosung vermischt. Zur Kontrolle wurde auch das unerhitzte Anti-
serum gleichzeitig gepriift. Das Krgebnis ist in Tabelle 10 wiedergegeben.

Tabelle 10.

e g Priizipitatmenge in mm?®
Eigelb- | Antiserum- J ;
e AeRge Antiserum ’ Antiserum
. s unerhitzt i 'la Std.= 55-56°
- SR RO L W R Dl e ML L R A
0,002 0,2 ety ; 9,0
0,004 0,2 14,0 13,0
0,005 0,2 17,0 1 18,0
0,008 0,2 i 285
0,01 0,2 270 33,0
Versuch 2.

Mit Gesamtei-Antiserum.

Die Versuchsanordnung war dieselbe wie bei Versuch 1, einzig wurden
die Proben doppelt angesetzt. Das Ergebnis war. folgendes:
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Tahelle 11,

A nte Iriizipitatmenge in mm?®
Priizipito- | Gesamtei- | gerum- :
. Antiserum unerhitzt Antiserum /o Std, == 55-56°
meter menge menge Tae e e e el
B R A e L e SR R
! allid 0 (GO
7 0,001 0,2 4.8 — 1
) ) 7—- \ 4’3 i ‘[ 3‘.7:',
b 0,001 0,2 8as ] 3,75 iI
@ 0,005 0,2 1950 N 19 19,50 1 {5t
d 0,005 0.2 18,75 |f 18,55 |f ‘
12 0,01 0,2 420 40,5 ‘
: : : : a0, 208 1L e
it 0,01 0,2 39.0 ] 38,25 f
Versuch 3.

Mit Gesamtei- Antiserum.

Abweichend von den beiden vorstehenden Versuchen wurde diesmal die
Antiserumdosis gesteigert. Der Befund war folgender:

Tabelle 12.

(Gesamtei- : Priizipitatmenge in mm®

AN CIS eI e SNEE N e R

menge dosis Antiserum | Antiserum

g itberhitzt Uy Std = 55°

0,0025 0,2 6,0 ' 7,5
0,0025 0,4 13,8 14,25
00,0025 0,6 30,0 i 30,0
0,0025 redrelis 39,75 ; 39,3
0,0025 1o iiber 45,0 iber 45,0
0,0025 2,0 » 45,0 » 45,0

Zusammenfassung der vorstehenden Untersuchungsergebnisse.
1. Durch das Inaktivieren wird das Prézipitatbildungsvermogen der Ki-
Antiseren nicht beeinflusst.
2. Hs zeigen somit die Ki-Antiseren beziiglich ihrer Thermoresistenz
gegeniiber Antiseren bakteriellen Ursprungs ein abweichendes Verhalten.

C. Die Préazipitation mit Gesamtei-Antiseren.

(Fothe') benutzte fiir die Hauptversuche Antiseren, die er durch Vor-
behandlung von Kaninchen mit Gesamteisubstanz gewonnen hatte. Bei der
Austitrierung der Seren stellte er fest, dass sie sowohl mit Gesamteisubstanz
als auch mit Kiklar und Eigelb getrennt reagieren. Diese Priifung ist an-
scheinend einzig nach der Schichtmethode ausgefithit worden.

Die Verwendung von Gesamtei-Antiseren fiir die prézipitometrische HKr-
mittlung des Eigehaltes setzt voraus, dass die Prizipitatwerte entsprechend

)l B e



den im Ei vertretenen Mengen von Eiklar und Eigelb ausfallen. Da die
Hiihnereisubstanz aus 2 Teilen Eiklar und 1 Teil Eigelb besteht, so miissten
von der mit einer bestimmten Menge Hisubstanz gebildeten Prézipitatmenge
2 Teile auf das Eiklar- und 1 Teil auf das Eigelbprizipitat entfallen. Die
nachstehenden Versuche sollen iiber diese Frage Aufschluss geben.

Versuch 1.
Hierzu dienten Gesamtei-Antiserum Nr. 1 und Nr. 2. Von Kiklar und
Eigelb wurden gleiche Mengen getrennt verwendet. Das Resultat war fol-

gendes :
Tabelle 13.

) Priizipitatmenge in mm?®
Antigen in 1 cm? Antiserum- | . e
: phys. NaCl dosis .| Mit Gresamtei- | Mit Gresamtei-
cm® Antiserum Nr. 1 | Antiserum Nr. 2
Eiklar: 0,0005 g 0,2 4,0 Spur
0,001 g 0,2 6,0 : 2,0
0,005 g 0,2 8,0 i 4.0
_—_—  —_—— i._ —_
Eigelb: 0,0005 g 0,2 5,5 ’ 4,0
| »
0,001 g 0,2 1350 ; 6,5
0,005 g - 0,2 iiber 45,0 | iiber 45,0
¥ '
|

Beide Antiseren bilden mit Kigelb erheblich griossere Prizipitate als mit
Kiklar; besonders gross sind die Unterschiede der Priizipitatwerte bei den
konzentrierteren Antigenlosungen.

Versuch 2.

Zur Pritfung gelangten Gesamtei-, Eiklar- und Eigelblosungen. Es wurde
wie folgt vorgegangen: Zuniichst wurde je eine 1 % ige Kiklar- und Eigelb-
losung bereitet und fiir die 1 9 ige Gesamteilosung 6,6 Teile 1 % -Kiklar-
mit 3,4 Teilen 17 -Kigelblosung gemischt. Je ein Teil der 3 Losungen
wurde weiterhin um das 10fache verdiinnt und von beiden Konzentrationen
(1 9igen und 1 %oigen Losungen) verschiedene Mengen mit je 0,2 cm? Ge-
samtei-Antiserum Nr. 3 beschickt. Das Krgebnis findet sich in Tabelle 14
zusammengestellt.

Mit 0,0001 und 0,00025 g Antigen reagiert das Antiserum nur mit der
Kiklarkomponente ; mit 0,0005, 0,00075 und 0,001 g Antigen geben Gesamtei
und Eiklar anndhernd gleich grosse Werte, withrend jene mit Eigelb wesent-
lich kleiner ausfallen, mit 0,005 g stimmen die Priizipitatwerte von Gesamtei
und Kigelb iiberein und mit 0,0075 und 0,01 g gibt Eigelb grossere Prizipitate
als Gesamtei, withrend die Prizipitation mit Eiklar hier bereits in der 2. Phase
verlduft. Ks ist demnach auch der Priizipitationsverlauf mit Gesamtei-Anti-
serum bei Kiklar- und Figelblosungen ein verschiedener.
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Tabelle 114.

Antigenmenge | Antiserum- Prizipitatmenge in mm®
(in Lem®phys. NaCl) dosis Bei Gesﬂmtéi’_f B—e_i“ i B
o cm® losung - | Eiklarlosung | Eigelblssung
0,0001 0,2 0,75 0,75 | 0
0,00025 0,2 1,50 ‘ 1,50 ‘ Spuar
0,00050 0,2 1,65 2,40 | 0,75
0,00075 0,2 3.00 - 3,00 ‘ 1,20
0,001 0,2 4,50 4,50 1 2,70
00,0025 0,2 4.05 ! 450 3.50
0,0050 0,2 7,20 - 4,50 | 7,50
0,0075 0,2 9,7 : 4,50 10,50
0,01 0,2 9,75 ; 4,00 2,75
.
Versuch 3.

Wie bei Versuch 2 wurden eine 19ige Losung von Eiklar und von
Eigelb bereitet und dieselben im Verhiiltnis: 2 Teile Eiklar -~ 1 Teil Ri-
gelb gemischt = 1 % ige Gesamteilosung. Ferner wurde eine weitere Lisung:
2 Teile physiologischer Kochsalzlosung -- 1 Teil 1 9 iger Eigelblosung dar-
gestellt. Von diesen beiden Lisungen (Gesamtei und Eigelb) wurden je 3
verschiedene Dosen mit Gesamtei-Antiserum Nr. 5 beschickt. Das Resultat

war folgendes:
Tabelle 15.

Antigen in 1 em® physiologischer Antélse}*um- Priizipitat-

Kochsalzlisung o el

. s cm® mmn®
1. 0O,0066 g Eiklar - 0,00033 g Eigelb 0,2 3,75
2. 00088 g » -~ 0,00166 g » 0,2 18,75
3. Ooé6 g » - 00033 g > 0,2 42,00
4. 0,00033 g Eigelb 0,2 4,80
5. 0,00166 g » 0,2 19,50
6. 00088 g » , 0,2 39,00

Im vorliegenden Falle sind mit den Eigelbmengen ebenso grosse Prii-
zipitatwerte erhalten worden wie mit Gesamteimengen.

Versuch 4.

Es wurde das Verhalten von 2 Seren wihrend der Vorbehandlung der
Kaninchen mit Gesamteisubstanz verfolgt. Die Tiere hatten am 8. November
je 5,0 em® am 9, November je 11 cm? am 23. November je 8 cm? Eisub-
stanz subcutan erhalten. Das eine Tier (Nr. 6) wurde am 4. Dezember ent-
blutet, wihrend das andere (Nr.5) am 5. Dezember noch eine weitere Dosis
Gesamtei von 4,5 cm? subcutan erhielt und dann am 15. Dezember getitet
wurde. Das prézipitometrische Ergebnis dieser Seren mit Kiklar- und Ki-
gelblosung war folgendes:
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Tabelle 16.

: At Priizipitatmenge in mm?®
Datum Antigen . : -
Her g serum- | Serum v.Tier Nr. 5 | Serum v. Tier Nr. 6
Prifung | phys. NaCl | 9 | Eiklar- | Eigelb- | Eiklar- | Eigelb-
BT losung . lisung losung losung
0,001 g 0,2 0 ] 2y 0 12,3
150 X T 0,005 g 0,2 0 45,0 Spur 435
0,01 ¢ 0.2 Spur ‘ 36,0 % Spur 24.0%
01 8 } ! ‘ ) I ]
0,00t g 0,2 0 3,0 0 3,0
22, XI. 0,005 ¢ 0,2 0 | 135 Spur 17,4
0,01 g 0,2 Spur | 283 2,4 33,9
0,001 g 0,2 8.2 7.5 45 10,5
30. XI. 0,005 g 0,2 2,7 | 278 9,0 34,5
0,01 g 0,2 80 |, 3899 43 ca. 60,0
0,001 g 0,2 3,0 1,5 —_— —
13. XIL. 0,005 g 0,2 3,0 ‘ 7,5 — —
0,01 g 0,2 3,75 | 2245 — —

Bereits nach der 1. Einspritzung geben beide Seren mit Eigelb grosse
Prézipitate, wihrend mit Eiklar nur Spuren gebildet werden. Auch wéhrend
der Weiterbehandlung der Tiere bleibt diese Ueberlegenheit der Eigelbantigene
gegeniiher den Kiklarantigenen bestehen.

Zusammenfassung der vorerwdhnten Versuchsergebnisse.

1. Die mit Gesamtei gewonnenen Antiseren bilden trotz des grosseren
Kiklargehaltes des Impfmaterials mit Kigelb wesentlich grossere Prizipitate
als mit Hiklar.

2. Der Verlauf der Prizipitathildung mit Gesamtei-Antiseren ist bei
~ Kiklar- und Eigelblssungen ein verschiedener; bei Eiklar beginnt die Prii-
zipitatkurve frither, steigh langsamer an, erreicht eine geringere Hohe und
geht rascher in die 2. Phase iiber als die des Higelbs.

3. Die Ermittlung des Kigehaltes mittels Gesamtei-Antiseren kann ge-
stiitzt auf obige Befunde nur erfolgen, wenn mehrere Werte der I. Phase
des Prizipitationsverlaufes bekannt sind (vergl. Tabelle 14). Diese Priifung
gestaltet sich demzufolge einfacher, wenn an Stelle des Gesamteiantiserums
ein Eiklar- und ein Eigelbantiserum verwendet wird.

IL. Das prizipitometrische Verhalten der Trockeneisubstanzen.
A. Die Prazipitation bei Antiseren, zu deren Gewinnung Frischeisubstanzen
verwendet worden sind.

Versuch 1.

Als Priifungsmaterial diente eine vor ca. 3 Jahren im Laboratorium
bereitete Teigwarenprobe, bei der auf 1 kg Griess 3 Fier verwendet worden

*) Ueberstehende Fliissigkeit nach dem Zentrifugieren noch triibe.
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sind. 5 g des fein gemahlenen Teiges wurden mit physiologischer Kochsalz-
losung auf 50 em? aufgefiillt, unter haufigem kriftigem Schiitteln wihrend
3 Stunden extrahiert und dann klar filtriert (durch Papierfilter). Von dem
Filtrate wurden 2 Reihen Priizipitometer mit steigenden Mengen beschickt
und die eine Reihe mit je 0,2 em?® Eiklarantiserum Nr. 11 und die andere
mit der gleichen Dosis Eigelbantiserum Nr. 13 gemischt.

Die beiden Antiseren, in der Menge von je 0,2 cm® angewendet, hatten
mit Frischeiklar bezw. Frischeigelb folgende Werte ergeben:

Antigenmenge Priizipitatmenge in mm?®
in1ecm? s : - it
T Eiklarantiserum | Eigelbantiserum
phys. NaCl Nr. 1 o N 18
0,001 g 6.0 ; 16,5
0,005 & 15,0 t  ca. 48,0
0,01 g 13,8 ! iiber 60,0
|

Der Befund bei der Teigwarenprobe war folgender:

Tabelle 17.

Menge des Filtrates | Antigen, entspr. folg. Mengen in g Priizipitatmenge in mm?®
(in 1.cm?® physiolog. ".‘_ : N s = Eik]iil';l-l;tih‘(‘l‘llm Figelbantiserum
Kochsalzlosung) Frischeiklar I'rischeigelb Nr. 11 NS
0,1 em?® 0,00174 0,00086 b1 | 1,8
0,2 » 0,00348 | 0,00172 9,3 3,3
0,3 » 0,00522 } 0,00248 14,4 3,45
(o> 0,00696 | 0,00345 129 3,45
0,5 » 0,00850 | 0,00430 ; 11,4 3.6
0,6 » 0,01044 3 0,00516 1045 ; 4,2
07y 0,01218 E 0,00602 9,0 4,35
0.8 2 e 0.01392 | 0,00690 9,0 : 4,50
0,9 » : 0,01566 ‘ 0,00774 9,0 5,10
lo » 0,01740 i 0,00860 9.0 . 5,80
| |

Ein Vergleich der Befunde bei Frisch- und Trockeneisubstanzen zeigt,
dass die Prizipitatwerte des Eiklars gut iibereinstimmen, dagegen jene des
Eigelbes weésentlich differieren, indem sie bei Frischeigelb um das ca. 10fache
grosser sind als bei Trockeneigelb.

Versuch 2.

3 Proben Eiernudeln, die mit 1, mit 2 und mit 8 Eiern bereitet worden
sind, wurden einer wiederholten Priifung mit Eigelb-Antiseren unterzogen.
Die Verarbeitung der Proben geschah auf folgende Weise: 5 g des Mehles
werden in ein 50 em?® Kolbchen gebracht, mit physiologischer Kochsalz-
losung bis einige e¢m unter die Marke aufgefiillt, mehrmals kriiftig geschiittelt
und iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Am Morgen wird
mit physiologischer Kochsalzlosung bis zur Marke aufgefiillt und dann durch
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gewohnliches Filter klar filtriert. Gleichzeitig mit den Eiernudeln wurde
auch 1 Probe Wasserware als Kontrolle in gleicher Weise verarbeitet. Von
dem Filtrate wurden pro Rohrchen 2 ¢cm® verwendet und von jeder Probe
3 Rohrchen beschickt; 2 Rohrchen erhielten je 0,4 e¢m?® Eigelb-Antiserum
und das 3. Rohrchen 0,4 ¢m® normales Kaninchenserum (Kontrolle). Die
1. Priifung erfolgte am 11. Januar 1916 mit Eigelb-Antiserum Nr. 13 und
die 2. Priifung am 29. August 1918 mit Eigelb-Antiserum Nr. 25. Die Er-
gebnisse finden sich in Tabelle 18 zusammengestellt. Die Antiseren gaben
mit Frischeigelb folgende Werte:

Antigenmenge Prizipitatmenge in mm?®
: - S IO R S e e Rt BN
1 3 5 = 5
e Eigelbantiserum | Eigelbantiserum
phys. NaCl Nr. 18 I INT 25
0,001 g 16,5 \l 8,25
0,005 g 48,0 j 19.5
0,01 ¢ iither 60,0 ; 420
Tabelle 18.
g D 2311 no'p =
Priizi- Filtrat Ahb: b agipl tatmenge | Kontrolle
A - . in cm® der | in mm? mit
Bezeichnung pito- ; . [serum-|—_ i e
meter| T9Y0-Aui: dosis |1. Priifung|2. Priifung| Normal-
schwemmung 11.1.16 | 29.viil.18 | serum
W fl « 2,0 0,4 0 0 0
jeasserware. . . .-, . :
: o Ll v 2.0 0,4 0 0 0
c 2,0 0,4 5 Spur 0
=5 ARSI, [l ¢ : : )
Teigwa i S K
Peigware mit 1 Ei U« 2.0 0,4 Ep] 4 0
Spha BT o A A i
Laa 2,0 0,4 98 | ' Spur 0
A NGB ) J ; ; ; |
eigware mit 2 HKiern . .
Teigw: it 2 Eier s 2.0 0.4 90 | i 0
i
; (I 2,0 0,4 135, | Spuar 0
Teigware mit 3 Kiern . - - ¢ ARl
G L 2,0 0,4 18ss e » 0
\

Durch das Altern kann also bei Kigelb das Vermogen der Prizipitat-
bildung sozusagen aufgehoben werden.

Versuch 3.

Zur Priifung gelangten eine Anzahl iilterer (2—3jihrige) Teigwaren
des Handels nebst den 4 im vorigen Versuche beniitzten Proben. Die Ex-
trakte wurden in gleicher Weise wie bei dem vorstehenden Versuch (Nr. 2)
bereitet. Fiir die Bestimmung des Eigelbes wurde pro Rohrchen 1 em?® der
10 % igen Teiglosung mit 0,2 ¢cm® Kigelbantiserum und fiir jene des Eiklars
2 em® der 0,59 igen Teiglosung mit 0,4 em?® Eiklarantiserum gemischt. Als
Seren dienten Riklarantiserum Nr. 26 und Eigelbantiserum Nr. 25,
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Tabelle 19.

e Préizipitatmenge in mm?
Prizi-
Bezeichnung pito- Mit Eiklar- | Mit Eigelb- Mit
shotep antiserum I‘ antiserum \ Normal-
s R  |Ablesung| Mtttel \Ablesung' Mittel ‘ Serum
— L e
1. Wasserware (ohne Ei) fl @ 0 0 0 iR s
N o |
: e . @ 0 0
2. Teigware mit Magermilch . b 0 0 S
« 9. 3 Spur |
3. Teigware mit 1 Ei { b 87] 8.8 1» Spu 0
aa , . fil=a 15,9 Spur |
4. Teigware mit 2 Eiern . . Mg 19. 177 5 Spur 0
1 24,0 Spur
5. Teigware mit 3 Kiern. . . { 5 20’0 22,0 I: Spur 0
?
Ve s el s e B L
6. Biernudeln (Ziricl I e O
. Eiernudeln (Ziirich) \ » 78 T8 0 “
A : m 12,3 Spur
7. Eier-Hornli (Luzern) . . . { 5 12’0 12,1 Ii ‘ Spur 0
. . fl a 19,5 Spur E
8. Mouilles aux aufs (Rolle) U 5 904 | 198 .| Spurj. 0
e e O e it e PR B T | i
2 fl. & 21,0 300 B
9. Eiernadeln (Solothurn) . . i 99,5 21,7 - } Spu | 0
= = it i = Al || —
\ 1 x
e Il @ 0 (e I
10. Spaghetti (italienisch) . = 0 IR | 0 0
e U A } | = R
: & ; fl @ 4,2 =0
11. Nudeln (franzisisch) g 30 4.0 | 0 | 0 0
b6 20 e WA S I S e e i | 1 Ay
7 15,6 | Spur | ‘
12. Maccaroni (Schweizerfabr.) . { ; 1771 16,5 || pu - Spur u 0
G el

Die ohne Eier bereiteten Proben (Nr.1 und 2) haben weder mit dem
Riklar- noch mit dem Eigelbantiserum Niederschlige ergeben. Bei den mit
1 BEi (Nr.3), mit 2 Eiern (Nr.4) und mit 3 Eiern (Nr.5) hergestellten
Nudeln sind mit dem Eiklarantiserum entsprechend dem Eiklargehalte auch
die Priizipitatwerte ausgefallen, wiihrend mit dem Eigelbantiserum wiederum
nur Spuren von Priizipitat aufgetveten sind. An Hand dieser KErgebnisse
lassen sich die Befunde bei den Teigwaren des Handels (Nx. 6—12) beziiglich
des Eiklargehaltes derselben ohne weiteres beurteilen.

Zusammenfassung der vorerwihnten Versuchsergebnisse.
1. Mit Frischeiklar erzeugte Immunseren bilden in Extrakten von
Trockeneipriiparaten gleiche Priizipitatmengen wie in den dem Trockenei-
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klargehalte entsprechenden Frischeiklarextrakten, m.a.W. der prizipitatorische
Effekt mit Frischeiklarantiseren ist bei Frisch- und Trockeneiklar derselbe.

2. Mit Frischeigelb erzeugte Immunseren bilden in Extrakten von Trocken:
eipriparaten wesentlich kleinere Priizipitatmengen als in den dem Trocken-
eigelbgehalte entsprechenden Frischeigelbextrakten, mit a. W. der prizipi-
tatorische EKffekt ist bei Trockeneigelb gegeniiber Frischeigelb erheblich
herabgesetzt.

3. Durch das Altern der Eierpriiparate wird der priizipitatorische Effekt
bei Kiklar nicht beeinflusst, dagegen bei Kigelb vermindert.

B. Die Prézipitation bei Antiseren, zu deren Gewinnung Trockenei-
substanzen verwendet worden sind.

Die Befunde mit Trockeneigelb haben mich veranlasst, einerseits Immun-
seren mit Trockeneigelb und anderseits mit Trockeneiklar zu erzeugen. Ihre
Darstellung bot keine Schwierigkeiten. Fiir die 3 nachstehenden Versuche
ist das Antigenmaterial wie folgt vorbehandelt worden: Vom Inhalt eines
Eies wurde in iiblicher Weise Kigelb und Kiklar gewonnen und von beiden
Materialien in Schélchen je 1 bezw. 2 g abgewogen und wihrend 3—4
Tagen im Brutschrank bei 38—40° C. getrocknet. Fiir die Priifung wurde
das Trockenmaterial im Morser moglichst fein verrieben und mit physiolo-
gischer Kochsalzlésung wihrend mehreren Stunden extrahiert, dann auf ein
bestimmtes Volumen aufgefiillt und klar filtriert. Wie bei den Frischeisub-
stanzen mussten hier zur Gewinnung klarer Losungen bei Eigelb Kieselgur-
filter verwendet werden, wiihrend bei Eiklar gewdhnliches Filtrierpapier
zum Ziele fiihrte. Zur Kontrolle wurden bei diesen 3 Versuchen jeweilen
auch die Frischeisubstanzen gepriift.

Versuch 1.
Mit Eiklarantiserum Nr. 25.
Tabelle 20.

Antigenmenge ') g | Aptiserum- Priizipitatmenge in mm?®

(in 1 em® physiolog. dosis e : e
NaCl) om® Trockeneikiar | Frischeiklar

- - e s
0,00015625 0,2 4.8 D4
0,0003125 0,2 8,1 8,8
0,000625 0,2 12,7 14,3
0,00125 0,2 13,0 iy
0,0025 0,2 13,2 10,5
0,005 0,2 : ,2 D,
0,01 0,2 2,6 2,0
0,02 0,2 2,5 147
0,01 0,2 1,2 0,75

Die Prizipitatwerte von Trocken- und Frischeiklar stimmen demnach
sowohl in der I. wie in der II. Bindungsphase iiberein.

") Entspricht der Frischeisubstanzmenge.



Versuch 2.

Mit Eigelbantiserum Nr. 25.

Tabelle 21,

Es bildet also auch das mit Trockeneigelb erzeugte Serum mit Frisch-
eigelb bedeutend grissere Priizipitate als mit getrockneten Kigelb. Durch
den Trocknungsprozess wird somit bei Kigelb das prézipitatorische Ver-

Antigenmenge
: P T
(in 1 cm® physiolog.

NaCl)

0,0001
0,00025
0,0005
0,001
0,0025
0,005

0,01

o
o

Antiserum-
dosis

em?

0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2

mogen in hohem Masse geschyiicht.

Mit Eiklarantiserwin Nr. 21 und Figelbantiserum Nv.

Versuch 3.

Tabelle 22.

0
0
0
0
2,1
4.5
6,3

5

Spur
3,456
T2

13,-":

24.3

420

Trockeneigelb | Frischeigelb

Priizipitatmenge in mm?

iiber 45,0

) [}

A~ .

Diese Befunde bestitigen
suche (Tabelle 20 und 21).

i

tierten,

die Ergebnisse der beiden vorstehenden Ver-

Antigenmenge in g Antise_rum— Priizipitatmenge in mm®
(1 em® phys. NaCl) dos1ﬂs B kansikiar | Frtichaiklar. TrockonaizalbFricoheizalt,
em? rockenelklar‘i Frischeiklar 1Trockenmgelb| Frischeigelb
: e |

0,00002 0,2 ca. 0,375 | ca. 0375 0 ! 0
0,00004 0,2 Wi 025 0 . Spur
0,000086 0,2 1,20 1,50 0 | »
0,00008 0,2 1,80 1,50 0 ‘ ca. 0,35
0,0001 0,2 2,10 2,40 | 0 > 0,35
0,0002 0,2 4,20 3,0 .+ Spur 1,5
0,0001 0,2 5,70 45 | » ‘ 2,1
0,0006 0,2 7,5 15 ca. 0,375 | 3,3
0,0008 0,2 9,0 8,7 0,75 f 3,0
0,001 0,2 9.0 (7) 9,0 ‘ oL 45
0,002 0,2 9.6 915 | 1,50 9,0
0,004 0,2 13,8 15,6 1,80 15,0
0,006 0,2 13,8(?) | 192 910 | 180%*
0,008 0,2 18,0 21,3 Qo o955
0,01 g i 19,8- 284 | 2,60 } 45,0
0,015 0.2 16,5 (7) 28.4 5 1,50 Ediifus getriibt
0,02 0,2 19,5 PR BT >

* In der iiberstehenden I'liissigkeit moch Prézipitatpartikelchen, die nicht sedimen-




Versuch 4.

Als Priiffungsmaterial diente die bereits bei frilheren Versuchen ver-
wendete Teigwarenprobe mit 3 Fiern (pro 1 kg Griess). 20 g des Mehles
wurden in 100 em? physiologischer Kochsalzlosung anfgeschwemmt, kriftig
geschiittelt, tiber Nacht bei Zimmertemperatur gehalten und dann klar filtriert.
Vom Filtrate dieser 207 igen Teigwarenaufschwemmung wurden weitere
Verdiinnungen angelegt, entsprechend einer 10, 1 und 0,59%igen Losung
und pro Rohrchen je 1 em?® verwendet. Als Antiseren wurden benutzt Eiklar-
antiserum Nr. 21 und Eigelbantiserum Nr. 21.

Das Ergebnis ist in Tabelle 23 zusammengestellt.

Tabelle 23,

Antigenmenge pro Prizi- | Antiserum- | Prizipitatmenge in mm?
.Plt(??let,ﬁ,l entsp&achtnd ’Q’ dosis Eiklar-Antiserum ‘ Eigelb-Antiserum
Frischaikiar b o Frisoheigeln, J 0 - comip i 0 aNG2h s bl 0L
| e
0,000135 0,000217 0,2 4,5 i 1,2
0,000870 0,000434 0,2 6.9 2.4
0,00218 0,00108 0,2 7.2 1,5 (?)
0,00436 0,00216 0.2 10,2 1,65(7)
0,00654 0.00324 0,2 16,2 2,70
0,0087 o 0,00434 Qg s 15,0 3,15
0,01305 0,00651 0,2 13,5 450
0,0174 0,0086 0,2 12,0 5,70
l

Eine Gegeniiberstellung der Resultate mit Eiklar-Antiserum Nr. 21 von
Tabelle 22 mit den obigen zeigt, dass die Priizipitatwerte von Frisch- und
Trockeneiklar iihereinstimmen. Das Kigelb- Antiserum Nr. 21 hatte mit Frisch-
eigelb folgende Werte ergeben.

Antigenmenge : Priizipitatmenge :
0,001 g = 7,5 mm?
0,005 g = 20,6 >
0,01 g = wolkige Trithung.

Die Frischeigelbextrakte wirken also priizipitatorisch bedeutend stirker
als die Trockeneigelbextrakte. Jene geben grossere absolute Priazipitatmengen
und zeigen ferner eine raschere Entwicklung der Bindungsphasen als diese.

Zusammenfassung der vorerwihnten Versuchsergebnisse,
‘ 1..Mit Trockeneiklar gewonnene Immunseren ergeben nnt Extrakten
von Trocken- und Frischeiklar iibereinstimmende Prézipitatwerte.

2. Mit Trockeneigelb gewonnene Imimunseren bilden mit Extrakten von
Trockeneigelb bedeutend Aleinere absolute Préazipitatmengen als mit jenen von
Frischeigelb. :

3. Der priazipitatorische “Effekt ist einerseits bei Frisch- und anderer-
seits bei Trockeneiklar der gleiche, ob die Antiseren mit Frisch- oder Trocken-
eiklar erzeugt worden sind.
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4. Der prizipitatorische Effekt bleibt bei Trockeneigelbextrakten wesent-
lich herabgesetzt, ob die Immunseren mit Frischeigelb oder mit Trocken-
eigelb erzeugt worden sind. (vide Tabelle 17 und 23).

Wie die vorstehenden Untersuchungen gezeigt haben, gelingt es mit
Trockeneigelb ebenso wirksame (prizipitometrisch) Antiseren zu gewinnen,
wie mit Frischeigelb, dagegen ist der priizipitometrische Effekt von Frisch-
und Trockeneigelb ein verschiedener. Das Verhalten des Trockeneigelbes,
einerseits im Tierkorper wie Frischeigelb zu wirken, andererseits aber im
Reagensglas weniger Prizipitat auszulosen als Frischeigelb, lehrt, dass durch
den Trocknungsprozess (und das Altern) die Antigeneigenschaft der Kigelb-
priizipitinogene unbeeinflusst bleibt, wohl aber das Bindungsvermogen der-
selben eine erhebliche Abnahme erfihrt.

Diese Erkenntnis hat mich veranlasst, zu priifen, ob es miglich sei,
durch Anwendung verschiedener Losungsmittel und ferner durch Vornahme
der Extraktion hai hoheren Temperaturen das Bindungsvermigen der Pri-
zipitinogene des Trockeneigelbes zu aktivieren.

Zunichst wurde die fiir die Extraktion bestimmte physiologische Koch-
salzlosung auf 45° C angewidrmt und dann die Eigelbaufschwemmung einige
Stunden bei 37° C gehalten. Es konnte keine Erhohung der Prizipitatwerte
erzielt werden.

Auch der Zusatz von palmitinsaurem Kalium zum Extraktionsmittel
(physiologische Kochsalzlosung) fithrte zu einem negativen Resultat.. End-
lich wurden noch verschiedene Versuchsreihen ausgefiihrt, bei denen als
Extraktionsmittel an Stelle von physiologischer Kochsalzlésung 1,25%,, 2,5%,
5%, 10%, 15% und 20 %ige Kochsalzlosung benutzt wurde. Mit dem An-
steigen der Kochsalzmenge bis und mit 159, erhohten sich im allgemeinen
auch die Prizipitatwerte, indessen war auch bei den Kontrollproben mit
Frischeigelb eine Steigerung der Priizipitate erfolgt. Gelegentlich konnten
zwar bei Frisch- und Trockeneigelb iibereinstimmende Prizipitatwerte er-
zielt werden, indessen bieten diese Resultate doch keine geniigende Gesetz-
méssigkeit, um sie fiir die Praxis verwenden zu konnen. Mit der Verwendung
hoherer Kochsalzkonzentrationen als sie durch die physiologische Kochsalz-
losung dargestellt werden, macht sich der Uebelstand bemerkbar, dass das
gleichmissige Absetzen des Prézipitats mit Schwierigkeiten verbunden ist.
Selbst bei Erhohung der Tourenzahl auf 3000 pro Minute und Verlingerung
der Dauer des Schleuderns verblieb hiufig ein Teil des Prézipitats in der
Suspensionsfliissigkeit.

e ' Sehlussbemerkungen.

Durch die im Vorhergehenden beschriebenen Untersuchungen ist fest-
gestellt worden, dass mittels dem prizipitometrischen Verfahren KEiklar und
Eigelb, solange sie in frischem, unverindertem Zustande sich vorfinden, quanti-
tativ ermittelt werden konnen, dass dagegen dieser Nachweis beil getrockneten
und &lteren Priparaten nurmehr ber Kiklar moglich ist. Das Eigelb wird



durch den Trocknungs- und Alterungsprozess so sehr beeinflusst, dass es
sich fiir die prizipitomelrische Bestimmung nicht mehr eignet.

Fiir die praktische Kontrolle der Eierpriiparate bleibt demzufolge das
prizipitometrische Verfahren auf die Ermittlung des FEiklargehaltes be-
schriinkt. Infolge seiner Zuverlissigkeit und relativ einfachen Handhabung
diirfte es namentlich bei der Beurteilung der Eierteigwaren doch schitzbare
Dienste leisten.

Es seien daher in Kiirze die Methodik dieses Verfahrens und die dabei

zu beriicksichtigenden Punkte angefiihrt:
‘ 1. Das FEiklarantiserum. Bei der Beschaffung des Eiklarantiserums ist
zu beachten, dass sich ein weniger hochwertiges Antiserum infolge seiner
lingeren aufsteigenden Priizipitationsphase besser eignet als ein sehr hoch-
wertiges. Als zweckentsprechende Seren sind solche zu bezeichnen mit einem
Titer von 1:10000—1 : 20 000. ,

2. Die bei der Priifung 2u verwendenden Materialien. Ausser dem Anti-
serum kommen in Betracht:

a) das Priifungsmaterial, :

b) Teigware mit bekanntem Hiklargehalt als Standard-
ware (fiir die schweizerischen Verhiiltnisse Teig-
ware mit 3 Kiern pro 1 kg Griess),

¢) sogenannte Wasserware (ohne Eigehalt), und

d) normales Kaninchenserum.

als
Kontrollen

3. Bereitung der Teigwarenextrakte. Von den feingemahlenen Teigwaren-
proben werden je 5 g in 100 ¢cm?® Kolbchen gebracht, mit steriler physio-
logischer Kochsalzlosung bis einige c¢cm unter die Marke aufgefiillt, kriftig
geschiittelt und ftiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Am
Morgen wird nach nochmaligem Schiitteln mit der physiologischen Koch-
salzlosung bis zur Marke aufgefiillt und dann die Extrakte durch Papier-
filter klar filtriert.

4. Beschickung der Prizipitometer, Fiir jeden Extrakt werden 3 Prizipito-
meter bereitgestellt und je 2 em?® des Extraktes eingefiillt, 2 der Rohrchen
erhalten sodann je 0,2 bezw. 0,4 ¢m® Biklarantiserum und das 3. Rohrchen
dieselbe Menge normales Kaninchenserum, ferner wird pro Rohrehen noch
L Tropfen Toluol (als Antisepticum) beigefiigt. Zum Einfiillen der ver-
schiedenen Materialien sind die Pipetten jeweilen zu wechseln. Mittels einer
Kapillarpipette wird der Inhalt durch aufsaugen und ausstossen gehiorig ge-
mischt (wobei die Pipette nach jedesmaligem Gebrauch bei einem Réhrchen
mit Wasser zu spiilen ist, um ein Uebertragen von Material eines Rohrchens
in ein anderes zu vermeiden). Die Rohrchen werden alsdann mit Gummi-
pfropfen verschlossen und 5 Stunden im Brutschrank bei 37° C aufgestellt.
Nach dieser Zeit wird der Inhalt in denjenigen Rohrchen, die Niederschlige
bezw. Tritbung aufweisen, in vorerwihnter Weise mittels Kapillarpipette
gemischt und dann simtliche Rohrchen 10 Minuten bei einer Tourenzahl
von 2000 in der Minute geschleudert.
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5. Die Beurteilung des Befundes. Der Inhalt der Rohrchen mit Normal-
serum und dem Extrakte der Wasserware muss klar bleiben. Ist dies der
Fall, so kann die Eiklarmenge der Priiffungsware an Hand der Prizipitat-
werte bel der Standardware direkt bestimmt werden.

(Sollte der Titer des Kiklarantiserums mehr als 1: 20000 betragen,
so miissten bei Teigwaren mit 3 Kiern pro 1 kg Griess entsprechend ver-
diinntere Extrakte angewendet werden, z. B. wiren bei einem Titer von
1:50000 die obigen 5 %igen Extrakte um das 10fache zu verdiinnen.)

Maladies infectieuses et empoisonnements transmis par les aliments,
leur prophylaxie. '
Par Dr M. BORNAND, privat-docent & 1'Université de Lausanne.

(Laborateire cantonal dun service sanitaire).

La gravité de l'épidémie d'influenza qui sévit actuellement sur toute
I'Europe et qui dans notre pays a déja fait de nombreuse victimes, est-elle
une conséquence de la guerre? C’est probable; le germe de cette maladie
a trouvé dans tous les pays des organismes affaiblis par des causes morales
et par une alimentation insuffisante, c’est-a-dire un terrain bien préparé
pour exercer ses ravages. ;

Il est extraordinaire que depuis plus de quatre ans que durent les
hostilités, mettant aux prises des hommes venus de toutes les parties du
monde, dont certains de contrées ol regnent a l'état endémique la peste
et le choléra, le typhus exanthématique, les pays belligérants n’aient pas
v s'abattre sur eux les épidémies meurtrieres qui ont sévi au cours des
guerres passées.

Notre pays qui journellement voit passer sur son territoire des cen-
taines d’évacués, de rapatriés, qui héberge des milliers de prisonniers de
guerre dont beaucoup d’entre eux ont séjourné dans des contrées ot réegnent
typhus exanthématique, dysenterie bactérienne et amibienne, malaria, etc.,
a été completement épargné par ces maladies.

Dans les armées belligérantes, on ne connait pas encore le pourcentage
exact de déces par maladies infectieuses, mais d’apres les quelques renseigne-
ments que nous possédons, on peut en déduire qu’il est faible (je ne veux
parler que pour les armées qui luttent aux confins de notre pays). Les
fievres thyphoide et paratyphoide, la dysenterie, le typhus exanthématique
ont sévi, mais on n'a pas enregistré d’épidémies proprement dites.

Cela tient principalement aux mesures prophylactiques rigoureuses, hy-
giene, vaccination, désinfection qui ont été appliguées sur une vaste échelle.
La collaboration étroite entre chefs militaires et le corps de santé, I'édu-
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