Untersuchungen
ither Fehlerquellen der Weil-Felixschen Reaktion und die
Verwendbarkeit erhitzter Bazillenaufschwemmungen zur
Fleckfieberdiagnose. 1

VYon

Dr. Georg Wolff,
Bakteriologe am Medizinalamt der Stadt Berlin,

I. Die agglutinationshemmenden Einfliisse
" bei der Well-Felixschen Reaktion.

Die Bedeutung der von Weil und Felix (1) gefundenen Reaktion fiir
die serologische Diagnostik des Fleckfiebers steht heute nicht mehr zur
Diskugsion. Der Beginn ihres Auftretens und die Hohe des Agglutinin-
titers unterliegen gewissen individuellen Schwankungen; meist ist sie erst
vom 7. Krankheitstage an deutlich positiv (1 : 200), jedenfalls nie vor dem 5.
und erreicht ihren Hohepunkt zur Zeit der Entfieberung. Dariiber wurde
von mir bereits in einer fritheren Arbeit berichtet (2).

Nun ist aber die von vielen Autoren (Fuchs (3), Otto (4), Dietrich (),
Csépai (6), Schiff (7) n. a.) beobachtete Veranderlichkeit der Agglutina-
bilitit des Proteus X, eine Fehlerquelle, die Beachtung verdient. Weil
und Felix fithren die Schwankungen, bzw. die Verringerung der Agglu-
tinabilitat daraul zuriick., daB die Stimme nicht anf einwandfreiem, neu-
tralem Agar fortgeziichtet sind. Auch Sachs (8) schreibt der Zusammen-
setzung des Nahrbodens eine solche Bedeutung fiir das Verhalten der X-
Stimme zu. Er erhielt eindeutige Resultate nur mit Kulturen, die auf
einem mit frischem Fleisch, nicht mit Fleischextrakt bereitetem Agar fort-
geziichtet waren. Neuerdings zeigten Weltmann u. Seufferheld (9),
sowie Schiff (10), daB auch der Zuckergehalt des Nihrbodens die Agglu-
tinabilitit der X;4-Bazillen beeinfluBt. Auf zuckerfreiem Niahrboden ge-
wachsene Bazillen werden iiberhaupt nicht agglutiniert, withrend mit steigen-
dem Zuckergehalt die Geschwindigkeit der Reaktion, die Stirke der Aus-
flockung und die Titerhohe zunimmt, Auch wir haben die Exfahrung machen
miissen, daf der gleiche Stamm von einem Tage zum anderen seine Agglu-
tinierbarkeit erheblich” verindern kann, daB Suspensionen des gleichen
Stammes, von zwei verschiedenen Agarrthrchen am gleichen Tage her-

1. Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Versuche wurden in Bum#nien ausgefiihrt.
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gestellt, in ihrer Agglutinabilitdt durch das gleiche hochwertige Fleckficber-
serum so erhebliche Differenzen aufwiesen, daf Beseitigung dieser Fehler-
quelle dringend geboten erscheint.

Im Gegensatz zu den Bazillen aus der Typhus-Coli-Gruppe biiBt der
Proteuskeim X,y seine Agglutinabilitit durch Konservierungsmittel wie
Phenol, Formalin erheblich ein. Csépai (a. a. 0.}, Sachs (a. a. 0.), Schiff
(a. a. 0.) haben aber unabhingig voneinander gefunden, daB sich ein zur
Serodiagnostik des Fleckfiebers brauchbares Priparat durch Erhitzen der
lebenden Bazillen auf mindestens 60° herstellen 148t, und dab die Agglutina-
bilitit der erhitzten Bazillenabschwemmung auch durch Zugabe von
0,5 Prozent Phenol nicht mehr leidet. Die Tatsache, daB nur dieleben-
den X,,-Bazillen durch geringfiigige 4ufiere Einfliisse ihre Agglu-
tinabilitdt verlieren, bildetden Ausgangspunkt unserer Versuche.

Die erste Versuchsreihe mit" Sublimat ergab die folgenden inter-
essanten Verhéltnisse: Von einem hochwertigen Fleckfieberserum (Titer
gegen X,, 1:25600) wurden Serumverdiinnungen 1 :500 hergestellt, also
noch sehr agglutininreiche Konzentrationen. Dazu wurde je ein Tropfen
von {rischen X,,-Suspensionen gegeben, die mit fallenden Mengen Sublimat
versetzt waren. Einwirkung des Sublimats auf die Bazillenaufschwemmung
mindestens 1/, Stunde.. Ausgegangen wurde von einer Sublimatverdiinnung
1:1000, die in iiblicher Weise aus den fertigen eosinhaltigen Kochsalz-
Sublimatpastillen, ein ar.deres Mal zur Kontrolle aus einer reinen Sublimat-
ldsung hergestellt war, Nach Beendigung des Versuches wurden die stehen-
gebliebenen Rohrchen mit den fallende Mengen von Sublimat enthaltenden
X,o-Suspensionen 1 Stunde auf 80° im Wasserbad erhitzt und nochmals mit
dem hochwertigen Fleckfiebersecrum zur Weil-Feli xschen Reaktion benutzt.
Die Resultate beider Agglutinationen sind in der Tabelle I wiedergegeben.

Tabelle L
Einfluf von Sublimat auf die Agglutinabilitit frischer und erhitzter
X, - Kulturen.
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Ganz geringe Mengen Sublimat haben also ausgereicht, um lebende
X, y-Kulturen ihrer Agglutinabilitit vollig zu berauben (bei /50090 Roch fast
vollige Hemmung, bei Ygoge, noch erhebliche Verminderung der Agglu-
tination); nach einstiindigem Erhitzen auf 80° ist die Agglutinabilitdt in
vollem MaBe wieder hergestelit.

Es muB durch-das Sublimat aus den lebenden X,,-Bazillen ein Stoff
frei gemacht worden sein, der diec Agglutinierbarkeit der Bazillen herab-
zusetzen oder ganz aufzuheben vermag. Csépai bezeichnet ihn als Hem-
mungskorper des Proteusagglutinogens. In der frischen Suspension ist er
garnicht oder nur in geringen Mengen vorhanden. Erst durch Temperatur-
einwirkung von 50 bis 55° wird er in groBerer Menge frei, ebenso auch durch

- chemische Einfliisse, und geht bei 60° wieder vollstindig zugrunde; er ist
‘also thermolabil. Wird nun durch Erhitzen der Kultur auf 60 oder dariiber
der Hemmungskorper vernichtet, so findet das Sublimat ebensowenig wie
andere Gifte einen Angriffspunkt und beeintrichtigt infolgedessen die Re-
aktion nicht mehr. Es sei hier gleich festgestellt, daB dieselben Sublimat-
zugaben Typhusbazillen nicht in ihrer Agglutinabilitit beeintréchtigen. Der
Versuch wurde in genau derselben Weise ausgefiithrt. Zu frisch bereiteten
Typhusbazillen-Suspensionen wurde Sublimat in fallenden Mengen von
Y000 IS Ygo000 gegeben; die nach zwei Stuncen abgelesene Agglutination
war 'in allen Rohrchen ebenso gut wie in der Kontrolle ohne Sublimat.
Auch hier wurde eine Serumverdiinnung /., eines agglutinierenden Serums
(Titer 1 : 10000) benutzt. Das Ergebnis entspricht der Tatsache, dafi auch
Formalin und Phenol die Agglutinabilitit der Typhusbazillen nicht herab-
setzen. (Fickers Diagnostikum.)

Von Interesse mubte nun noch sein, wie die Sublimat-X,4-Suspensionen
sich Seren bzw. Seraverdiinnungen gegeniiber verhalten, die nur wenig Ag-
glatinin enthalten. Das zeigt der folgende Versuch (Tabelle II):

Hier wurde ein Serum mit einem etwas niedrigeren Titer (nach 2 Stunden
-+ 6400) benutzt. Nach 2 Stunden war in Verdiinnung 1 : 50 die Agglutination
mit /49000 Sublimat enthaltender Suspension vollkommen unterdriickt;
nach 8 Stunden (b) noch fraglich (£ ) und erst nach etwa 20 bis 24 Stunden
(o) feinflockig (++) positiv; dagegen war in den starksten Verdiinnungen
die Reaktion auch nach 8 und 24 Stunden vollkommen unterdriickt.

Nach Sachs bewahrt die auf 80° erhitzte und dann karbolisierte Aut-
schwemmung ihre volle Agglutinabilitit, wihrend die lebenden Bazillen
ihre Agglutinierbarkeit durch den Phenolzusatz fast ganz verlieren. Man
kann' sogar die- Kulturabschwemmung zuerst mit Phenol versetzen und
dann erhitzen; auch die karbolisierte und danach auf 60 bis 100° erhitzte
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Tabelle IL
Ein hochwertiges Fleckfieberserum, austitriert mit lebenden X ,-Bazillen und
mit solchen, die einen Zusatz von Y/, 4 D2W. }/g; 090 Sublimat erhalten haben.

| X, lebend | X X
veﬁ%r:g;ng t ohug Sublimat mit Y/;0 mmSublimat mit /g mmSublimat
1 cem alb e alb o] o]l e
R L Iy (i SR TR v
Y100 [ttt — | 2 A+ = | =+
Va0 pairann ey ko ot N B I o Bl S
Y00 e B e e R =
Yoo | FHEEFFRAAR] — ] — ] — ) — 4
Y1000 ottt — | — D — ] —
Yoo | AFHF ] = ] = D= — =
/32 900 '}"'I__ - _‘—i_ -

a = Ablesung nach 2 8td., & = Ablesung nach 8 Std.,, ¢ = Ablesung nach 24 Std.

Aufschwemmung ist wieder in vollem MaBe agglutinabel. Dasselbe gilt fiir
Formalin, wie die nachstehenden Tabellen 111 und 1V zeigen.

Tabelle 1IL
EinfluB von Phenol auf die Agglutinabilitit frischer und erhitater
X, ;- Kulturen.
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Yo+ [Xy mit !/, Phenoll — — -t dieselbe Suspension) — 4+ + +
15td. auf 80° erhitzt :
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» w e p |FEFE|[+++ » - |4+ +
” ” ‘/soo » ++ 4 ” - +++
» o» Hiwo w | FHH At » — +++
” | X ohue Phenol |+ ++!+++ » — 4+

In diesem Versuch zeigt Phenol bis zu einer Menge von 1 : 200 (0,5 Pro-
zent) eine deutliche Hemmung der Agglutination. Zum anndhernd gleichen
Ergebnis kam auch Csépai. Mit den erhitzten Bazillen ist in Versuch 3
die Agglutination nach 2 Stunden itherhaupt noch nicht zustande gekommen;
auch sonst verlduft die Reaktion hierbei meist etwas langsamer. Nach
8 Stunden ist sie aber in allen Réhrehen gleich stark, auch der Zusatz von
2 Prozent Phenol (1 : 50) hat die Agglutination hier nicht behindert.
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Genau in der gleichen Weise ist der Versuch mit Zusatz von Formalin
ansgefallen. Auch hier Hemmung des Agglutinationsphinomens bei Be-
nutzung’lebender Kulturen, deutlicher Eintritt der Agglutination bei Be-
nutzung der erhitzten Bazillen. Es sei hier erwilnt, da Hemmung immer
bedeutet, daB bei Betrachtung der Réhrchen mit dem bloSen Auge eine deut-
liche Hiufchenbildung nicht zu erkennen ist. Die Angabe von Neuber (11)
und Schiirer und Stern (12), daB sich mit 1 Prozent Phenol bzw.
Formalin abgetitete X,,-Aufschwemmungen zur Agglutination gut eignen,
beruht wohl darauf, daf die genannten Autoren die Agglutination mikro-
skopisch ablasen. Eine ganz feine, makroskopisch nicht, mikroskopisch
aber noch erkennbare Zusammenballung findet tatséichlich auch bei der
Benutzung der Phenol- und Formalinkulturen statt; ungleich viel deutlicher
und der Kontrolle villig gleichend wird aber die Agglutination, wenn man
statt der fris hen Suspension die crhitzte benutzt. Das zeigt die Ta-
belle IV,

Tabelle IV,
EinfluB von Formalin auf die Agglutinabilitit frischer und erhitater
X, - Kulturen.

) Fleckﬂeber-

serum X,y frisch ‘E Aggl. nach X,, erhitat Aggl. nach
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Das Ergebnis ist im wesentlichen das gleiche wic im Phenolversuch,
nur daB Formalin noch etwas stirker hemmt (noch bis 1:1000 4 ). Die
Agglutination mit der erhitzten Kultur tritt auch hier etwas langsamer
ein; sie hat nach 2 Stunden ihren Hohepunkt noch nicht erreicht, ist aber in
allen Rohrchen gleich stark. Samtliche Versuche wurden mehrere Male
wiederholt und ergaben kaum erhebliche Abweichungen.

Die Versuchsanordnung war stets die gleiche. Zu 1 cem der Serumver-
dinnung 1: 500 eines Standardserums, das in Verdiinnung 1: 10 mit Phenol-
Kochsalzlésung zu- allen Versuchen benutzt wurde, war 1 Tropfen der X,q-

Suspension gegeben. Da nicht jedes Agarrchrchen einen gleich gut agglu-
tinablen Stamm zu enthalten braucht, wurde immer von mehreren Rohrchen
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einé groliere Menge Mischsuspension hergestellt; zu abgeteilten Portionen
davon wurden die abgestuften Mengen der Zusatzmittel (Sublimat, Phenol,
Formalin) gegeben. Die Einwirkungsdauer der Zusatzmitte] auf die X;,-Kultur
betrug mindestens cine halbe Stunde.

In weiteren Versuchen sollte noch die Wirkung einer Saure und Lauge,
von Soda und Alkohol auf die Agglutinabilitit des Bazillus X, gepriift
werden, moglichst also von solchen Stoffen, die im Laboratoriumsbetrieb
viel zur Verwendung gelangen. Dabei mufte beriicksichtigt werden, daff
Sauren schon allein ohne Gegenwart von Immunserum eine Agglutination
geben, eine Tatsache, die von L. Michaelis (13) sogar zur Ausarbeitung
einer besonderen Methode zur Differenzierung der Typhus- und Paratyphus-
bazillen durch Saureagglutination benutzt wurde. Das Ergebnis der Séure-
agglutination mit dem Bazillus X,y lebend und abgetitet, einmal mit
Essigsdure, einmal mit Salzsdure, ist aus Tabelle V ersichtlich. Von reiner
Essigsdure und reiner Salzsdure, wie sie dem Laboratorium zur Verfiigung
standen (Ac. acet. glac. und Ac. hydrochl. pur.), werden Verdiinnungen
mit destilliertem Wasser gemacht und dazu 1 Tropfen einer frischen und
einer erhitzten X,g-Kultur gegeben. Ablesung sofort (4), nach 2 Stunden ()
und nach 8 Stunden (¢) (Tabelle V).

Von Interesse ist, daB die Siureagglutination fast sofort nach Zugabe
der Suspension eintritt, nach 2 Stunden und 8 Stunden um eine bis zwei
Stufen weitergeht, Geringe Unterschiede zwischen der Agglutination der
Jebenden und der erhitzten Kultur zeigt die Tabelle. Die Ausflockung ist
namentlich in den starken Konzentrationen sehr grof, es handelt sich dabei
woh] um eine richtige EiweiBfallung; in den schwécheren Konzentrationen
gleicht sie vollkommen den Immunagglutinationen. Ganz interessant ist
die Beobachtung, daff auch die Siureagglutination mit der erhitzten Kultur-
spater eintritt als mit dem lebenden Stamm, sich also ahnlich wie die Agglu-
tination durech Immunsera verhilt (vgl. Tabelle V). Diese Untersuchungen
haben aber nicht nur ein theoretisches Interesse, sie sind auch fiir die Praxis
des Laboratoriums von Bedeutung. Sie zeigen eine Fehlerquelle nach der
anderen Seite, indem schon minimale Mengen von Séure eine Immunagglu-
tination vortiuschen kénnen.

Natronlauge und Soda konnen die Weil-Felixsche Reaktion hem-
men, wenn die X, -Aufschwemmungen mehr als 0,6 bis 1 Prozent davon
enthalten das kann praktisch einmal von Bedeutung sein, wenn die benutzten
Reagenzgléser stark mit Soda gespiilt werden oder wenn neue Gliser benutzt
werden, die noch viel Alkali beim Kochen abgeben. Auch hier liegt eine
gewisse Fehlerquelle vor, die bei der Technik der Weil-Felixschen Reak-
tion zu beriicksichtigen ist, indem nur mit sorgsam in reinem Wasser ge-
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spiilten und moglichst alkalifreien Glésern gearbeitet werden darf. Natron-
lauge allein ohne Immunserum Il6st in stéirkeren Konzentrationen (1 : 25
bis 1:400) die Bazillen auf, in schwicheren 148t sie dieselben unbeeinfluBt.
Natrounlauge schadigt also das Agglutinogen selbst, infolge der eiweilllasen-
den Wirkung der Laugen, hat infolgedessen auf die erhitzten Bazillen den-
selben EinfluB wie auf die lebenden. Ganz #hnlich verhalt sich auch Soda,
schidigt also auch das Agglitinogen und stirt dadurch die Reaktion.

Von Wichtigkeit schien es in diesem Zusammenhang noch, den Ein-
fluB der Kochsalzkonzentration auf die X;,-Agglutination zu priifen.
Bordet (14) fand schon 1899, da die Bakterien in einer salzfreien Lisuang
durch agglutininbaltige Sera allein nicht ausgeflockt werden, sondern daB
die Gegenwart von Salz dazu erforderlich ist. Um die fiir die Ausflockung
des Bazillus X;, notwendige Menge NaCl festzustellen, wurde folgender
Versuch gemacht.

Von einem hochwertigen Fleckfieberserum (Titer gegen X,, 1:25600)
werden Verditonungen 1:500 hergestellt, die fallende Mengen Kochsalz ent-
halten, beginnend mit einer 0,8 Prozent NaCl enthaltenden Serumver-
diimnung; dazu wird ein Tropfen einer frischen X g-Abschwemmung gegeben,
die mit destilliertem Wasser hergestellt ist. Das Resultat der Agglutination
nach zweistiindigem Aufenthalt der Réhrchen im Brutofen geht aus Tabelle VI
hervor. ‘

Tabelle VI
EinfluB der Kochsalzkonzentration auf die Agglutinabilitat der
X, - Bazillen.

Fleckfieberserum

lcem Verdinnung Kochsalzlésung Aggl. nach 2 Std.

Ys00 in ! 0-8°, = 1:125 NaCl +++
" ! 0e49), = 1:250 +4++
R : 0-2°, = 1:500 ” + 4+
. | 0419, = 1:1000 4+
” | 0405 %/, = 1:2000 + 44
" ‘ 0-0256°, = 1:4000 44+
» ; 0.0125°, = 1:8000 ,, 44+
,, ‘ 0-00625°/, = 1:16000 ,, _ +4 4
" ; 0.008125 %/, = 1:32000 ., —
” } dest. Wagger . . . . . . —

Die Agglutination trat also noch komplett ein, wenn die zur Verdiinnung
des Immunserums benutzte Kochsalzldsung weniger ale den hundertsten
Teil der physiologischen Kochsalzlosung enthielt (Verdiimnung 1 : 16000)-
Es sind demnach nur Spuren von Kochsalz erforderlich, um die Agglutination
auszulosen; diese sind aber erforderlich, wie die beiden folgenden Verdiin-
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nungen mit 1:32000 und destilliertem Wasser zeigen. Zu beriicksichtigen
ist natiirlich noch die geringe Kochsalzmenge, die an sich in dem Serum
jeder Verdimnung enthalten ist. Berechnen wir die physiologische Menge in
1ecm Serum mit 0-8 Prozent = 8/,,40 g, 50 haben wir im Kubikzentimeter
der Verdiinnung 1 :500 0-000016 g natives Kochsalz, die den einzelnen Koch-
‘'salzverdiinnungen noeh zuzurechnen wiren. Sie ist fast genau halb so gro8
wie die Kochsalzmenge in Verdiinnung 1 : 32000 (0-000031 g), die schon
nicht mehr zur Agglutination geniigt hat (siche Tabelle). Genau genommen
ist also die letzte Verdiinnung in destilliertem Wasser nicht ganz kochsalz-
frei, sondern enthilt 0- 000016 g Kochsalz im Kubikzentimeter, das entspricht
einer Verdiinnung 1:62500. Die gleiche Kochsalzmenge wire natiirlich auch
allen vorstehenden Serumverdiinnungen zuzuzdhlen. Diesé Berechnung
der nativen Kochsalzmenge in der mit destilliertem Wasser hergestellten
Serumverdiinnung 1 : 500, die allein zur Agglutination nicht mehr ausreicht,
ergibt also die -vollkommene Ubereinstimmung mit der experimentell als
zur Agglutination erforderlich festgestellten Salzmenge.

Io uwnserem Zusammenhang heilit es, daB Fehlerquellen durch Koch-
salzmangel kaum je bei der Weil -Felix schen Reaktion entstehen kinnen im
Gegensatz zur Komplementablenkungsmethode, wo die hamolysierende Wir-
kung des destillierten Wassers eine ganz bedeutende Fehlerquelle darstellt.
Sollte selbst einmal die Verdinnung der zur Weil-Felix-Reaktion eingesandten
Sera. anstatt mit physiologischer Keochsalzlosung unbeabsichtigt mit desti-
liertem Wasser vorgenommen sein, so geniigh die Menge Kochsalz in dem
einen Tropfen X,o-Suspension, der den Serumverdiinnungen von 1 cem zu-
gefiigt wird,- vollkommen zur Auslosung der Agglutination. Dem entspricht
auch die Berechnung: 1 Tropfen der X 4-Suspension in physiologischer Koch-
salzlosung wird dann mit 1 cem Serumverdiinnung in destilliertem Wasser
=20 Tropfen verdiinnt, es entsteht aus der 0,8 prozentigen NaCl-Losung

. 9lso 1 cem einer 0,04 prozentigen Lésung oder eine Verdiinnung des Koch-
salzes 1:2500. Dabei ist die in dem Serum nativ enthaltene Menge, die bei
stirkeren Serum-Konzentrationen nicht einmal ganz unbedeutend ist, nicht
beriicksichtigt. Ein Blick in unsere Tabelle lehrt ohne weiteres, daf} die Koch-
salzkonzentration 1: 2500 noch lingst zur Auslésung der Agglutination aus-
reichend ist, was auch durch einen dementsprechenden Versuch bestitigt
wurde. Stellt man nimlich eine Fleckfieberserumverdiinnung 1:500 mit
destilliertem Wasser her und gibt dazu einen Tropfen . gewohnlicher Xi,-
Suspension in NaCl-Losung, so tritt komplette Agglutination nach zwei
Stunden ein; sie unterbleibt nur, wenn auch die X;4-Abschwemmung mit
destilliestem Wasser hergerichtet war. Nur dann kana der Kochsalzmangel
die Rolle einer Fehlerquelle spielen. Ganz hnlich liegen die Verhiltnisse bei
der Typhusbazillen-Agglutination durch Immunserum, nur da8 hier die mindest
erforderliche Kochsalzkonzentration etwas hoher zu liegen scheint (1: 8000);
jedenfalls sind aber auch nur minimale Mengen von Kochsalz zur Ausflockung
erforderlich.
24¢
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Von weiteren Stoffen, die wir noch in ihrem EinfluB auf die Agglutina-
bilitit der X;,-Bazillen untersucht haben, sei noch der Alkohol erwihnt.
Fallende Mengen von Alkohol (1:50 bis 1 :2000) der frischen X,,-Sus-
pension zugegeben, hatten keinerlei storenden Einfluf auf die Agglutina-
bilitat der X,,-Bazillen. Alkohol schidigt also die Agglutination nicht..
Deshalb haben Bien und Sontag (15) sogar ein Dauerdiagnostikum her-
gestellt, das 33 Prozent absoluten Alkohol enthilt.

Zusammenfassung:

1. Nach unseren Versuchen kinnen Spuren von Sublimat (1/,9000 bis
Y 0000)s geringe Mengen von Phenol, Formalin die Agglutinabilitiit der X4
Bazillen im "Gegensatz zu Typhusbazillen vermindern oder vollkommen
aufheben. Soda und Natronlauge storen die Reaktion, indem sie das Agglu-
tinogen selbst (die Bazillenleiber) angreifen. Kochsalz ist zur Agglutination
nur in geringsten Mengen erforderlich, Alkohol stort die Reaktion nicht.:

2. Die benutzten Pipetten, Reagenzglaser usw. diirfen daher nicht in
Sublimat- oder Phenolbehilter gebracht werden, auch nicht mit Siuren
oder anderen starkwirkenden Substanzen in Berithrung kommen, da Siuren
noch in starker Verdiinnung eine unspezifische Agglutination vortiduschen.
Es.empfiehlt sich, die zur Weil-Felix-Reaktion gebrauchten Gegenstiinde
besonders reinigen zu lassen; jedenfalls getrennt von den iibrigen bakterio-
logischen Geriten. Es geniigt einfaches Auskochen in Wasser und Troeknen
im Trockenschrank. Pipetten kinnen mit Alkohol und Ather behandelt
werden. ,

3. Mit Riicksicht auf die Agglutinabilititsschwankungen ist bei Ver-
wendung der lebenden X,,-Bazillen zur serologischen Diagnose des Fleck-
fiebers stets ein positives Serum als Kontrolle mitzubenutzen, dessen Titer
gegen X,, bekannt ist. Man wird dann vor groben Fehlern, die einmal durch
volliges Versagen des Stammes entstehen kinnen, gesichert sein.

IL. Vergleichende Untersuchungen mit lebenden und abgetiteten
X,,-Bazillen an Fleckfieber- und anderweitig Kranken.

Tm Vorangegangenen wurde bereits festgestellt, daB die auf 60° und
dariiber erhitzten X,,-Bazllen ihre Agglutinabilitédt nicht so leicht durch
#uBere Schidigungen einbiifen, wie die lebende Kultur. Selbst 1 Prozent
Sublimat, 2 Prozent Formalin und Phenol beeintrichtigen die Agglutina-
bilitat der erhitzten X,,-Bazillen nicht. Es liegt daher sehr nahe, zur Aus-
schaltung der nicht immer itbersehbaren Fehlerquellen die erhitzte X,
Kultur an Stelle der Irisch abgeschwemmten zu benutzen.
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Csépai hat zuerst anf die besondere Eignung der erhitzten X,4-Bazillen
zur serologischen Diagnose aufmerksam gemacht und danach unabhangig
von ihm Sachs und Sechiff,
Die Brauchbarkeit der erhitzten Bazillenabschwemmungen im Vergleich
zur frischen Kultur sollte nun an einem griferen Material untersucht wer- .
den. Csépai hat seine Dauersuspensionen durch zweistiindiges Erhitzen auf
60 bis 63° Sachs durch einstiindiges Erhitzen auf 80, Schiff durch Er-
hitzen 2 bis 30 Minuten lang auf 100° hergestellt. Zunsichst sollte an einigen
sicheren Fleckfieberseren gezeigt werden, ob Unterschiede in der Agglutina-
bilitét der nach obigen Angaben bereiteten Suspensionen bestehen unter Ver-
gleich mit einer frisechen X4 Kultur. Die Abschwemmungen waren simtlich
50 hergestellt, dal 18 bis 24stiindige Schrigagarkulturen mit 2 eem 0-5 Pro-
zent Phenol enthaltender, physiologischer Kochsalzlosung abgespiilt und

2stiindigem (a), 8stiindigem (b) und 20 bis 24stiindigem (¢) Aufenthalt der
Rohrechen im Brutofen.

Ein hochwertiges Fleckfieberserum, austitriert mit frischen und erhitzten
X,,-Bazillen.

Tabelle VIL

Fleck- | il

fieber- - | X,, frisch 60—63° ; 80° 100°

serum [ | i !
Ver- i 1

dinnung| @ b 1 e a b e a b | e a b e
1 cem ‘ i } N »
"s00 +4+ +++i+++;l+++ F4+4 |+ A A
L T et e e e o i ol o el b B S e e e e e e sl & E S B S
Yswo it 4+ R 2 R R
Yowo HAHFHbAE -+ ] =+ b —
112500 =+ +++I+++ —_ — -+ = — | — + |44+
25400 — + | =% — — + — — + — — i+
1/b:l?O(] - - [ — ! —_— it —_— 1 -_ —— —_— — —— j:
NaCl — — ! — ] - — — ‘ — - - — - -

samer ein, hat auch naeh 8 Stunden ihren Héhepunkt noch nicht erreicht,
wohl aber nach 24 Stunden; die auf 100° erhitzte Suspension ist um diese
Zeit sogar noch um eine Stufe weiter agglutiniert als die iibrigen Suspen-

Es handelt sich in Tabelle VII um vin sehr hochwértiges Serum (Titer
1:25600+). Die Agglutination mit den erhitzten Suspensionen tritt lang-

sionen. Im iibrigen stimmen die Werte gut iiberein. Es diirfte sich im wesent-

lichen gleich bleiben, mit welcher Modifikation man arbeitet: das entschei-

dende Moment ist nur, da die zur Herstellung des Diagnostikums ben,,;zte
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Kultur an sich gut agglutinabel ist und dic Temperatur, bei der d'e Erhitzung
vorgenommen wird, itber der Abtotungstemperatur des Proteus X,oliegt, also
mindestens 60° betrigt, besser noch etwas iibersteigt. Dal die Agglutination
mit den erhitzten Suspensionen etwas langsamer eintritt, ist ein gewisser
Nachteil gegeniiber der frischen Kultur; dafiir ist die Reaktion aber meist
auch in den stirksten Verdiinnungen mit der erhitzten Suspension deutlicher
und leichter zu erkennen. Zu dhnlichen, aber nicht ganz so giinstigen Resul-
taten sind auch Werner und Leoneanu (16) bei Benutzung der auf 80°

GEORG WOLFF:

erhitzten Bazillen gekommen. Das Verhalten derselben Suspensionen gegen--
iiber einem anderen Serum ist in Tabelle VIII aufgezeichnet.

_ Tabelle VIIL
Ein weiteres Ileckfieberserum, austitriert mit frischen wund erhitzten

X, ,-Bazillen.

Fleck- I

fieber- X,, frisch 62° i 800 1000

gserum I . | —
Ver- . [

dinnung| e b c b ¢ b ¢ @ b ¢
leem : I .
Yoo |+ |+ +4 |+ At = |t
Yhooo i+t +F |+ + | e o e s o B B ot o e o
Yoo | ++ |+ ++ A+ —
Yoo [+ +H+ 4+ ++H -+ +4H A = At
Yoo ||+ |[FAFFEAD A+ oot e o e e e
/18000 — + £ I - + +-+ + ++ | — + ++
NaCl | — | — | — ! - - — - =] = =

Auch hier gutg Ubereinstimmung; die erbitzzen Suspensionen geben
alle wm eine Stufe weiter als die frischen. Nach 2 Stunden ist aber mit diesem

Serum und erhitzten Bazillen iiberhaupt noch keine Agglutination einge-

treten, Die einzelnen Seren verhalten sich darin nicht immer ganz gleich;

im endgiiltigen Resultat bestehen aber kaum je Unstimmigkeiten zwischen
lebender und erhitzter Kultur, nur da der Agglutinationstiter mit der
letzteren oft verdoppelt ist. Die Verstirkung der Agglutinierbarkeit haf
aber vielleicht einen Vorteil gegeniiber geringwertigen Flecklieberseren,
also im Beginn der Erkrankung, da die Frithdiagnose mittels der Agglutina-
tionsreaktion dadurch erleichtert werden kamn. Im folgenden lassen wir
noch eine Reihe von schwachen und starken Seren folgen, bei denen in
gleicher Weise die Reaktion mit allen vier Suspensionen amgestellt wurde
(vgl. Tabelle IX).
Die Tabelle IX, die zusammen mit den beiden besonders aufgefiihrten
Seren im ganzen 10 verschieden starke Sera von Flecklieberkranken wieder-
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Tabelle IX.
Acht verschieden starke Fleckfiebersera, austitriert mit frischen und
erhitzten Tabellen.

Pleckfieber- ! X,, frisch 62"

serum _
Nr. a b e a 5 | e
853 | + 8200 | + 6400 | + 12800 | + 1600 | + 6400 | + 25600
986 + 3200 | & 6400 | 4+ 12800 ' + §00 | + 6400 | + 12800
ir + 1600 | + 3200 | £ 6400 | + 1600 | 4+ 3200 [ + 6400
925 § £ 400 | + 400 | + 400 | + 100 | + 400 | + 800
960 | + 100 | + 200 | + 400 | + 100 | + 400 | + 800
937 i) + 400 | + 400 ; 4+ 400 | & 200 | + 400 | = 1600
1049 | 4+ 12800 | + 25600 | + 51200 | + 8200 | + 12800 | + 51200
1098 | + 400 | 4 400 | + 4oo-f‘ + 400 | + 800 | 4+ 1600
[
Fleckﬁeber,—'” 809 100°
serum »_ ) H
Nr ' @ | b ' e a b f e
$53 | +1600 | 4+ 6400 | + 25600 | + 1600 | + 6400 |+ 25600
886 . | 1600 | 4+ 6400 | 4+ 25600 | + 1600 | + 6400 |+ 12800
L i + 800 | + 1600 | + 6400 | + 320 | + 6400 | 25600
925 | + 100 | + 400 | £ 1600 | + 50 | + 400 |+ 800
a9 | £.100 | + 400 | + 1600 | + 50 | + 200 |+ 1600
937 }F + 100 | + 400 | = 1600 | + 100 | + 400 |+ 1600
1049 || + 3200 | + 12800 | + 51200 | 4 1600 | + 51200 | +102400()
1098 | 4+ 400 | + 800 | & 1600 | + 400 | 4+ 1600 |+ 1600

@~ Ablesung nach 2 Std., » nach 8 Std., ¢ nach 24 Std,

gibt, zeigt, daB es gleichgiiltig ist, mit welcher der drei erhitzten Sus-
pensionen man arbeitet. Ganz allgemein ist die Reaktion bei allen Dauer-
suspensionen nach 2 Stunden noch nicht so weit wie mit der frischen
Kultur, nach 24 Stunden aber meist bis znm doppelten oder vierfachen
Titer des mit der frischen Aufschwemmung erreichten fortgeschritten.

In einigen Fillen ist die Agglutination mit der auf 100° erhitzten Kultur
noch etwas weiter gegangen, als mit den andern Dauersuspensionen. Da es
aber nicht regelmiBig der Fall ist, dirften hier zufillige Momente eine Rolle
spielen, die teils mit dem Serum, teils mit dem gerade benutzten Stamm gu-
semmenhiingen. Von Wichtigkeit ist aber, daB die Erhitzung des Stammes
auf 100° picht zu kurz andauert. Schiff gibt 2 bis 30 Minuten als gleich-
wertig fiir die Agglutinierbarkeit der X;,-Bazillen an, dabei muB aber min-
destens darauf geachtet werden, da die Suspension tatséichlich im Wasserbad
selbst kocht; sonst reichen zwei Minuten nicht aus, um eine gut agglutinable
Aufschwemmung zu erhalten. Im iibrigen besteht nach meirer Erfahrung
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kein Zweifel dariiber; daB sich mit jeder der erhitzten Suspensionen gute Re-
sultate erzielen und dadurch Fehlerquellen, die in der Veranderlichkeit der
Agglutinabilitdt frischer Kulturen ihren Grund haben, ausschalten lassen.
Die erhitzten Suspensionen, die wir benutzten, wurden etwa alle 10 Tage
neu gemacht; aulerdem wurde zum Vergleich mit einer 3 Monate aufgehobenen
Dauersuspension gearbeitet, ohne dafl eine Verminderang der Agglutinier-
barkeit eingetreten war.

Um noch an einem groferen Material die Brauchbarkeit der erhitzten-
Aufschwemmung im Vergleich mit der frischen, tiglich iiberimpften Kultur
zu priifen, wurden voa Anfang April 1918 an s@mtliche der Untersuchungs-
stelle zur Weil-Feli xschen Reaktion iibersandten Sera gleichzeitig mit der
frischen Kultur und einer nach Csépai auf 60 bis 63° erhitzten, 0-5 Prozent
Phenol enthaltenden X,;-Abschwemmung untersucht. Es wurden im ganzen
296 Sera gepriift, von denen einige demselben Kranken entstammten.

Die Sers gingen uns teils vom Seuchenlazarett, teils von einem am Ort
befindlichen Zivilspital zu. Die Kranken konnten also sténdig klinisch kon-
trolliert werden. Von den Seren waren 144 positiv, die siémtlich klinisch ein-
wandfreien Fleckfieberfillen angehérten. Die Agglutination mit dev erhitzten
Kultur war zwar durchweg etwas langsamer eingetreten, ereichte aber nack
24 Stunden oft das Doppelte der Titerhohe, bis zu der die frische Abschwem-
mung agglutinierte. Die Agglutination wurde nach 2, 8 und 24 Stunden ab-
gelesen. Dabei hat die’erhitzte Suspension, das Dauerdiagnostikum, den Vor-
teil, daB in den starken Serumverdimnungenm bzw. in noch agglutininarmen
Seren die Hiufchenbildung deutlicher ist, gréber im Vergleich zur frischen
Kultur. Darauf hat bereits Sachs hingewiesen. Es entstehen dann bet der
Beurteilung weniger Zweifel, ob es sich um die fiir Fleckfieber spezifische oder-
etwa um eine unkomplette Agglutination handelt, die dann und wann auch
einmal bei anderen Seren auftritt.

Bei dieser Gelegenheit sei gleich bemerkt, daB die unspezifischen Reak-
tionen mit den erhitzten Bazillen haufiger eintreten als mit den lebenden..
Unter den eingesandten Seren befanden sich 152, die Nichtfleckfieberkranken
entnommen waren, teils absichtlich, teils unter den zur Weil-Felix-Reaktion
cingesandten befindlich. Es ist kein Zweifel, dall die erhitzten X,,-Bazillen.
gegeniiber den im Fleckfieberserum enthaltenen Agglutininen empfindlicher
sind als die lebenden Bazillen; dasselbe ist aber auch der Fall gegeniiber den.
Normalagglutininen anderer Sera. Nun ist zwar die Art dieser unspezifischen
Agglutination eine ganz andere; sie ist nie komplett, die Haufchen sind sehr
fein, oft nur mit der Lupe deutlich erkennbar, die Flissigkeit dazwischen
ist nie geklirt, sondern auch nach léingerem Stehen wolkig getriibt. Zudem
tritt die unspezifische Reaktion meist erst nach 24 Stunden in Verdiinnungen,
die 1:100 ibersteigen, anf. Die unspezifischen Agglutinationen sind alse
im allgemeinen gut von den spezifischen Fleckfieberreaktionen zu untetr-
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scheiden; immerhin darf man sie aber nicht ganz vernachlissigen, da sie
gelegentlich auch dem KErfahrenen Zweifel verursachen konnen. Kinzel-
heiten zeigt Tabelle X, in der 50 Kontrollsera aufgefithrt sind, die in der
Reihenfolge, in der sie der Untersuchungsstelle zugingen, mit frischer und
abgetoteter Kultur zum Vergleich untersucht wurden. ‘

Die Tabelle X umfaft 50 Sera von Kranken, die nicht an Fleckfieber
-erkrankt waren und nach der Anamnese auch frither keine darauf deutende
Infektion iiberstanden hatten. Trotzdem wurde feine Agglutination bei
einer Reihe von Fillen beobachtet, mit dem frischen Stamm nach 2 Stunden
6 malin Verdiinnung 1:50 und 1 malin Verdiinnung 1:100; miv der erhitzten
Suspension ging der letztere Fall (Serum Nr. 143) nach 2 Stunden sogar bis
1:400inkomplett und ganz fein. Nach 8 Stunden (b) und nach 24 Stunden (¢)
sind Mitagglutinationen bis zur Verdiinnung 1:100 und dariiber noch in
einer ganzen Reihe von Fiéllen eingetreten; nach 8 Stunden mit dem frischen
Stamm 3 mal, mit dem erhitzten 9 mal, nach 24 Stunden mit dem frischen
Stamm 9 mal, mit dem erhitzten 17 mal. Ein Blick auf die zu diesem Zweck
_ wiedergegcbene Tabelle lehrt am anschaulichsten, daff die nichtspezifischen
Agglutinationen mit erhitzter X -Aufschwemmung entschieden hiufiger
sind als mit dem lebenden, frischen Stamm. Mit der gesteigerten Empfind-
liehkeit der erhitzten Suspeusion gegeniiber Fleckfieberagglutininen geht
also auch die Zunahme der Agglutinabilitat gegeniiber Nichtfleckfichersera
parallel. Liest man die Reaktion nach 2 bis 3 Stunden fiir den klinischen
Gebrauch ab, so wird auch bei Benutzung erhitzter Bazillen kaum ein Fehler
vorkommen, wenn man die komplette Agglutination in Verdiinnung 1:200
erst als beweisend fiir Fleckfieber, in Verdiinnung 1:50 und 1:100 als fraglich
bezeichnet und letztere noch einmal.wiederholen l#8t. Aus dem Verhalten
des Titers wird dann ohne weiteres in jedem Fall der richtige Schlul gezogen
werden konnen.

Unter den 50 Fillen dieser Tabelle findet sich nur einer (Serum 143),
bei dem unter richtiger Einhaltung der Versuchsanordnung ein Fehler mog-
lich gewesen wire. Es handelt sich um einen Fall von Paratyphus B mit
sehweren Lungenerscheinungen. Die Reaktion war nach 2 Stunden mit dem
frischen Stamm 1:100, mit dem erhitzten 1:400, nach 8 Stunden 1:400
bzw. 1:800 positiv; die Agglutination fein und inkomplett. Bei Benutzung
des frischen Stammes war auch hier kein Fehler moglich; das Resultat
wurde als fraglich bezeichnet. Mit der erhitzten Suspension hitte die Hohe

des erreichten Titers irrefithrend wirken Konnen, wenn auch die Ausflockung
~ ganz feinkornig war. Die Reaktion wurde nach einigen Tagen wiederholt
und fiel, wie ein Blick auf die Tabelle zeigt, vollkommen negativ nach 2 Stun-
den mit beiden Suspensionen, nach 8 und 24 Stunden in Verdiinnung 1:50
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positiv mit dem frischen, 1:100 mit dem erhitzten Stamm aus. Ein Irrtum
war also auch hier nach der Wiederholung nicht mehr miglich; wie die
gleichzeitig angestellte Widalsche Reaktion auf Typhus, Paratyphus A
und B (siche Tabelle) zeigt, handelt es sich um einen Organismus, der infolge
der Infektion mit Paratyphus B-Bazillen iiberhaupt viele Nebenagglutinine
gebildet hatte, darunter auch solche fiir den Proteus X,

Hornemann (17), Tsehipeff und Fiirst (18) haben schon darauf auf-
merksam gemacht, daB besonders Sera von Paratyphuskranken nicht selten
eine Agglutination mit dem Proteus X4 geben. Unter den untersuchten 152
Kontrollfillen befindet sicheine Reihe frischer Paratyphus A- und B-Fille, bei
denen die Bazillen im Blute, mittels Galle angereichert, nachgewiesen waren.
Das Ergebnis der X,,-Agglutination mit diesen Seren ist in der Tabelle XI
noch einmal iibersichtlich zusammengestellt.

Aus dieser Zusammenstellung, die 19 Félle von Paratyphus B und 11 Fille
von Paratyphus A umfaBt, geht hervor, daB nicht so selten im Serum Para-
typhuskranker Agglutinine fiir den Proteus X,, gebildet werden. Von den
30 Seren Paratyphuskranker gaben insgesamt eine unspezifische Aggluti-
nation in Verdiinnung 1:160 oder dariiber

mit der frischen X, -Suspension mit der crhitzten
nach 2 Stunden 4 5
nach 8 Stunden b) : 9
nach 24 Stunden 9 .18

Der fiir Fleckficber als beweiskriiftiz angesehene Titerwert von 1:200
wurde nach 2 Stunden mit der frischen Bazillenaufschwemmung in keinem
Fall erreicht, mit der erhitzten zweimal (Serum 143 und 203). Bei lingerem
Stehenlassen der Rohrchen traten mit der frischen wie mit der erhitzten
Suspension Nachagglutinationen ein, die &fter Werte von 1:400, einmal
sogar 1:800 erreichten. Diese unspezifischen Reaktionen wurden hiufiger
bei Paratyphus B als bei Paratyphus A beobachtet.

Von den 152 Kontroliseren gaben im ganzen (einschlieBlich der 50 in
Tabelle X angefiihrten und der 30 Paratyphussera) eine unspezifische Agglu-
tination in Verdiinnung 1:100 oder dariiber -

wit der frischen X,,-Suspension mit der erlitzten
nach 2 Stunden 4 )
nach 8 Stunden 6 18
nach 24 Stunden 21 37

Der Titerwert 1:200 wurde nach 2 Stunden mit der frischen Suspension
in keinem Fall, mit der erhitzten zweimal erreicht (vgl. vorher). Es haben
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also nur Sera Paratyphuskranker unter der Gesamtzahl der 152 Kontrollen
derartige Werte erreicht. Umso mehr muB daran festgehalten
werden, die Agglutination mit erhitzten Suspensionen in
Verdiinnung 1: 200 nur dann fiir Fleckfieber als beweiskriftig
anzusehen, wenn das Resultat nach lingstens 2 bis 3 Stunden
abgelesen wird. Mit dem frischen Stamm kann dabei nie ein Fehler ge-
macht werden, mit dem erhitzten nur, wenn man die feinflockige unspezi-
fische Ausflockang von der grobflockigen, aus ,,Fetzen und Brocken“
[Oettinger (19)] bestehenden Fleckfieberagglutination nicht zu unter-
scheiden gelernt hat.

Die Paratyphusbazillen haben auch kulturell mit den Proteusbazillen
eine gewisse Ahnlichkeit. (Paratyphus- und Proteusbazillen bilden Gas in
Traubenzucker, rioten die Lackmusmolke zundchst, Paratyphus B- und
Proteusbazillen rufen dann nach 48 Stunden einen deutlichen Farbenum-
schlag hervor; alle drei lassen Milehzucker in Barsieckowscher Nihr-
ldsung unveréindert und konnen, abgesehen von der Verfhiissigung der Gelatine
durch Proteusbazillen schnell nur durch ihr differentesr Verhalten gegen-
iiber Mannit kulturell unterschieden werden. Mannit in Barsiecko wscher
Néhrlgsung bleibt vom Proteus unbeeinflufit, wihrend Paratyphus A-Ba-
zillen ihn unter S#urebildung, Paratyphus B-Bazillen unter S#ure- und
Gasbildung zerlegen [Wollf (20)]. Eine Mitagglutination infolge Verwandt-
schaft gewisser Antigenbestandteile der beiden Bazilleparten scheint uns
bei den paratyphisen Erkrankungen das Wahrscheinlichste, nicht etwa
eine Mischinfektion.

Neuerdings hat Popoff (21) behauptet, ,daf die Agglutinationsreak-
tionen fiir die Differentialdiagnosestellung der Eberth schen, paratyphosen und
der Fleckfiebererkrankungen nicht zu verwerten sind. Diese Reaktionen
zeigen sehr oft so groBe und so unerwartete Schwankungen, dafl die wenigen
Fille, in welchen ihre Resultate tatsiichlich mit den klinischen Feststellungen
zusammenfallen, nicht mafigebend fir ihre diagnostische Verwendung sein
konnen®. Mag diese Behauptung auch fiir die Seradiagnostik des Typhus
und Paratyphus eine gewisse Berechtigung haben, da infolge der haufigen
Schutzimpfungen wihrend des Krieges die Gruber-Widalsche Reaktion an
diagnostischem Wert: verloren hat, so trifft sie hinsichtlich der Bemteilung
der Weil-Felixschen Reaktion fiir die serologische Diagnose des Fleckfiebers
l_i_eineswegs zu und stellt jedenfalls ein Novum unter de: groflen Zahl kritischer
Auflerungen fiber den praktischen Wert dieser Agglutinationsreaktion dar.-

Im vorstehenden wurde gezeigt, daB es bei richtiger Methodik im all-
gemeinen méoglich ist, die durch die Sera Paratyphuskranker verursachten
Mitagglutinationen auszuschalten, wenn auch zugegeben werden muB, daf die
Beurteilung eines solchen Serums gelegentlivh Schwierigkeiten machen kann.

Weiter macht Popoff den Einwand, gestiitzt auf Untersuchungen von
Miihlens und Stojanoff(22), dali Fleckfiebersera nicht nur den Bazillus
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X,s, sondern auch wiederum Typhus- und Paratyphusbazillen so hiufig mit-
agglutinieren, daB der Wert der Weil-Felixschen Reaktion auch dadurch
problematisch wird. Auch dieser verschiedentlich erhobene Einwand erscheint
nicht gerechtfertigh, wenn man die Sera bis zum Endtiter auswertet. Nach-
stehend (Tabelle 12) einige Fleckfiebersera von nicht gegen Typhus geimpften
Patienten der .Zivilbevolkerung, austitriert gegen Xy4-, Typhus- und Para-
typhusbazillen, deten Zahl wir beliebig erhéhen konnten.

‘Tabelle XII.
10 Fleckfiebersera, nicht gegen Typhl_ls schutzgeimpften Patienten ent-
stammend, austitriert gegen X,,-, Typhus- und Paratyphushazillen.

Fleckfieber- X Typhusbazillen
serum b
Nr. a b e | a b ¢
853 4 -+ 3200 ) 4 6400 ) - 12800 + 50 - + 50 + 100
686 ' ~+ 8200 | + 6400 | - 12800 + 100 + 100 <+ 200
II i| 4+ 1800 | 4+ 3200 | 4+ 6400 - — —
925 4+ 400 | + 400 | + 400 + 50 + 50 -+ 100
969 4+ 100 | + 200 | 4+ " 400 — _— —
1049 -+ 12800 | -+ 25600 | 4~ 51200 + 100 + 100 + 200
1074 ‘ + 1600 | -+ 1600 | 4+ 8200 \ -4- 50 -+ 50 + 100
1096 u + 400 | 4 800 | + 800 | + 50 + 100 4 200
1098 |+ 400 | 4+ 800 | 4+ 800 ; -+ 50O 4+ 50 4 500
1102 % -+ 12800 | + 25600 | -+ 25600 + 50 -+ 100 -+ 400
Fleckfieber- Paratyphus A-Bazillen Paratyphus B-Bazillen
gerum —
Nr. o b e @ b ! c
8563 — — — —_ — ‘ -
.686 — — — + 50 + 50 + 50
I — —_ — — — —
925 — — — — — -
969 — — — — — —
1049 — — -—_ — — —
1074 ¢ — + 50 + 50 + 50 + 50 + 50
1096 i — — + 100 — + 50 + 100
1098 — - + 100 | — + 50 + 100
1102 — - e + 50 + 200

Es ist gewiB, daB bei Typhusschutzgeimpften, die an Fleckfieber er-
kranken, eine hohere Ausflockung der Typhus- und Paratyphusbazillen be-
obachtetist. DaB bei fieberhaften Erkrankungen eine alte Widalsche Realtion
wieder sticker positiv werden kann, ist schon dfter mitgeteilt worden, unter
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anderen [Meinicke (23), Paneth und Schwartz (24),.Cancik (25), Mih-
lens und Stojanoff (a.a.0.), Zlocisti (26), Elkeles (27)] auch von
Weil und Felix (28) selbst, gleich im Begmn ihrer Entdeckung. Diese Mit-
agglutmatlonen konnen aber kaum je die primire Bedeutung der Xn Ag-
glutmatlon in Frage stellen, die beim “Fleckfieber Titerwert erreicht, wie wir
sie von anderen Immumtatuea.khonen kaum kennen.

Wigen wir die Vorteile und Nachteile bei Benutzung der frischen und
erhitzten Kultur zur Anstellung der Weil-Felixschen Reaktion ab, so diirfen
wir wohl sagen, daB sich die erhitzten Bazillen gut verwenden lassen. Die
so hergestellfe Dauersuspension ist lingere Zeit haltbar und mindestens so
gut agglutinabel wie der frische Stamm. Uberall da, wo man ein gut ein-
gerichtetes Laboratorium nicht zur Verfigung hat, also zum Gebrauch auf
einer vom Laboratorium weit entfernten Seuchenstation oder an abge-
legenen Orten bei Expeditionen u. dgl. wird man die Dauersuspension gut
gebrauchen kinnen; aber auch im Laboratorium dann, wenn man nicht
imstande ist, die oft uniibersehbaren #uBeren Einfliisse za beseitigen, die
die Agglutinabilitit der frischen X,q-Kultur von einem Tag zum anderen
verindern konnen, wie im ersten Teil dieser Arbeit ausgefithrt wurde. Der
gro3en Unsicherheit infolge Versagens des frischen Stammes, die durch die
in ihrer Agglutinabilitit immer gleich bleibende erhitzte Suspension aus-
geschaltet wird, steht als Nachteil der erhitzten Bazillen das langsamere
Eintreten der Agglutination und die groBere Empfindlichkeit auch gegen
unspezifische Sera gegeniiber,

Zusammenfassung:

1. Die Dauersuspensionen nach Csépai, Sachs und Schiff, die durch
Erhitzen der Xg-Bazillen auf 60 bis 63, 80 und 100° unter Zugabe von
0-5 Prozent Phenol gewonnen werden, erwiesen sich bei Untersuchung von
144 Fleckfiebersera als mindestens so gut agglutinierbar wie die frische
Suspension. Meist iibertreffen sie aber deren Agglutinabilitit sogar um das
Doppelte bis Vierfache. Untereinander weisen sie keine nennenswerten
Differenzen auf,

2. Die Agglutination tritt mit den erhitzten Bazillen langsamer ein,
ist aber meist nach 2 bis 3 Stunden, immer nach 8 Stunden deutlich erkenn-
bar. Die Agglutination selbst ist grobklumpiger und infolgedessen besonders
in den starken Serumverdiinnungen, bzw. in noch agglutininarmen Seren
leichter zu erkennen als die Haufchenbildung der lebenden Kultur.

3. An 152 Sera Nichtfleckfieberkranker, darunter 30 Sera Paratyphus-
kranker, wurde dic Reaktion gleichzeitig mit lebenden und mit erhitzten
Bazillen kontrolliert. Von diesen zeigten vier Sera von Paratyphuskranken
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mit lebender, fiinf Sera mit erhitzter Suspension inkomplette Aggluti-
nation in Verdiinmung 1:100 schon nach 2 Stunden, wahrend nach 8 und
24 Stunden noch in einer ganzen Zahl derartige unspezifische Mitaggluti-
nationen eintraten, mit der erhitzten Kultur 6fter als mit der lebenden.
Der Titerwert von 1: 200 wurde nach 2 Stunden mit der frischen Bazillen-
aufschwemmung in keinem Fall, mit der erhitzten zweimal erreicht.

4. Die unspezifischen Reaktionen lassen sich durch Einhaltung genauer
Ablesungszeiten und durch Beachtung von Mindesttitern ausschalten.
Komplette Agglutination in Verdiinnung 1: 100 nach 2 bis 3 Stunden macht
die Diagnose Fleckficher wahrscheinlich; ein Agglutinationstiter von 1: 200
kann in allgemeinen als beweisend fiir Fleckfieber angesehen werden. Mit
Riicksicht auf das gelegentliche Vorkommen solcher Titer, insbesondere.
bei Paratyphus, zumal wenn man die erhitzten Bazillen benutzt, sind
jedoch Reaktionen, die nur bis zu dem angegebenen Werte gehen, nach
einigen Tagen zu wiederholen. Ein gut geiibter Beobachter wird allerdings
solche unspezifischen Reaktionen in der Regel als nicht vollig komplett
von echter Fleckfieber-Agglutination unterscheiden kinnen. Eine zweite
Ablesung ist in jedem Falle am néichsten Tage vorzunehmen.

. Durch Verwendung der erhitzten Bazillen werden die Fehlerquellen
ausgeschaltet, die durch Schwankungen in der Agglutinabilitiat der frischen
Kultur entstehen konnen. Die erhitzten Bazillen sind infolge Fortfalls
des thermolabilen Hemmungskorpers (Csépai) immer gleichmafig ag-
glutinabel, die lebenden nur dann, wenn man die zahlreichen hemmenden
Einfliisse (siehe Teil 1) fernhalten kann; die Abschwemmungen erhitzter
Bakterien sind nach der Herstellung auf ihre Agglutinabilitit zu priifen und
konnen dann mehrere Wochen benutzt werden.
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