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Aus der technischen Abteilung des Schweizerischen Serum- und Impfinstitutes Bern
" (Leiter: P.-D. Dr. R. Regamey)

‘Himagglutination, Autolyse und Immunisierungsvermogen
von Schweinerotlaufbazillen

Von P. Radvila

Bei der Herstellung von Impfstofien gegen Schweinerotlauf kommt der
Auswahl der Stamme gréfite Bedeutung zu. Es ist nun seit langem bekannt,
daBl die Virulenz jedenfalls kein zuverldssiges Ma8 fiir das Immunisierungs-
vermogen eines bestimmten Stammes darstellt; dagegen soll man nach
Dinter auf die hamagglutinierende Fahigkeit der Rotlaufbakterien ab-
stellen konnen.

Das Interesse an der Eigenschaft verschiedener Bakterienarten, Erythrozyten zur
Agglutination zu bringen, ist durch die Entdeckung der virusbedingten Hémaggluti-
nation durch Hirst neu erwacht. So ist in den letzten Jahren eine Himagglutination
unter anderem durch folgende Bakterien beschrieben: H. pertussis, H.. bronchisepticus
(Keogh und Mitarbeiter); Shigella alc., Vibrio comma (Griffits); Pneumokokken
(Hallauer und Loéffler) und Robla,uf bazillen (Dinter). Letzterer untersuchte
70 Rotlaufstémme auf ihre himagglutinierende Kraft und fand, dal 6 Stimme stets,
die tibrigen aber nur schwach oder gar nicht hamagglutinierten. Weiter hat er darauf
hingewiesen, da3 die hamagglutinierenden Stémme auch gute immunogene Eigen-
schaften besitzen.

Dedié untersuchte Rotlaufstémme auf séurelosliche Antigene. Die sdureldslichen
Gruppen teilt er in Varianten A und B, diejenigen, welche keine séiurelésliche Antigene
haben, nennt er N-Formen. Beide Varianten sind artspezifisch, aber fiir die Herstellung
abgetdteter Impfstoffe sollen nur Stamme der Gruppe B beniitzt werden.

Im Jahre 1933 immunisierte Birdé Schweine mit Rotlaufbouillonkulturfiltraten;
die Immunsera besaflen eine deutliche Schutzkraft und agglutinierende Eigenschaften.

Weiter hat Traub gut gewachsene, flissige Rotlaufkultur durch Berkefeldfilter
keimfrei filtriert und Méuse mit dem an Aluminiumhydroxyd adsorbierten Filtrat
immunisiert. Fir diesen Autor hidngt die losliche immunisierende Substanz von der
Wachstumsintensitédt der Bakterien und von deren Antigenstruktur ab.

Im Jahre 1947 hat Traub Rotlaufbouillonkultur an Aluminiumhydro-
xyd adsorbiert und mit Erfolg an Schweine verimpft. Als lebende Kultur
eingespritzt vermag jeder Stamm einen mehr oder weniger wirksamen
Schutz zu erzeugen; dagegen eignen sich zur Herstellung von wirksamen
abgetoteten Adsorbatimpfstoffen nur Stdmme mit besonderer Antigen-
struktur. Auch mit solchen Stimmen kann aber nur durch Depotw1rkung
eine ausreichende Immunitit erzielt werden.

Unsere Versuche bezweckten, eine sichere und einfache Methode zur Er-
mittlung geeigneter Rotlaufstimme in vitro auszuarbeiten. Ferner hat uns
interessiert, inwieweit die verschiedenen Rotlaufstimme losliche Antigene
besitzen und welche Beziehungen zwischen diesen Antigenen und der
Bakteriolyse bestehen.
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Eigene Versuche

Zur Herstellung des Rotlaufadsorbatimpfstoffes werden verschiedene
Rotlaufstimme auf ihr Himagglutinationsvermégen untersucht. Von 108
Stimmen héamagglutinieren 9 immer stark, 4 das eine Mal stark, das andere
Mal schwach oder gar nicht, die iibrigen 95 iiberhaupt nicht. Die Hamagglu-
tination wird nach Dinters Methode ausgefiihrt.

Es werden eine 24stiindige Kultur in 109, Pferdeserumbouillon, sowie eine 19%ige,
dreimal gewaschene Hiihnererythrozytensuspension beniitzt. Zur Ausfithrung der
Reaktion werden hohlgeschliffene Objekttréiger verwendet. Die Kulturen werden
stufenweise verdiinnt und von jeder Verdiinnung 0,05 cem in die Vertiefung des Ob-
jekttragers gebracht. Zu jeder Verdiinnung kommen 0,05 ccm Erythrozytensuspension
und dann wird gut gemischt. Die Mischung wird einige Male hin- und hergeschwenkt;
die Ablesung der Reaktion findet nach 10 Minuten statt. Die Haimagglutination wird wie
folgt beurteilt: Sehr stark -+ -+ + 4+, stark + + +, mittelstark 4+ + und schwach +.
Die Stdmme, welche in Verdunnung 1:8 stark und 1:16 mittelstark bzw. schwa,ch
hémagglutinieren, betrachten wir als himagglutinierende Stdmme.

Dinter hat darauf hingewiesen, dal nicht alle Hithner agglutinable Erythrozyten
besitzen und es scheint, da.B diese Eigenschaft bei bestimmten Hiihnern konstant zu
sein pflegt. In unserem Versuch konnten von 10 untersuchten Hiihnern eines mit inag-
glutinablen und eines mit ,,panagglutinablen‘‘ Erythrozyten ermittelt werden: die
Erythrozyten dieses letzten Huhnes sprachen auf sdamtliche Rotlaufstamme an; die
Erythrozyten der andern 8 Hithner dagegen wurden in differenzierter Art agglutiniert.
Fir die Ermittlung der hamagglutinierenden Stédmme eignen sich Hithnererythrozyten
mit sehr starker Agglutinabilitat selbstverstdndlich nicht, weil es in diesem Fall schwer
zuunterscheiden ist, welche Rotlaufstdmme zu den hamagglutinierenden zu zéhlen sind.

Die Intensitét der Hamagglutination hingt nicht nur von den Hithnererythrozyten
allein, sondern auch vom Nihrboden ab. Je nach der Nahrbodencharge kann die
Héamagglutination sehr verschieden ausfallen, und zwar véllig unabhéngig vom Rot-
laufstamm bzw. den Hihnererythrozyten. Worauf diese Variabilitat beruht kénnen
wir nicht mit Sicherheit sagen.

Es sei jedoch erwidhnt, daBl das fir die Néahrboden verwendete Pferdeserum auf
spontane Héamagglutination untersucht werden sollte. In einem Falle kam es vor, daf}
die 109,ige Pferdeserumbouillon (Diphtheriepferd) ohne Rotlaufkultur in der Ver-
diinnung 1:8 noch stark hiamagglutinierte; nach ca. 114 Jahren hidmagglutinierte das
Serum vom gleichen Pferd noch in der Verdiinnung 1:4. Wir untersuchten 23 Diph-
therie- und 10 Normalpferdesera und konnten feststellen, dal3 ca. 50—609, der unver-
dinnten Sera hiamagglutinierten. Zwischen Diphtheriepferde- und Normalpferdesera
wurden keine wesentlichen Unterschiede festgestellt.

Alle weiteren Versuche wurden mit 109, Pferdeserumbouillon (pH 7,8) ausgefiihrt
und die Rotlaufstdmme wurden in 19;iger Peptonbouillon gehalten.

Nach Dinter sollen die hiamagglutinierenden Stamme gute immunisierende Eigen-
schaften besitzen, was auch durch unsere zahlreichen Versuche bestitigt werden
konnte. Das Protokoll der Auswertung eines 5fachen konzentrierten Adsorbatimpf-
stoffes ist in der Tabelle I ersichtlich: die ersten zwei Adsorbatimpfstoffe (Stdmme
15 und 9} wurden aus der gleichen, die zwei letzten (Stdémme 7 und 10) aus einer an-
deren Nahrbodencharge hergestellt. Der Stamm 7 hadmagglutinierte 1:16 und der
Stamm 15 1:32 noch deutlich. Die Stédmme 9 und 10 hédmagglutinierten nicht. Ver-
gleichend wurden die Miduse auch mit nicht adsorbierter Formolkultur immunisiert.
Da, der Adsorbatimpfstoff 5mal konzentriert war, wurde von der Formolkultur eine
5mal groBere Menge injiziert. Die Mause wurden 3 Wochen nach der Immunisierung
mit 0,01 cem einer 24stiindigen Rotlaufkultur intraperitoneal infiziert.
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Tabelle 1

Vergleich des Immunisierungsvermdogens
von himagglutinierenden und nicht himagglutinierenden Stimmen

Rotlauf A i Himaggluti- | Impfstofi- Anzahl der Méuse Uber-
" i Imnfstof nation nach dosis ) lebensrate
stamm | HApIstolles | 94 Stunden | in cem coriifte tote iber- in 9%
£8P lebende
0,05 10 | 1 9 90
f*ds‘f)rfa{;f’ 4+ | 00125 15 10 5 33
R 0,00625 14 11 3 21
15
Formol 0,25 8 8 0 0
T« ot e 0,0625 8 8 0o 0
TR 0,03125 8 8 0 0
' 0,05 11 8 3 27
fdst?rfag' S 0,0125 11 11 0 0
LRrECa — 0,00625 11 | 1 0 0
9
‘Pl 0,25 5 5 0 0
e e 0,0625 11 11 0 0
0,03125 10 10 0 0
, 0,05 - 15 4 11 73
7 .Ads;’rfg' R 0,0125 13 7 6 46
1mpisto 0,00625 4 2 2 50
0,05 8 6 2 25
10 Adsﬁrtbfg' — 0.0125 7 7 0 0
Hmpisto 0.00625 8 7 1 12

Aus der Tabelle 1 ist zu entnehmen, daf} die mit den hdmagglutinierenden
Stammen 15 und 7 hergestellten Adsorbatimpfstoffe die Mause viel besser
immunisieren, als die mit den nicht himagglutinierenden Stimmen 9 und 10.
Ferner zeigt sich, dal die beiden nicht adsorbierten Impfstoffe in allen Ver-
diinnungen die Méuse nicht zu schiitzen vermochten; die Depotwirkung ist
also fiir abgetotete Kulturen unerliBilich. Kontrolltiere, die nicht vor-
immunisiert wurden und die lediglich 0,01 ccm der lebenden Kultur erhielten,
starben innert 3—4 Tagen.

Mit den iibrigen 7 himagglutinierenden Rotlaufstimmen wurden auch
Adsorbatimpfstoffe hergestellt und an Mdusen ausgewertet: die 7 Impfstoffe
waren gleichwertig. _

Wenn die himagglutinierenden Rotlaufstamme in 109, iger Pferdeserum-
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bouillon geziichtet werden, findet man, dafl die Hamagglutination nach
24stiindiger Bebriitung bei 37° C am stérksten ist und daf3 das pH in diesem
Zeitpunkt sehr stark gesunken ist, um danach auf ungefihr gleicher Hohe zu
bleiben. Die Wirksamkeit des himagglutinierenden Agens sinkt langsam und
ist nach 96 Stunden vollsténdig verschwunden. Wenn man eine solche Kultur
biologisch und morphologisch genau verfolgt, stellt man folgendes fest:
nach 24 Stunden sind sdmtliche Bazillen Gram-positiv (Entfirbung mit
Alkohol allein, ohne Azeton) und. haben deutliche Konturen, aber nach
96 Stunden findet man ein ganz anderes Bild. Die Keime sind aufgeldst und
durch den Zerfall der Bakterienleiber entstehen hellrote Flecken oder Gra-
nula, die Gram-negativ sind. In solchen Kulturen findet sich immer noch eine
kleine Zahl von Bazillen, welche meistens in lange oder kurze Degenerations-
formen {ibergegangen und Gram-positiv geblieben sind. Diese Involutions-
formen scheinen sich erst nach Auftreten der autolytischen Prozesse zu ent-
wickeln. In nicht autolysierten Kulturen konnten nie deutliche Degenera-
tionsformen beobachtet werden; in ungeldsten Kulturen bleiben sdmtliche
Formen unverdndert und Gram-positiv.

Als Beispiel zeigen wir in der Tabelle 2 ein Protokoll, wonach die Stimme
3 und 7 immer bis 1:16 hamagglutinierten und Stamm 11 nie.

Die Kulturdichte (Opazitit) wurde mit dem Nephelometer nach Lange
gepriift und zur Messung der Kultur wurden 15,3 mm dicke Reagensgliser
beniitzt.

Aus Tabelle 2 ist folgendes zu entnehmen :

" Nach 24stiindiger Bebriitung himagglutinieren Stamm 7 und 3 sehr gut
und Stamm 11 gar nicht. Das pH der ersten drei Kulturen war gleich, nur bei
Stamm 11 etwas niedriger; die Opazitit war in allen Kulturen ungefihr
gleich.

Nach 48 Stunden haben die beiden Kulturen des Stammes 7 noch stark
und der Stamm 3 mittelstark hdmagglutiniert. Mikroskopisch konnte man
bei Stamm 3 schon starke Bakteriolyse feststellen; die Aufhellung der
Kultur war deutlich. Der Stamm 11 blieb unveréndert.

Nach 72 Stunden hat nur noch eine Kultur von Stamm 7 mittelstark
héamagglutiniert; obwohl man in dieser Kultur schon Autolyse wahrnehmen
konnte, waren jedoch noch viele Gram-positive Stidbchen mit deutlichen
Konturen zu sehen und die Aufhellung der Kultur war nicht so ausgeprégt.

Nach 96 Stunden ist die Opazitédt der 3 urspriinglich hamagglutinierenden
Kulturen wesentlich zuriickgegangen und das Hémagglutinationsvermégen
ist nun verschwunden. Die Kultur des Stammes 11, die von Anfang an nicht
héimagglutinierte, bleibt nach 4 Tagen unveréndert.

Zusammenfassend zeigt die Tabelle 2, dal das Hdmagglutinationsver-
mogen proportional mit der Zunahme der Autolyse abnimmd.

Es zeigen sich hier also wesentliche Unterschiede zwischen Pneumo-
kokken und Rotlaufbakterien. Die Pneumokokken geben ndmlich keine
Hémagglutination, wenn sie nicht autolysiert sind (Loffler) und die Rot-
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Tabelle 2

Beziehungen zwischen Autolyse und Hamagglutination

.. Rot- | Hamag- !
Babri- | 1 glutini- Opazitit pH.der Bemerkungen
tungszeit p Kultur
stamm tion
24 Std 7 ++++ 71,6 7.2 Keine Autolyse. Kurze Gram-positive
: 3 ++ 4+ + 68,4 7,2 Stabchen :
11 0 68,0 6,7
7 + 4+ 4| 64,8 T2 Sehr schwache Autolyse
7 + 4+ 4+ 4 71,0 6,8 Wie nach 24 Stunden
48 Std. 3 -+ + 58,0 6,8 Starke Autolyse. Wenig Keime.
. Involutionsformen
11 0 66,5 6,7 Wie nach 24 Stunden
7 0 48,5 7,2 Starke Autolyse. Ganz wenig Keime,
Schollenbildung
72 Std. 7 +++4 | 61,4 6,8 Schwache Autolyse. Noch viele Gram-
positive Stabchen
3 0 48,2 6,7 Sehr starke Autolyse
11 0 67,5 6,7 Wie nach 24 Stunden
7 0 45,5 " 7,2
96 Std 7 0 52,7 6,8 Starke Autolyse. Schollenbildung
: 3 0 47,5 6,7
11 0 67,2 © 6,7 Kurze Gram-positive Stdbchen. Keine
Autolyse

laufbakterien verlieren ihre Fahigkeit zu himagglutinieren, wenn sie auto-
lysiert sind.

Dinter schreibt: ,,Bei laktosehaltigen Nahrboden ist allerdings darauf zu achten,
daB die Hémagglutination am ersten Bebriitungstag zwar stark ist (pH iiber 6), daf3
sie aber bei fortschreitender Séduerung der Kultur, und zwar schon am 2. Bebriitungs-
tag, schwach wird (pH unter 6) oder auch véllig ausbleiben kann (pH unter 5,5):* In
spéteren Arbeiten weisen Dinter und Bakos darauf hin, dafl die Hamagglutination
im Bereich von pH 5 bis 8 nachweisbar ist, unter pH 4,5 und tber pH 9,5 aber vollig
verschwindet.

Wir haben in Tabelle 2 festgestellt, dall Bakterienleiber in 72—96 Stun-
den aufgelost werden, aber durch diesen Zellzerfall verschwand auch das
Héamagglutinin vollstindig. Wenn die fortschreitende Sduerung der Kultur
daran schuld wire, kénnte man schlieBen, daB nur diejenigen Kulturen ihr
Héamagglutinationsvermdgen verlieren, welche stark sauer reagieren.
Aus der Tabelle 2 ersehen wir ferner, dafl die erste Kultur des Stammes 7 ein
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pH von 7,2 aufwies; nach drei Tagen war aber das Héamagglutinin schon
vollstindig verschwunden. Die zweite Kultur des gleichen Stammes besal3
nach 2 Bebriitungstagen ein pH von 6,8; sie himagglutinierte aber nach drei
Tagen unverdiinnt noch stark. Wenn also die saure Reaktion der Kultur fiir
das Verschwinden der Himagglutination verantwortlich wére, so sollte die
erste Kultur linger und deutlicher hamagglutinierén als die zweite. Es kann
eine Kultur mit einem pH von 6,6 himagglutinieren, auch wenn die Autolyse
nicht oder schwach eingetreten ist.

Aus unseren Versuchsergebnissen konnen wir den Schlul} ziehen, daf das
Hdamagglutinationsvermdogen nicht infolge fortschreitender Sduerung der Kultur,
wohl aber infolge der Bakteriolyse zuriickgeht.

Dubos hat 1937 die Autolyse der Pneumokokken untersucht. Die durch Hitze
oder Konservierungsmittel abgetoteten Keime, die ihre Gram-Farbbarkeit behielten,
konnten durch Zusatz von zellfreiem Pneumokokkenautolysat in Gram-negative Bak-
terien umgewandelt werden. Der Verlust der Farbbarkeit nach Gram und die Auf-
lésung der Pneumokokken ist nach Dubos ein enzymatischer Vorgang. Loffler
weist darauf hin, daf ein zellfreies Pneumokokkenautosylat eine doppelte Fihigkeit
besitzt: erstens Gram-positive in Gram-negative Keime zu verwandeln und zweitens
Erythrozyten zu hamagglutinieren.

Worauf beruht die Auflosung der Rotlaufbazillen wihrend der Bebrii-
tung? Entweder sind dafiir Bakteriophagen oder autolytische Enzyme ver-
antwortlich.

Kommi ein Bakteriophag in Frage?

Eine gut autolysierte 96stiindige Kultur wird durch Seitzfilter keimfrei
filtriert und das Filtrat mit dem gleichen Teil Serumbouillon gemischt. Zur
Kontrolle wird nur Serumbouillon beniitzt. Die beiden Nihrboden werden
mit autolysierter und nicht autolysierter Kultur beimpft. Nach 24stiindiger
Ziichtung ist das Wachstum in beiden Kulturen gut; ebenso hidmaggluti-
nieren beide. Nach 96 Stunden sind aber beide Kulturen wieder in Autolyse
ibergegangen und hdamagglutinieren auch nicht mehr.

Wenn hier Bakteriophagen im Spiele wiren, so hitten sie die Rotlauf-
keime schon im Entwicklungsstadium aufgeldst. Die Bakteriophagen kénnen
sich ndmlich nur in lebenden Bakterienzellen vermehren und in diesem Falle
entsteht die Bakteriolyse meistens bei deutlich alkalischer Reaktion. Unsere
Kultur reagierte aber schwach sauer.

Ferner wurden Agarplatten mit Rotlaufkultur ausgespatelt und dann mit
keimfreiem Autolysat stellenweise beschickt. Nach 24 Stunden konnten
weder ,,taches vierges* noch atypische Kolonien nachgewiesen werden.

Wir miissen also annehmen, dafi die Autolyse der Rotlaufkultur nicht
auf die Wirkung eines Bakteriophags sondern auf die eines endogenen Prin-
zipes zuriickzufiihren ist.
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Kommen autolytrische Fermente in Frage?

Zur Erklarung dieser Frage wird eine stark autolysierte Kultur 1 Stunde
bei 3000 Umdrehungen zentrifugiert; die klare iiberstehende Fliissigkeit
wird sodann absiphoniert und im Kiihlschrank bei 4° C aufbewahrt.

Zur Darstellung der Lyse werden 8 com einer 24 stiindigen gut gewachsenen Kultur
abzentrifugiert, das Sediment in 0,5 cem physiolog. NaCl-Losung suspendiert und im
Wasserbad bei 65° C wihrend 20 Minuten abgetotet. Nach dieser Behandlung behalten
die Keime ihre normale Gestalt und ihre Gram-positive Farbbarkeit. Diese abgetotete
Kultur wird stufenweise von 14 bis zum urspriinglichen Volumen mit iiberstehender
Flassigkeit von dem zentrifugierten Autolysat aufgefiillt und im Brutschrank bei 37°C
gehalten. Die Kontrollréhrehen enthalten nur die Bakterienkultur und gleiche Serum-
bouillon.

Schon nach 24 Stunden wird die Mehrzahl der abgetoteten Keime Gram-negativ
und aufgelost, wiahrend die Bazillen der Kontrollr6hrchen Gram-positiv und nicht auf-
gelost sind. Nach 48 Stunden kann man deutlichere Veréinderungen wahrnehmen. In
jenen Rohrchen tritt die Bakteriolyse am stérksten auf, in denen das Autolysat bis

zum urspriinglichen Volumen aufgefiillt worden war. Die Kontrollsuspension bleibt
unverdndert.

Die tiberstehende Fliissigkeit der abzentrifugierten aber nicht keimfrei filtrierten
Kultur enthilt stets noch eine kleine Anzahl lebender Keime, welche wihrend des
lytischen Vorganges wachsen; diese Keime gehen in Involutionsformen iiber. Bei den
nicht autolysierten Kulturen treten die Degenerationserscheinungen nicht so deutlich
hervor. In den geldsten Kulturen befinden sich immér Keime, welche der Lyse wider-
stehen; in der Mitte oder an den Enden dieser sogenannten resistenten Stiabchen findet
man aber eine hellrote Einschmelzungsstelle. die auf eine beginnende Lyse deutet.
Die Auflosung erfolgt besser bei 37° C als bei 41° C.

Die autolysierten Kulturen wurden auch durch Seitzfilter keimfrei
filtriert; ebenso wie das zentrifugierte Autolysat hat das Filtrat die abge-
toteten Rotlaufbakterien lysiert. Daraus ist zu folgern, dafi die Stoffe, die
die Autolyse einleiten, leicht durch Seitz-Entkeimungsschichten gelangen.
. Wenn man von einer wnicht autolysierten Rotlaufkulturflasche nach
24stiindiger Bebriitung eine Probe entnimmt und keimfrei filtriert, dann
greift dieses Filtrat die fixierten Bakterien gar nicht an. Wenn man aber
diese Kultur im Brutschrank autolysieren lafit, dann gewinnt sie lysierende
Eigenschaften, Dieser Befund weist darauf hin, dafl das lysierende Agens
ausschlieflich in autolysierter Kultur vorhanden ist.

Zwischen der Lyse von abgetdteten und lebenden Rotlaufkeimen besteht
‘ein Unterschied :

1. Das Lysin 16st die abgetdteten Keime schneller auf, als die lebenden. Aber
sie zerfallen nicht ganz, sondern bleiben als hellrote, schattenhafte
Stdabchenformen. ‘

2. Wenn die lebenden Keime aufgelost sind, dann zerfallen sie ganz und in
mikroskopischen Préparaten erscheinen Granula und Schollen. Der Pro-
zef ist also dhnlich wie bei den natiirlich autolysierten Kulturen.

3. Die Zahl der nicht angegriffenen Keime ist in den lebenden griéfer als in
den abgetoteten Kulturen.
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Von unsern 108 gepriiften Stimmen konnen die 9 hamagglutinierenden in
Autolyse iibergehen, bzw. Lysin produzieren. Die iibrigen 99 Stimme waren
nicht himagglutinierend ; sie kdnnen aber stark,schwach oder gar nicht auto-

‘lysieren. Obwohl der Stamm 11 sich als spontan nicht autolytisch erweist,
kann das Lysin eines andern Stammes ihn lysieren; der Stamm 11 kann also
das Bakteriolysin nicht selbst produzieren, er ist aber gegen Lysine nicht
widerstandsfihiger als die andern autolysierenden Stamme.

Abb. 1. 24stiindige Kultur Abb. 2. Dieselbe, aber nach 96 Stunden
vor der Autolyse. autolysierte Kultur. Die dunkeln Punkte
sind aufgeldste und zerfallene Keime.

Das Lysin wird durch Erwérmen auf 60° C wéihrend einer Stunde inak-
tiviert. Bei der Aufbewahrung bei 10° C im Dunkelraum wéhrend 2 Monaten
nimmt die Wirksamkeit des Autolysins ab. Die Aktivitdt des Lysins wird
durch 0,29, Formaldehyd abgeschwicht. Die Wasserstoffionenkonzentration
hat auch eine gewisse Bedeutung auf das lysierende Vermogen: die Bakterio-
lyse geht besser vor sich bei saurer (pH 6,7) als bei alkalischer (pH 7,8)
Reaktion. (Die Serumbouillon allein kann bei saurer Reaktion die Rotlauf-
kultur nicht lysieren).

Es wurde frither erwahnt (Tabelle 1), dal} die himagglutinierenden
Stémme die Maus besser immunisieren als die nicht himagglutinierenden
Stdémme. Analogerweise wurden auch autolysierte und nicht autolysierte
Kulturen in bezug auf ihr immunisierendes Vermogen untersucht. Eine stark
autolysierte Kultur besteht ausschlieflich aus zerfallenen Bakterienleibern
und Lysin (Abb. 2). Bei einer nicht autolysierten Kultur befinden sich Bak-
terienleiber in toto, aber kein Lysin.
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Im folgenden Versuch wurden von dem gleichen hamagglutinierenden
Stamm 7 sechs Adsorbatimpfstoffe hergestellt, nimlich 3 aus einer auto-
lysierten und 3 aus einer nicht autolysierten Kultur; die Auswertung fand an
weiflen Mausen statt. Vor ihrer Bearbeitung als Impfstoffe wurden die
Kulturen gleich lang bebriitet. Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in
Tabelle 3 ersichtlich. -

Tabelle 3

Wirksamkeitsunterschiede zwischen autolysierten
und nicht autolysierten Adsorbatimpfstoffen

Zustand der Kul- Anzahl der Mause Uberlebensrate in 9%
tur vor der Her.| Lpf- | Tmpfetoff.
stellung des Ad- SlfOff' Elgsid ) Uber. | fur jede fir jede
sorbatimpfstoffes| ° arge In cem | oepriifte | tote lebende Impfstofi- | Impfstofi-
charge art
1 0,05 6 1 5 83 Durch-
Autolysiert 2 0,05 10 0 10 100 schnittlich
3 0,05 10 . 0 10 100 949,
he 1 0,05 14 8 6 42 Durch-
Jeht auto- 2 0,05 8 4 4 50 | schnittlich
¥y 3 0,05 11 5 6 54 489,

Aus Tabelle 3 ist zu entnehmen, daB die autolysierten Impfstoffe 1, 2 und 3
durchschnittlich 94%, immunisierte Méuse zu schiitzen vermochten, dagegen
die drei letzten nicht autolysierten nur 489,. Auch bei dem in der Tabelle 1
erwihnten ersten Adsorbatimpfstoff (hergestellt mit Stamm 15) war die
Kultur stark autolysmrt und 0,05 cem des  Impfstoffes schutzte 90% der
weiflen Miuse gegen eine vielfach todliche Dosis.

Der autolysierte Adsorbatimpfstoff wurde auch an Schweinen ausge-
wertet. Dazu verwendeten wir eine Mischung von verschiedenen autoly-
sierten Adsorbatimpfstoffen (Kontroll-Nr. 2853). 4 Schweinen im Gewicht
von 75—80 kg wurden je 5 ccm subkutan hinter dem Ohr injiziert. Am 21.
Tag nach der Impfung wurden die immunisierten Schweine sowie vier unbe-
handelte Kontrolltiere mit drei verschieden virulenten Rotlaufstammen per-
kutan infiziert. Die Kontrollschweine waren ungefahr gleich schwer wie die
immunisierten.

Alle 4 immunisierten Schweine zeigten weder allgemeine noch lokale
Krankheitserscheinungen, wihrend von den 4 Kontrolltieren 3 an septiké-
mischem Rotlauf im Anschluf3 daran an Backsteinblattern erkrankten. Am
2. und 3. Krankheitstag wurde den schwererkrankten Kontrollschweinen
je 40 cem Heilserum eingespritzt. Das vierte Kontrolltier blieb gesund. (Man
findet einerseits hin und wieder Schweine, welche eine hohe natiirliche fa-
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Tabelle 4

Immunitdtspriifung von Schweinen
nach Immunisierung mit autolysierten Adsorbatimpfstoffen

Schwein Temperatur nach:
Nr.
1. Tag 2. Tag 3. Tag 4. Tag 5. Tag
1 39,4 38,9 39,1 — 39,0
Immunisierte 2 39,4 39,0 - 39,3 e - 38,8
Tiere 3 39,1 39,3 39,1 — 39,1
4 39,4 39,5 39,8 _— 39,2
5 41,8 41,5 40,0 41,0 39,1
Kontrolltiere 6 39,0 39,1 39,0 39,0 39,1
7 42,0 39,7 41,8 40,5 39,6
8 41,4 41,6 420 | 407 39,3

milidre Resistenz besitzen; andererseits sind auch beim Rotlauf subklinische
Infektionen bekannt).

Der gleiche Impfstoff Nr. 2853 wurde auch an weilen Mausen gleich-
zeitig austitriert: Die Dosm von 0,025 cem schiitzte 88Y%, der infizierten
Miuse.

Vergleichende Versuche mit autolysierten und nicht autolys1erten Impf-
stoffen konnten wir an Schweinen nicht ausfithren. Der Mauseversuch zeigt
aber deutlich, dafl ein autolysierter Adsorbatimpfstoff eine fast doppelt so
starke Immunitét erzeugt, wie ein nicht autolysierter. Aus diesen Ergebnissen
konnen wir den Schluf3 ziehen, daf3 fiir die Wirksamkeit eines Adsorbat-
impfstoffs die Autolyse der Kullur einen unentbehrlichen Faktor darstellt.

' ' .
Zusammenfassung

Zur Auswahl von geeigneten Rotlaufstdmmen fiir die Herstellung von
wirksamen Adsorbatimpfstoffen beniitzten wir den Himagglutinationstest.
Von 108 untersuchten Stimmen hamagglutlnlerten 9 stets stark, 4 sehr
variabel, die {ibrigen nicht.

Alle Adsorbatimpfstoffe, die mit diesen 9 hdmagglutinierenden Stim-
men hergestellt wurden, immunisierten die weillen Mause gleichwertig.

Als Nebenbefund konnte festgestellt werden, dafl 8 von 10 Hiihnern
Erythrozyten mit brauchbarer, d. h. mittelstarker Agglutinabilitit lieferten.
Die Erythrozyten eines Huhnes waren inagglutinabel; diejenigen eines
andern Huhnes zeigten eine gewisse Tendenz zur Spontanagglutination.

Das himagglutinierende Vermégen geht mit dem Fortschreiten der Auto-
lyse der Rotlaufbakterien zuriick; es ist von der Sauerung des Kultur-
mediums unabhéngig.
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Unsere simtlichen himagglutinierenden Stimme erwiesen sich als spon-
tan autolytisch, die nicht himagglutinierenden dagegen nicht. Falls ein
Stamm nicht spontan in Autolyse iibergeht, kann das Lysin eines andern
Stammes ihn aufldsen.

Das Lysin ist thermolabil. Aufbewahrung bei 10° C im Dunkelraum
wihrend 2 Monaten setzte seine Wirksamkeit herab. 0,29, iges Formol kann
das lysierende Agens stark abschwichen. Die Lyse geht bei saurer Reaktion
besser vor sich als bei alkalischer.

Autolysierte Kulturen, die an Aluminiumhydroxyd adsorbiert wurden,
immunisieren die weiflen Mause besser, als nicht autolysierte.

Résumé

Nous utilisons pour le choix de souches de rouget appropriées, dans la préparation
de vaccins adsorbés efficades, le test d’hémagglutination. Sur 108 souches examinées,
9 ont toujours hémagglutiné, 4 étaient trés variables et les autres n’agglutinaient pas
du tout.

Tous les vaccins adsorbés fabriqués avec ces 9 souches hémagglutinantes ont égale-
ment immunisé les souris blanches.

On a constaté accessoirement que 8 poules sur 10 fournissaient des érythrocytes a
agglutinabilité utilisable, c’est-a-dire moyenne. Les érythrocytes d’une poule étaient
inagglutinables, ceux d’une autre présentaient une certaine tendance a I’agglutination
spontanée.

Le pouvoir hémagglutinant diminue avec I’'augmentation de I’autolyse des bacilles
du rouget et ne dépend pas de ’acidité du milieu de culture.

Toutes nos souches hémagglutinantes étaient spontanément autolytiques, ce qui
n’était pas le cas des non-hémagglutinantes. Lorsqu’une souche ne présente pas
d’autolyse spontanée, la lysine d’'une autre souche peut la dissoudre.

La lysine est thermolabile. Son efficacité diminue lors d’un séjour a 10° C dans
I’obscurité pendant 2 mois. Du formol & 0,29, peut fortement atténuer ’'agent de la
lysine.

Les cultures autolysées, adsorbées sur I’hydroxyde d’ alumlmum immunisent mieux
les souris blanches que les non-autolysées.

Riassunto

Per la scelta di ceppi adatti di bacilli del malrossino, in vista di fabbricare dei vac-
cini adsorbiti efficaci, adoperammo il ,testo* di emoagglutinazione. Di 108 ceppi
esaminati, 9 presentarono sempre un’emoagglutinazione elevata, 4 una molto variabile
e gli altri ceppi nessuna.

Tutti i vaccini adsorbiti, che furono fabbricati con questi 9 ceppi emoagglutinanti,

immunizzarono i topi bianchi in modo equivalente.
- Come reperto secondario poté essere accertato che su 10 polh 8 fornivano degli
eritrociti con un’agglutinabilita usabile, ossia media. Gli eritrociti di un pollo non erano
agglutinabili; quelli di un altro presentarono una certa tendenza all’agglutinazione
spontanea.

Il potere emoagglutinante diminuisce col progredire dell’autolisi dei batteri del
malrossino; esso & indipendente dall’acidificazione del terreno di coltura.

Tutti i nostri ceppi emoagglutinanti presentarono autolisi spontanea, i non agglu-
tinanti no. Quando un ceppo non va spontaneamente in autolisi, lo pud sciogliere la
lisi di un altro ceppo.
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La lisina & termostabile. La conservazione a 10 gradi C in ambiente scuro per 2 mesi
diminuiva la sua efficacia. Il formolo al 0,29, pué indebolire notevolmente 1’agente
della lisi. Questa si svolge meglio con la reazione acida che con quella alcalina.

Le colture autolisate, che furono adsorbite con l'idrossido di allummlo, immuniz-
zano i topi bianchi meglio di quelle non autolisate.

Summary

The hemagglutination test is used for the selection of erysipelas strains for the
preparation of adsorbat vaccines. Out of 108 strains, which were tested, 9 hemagglu-
tinated very strongly 4 variably and the remainder not at all. All vaccins prepared
with the hemagglutinating strains immunised white mice uniformly.

An occasional observation: 8 of 10 hens had erythrocytes with medium aggluti-
nability, useful for the wanted purpose. One hen had inagglutinable erythrocytes,
and the red cells of another hen were inclined to spontaneous agglutination.

The hemagglutinating power of the erysipelas microbe is reduced with increasing
autolysis. It does not depend on the acidity of the mediung. All the hemagglutinating
strains autolyse spontaneously, but not the others. A strain, which is not autolysed
spontaneously is dissolved by the lysine of an other strain. The lysine is thermolabile.
It is weakened by keeping in the dark at 10° C for 2 months, and also by 0,2 formal-
dehyd. Lysis takes place easier in an acid than in an alkaline medium. Autolysed cul-
tures adsorbed to hydroxyd of aluminum have a better immunising potency in white
mice, than those which were not subject to autolysis.
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REFERATE
Chirurgie

Zur Kastration am stehenden Hengst. Von R. Teuscher. Monatshefte fir Veterinér-
medizin, 1952, H. 12, S. 223.

Der Verfasser hilt die Methode namentlich dort fiir wertvoll, wo es gilt, Laien-
kastrierer, die sie ebenfalls anwenden, zuriickzudréngen. Er gibt einen Uberblick iiber.
die bisher sehr reichhaltige Literatur. Nach 120 selbst durchgefiihrten Operationen
kommt er zu folgendem Verfahren: fir Hengste von ca. 300 kg Gewicht 0,2—0,3 g
Morphium und von 350—500 kg Gewicht 0,3—0,4 g in 49%iger Loésung i/v, ebenso
10—15,0 Chloralhydrat, beides gemischt oder bei aufgeregten Tieren zuerst das Mor-
phium. 4—5 Minuten warten, Reinigung des Operationsfeldes mit Jodtinktur, Auf-
stellung auf der linken Seite. Moglichst langer Schnitt bis auf den Hoden beiderseits,
Samenstranganésthesie mit 109%iger Losung von Isocain oder Tutocain (nach West-
hues), Entfernung der Hoden mit einem Emaskulator, wobei darauf geachtet wird,
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