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Encarregados do preparo do soro anti-
pestoso no Instituto, ocorreu-nos verificar
uma questao, que ha muito se debate, qual
a da secregao de toxina por parte do baci-
lo da peste.

Em baldes de FERNBACH, com caldo
simples lijeiramente ¢ Icalino ou neutro semeia-
mos bacilo da peste cuja virulencia se man-
tem em inoculagoes quinzenais em cobaia ou
rato e mantivemol-os durante 30 a 45 dias
em temperatura ambiente ou na estufa a 35
ou 37 graos. Em prazos diversos 1, 3, 8, 14,
20, 30 e 45 dias filtramos em papel CHAR-
DIN e em velas BERKEFELD e CHAMBER-
LAND F, pequenas quantidades da cultura e
inoculamos por via venosa em rato. Quando
filtradas em papel, os animais inoculados mor-
riam em prazo variavel, revelando a necropse
bacilos da peste no ponto inoculado; quando
em vela, nao s6 resistiam os animais, mas
ainda, nao se mostravam imunes a posterior
inoculagao de germe vivo. MARKL, (1898) en-

Der Umstand, dass ich im hiesigen In-
stitute mit der Herstellung des Pestserums
beauftragt bin, veranlasste mich zum Studium
einer viel debattierlen Frage, naemlich der
Sekretion von Toxinen durch den Pestba-
zillus.

Ich nahm FERNBACHSsche Ballons mit
einfacher neutraler oder schwach alkalischer
Bouillon und impfte sie mit Pestbazillen,
deren Virulenz durch zweiwoechentliche Pas-
sagen durch Meerschweinchen oder Ratten
unterhalten wird; die Kulturen blieben 30-45
Tage bei Zimmertemperatur oder in einem
Bruetschrank von 35-370. Jeweilen nach 1,
3, 8, 14, 20 30 und 45 Tagen wurden kleine
Quantitaeten der Kultur durch CHARDIN-
sche Papierfilter oder Filterkerzen (BERKE-
FELD und CHAMBERLAND F) filtriert und
Ratten intravenoes injiziert. Bei Papierfiltration
starben die geimpften Tiere nach wechselnder
Frist und zeigten bei der Sektion am Orte
der Impfung Pestbazillen; bei Anwendung



{retanto, consegue matar ratos, em 24 horas,
com 0,05 cc. de filtrado de cultura de quatro
semanas e em 48 horas, com 0,005 cc. de cul-
tura de 48 horas. Aquecido a 70 graos, per-
de o filtrado a toxidez para camondongo, man-
tendo-a para rato, cobaia e coelho. A produ-
cao de antitoxina em animais inoculados com
toxina aquecida fez o autor acreditar na exis-
tencia de 2 toxinas no filtrado.

Em outro ensaio, inoculamos em rato de
peso aproximado de 100 gr. filtrado em ve-
la CHAMBERLAND de culturas de um mez,
em meio preparado, adicionando a 500 cc.
de caldo neutro ou alcalino 150 de soro de
cavalo, aquecido a 56 graos, mantendo um dos

baldes de FERNBACH no armario do labo-
ratorio e outro em estufa a 37 graos. Dos ratos

inoculados, morreu um em 2 dias com forte
edema hemorajico no ponto de inoculagao.

A ausencia de germes no edema fez-nos
pensar em acao especifica do filtrado, hipo-
tese esta afastada apds inoculacio de doses
decrecentes, desde 2cc. até 0,1cc. do mesmo
material em nova serie de ratos, que se man-

tiveram todos vivos.

De posse destes resultados, semeiamos
outros baloes de FERNBACH, contendo cal-
do neutro e quantidades variaveis de carbo-
nato de sodio cristalisado, 1--2—-3—4 grs. por
litro. O contetido de cada um destes balOes
filtrado apds vinte dias, um mez ou quaren-
ta dias de permancncia em temperatura am-
biente e inoculado cerca de 1 cc. em ratos
de 100 grs de peso, por via subcutanea, mos-
trou-nos que, ainda desta vez, nao tinhamos
conseguido toxina pestosa livre no caldo.

Em outra serie, adicionamos ao caldo neu-
tro doses crecentes de sulfato de sodio, des-
de 1 até 10 grs. por litro, mantendo os baldes
em temperatura ambiente e na estufa a 37
graos. Ainda desta vez, as inoculagOes em ra-
tos foram por via subcutanea. Dos inoculados
com o filtrado de cultura, contendo 6 a 8 grs
por litro, morreram alguns, 3 a5 dias depois,
sem que da necropse se pudesse tirar conclu-
sao. Repetidas inoculacées com doses decre-
centes deste material provaram-nos nao exis-
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von Kerzen blieben die Tiere nicht nur am
Leben, sondern zeigten auch gegen eine
spaetere Impfung mit lebenden Bazillen keine
Immunitaet. Dagegen konnte MARKL [1898]
Ratten binnen 24 Stunden mit 0,05 Kzm. und
binnen 48 Stunden mit 0,005 Kzm. Filtrat
einer vier Wochen alten Kultur toeten. Aut
700 erhitzt verlor das Filtrat die Giftigkeit
fuer Maeuse, waehrend eine solche fuer
Ratten, Meerschweinchen und Kaninchen fort-
bestand. Die Bildung von Antitoxin bei den
mit Toxin geimpften Tieren liess den Autor
die Existenz zweier Toxine im Filtrat an-
nehmen.

Bei einem anderen Versuche impfte ich
eine za. 100 Gramm schwere Ratte mit durch
CHAMBERLANDsche Kerzen filtrierten,
einen Monat alten Kulturen; das Naehrme-
dium bestand aus 500 Kzm. neutraler oder
leicht alkalischer Bouillon mit 150 Pierdese-
rum, wobei ein Ballon im Laboratoriumssch-
ranke, ein anderer bei 370 aufbewahrt wurde.
Von den geimpften Ratten starb eine nach
zwei Tagen mit starkem haemorrhagischem
Oedem der Impfstelle.

Das Fehlen von Keimen an der Impfistel-
le liess mich an eine spezifische Wirkung des
Filtrates glauben; indessen wurde diese
Annahme durch eine neue Versuchsreihe wi-
derlegt, bei welcher absteigende Dosen von
2.0—0,1 Kzm. auf Ratten uebertragen wurden,

welche alle am Leben blieben.
Im Besitze dieser Resultate impfte ich

neue Ballons, welche neutrale Bouillon mit
wechselnden Mengen krystallisierten Natrium-
karbonates (1,2,3 und 4 Gramm pro Liter)
enthielten. Nach einem Wachstum von 20,30
oder 40 Tagen bei Zimmertemperatur wurde
der Inhalt dieser Ballons filtriert; eine subku-
tane Verimpfung von je 1 Kzm. auf Ratten
von 100 Gramm Gewicht, zeigte mir dass

auch dieses Mal die Bouillon kein freies To-
xin enthielt.
lei einer weilteren Serie setzte ich zu der

neutralen Bouillon steigende Dosen von Na-
triumsulfat (1,0— 10,0 gr. pro Liter) und liess die
Ballons bei Zimmertemperatur und im Bruet-
schrank bei 370 stehen. Auch diesmal war
die Verimpfung subkutan. Von den Tieren,



tir no filtrado toxina, que com regularidade
matasse ratos ou camondongos.

Nem outro foi o resultado obtido, inocu-
lando filtrado de cultura de 40 dias em tem-
peratura ambiente, em caldo neutro, conten-
do 10 grs.de glicose e 1-2—-4—6-8—10 e
20 grs. de sulfato de sodio por litro. Ainda
desta vez, com o filtrado dos baldes conten-
do 6, 8 e 26 grs de sulfato morreram poucos
dos ratos inoculados, sem que de posteriores
experiencias pudessemos concluir que existi-

sse em alguma das culturas toxina pestosa, |

matando, com regularidade, animais sensiveis.
Depois de procurar, com resultado negafivo,
obter toxina em cultura em caldo soro, con-
tendo 4 e 8 grs. de sulfato de sodio por litro,
em caldo neutro com 50 grs de glicose por
litro e 5a 10 grs. de sulfato de sodio, em cal-
do soro com 5 grs. de glicose e, finalmente,
em caldo soro com 1 a 3 grs. de carbonato
de sodio cristalisado por litro, usando sempre
manter a cultura em balao de FERNBACH,
durante um mez em temperatura ambiente,
passamos a estudar a possibilidade de conse-
guir uma endotoxina de atividade bastante
para dela se poder tirar vantajem no preparo
de um soro. Quer toxina livre, quer endoto-
xina poderiam explicar a forte prostracio e
propensao para hemorajias, que se rejistam
na peste. Das endotoxinas obtidas por pes-
quisadores diversos, algumas se extraem do
bacilo em quantidade diminuta e para elas
nao se tem conseguido formaciao de anticor-
po com poder neutralisante, ao passo que ou-
tras se obtem em quantidade maior e para
elas se tem conseguido imunisoro. BESRE-
DKA extrae de culturas em gelatina emulsio-
nadas em solucio fisiolojica aquecida a 60
graos, durante uma hora, uma endotoxina solu-
vel para o qual produz antiendotoxina. BES-
REDKA recomenda ainda secar no vacio a

emulsao e depois tratar 0,15 grs de germe
por 2 cc. de solucao fisiolojica e 8cc. de so-

ro. Apos uma e meia a duas horas de per-
manencia em temperatura de labaratorio cen-

trifuga-se e no liquido se encontra endoto-
xina capaz de produzir antiendotoxina. LUS-
TIG e GALLEOTI (1897) empregam solucio
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die 6,0-8,0 enthaltendes Kulturfiltrat erhielterr,
starben einige 3—5 Tage spaeter, ohne dass
die Autopsie zu einem Schnlusse fuehrte. Wie-
derholte Uebertragung dieses Materiales in
absteigenden Dosen ueberzeugte mich, dass
das Filtrat kein Toxin enthaelt, welches Rat-

| ten oder Maeuse regelmaessig toetet.

Nicht anders war das Resultat beim ver-
impfen filtrierter Kulturen, die 40 Tage bei
Zimmertemperatur gestanden hatten und aut
einen Liter neutrale Bouillon mit 10 Gramm
Glykose 1,2,4,6,8,10 und 20 Gramm Natrium-
sulfat enthielten. Auch dieses Mal starb nur
ein geringer Teil der mit den 6,8 und 20
Gramm Natriumsulfat enthaltenden Filtraten
geimpften Ratten, ohne dass spaetere Versu-
che gestattet haetten, anzunehmen, dass iIn
den Kulturen ein fuer empfindliche Tiere re-
gelmaessig toedliches Toxin existiere. Nach-
dem ich umsonst versucht hatte, Toxin zu
erhalten, indem ich Serumbouillon mit 0,4
und 0,89/0 Natriumsulfat, neutrale Bouillon
mit 50/0 Glykose und 0,5—19/0 Natriumsulfat,
Serum bouillon mit 0,59/ Glykose und zu-
letzt Serumbouillon mit 0,1 —0,30/00 krystallisi-
erten Natriumkarbonates gebrauchte und die
Ballonkulturen einen Monat lang bei Zim-
merlemperatur hielt, untersuchte ich, ob es
moeglich waere, ein genuegend akiives Endo-
toxin zu gewinnen, um dasselbe bei der Her-
steilung eines Serums mit Erfolg zu gebrau-
chen. Die starke Prostration und Neigung
zu Haemorrhagien, welche bei der Pest beo-
bachtet wird, lics 2 sich ebensowohl durch
ein Endotoxin, als durch ein freies Toxin er-
klaeren. Von den durch verschiedene Unter-
sucher gewonnenen Endotoxin=n, koennen
einige nur in geringen Quantitaeten den Ba-
zillen entzogen werden und es wurde fuer
dieselben kein Antikoerper mit neuiralisieren-
der Wirkung erzielt, waehrend fuer andere,
welche 1n groesserer Menge erhaeltlich sind,
ein Immunserum gewonnen wurde. Aus Ge-
latinekulturen, die in physiologischer Koch-
salzloesung suspendiert und eine Stunde lang

| auf 600 erhitzt wurden, extrahierte BESRED-

KA ein loesliches Endotoxin, fuer welchas
er ein Antiendotoxin herstellte. Er empfiehlt



de potassa a 0,750/ até 10/o para extrair de
uma cultura de 24 horas sobre a qual atua
durante 12 a 24 horas e tratamento posterior
pelo acido acetico do filtrado em papel, uma
nucieoproteina com capacidade imunisante
para 0 homem na dése de 2 a3 mo. e de
1,1 para cada 100 grs.de ratos. A mais im-
portante propriedade das nucleoproteinas no
ponto de vista biolojico e pratico é, justamen-
te a capacidade, que tém de funcionar como
substanciaimunisanteativa. ROWLAND (1911),
da comissdo ingleza para estudo da peste na
India, propoz para extrair do bacilo da peste
uma nucleoproteina com propriedade de an-
tijeno a seguinte tecnica—: Culturas de qua-
tro dias em temperatura de 30 grios sio mor-
tas pelo cloroformio e dos gernies mortos se ex-
frae com solucao fisiolojica uma substancia
de pouco valor toxico e nenhum valor imu-
nisante e com sulfato de sodio, outra, B, bas-
tante toxica, que, inoculada em ratos em do-
se submortal imunisa-os contra posterior ino-
culagao de germe vivo. As propriedades qui-
micas das 2 substancias muito se aproximam.
Posteriormente ROWLAND destruiu os ger-
mes pelo calor, colocando o frasco de cultu-
ra na estuta a 60 griaos pelo espaco de uma
hora. A relacio entre a nucleoproteina obti-
dae a quantidade de germes na cultura, fei-
tas as verificacoes por pesada, é de 1:10. Mais
ativa que o produto de LUSTIG e GALLEO-

Tl e de mais facil preparo imunisa 600/0 dos
ratos com a moculacio de 0,0001 mg. Quan-
do guardada, perde rapidamente a toxidez.
Mais tarde, recomendou como mais constan-
te produto o que denomina TRK e que nao
€ mais que uma mistura de bacilos mortos e
sulfato de sodio, preparada na temperatura
de 37 graos e rapidamente solidificada em cu-
ba com gelo e conservada em fragmentos, em
vidro com rolha de esmeril. Na ocasiao de
se usar disolve-se um fragmento em solucao
salina a 0,859/0 na temperatura de 36 graos,

resfria-se até O grao, para entao filtrar.

O aquecimento a 53 ou 60 griaos pelo
espaco de meia horareduz atoxidez, respetiva-
mente, a um quarto oua um nono.
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auch, die Emulsion im Vacuum zu trocknen
und auf 0,15 Bakteriensubstanz 2,0 physiolo-
gische Loesung und 8,0 Serum einwirken zu
lassen. Nach 1 1/2—2stuendiger Einwirkung
bei Laboratoriumstemperatur findet man in
der Fluessigkeit ein Endotoxin, mit dem man
ein Antiendotoxin gewinnen kann. LUSTIG
und GALEOTTI (1897) gebrauchten eine
0,75—1 o/o ige Kaliloesung, welche 12-24
Stunden auf eine 24stuendige Kultur einwirk-
te, dann durch Papier filtriert und mit Essig-
saeure behandelt wurde, um ein Nukleopro-
tein zu extrahiren, welches beim Menschen
in der Dose von 2—3 Mg., bei der Ratte in
derjenigen von 1,1, fuer je 100 Gramm Ge-
wicht, immunisierend wirkte. Die biologisch
und praktisch wichtigste Eigenschaft der
Nukleoproteine ist gerade ihre Faehigkeit als
aktiv immunisierende Substanz zu funktionie-
ren. ROWLAND, ein Mitglied der englischen
Kommission fuer das Studium der Pest in
Indien, proponierte 1911 die nachfolgende
Tecknik, um aus den Pestbazillen das Nu-

| kleoprotein mit Antigeneigenschaften zu ge-

winnen: Kulturen, welche vier Tage bei
300 gewachsen waren, werden mit Chloro-
form getoetet; aus den toten Bazillen ent-
zieht man mit physiologischer Loesung eine
wenig toxische und gar nicht immunisieren-
de Substanz (A) und mit Natriumsulfat eine
andere (B), welche ziemlich toxisch ist und
Ratten, die eine, nicht ganz toedliche Dose
erhalten hatten gegen eine spaetere Anwen-
dung lebender Bazillen schuetzt. Spaeter
toetete ROWLAND die Keime durch Hitze,
indem er die Kulturflaschen fuer eine Stunde
in einem Bruetschrank bei 600 hielt. Das
Verhaeltnis zwischen dem erhaltenen Nu-
kleoprotein und der Bakterienmasse in der
Kultur wurde durch Waegung auf 1:10 be-
stimmt. Das Produkt ist wirksamer und leich-
ter herzustellen, als dasjenige von LUSTIG
und GALEOTTI; mit 0,001 Mg. kann man
60 o/o der Ratten immunisieren. Beim Aufbe-
wahren verliert sich die Giftigkeit rasch. Als
haltbarer empfahl der Autor spaeter ein Pro-
dukt, welches er TRK nannte und welches
aus einer Mischung von Natriumsulfat und
abgetoeteten Bazillen besteht, welche er bei



De culturas de 48 horas em agar emul-
sionadas em solugdo fisiolojica e mortas pe-
lo calor, cloroformio ou toluol, procurimos
obter uma substancia toxica, que se liber-
tasse do Dbacilo e, inoculando os germes
mortos em ratos e cobaias verificAimos que
ainoculacdo de germes aquecidos a 65 grios;
durante uma hora niao é mortal, concordan-
do este resultado com o da comissio alemi
pare estudo da peste. Cerca de 30 9/o dos
ratos inoculados com bacilos mortos pelo
cloroformio morriam 4 a 5 dias depois.

A tecnica de LUSTIG e GALLEOTI, re-
petida, permitiu-nos obter um produto to-
Xico, que, embora mortal para ratos de 100

grs. de peso, quando inoculado com 1, 3
—1, 5e 2mgs., nao o era para todos os ratos
inoculados e imunizava cerca de 40 /o deles,

quando inoculados com dose submortal, como
seja 0,8mgs.

Nos ensaios para extracae da nucleo-
proteina de ROWLAND [1912] preferimos
destruir pelo cloroformio o0s germes que,
contrario ao que escreve este autor, assim
nos forneceram produto de toxidez mais ele-
vada que o extraido do bacilo peio calor,
porque a temperatura necessaria de 60 grios
diminuia o poder toxico da nucieopro-
teina. MARKL [1898] jd tinha verificado que
bacilo da peste morte pelo cloroformio tem
poder toxico mais elevado do que, quando
morto pelo calor.

O cloroformio da logar 4 formacio de
um produto atoxico instave' e reversivel, que

de novo adquire a toxidez, quando tratado
pelo sultato de sodic. A acdo toxica da nu-
cleoproteina assim obtida diminue rapida-
mente. Procuramos evitar este incoveniente,
secando o produto, sem que assim obtives-
semos resultado mais favoravel. Notimos
ainda que a toxidez da nucleoproteina se
prende a virulencia do germe, assim é, que
durante o correr do trabalho e por motivo
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einer Temperatur von 37 herstellt, in einern
Gefaesse mit Eis rasch erstarren laesst und
stueckweise in Glaesern mit Glasstoepseln
aufbewahrt. Zum Gebrauche wird ein Stueck
in 0,85 o/o Salzloesung bei 360 aufgeloest,
auf 0o abgekuehlt und dann filtriert.

Eine halbstuendige Erhitzung auf 55 oder
600 reduziert die Giftigkeit auf 1/4, resp. 1/9.

Aus 48stuendigen, in physiologischer
Loesung suspendierten und durch Hitze,
Chloroform oder Toluol abgetoeteten Kultu-
ren, versuchte ich elne toxische. Substanz zu
gewinnen, welche aus den Bazillen ausgezo-
gen koennte; bei Verimpfung der toten Kei-
me auf Ratten und Meerschweinchen, kon-
statierte ich, dass auf 650 erhitzte Bazillen
nicht toetlich wirken, was mit den Resulta-
ten der deutschen Kommission zum Studium
der Pest uebereinstimmt. Von den Ratten,
denen mit Chloroform abgetoetete Bazillen
einverieibt wurden, starben 30 o/o 4 -5 Tage

darauf.

Durch Wiederholung der Technik von
LUSTIG und GALEOTTI gelang es mir ein
toxisches Produkt zu erhalten, welches i1n
Dosen von 1, 0—1, 5 oder 2 Mgr. fuer Rat-
ten von 100 Gramm Gewicht zwar toedlich
war, aber nicht immer, waehrend es in sub-
mortaler Dose (z. B. 0,8 Magr.) verimpit,
40 o/o derselben immunisierte.

Bei den Versuchen, das Nukleoprotein
von ROWLAND zu isolieren, zog ich es vor,
die Keime durch Chloroform zu toeten, da
sie mir so—im QGegensatz zu den Angaben
des Autors —ein giftigeres Produkt lieferten,
als die durch Hitze abgetoeteten Bazillen,
weil die noetige Temperatur (60°0) die Toxi-
zitaet des Nukleoproteins herabsetzte. MARKL
stellte schon 1898 fest, dass durch Chloroform
getoetete Bazillen hoehere Giitigkeit besitzen,
als durch tlitze abgetoetete.

Das Chloroform fuehrt zur Bildung
eines atoxischen und reversibeln Produktes,
welches bei Behandlung mit [Natriumsulfat
wieder giftig wird. Die Wirksamkeit des so
erhaltenen Nukleoprotein mimmt rasch ab:
ein Versuch diesem Uebelstande durch
Trocknen abzuhelfen, ergab mir kein besse-
res Resuitat. Ich beobachtete auch, dass die
Giftigkeit des Nukleoproteins von der Viru-
lenz der Keime abhaengt; so ergab sich, als
der Stamm, mit dem ich gewoehnlich arbei-
tete, waehrend dieser Studien (aus Gruender,



independente de nossa vontade o escantilhio
de bacilo, com que habitualmente trabalha-
vamos, deixou de ser inoculado em rato, du-
rante dous mezes, a nucleoproteina, entao
extraida, so matava o animal no prazo esta-
belecido de 48 horas em dése muito mais
alta, que a habitualmente exijida. Com as

sucessivas passajens em ratos, restabeleceu-se
a dose minima mortal, antes verificada.

Damos em seguida alguns ensaios reali-
zados para avaliar do valor toxico e imuni-
sante do produto de ROWLAND.

Bacilo da peste inoculado de 15 em 15
dias em rato, destruicio pelo cloroformio e
extracao pelo sulfato de sodio.

0,05 mg. Vivo

0,1 mg. —+ 24 h,
0,2 mg. -+ 24 h.
0,3 mg. -~ 48 h.
0,4 mg. - 24 h.
0,5 mg. + 24 h.
0,6 mg. + 48 h.
0,8 mg. - 48 h.
1 mg.. vivo.

Em todos os ensaios os ratos inoculados
tinham peso que ocilava entre 95 e 105 gs. e

Os resultados foram verificados apds 48
horas.

INa serie acima a dose minima mortal
Para rato do peso indicado € de 0,1 mg. O
fato de se manter vivo o rato inoculado com
10 doses minimas mortais, explicado pela
menor sensibilidade ou maior resistencia do
animal ao virus reproduziu-se com relativa
frequencia nas diversas series que inoculd-
mos no corréer dos trabalhos.

Nem sempre era esta a ddse minima
mortal verificada, assim €, que em oufra serie
realizada em identicas condi¢cOes a nucleopro-
teina matava animais com dose muito menor:

0,1 mg. -+ 48 h.
0,05 mg. -+ 72 h.
0,04 mg. -~ 24 Db.
0,03 mg. -+~ 24 h.
0,02 mg, Vivo.
0,01 mg. Vivo.
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die nicht von mir abhingen) zwei Monate
lang nicht weiter auf Ratten verimpft wurde,

dass nun das gewonnene Nukleoprotein erst
nach 48 Stunden und in bhoeherer, als der
gewoehnlichen Dose toedlich wirkte. Doch

| beobachtete ich nach einigen Passagen durch

Ratten wieder dieselbe toedliche Minimal-
dose.

Nachstehend fuehre ich einige Versuche
an, welche zur Feststellung der toxischen

und immunisierenden Wirkung des ROW-
LANDschen Produktes angestellt wurden.

Pestbazillen aus 14taegigen Rattenpas-
sagen, mit Chloroform getoetet und mit Na-
triumsulfat extrahiert.

Verimpfte Dosis Resultat

0,05 mgr. bleibt am Leben
0,1 <« -+ binnen 24 St.
0,2 « ot e - 24 «
0,3 « + <« 48 «
04 <« + 24 «
05 =« T < 24 «
0,6 <« e G 48 «
0:3 e T  « 48 «
10 <« bleibt am Leben.

Bei allen Versuchen schwankte das Ge-
wicht der Ratten zwischen 95 und 105 Gramm
und das Resultat wurde nach 48 Stunden kon-
trolliert. In obiger Serie war die kleinste tocd-
liche Dose fuer Ratten von dem angegebe-
nen Gewichte 0,1 Mgr. Die Beobachtung, dass
die, mit der zehnfach toetlichen Dosis geimpfte
Ratte am Leben blieb, erklaert sich aus einer
geringeren Sensibilitaet oder groesseren Re-
sistenz gegen das Virus und wiederholte sich
relativ haeufig bei den verschiedenen Serien,
die ich im Verlaufe meiner Studien impfte.

Dies war auch nicht immer die niedrigs-
te toedliche Dose, die beobachtet wurde; so
toetete bei einer anderen, unter denselben Be-
dingungen beobachteten Serie das Nukleopro-
tein die Tiere in weit geringerer Dose:

0,1 Magr. + 48 ¢«
0,05 « —|—— 12 ¢
0,04 « + 24 «
0,03 « -+ 24 <
0,02 « bleibt am Leben

0,01 < bleibt am Leben
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Nao sO, com raridade se reproduziu este
fato, mas ainda, em outra serie em que em
nada modificamos as condicoes da experien-
cia a dose minima mortal foi de 0,3 mg.

0,1 mg. VIVO.
0,2 mg. vivo.
0,3 mg. -~ 48 h.
0,4 mg. -+ 72 h.
0,5 mg. -+ 48 h.
0,6 mg. —+ 48 h.

Donde se depreende a dificuldade de
obter um produto de valor toxico constante.
Entretanto, empregando a mesma tecnica e
0 mesmo germe, os resultados mais constan-
tes se obtinham com 0,1 mg. Se, com o mes-
mo germe faziamos a simples extracao pela
solucao fisiolojica, a D. M. M. era de 0,7 mg.

1 mg. -+ 48 h.
0,8 mg. —+ 48 h.
0,7 mg. -+ 48 h.
0,6 mg. VivO.
0,5 mg. VivO.
0,4 mg. VIVO.
0,3 mg. VIVO.
0,2 mg. VivO.
0,1 mg. Vivo.

Donde se conclue a necessidade de em-
pregar 7 vezes a D. M. M., verificada para o
produto extraido pelo sulfato de sodio.

Em outros ensaios, empregamos um ba-
cilo cuja virulencia € mantida em inoculacGes
quinzenais em cobaias. Deste germe, que de
ha muito nao se inocula em rato, extraimos
um produto, que em alguns ensaios matava
ratos na dose de 0,2 mg. e em outros exijia
0,3, 0,4 e 0,5 mg.

1 mg. ~+ 24 h.
0,8 mg. - 24 h.
0,6 mg. ) + 48 h.
0,4 mg. -+ 48 h.
0,2 mg. -+ 48 h.
0,1 mg. VIVO.

Se, do mesmo germe fizermos simples-
mente a extracao pela solugao fisiolojica obte-
remos o Seguinte resultado:

Nicht nur wiederholte sich dieses Faktum

in seltenen Faellen, sondern es wurde sogar
in einer anderen Reihe unter unveraenderten

Bedingungen eine Minimaldose von 0,3 Mgr.
beobachtet :

0,1Mgr. bleibt am Leben
02 « bleibt am Leben
03 « -+ binnen 48 St.
04 <« —+ €S
05 « —+ « 48 <«
0,6 -« - « 48 «

Man ersieht hieraus die Schwierigkeit,
ein Produkt mit einem konstanten Toxizitaets-
wert zu gewinnen. Doch erhieltich bei An-
wendung derselben Technik und desselben
Stammes die konstantesten Resultate mit 0,1
Mgr. Wenn ich dieselben Bazillen mit phy-

| siologischer Kochsalzloesung auszog, so war

die kleinste toetliche Dose 0,7 Mgr.

1 Mgr. - binnen 48 St.
0,8 « - « 48 «
017 . + « 48 «
0,6 « bleibt am Leben
05 « bleibt am Leben
04 <« bleibt am Leben
03 « bleibt am Leben
020 i« bleibt am Leben
O+ « bleibt am Leben

Man ersieht daraus die Notwendigkeit
das Siebenfache der fuer das mit Natriumsu!-
fat gemachte Extrakt bestimmten toetlichen
Minimaldosis anzuwenden.

Zu anderen Versuchen gebrauchte ich ei-
nen Stamm, dessen Virulenz durch zweiwoe-
chentliche Meerschweinchenpassagen erhalten
wurde. Von diesem seit langem nichit mehr
auf Ratten verimpften Stamme gewann ich
ein Produkt, welches bei einigen Versuchen
Ratten in der Dose von 0,2 Mgr. toetete, waeh-
rend andere Male 0,3 0,4 und 0,5 Mgr. noe-
tig waren.

1 Mgr. —+ binnen 24 St.
0,8 « —Iv— « 24 &
0,6 « + ® 48 «
04 « -+~ « 48 «
0,2 « —I— « 48 «
O i« bleibt am Leben

Machte ich von denselben Keimen einen

Auszug blos mit physiologischer Loesung, so
erhielt ich das folgende Resultat:



1 mg. -+ 48 h.
0,8 mg. -+ 48 h.
0,6 mg. V1VO.
0,4 mg. Vivo.
0,2 mg. VIVO.
0,1 mg. VivO.

Entretanto, tao irregulares foram os re-
sultados obtidos em diversas series que ndo
chegamos a firmar qual a D. M. M.

De outro bacilo da peste avirulento e
que durante anos nao é inoculado em animal
de laboratorio, nao conseguimos extrair pro-
duto toxico algum com solugio fisiolojica e,
pelo sulfato de sodio obtivemos uma subs-
tancia mortal para rato na dose de 1,5 mg.

,Inoculado por via peritoneal e de 1 mg., por
via subcutanea.

Depois de ensair o valor toxico da en-
dotoxina procurimos estudar o valor imuni-
sante. O animal de escolha foi ainda o rato
do peso anteriormente mencionado. A quan-
tidade inoculada foi de 0,05, 0,03 e 0,01 mg.
Quatro dias depois, os animais recebiam, por
via subcutanea, pequena dose de germe vivo.
Nos animais assim tratados, a mortalidade,

que era de 100 o/o entre os testemunhos,
passou a ser de 48 9/o.

Terminada esta parte, estudimos compa-
rativamente o soro obtido por inoculacdes
subcutaneas e intravenosas de 500 mg. da
nuclecproteina de ROWLAND em cavalo,
que reajia com elevacio de temperatura e
perda de peso e o soro antipestoso de Man-
guinhos obtido por inoculacdes crecentes de
bacilos mortos e vivos.

A primeira tentativa para obtencio de
soro antipestoso antitoxico devemol-a a
MARKL que em 1898, 1001 e 1903 conseguiu
antitoxma para toxina de filtrado de cultura
antiga.

Segue-se a ele, DEAN que em 1902 ino- |

culou em cavalo, filtrado de cultura de 10
mezes, obtendo um soro, de que 1 cc. neu-
tralisava 150 a 450 D. M. M.

Entre os soros antiendotoxicos destacam-
se os de LUSTIG e GALLEOTI que inocu-
lou 97 grs. de sua nucleoproteina, obtendo
um soro com propriedades curativas e pre-

“_‘-q._"ll-"\l-q.-h_'r
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1 Mgr. -+ binnen 24 St.
0’8 « -I— « 24 «
0,6 =« bleibt am Leben
04 « bleibt am Leben
0:12" e bleibt am Leben
DEIS S« bleibt am Leben

Doch waren die bei verschiedenen Serien
erhaltenen Resultate so unregelmaessig, dass
ich die kleinste toetliche Dose nicht feststellen
konnte.

Bei einem andern avirulenten Peststam-
me, der Jahre lang nicht auf Tiere verimpft
wurde, gelang es mir nicht mit physiologisch-
er Loesung irgend ein toxisches Produkt
zu extrahiren, waehrend ich mit Natriumsul-
fat eine Substanz erhielt, welche fuer die
Ratte toetlich war, wenn intraperitoneal 1,5
Mgr. oder subkutan 1 Mgr. verimpit wurde.

Nachdem ich den toxischen Wert des Enco-
toxines geprueft hatte, versuchte ich semen
immunisierenden Wert su studieren, wobel
auch Ratten von dem oben erwaehntien
Gewichte gewaehlt wurden. Die verimpi-
ten Dosen waren 0,05—0,03 und 0,01 Mgr.
Vier lage spaeter erhielten die Tiere subku-
tan eine kleine Quantitaet lebender Bazilien.
Bei so vorbereiteten Tieren beirug die Mor-
talitaet 48 o/o gegen 100 bei Kontrolltieren.

Nach Beendigung dieser Untersuchung
machte ich ein vergleichendes Studium mit

dem Serum eines Pferdes, welches in subku-
tanen und intravenoesen Einspritzungen 500
Mgr. des ROWLANDschen Nukleoproteins
erhalten hatte, worauf es mit erhoehter Tem-
peratur und Gewichisverlust reagierte, und
dem antipestoesen Serum von Manguinhos,
welches durch steigende Injektionen toter

und lebender Bazillen erhalien wurde.

Den ersten Versuch zur Herstellung
eines antitoxischen Pestserums verdanken wir
MARKL, der 1898, 1901 und 1903 fuer das
Toxin des Filtrates alter Kulturen ein Anti-
toxin erzielte.

Auf 1hn folgt DEAN, der 1902 ein Pferd
mit dem Filtrat einer 10monatlichen Kultur
impfte und ein Serum erhielt,von dem 1 Mgr.
150 —450 toetliche Mininaldosen neutralisierte.

Unter den antiendotoxischen Serumsor-

| ten zeichnen sich die von LUSTIG und GA-



ventivas e o de ROWCAND de que 0,1 e |
0,04 cc. tem acao protetora sobre animais
posteriormente inoculados com 3 D. M. M.

Estabelecido da media de ensaios que
se pode aceitar a quantidade de 0,1 mg. de
nucleoproteina extraido de bacilo habitual- |
mente inoculado em rato, misturimos 3 D,
M, M. e quantidades variaveis dos dois soros,
deixando a mistura em banho maria a 37
graos durante meia hora, para depois inocular
por via subcutanea. Rejistamos assim o se-

ouinte resultado:

Soro de cavalo ino-
culado com nucleo-

Nucl. proteina. Ratos
0,3 mg. 1 cc. VIVO
€ € 0,75 VIVO
« « 0,5 VIVO
€ < 0,25 VIVO
« « 0,1 -+ 24 h.
- 0,5 VIVO
0,1 mg. = + 24 h.
Soro antipestoso
Nucl. Prot. Manguinhos Ratos
0,3 mg. 1 cc. -+ 6 dias
« « 0,75 + 13 «
& « 0,5 —+ 11 «
«  « 0,25 <+ 12 « i
« % 0,1 + 6 «
— 0,5 VIVO, «
0,1 mg. — —+ 48 h.

Admitido o prazo de 48 horas para veri-
ficacao dos resultados, teremos que animal
algum dos inoculados com soro antibateri-
ano morreu neste espaco de tempo. Em data
posterior, morreram todos. Mesmo nos ani-
mais inoculados com soro antiendotoxicos, &
comum sobrevir posteriormente a morte.

Se diminuirmos a quantidade de nucleo-
proteina para uma unica D. M. M., melhor
sera o resultado obtido com o soro antiba-
teriano : n

Soro antipestoso

Nucl. Prot. Manguinhos Ratos
0,1 mg 1 cc. vivo
« « 0,75 VIVO
€ « 0,5 —I— 48 h. |

U8 ————

LEOTTI und die von ROWLAND aus; eist -
re verimpften 96 Gramme ihres Nukleopro-
teins und erhielten ein Serum mit Schutz
und Heilwirkung; das Serum des letzteren
schuetzte in Dosen von 0,1 und 0,4 Kzm. Tiere,
welche nachher mit dem Dreifachen der
minimalen toetlichen Dosis geimpft wurden.

Nachdem aus dem Durchschnitte der
Versuche die Dose von 0,1 Mgr. des Nukle-
oproteins (aus den Stamme mit regelmaessi-
gen Rattenpassagen extrahiert) festgestelit
war, mischte ich drei minimale toetliche Do-
sen mit verschiedenem Mengen der beiden

‘Sera, um die Mischung nach halbstuendigem

Aufenthalte im Marienbade von 370 subkutan
zu verimpfen. Dabei erhielt ich folgendes
Resultat:

Sernm des mit

Nucleoprotein
Nucleoprotein immunnis. Pferdes
0,3 Mgr. 1 Kzm. Bleibt am Leben
« 0,75 «
« 0,5 €
€ 0,25 «
« 0,1 -+ binnen 24 St.
— 0,5 bleibt am Leben
0,1 Mgr. - -+- binnen 24 St.

Pestheilserum von
Nukleoprotein Manguinhos

0,3 Mor. 1 Kzm. - binnen 6 Tage
« 0,75 —+- «: 1013
« 0,5 - YR (1L
« 0,25 -+ < 12 v
« 0,1 -+ « 6O «
— 0,5 bleibt am Leben

0,1 Mgr. —- + binnen 48 St.

Haette ich die Resultate nach 48 Stunden
konstatiert, so waere keines der mit dem an-
tibakteriellen Serum geimpften Tiere gestor-
ben. Doch trat der Tod spaeter bei allen ein.
Selbst bei den mit antiendotoxischem Serum
behandelten Tieren fuehrt der spaetere Ver-
lauf nicht selten zum Tode.

Wird die Menge des Nukleoproteins auf
eine toetliche Minimaldosis erniedrigt, so wird
das mit dem antibakteriellen Serum erzielte

Resultat noch besser:

Pestheilserum v
Nukleorrotein Manguinhos

0,1 Mgr. 1 Kzm. Bleibt am Leben
« 0,75 «
< 0,5 - binnen 48 St.
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pefo 0,25 vivo a 0,25 Bleibt am Leben
g 0,1 vivo « 0,1 Bleibt am Leben

= 0,5 vivo - 0,5 Bleibt am Leben
0,1 ~ -+ 48 h. 0,1 Mgr. - + binnen 48 St.

Bei einem anderen Versuche mit einem Stam-

_ Emd oﬁroﬁlensalo, e’? qu:xehnumerosastpz:ls- me, dessen Virulenz durch zahlreiche Passa-
sajens de bacilo da peste tinham aumentado | oo, o/ poeht war, erhielt ich folgendes Resul-

a virulencia do germe, obtivemos o seguinte | 4 ¢.

resultado:. Sertum des
| : mit Nukleo-
Soro de cavalo ino- protein be-
culado com nucleo- Nukleo- handeltem
Nucl. Prot. proteina. Ratos protein  Pferdes
0,05 mg. 1 cc. -+ 48 h. 0,05 Mgr. 1 Kzm. -+ !Jinnen 48 St.
5 - 0’75 vivo « 0,75 BIEIbt am LEben
« < 0,5 ViVO i 8’35 3
« o« 0,25 Vivo i - by
) : < 0,1 -+ binnen 48 St.
0,05 mg. 0,1 +_48 ; — 0,5 Bleibt am Leben
= 0,5 VIVO 0,05 Mgr. - -+ binnen 48 St.
%105 _ % 10 4 d+ 48 h. Bei konstanter Serummenge und wech-
antendo fixa a quar'ltl ace. ae 2080 ©5. 'seinden Nukleoproteindosen erhielt ich:
variando a de nucleopreieina temos. Serum des
Soro de cavalo inoculado ' mri tttl:]ukl:;o-
com nucleoproteina Nucl. Prot. Ratos gaﬁ d:ten
Glce 3D M. M. vivo | Pferdes Nukleoprotein |
’ : 0,1 Kzm. 3 D. M. L. Bleibt am Leben
« « 5 « VIVO : & - s g
D i« + 48 h. « 7 s -+ binnen 48 St.
S e 10 « + 24 h, [ « 10 x « 24 «
« « 12 « —+ 48 h. - 12 « « 48 «
« « 15 « —I— 24 h. a 15 « @ 24 «
« « 20 « ~+ 24 h. « 20 « « 24 «
Outro ensaio, aumentando proporcional- Ein anderer Versuch, beir welchem die

mente a quantidade de nucleoproteina e so- | Nukleoprotein und Serummengen proportio-

o, mostrou-nos que a ag¢io neutralisante nio | nell erhoeht wurden, zeigte, dass die neutra-
se exercia, segundo a lei das proporcoes lisierende Wirkung nicht nach dem Gesetze
der multiplen Proportionen erfolgt.

multiplas. - ;
. erum des
I
Nucl. Prot. nucleoproteina igit;;?te‘f"
1 mg. 1 cc. ~+ 48 h. Nukleoprotein Pferdes
« 0,75 4 48 h | 1,0 Mgr. 1 Kzm. -+ binnen 48 St.
Wt 0,5 -+ 48 h. Y 8125 . «
A < 8135 + 24 h. l - 0]25 L 24 St.
" v ) “‘I_ 4 h. ~ 0’1 - 24 St.

Dos diversos ensaios, resulta que nio con- | Aus den verschiedenen Versuchen geht
seguimos obter de cultura pura de bacilo da hervor, dass es mir nicht gelang, aus Rein-
peste em meio liquido um produto toxico li- | kulturen von Pestbazillen in Fluessigkeiten

|



vre de germes, capaz de imunisar animais ati-
vamente, fornecendo estes um soro com agao
neutralisante especitica Obtivemos de germes
cinltivados em meio solido, fazendo extracao
por meio de ajentes quimicos, um produto to-
xico, que, mortal para ratos nao o era com a
regularidade, que se exije para as toxinas e
que, inoculado em cavalo produziu um soro
exercendo acao neutralisante sobre o produto,
porem nao segundo a lei das proporcces mul-
tiplas, faltando lhe por isto qualidade essen-
cial para ser considerada verdadeira toxina.

Manguinhos, 3 de Abril de 1914.

{3 —

ein keimfreies toxisches Produkt zu gewinnen,
welches Tiere aktiv immunisiert, so dass die-
se ein Serum von spezifischer neutralisieren-
der Wirkung liefern. Aus Kulturen auf festen
Naehrboeden konnte ich mittelst chemischer
Agentien ein toxisches Produkt gewinnen,
welches Ratten toetete, aber nicht mit " der
Konstanz, die man von Toxinen erwartet, und,

auf Pferde verimpft, ein Serumn lieferte. wel-
ches auf das Produkt neutralisicrend wirkte,
indessen nicht nach dem Gesetz der multiplen
Proportionen; es fehlt demselben also eine
der noetigen Eigenhaschaften, um als wirklicl:-
es Toxin gelten zu koennen.

Manguinhos, den 3 ten April, 1914.
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