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Zur Differentialdiagnose zwischen Rauschbrand
und Pararauschbrand mit Hilfe der Immunofluoreszenz

Von J. Martig

Einleitung

Seit der Beschreibung des Pararauschbrandes und dessen Erreger,
V. septique — heute allgemein Cl. septicum genannt — durch Pasteur im
Jahre 1877 und des Rauschbrandes und seines Erregers B. chauvoei —Cl. feseri
—durch Arloing, Cornevin und Thomasim Jahre 1887 (zit. in M. Wein-
berg, R.Nativelle und A.Prevot, 1937), bereitete die Differential-
diagnose zwischen diesen beiden Krankheiten den diagnostischen Laborato-
rien groBle Schwierigkeiten. Immer wieder wurde von den Spezialisten der
Anaerobenziichtung die Dualitit der beiden Keime in Frage gestellt. So
neigt zum Beispiel Weinberg (1937) in der Monographie «Les microbes
anaerobes» nach ausfiihrlicher Beschreibung der beiden Keime eher zur
Ansicht, dal} es sich bei Cl. feseri um einen speziell an das Rind adaptierten
Typ von Cl. septicum handle.

Im folgenden gebe ich eine kurze vergleichende Beschreibung des Rausch-
brandes und Pararauschbrandes, wobei ich mich hauptsichlich auf Wein-
berg, Nativelle und Prevot und L.D.S. Smith stiitze:

Der Rauschbrand ist eine typische Weidekrankheit, die vor allem Rinder
im Alter zwischen 4 Monaten und 4 Jahren befillt. Weniger héiufig erkranken
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Schafe und Ziegen. Wenn nicht im Friihstadium eine Therapie eingeleitet
werden kann, fiithrt die Krankheit meist zu einem mehr oder weniger streng
lokalisierten Gasodem, mit rascher Verschlechterung des Allgemeinbefin-
dens und innerhalb von 12-55 Stunden zum Tode durch Sepsis oder Toxédmie.
Der Rauschbranderreger kommt in gewissen Weidegebieten im Boden vor
und hat dank seiner Versporung eine hohe Tenazitit. Aus diesem Grunde
sind Weiden, auf denen einmal ein Tier an Rauschbrand gefallen ist, iiber
Jahrzehnte hinaus potentielle Infektionsquellen. Eine Ubertragung von
Tier zu Tier findet nicht statt. Die aktive Immunisierung, die in verschiede-
nen Modifikationen angewendet wird, bietet im allgemeinen einen giten
Impfschutz fiir die ganze Weidezeit. Bei friihzeitiger und massiver Behand-
lung mit Antibiotika (eventuell zusammen mit Serum) kann die Krankheit
erfolgreich bekdmpft werden (Mathois und Stockl, 1964). Als Infektions-
weg wird allgemein der buccale (im Zusammenhang mit Zahnwechsel) an-
genommen. Die Rauschbrandkarbunkel stehen in den meisten Féllen nicht
im Zusammenhang mit einer Hautwunde und kénnen irgendwo in der quer-
gestreiften Muskulatur auftreten. Die experimentelle buccale Infektion ist
jedoch bis heute meines Wissens nie gelungen.

Der Pararauschbrand oder das maligne Odem, wie es auch genannt wird,
befillt simtliche Haussidugetiere und ist auch, besonders auf Schlachtfeldern,
ein gefiirchteter Wundinfektionserreger des Menschen. Im allgemeinen ist der
Pararauschbrand eine sekundire Wundinfektion von akzidentellen oder
kiinstlich gesetzten Wunden, begleitet von einem starken, sich rasch aus-
breitenden Odem, im spitern Stadium mit Gasbildung verbunden. Beim
Rind ist er eine gefiirchtete Komplikation nach Schwergeburten, weil sich
der obligate Androbier im traumatisierten und deshalb schlecht durchbluteten
Cervical- und Vaginalgewebe besonders héufig festsetzt. Daraus ergibt sich
die Bezeichnung Geburtsrauschbrand. In gewissen Gebieten (nicht in der
Schweiz) tritt Pararauschbrand beim Schaf als Labmagen-Rauschbrand auf,
Bradsot genannt, und ist dann, wie der Rauschbrand des Rindes, eine Weide-
erkrankung. Die Tiere sterben meist an Sepsis oder Toxédmie. Eine Behand-
lung ist wegen des meist perakuten Verlaufes erfolglos. Der Pararauschbrand-
erreger, Cl. septicum, kommt im Boden vor, ist aber auch normaler Darm-
bewohner von Herbivoren und kann deshalb agonal oder postmortal in den
Korper auswandern. Der Nachweis von Cl. septicum aus gestorbenen oder
in extremis geschlachteten Tieren ist aus diesem Grunde immer sehr vor-
sichtig zu beurteilen. Eine Vakzination ist wirksam. Meistens werden die
Bergrinder vor der Weidezeit mit einer Rauschbrand/Pararauschbrand-
Mischvakzine geimpft. In Bestéinden, wo Pararauschbrand als Stallinfektion
immer wieder auftritt, werden siémtliche Tiere periodisch geimpft.

Nach Kenntnis dieser Tatsachen, insbesondere des verschiedenen epide-
miologischen Verhaltens von Rauschbrand und Pararauschbrand, erwies es
sich als sinnvoll, wohl den Rauschbrand, nicht aber den Pararauschbrand
als anzeigepflichtige Seuche zu erkliaren. Mit der Anzeigepflicht verbunden
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wird eine obligatorische Impfung der gefihrdeten Bergrinder mit Entschéadi-
gung der nachgewiesenermaflen an Rauschbrand gestorbenen und geimpften
Rinder. Es liegt somit im Interesse des behandelnden Tierarztes, der In-
stanzen der Tierseuchenpolizei und des Besitzers, wenn die Diagnose
Rauschbrand eindeutig und moglichst rasch gestellt werden kann; insbe-
sondere ist es natiirlich von grofler Bedeutung zu wissen, ob nicht etwa eine
Mischinfektion von Cl. feseri und Cl. septicum besteht, die deshalb haufig
nicht erkannt wird, weil Cl. septicum im Kadaver und in der Kultur rasch
wichst und dadurch Cl. feseri dominiert und wegen des Rasenwachstums
iiberdeckt. Weinberg schétzt, daB3 bei 13-179, der Fille eine Mischinfek-
tion besteht.

Bakteriologie

Mit den klassischen Methoden der Pathologie und Bakteriologie ist die Differential-
diagnose zwischen Rauschbrand und Pararauschbrand oft sehr schwierig zu stellen.
Pathologisch-anatomisch unterscheiden sich Gasédeme, die durch die beiden Keime
verursacht wurden, nicht deutlich. Es bestehen fiir keine der beiden Infektionen
pathognomonische Verdnderungen, und das Sektionsbild ist in vielen Fillen bereits
durch postmortale Féulnis verwischt.

' CL feseri und Cl. septicum sind einander morphologisch und kulturell nahe ver-
wandt. Beides sind anaerobe Sporenbildner, grampositive, sehr rasch gramlabil wer-
dende, relativ plumpe Stédbchen. Cl. feseri ist ein 3-8 u langes, etwa 1 u dickes Stédbchen
mit zentraler bis subterminaler Sporenlagerung. Cl. septicum ist eher etwas feiner, die
Sporenlagerung ist auch zentral bis subterminal. Bei beiden Arten, besonders aber bei
Cl. feseri, kommen Involutionsformen vor, die wie Ballone, Zitronen oder Weber-
schiffchen aussehen kénnen (Meyn, 1934; Weinberg, Nativelle und Prevot, 1937;
Fey, 1965). Auf Leberabklatschpriparaten und Priparaten von Peritonealfliissigkeit
reihen sich Cl. septicum-Stébchen zu langen Fédden zusammen, wihrend bei Cl. feseri
sich nie mehr als 4-5 Stdbchen zu einer Kette zusammenlagern. Verschiedene Autoren
haben Cl. septicum-Stémme gefunden, die keine Féden bildeten. Immerhin gilt als
deutlicher Hinweis fir eine Cl. septicum-Infektion, wenn man auf Leberabklatsch-
priaparaten lange Fiaden findet. Eine Mischinfektion mit Cl. feseri ist damit natiirlich
nicht ausgeschlossen. Mit Hilfe der anaeroben Technik nach Fey (1958) gelingt es im
allgemeinen, Cl. feseri oder Cl. septicum reinzuziichten und biochemisch zu differen-
zieren. Cl. feseri wéichst auf dem 29 igen Trypticase-Soy-Agar, dem 109, Schafblut bei-
gemengt wird, als eine feine, oft erst nach 48 Stunden gut sichtbare Kolonie mit einer
scharfen Hamolyse, wihrend Cl. septicum einen himolytischen Rasen bildet. Da aber
andere pathogene und apathogene Clostridien dhnliche Kolonien bilden und die
Wachstumsform von verschiedenen 6kologischen Faktoren abhéingt (besonders Feuch-
tigkeit der Platten), kann eine sichere Diagnose anhand der Kolonieform nicht gestellt
werden. Batty und Walker (1965) beschrieben Kolonieformen von Cl. feseri, Cl.
septicum und andern Clostridien in Abhéngigkeit von Agarkonzentration und Bebrii-
tungsdauer und zeigten, da3 Cl. septicum auf 1,8%, Agar einen Rasen bildet, wihrend
es auf 39%,igem Agar als kleine Kolonie wéchst, die derjenigen von Cl. feseri sehr éhnlich
ist. Uber die Moglichkeit der Reinziichtung von Cl. feseri aus einer Mischinfektion von
CI. feseri und Cl. septicum wird im experimentellen Teil der Arbeit berichtet.

In bezug auf biochemische Reaktionen sind sich die beiden Stamme ebenfalls sehr
dhnlich. Cl. feseri vergirt Glukose, Maltose, Saccharose, Laktose, nicht aber Salicin.
Cl. septicum vergéirt Glukose, Maltose, Laktose und Salicin, nicht aber Saccharose.
Auch hier gibt es Abweichungen, indem gewisse Cl. feseri-Stdmme Saccharose nicht,
andere dagegen aber Salicin vergiiren. Ebenso gibt es Cl. septicum-Stamme, die Salicin



306 : J. MARTIG

nicht vergéiren und solche, die Saccharose fermentieren. Alle andern Reaktionen sind
fiir beide Stémme gleich: Bildung von Nitrat, Verfliilssigung von Ferrochloridgelatine
ohne H,S-Bildung, negative Indolreaktionen und Nicht-Verflisssigung von Léffler-
Serum. Die von M. Bernard (zit. in Zschokke und Saxer, 1934, und Fey, 1958) ein-
gefithrte Methode des Nachweises von loslichem Héamolysin, die von Zschokke und
Saxer und Fey modifiziert wurde, soll eine eindeutig positive Reaktion fiir Cl. feseri
und eine negative fiir Cl. septicum ergeben. Auch hier verweise ich auf meine eigenen
Untersuchungen. Als weitere Methode der Differenzierung zwischen Cl. septicum und
Cl. feseri wird der Asculintest angewendet (Dahme, 1944): zu Leberbouillon wird
0,1 ml Asculin beigesetzt. Nach 24stiindiger Bebriitung mit Cl. septicum féirbt sich das
Medium bei Zugabe von Eisencitratlosung schwarz, behilt dagegen seine bléulich
fluoreszierende Farbe, wenn Cl. feseri gezﬁchtet wurde. (Dieser Test wird an unserem
Institut nicht verwendet. Angaben tiber seine Zuverléssigkeit konnte ich in der Litera-
tur nicht finden.)

Der direkte Tierversuch, meist am Meerschweinchen ausgefiihrt, erleichtert wohl
die Reinziichtung eines pathogenen Anaerobiers aus kontaminiertem Material, hilft
aber nicht weiter bei der Differenzierung zwischen Rauschbrand und Pararauschbrand,
weil die Sektionsbilder der beiden Infektionen einander sehr dhnlich sind. Nach Burki
(1951) eignet sich der syrische Goldhamster ebensogut, ohne aber besondere Vorteile
gegeniiber dem Meerschweinchen zu haben. Weidmiiller (1952) kommt nach Auf-
zahlung verschiedener kultureller und anderer nicht befriedigender Methoden der
Differenzierung von Cl. feseri und Cl. septicum zum Schluf3, da8 auch Tierversuche mit
dem syrischen Goldhamster sich nicht eignen, starben ihm doch nur 3 von 10 Tieren,
die er mit Cl. feseri infizierte. Andere Versuchstiere wie Maus, Hund, Katze, Huhn und
Ente sollen eine natiirliche Immunitét gegen Cl. feseri besitzen, wihrend die Ratte nur
lokale Verénderungen macht, die wieder abheilen (Weinberg, Nativelle und
Prevot, 1937). Der Schutzversuch hilft uns zur Differenzierung auch nicht weiter, da
die meisten Cl. septicum Antiseren auch gegen eine Infektion von Cl. feseri schiitzen,
nicht aber umgekehrt (Fey, 1958).

Serologie

Schon frith wurden serologische Untersuchungen an Cl. feseri und Cl. septicum
durchgefiihrt, besonders in bezug auf Kreuzreaktionen zwischen den beiden Arten.
Leclainche und Vallée (zit. in Weinberg, Nativelle und Prevot, 1937) und nach
ihnen viele andere Autoren fanden beim Vergleich homologer und heterologer Aggluti-
nationen von Cl. feseri und Cl. septicum signifikante Titerunterschiede. Verschiedene
Untersucher stellten iiberhaupt keine Kreuzreaktionen zwischen den beiden Arten fest.
Andere Autoren, wie Kojuma, Zeller und Wagener (zit. in Weinberg, Nativelle
und Prevot, 1937) konnten Cl. feseri und Cl. septicum serologisch nicht unterscheiden.
Diese widerspriichlichen Resultate und die etwas komplizierte Methode der Antigen-
herstellung fur die Agglutination der Anaerobier, wie sie zum Beispiel bei Robertson
(1919) beschrieben ist, sind wohl die Griinde, warum diese Technik in der Rausch-
branddiagnostik keinen Eingang fand. Wie weiter unten gezeigt werden soll, scheinen
die neueren Untersuchungen von Moussa (1959) sowie Batty und Walker (1963) den
erstgenannten Autoren rechtzugeben.

In Fortsetzung der Arbeiten von Robertson (1919) sowie von Robertson und
Felix (zit. in Henderson, 1932) veroffentlichte Henderson (1932, 1934) verschiedene
Arbeiten iiber die Serologie von Cl. feseri und Cl. septicum. Er fuhrte Agglutinationen
mit O- und H-Seren aus und machte gleichzeitig Schutzversuche durch Vakzination
von Meerschweinchen mit verschiedenen Stédmmen. Die Resultate der Agglutination
iiberpriifte er durch Absorptionsversuche. Er fand ein fiir bovine und ovine Stémme
gemeinsames O-Antigen fir Cl. feseri sowie 3 H-Antigene, die sich verschieden auf
einzelne Stdmme verteilten. Seine Cl. septicum-Stédmme konnte er mittels des Schutz-
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versuches und auf Grund der O-Antigene in 3 Gruppen einteilen, wobei ein O-Antigen
allen Gruppen gemeinsam war. In Weiterfithrung der Arbeiten von Robertson und
Henderson untersuchte Moussa (1959) die Antigene von Cl. septicum und Cl. feseri
mit Hilfe der Agglutination, wandte aber eine etwas andere Technik an als die obge-
nannten Autoren. Er stellte durch i/v-Injektion von speziell vorbehandelten Kulturen
Antiseren gegen Geifleln (H), gegen das somatische Antigen (0) und gegen das Sporen-
antigen (S) her. Mit diesen Antiseren agglutinierte er 37 Cl. septicum-Stdmme und
38 CIL. feseri-Stdmme und stellte folgendes fest:

1. CL septicum und Cl. feseri besitzen ein einziges, beiden gemeinsames S-Antigen.

2. Bei Cl. septicum kommen 2 O-Antigene und 5 H-Antigene vor, die 6 serologisch
unterscheidbare Gruppen mit verschiedenem Antigenmuster ergeben.

3. CI. feseri besitzt 1 O-Antigen und 2 H-Antigene; es gibt also 2 durch H-Antigene
unterscheidbare Gruppen von Cl. feseri.

4. Die O- und H-Antigene von Cl. feseri und Cl. septicum sind voneinander ver-
schieden.

In zwei Arbeiten untersuchten Ellener und Mitarbeiter (1963) die loslichen
Antigene verschiedener menschenpathogener Clostridien mit Hilfe der Agar-Gel-
Prazipitation. Sie konnten dabei zeigen, daf3 Cl. septicum mit Cl. novyi A und B,
Cl. bifermentans, Cl. sordellii, CIl. histolyticum, Cl. tetani, Cl. fallax, B. cereus var.
mycoides und B. anthracis gemeinsame Antigene hat und daf3 zwei Antigene fur CI.
septicum spezifisch sind. Sie untersuchten auch 4 Cl. septicum-Stdmme und ermittelten
19 Antigene, von denen 3 allen 4 Stémmen gemeinsam waren. Die restlichen 6 ver-
teilten sich auf die 4 Stédmme und waren teilweise 2 oder 3 Stdmmen gemeinsam. Es
sei darauf hingewiesen, daf3 hier von frischen Kulturen Iosliches Antigen hergestellt
worden war. Wir wissen also nicht, ob es sich um H-, O- oder S-Antigene oder um
Toxine handelt. Ein direkter Vergleich mit den Resultaten von Moussa scheint des-
halb nicht zuléssig. Losliche Antigene von Cl. feseri wurden nicht untersucht. In der
Diskussion stellen die Autoren fest, daB es trotz der vielen Kreuzreaktionen zwischen
den verschiedenen Clostridien in gewissen Fillen moglich sein sollte, durch Absorption
speziesspezifische oder gattung-spezifische Seren herzustellen, die dann fiir die Immu-
nofluoreszenz gebraucht werden kénnten.

Immunofluoreszenz

Batty und Walker berichteten 1963 zum erstenmal von der erfolgreichen Anwen-
dung der Immunofluoreszenz fiir die Differentialdiagnose zwischen Cl. septicum und
Cl. feseri. Die Methode der Immunofluoreszenz wurde 1941 von Coons (zit. in Batty
und Walker, 1963; Fey, 1965) eingefiithrt. Batty und Walker stellten fiir ihre Un-
tersuchungen anti-O-Seren von Cl. septicum und Cl. feseri her. Wie Moussa fanden sie
bei Cl. septicum 2 O-Gruppen und stellten von beiden verschiedenen O-Antigenen ein
Antiserum her. Die Antiseren von Cl. septicum markierten sie mit dem wohl am meisten
angewandten und von Riggs (1958) eingefiithrten Fluoreszeinisothiocyanat (FITC).
FITC leuchtet im UV-Licht intensiv griin auf. Das Antiserum gegen Cl. feseri wurde mit
Lissamin Rhodamin B 200 (LR B200) markiert. LR B200 eignet sich ebenfalls sehr gut
zur Markierung von Seren (Chadwick and Mc Entegart, 1958) und leuchtet im UV-
Licht rot, ist aber weniger intensiv als FITC. Durch Uberschichtung beider Seren iiber
Ausstriche von mischinfiziertemm Material konnten die Autoren die beiden Keime
nebeneinander nachweisen. Eine Kreuzreaktion zwischen Cl. feseri und Cl. septicum
oder Cl. septicum und Cl. feseri mit andern Clostridien, Se, Staph, E. coli wurde nicht
festgestellt. Des weitern markierten sie Antiseren gegen die 3 verschiedenen Serotypen
von ClL. novyi und wiesen damit den auf festen Nihrboden schlecht wachsenden Keim
im Gewebe nach (Batty, Walker, 1963). Auch fiir den Nachweis von Cl. tetani wen-

27
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deten sie die Immunofluoreszenz-Methode mit Erfolg an und empfahlen sie vor allem
zur Prufung von Antiseptica und von Material aus akzidentellen und kiinstlichen
Wunden (Walker und Batty, 1963). Walker und Batty (1964, 1965) untersuchten
die Sporulierung und Keimung von Cl. sporogenes und B. cereus, indem sie gegen das
vegetative Antigen und gegen das Sporenantigen ein Antiserum herstellten und das eine
mit FITC, das andere aber mit RL B200 markierten. Klotz (1965) versuchte die
Methode der Immunofluoreszenz zum Nachweis von Cl. welchii in Lebensmitteln. Die
an sich gut funktionierende Methode scheitert bei Cl. welchii an der sehr groBen sero-
logischen Heterogenitéidt der Stdmme. Mit 4 Pools aus 56 verschiedenen Typenseren
(gegen das Kapselantigen) konnte er von 79 untersuchten Stémmen nur 34 typisieren.
Allerdings gehorten 21 dieser Stdmme zu den 13 haufigsten Typen, die Lebensmittel-
vergiftungen verursachen. Es sei in bezug auf die vorliegende Arbeit speziell hervor-
gehoben, dafl Cl. septicum von verschiedenen Clostridienarten die einzige war, die eine
Kreuzreaktion mit Cl. welchii aufwies.

Seit einem Jahr wird die Methode der Immunofluoreszenz, wie sie von Batty und
Walker beschrieben wurde, in England in mehreren Untersuchungsstationen fiir die
Routine-Diagnostik mit Erfolg angewendet. Gearbeitet wird mit den von der Firma
Burrough’s Wellcome Co. hergestellten Seren (personliche Mitteilung Batty).

Eigene Untersuchungen

In der vorliegenden Arbeit soll iiber die Resultate berichtet werden, die
mit der vergleichsweisen Verwendung der Immunofluoreszenzmethode und
der klassischen bakteriologischen Technik zur Differenzierung von Cl. feseri
und Cl. septicum gewonnen wurden. Hiezu stand mir diagnostisches Material
aus unserem Institut und weiteren Laboratorien zur Verfiigung!. Des weitern
werden Untersuchungen beschrieben, mit denen ich abklidren wollte, ob es
moglich sei, verschiedene Serotypen von Cl. septicum bei unseren Stammen
zu unterscheiden, dies besonders im Hinblick auf Herstellung von eigenen
fluoreszierenden Seren gegen Cl. septicum und Cl. feseri.

Technik

Mikroskopische Priparate fir die Immunofluoreszenz

Fir die Herstellung und Markierung der Priparate verwenden wir an unserem
Institut im Prinzip die Methode, wie sie von Batty und Walker (1964) angegeben
wird. Wenn mdéglich wird von den verdéachtigen Muskelstiicken durch Pressen bei einer
frischen Schnittfliche Muskelsaft gewonnen. Davon gibt man einen Tropfen auf einen
Objekttriger und streicht ihn mit einem dazu schrig gestellten Deckglas aus, so da@
ein ganz dinner Ausstrich entsteht, der luftgetrocknet und dann 15 Minuten in Aceton
fixiert wird. Bei den Muskeln, von denen wir keinen Saft gewinnen konnen und von
Organen machen wir ein Abklatschpréparat einer frischen Schnittfliche oder der Ober-
fliche (Leber). Von flussigen Kulturen (zum Beispiel Tarozzi-Bouillon) lassen sich
gute Ausstriche machen, nicht aber von der halbfliissigen Thioglycolat-Leberbouillon;
der beigemengte Agar ergibt einen unregelméfigen und zu dicken Ausstrich. Dagegen
laBt sich eine NaCl-Suspension von auf festen Ndhrboden gewachsenen Kulturen gut
ausstreichen und ergibt gute Priparate. Den fixierten Ausstrich itberschichtet man mit

1 An dieser Stelle danke ich den Herren Dr. G. Hunyady und Dr. H. Walzl, Laboratorium
Graub AG., Bern, Dr. G. Kilchsperger und Dr. M. Herzog, Veterinaria AG., Ziirich, Dr. C. Rig-
genbach, Institut Galli-Vallerio, Lausanne, und Dr. R. Schweizer, Bakteriologisches Institut,
St. Gallen, fiir die Uberlassung von verdichtigem Material.



DIFFERENTIALDIAGNOSE ZWISCHEN RAUSCHBRAND UND PARARAUSCHBRAND 309

dem entsprechenden markierten Serum und belédfit ihn 30 Minuten in der feuchten
Kammer. Das nichtgebundene Serum wird dann mit 0,1 m Phosphatpuffer pH 7,5
zuerst durch Abspiilen mit der Spritzflasche, dann durch zweimaliges Baden von je
5 Minuten entfernt. Auf den wieder trockenen Ausstrich gibt man einen Tropfen von
gepuffertem Glyzerin (0,9 ml Glyzerin 4 0,1 ml 0,1 m NaCl Phosphatpuffer pH 7,5).
Das Deckglas kann zum Schutz gegen Austrocknung mit Nagellack am Objekttriger
angeklebt werden. Bei der indirekten Methode uiberschichtet man den fixierten Aus-
strich 30 Minuten mit dem gewiinschten nichtmarkierten Kaninchen-Antiserum,
wischt zweimal mit Puffer und iiberschichtet dann ein zweites Mal 30 Minuten mit
einem markierten anti-Kaninchenserum. Diese Methode ist im Gebrauch etwas
komplizierter, hat aber den Vorteil, da} ein einziges markiertes Serum fiir Kaninchen-
Antiseren mit verschiedenen Spezifitéten verwendet werden kann. Auch soll die Fluores-
zenz bel dieser Methode noch brillanter sein.

Noch nicht markierte Ausstriche, die fixiert oder unfixiert bei Zimmertemperatur
aufbewahrt werden, ergeben, wenn sie nach 3-4 Wochen iiberschichtet werden,
Priparate, bei denen die Bakterien schlecht gezeichnet sind und eine verringerte
Fluoreszenz aufweisen. Fixierte Préparate, die bei —20°C aufbewahrt werden, ergeben
noch nach 10 Wochen Priparate, die sich in keiner Weise von frisch hergestellten un-
terscheiden. Markierte Priparate konnen etwa 3 Wochen bei Zimmertemperatur auf-
bewahrt werden, wenn sie vor Austrocknung geschiitzt sind (Nagellack). Nach dieser
Zeit wird die Fluoreszenz schwiicher. '

Optik ;

Far alle fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wird die folgende optische
Einrichtung verwendet: Mikroskop «Wild» M 11 Monokular 15xK mit Objektiv
«Wild » Fluotar HI 50 1,0 und Kondensor Apl. nA 1,30 mit vorgeschaltetem Blaufilter.
Das Licht wird mit einem durch zwei Prézisionsschrauben verstellbaren Planspiegel
reflektiert. Als Immersionsol verwenden wir Paraffinél und geben dies zwischen Kon-
densor und Préparat sowie zwischen Priparat und Objektiv. Lichtquelle: Universal-
Mikroskopierlampe «Wild» mit Hg-Dampf-Hochdruck-Brenner HBO200 «Osramy,
dazu Kollektor mit UV-Filter, 2 Wirmeschutz- und Graufilter 109, sowie Blau- und
Gelbfilter. Da ein gleichméBiges optimales Licht von groBer Wichtigkeit ist, kéhlern
wir das Mikroskop immer vor Gebrauch.

Markieren der Seren

Fiir die Markierung der Seren verwenden wir am Institut die Methode von Thoma -
son (1961). Zuerst wird das Serum-Gammaglobulin ausgefillt: zu 6 ml Serum gibt man
4 ml geséttigtes Ammoniumsulfat (= 0,4 Siattigung), beldfit dies iitber Nacht bei 4°C,
zentrifugiert anderntags scharf und wischt das Sediment zweimal mit etwa 8 ml
409,igem Ammoniumsulfat. Nach nochmaligem Zentrifugieren nimmt man das
Sediment mit 2ml Aqua dest. auf und dialysiert bei 4 °C gegen etwa 5 1NaCl (Vesking-
Dialyse-Schlauch «Kirchner»). Nach Dialyse iiber Nacht gibt man einen Tropfen des
dialysierten Serums in 19%ige Bariumchloridlésung, um zu priifen, ob alles Ammonium-
sulfat wegdialysiert wurde (bei Anwesenheit von Ammoniumsulfat féllt dieses als
tritbes Ammoniumechlorid aus).

Mit Hilfe der Biuret-Probe wird der EiweiBgehalt bestimmt: Kontrollserum
Labtrol (Merz und Dade, Bern). Colorimetrie bei 530 A. Das Serum wird dann mit
physiologischem NaCl auf 1 g %, Eiweil3 eingestellt.

Zu 2 ml des eingestellten Serums gibt man 0,2 ml Carbonatpuffer pH 9,0 und
kithlt bei 4°C. Pro mg Eiweill werden 0,05 mg Fluoreszeinisothiocyanat (Sylvana
Company?') langsam beigegeben (das heifit pro 2mla 1 g 9, = 1 mg). Mischen bei 4 °C mit

1 Arnel Products Co., 1170 Brogdway, New York 1, NY, USA.
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Magnetrihrer tber Nacht. Anderntags zentrifugiert man kurz, um nicht geloste
FITC-Partikelchen abzutrennen. Das ungebundene FITC wird vom markierten Serum
mit Sephadex G 50 in einer Sédule von 15 mm Durchmesser und 27 em Lénge abge-
trennt. Das rascher wandernde Konjugat wird aufgefangen. Dann spiilt man die Séule
mit 0,1 m NaCl Phosphatpuffer pH 7,5 gut durch, bis der unten austropfende Puffer
keine Féarbung mehr zeigt (etwa 1,5 1 Spiilfliissigkeit).

Um die unspezifische Markierung von Gewebe durch markierte Aggregate zu ver-
hindern, absorbiert man das Serum durch Gewebspulver aus Schweinenieren. Proml Kon-
jugat braucht man etwa 50 mg Nierenpulver; dieses netzt man zuerst mit Phosphat-
puffer an, zentrifugiert und gieBt tiberstehenden Puffer weg. Nach Zugabe des Kon-
jugats schiittelt man wahrend einer Stunde bei 4°C (Kiithlung nicht notwendig, aber sie
verringert Kontamination); darauf zentrifugiert man scharf und gibt dem wieder-
gewonnenen Serum Merthiolat 1:10 000 bei. Durch das Annetzen des Pulvers vor der
Absorption werden die Serumverluste stark verringert.

Fur die oben beschriebene Absorption sowie fur die Herstellung von Gewebepulver
verwenden wir die Methode von Schneider (1964): Niere mit NaCl und Homogenisa-
tor zu dicker Suspension verarbeiten. Filtration durch mehrere Lagen Gaze, Vermischen
mit 4facher Menge Aceton, Zentrifugieren und Sediment mit Leitungswasser waschen,
bis das Uberstehende himoglobinfrei ist. Das Sediment wird dann mehrmals in Aceton
aufgenommen und wieder zentrifugiert, bis es vollig wasserfrei ist (trocknet zu weilBem
Pulver, wenn es zwischen Fingerkuppen zerrieben wird). Trocknen im Brutschrank
iiber Nacht. Aufbewahren bei 4°C.

Fiir die Isolierung, Reinziichtung und Differenzierung von Cl. septicum und
Cl. feseri sowie andern anaeroben, grampositiven Stéibchen, arbeite ich nach der Tech-
nik, die von Fey (1958) beschrieben wurde und die auch an unserem Institut routine-
miéBig angewendet wird. Zur Verhinderung des Schwirmens von Cl. septicum gebrauche
ich in Einzelfillen Blutagar mit 39, Agar. 1964 beschrieb Fey ein verbessertes metal-
lenes Modell seines Anaerobentopfes, der fiir meine Versuche ebenfalls Verwendung
fand.

Untersuchungsgang

Alles verdichtige Material wurde wie folgt untersucht:

Direktkultur von Muskulatur und Organen auf Blutagar anaerob und
aerob, Blauagar (Gramnegative Fiulniskeime), halbfliissige Thioglycolat-
Leberbouillon mit 5%, Serum.

Direktausstriche von Muskulatur und Organen: Grampraparate, Prapa-
rate fiir Immunofluoreszenz.

Fiir die Untersuchungen am diagnostischen Material brauchte ich aus-
schliellich die Seren der Firma Burrough’s Wellcome Co., bei der das
Cl. septicum-Serum mit FITC, das Cl. feseri-Serum mit LR B200 markiert
ist. Von beiden Seren wird ein Tropfen auf den gleichen Objekttriger
gegeben.

Kontrolle der Kultur am andern Tag. Von verdédchtigen Kulturen auf
anaeroben Platten werden sofort Einzelkolonien, respektive Rasenstiickchen
(Cl. septicum) abgestochen und in halbfliissige Thioglycolat-Leberbouillon
mit 59, Serum respektive gewoOhnliche halbfliissige Thioglycolat-Leber-
bouillon verbracht. Platten, die fiir Cl. feseri verdiachtige Kolonien oder kein
Wachstum zeigen, werden 48 Stunden bebriitet. Die triitben halbfliissigen
Kulturen werden ausgestrichen (Gramfirbung), auf Blutagar anaerob um-
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geziichtet, wenn darin Keime vermutet werden, die nicht schon in der
Direktkultur nachgewiesen werden konnten. KEine Reinziichtung von
anaerober Platte auf anaerobe Platte direkt ist meist erfolglos; deshalb
miissen Einzelkolonien abgestochen und in halbfliissige Thioglycolat-Leber-
bouillon verbracht werden. Diese Kultur im halbfliissigen Medium wird
durch Umziichtung auf Reinheit gepriift. Die anaerobe Platte soll eine
Kultur mit einheitlichen Kolonien ergeben, die aerob bebriitete Platte soll
dagegen steril bleiben. Die Kolonieform, Griofle, das Vorhandensein und die
Art der Himolyse sind Merkmale fiir das Differenzierungsschema.

Bestimmung der Serophilie

Von einer Blutplatte werden zwei Kolonien abgestochen. Die eine wird auf eine
halbfliissige Thioglycolat-Leberbouillon, die andere auf eine halbfliissige Thioglycolat-
Leberbouillon mit 59, Serum tberimpft. Tribung und Gasbildung der beiden Réhr-
chen wird nach Bebriitung iiber Nacht beurteilt.

Nachweis des loslichen Hdmolysins nach Bernard
(zit. in Zschokke und Saxer, 1936)

Es werden in der Literatur zwei Methoden beschrieben:

1. Nachweis des loslichen Hémolysins nach Fey (1958): 2 ml 59, Schaferythrocy-
tensuspension werden mit 0,2 ml frischer Kultur vermischt. Im positiven Fall soll nach
15-60 Minuten bei 37° Héamolyse entstehen.

2. Nachweismethode nach Zschokke und Saxer (1936): 1,5 ml gut gewachsene
Leberbouillonkultur (stark trithe Kulturen miissen zentrifugiert werden) werden zu
3 ml einer 2 %, Vollblut-Aufschwemmung gegeben. Hamolyse soll im positiven Fall bei
Zimmertemperatur innert weniger Minuten bis héchstens einer Stunde entstehen.

Keimzihlung
Direkte Methode:

Eine Uber-Nacht-Kultur wird in der Petroff-Hauser-Kammer ausgezihlt. Es wer-
den 100 Felder gezéhlt und die Dispersion nach der Methode der kleinsten Quadrate
(Gauss zit. in von Muralt, 1948) berechnet.

Indirekte Methode:

Von gleicher Kultur wird eine Verdiinnungsreihe in 10er Potenzen in halbfliissigem
Pepton-NaCl hergestellt. Von jeder Verdiinnung werden zwei Marinoschalen mit 0,1 ml
und zwei mit 1 ml gegossen und nach 48stiindiger Bebriitung ausgezihlt. Zur bessern
Beurteilung der Kultur (im Hinblick auf Mischkulturen) wird hier ein Leberagar mit
59, Blutzusatz verwendet.

Tierversuche
Meerschweinchen:

Verschieden groBe Mengen von halbfliissiger Uber-Nacht-Kultur werden Meer-
schweinchen s.c. in die Achselgegend injiziert. Bei Mischinfektionen werden die beiden
Stdmme an verschiedenen Seiten injiziert. Auswertung: Kultur und Fluoreszenz-
mikroskopie von Injektionsstellen, Herzblut und Leber.
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Mcdéiuse:

Injektion von kleinen Mengen i.m. in Glutaeus-Muskelpaket. Auswertung wie beim
Meerschweinchen. : '

Schutzversuche:

Als Schutzserum wird das von der Firma Burrough’s Wellecome Co. herausgegebene
«Anti-Cl. septicum diagnostic serum» verwendet. Das Versuchstier mufl 24 Stunden
vor der Infektion mit dem Serum behandelt werden. Nach meiner Erfahrung richtet
sich die Dosierung nach der Virulenz des Stammes und nach der Tierart und muf} in
einem Vorversuch bestimmt werden.

Serologische Unitersuchungen

Nach Erprobung verschiedener Methoden fiir die Antigenherstellung und
fiir die Durchfithrung der Agglutination brauchte ich die folgende Methode,
die im Prinzip derjenigen von Moussa (1959) entspricht.

Herstellung des O-Antigens:

Nahrmediuwm: Flissige Thioglycolatbouillon (Trypticase-Soy-Bouillon -+ 0,19,
Na-Thioglycolat), die kurz vor Gebrauch wéhrend 20 Minuten im Dampf erhitzt wird,
damit der Sauerstoff ausgetrieben wird. Fiir Cl. feseri wird noch 59, steriles Pferde-
serum beigegeben. Von einer Vorkultur (18-24 Stunden) wird die gewiinschte Menge
des Nihrmediums beimpft. Nach 16-20 Stunden Bebriutung zentrifugiert man scharf,
gieBt das Uberstehende ab und wischt dreimal mit NaCl. Das Sediment nimmt man
dann mit etwa 1 der urspriinglichen Menge Aqua dest. auf und gibt 0,29, Formalin
dazu (aus 109%iger Losung). Aufbewahrung tiber Nacht bei Zimmertemperatur. Am
nichsten Tag kocht man das Antigen wihrend einer Stunde im stréomenden Dampf.
Fir die Agglutination wird das Antigen je nach Dichte 3-8 mal verdiinnt. Eine genaue
Einstellung der Dichte mit einem Kolorimeter erwies sich fiir meine Versuche als nicht
notwendig. Diese relativ komplizierte Methode der Antigenherstellung muf} strikte
innegehalten werden, da sonst das Antigen unstabil wird. Schon Henderson (1932)
hatte nach Erprobung verschiedener Methoden eine dhnliche Technik empfohlen, damit
Autoagglutinationen vermieden werden kénnen.

Kaninchen-Immunisierung:

In Absténden von 2-3 Tagen werden den Kaninchen 2 ml des unverdiinnten
Antigens i.v. injiziert. 4 Tage nach der 6. Injektion erste Probeentnahme. Falls diese
befriedigend ausféllt, wird das Kaninchen nach weiteren 4-6 Tagen entblutet.

Agglutinationen:

1. Ablesung nach 4 Stunden Inkubation bei 37° C (im Wasserbad), 2. Ablesung nach
14-18 Stunden bei 4° C. Die zweite Ablesung, die wie die erste mit bloBem Auge gemacht
wird, ergibt im allgemeinen einen um eine Stufe erhéhten Titer. Dieser wird als End-
titer angesehen.

Ergebnisse

Untersuchungen von diagnostischem Material

In den beiden Sommern 1964/65 untersuchte ich von 92 Fillen verdéch-
tiges Material in der oben beschriebenen Weise fluoreszenzmikroskopisch
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“und kulturell. Dabei diagnostizierte ich in 20 Fillen mit Hilfe der Immuno-
fluoreszenz Cl. feseri. Von diesen 20 Féllen ergab die Kultur 17 mal ein
positives Resultat, wobei allerdings zu bemerken ist, da3 die Isolierung nur
in 11 Fillen direkt gelang, wihrend fiir die restlichen 6 ein Meerschweinchen-
versuch notig war. In einem der 3 Fille, bei denen die Diagnose Rauschbrand
mit der Kultur nicht bestéitigt werden konnte, verlief auch der Meerschwein-
chenversuch negativ, weil eine massive Cl. welchii-Infektion vorlag. Es
gelang mir auch nicht, das Meerschweinchen gegen Cl. welchii mit Serum zu
schiitzen. Im zweiten Fall wurde aus dullern Umstédnden kein Tierversuch
durchgefiihrt. Ein getrocknetes Muskelstiick, das mir zur Untersuchung ein-
geschickt worden war, ergab ein schlechtes fluoreszenzmikroskopisches Bild
mit schwach rot leuchtenden Stédbchen. Kulturell konnte auch iiber das
Meerschweinchen Cl. feseri nicht isoliert werden, so daf3 dieser Fall unabge-
klart bleibt.

In 30 Féllen konnte ich fluoreszenzmikroskopisch und kulturell CI.
septicum nachweisen, wobei dreimal eine Isolierung nur iiber den Meer-
schweinchenversuch moglich war. Einmal wurde die Diagnose nur fluores-
zenzmikroskopisch gestellt, da das Material fiir den Tierversuch nicht mehr
vorhanden war. In 41 der 92 Untersuchungen konnte weder mit Immuno-
fluoreszenz noch mit Kultur Rauschbrand oder Pararauschbrand nach-
gewiesen werden.

Die Isolierung, besonders von Cl. feseri, gelegentlich aber auch von Cl.
septicum, bereitete oft sehr grofle Schwierigkeiten, wie schon die relativ
groe Anzahl der Tierversuche zeigt. Allerdings mul} gesagt werden, daf3
gerade das Rauschbrandmaterial erst zu uns kam, nachdem es schon in
einem andern Institut untersucht worden war. Die fluoreszenzmikroskopische
Diagnose war andererseits bei der ersten Untersuchung auch nicht immer
eindeutig und muBte oft wiederholt werden. Stérend war manchmal eine

starke Eigenfluoreszenz von Stidbchen, die eine schwach griine Fluoreszenz
- vortduschte. Hier zeigte es sich, dal besonders der Anfinger immer eine
positive Kontrolle zur Hand haben sollte, um zweifelhafte Befunde damit
vergleichen zu konnen. :

Bei der Untersuchung des oft sehr fauligen und makroskopisch héaufig
gasbrandverdichtigen Materials konnte ich keine Kreuzreaktionen mit
andern Stidbchen oder Kokken feststellen. Hingegen stellte ich in einem
Priparat Hefezellen fest, die sich mit dem Cl. septicum-Serum griin firbten.
Eine experimentelle Wiederholung dieser Markierung von Hefen gelang mir
mit einem Stamm von Candida albicans und einem Stamm von Torulopsis
glabrata. Umgekehrt konnte ich mit der indirekten Methode auch CI.
septicum mit einem Anti-Candida-Serum markieren. Die Fluoreszenz war
hier aber deutlich schlechter als bei der homologen Reaktion. Ob hier tat-
sichlich eine serologische Kreuzreaktion zwischen Cl. septicum und den
beiden Hefearten besteht, miilte noch anhand von Absorptionsversuchen
und mit klassischen serologischen Methoden abgeklart werden.
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Tabelle 1 Diagnostische Untersuchungen an gasbrandverdichtigem Material mit Hilfe von
Kultur und Immunofluoreszenz.

ClL. fes. Cl. sept. negativ
Sommer Fille

K K

(TV) Fl (TV) Fl K F1

1964 56 10 13 13 14 33 29
(6) (3)

1965 36 7 7 17 17 12 12

1964/65 92 17 20 30 31 45 41
(6) 3

K = Kultur, Fl = Fluoreszenz, TV = Tierversuch

Die Methode zur Reinziichtigung und Differenzierung von Anaerobiern
nach Fey (1958), wie sie im Kapitel Technik beschrieben wurde, hat sich
erneut fiir die tégliche Diagnostik als sehr gut brauchbar erwiesen. Der Um-
stand, dal} in der zweiten Versuchshélfte (Sommer 1965) auf den Tierversuch
fiir die Isolierung verzichtet werden konnte, zeigt deutlich, dall praktische
Erfahrung und Ubung sowie genaue Beriicksichtigung der besonderen An-
spriiche der heiklen Anaerobier von grofler Wichtigkeit sind.

Die Befunde von Zschokke und Saxer (1936) und von Fey (1958),
wonach Cl. feseri l6sliches Hamolysin bildet, Cl. septicum aber nicht, haben
sich bei meinen Untersuchungen an 23 der Cl. septicum- und 14 der Cl. feseri-
Stammen nicht bestitigt. Das kulturelle Verhalten, die biochemischen
Reaktionen sowie die Immunofluoreszenz sprachen bei allen diesen Stdm-
men eindeutig fiir Cl. septicum oder Cl. feseri. Die Resultate sind in Tabelle 2
und Tabelle 3 zusammengefal3t.

Tabelle 2 Hamolyseversuche nach Zschokke und Saxer.

positiv negativ
Hamolyse Héamolyse nach Héamolyse X 2
nach 8-15 Min. |  15-25 Min. nach.60 Min, | eine Hamolyse
Cl.septicum - 12 Staémme 8 Stamme 3 Stamme
Cl. feseri 10 Stamme 1 Stamm 2 Stamme 1 Stamm

Die Tabelle zeigt, dal} bei CI. feseri die Himolyse im allgemeinen schneller
eintrat und dall nur ein Stamm keine Héamolyse zeigte. Die Cl. septicum-
Stamme zeigten eine etwas verzogerte Hamolyse; die meisten waren aber
nach einer Stunde auch positiv. Diese Uberschneidungen und geringen zeit-
lichen Differenzen ermdglichten in unserer Hand im Einzelfall eine sichere
Diagnose nicht.
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Tabelle 3 Héamolyseversuche nach Fey

Vollst. Hamolyse
nach 60 Min.

Unvollst. Hamolyse
nach 60 Min.

Keine Hamolyse
nach 60 Min.

Cl. septicum
Cl. feseri

3 Stamme

10 Stadmme
6 Stamme

13 Stamme
5 Stamme

Auch diese Tabelle zeigt eine erhchte Tendenz von Cl. feseri zu Hamolyse,
doch blieben 5 Proben vollstindig negativ. Fast die Hélfte der Stdmme von
Cl. septicum zeigten nach einer Stunde ebenfalls eine leichte Hiamolyse. Ein
sicherer Entscheid ist auch mit dieser Methode im Kinzelfall nicht maoglich.
Der Gebrauch von halbfliissiger Thioglycolat-Bouillon an Stelle von fliissiger
Leberbouillon beeinflute das Resultat nicht.

Die Untersuchung auf Serophilie mit der oben beschriebenen Methode
ergab fiir CL. septicum und Cl. feseri keine wesentlichen Unterschiede. Beide
Stamme konnten in der halbfliissigen Leberthioglycolat-Bouillon geziichtet
werden. Serumzusatz bewirkte nur bei einzelnen Cl. feseri-Stimmen ein
merklich stiarkeres Wachstum, wiahrend er bei den meisten Cl. feseri- und
Cl. septicum-Stimmen keinen Einfluf} ausiibte. Allerdings handelte es sich
bei allen untersuchten Stammen um solche, die schon mehrmals umgeziichtet
worden waren. Zudem ist Leberthioglycolat-Bouillon ein reiches Nihr-
medium. Bei Verwendung von Trypticase-Soy-Bouillon mit Zusatz von
0,19, Na-Thioglycolat wuchs Cl. septicum immer noch sehr gut, wéahrend
eine Kultur mit Cl. feseri ohne Serumzusatz nicht anging. In diesem Sinne
ist also eine strikte Serophilie vorhanden. Zweifellos ist die Serophilie von
Cl. feseri fiir die Primérisolierung von Bedeutung.

Wie ich weiter oben erwihnt habe, erheischt auch die Beurteilung von
fluoreszenzmikroskopischen Priiparaten Ubung und Erfahrung. Auch gute
Absorption der Seren und gutes Waschen der Ausstriche kann nicht verhin-
dern, daBl Gewebeteile unspezifisch gefirbt werden. Die leicht blduliche
Kigenfluoreszenz von andern Stidbchen oder Gewebeteilen kann ebenfalls
storend wirken. Die deutliche Morphologie (gut gezeichnetes Stiabchen) und
die Intensitit der Fluoreszenz geben den Ausschlag fiir einen positiven
Befund. Die orange Farbe des LR B200, mit dem das Cl. feseri-Antiserum
markiert ist, bietet einen guten Kontrast gegeniiber dem griinen FITC, ist
aber bedeutend weniger intensiv als dieses. Es sei noch einmal betont, daf}
immer die Moglichkeit bestehen sollte, das fragliche Priaparat mit einer posi-
tiven Kontrolle zu vergleichen. Besonders bei Praparaten, die mit Muskelsaft
hergestellt wurden und deshalb wenig Eigenfluoreszenz aufweisen, ist es
manchmal schwierig, die richtige optische Ebene zu finden. Ein Ausstrich
soll aber erst als negativ erkliart werden, wenn man sich anhand von leicht
blaulich schimmernden Gewebefetzen oder Bakterien vergewissern konnte,
dafl man die richtige Schicht betrachtet hat.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dafl die Immunofluoreszenz der
klagsischen Methode iiberlegen ist, weil mit ihr wenige Stunden nach Ein-
treffen des Materials eine sichere Diagnose gestellt werden kann.

Trierversuche

Bei den Untersuchungen von diagnostischem Material wihrend zweier Sommer
konnte ich weder mit Immunofluoreszenz noch mit der klassischen Methode eine Misch-
infektion von Cl. septicum mit Cl. feseri feststellen. Da es eine Hauptaufgabe dieser
Arbeit war, abzuklidren, ob die neue Methode bei der Identifizierung solcher Misch-
infektionen wesentliche Vorteile gegeniiber der Kultur hat, infizierte ich noch Ver-
suchstiere mit verschiedenen Mischungsverhéltnissen der beiden Erreger. Dabei
arbeitete ich ausschlieBlich mit je einem selbst isolierten Stamm.

Ein Vorversuch ergab, daB sich fir diese Versuche Méuse nicht eignen: wihrend
von 6 mit 0,1 ml lebender 16-Stunden-Cl. septicum-Kultur i.m. infizierten Méusen
uber Nacht alle starben, iiberlebten alle 6 Mause die Infektion mit Cl. feseri linger als
3 Tage. Von 6 Méusen, die die doppelte Menge von Cl. feseri bekamen, starb eine tiber
Nacht und eine zweite nach 24 Stunden. Die iibrigen 4 Tiere iiberlebten.

Ich entschied mich deshalb fiir das Meerschweinchen als Versuchstier und wollte die
LD;, beider Stamme fiir diese Tiere bestimmen.

Von einer 16-Stunden-Kultur machte ich eine direkte Keimzidhlung und stellte
logarithmische Verdiinnungen von 10° bis 10-¢ her. Mit den Verdiinnungen machte ich
die indirekte Keimzéhlung auf GuBagarplatten (Blutagar) und infizierte zugleich von
jeder Verdiinnung 2 Meerschweinchen mit 1 ml s/c.

Der Vergleich von direkter und indirekter Keimzahl ergab fiur Cl. septicum eine
um eine 10er-Potenz hohere Keimzahl mit der Zihlung in der Kammer. Bei Cl. feseri
betrug der Unterschied sogar 2 10er-Potenzen. Die Methode der Keimzihlung mit
GuBagarplatten ist demnach zu ungenau; offenbar sterben bei Verdiinnung und Kultur
zu viele Keime ab.

Beim Infektionsversuch mit Cl. septicum téteten die unverdinnte sowie die 10-1
verdiinnte Kultur beide Meerschweinchen. Bei einer Verdiinnung von 10-? iiberlebten
beide Meerschweinchen, wéihrend bei der nachfolgenden Verdinnung wieder beide
Tiere starben. Kulturen, die 10~% oder noch mehr verdiinnt waren, toteten die Meer-
schweinchen nicht mehr. Dieser Versuch besagt lediglich, dafl die LD;, im Bereich 10-2
bis 102 liegt. Fiuir eine exakte Bestimmung der LD;, miiBten gréBere Tiergruppen pro
Verdiinnung infiziert werden, was sich fur unsere Fragestellung nicht lohnte.

Beim Infektionsversuch mit Cl. feseri starben nur diejenigen Meerschweinchen, die
mit unverdiinnter Kultur infiziert worden waren. Alle andern Tiere iiberlebten.

Eaxperimentelle Mischinfektionen:

Die Schwierigkeit einer relativ genauen Zdhlung der injizierten Keime sowie die
geringe Virulenz des verwendeten Cl. feseri-Stammes veranlaften mich, fiir meine
- Mischinfektionen ganz einfache Mischverhéltnisse der beiden Stdamme anzuwenden.

In einem ersten Versuch infizierte ich wieder 6 Meerschweinchen im Gewicht von
610-650 g mit gleichen Mengen einer 16 Stunden-Kultur, und zwar 3 mit je 0,5 ml und
3 mit je 1,0 ml. Cl. feseri wurde in der linken, Cl. septicum in der rechten Achselhohle
s.c. injiziert: alle Tiere starben tiber Nacht. Von jedem Tier machte ich einen Fluores-
zenz-Ausstrich aus der Injektionsstelle links und rechts sowie von Herzblut und Leber-
oberfliche. Von beiden Injektionsstellen, Herzblut und Leber, wurde auch je eine
Kultur auf gewohnlicher Blutplatte anaerob angelegt.

Die Ergebnisse der Immunofluoreszenz waren bei allen 6 Tieren grundsétzlich
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gleich. Es bestanden lediglich quantitative Unterschiede im Verhéltnis der beiden
Keime zueinander.

Injektionsstelle links (Cl. feseri): + + Cl. septicum
+ CI. feseri
Injektionsstelle rechts (Cl. septicum): + + + Cl. septicum
vereinzelte Cl. feseri-Stabchen

Leberabklatsch : + + + CL septicum z.T. in Fiaden
4+ Cl. feseri
Herzblut: : + + CL. septicum

+ + CI. feseri

Es sei noch beigefiigt, da3 bei der Injektionsstelle rechts, wo die intensiver leuch-
tenden griinen Cl. septicum-Stébchen in starker Uberzahl vorhanden sind, die schwach
leuchtenden Cl. feseri-Stédbchen schwer zu entdecken sind. Ein unvoreingenommener
Betrachter hétte deren Vorhandensein eventuell iibersehen.

Auch die Ergebnisse der Kultur waren fiir alle 6 Tiere gleich. Die Blutplatten von
den Injektionsstellen links und rechts, Herz und Leber, waren alle mit dem fir CI.
septicum typischen feinen hdmolytischen Rasen iiberwuchert. Einzelne fiir Cl. feseri
verdédchtig aussehende Kulturen konnten trotz groBem Aufwand nicht isoliert werden.

In einem zweiten Versuch wurde das Mischverhéltnis bei der Infektion zu Gunsten
von Cl. feseri verschoben: 3 Tieren wurden 0,8 ml Cl. feseri-Kultur und 0,2 ml CI.
septicum-Kultur (4:1) und 3 Tieren 1,0 ml CL feseri und 0,5 Cl. septicum (2 :1) inji-
ziert.

Das Ergebnis dieses Versuches entsprach demjenigen des ersten: fluoreszenz-
mikroskopisch konnte Cl. feseri neben Cl. septicum in der linken Injektionsstelle und
auf dem Leberabklatschpriparat sowie in Herzblut nachgewiesen werden (1 Leber-
abklatschpréiparat enthielt kein Cl. feseri). In den Préparaten der rechten Injektions-
stelle (das heillt derjenigen bei der Cl. septicum injiziert wurde) konnte Cl. feseri in
diesem Versuch nur bei einem Tier nachgewiesen werden. Samtliche Kulturen auf
Blutagar anaerob waren von Cl. septicum iiberwuchert.

Diese beiden Versuche zeigen deutlich die Uberlegenheit der Immunofluoreszenz
gegeniiber der Kultur. Ohne diese neue Methode wére bei keinem der 12 Meerschwein-
chen die Mischinfektion erkannt worden.

Ziichtet man Cl. septicum auf einer getrockneten Blutplatte, die 39, Agar enthélt,
so wichst es als héamolytische Kolonie mit feinen geschlungenen Ausléufern, die nach
48 Stunden einen groben Rasen um die Kolonie bilden. Cl. feseri wiichst auf diesem Agar
als sehr feine erhabene hdamolytische Kolonie, die erst nach 48 Stunden gut erkennbar
ist.

In einem Vorversuch wollte ich feststellen, ob Cl. feseri aus Mischkulturen mit
Cl. septicum auf diesem 39, Agar isoliert werden kann: ich stellte Kulturmischungen im
Verhéltnis Cl. feseri zu Cl. septicum 1:1, 2:1, 1:2, her, indem ich einmal die beiden
Inocula auf die gleiche Platte mit Einzelkolonien iiberimpfte und einmal die Inocula in
einem Reagenzrohrchen mischte und dann auf die Platte mit Einzelkolonien ausstrich.
Von jeder Variante stellte ich gleichzeitig 3 Platten her. Nach 48stiindiger anaerober
Bebriitung konnte ich von den insgesamt 18 Blutplatten nur 4 als Cl. feseri-verdéachtig
scheinende Kolonien abstechen. Eine einzige Kolonie erwies sich nach verschiedenen
Reinziichtungen als Cl. feseri. Alle Platten, bei denen die Inocula vor dem Uberimpfen
vermischt worden waren, waren mit Cl. septicum iiberwuchert. Bei den andern Platten
konnten wohl nach 24 Stunden vereinzelt Cl. feseri-verdéchtige Kolonien erkannt
werden, aber sie waren fiir eine Umziichtung noch zu klein. Nach 48 Stunden erwiesen
sie sich dann meistens als Cl. septicum-Kolonien, die am Vortag noch nicht geschwérmt
hatten, oder sie waren von einer Cl. septicum-Kolonie tiberwuchert worden.

In einem 7%erversuch wurden dann wieder je 3 Meerschweinchen im Verhéltnis Cl.
feseri zu Cl. septicum 3:1, 1:1, 1:3 infiziert, beide Injektionsstellen, Herz und Leber,
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fluoreszenzmikroskopisch und mit Kultur auf Blutagar 39, (je eine halbe Platte) unter-
sucht: mit Immunofluoreszenz konnten Cl. feseri und Cl. septicum mit gleichem Erfolg
wie bei den vorhergehenden Tierversuchen nachgewiesen werden. Eine Isolierung von
Cl. feseri gelang mit der Kultur zweimal; einmal aus der Leber eines Tieres, das im
Verhiéltnis 3 :1 infiziert worden war und einmal aus dem Herz eines Tieres, das im
Verhéltnis 1 :3 infiziert worden war.

Auch hier zeigte sich die Immunofluoreszenz der Kultur deutlich iiberlegen. Immer-
hin gelang die Isolierung von Cl. feseri aus einer Mischinfektion in 2 von 9 Féllen, und
zwar unabhéngig vom Mischverhéltnis.

Serologie von Cl. septicum und Cl. feseri

Im Hinblick auf eine selbsténdige Herstellung von fluoreszierenden Antiseren fir
die Diagnostik untersuchte ich mit Agglutination, ob sich meine Cl.septicum-Stdmme
auf Grund verschiedener O-Antigene ebenfalls in serologische Gruppen einteilen lassen,
wie das von Moussa gezeigt. wurde. Weiter wollte ich priifen, ob irgend eine Kreuz-
reaktion zwischen Cl. septicum und Cl. feseri besteht. Ich beschrankte mich auf die
Untersuchung der O-Antigene.

Cl. septicum: Es wurden insgesamt 60 Stémme untersucht. Davon waren 19 von
mir selbst isolierte Stémme; die 41 andern stammen aus der Sammlung unseres Insti-
tuts, die im lyophilisierten Zustand aufbewahrt worden waren und aus verschiedenen
Gegenden der Schweiz kommen. Nacheinander stellte ich gegen 4 dieser Stémme
Antiseren an Kaninchen her, nachdem ich sie nochmals biochemisch und mit Tier-
versuch gepriift hatte. Alle 60 Stdmme wurden gegen die 4 Antiseren agglutiniert.
Tabelle 4 gibt eine Zusammenstellung dieser Resultate.

Tabelle 4 Resultate der Agglutinationen

’ Soeran Anzahl der Stiimme, die in
antiggs leicher Weise reagierten
MI19IV  M60II | A321II | A1671I & g
M 19 1/1602 i 1/80 < 17
M 60 - 1/1280 - - 25
A 32 - - 1/1280 - 7
A 167 - - 80 320 /

1 Die rémischen Zahlen bezeichnen das Kaninchen, da von jedem Typ mehrere Kaninchen
immunisiert wurden.
2 Die homologen Endtiter wurden unterstrichen.

Es fallt auf, daBl nicht alle Seren einen gleich hohen homologen Titer erreichten.
Die Titer, die ein Stamm mit verschiedenen Seren erreichte, konnen also nur unter
Beriicksichtigung dieser Tatsache miteinander verglichen werden. Die Stdmme wurden
den gleichen serologischen Gruppen zugeteilt, wenn ihre Titer der homologen und
heterologen Reaktionen gleich oder eine Stufe héher oder tiefer waren als die in der
Tabelle angegebenen. Ausnahmen machten zwei Stdmme des Typs A 32. Sie aggluti-
nierten nur 1 :320, respektive 1:160. Mit andern Seren agglutinierten sie nicht. Kin
Stamm des Typs M 60 agglutinierte nur 1 :320 mit M 60 1I und sonst mit keinem der 3
andern Seren.

Dieser Versuch zeigt, dafl die 60 untersuchten Stémme in 4 serologische Gruppen
eingeteilt werden konnen, die untereinander zum Teil Kreuzreaktionen aufweisen. Es
scheinen also mehrere Antigene vorhanden zu sein, die verschieden stark auf die ein-
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zelnen Stémme verteilt sind. Nur Absorptionsversuche wiirden erlauben, Antigen-
formeln fir die einzelnen Stamme aufzustellen. In bezug auf die, Immunofluoreszenz
ist der wichtigste Befund der, dal jeder der 60 untersuchten Stémme eine mehr oder
weniger starke Reaktion zeigte, entweder mit dem Antiserum M 60 IT oder mit A 32 IT.
Theoretisch sollte also jeder Stamm fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden
kénnen, wenn er mit einem Gemisch der beiden markierten Seren iiberschichtet wird.

Ich wollte noch priifen, ob sich die Befunde der Agglutination mit der Immuno-
fluoreszenz bestitigen lassen. Zu diesem Zwecke markierte ich von jedem Serum einige
ml mit FITC und absorbierte sie mit Gewebepulver. Ich stellte dann Ausstriche aus
flissigen Kulturen der 4 Antigene auf Objekttriger her und tiberschichtete sie mit
homologen und heterologen Seren. Die Ergebnisse dieses Versuches sind in Tabelle 5
zusammengefalt.

Tabelle 5 Resultate der Immunofluoreszenz

Antisernm + = sehr schéne Fluores-
Antigen zenz mit einer guten Zeich-
MI19IV| M60II | A32II | A1671 nung der Stibchen.

4+ = eine gegeniiber der
M 19 | + l e — - mit -+ bezeichneten abge-
M 60 o II:' i & schwiichte Fluoreszenz, die
aber noch als positiv bewer-

A 32 — S | +. —_ tet. werden kann.
A 167 - == + I S — = keine oder eineschwa-
che Fluoreszenz, die als ne-

Die homologen Reaktionen wurden eingerahmt. stprbewaricr wakion mitd:

Bei der vergleichenden Verwertung dieser Ausstriche tauchten Schwierigkeiten in
der Beurteilung der fluoreszenzmikroskopischen Ausstriche auf. Die Intensitéit der
Fluoreszenz ist sehr schwierig zu beurteilen, da die Ausstriche nicht homogen sind.
Viele leuchtende Stéibchen erwecken eher den Eindruck einer brillanteren Fluoreszenz
als wenige; deshalb achtete ich immer darauf, ob die Stédbchen eine deutliche und
scharfe Zeichnung aufwiesen. Die Beurteilung bleibt aber sehr subjektiv. Eine gewisse
Objektivierung koénnte erreicht werden mit der Methode, wie sie von Brooks und
Mitarbeiter (1965) im Zusammenhang mit der Bestimmung der unspezifischen
Fluoreszenz beschrieben wurde: Messung der Intensitdt mit Fotometer einer Anzahl
mikroskopischer Felder bei gleichzeitiger Zihlung der Keime. Das setzt voraus, daBl die
unspezifische Fluoreszenz fur alle Ausstriche und Seren gleich sei, was bei Ausstrichen
von Kulturen mehr oder weniger erreicht werden konnte, denn der unspezifische
background wird colorimetrisch zur spezifischen Féarbung gerechnet. Immerhin war
der Unterschied zwischen den mit negativ und den mit positiv bezeichneten Reaktionen
deutlich. Auch hier kénnte ein Absorptionsversuch mit den heterologen Antigenen die
Situation kléren.

Es zeigte sich, da3 sich M 60 II und A 32 II mit der Immunofluoreszenz deutlich
unterscheiden lassen. M 19 ergab eine undeutliche homologe Reaktion. Die Reaktion
des Antigens M 19 war in bezug auf Intensitét der Fluoreszenz mit dem Serum M 60 11
gleich stark wie diejenige mit dem homologen Serum. Dieser Befund widerspricht dem-
jenigen des Agglutinationsversuchs, wo M 60 II mit keinem der 3 andern Antigene eine
Kreuzreaktion zeigte. Der homologe Titer des Serums M 19 IV ist offenbar zu niedrig,
das Serum also ungeeignet zur Markierung. Das Serum A 167 I zeigte eine deutliche
homologe Reaktion und keine mit den Ausstrichen der 3 andern Antigene. Ausstriche
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von A 167 wurden aber auch vom A 32 II-Serum, wenn auch bedeutend schwicher,
markiert.

Da mir die 2 Stdmme, mit welchen die Seren der Firma Burrough’s Wellcome Co.
hergestellt worden waren, fiir vergleichende Versuche nicht zur Verfiigung standen,
verglich ich das Wellcome-Serum, das ja ein Gemisch von 2 Seren darstellt, mit ver-
schiedenen Gemischen eigener Seren. Die Resultate dieses Versuchs sind in Tabelle 6
zusammengefaft.

Tabelle 6 Vergleich von Gemischen selbsthergestellter Seren mit dem Serum von Wellcome.

Antiserum
fugn A 32TI + M 60 II A Bt Alnti-Ol.sspt. Welloome
+ M 60 IL + A 167 I i
M 19 o = T
M 60 - T B
A 32 -+ T =
A 167 - + i

Die Bedeutung der Zeichen siehe Erklirung Tabelle 5.

Ein Serumgemisch A 32 IT + M 60 II ergab schone positive Reaktionen mit den
beiden homologen Stémmen; mit dem Stamm M 19 war die Reaktion schwach positiv.
Der Ausstrich von A 167 zeigte keine Fluoreszenz. Ein Serumgemisch mit A 32 IT 4
M 60 IT und A 167 I ergab schone positive Reaktionen mit den homologen Stémmen,
wihrend diejenigen mit M 19 wieder schwach waren. Demgegeniiber gab eine Markie-
rung mit dem kéuflichen Serum eine schéne positive Reaktion mit den Antigenen M 19,
M 60 und A 167, wéhrend diejenige mit A 32 etwas abgeschwéicht war. Alle 4 von mir
als getrennte Serotypen beschriebenen Stémme konnten demnach mit dem kéuflichen
Serum nachgewiesen werden. :

Kreuzreaktionen: Zur Untersuchung von Kreuzreaktionen zwischen Cl. septicum
und Cl. feseri agglutinierte ich sdmtliche 60 Cl. septicum-Stdmme mit dem Anti-CI.
feseri-Serum und die 10 Cl. feseri-Stémme gegen die 4 von mir hergestellten Anti-
Cl. septicum-Seren. Bei keinem dieser Versuche stellte ich eine positive Agglutination
fest.

Die entsprechenden Untersuchungen mit der Immunofluoreszenz ergaben gleiche
Resultate. Cl. feseri-Stdmme mit dem homologen Antiserum iiberschichtet ergab eine
brillante Fluoreszenz mit schéner Zeichnung der Stidbchen. Uberschichtete ich anti-Cl.
feseri-Serum tuiber Ausstriche der 4 Cl. septicum-Typen oder aber die 4 Cl. septicum-
Seren iiber Cl. feseri-Ausstriche, so ergab sich keine oder nur eine ganz geringe Fluores-
zenz. Eine Unterscheidung von Cl. feseri und Cl. septicum war also mit Agglutination
und Immunofluoreszenz mdaglich.

Diskussion

Die beschriebenen Tierversuche und die Untersuchungen am diagno-
stischen Material zeigen deutlich, dall die Immunofluoreszenz den klassi-
schen Methoden der Isolierung, Reinziichtung und Differenzierung von
Anaerobiern bei der Differenzialdiagnose zwischen einer Rauschbrand- und
einer Pararauschbrand-Infektion stark iiberlegen ist. Mit Hilfe der Methode
der fluoreszierenden Antikorper kann eine Rauschbrand- respektive Para-
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rauschbrand-Infektion, eine Stunde nachdem das Material eingetroffen ist,
mit Sicherheit nachgewiesen werden, wihrend mit der Kultur eine sichere
Diagnose im giinstigsten Falle erst nach einer Woche maglich ist. Es sei
noch einmal darauf hingewiesen, dafl die fluoreszenzmikroskopischen
Befunde immer anhand von positiven Kontrollen tiberpriift werden miissen.
Auf eine Isolierung und Differenzierung des Keimes sollte meines Erachtens
auch bei gestellter Diagnose nicht verzichtet werden, einmal um den fluores-
zenzmikroskopischen Befund zu untermauern, aber auch, weil es fiir den
Bakteriologen immer erfreulicher ist, wenn ihm der pathogene Keim zur
Verfiigung steht (Vergleich mit andern Keimen, Vakzination).

Wihrend der Nachweis von Cl. feseri gleichbedeutend ist mit der Diagnose
Rauschbrand, sagt derjenige von Cl. septicum noch nichts aus. Wie auch
Batty hervorhebt (personliche Mitteilung), kann mit Hilfe von verschie-
denen Ausstrichen die quantitative Verteilung von Cl. septicum im Kadaver
nachgewiesen werden — und dies ist ja gerade ein weiterer Vorteil der
Immunofluoreszenz gegeniiber der Kultur — aber wir wissen letzten Endes
doch nicht, ob es sich um eine agonale oder postmortale Aussaat von Cl.
septicum-Keimen oder um eine intravitale Infektion gehandelt hat. Die
Diagnose Pararauschbrand muf} letzten Endes anhand des pathologisch-
anatomischen und klinischen Befundes zusammen mit dem bakteriologischen
Befund gestellt werden.

Eine Kreuzreaktion mit andern Bakterien auch aus sehr fauligem Material
wurde nicht festgestellt. Die erwahnte Markierung von zwei Hefearten
durch das Cl. septicum-Serum stort wegen der stark verringerten Fluores-
zenz und der andern Morphologie fiir die Diagnostik nicht. Ob die gemein-
samen loslichen Antigene von Cl. septicum und andern Clostridien, die
Ellener und Mitarbeiter (1963) nachgewiesen haben, an den Zelleib ge-
bundene Antigene sind und deshalb bei Immunofluoreszenz Kreuzreaktionen
machen, miilite anhand von Versuchen mit denselben Stammen untersucht
werden. Ebenfalls sollte die von Klotz (1965) beschriebene Kreuzreaktion
Cl. septicum/Cl. welchii mit den von ihm benutzten Stdmmen und anderen
weiteruntersucht werden. Auf alle Fille scheinen Clostridien ganz allgemein
ein sehr vielseitiges Antigenmuster zu besitzen, und Kreuzreaktionen
scheinen deshalb theoretisch durchaus moglich. Auch aus diesem Grunde ist
es wertvoll, alle fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesenen Keime zu isolie-
ren und biochemisch zu differenzieren.

Die Methoden zur Isolierung, Reinziichtung und Differenzierung nach
Fey (1958) benotigen einen gewissen Aufwand an Zeit und Material, fithren
aber bei geiibter Technik sicher zum Ziel. Einzig beim Nachweis des 16s-
lichen Hémolysins von Cl. feseri und Cl. septicum erhielt ich abweichende
Resultate. Daich die beschriebene Technik meines Wissens genau angewandt
habe, mul} ich annehmen, daf} fiir einzelne Stamme von Cl. feseri und
septicum die allgemeine Regel nicht stimmt, wonach der erstere Keim l6s-
liches Hamolysin bildet, der letztere nicht.
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Die Tierversuche haben besonders schon gezeigt, dall eine Mischinfektion
beider Keime mit den klassischen kulturellen Methoden nicht, oder nur
schwer erkannt wird, wiahrend sie mit Hilfe der Immunofluoreszenz leicht
diagnostiziert werden kann. Obschon beim untersuchten Material keine
Mischinfektion nachgewiesen wurde, ist die Moglichkeit einer solchen in
praxi nicht von der Hand zu weisen, wenn man beriicksichtigt, daf Cl.
septicum ein normaler Darmbewohner ist und kurze Zeit post mortem unter
Umsténden iiberall im Kadaver nachgewiesen werden kann.

Die serologischen Untersuchungen von Cl. feseri und Cl. septicum ergaben
eindeutig, dafl die beiden Keime serologisch voneinander unterschieden
werden konnen. Wihrend bei der Agglutination keine Kreuzreaktionen zu-
tage traten, konnte mit der Immunofluoreszenz eine sehr geringgradige
kreuzweise Reaktion festgestellt werden. Mit Hilfe von Absorptionsver-
suchen miifte noch abgeklirt werden, ob es sich hier tatsdchlich um Antigen-
Antikorper-Reaktionen handelt. Fiir die praktische Anwendung sind sie
aber nicht von Bedeutung, wenn eine positive Kontrolle mitgefiihrt wird.
Die oben erwahnte «Kreuzreaktion» wurde nur bei den selbsthergestellten,
nicht aber bei den kauflichen Seren festgestellt.

Eine Abkldrung der serologischen Gruppierung von Cl. septicum gelang
nicht restlos. Die Befunde der Immunofluoreszenz stimmten nur teilweise
mit denjenigen der Agglutinationsversuche iiberein. Mit Absorptionsver-
suchen und teilweise mit Immunseren von héherem Titer konnte man wohl
genauere Resultate erzielen. Der praktische Zweck dieser Untersuchungen
war es jedoch abzukliren, ob es moglich sei, mit selbsthergestellten und
markierten Seren weiterzuarbeiten. Das Serum von Batty und Walker
(Wellcome), das ja ein Gemisch von zwei Typenseren darstellt, enthilt
offenbar Antikorper gegen alle meine 4 Serotypen, wobei lediglich 1 Typ
etwas schlechter markiert wird als mit dem eigenen Serum. Ob die von
Batty und Walker verwendeten Stimme in bezug auf ihr Antigenmuster
vielseitiger sind oder ob die genannten Autoren hihere Serumtiter erreich-
ten, kann ich nicht entscheiden. Eine parallele Untersuchung aller Cl.
septicum-Stdmme und von diagnostischem Material mit meinem 3-Serum-
Pool und dem Wellcome-Serum, wiirde erst zeigen, ob meine Seren fiir die
tégliche Diagnostik gebraucht werden kénnen oder sich sogar fiir den Nach-
weis gewisser Stdmme besser eignen wiirden.

Zusammenfassung

Bei der vergleichenden Untersuchung von gasbrandverdichtigem Material (92
Fille) und kiinstlich infizierten Meerschweinchen auf Cl. feseri und Cl. septicum erwies
sich die Methode der direkten Immunofluoreszenz gegeniiber der Kultur klar tiberlegen.
Es wurden keine Kreuzreaktionen zwischen Cl. feseri und Cl. septicum und Faulnis-
keimen festgestellt.

Auf Grund der O-Antigene konnten Cl. feseri und Cl. septicum mit Agglutination
und Immunofluoreszenz eindeutig voneinander unterschieden werden. Es wurden 4
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verschiedene O-Gruppen von Cl. septicum mit Agglutination festgestellt. Nur zwei
dieser 4 Untergruppen konnten mit der Methode der fluoreszierenden Antikorper ein-
deutig unterschieden werden. Wir arbeiten mit einem Gemisch von drei Seren, die mit
Fluoreszeinisothiocyanat markiert werden.

Résumé

Lors d’essais comparatifs de matériel suspect de gangréne gazeuse (92 cas) avec des
cobayes infectés artificiellement par CL. feseri et Cl. septicum, la méthode de I'immuno-
fluorescence directe s’est révélée supérieure a la culture. Il n’y a pas eu d’interaction
entre Cl. feseri et Cl. septicum et les germes de la putréfaction.

Grace a l'antigene O, Cl. feseri et Cl. septicum ont pu étre différenciés 1'un de
P’autre avec streté par I'agglutination et 'immunofluorescence. L’auteur a constaté
I’existence de quatre groupes différents d’antigénes O, de Cl. septicum avec agglutina-
tion. Mais seulement deux de ces quatre sous-groupes ont pu étre nettement différen-
ciés par la méthode des anticorps fluorescents. Nous travaillons avec un mélange de
trois sérums marqués a l'isothiocyanate de fluorescéine.

Riassunto

Nell’esame comparativo del materiale gangrenoso sospetto (92 casi) ed in cavie
artificialmente infettate con Cl. feseri e Cl. septicum, il metodo della immunofluores-
cenza diretta si & dimostrato nettamente superiore alla cultura. Non si constatd nessuna
reazione crociata fra Cl. feseri e Cl. septicum ed i germi della putrefazione.

Grazie all’antigene O, il Cl. feseri ed il Cl. septicum poterono esser chiaramente
differenziati con I'agglutinazione e I'immunofluorescenza. Furono individuati 4 gruppi
O di Cl. septicum per mezzo dell’agglutinazione. Solo 2 di questi 4 sottoggruppi con il
metodo degli anticorpi fluorescenti poterono esser differenziati in modo sicuro. Lavo-
riamo con un miscuglio di 3 sieri marcati con isotiocianato di fluorescina.

Summary

In the comparative examination of material suspected of gas oedema (92 cases)
and artificially infected guinea-pigs for cl. feseri and cl. septicum, the method of direct
immunofluorescence proved definitely superior to that of culture. No cross reaction was
found between cl. feseri and cl. septicum and germs of putrefaction.

On the basis of O-antigens, cl. feseri and cl. septicum could be clearly differentiated
by agglutination and immunofluorescence. Four different O-groups of cl. septicum
were found by agglutination. Only two of these four sub-groups could be clearly distin-
guished by means of fluorescing antibodies. We work with a mixture of three sera
marked with fluoresceinisothiocyanate.
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