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O.K. 616.521:57(1.82 3

Aus der Dcrniatologische-n Unive-rsilätsklinik Zürich
Direktor : Prof. Dr. G. Miescher

Analytische Untersuchungen epicutan wirksamer Stoffe der

Staphylokokken (Staphylococcus aureus)

Vem G. Miescher, H. Linckc und II. Storck

Die Tatsache, daß elas Kkzem an seiner Oberfläche eine? reiche? Bak-
terienflora. vor allem Staphylokokken tinel Strepteikokke-n beherbergt,
ist schon lange bekannt.

An de-r Zürcher Klinik hat 1935 Robert elureh serienweise Testungen
festgestellt, elaß mil Bouillonfiltraten vem verschiedensten Mikroben
(Staphylokokken, Streptokokken, Pyocyaneus u. a.) bei vielen iMon-

sche-ii Keaklinnen erhalten werden, die nicht nur klinisch, soneleni
auch histologisch dem Bild des F.kzems entsprechen (Miescher). Es

wurde daelurch für die Staphylokokken bestätigt, was 34 Jahre
früher schon Bender. Bochttrd unel Gerlach nachge-wiesen haben. Leider
hat jene Arbeit in der Folge nicht die Beachtung gefunden, welche sie

verdie-nt hätte?.

Tu den letzten Jahren hat Storck mit ¦Unterstützung der Schweizerischen

Akademie der Medizinischen Wissenschaften die Versuche Roberts

auf breiter Basis fortgesetzt, wobei in erster Linie elie- gesamte Bakterienflora

de? einzelnen Ekzemfalles analysiert und am Patienten selbst durch-

getestet wurde. Aus den Untersuchungen Storcks geht hervor, da 1.5

zahlreiche Fakzempaticnten auf ihre eigenen, aus den F.kzernhi-rden gezüchteten

Mikroben und auf deren Bouillonfiltrale positiv reagieren, weitaus
am häufigsten aul Staphylokokken. Es ergibt sich hieraus eler zwingende
Schluß, daß die in den Ekze-mherelen oft in großer Menge vorhanilcnen
Bakte-rie-n e-inen wichtigen Filifluß auf das klinische Bild und den Verlauf

des Ekzems besitzen müssen, wobei sie in der Ätiologie ebensosehr
eine primäre wie eine sekundäre Holle spielen können.

Daß die Gegenwart von Bakterien mit ihren StofFwechselprodukten
zum .Auftreten ekze-niatoge-tier Wirkungen führen kann, ist nach de?r

Erfahrung über die Kontaktekzcme nicht verwunderlich, geht doch daraus
hervor, daß eine sehr große 7aahl selbst einfacher chemischer Sub-
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Stanzen wie- Jod, Sublimat, Resorein. Formol u. a. Ekzeme hervorrufen
können.

Von großem Interesse ist die Frage, welche Baktericnstoffe für die
ekzematoiden Reaktionen verantwortlich sind. Handelt es sich um
einfache kleinmolekulare Substanzen wie bei den meisten Kontaktekzemen,
oder um die auch für die toxischen und immunbiologischen Eigenschaften

verantwortlichen Exo- und Endotoxine?
Im folgenden wird über analytische Untersuchungen berichtet, welche

die Isolierung des hautwirksamen Prinzipi's zum Ziele haben. Wir
benützen zur Verarbeitung elie- Staphylococcus-aureus-Stämme 55 und
200. welche aus Ekzemherden gewonnen worden waren unel sich bei der
Läppchenprobe als sehr wirksam erwiesen hatten (Rötung. Schwellung.
Knötchenbildung). Die Exotoxine elie-ser Stämme haben nur eine geringe
hämolysierenele- Wirkung im Gegensatz zum Nelis-Stamm, den Robert

verwendet hat. Toxin 55 hämolysiert Kaninclienerv throev ten nur
unverdünnt. Toxin 200 bis zu einer Verdünnung von 1:5.

Bei unseren Untersuchungen gingen wir in eler gleichen Weise vor, wie
bei der Isolierung der Endo- und Exotoxine, indem wir einerseits das

Bouillonfiltrat, anderseits die vom Nährboden befreiten Bakterien
chemisch aufarbeiteten.

Die- Testung wurde z. T. an den Patienten vorgenommen, vein welchen
der Stamm gewonnen worden war, z. T. auch an andern Patienten, bei
denen sich das Bouillonfiltrat bzw. elie- Bakteriensuspension als wirksam
erwiesen hatte. Bei allen Testungen wurden stets das Ausgangsprodukt
(Bouillonfiltrat. Bakteriensuspension) sowie etwaige dem Präparat von
der Aufarbeitung beigemengte "\ erbindungen zum Vergleich mitgetestet.
Da auch mit hochmolekularen Substanzen als Wirkungsträger gerechnet
werden mußte-, für welche elie Hornschichtschranke ein möglicherweise
schwie-rig passierbares Hindernis darstellt, wurde nach einer Methode,
welche Storck hei seinen Untersuchungen angewendet hat, elie Testsubstanz

zusammen mit pulverisierter Glaswolle eingerieben, um die- Horn-
»chicht dadurch aufzulockern. Die Überlegung, daß im Ekzembereich
ebenfalls eine mehr oder weniger defekte llornschicht vorliegt,
rechtfertigt diese Hilfsmaßnahme. Die eingeriebene Stelle wurde in der
üblichen Weise mit Leinenläppchen und Billrothbatist bedeckt unel die

Ablesung nach 24 Stunden vorgenommen.
Es wurden dabei registriert der Rötungsgrad (R). die Infiltration (I),

die Anwesenheit von Knötchen (K), die Schwellung (S), die Anwesenheit

von Pusteln (P). Der Reaktionsgrad wurde jeweils in römischen Zahlen

von 0 III ausgedrückt, wobei I gering. II kräftig bzw. reichlich und III
sehr kräftig bzw. sehr reichlich bedeutet.
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A. Bouillonfilirate.

I. Gewinnung und Aufarbeitung der Bouillon.

0,6 bis 10 Liter Bouillon wurden mit einer Staphylococcus-Aureus-
Suspension beimpft und während 7 bis 12 Tagen im Brutschrank aufbewahrt.

Mit Ausnahme der Aufarbeitung IV. bei welcher der Stamm 29

zur Untersuchung gelangte, ve-rwendeten wir immer den Stamm 55.

Nach Ablauf elie-se-r Zeit wurden die Bakterien abzentrifugiert und elie-

Lösung zur völligen Klärung durch ein bakterienelichte-s Filter
gesogen.

Zur .Aufarbeitung (vergleiche Schema 1) engten wir die Bouillon auf
etwa den lOten 'feil ihres Volumens ein und fällten in der Regel zunächst
mit Ammonsulfat die Eiweißkörper aus. Nur in den zwei ersten
Aufarbeitungen erfolgte- veirher die Abtrennung dec Lipoide durch Ausäthern
der Lösung1). Die von den Proteinen befreite Nährlösung kann elureh

Dialyse- dann weiter in restliche niedermolekulare und hochmolekulare

Komponenten getrennt werden. Die Gewinnung der niedermolekularen
Anteile? nötigt, gege-n täglich erneutes ste-hcndes Wasser zu dialysieren,
ein Verfahren, das besonders bei größeren Mengen umständlich unti
langwierig ist und von uns daher nur in den Aufarbeitungen I. III und IV
angewandt wurde.

Zur Gewinnung ele-r (àlycolipoitle verfuhren wir nach eler veni Rinviti unel Mcsrobe-aiiu
angegebenen Methode, inelein wir elen eingeengten Dialvsierrnckstand mit eleni .Machen
Volumen Alkohol oeler Aceton (allien. Jedoch nur bei der Aufarbeitung I resultierte- e-in

isolierbarer [Niederschlag, und auch hier betrug er lediglich ein Bruchteil eler nicht elialy-
sabeln Fraktion. In den übrigen Fallen engten wir den Dialysicrrückstanel nach erfolgloser

Ausfüllung ele-r Glycnlipoide im Vacuum zur Trockne ein.
Unter elen iiicdriginolckeilaren Verbindungen befinden sich vor allem anorganische-

Salze, ferner einfache Peptide. Aminosäuren, niedrigmolekulare Kohlehydrate usw.
unter eleu nicht elialysicrbaren Komponenten ist hauptsächlich an hochmolekulare
Kohlehydrate unel Kohlehydrat-Komplexe (Glykolipoide), ferner eventuell an
unvollständig abgetrennte Proteine zu elenken.

Besonele-re Beachtung schenkten wir der Isolierung der Eiweißfraktion,

die- sieh bei ele-r Te-stung re-gelmäßig aktiv erwies. In der ersten
Aufarbeitung wurden die gesamten Proteine noch mit Trichloressigsäure
ausgefällt und lediglich durch Waschen mit Wasser gereinigt. Später.
in den Aufarbeitungen III und IV. versuchten wir elureh fraktionierte

l) Hei eler ernten Aufarbeitung vwirden diese ans der eingee-ngten ISoiiiIleiu auf eler

Schuttcliuaschine mit \ther ausgeschüttelt. In den Aufarbeitungen III unel I\ erfolgte
das Ausäthern in einer Apparatur zur kontinuierlichen Extraktion von Flüssigkeiten
in 1(1 l.taijipi-n (insgesamt 745 Std.). Die einzelnen Kxtrakte wuschen wir gründlich mit
Wasser, trockneten sie über iNatriunisiilfat und dampften elas Lösungsmittel ab. Sie

wurden zu zweien und dreien vereinigt, dann, da sie immer noch einen beträchtlichen
Gehall an wasserlöslichen Verbindungen aufwiesen, ein zweites Mal gewaschen.



Fällung des eingeengten Toxin- mit Ammonsulfat eine grobe Trennung
in Globuline und Albumine durchzuführen2).

Beide Fraktionen wurden anschließend elureh elrei bis v iermaliges U m-
fällen aus wässeriger Lösung vom größeren Teil der mitgerissenen Be-

stanelte-ile- befreit. Während die gefällten Albumine unter Zusatz voii
Wasser bi» auf Spuren wieder in Lösung gingen, hinterließen elie-

gefällten Globuline regelmäßig einen Rückstand, elen wir ele-r Kürze- halber
als "irreversibel gefällte Proteine bezeichnet haben.

Die Testung dieser drei Eiweißfraktionen in einprozentiger Lösung
(vergleiche Seite 362 und Tab. 1. Seite 363) ergab, daß das Antigen sieh

in ele-r llbuminfriiktion vorfindet. Zu dessen weiterer Anreicherung wurde
daher die rohe Albuminfraktion durch Dialyse von mitgerissenen
niedermolekularen \ erbindungen befreit. Zunächst dialysierten wir in einem
Vorversuch e-ine- kleinere Menge Albumine gegen stehendes, täglich
erneutes \\ asser (Aufarbeitung III. Fortsetzung), später, nachdem sich

gezeigt hatte, daß die wirksame Komponente nicht diffundiert, die
Hatiptmenge gegen fließendes Leitungswasser (bis zu 53 Tagen).

Im Yorversuth leisten wir eine Probe von 1.0 g eler getrockneten Albeiiiiinfraktion in
9.0 cm3 Wasser auf unel diiilysierteii die elunkelge-Ibe. annähcriiel klare Losung in einem
verschlossenen Dialysierschlauedi unter Zusatz von 0.3"0 Phenol gegen 1 Liter destilliertem

Wasser, elas im Laufe von 13 Tagen 9mal ausgewechselt wurde. Der Dialvsierruck-
sland hellte rase h auf und schied eine geringe Menge eines Niederschlags ab. SoinTrocken-
riiikstand betrug nach der Dialyse noch ca. 90 mg. hatte also um mehr als das Zehnfache?
abgenommen (hoher Aiiimonsulfatgehalt der vorgereinigten Albumine). Im Hauptvcr-
sue-h wurde zur möglichst vollständigen Entfernung ele-r niedermolekularen
Verbindungen elie sterile lOprozcntige wässerige Lösung der restlichen Ubiiniine 53 Tage-

gegen fließendes Wasser dialysiert. Der Trockenrückstand bctruc; nach elicser Behandlung

noch etwa den 50. Teil (2.3%) der angesetzten Menge. Möglicherweise traten durch
geringe I iielie htigkeiten in der Membran Verluste nn Eiwcißknrperii auf.

Die Ilaiipt-tihwiorigkeit bei diesen länger dauernden Dialysen lag in der Sterilhaltung

des Diulysierrückstandes. Die zu dialvsiereuden Lösungen winden vor ile-in l-'.in-
lullcn in tellophaiisi'hläuche steril filtriert, die Schläuche dicht verschlossen und du
Dialyse gegen fließendes mit Toluol uberschichtetes Wasser durchgeführt (vergleiche
Abbildung 1). Trotzdem siedelten «ich an der Außenseite der Membran regelmäßig Pilze

an. unel am h eler Dialysicrrückstand blieb nicht immer klar und steril. Bisweilen
auftretende Verluste in der biologischen Wirksamkeit der Albuminfraktion naeh der Dialyse

bringen möglicherweise hiermit zusammen, können jedoch auch durch I ndiehtig-
keiten in der Membran bedingt -ein. Er-t spater gingen wir dazu über, das Leitungswasser

zuvor mit Toluol zu -iittisen unii dadurch die Gefahr einer Infektion ile- Dialv -

-ierrue kst.iuele-, zu verringern.

In den folgenele-n Untersuchungen (Aufarbeitung V und VI) verein-

-) Die Hälfte der von 9650 auf 1300 2 eingeengten und mit Vther gründlich
extrahierten toxinhaltigen Bouillon wurde mit dem gleichen Volumen einer bei 37° gesättigten

Ammon-iilfatlo-un» versetzt. 2'_. Tage im Ei—clirank aufbewahrt und von den
gefällten (.lobulinen durch Zentrifugiercn befreit. Die restliche, noch die Mbumine
enthaltende Io-uni: wurde mit \mmonsulfat ae-ättigt. 2-3 Tage bei 37° stehen gelassen
und dann analog behandelt.
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Lichten und verbesserten wir elas Verfahren dadurch, daß wir zunächst
die gesamten Proteine elureh Sättigung mit Ammonsulfat ausfällten (die
gesättigte Lösung wurde 2 Tage bei 37 stehen gelassen), dann in Wasser
aufnahmen, von unlöslichen Anteilen (irreversibel gelallten Proteinen)
befreiten und zur Entfernung der Salze die steril tilt rierte Lösung 53

bzw. 15 Tage wie oben beschrieben dialysierten. Die so vorbehandelten
Lösungen engten wir dann im Vacuum auf den zehnten bis zwanzigsten
Teil vorsichtig ein (ca. ele-n hundertsten Teil de-s ursprünglichen Toxins)
und unterwarfen die Kon/.e-nlrati- ele-r Elektrodialyse gegen fließendes
hielestilliertes Wasser, wobei schon nach wenigen Stunden ein Niederschlag

(wahrscheinlich Globuline) auszufallen pflegte. Diese Dialysen
wurden bei einem Spannungsgefälle von 34 bis 37 V olt pro cm bis zu 48

Tagen bzw. 365 Elektrodtalysierstunden, jedenfalls bis zur Konstanz
der Stromstärke, fortgesetzt. Dieso erhaltenen Ausbeuten an Albuminen
liegen zwischen 0.01 und 0,025%. Sie zeigen im biologischen Test in
0.1 O.ôprozcntiger Verdünnung immer noch die- Wirksamkeit des

ursprünglichen zehnfach eingeengten Toxins. Rine weitere Bearbeitung der
Fraktion im Sinne einer höheren Anreicherung wurde noch nicht unter-
tiominen.

Hingegen führten wir noch einige orientierende Versuche mit der

gereinigten Albuminfraktion aus. Um den Einfluß der hydrolytischen
Spaltung aul die Wirksamkeit dieser Fraktion zu bestimmen, behandelten

wir je eine Probe mit konzentrierter Salzsäure (5 Tage bei
Zimmertemperatur) und mit Pepsin (48 Stunden bei Zimmertemperatur). Beide
Ansätze büßten ihre Wirksamkeit hierbei vollkommen e-in, so daß

angenommen werden muß. daß elureh elie Hvdrolvse- elie- haut w irksamen Eigen-
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Schäften verloren gehen. Nur eine teilweise Inaktivieriing erzielten wir
durch einstündiges F.rhitzen der gelösten Albumine- auf dem Wasserbad
oder durch v ierminütiges Kochen in 50pro/,e-ntige-r alkoholischer Lösung.
Zusatz von Formaldehyd schien deren Wirksamkeit eher etwas zu

steigern. (Vergleiche- Seite 362.)
Wir fiigen an dieser Stelle noch eine Zusammenstellung de-r auf die

frische- Bouillon bezogenen Ausbeuten der verschiedenen Fraktionen an.
Da es uns in erster Linie um eine möglichst, scharfe- Abtrennung der
wirksamen Komponenten zu tun war und weniger um deren quantitative
Erfassung, haben diese Angaben lediglich orientierenden Charakter.

lusbeute in °AFraktion

Lipoide

irrever-ibel mit VuimotiMilfat siefallte Proteine

durch HnlbslUtigting mit \mmonsulfat gefällte Proteine (Globul.)

durch Sättigung mit \mmonsulfat gefüllte Proteine (Albumine) •

durch Triehlore-ssigsäure gefällte Proteine

nicht elialysierbare Komponenten (außer den Proteinen)

0,014
0.004

0.002
0.002
0.002

0.051 (roh)
0.25 (roh)
0.001 (gereinigt)
0,0009 (gereinigt)
0.45 (roh)
0,11 (roh)
0,016 (gereinigt)
0,024 (gereinigt)
0.010 (gereinigt)
0,010

0,006
i 0,001
[ 0.003

2. Die Testung der Fraktionen.

a. Vorbereitung der Testproben. Die zu testenden Substanzen wurden
in indifferenten Lösungsmitteln, gewöhnlich in V\ asser oder in physiologischer

Kochsalzlösung, getestet.Anfänglich verwendetenwir lprozentige
Verdünnungen, später richteten wir die- Konzentration ele-r Testlösungen
nach dem « Quotienten» de-r Lösung. Dieser gibt an, in welchem Verhältnis

die Konzentration der wirksamen Substanz in der Testprobe zu der
im Bouillonfiltrat steht, vorausgesetzt, daß sieh das aktive? Prinzip
quantitativ, d. h. ohne Verluste- in der betreffenden Fraktion vorfindet. Die
Einführung dieses Faktors an Stelle der Konzentration hat den Vorteil,
im Falle- unscharfer Trennung besser entscheiden zu können, in welcher
Fraktion das hautwirksame Antigen enthalten ist. Denn nehmen wir
beispielsweise an, daß bei einer Aufarbeitung von 5 Liter Bouillon neben
20 g Albuminen 0.1 g «irreversibel gefällte Proteine» resultieren, von
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Schema 1

Bouillonfiltrat : Schema der Aufarbeitung

Lipoide

restliche Lösung

ausgrcüthcrt

Bouillonfiltrat

eingeengt.

Konzentrat

mit Ammonsull'at
halbgesättigt

irreversibel gefällte Proteine restliche Lösung (Aiibidini'

mit Antmonsulfat
gcsüttiiU

restliche Losung
(proteinfrei)

Dialvse

Albumine

Dialysat Dialysicrrurkstund
(niedermolekulare (hochmolekulare Verb.)

Verb.) (Glyrolipoiele)

Dialyse oder
Llektrodialvse

Dialys ierriickstiind

(Albumine)\
Dialysat

Hydrolyse mit HCl ILO. 1 Stil. 100« Formol-
oeler Pepsin oder Alkohol, 4 Min. 90° behandlung

Hydrolysat
eler .Albumine

'inaktivierte
Albumine

l'ormolisierte
Albumine

elenen lprozentigi' Lösungen zur Testung ge-lange-n, so liegt in tier 1.

Probe gegenüber der Ausgangslösung eine Anreicherung von 2,5 (Quotient

2,5), in eler zweiten e?ine? seilche von 500 (Quotient 500) vor. Falls
daher ein Teil ele-s Antigens in dieser zweiten Fraktion zurüekge?blieben
wäre, so könnte- eliese, obwohl sich die Haupl.menge bei den Albuminen
befindet, zu stärkeren Reaktionen .Anlaß geben und so zu Täuschungen
führen.

361



3. Ergebnisse.

Mit Ausnahme der Lipoide, die bei der ersten Aufarbeitung eine urti-
carielle Sofortre-aktion e-rgabe-n. erwiesen sich im Hauttest nur die
Proteinfraktionen als wirksam und von diesen wieder nur die nach
Ganzsättigung mit Ammonsulfat ausfallenele-n Albumine. Allerdings wurde-

die Prüfung mit Globuline und auf «irreversibel gefällte Proteine« nur
einmal durchgeführt. Das Ergebnis war wie folgt (Testung in 1"„ Lösung):

Bouillonfiltrat RH I I II KU Bl I-Il
«in-ev. gcf. Prot. (Q 130) R I II J 0-1 KOI F-
Globuline (0 20) negativ
Albumine 2) RH JIM KU Bl ü I

Hiernach zeigen zwar auch die «irreversibel gefällten Proteine» eine

geringe Reaktion. Es ist jedoch zu beachten, daß — obwohl alle
Fraktionen in I prozentiger Lösung getestet wurden- die Fraktion der
«irreversibel gelallten Proteine« weitaus den höchsten Quotienten aufwe-ist

(Albumine 2. Globuline- 20, «irreversibel ge-lällte Proteine.» 450).
Die übrigen Fraktioiie-n Glykolipoide unel niedermolekulare Verbindungen

bewirkten keine Reaktionen.
Inse-re- weiteren Unterr-uchungen galten daher hauptsächlich der

Albumiiifraktion. Die Frage, ob die- Vi irk.-amke-it eiieser Fraktion
nicht durili mitgefällte, an den Albuminen absorbierte iiie-de-rmolekulare-

Steiffe bedingt sei, suchten wir einerseits elureh länger dauernde Dialysen
(und F.lektrodialvsen) dieser Präparate- und anderseits aul Grund der

Ergebnisse ihrer hyelreilytischen Spaltung zu entscheiden. Wie aus der

folgenden Tabelle- herv eirge-ht. läßt sich auch nach praktisch vollständiger

Entfernung eler niedermolekularen Komponenten keine Wirkungs-
abnahme de-r Albumine feststellen. Hingegen konnten wir weder mit eleu

abgetrentiti-n niedermolekularen Verbindungen, noch mit den durch
Pepsin oder Salzsäure hydrolytisch gespaltenen Albuminen Reaktionen
hervorrufen. Diese Ergebnisse erlauben mit einer an Sicherheit grenzen-

Fraklion Reaktion

Bouillonfiltrat (lOfach eingeengt) R I-1I JO I Iv II Bll-Il
Albumine (ilialysierl) (Q 1.5) R I—II II l\ 1-11

Dialysat (lier \Ibumine) (0 1-5) negativ
hydrolvsierti- Mbumine (mit Hl'l und Pepsin)
"(0 2). negativ

erhitzte Mbumine (Wasser, Vlkohol) (Q 2) einzelne Knötchen
forniolisicrle \lbumine(0 2) (0,00001-0.1",,) RH JIM
R := Rötung
.1 Infiltration
K Knötchen
Bl - Bläschen
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Tabelle 1

Test-Ergebnisse der Aureus-Bouillon-Fraktionen

Stamm

Toxin«
meuge

kg

Bebru-
tiuigs-
dauer
(Tage)

Proteine fällbar elureh rcstliche
niedermo¬

restliche

hochmole\ufarbcitiing
Lipoide* Ilalbsätti-

gung mit
Aminonsulfat

Sättigung
mit .\nimon-

sull'al

lekulare
Verbindun¬

gen

kulare Ver-
bineluiige-ii
(Glykoli-

poide)

Q R Q R 0 R Q R Q R

I 55 0,6 7 840 e.iiuiiiiiii 1000 • 1 • 15 - 1000 _

111

111. Forts. Untersuchung der llbumine
Dialv sierrückstand (Vorversuch)
Dialysat
Dialysierrüekstand (Hatiptversuch)

llydrolysatc (HCl, Pepsin)

55 1,82 260 20 ->

1.5
1,5
6 l
1,5 |
0

- +

1 1000

Denaturiert mit?
•\lkohol 50°0
W asser 1 Std. 100"
Formalin

2

2
¦)

+
4 + +

I\ 55 1,82 7 260 - 4 - 2 0,4 - 300 -
V 55 3,00 ') 25 "r

*) Fällung mit Trichloiessigsjuie
Q Quotient der Testprobe
R Reaktion der Testprobe

Reaktion positiv (-• • | stärker,
Reaktion negativ

gleich. • schwächer als Vergleichspräparat)



den Wahrscheinlichkeit den Schluß, daß das wirksame Prinzip unter den
der Albuminfraktion angehörenden Eiweißkörpern zu suchen ist. Durch
kurzes Kochen mit .SOprozentigcm Alkohol (4 Minuten) oder einstündiges
Erhitzen in wässeriger Lösung auf 100° findet eine wesentliche, aber
nicht vollständige Einbuße der Aktivität statt. Formalinzusatz rief eine

geringe Steigerung in der biologischen Reaktion hervor.

B. Bakterienleiber.

1. Züchtung und Reinigung der Bakterien.

Die zur Untersuchung gelangten Bakterien (Staphylococcus aureus,
Stamm 55, später Stamm 200) wurden mit einer Ausnahme in Bouillon,
z. T. unter Durchlüftung mit Sauerstoff gezüchtet (Bebrütungsdauer
30 60 Stunden), abzentrifugiert und gründlich mit Wasser und verdünntem

Alkohol gewaschen. Zur Aufarbeitung gelangten Mengen von 0,5
bis 23 g (bezogen auf gereinigte und 2 Stunden im Vacuum bei 120"
getrocknete Bakterien). Verwendeter Stamm. Größe des Ansatzes und
Züchtungsbedingungen bei den einzelnen Aufarbeitungen sind aus den
Tabellen 2 und 3 ersichtlich.

Die günstigsten Ausbeuten erzielten w ir unter Verwendung sauerstoff-
durchlüfteter Bouillon und bei einer Bebrütungsdauer von 50 Stunden.
Sie betrugen pro Liter Bouillon unter diesen Bedingungen durchschnittlich

666 mg Bakterientrockengewicht. Der verwendete Sauerstoffstrom
wurde vorher durch Filtration mittels einer bakteriendichten Glassinterplatte

sterilisiert.
Zur Reinigung der Bakterien erwies sich folgendes Verfahren am

vorteilhaftesten : Nachdem man die Erreger von der Bouillon abzentrifugiert

hat, schlemmt man sie sorgfältig in 25prozcntigem Alkohol auf.
schleudert erneut ab und wiederholt das Verfahren mit 50 und ein
drittes Mal mit 60prozcntigem Alkohol. Die Vereinigung der einzelnen
Ansätze erfolgt ebenfalls mit 60prozentigem Alkohol. So behandelt können

sie im Eisschrank ohne Gefahr längere Zeit aufbewahrt werden, was
namentlich bei der Aufarbeitung größerer Mengen, bei denen sich die

Gewinnung des Materials über längere Zeit erstreckt, von Bedeutung ist.
Zudem erleichtert die Verwendung von wässerigem Alkohol das Zentri-
fugieren beträchtlich.

Indessen ist zu beachten, daß durch diese Behandlung den Bakterien
eine beträchtliche Menge von Stoffen entzogen wird, Proteine. Farbstoffe
(z. B. der gelbe Aureus-Farbstoff u. a. m. Die Testung dieser Fraktionen
ergab aber, daß sie in der Hautprobe unwirksam sind, ihre Entfernung
für unsere Zwecke daher kein Nachteil, sondern eher ein Vorteil ist.
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Tabelle 2. Test-Ergebnisse der Aureus-Bakterien-Fraktionen

1

Trockengemit Trie-hleiressigsäure gefällte Proteine Dialysierrück-
stazid des Tri-

wicht der Be- e-hloressigs.i u re-
F^xtrakls

(Glykolipoide)

AU!" I Ca' St.mini
arbcitung

Bakterien
und \ähr-

briitungs-
elaner

L \a..(.0;,-
Extrakt

2. NiijCO.,-
Extrnkt

3. JNtijjCOj,-
Extr.ikt Rück st.lue]

< boelen

^ 0 R Q R Q R Q R y R

;
I .~i "i 460 mg 7 Tage

C Bouillon
sa II 55 11,82 g 30 und 2 1 -I- + 2 1 - • 2 i 1

Agar 60 Std. 2

1 5,19 g 30 und 1

¦s III 200 Bouillon 60 Std. I 1 — 1

£ + 0, H

1.65 g 30 und
IV 200 Bouillon 60 Std. 1 -- 1 -r 5011

-02
6,45 g 30 und •>

\ 200 Bouillon
-02

20.25 g

60 Std.

30 und

1 1 17

2

VI L'IMI Bouillon 60 Std. ¦> i - 2 1 + 2 J- 20
-<- 0, 200

\I
1

Fraktionen aus eleni

1000 —
i i

Forts! tzung Dialysierrückstund Niederschlag I Niederschlag II Lösung
eler Extrakte 1 und 2 + - 0

80 • +- +
800 |- f

VIII 200^ 23,29 g
Bouillon

50 Std. Ul | !-+ | 40 + - 40 1 | 10

¦

T02
VIII Ammonsulfattallung

Fortsetzung der v ereinigten Niederschlag I Niederschlag II Losung
Extrakte 1 unel 2 0 160 - ; 0 HO 16 r

co
er. Zu VI In60üoigeiii Mkohol niedermolekulare Verbinhochmolekulare \ erbiu

lösliche Stolle dungen (Dialysat) düngen: Proteine
(L iulysierrückstand)



CS.

Tabelle 3

Fraktionen der hìdrolisiertcn Bakterien

Stamm

Trockenge-
wie-ht der
Bakterien
und

Nährboden

Bc-
brutungs-

dauer

ätherunlösliehe Verbindungen ätherlösliche Wrluiuhingon

Aufarbeitung

unlöslicher
Verseifungs-
Riickstand

wässcrige
Lösung

Niederschlag
aeis wässeriger

Lösung

Kxtrakt aus
wässeriger

L5sung

l-.xtrakt aus
Verscifungs-
Ruckstand

R Q R n Q R q R

VII 200 2,00 g
Bouillon

-|-02-(-C02

45-84 Stil. -t> 80 i i 250 Seh orf

I\a 200
13,83 g

Bouillon
+ o2

50 Stil. 1000 — 1000 —

lXb 200
13.83g

Bouillon
4- Ot

50 Std. 800 — 800 —



2. Aufarbeitung der Bakterien.

a. Trennung in Eiiveißkörper, restliche hochmolekulare und in
niedermolekulare Verbindungen. Entsprechend der von Boivin und Mesrobeanu

angewandten Methode haben wir die wie oben erwähnt gezüchteten und
vorbehandelten Bakterien in destilliertem Wasser suspendiert8) und bei
0° mit dem gleichen 'S olumen 0.5n Trichloressigsäure versetzt
(Endkonzentration an Trichloressigsäure 0.25n). Die Zellen werden auf diese
Weise aufgeschlossen, die Proteine koagulieren, während die in der
verdünnten Trichloressigsäure löslichen Anteile hinausdiffundieren.

Die Glykolipoidfraktion : Der Trichloressigsäureextrakt enthält -
natürlich neben einer Menge anderer Substanzen — ein hochmolekulares
Glykolipoid. das durch Dialyse von den übrigen Verbindungen abgetrennt
werden kann'1). Wir dialysierten gewöhnlich 2-3 Tage gegen fließendes

Leitungswasser, dann 1 Tag gegen langsam fließendes destilliertes Wasser
(insgesamt 50 Liter) und schließlieh noch 1—.3 Tage gegen stehendes
destilliertes Wasser. Die verwendeten apparativen Einrichtungen waren
dieselben wie bei den Exotoxin-Aufarbeitungen. Die Ausbeute an rohem
Glykolipoid wurden auf Grund des Trockengewichts einer eingeengten
Probe des Dialysierrückstands berechnet. Die gefundenen Werte
sehwankten zwischen 1,1 und 5,2% und betrugen im Mittel 2.95%,
bezogen auf das Trockengewicht der Bakterien. (Boivin gibt auf Grund
seiner Untersuchungen an anderen Erregern Werte zwischen 2 und 5%
an.)

Die Titration nach Hagedorn-Jensen ergibt, daß das frische Endotoxin

(Glykolipoid) ein geringes Reduktionsvermögen aufweist, das während

der Verseifung mit 2n Salzsäure auf dem kochenden Wasserbad
im Verlaufe von 100 Minuten um etwa das 25fache zunimmt und dann
ziemlich konstant bleibt. Nimmt man an, daß es sich hierbei um einen
Zerfall in TIexosemoleküle handelt, so berechnet sich für das Glykolipoid
(Rohprodukt) ein Zuckergehalt von 15 26% (Boivin fand 40-50%). Zu
denselben Ergebnissen gelangten wir durch Titration des Endotoxins
nach ^'illstätter-Schudi-l mit Hypojodit, woraus geschlossen weiden
kann, daß es sich um eine Aldose und nicht um eine Ketose handelt.
Durch Ausäthern läßt sich aus dem \ erseifungsgemiseh des Glykolipoids
ferner eine fettartige Substanz isolieren, die wir jedoch, infolge der
äußerst geringen verfügbaren Mengen chemisch nicht näher untersucht
haben.

Die Proteinfraklionen: Die in der verdünnten Trichloressigsäure nicht

3) 50 mg Bakterientrockengevvie?ht prei ee?m.

4) In einigen Fallen wurde der Extrakt vor der Dialyse mit Natriumcarbonat
neutralisiert.
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löslichen Anteile der Bakterien, hauptsächlich Eiweißkörper, w urden zur
Entfernung der Säure zunächst 3-5mal mit Wasser gewaschen und dann

zur weiteren Trennung dreimal bei einem pn von in der Kegel 8-9 mit
verdünnter iNatriumcarbonat- oder Natriumphosphatlösung extrahiert
(meistens 1- 3 Tage bei 0"). Da sich auf Grund der Testung die für die
Hautreaktion verantwortlichen Komponenten hauptsächlich im ersten
und zweiten Extrakt vorfinden (sie gehen schon bei einem pH von 7.3 in
Lösung), wurden diese Fraktionen in einigen Fällen wi-iter untersucht.
Es zeigte sich hierbei erstens, daß die wirksamen Stolle nicht dialysabel
sind5) und zweitens, daß sie sich bei der Halbsättigung ihrer Lösungen
mit Ammonsulfat im Niederschlag anreichern6). Auch diese Befunde

sprechen für ihre Eiweißnatur.

Schema 2
Bakterienleiber : Schema der Aufarbeitung

rohe Bakterien

3mal mit Alkohol gewaschen

gereinigle Bakterien alkoholischer Extrakt

mit Trichloressigsäure
aufgeschlossen, zentrifugiert

Dialyse gegen
stehendes Wasser

Dialysat Dialysierrückstand
nieelermolek. hochmolekul. Verb.
Verbindung (Proteine)

Bakterienproteine Trichlorcssigsüareexlrakl

bei pn 8-9 mit verdünnter
Na2C03-Lösung extrahiert

dialysiert gegen
fließendes dest. H20

Rückstand 1. Extrakt Dialysat
2. Extrakt niedermolek.
3. Extrakt Verbindung

I) ial ysierrückstand
hoe-hmolckul. Verb.

(Glykolipoide)

mitiimmon-
sulfat gefallt

dialysiert gegen
fließendes W asser

LÖS Niederschlag I) ial vs ierrücksland Dialysat

5) Wir dialysierten die eingeengten Extrakte 11 Tage gegen fließendes Leitungswasser.
6) Durch nachträgliche Ganzsättigung dieser Losungen mit Ammonsulfat ließen sich

aus diesen Lösungen nur noch Spuren an Proteinen ausfällen.
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Die gesammelten alkoholischen Waschlösungen der Bakterien engten
wir unter vermindertem Druck vorsichtig auf ein kleines Volumen ein
und unterwarfen das resultierende dunkelgelbe Konzentrat unter Phenol-
zusatz der Dialyse gßgen regelmäßig ausgewechseltes destilliertest asser.
das laufend eingeengt wurde. Sowohl der Dialysierrückstand, der, wie
die Untersuchung zeigte, gelöste- Proteine enthielt, als auch das die
niedermolekularen Anteile ele-s Extraktes enthaltende Dialysat erwies sieh

im Hauttest als wirkungslos.
Eine Übersicht über den Gang ele-r gesamten Aufarbeitung findet sieh

im Schema 2 dargestellt.
6. Isolierung der Bakterienlipoide (Fettsäuren und Unverseifbare-s).
m auch die Lipoide der Bakterien einer Prüfung zugänglich zu machen,

verseiften wir in zwei Fällen die wie üblich vorbchandelten Bakterien
durch fünfstündiges Rrhitzen mit 2n Salzsäure auf eleni kochenden
Wasserball, in einem Fall durch Behandlung mit alkoholischer Kalilauge.
Die \ erseilung-gemisehe wurden dann mit At her bzw Pe-tnil.ither gründlich

extrahiert, die Extrakte gewaschen und eingeengt. Sie hinterließen
hellbraune- lettartige- Bückstanele-. Die Ausbe-ute, die bei ele-r ersten
Untersuchung 13.5% betrug, sank später auf 3 und 5%. Ob diese- Differe-n/.
auf die etwas verschiedenen \V aehstumsbedingungen zurückzuführen
ist, bedarf noch der Prüfung.

Sehema der lufarbeitung

gereinigte Bakterien

Rückstand

.uisjreäthert

Atherextrakl

(Lipoide)
i'vlr. Rückstand

Verseilung mit HCl oder KOH
/entrilugieren

saure Lösung

ausgeäthert

Atherextrakl

(Lipoide)
extr. Losung

3. Die 'Festung der Fraktionen.

Die Konzentration ele-r Testproben wurde durchwegs durch den
Quotienten angegeben, der iii viele-n Fällen gleich 1. in anderen (besonders
bei den Glykolipoide-n) oft auch bedeutend höher gewählt wurde. Er
bezieht sich bei den Endotoxinaufarbeitungen auf eine Bakteriensuspen-
sion von 25 mg Bakterientrockengewieht cm3, elie zugleich als Vergleichs-
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präparat bei jeder Aufarbeitung mitgetestet wurde. Im übrigen verweisen

wir auf die diesbezüglichen, bei de-r Bespre-chung der Exotoxine
gemachten Angaben.

Ergebnisse.

Auf ihre- biologische Wirksamkeit im Hauttest untersucht wurden
hauptsächlich die verschiedenen Protein-, ferner elie- Glykolipoidfritklio-
nen, in drei Fällen die Bakterienlipoide und nur in einem Fall das Dialysat.

d. h. die große Masse der übrigen niedermolekularen Verbindungen.
Diese erwiesen sich im Hauttest als unwirksam. Die Resultate sind in
Tab. 2 unel 3 zusamme-ngestellt.

Abgesehen von eine-r toxischen I.ipoidw irkung ergaben die-

Proteinfraktionen, vor allem ele-r erste und zweite Xatriiimcarbonatextrakt.
regelmäßig die stärksten Hautreaktionen. Eine Ausnahme macht
Aufarbeitung III. bei der überhaupt keine Fraktion wirksam war. Die meisten
Proteinfraktionen wurden in Verdünnungen getestet, die etwa de-r einer
Bakterii-naufschwemmung von 25 mg Bakterientroeke-ngewicht pro cm"

äquivalent waren (Q l oder 2) unel ergaben quantitativ auch ungefähr
dasselbe Keaktionsbilel wie- diese Aufschwemmungen. Konzentrierten-
Präparate zeigten zwar stärkere Reaktionen, jedoch nahm elie- \\ irk-
samkeit nicht in dem Maße zu, wie nach eler Anreicherung zu erwarten
gewe.si-n wäre.

Die Glykolipoide mit ihren meistens negativen- hie und da schwach

positiven Beaktionen we-isen ein bedeutend unklareres Bild auf. Sie

wtirden z. T. iu 500-1 OOOfaeher Anreie-heruiig untersucht, ergaben aber
selbst dann nicht immer eine Reaktion. Jedenfalls scheinen sie- fur die
Wirkung, die die Bakterien ani die Maut ausüben, von untergeordneter
Bedeutung zu sein.

Ebenfalls noch nicht abgeklärt i~t die Vi irkung ele-r Bakterienlipoide.
Die erste 1'iülung derselben (Aularbe-itutig \ II) führte zu einem aus dem
üblichen Rahmen herausfallenden Reaktionsbild von ausgesproehe?nem
toxischen Charakter (seharfrandige Be-grenzung de-r Beaktion auf das

Kontakltelil, Blasenbildung und Bötungshof). In den folgenden
Untersuchungen ergaben die- I.ipoiiliraktieinen überhaupt keine \\ irkung
(Aularbeit ung IXa und IXb). Auf die großen Lnterschie-ele in den Ausbeuten
wiesen wir bereits hin (Aufarbeitung VII: 13,5%, Aufarbeitung IXa unii
IXb: 3 bzw. 5%,). Es ist zu bemerken, daß die Bakterien der Aufarbeitung

\ II ausnahmsweise unter Durchlüftung der Bouillon mit CO.,-halti-

gem Sauerstoff (5% CO.,) gezüchtet wurden, während in allen übrigen
Fällen reiner Sauerstoff zur Anwendung gelangte. Vi ir ließen dieses Ver-
lahren infolge der bedeutend schlechte-re-ii Ausbeuten an Bakterien da-
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mais wieder fallen. Ob die Toxizität der Lipoide damit in Beziehung
steht, muß noch abgeklärt werelen.

Schlußbetrachtungen.

Aus den Untersuchungen geht hervor, daß die epieutan wirksamen
Stoffe der Staphylokokken unel ihrer Bemillonliltrate in der Gruppe de-r

Proteine- enthalten sind, und zwar, soweit die Aufarbeitung der Bouillon-
filtrate darüber Aufschluß gibt, in der Gruppe der Albumine. Ob sie; mit
den Exotoxinen der Bakterien, die ebenfalls Eiweißcharakter haben,

identisch sind, läßt sich vorerst nicht entscheiden und ebensowenig die

Frage-, ob zwischen eleu exobazillärcn und den eniloba/.illären wirksamen
Stoffen Identität besteht. Die in 2 Fällen auf Hämolyse untersuchte
Proteinfraktion ergab auch in der den Verhältnissen in der Ausgangs-
bouilloii entsprechenden Konzentration (Q • I und 2) keine Hämolyse,

was angesichts des sehr geringen hämolytischen Titers des

Ausgangsmaterials nicht viel besagt.
Die fehlende oder sehr geringe \\ irksamkeit ele-r Glykolipoide ist insofern

bemerkenswert, als diese- Körper nach Boivin unel Mesrobeanu.
Raistrick unel Topley. Dealfield u. a. bei manchen Mikroben (Diphtheriebazillen,

Bazillen der Salmoiu-llagruppe) antigenen Charakter besitzen,
wobei die? Polysaccharidkomponente für die Spezifität der Gegene-in-

stellung verantwortlich ist.
Es ergibt sich daraus ein gewisser Widerspruch zu unserer früheren

Auffassung, indem Robert aus seinen Untersuchungen folgert, daß das

wirksame Prinzip nicht in der Eiweißfraktion, sondern in der Alkoholfraktion

zu suchen ist und daß es sich wahrscheinlich wie bei Trie-ho-

phy tin und Tuberkulin um die KohlenhydralFraktion handelt. Diese

Auflassung stützt sich auf elas Ergebnis der Testungen, indem die
alkoholunlösliche, wasserlösliche Fraktion in 65% ele-r Fälle (54 von 83).
die dureh .\mmonsulfat gefällte Gesamtproteinfraktion nur in 16,9%
der Fälle (14 von 83) eine positive Reaktion ergeben hat.

Eine Erklärung dieser Diskrepanz ist wahrscheinlich darin zu suchen,
elaß bei ele-r \\ iederauflösung der Alkoholfällung in physiologischer
Kochsalzlösung nicht nur die Glykolipoide und Polysaccharide, sondern, wie-

wir uns jetzt überzeugt haben, auch elie Eiwe.ißkörper wieder in Lösung
gehen.

Auf die Histologie der Reaktion wird in einer späteren Mitteilung
eingetreten werden, zumal hier, wie schon im Bild eler natürlichen parasitären

Ekzeme, toxische und allergische Komponenten sich kombinieren
(oberflächliche Cv tonekrose, tieferliegende Spongiose). was eine erhebliche

Erschwerung der Interpretation bedeutet.
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Zusammenfassung
Es wurden die- Bouillon filtrate und die vom Nährboden befreiten Bak-

te-rie-nle-iher von hautwirksameii Staphylokokke-n (Staphylococcus
aureus), welche aus Ekze-mherden gezüchtet worden waren, chemisch

aufgearbeitet.

Es wurde festgestellt, daß das epicutan wirksame Prinzip sowohl im
Bouillonfiltrat als auch in den Bakterienleibern enthalten ist und der
ProteintVaktioii angehört. Bei fraktionierter Aussalzung findet es sich
in de-r (»ruppe der Albumine (nur bei den Eiweißkörju-rn des Bouillonfiltrat

es durchgeführt).
Krliitzen hat eine Abschwächung der Vi irkung. Formolisierung eher

e-ine \ erstärkung zur Folge. Durch fermentative oder Salzsäurehydrolyse

geht die W irkung verloren.
Die- Glykolipoide reagierten selbst in Konzentrationen, welche

wesentlich höher waren als im Ausgangsmaterial, nicht oder nur sehr
schwach. Widersprechende Befunde ergaben die- Lipoide, elie z. T.
ausgesprochen toxische. z.T. überhaupt keine Wirkung zeigten.

Résumé

Après avoir cultivé, à partir de foyers eczémateux, ele-s souches de

staphylocoques (aureus) épidermo-pathogènes. on a étudié chimiquement

les filtrats de bouillon ainsi que les corps bactériens débarrassés de

leur milieu de culture.
On a pu déterminer que le principe épicutané se- re-treiuve aussi bien

dans h- filtrat eie- bouillon que dans le corps des bactéries, e-t epi'il e-st

contenu dans la fraction protéinique. Par salage fractionné, ou le sépare élu

groupe ele-s albumines (cette opération n'a été effectuée qu'avec les
protéines du filtrat de bouillon).

Son action diminue par chauffage, alors que l'emploi élu formol en
e-xalte- la virulence. U est inactive par hydrolyse en/.ymatique ou chlor-
hv urique.

Les glycolipoïdes n'ont pas réagi, ou seulement faiblement, même à

une concentration sensiblement augmentée. Les lipoides donnent des
résultats contradictoires: leur action est parfois très toxique, parfois nulle.

Riassunto

Deipei aver coltivato, partendo da focolai eczematosi, de-i ceppi di
stafilococco (aureo) patogeni per via epidermica, si è studiato chimicamente
i filtrati ele-I brodo di coltura e i corpi batterici allontanati dal loro
ambiente di coltura. Si è potuto determinare che il principiei e-picutaneo si
trova tanto nel filtrato del brodo di coltura che nei corpi batterici, e che
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egli è contenuto nella frazione proteica. Per precipitazione frazionata
con sali, la si separa elal gruppo ile-Ile- albumine (questa operazione nein e

stata effettuata che con le proteine- ele-l filtrato ele-l brodo eli coltura). La

sua azione diminuisce dopo riscaldamento, mentre il formolo ne esalta
la virulenza. Esso è ri-so inattivo dalla idrolisi enzimatica o cloridrica. I
glicolipidi o non hanno reagito o hanno reagito soltanto in maniera ele--

hole. anche a una concentrazione sensibilmente aumentala. I lipidi danno
dei risultati contradittori; talvolta la loro azione è molto tossica, talvolta
nulla.

Summary
The bacteria of ile-rmatoge-nic staphylococci (staphvleicoccus aun-iis).

grown from eczematous foci, were freed from culture medium and both
they anil the- bouillon liltrate processed chemically.

It was found that the dermatogeuic principle is contained both in
the bouillon filtrate and in the bacteria and that it is connected with
the prote-in fraction. On fractionally salting out. it is found in the albumin

group (only carried out on the protein bodies of the bouillon filtrate).
Heating caused a weakening of the action, while formolisation tended

to strengthen it. En/.v matie or hydrochloric acid hvdrolysis destroyed
the effect.

The glycolipoids themselves, even inconcentrations considerably higher
than in the starting material, reacted either not at all or only very weakly.
Contradictory results were given by the lipoids, which showed partly
pronounced toxic effects, partlv no action at all.
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