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zwar durch Behandeln mit kohlensaurem Kalk und Baryumazetat. Diese
Vorbehandlung hat zudem den Vorteil, dass das Neutralisieren vor
dem Zusatz der Silbernitratlosung nicht mehr notig ist.

Das Verfahren gestaltet sich demnach wie folgt:

40 ¢m3 Wein werden durch Aufkochen mit 3 g reiner Tierkohle ent-
farbt. Das Filtrat wird mit reinem (prézipitiertem) kohlensaurem Cal-
cium im Ueberschuss versetzt und nochmals zum Sieden erwidrmt. Zum
neuen Filtrat werden nach dem Erkalten langsam unter Umschiitteln
8 em? einer 109/ igen Losung von Baryumazetat hinzugegeben. Hierauf
wird wieder filtriert. 5 cm? des (neutralen) Filtrates werden mit 2
Tropfen n/5-Silbernitrat versetzt, gemischt und mit 1 c¢m? n/10-Natron-
lauge (unter Umschiitteln) alkalisch gemacht. Die Probe wird im Dun-
keln aufgestellt und die Zeitdauer bis zur deutlichen Reduktion beobach-
tet. — Man wird gut tun, die Reduktionsprobe 2—3-fach aufzustellen.

Obstwein reduziert auch nach diesem Verfahren sofort oder nach
wenigen Minuten. Wesentliche Obstweinzusitze zum Traubenwein bewir-
ken nach bisheriger Erfahrung Reduktion in 10—20 Minuten. Man wird
in einzelnen Féllen notorisch reine Naturweine zur Vergleichung bei-
ziehen miissen. ' |

Experimentelle Beitriice zur Mikrobiologie der Getreidemehle,
Von Dr. HANS GEILINGER.

(Mitteilung aus dem Laboratorium des Eidg. Gesundheitsamtes,
Vorstand: Prof. Dr. F. Schaffer.)

1. Mitteilung :
Ueber koliartige Mehlbakterien. (Fortsetzung.)

YII.

Ueber einige mittels der Agglutinationsreaktion in Hinsicht auf diese
Mikrobengruppe gemachte Beobachtungen.

Es ist eine schon seit etwa 2 Jahrzehnten bekannte und durch zahlreiche
Arbeiten erhirtete Tatsache, dass die Agglutinationsreaktion zur Ermittlung des
Kolicharakters eines Kurzstiibchens versagt. Beschriinmken wir uns auf die An-
filhrung einiger diesbeziiglicher Arbeiten der neueren Literatur. Jaffé¢!) weist aunf
die Beeinflussbarkeit von manchen Kolistimmen durch Typhusserum, auch durch -
Paratyphus- und Girtnerserum. Stickdorn?) berichtet von 118 aus Kiilberruhr-
fillen isolierten Kolistiimmen, die sich bis auf einen morphologisch-kulturell nicht

1

JEN PRl

") Untersuchungen iiber die der Koli-Typhusgruppe angehirigen Erreger von Kiilber-
krankheiten. C. f. B., I. Abt., O., 76, 245 (1915).
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unterscheiden liessen, von denen ein Teil durch einige polyvalente Seren leicht
agglutiniert wurde, andere nur von dem eigenen monovalenten Serum beeinflusst
wurden, withrend einige weder Agglutininbildung auslosten, noch Agglutinine banden.
Auch Christiansen') ermittelte an einem hunderte von Kulturen umfassenden Ma-
terial einerseits bei fiir Kélber pathogenen Koliformen, andererseits bei solchen,
die im Darme gesunder Kilber gefunden wurden, dass sich Vergirung und Agglu-
tination gar nicht immer decken, wihrend iiberdies Koliformen, die aus dem Darme
gesunder Kiilber herriihren, mit kilberpathogenen Kolistiimmen agglutinatorisch sich
iibereinstimmend verhalten konnten. Immerhin ist bemerkenswert, dass «Stimme,
die ans demselben Kalbe isoliert wurden und die inbetreff ihres Vergirungsver-
mogens identisch sind, sich in der Regel auch als inbetreff ihres Agglutinations-
verhiiltnisses identisch ergeben». Aber auch mittels des Komplementbindungsver-
fahrens und der Prizipitationsreaktion ist man bei Identifizierungsversuchen be-
ziiglich der Koligruppe nicht weiter gekommen. Hingichtlich des ersteren sei auf
die Arbeiten von Amiradzibi?) und Christiansen®) verwiesen, beziiglich des letz-
teren auf die Versuche von Isabolinsky und Patzewitsch*), die allerdings nur die
qualitative Schichtprobe anwendeten. Den Angaben von Jaffé gegeniiber weist
Reiter®) nach, dass ein agglutinierendes polyvalentes Antikoliserum durch die Ab-
sittigung nach Castellani mittels Typhus- und Paratyphus B-Bakterien von seinen
Partialagglutininen fiir diese Dakterienarten befreit werden und also streng spe-
zifisch gemacht werden kann. Wie weit sich mit dem Cuastellanischen Absattigungs-
verfahren innerhalb der Koligruppe selber fiir diagnostische Zwecke etwas er-
reichen lassen wird, bleibt vorliufig eine offene Frage.

Waren somit die bei der Gruppe des Bact. coli var. typica mit den,
gebriauchlichen serologisch-diagnostischen Methoden gesammelten Erfah-
rungen nicht gerade vielversprechend, so ist schon der Vollstindigkeit
halber ihre Anwendung gegeniiber der uns beschiftigenden Koliabart
gerechtfertigt. Wir beschrénkten uns auf die Anwendung der Aggluti-
nationsreaktion. Bei dem kleinen vorliegenden Material muss ein end-
giiltiger Entscheid {iber die Brauchbarkeit dieses Verfahrens noch aus-
stehend bleiben, doch liess sich immerhin eine gewisse Abklirung be-
stimmter Fragen erwarten. Da die morphologisch-kulturell {ibereinstim-
menden Stamme «a», «b», «d», «e» und «f» von ein und derselben Mehl-
probe herriihren, so dass hier gewissermassen ein analoger Fall vorliegt,
wie bei den aus demselben Kalb geziichteten und hinsichtlich ihres Gér-
vermogens sich deckenden Stdmmen von Christiansen, so darf das viel-
leicht bei aller Reserve als Grund angefiihrt werden, auch hier aggluti-
natorische Uebereinstimmung zu erwarten; dann aber bietet besonders

)1 AT
%) Ztschr. f. Immunititst. 0., 6, 338 (1910). Zit. bei Conradi und Bierast, Bact. coli
commune als Krankheitserreger. Handbuch der pathogenen Mikroorg. von Kolle und Wasser-
mann, 2. Aufl,, Bd. VI, 8. 505.

S Tt

1) Zur Frage iiber den diagnostischen Wert der Priizipitationreaktion bei der Infek-
tion mit der Typhus-Koli-Gruppe und besonders bei Fleischvergiftungen. C. f. B., I. Abt.,
0., 70, 192 (1913).

®) Ueber Agglutination durch Koli-Immunserum. Ztschr. f. Immunititsf., O., 21, 214
(1914). Zit. n. C. f. B., I. Abt., Ref. 63, 229.



das wechselseitige Verhalten dieser Stdmme und der kulturell abwei-
chenden Organismen «c» und «H», die auch aus derselben Mehlprobe
wie die eben erwdhnten stammen, ein gewisses Interesse; iiberdies soll-
ten die Verhiltnisse der wechselseitigen Bildung von Partialagglutininen
in bezug auf einige mehr oder weniger nahe Verwandte (Bact. herbicola,
coli typicum, paratyphi B, typhi, enteritidis Gértner) kurz beriihrt
werden. : ‘

Zur Herstellung agglutinierender Sera bei Kaninchen verwendeten wir
die folgenden 3 Stdmme: 1. «h» aus dem Herzblut von Meerschweinchen
Nr. 18 =«b» nach nochmaliger Tierpassaage, als ein typischer Vertreter
der Unterart Bact.coli var. luteoliq. Dieser Stamm hatte seinerzeit einen
charakteristischen Sektionsbefund mit ausgeprigter Nebennierenrétung er-
geben («g», der Tierpassagestamm von «a» wurde nicht verwendet, weil er
“sich auf der Endoplatte als aus 2 Rassen zusammengesetzt erwiesen,
hatte.) — 2. «33» als den Meerschweinchenpassagestamm von «c», den
dem gelben Saurebildner Levys sehr nahestehenden Mikroorganismus,
der auch etwas Nebennierenrotung verursacht hatte. — 3. Den «Levang»-
Stamm «H». Die Knappheit der zur Verfiigung stehenden Versuchstiere
auferlegte uns vorlaufig die Beschrinkung auf diese wenigen Organismen.
Von Interesse wird besonders auch das Verhalten von agglutinierenden
Herbikolaantiseren sein. Alle 3 Stimme werden vorerst wiederum zwei-
mal iiber Gelatineplatten geschickt, wobei sich durchaus einheitliche
Bilder ergeben. Das Impfmaterial wird aus wihrend 24 Stunden bei
210 kraftig gewachsenen Schrigagarkulturen hergestellt durch 21/,-stiin-
dige Erwarmung der Kultur als solcher (1. Injektion) oder einer Aui-
schwemmung in physiologischer Kochsalzlosung (2. und 3. Injektion) auf
600, Kontrollabimpfungen nach der Erhitzung ergaben jeweilen kein Wachs-
tum. Die Verimpfungen erfolgten intravends mit einem Intervall von
T resp. 9 Tagen. Die Dosierung war folgende: 1. Injektion: 1 mittlere
Oese; 2. Injektion: 10 mittlere Oesen; 3. Injektion: Die Hilfte des Agar-
oberflichenrasens. (Bei zweiter und dritter Injektion wird zuerst etwa
der zehnte Teil der Dosis gegeben, der Rest nach 4—5 Stunden zwecks
Vermeidung eventueller anaphylaktischer Stérungen.)

Aoki und Konno') machten seither in einer auf grossem Material fussenden
Arbeit auf die Abhingigkeit der Beziehungen zwischen Haupt- und Mitaggluti-
nation von der Technik der Vorbehandlung an der Hand von Typhus- und Para-
typhus B-Bazillen anfmerksam. Vorausgesetzt, dass wir die bei jenen Mikroben
vorliegenden Verhiltnisse als auch bei den Koliorganismen bestehend annehmen
diirfen, so wiire nach den KErgebnissen dieser Autoren das agglutinierende Anti-
serum noch spezifischer im Sinne des kleineren Titers der Mitagglutination zu
erhalten gewesen, wenn entweder mit etwas grisseren Dosen (10 Agar) begonnen

oder noch eine weitere Injektion gemacht worden wire. Noch bessere Resultate
aber sind nach Aok: und Konno mit der subkutanen Vorbehandlung zu erreichen.

') Studien iiber die Beziehungen zwischen der Haupt- und Mitagglutination. C.f. B,
I. Abt., O., 86, 139 (1921).
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Die Tiere haben die Injektionen gut ertragen; sie reagierten mit
Appetitlosigkeit, wozu sich nach der 2. und 3. Einspritzung etwa 24
Stunden dauernde Mattigkeit gesellte. 5 Tage nach der 3. Injektion er-
folgte Probeagglutination: Das «h»-Serum weist gegeniiber dem homologen
Stamm einen Titer von 1:6400 auf, das «33»-Serum einen solchen von
1:3200, das «H»-Serum von 1:25600, wobei die Agglutination «fein-
flockig» ist. Physiologische Kochsalzlosung und Normalkaninchenserum
1/100 ergeben keine Agglutination. Die Entblutung erfolgte 6 («33» und
«H»-Kaninchen), resp. 7 («h»-Kaninchen) Tage nach der dritten Injektion.
Das Serum wird durch sterile Berkefeldkerzen filtriert.

Beziiglich der Technik der Ausfiihrung der Agglutination selber ist
zu erwahnen, dass 18—20 Stunden bei 37° gewachsene Schrigagarkul-
turen zur Verwendung kamen. Deren Rasen wurde bei Vermeidung des
Kondenswassers in physiologischer Kochsalzlosung abgeschwemmt und
jeweilen gleiche Volumina Serumverdiinnung und Bakterienaufschwem-
mung vermischt, wobei also eine halbmal so starke Serumkonzentration
als in Wirkung tretend in Rechnung zu setzen war. Die Ablesung im
Agglutinoskop (bei einigen Versuchen auch im hingenden Tropfen) erfolgte -
in der Regel nach 2-stiindigem Aufenthalt im Thermostaten bei 37°
und nach weiterem 22-stiindigem Aufenthalt bei Zimmertemperatur. Zur
Bestimmung der Titergrenze wurde die zweite Ablesung als massgebend
erachtet. Als Kontrollen dienten Aufschwemmungen in physiologischer
Kochsalzlosung und in normalem Kaninchen- resp. Pferdeserum (wo
letzteres auch als Antiserum zur Verwendung kam, siehe unten), beide
in 50-mal stédrkerer Konzentration als die Endtiterverdiinnung betrug.

Es wurden zundchst die Verhiltnigse der Mitagglutination an den
den 3 Antiseren homologen Stidmmen sowie je einem Stamm von Bact.
coli commune (Stamm «cyst.»), Bacl. coli var. albidoliquefac. («Levans
St.»), Bact. paratyphi B («Moérgeli»), und einem Bact. typhi («alt»)
gepriift, woriiber die folgende Tabelle X1 Auskuntt gibt. Es kam dabei
ab und zu auch im Normalkaninchenserum eine geringfiigige Agglutina-
tion zustande. Zur Gewinnung grosserer Uebersichtlichkeit haben wir
von der Wiedergabe der Kontrollen abgesehen und in den Féllen, wo
Normalagglutinine in Wirkung traten, dies durch entsprechende Herab-
setzung des die Intensitit der Agglutination wiedergebenden Zeichens
zum Ausdruck gebracht. Diese Zeichen haben folgende Bedeutung:

-+ - -+ = grobflockig, iiberstehende Fliissigkeit klar; 4 -+ = mit-
telflockig; - = feinflockig; + = sehr feinflockig; + = Aufschwem-
mung nicht mehr ganz homogen; — = keine Agglutination; 0 = keine
Probe angesetzt.

Auch verzichteten wir auf die Wiedergabe der Befunde nach 2-stiin-
digem Aufenthalt bei 37° die nicht erheblich von denen nach 24 Stun-
den abweichen.
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Aus der Tabelle ergibt sich zunfchst, dass der Endtiter des «h»-
und «H»-Serums gegeniiber jenem der Probeagglutination nur um ein
Geringes gesunken ist, derjenige des «33»-Serums sich jedoch von 1/3200
auf 1/5000 erhoht hat. Soweit sich aus den geringen Graden der Mitag-
glutination — die Geringfiigigkeit dieser Erscheinung héngt sehr wahr-
scheinlich mit der Technik der Kaninchen-Vorbehandlung (siehe Aok?
und Konno 1.c.) zusammen — entnehmen Ildsst, und soweit solche
Schliisse bei der Moglichkeit verschiedenen individuellen Verhaltens der
Kaninchen bei dem kleinen Tiermaterial iiberhaupt zulissig sind, diirften
zwischen den beiden gelb wachsenden Varietdten «h» und «33» etwas
nihere Verwandtschaftsverhiltnisse bestehen, wahrend «H» eine Sonder-
stellung einnimmt. Wenn auch das «H»-Serum die beiden Gelben kaum
beeinflusst, so wird doch der Stamm «H» deutlich vom «33»-Serum
mitagglutiniert. Das dem Stamme «33» homologe Antiserum bedingt
nédmlich gegeniiber den beiden anderen Stdmmen bei 1/100 noch deutliche
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und bei 1/200 angedeutete Mitagglutination, wihrend das «h»- (gegen-
iber «33») und das «H»-Antiserum (gegeniiber «h») dies nur einseitig
in sehr geringem Grade tun. Das «33»-Serum scheint sich somit durch
betridchtlicheren Rezeptorenreichtum auszuzeichnen, auch bei spiteren
Versuchen (siehe Tabelle XIIT) zeigt sich dies bestétigt.

Da die bei diesen Agglutinationsversuchen in Betracht kommenden
Mikroorganismen alle gute Beweglichkeit im hingenden Tropfen und im
Geisselpraparat (die Herbikola-Stamme wurden daraufhin noch nach-
traglich untersucht), soweit sich dies abschitzen lasst, etwa gleich gute
Ausriistung mit gleichartigen Geisseln aufweisen, so darf das Moment
der Oberflichenbeschaffenheit der Bakterien bei der Beurteilung der
Verhiltnisse der Mitagglutination unberiicksichtigt bleiben.

Doch ist hier eine kritische Bemerkung beziiglich der Verwertung der Agglu-
tinationsbefunde mit Normalserum am Platze. Da wir immer nur eine, niimlich
die gegeniiber der Endtiterverdiinnung 50mal stiirkere Konzentration der Normal-
sera verwendeten, so ist die Inrechnungsetzung im subtrahierenden Sinne gegen-
iber der ganzen jeweiligen Serie in fallenden Dosen des Antiserum genau ge-
nommen nur dann ohne Schwierigkeit durchzufithren, wenn sich der Befund der
Verdiinnung des Normalserum mit jenem der entsprechenden Verdiinnung des Anti-
serum genaun deckt, und zwar auch dann nur fiir diese und die weiteren fallenden
Verdiinnungen, indem eben alle diese Befunde als negativ zu veranschlagen sind.
Oft, aber nicht immer, war das der Fall. Unterscheiden sich hingegen die Befunde
der Agglutination der entsprechenden Verdiinnungen des Normal- und des Anti-
serum graduell, so wird sich nicht leicht entscheiden lassen, wie weit man in der
Berticksichtigung der positiven Befunde der hioheren Verdiinnungen gehen darf.
Wir haben in der Tabelle diese Werte durch Sternchen (*) kenntlich gemacht. Der
einzige Fall, wo sich daraus eine Unklarheit ergeben kionnte, sei hier in extenso
angefithrt. Es handelt sich um die Frage der Mittagglutination von Bact. coli,
Stamm <«cyst.» im dem «weissen Gasbildner», Stamm «H> homologen Antiserum.
In Tabelle XI1 sind die betreffenden Befunde so wiedergegeben, wie wir sie pro-
tokolliert haben.

Tabelle Xil.
Agglutination von « Coli cyst.».

|
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Da sich die Agglutinationsgrade der Verdinnungen 1,100 des «h»- und des
Normal-Kaninchensernms decken, so kann hier von «spezifischer » Agglutination
des «h»-Serum nicht die Rede sein. Da aber auch in der Verdiinnung 1/500 des
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Normalserums noch deutliche Agglutination eintritt, die sich graduell nur wenig
von den entsprechenden Verdiinnungen des « 33 »- und des «H »-Serum unter-
scheidet, so wird sich bei diesen beiden Seren der von den Normalagglutininen
unbeeinflusste, wahre Endtiter nicht mit Sicherheit feststellen lassen. Doch lidsst
sich aus den Befunden immerhin entnehmen, dass die spezifischen Beziehungen
zum <« H»-Serum nicht sehr betrichtlich sein kionnen, wogegen das «33»-Serum,
das sich ja wie wir bereits sahen durch eine gewisse Polyvalenz auszeichnet, dies
auch hier wieder in eigenartiger Weise dokumentiert, indem der Agglutinations-
grad bis zur hochsten gepriiften Verdiinnung 1/5000 derselbe bleibt. Man konnte
versucht sein an Psendoagglutination zu denken, wenn eben nicht die Kochsalz-
lisungskontrolle villig negativ wire. Die zu auffallend hoher Verdiinnung reichende
Mitagglutination beim «33»-Serum konnte auch durch die Summierung der gleich-
sinnig gerichteten Wirkungen von spezifischem Partialagglutinin und « Normal-
agglutinin» zustande gekommen sein. Die gerade beim Bact. coli besonders aus-
gepriigte Empfindlichkeit gegeniiber «Normalagglutinin» beruht wohl auf Auto-
infektion oder -Immunisation vom Darme aus.

Auch der Levansstamm unserer Stammkulturen wird vom «H»-Serum
und zwar ausschliesslich von diesem agglutiniert, worin das Vorliegen
spezifischer serologischer Beziehungen innerhalb dieser Koli-Untergruppe
in charakteristischer Weise zum Ausdruck kommt. Ferner ist die Mitag-

glutination des Typhusstammes im «H»-Serum bemerkenswert.

Im ndchsten Versuch (7ab. XIII) sollte nun die morphologisch-
kulturelle Uebereinstimmung der Stimme «a», «b», «d», «e» und
«f» des Bact. coli var. luteoliquefac. in serologischer Hinsicht bestatigt
werden. Ueberdies unterwarfen wir die Frage der verwandtschaftlichen
Stellung der 3 Herbikola-Stamme zu den Mehlkoliorganismen mit Hiilfe
unserer 3 agglutinierenden Antiseren einer weiteren Priifung. (Es muss-
ten diese Erhebungen vorldufig leider unvollstdndig bleiben, indem wir
noch nicht in den Besitz entsprechender homologer Antiseren der Herbi-
kolastimme gelangt sind.) Als Kontrollstimme wurden ausserdem wieder
«e» (= «33») und «H» herangezogen.

Auch die Agglutinationsreaktion ergibt also die nahezu vollige Iden-
titdt der Stdmme «a», «b», «d», «e» und «f». Der aus Galle (Meerschwein-
chen Nr, 12) isolierte «d»-Stamm erreicht die Endtiterzahl (1:5000)
wie der mit «h» identische Stamm «b» (Subkutis, Meerschweinchen
Nr. 11), wihrend «a», «e» und «f» sich um eine Spur weniger empfindlich
verhalten (letzte Reaktion bei 1:2000); doch kann diesen kleinen Dif-
ferenzen kaum eine Bedeutung beigemessen werden.

Wiahrend das «33»-Serum den mit «33» identischen Stamm «c» bis
zur Endtiterdosis agglutiniert, «b» («h») bis 1:200 und «H» bis 1:500
noch allerdings nur sehr schwach beeinflusst, zeigen sich wiederum die
beiden anderen Seren nicht oder weniger weit auf die entsprechenden
heterologen Stimme {iibergreifend. Die Sonderstellung des «H»-Serum
kommt zum Ausdruck durch das Fehlen einer Mitagglutination sowohl
gegeniiber «b» («h») als auch «c» («33»); das «h»-Serum aber zeigt eine
Beeinflussung von «H» bis 1:200.
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Die Vielgestaltigkeit des Rezeptorenbestandes des «33»-Serums do-
kumentiert sich nun unseres Erachtens besonders in dem Umstande,
dass neben einer ziemlich weitgehenden Mitagglutination des «H»-Stammes
auch eine solche der «a»-«f»-Reihe erfolgt, und zwar ergeben sich dabei
in dieser Reihe betriichtlichere Differenzen als bei der Agglutination mit
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dem homologen «h»-Serum. Am schwichsten mitagglutiniert wird der
Stamm «b» = «h» (1:200), es folgen «d» (1:500), «a» (1:1000), «e» und
«f» (1:2000). Alle diese Stamme werden durch das «H»-Serum so gut wie
gar nicht beeinflusst. Das stiitzt unsere Auffassung der relativen Poly-
valenz des «33»-Serums.

Was nun die drei Herbikola-Stamme anlangt, so ergibt sich aul
den ersten Blick die Sonderstellung dieser Organismen. Dass die mitag-
glutinierende Wirkung der fiir die beiden gelb wachsenden Mehlkoli-
Rassen homologen Seren nur angedeutet zum Ausdruck kommt, war be-
sonders in bezug auf das «33»-Serum nicht ohne weiteres zu erwarten,
fand sich doch eine weitgehende kulturelle Uebereinstimmung beim homo-
logen «c»-Stamm einerseits und den Herbikola-Stimmen andererseits
(siehe Abschnitt IV, diese Zeitschr., 72, 237 ff.). Berlicksichtigt man
aber das den Vertretern der Koligruppe eigentiimliche, individuelle und
oft (anscheinend?) ganz ungesetzmissige Verhalten in serologischer Hin-
sicht, und erinnert man sich der immerhin bestehenden kulturellen Un-
terschiede zwischen «c» und den Herbikola-Stimmen (siehe z. B. das
verschiedene Verhalten in Barsiekow-Milchzuckerlosung und in Lackmus-
molke), des nur bei den letzteren Organismen ausgebildeten Vermogens
der Zoogleeenbildung, so sind diese Befunde gut zu verstehen und diirften
zum mindesten ebensowenig wie die ermittelten anderen Unterschiede als
ausschlaggebendes Argument gegen die Richtigkeit der Annahme gegen-
seitiger Umziichtbarkeit dienen. Auch die Befunde von Baerthleinl), der
nachwies, wie bei Bact, coli durch Mutation die Agglutinierbarkeit gegen-
~liber dem homologen Serum verloren gehen kann, diirfen hier wohl als
gleichsinniges Argument Erwidhnung finden. Fiir verwandtschaftliche Be-
ziehungen zwischen Mehlkoli- und Herbikolagruppe scheint auch die
starke Mitagglutination zu sprechen, die das «H»-Serum gegeniiber dem
«Gelb M 12»-Stamm bedingt, wenn nun auch andererseits gerade wegen
der Unregelméssigkeit der serologischen Reaktionen in der Gruppe des
Bact. coli im engern Sinne auch hier bei der Beurteilung eines solchen
Einzelfalles grosste Vorsicht geboten ist. Um diese Erscheinung richtig
beurteilen zu konnen, ist vor allem darauf hinzuweisen, dass die beiden
Stamme «Gelb M 4» und «Gelb M 8» in Kaninchennormalserum 1:100
nicht agglutinierten, wohl hingegen «Gelb M 12» (---}), dem gegeniiber
auch noch die Verdiinnung 1:500 nach 24 Stunden feine Flockung (-)
veranlasste. Dieser Stamm zeichnet sich im Vergleich zu den beiden
anderen durch sein schleimiges Wachstum aus, wie auch schon (siehe
Abschnitt IV, 1. c. Bouillonkulturen) festgestellt wurde. Es wird nicht
ohne weiteres zu entscheiden sein, ob und in wie weit hier auch un-
spezifische Vorgénge zur Geltung kommen, doch ist eine gegeniiber dem
Normalserum stirkere Einwirkung des agglutinierenden Serums nicht

') Untersuchungen iiber Bact. coli mutabile. C.f. B., I. Abt.,, 0. 66, 21 (1912).



zu leugnen. Es ist in diesem Zusammenhang vielleicht nicht uninteres-
sant, an den «Bacillus capsulatus Herla» zu erinnern, der dem Bact.
prewmoniae Friedlinder nahesteht, und bei welchem Defalle') trotz der
Ausbildung ausserordentlich dicker Schleimhiillen mit unregelmissiger
und undeutlicher dusserer Begrenzung gute Agglutinabilitit nachgewiesen
hat, wihrend ein Friedlinderstamm diese Eigenschaft kaum erkennen
liess.

Die beiden anderen Herbikolastimme verhalten sich gegeniiber dem
«H»-Serum ganz negativ. Ob das auf weitergehende Unterschiede inner-
halb der Herbikolagruppe schliessen lidgst, wird erst zu entecheiden sein,
wenn an einem grosseren Material das Verhalten homologer und hetero-
loger Seren durchgepriift ist.

Tabelle XIV.

Tusammenstellung der beziiglich einiger « b »-,
_ M. des «@>- und «f>-Original- und Meerschweinchen-
Bezeichnung des Stammes passagestamme festgestellien Endtiterver-
Agol-Versuchs | dinnungen des «h--Semum. (1: 5000 = End-
fiter gegeniiber dem humolugen « - Stamm)
Meerschw. 18 Herzbl. «h» (= <b») . I 1:5000 +
Meerschw. 18 Herzbl. <h» (= «h») . 111 1:5000 -
Meerschw.-11; «b» . . . . . . . 1I 1:5000 -}
«b» unbewegl. = «III> . . . . . LIL 1:5000 4
Meerschw. 19 Herzbl. «ks (= «b») . TIT 1:5000 -
Meerschw. 7; «a» . . . 11 1:2000 4 1:5000 —
Meerschw. 14 Herzbl. « g » (~~ e a») ] 111 1:2000 + 1:5000 +
g 1.-Typrgroses (= sa3} . ", & & IIT 1:1000 + 1:2000 =+
«g, 2. Typ, klein» (= «a»). . . . 111 1:1000 + 1:2000 =+
Meerschw. 56 Herzbl. = « g, L, lyp
gross» (= «a») . . 1IT 1:1000 - 1:2000 +
Meerschw. 58 Herzbl. = «g, 2 [‘yp
klein» (= «a») . . III 1:1000 + 1:2000 =+
Meerschw. 12 Herzbl. «f». . . . . 11 1:2000 - 1:5000. =+
Meerschw. 54 Herzbl. (= «f») . . . 1EE 1:2000 4 1:5000 =+

In einem weiteren (3.) Versuche wird nachgewiesen, dass durch
die Tierpassagen an sich die Agglutinationsverhiltnisse in keiner Weise
verandert worden sind (Tabelle XIV); sowohl der Stamm «b», der mit
«h» identisch ist und nur eine Meerschweinchenpassage weniger durch-
gemacht hat (und zwar auch, nachdem er voriibergehend in einer unbe-
weglichen Modifikation «III» — siehe Abschnitt V, Seite 160 — sich
befunden hatte), als auch der Parallelpassagestamm «k» agglutinieren in
anniahernd derselben Intensitdt bis zum Endtiter 1:5000 mit dem homo-
logen «h»-Serum. Auch die «a»- und «f»-Original- und Passagestdmme

) Recherches sur le réle de 'enveloppe des microbes dans I'agglutination. Ann. de
I'Inst. Pasteur, 16, 595 (1902).



verhalten sich gegeniiber diesem Serum fagt libereinstimmend und zwar
ein wenig weniger empfindlich als die «b»-Stdmme; dabei zeichnet sich
die kleine Gruppe der durch Variation entstandenen «g»-Typen mit ihren
Pagsagestimmen «Meerschweinchen 56» und «M. 58» wieder durch noch
etwas weitergehende Herabsetzung der Empfindlichkeit aus.

Ebensowenig lassen sich im Verhalten des Stammes «H» vor der
weiteren Passage durch 4 Meerschweinchen einerseits und nach dersel-
ben andererseits (siehe Abschnitt V, Seite 156, mit «Md» bezeichnet)
gegeniiber unseren drei agglutinierenden Mehlkoliantiseren irgendwelche
Unterschiede erkennen.

Die in Rede stehenden Mikroorganismen weisen bekanntlich auch bei
Zimmertemperatur ein freudiges und auch recht rasches Wachstum auf.
Genauere Feststellungen iiber das Temperaturoptimum haben wir nicht
gemacht. Da wir aber bis anhin ausschliesslich Kulturmaterial zur
Agglutination brachten, das bei 37° gewachsen war, so sollte noch wenig-
stens an einigen Stimmen gepriift werden, ob vielleicht die verschieden
hohe, doch in beiden Fillen zusagende Kultivierungstemperatur einen Ein-
fluss auf das Agglutinierungsvermogen der Kulturen ausiiben konnte. Es
war das umso berechtigter als auch vom Bact. prodigioswm bekannt ist,!)
dass es (infolge Hiillenbildung?) seine Agglutinierbarkeit bei Kultivierung
bei 370 einbiisst, wenn auch das Agglutininbildungsvermégen erhalten
bleibt. Gepriift wurden die Stimme «h», «f», «e», «H» und «Gelb M 12»
gegeniilber dem «h»-Serum. Doch liessen sich ausser bei . «c» keine
Unterschiede zwischen den beiden Temperaturen erkennen; aber auch
bei diesem Stamm sind sie ziemlich geringfiigig, indem dessen bei 370
gewachsene Kultur gegeniiber der Serumverdiinnung 1/200 noch sehr fe¢in-
flockige (- ), gegeniiber 1/500 keine Agglutination mehr ergab, wihrend
die bei 22° angegangene noch bei 1/1000 sehr feinflockig agglutinierte.
Beide Kulturen ergaben in 1/100 verdiinntem Normal-Kaninchenserum
ebenfalls sehr feinflockige Agglutination.

Zum Schlusse sollte die Beeinflussung unserer Stidmme durch je ein
agglutinierendes Paratyphus B-, Gdrtner- und Typhusserum?) gepriitt
werden. Die Moglichkeit einer solchen war nicht ohne weiteres von der
Hand zu weisen, indem das «H»-Antiserum auch einen Typhusstamm zur
Mitagglutination gebracht hatte. Zur Verwendung kamen die Stimme «a»,
«b», «f», «e», « H», «Gelb M 4», «Gelb M 8» und «Gelb M 12», die mit
Ausnahme von «Gelb M 12» und der Kontrollstimme gegeniiber dem

Y Kolle und Wassermann, Handbuch d. pathog. Mikroorg., 2. Aufl., Bd. II, 1913.
Paltauf, Die Agglutination, S. 570.

%) Diese drei Antiseren sowie die beiden Kulturen «Gértner Ziirich» und « Girtner
Berlin» wurden mir vom Institut zur Erforschung der Infektionskrankheiten (Direktor:
Prof. Dr. Sobernheim) durch freundliche Vermittlung des Herrn Dr. Tomarkin giitigst
iiberlassen.
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Paratyphusserum ein negatives Verhalten an den Tag legten.') Es han-
delte sich um ein Pferdeserum vom Titer 1/5000, das die beiden Para-
typhus B-Kontrollstimme «Mdrgeli» und «Nr.2» agglutinierte bis
1/2000 resp. 1/5000. Auf das Verhalten von «Gelb M 12» kommen wir
sogleich zu sprechen. Als Kontrollserum diente ein Pferdenormalserum
in der Verdiinnung 1,/100.

Im Girtner-Kaninchenserum vom Titer 1/20000, der von den beiden
Enteritidis-Kontrollstimmen «Ziirich» (homolog) und «Berlin» erreicht
wurde, zeigte keiner von den Priifungsstimmen Agglutination; «Gelb
M 12» ergibt auf Normalagglutinine zuriickzufithrende Flockung: 1/100

—+4(-+4), 1/200 4+, 1/500 4, 1/1000 —; Kontroll-Normalserum: Ka-
ninchenserum 1/400 .

Im Typhus-Pferdeserum vom Titer 1/10000 erglbt sich wie Tabelle
XV zeigt, eine geringfiigige Beeinflussung von «a», «b», «f» und eine
betriachtlichere von «Gelb M 4» Die {iibrigen Priifungsstimme, ‘also
auch « H» verhalten sich negativ.

Tabelle XV.
Agglutination im Typhus-Antiserum.

Besechvung des | 1. y00 1900 1500 | 1:9000 | 1:2000 | 1:5000 | 1:10000 |
Stammes 1:50 | 1:200 | Nll-L
cas Era bkt R B R R [ T e e
«b> “+-':—+ P )] = | — | — | — || | —
«f» Febb R + - e Ben v ) D

- c ey oo ol P s, e R B ST B I s T e o
«H>» f+ B = | = | = = | = |+ [+ =

«Gelb M 4» : L 40 +r o= = e -1 s .

P T oot v T R RN [T SRR A PR S

LA P e vl B o R B o i s e e i S P (R BB o 1 o e i

e Lyphmsialbe | -<E - CbED) SRR ORI e oo S SR (R S

«Typhus Nr.1l» | ++4 H+ [+ | +4+ | + z— i 2 2 e o L
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Was nun die Austlockung von «Gelb M 12» im Pamtg/phiw B-Serum
anlangt, so zeichnete sich diese durch ihre Hochgradigkeit aus in den

") Immer bei Beriicksichtigung durch Subtraktion der manchmal betrichtlichen
Normalagglutination !
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Verdiinnungen 1/50, 1/100 und 1/200. Es wurden hier Riesenflocken
beobachtet von oft langgestreckter und fadenartig zulaufender Form.
Letzteres liess Fadenreaktion vermuten, die Rohrchen blieben ndmlich
bei den letzten Versuchsreihen mit Paratyphus-, Gértner- und Typhus-
serum bis zur zweiten Beobachtung nach 24 Stunden bei 310 gtehen; im
Hiangetropfen liess sich aber nur die gewodhnliche haufenweise Bakterien-
verklumpung feststellen. In den folgenden Verdiinnungen nimmt dann der
Agglutinationsgrad rasch ab: 1/500 --+(-+), 1/1000 -+, 1/2000 =+,
1/5000 —. Nun ist aber auch in der Pferde-Normalserumkontrolle 1/100
die Austlockung hochgradig [-+--(-)]. Schon friiher sind wir dieser
Erscheinung bei diesem Stamm in Kaninchen-Normalserum begegnet, wo
sogar in der Verdiinnung 1/500 nach 24 Stunden noch feine Flockung
eingetreten war. Aehnlich wie dort lidsst sich auch hier eine verhilt-
nisméssig geringtiigige Verstdrkung einer schon im Normalserum vor-
handenen ausflockenden Wirkung beobachten. Im Gértner- und Typhus-
serum tritt bel diesem Stamm keine erkennbare spezifische Mitaggluti-
nation auf, wihrend umgekehrt im Typhusserum der Stamm «Gelb M 4»
deutliche Beeinflussung zeigt.

Wir machten tiberhaupt mit unseren Pferdenormalseren die Beobach-
tung, dass in der Regel bedeutend stirkere Agglutination eintrat als beim
Kaninchen-Normalserum und finden damit die Angaben von Biirgi und
Mamlok') bestitigt. '

Wir stellen im Folgenden in T'abelle XV I einige Beispiele solcher Be-

funde zusammen:
Tabelle XVI.

Normalagglutination von:

Stamm Tabelle Versuch mit: Normalserum Agglutination mit Normalserum
Stamm «b» resp. <h».
«h» (= «h») XTI «h»-Ser. Kaninchen-Ser. "/100 —
«h» (= «b») XI « 33 » - Ser. » » oo e
«h» (= «bs») XI « H» - Ser. » > soo T
«b» XIII «h»-Ser. > » 1/100 =
«<b» XIII « 33 » -Ser. > 2 1/1.1)0 —
«b» XIII “« H»-Ser. » > soo =
<h» (= «h>») X1V « h» - Ser. 2 > oo =
«h» (= «b») |Bi22wd37®| <«h»-Ser. » > oo =+
gew. Kull.
<b> Paratyphus-Serum Pferde-Ser. 100 i
«bs» Gértner-Serum Kaninchen-Ser. /400 : —
«b» Typhus-Serum (XV) | Pferde-Ser. /5o L
1/200 ++

") Kolle und Wassermann, Handbuch d. pathog. Mikroorg., 2. Aufl., Bd. II, 1913,
Zit. bei Palfauf, Die Agglutination, S. 517.
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Tabelle XVI (Fortsetzung).

|
|

Stamm Tabelle Versuch mit: Normalserum Rgglutination mit Normalserum
Stamm «c» resp. <33 ».
«33» (= «c») XI «h»-Ser. | Kaninchen-Ser. Yioo +
«88» (= «e») XI «33»-Ser. | > > Yoo +
«33» (= «c») | XI «H»-Ser. | » > soo -
&«C» XIIT «hs-Ser. | » » 1/1 00 —l—
«C» XI1I1 «33»-Ser. | » » 100 -
«C» XIII « H » -Ser. ’ % » ljaoo -
«C» Bei 22uwd 37| «h»-Ser. | » » oo G
aew, Kulf, ‘
«C» Paratyphus-Serum Pterde-Ser. iao ++
Y Giirtner-Serum | Kaninchen-Ser. "/¢o0 —
«C» . Typhus-Serum (XV) L Pterde-Ser. i;_.',o =t -l{-- (E%—)
| | 200 G
Stamm <Hs resp. «Md».
«H» Xl «h»-Ser. Kaninchen-Ser. /10 —
«H» XI « 33 » - Ser. » » 1/1.):) iy
«H» XI « H »-Ser. » » Y500 =
«H» XIIT «h»-Ser. | » » 100 —
<H>» X111 «33>-Ser. | > » s =
«H» X1II « H »-Ser. } » »  s00 =
«H»>und «Md» i I"}r;})rel]slﬂll}la%an S anmchr::ieﬁ: 11”\,:';:0 _:E}hix 2.2, Ables, nach 20 St hei 370
«H» , Bei 22und 37° |« h»-Ser. » » thoo | =+ -t (Kultur bei 22° gewachsen)
gow. Kult, | .
«H>» l Paratyphus-Serum Pferde-Ser. Y100 +-(-+)
«H» | Giirtner Serum Kaninchen-Ser. "/s00 -
«H» . Typhus-Serum (XV) Pferde-Ser. 50 i B
1 Y200 + ()
Stamm «Gelb M 4>
«Gelb M 4» XIII «h»-Ser. Kaninchen-Ser. /100 =
» XIII « 33 » - Ser. > »  hoo ~
» XIII | «H»-Ser. » »  so0 =
» Paraty phus-Serum Pferde-Ser. 100 g
» Gértner-Serum Kaninchen-Ser. /400 e
» Typhus-Serum (XV) Pferde-Ser. 50 -+
» » » » » » 1/200 sy
Stamm «Gelb M 12>,
«Gelb M 125 XIII «h»-Ser. Kaninchen-Ser. *fio0 =
» XI]I , «33» -Ser. » > 1/‘100 —!“I‘
» XIIT « H » -Ser. » »  Yso0 -+
» Ber 22 und 310 « h»-Ser. » » lf: 00 +(+) 5
gew. Kull () (Kualtur bei 37° gewachsen)
» Paratyphus-Serum Pferde-Ser. Y100 —+—+(-4)
» Giirtner-Serum Kaninchen-Ser. */s00 25
» Typhus-Serum (XV) Pferde-Ser. © 50 +4++4
Y200 P
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Tabelle XVI (Schiluss).

Stamm Tabelle Versuch mit Normalserum Aggluﬁnatibn mit Normalserum

Stamm «Typhus alt».

«Typhus alt» X1 «h»-Ser. Kaninchen-Ser. /100 I +
’ XI «33»-Ser, 2 2 l/too F +(~t)
> XI « H »-Ser. » > Ysoo i
» Typhus-Serum (XV) Perde-Ser. 5o A
’ k)
¥ " %

Wiederholen wir zusammenfassend, zu welchen Ergebnissen die vor-
liegenden Agglutinationsversuche uns fithren: Die morphologisch-kulturelle
Uebereinstimmung der Stimme «a», «b», «d», «e» und «f» wird durch die
Agglutinationsreaktion in serologischer Beziehung bestiligt (Agglutinier-
barkeit bis zu annidhernd gleicher Titergrenze durch das auf den Meer-
schweinchenpassagestamm «h» von «b» homologe Antiserum). Durch
Meerschweinchenpassage konnte bei diesen Stdmmen, solange sie kultu-
rell unverdndert waren, keine Verdnderung der Agglutinabilitit festge-
stellt werden, hingegen wird bei den Varianten wvon «a» ein gering-
fiigiges, doch regelméssiges Zuriickgehen des Titers beobachtet, das
auf den Vorgang der Variation zuriickzufiithren sein diirfte. Gleiches be-
ziiglich der Wirkungslosigkeit der Tlerpassagen gilt auch fiir den «weissen
Gasbildner» Stamm «Ho».

Man bekommt den Eindruck, dass sich auch agglutinatorisch eine
gewisse Verwandtschaft der «a»-«f»-Reihe einerseits, von Stamm «c»
resp. «33» andererseits dokumentiert, doch kommt dem «33»-Serum ein
stirkeres Agglutinationsvermogen gegen die «a»-«f»-Reihe zu als um-
gekehrt dem «h»-Serum gegen «33» resp. «c». Auch der «weisse Gas-
bildner» Stamm «H» wird durch die den «gelben Gasbildnern» homologen
Seren, und zwar wiederum durch das «33»-Serum etwas stérker, beein-
flusst, wihrend das ihm homologe Serum gegeniiber der «a»-«f»-Reihe
und «33» («c») kaum eine Einwirkung zeigt. Immer ist bei diesen Ueber-
legungen auch nicht zu vergessen, dass die Uebersichtlichkeit der Ergeb-
nisse getriibt werden kann durch die Individualitit des serumliefernden
Tieres, die Technik der Immunisierung, welche wir allerdings fiir die drei
Seren genau tbereinstimmend durchfiihrten und schliesslich selbst durch
die Eigenart der die zu agglutinierenden Bakterien liefernden Kultur.

Die Sonderstellung von «H» gegeniiber den beiden «gelben Gasbild-
nern» diirfte auch darin zum Ausdruck kommen, dass nur sein homologes
Antiserum gegeniiber einem Levansstamm unserer Stammkulturen, aber
auch einem Typhusstamm und dem Herbikola-Stamm «Gelb M 12» von
Wirkung war.
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Die vorliegenden Mehlkoli zeigen sich in ihrer spezifischen Ausflock-
barkeit wenig oder nicht abhingig von dem Umstande, ob sie bei 22 oder
3709 gewachsen sind.

Wiahrend das «H»-Serum einen Typhus-Stamm deutlich beeinflusste,
werden durch ein Typhus-Serum «a», «b» und «f» undeutlich, der Herbi-
kola-Stamm «Gelb M 4» ziemlich stark mitagglutiniert. «Gelb M 12
hingegen wird durch ein Paratypus B-Serum deutlich spezifisch aus-
geflockt. Es ist also ein verschiedenes Verhalten der Herbikola-Stdmme
in agglutinatorischer Beziehung festzustellen.

Pferde-Normalserum wirkte in der Regel starker agglutinierend als
Kaninchen-Normalserum.

‘Wenn also auch im ibereinstimmenden Verhalten der «a»-«f»-Reihe,
der Agglutination eines heterologen Levans-Stammes durch unser «H»-
Serum ein regelmissiges Verhalten festzustellen ist, so bleibt es doch
noch eine offene Frage, inwieweit sich Gesetzméssigkeiten an einem gros-
seren Material nachweisen lassen. Auffallend ist das verschiedenartige
Verhalten der Herbikola-Stamme gegeniiber den drei Mehlkoli-Seren.
Mit Hiilfe von agglutinierenden Antiseren mit hohem Partialagglutininge-
halt, wie sie nach der Methodik von 4oki und Konno (L. c. und eod. loc.
S. 330) wohl auch bei der Koligruppe unschwer herzustellen sein wer-
den, dirften sich Hand in Hand mit dem Studium des kulturell-biochemi-
schen Verhaltens weitere Anhaltspunkte fiir die Verwandtschaftsver-
héltnigse dieser Mikroorganismengruppe gerade im Hinblick auf-die uns
hier beschéftigende Untergruppe gewinnen lassen.

Bern, im September 1921.
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