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Aus dem Eidg.Veterindramt.

Uber die kulturelle Differenzierung der Tuberkel-
| 7 bazillen.
Von Dr. G. Flickiger.

Nachdem Villemin im Jahre 1865 durch das Tierexperiment
den Beweis erbracht hatte, dass die Tuberkulose eine iibertrag-
bare Krankheit ist, wurde sehr bald die Frage aufgeworfen, ob
die menschliche und tierische Tuberkulose identisch seien oder
nicht. Die Arbeiten hieriiber sind ausserordentlich umfangreich.
Aus den Ergebnissen geht hervor, dass nicht nur die Erreger der
Gefliigel-Tuberkulose bestimmte Eigenschaften besitzen, die sie
von den menschlichen und den Saugetier-Tuberkelbazillen unter-
scheiden, sondern dass auch diese unter sich Verschiedenheiten
aufweisen. Heute diirfte sich die Auffassung allgemein durch-
gesetzt haben, dass an Warmbriitertuberkelbazillen zu unter-
scheiden ist zwischen Typus humanus, Typus bovinus und
Typus gallinaceus Die Bestrebungen, Methoden zu finden, um
die 3 Typen experimentell mit Sicherheit voneinander trennen
zu konnen, gehen weit zuriick. Morphologisch weisen die Bazillen
keine Eigentiimlichkeiten auf, die eine zuverlassige Unterschei-
dung erlauben wiirden. Das namliche liess sich bis vor kurzer
Zeit erwdhnen fiir das Wachstum auf kiinstlichen Nahrboden.
Eine Zeitlang glaubte man, dass das Saure- bezw. Alkali-
Bildungsvermégen der einzelnen Typen in N&éhrmedien ver-
schiedener Zusammensetzung fiir die Differenzierung zu ver-
werten sei. Die Nachpriifungen bestatigten jedoch- die anfang-
lichen Befunde nicht in praktisch verwertbarer Weise. Alsdann
wurde versucht, andere Merkmale wie z. B. die Farbstoffbildung
als Unterscheidungseigentiimlichkeit herbeizuziehen. In der Tat
bildet der Typus humanus haufig einen gelb-rotlichen oder
orange-roten Farbstoff auf Kartoffelkulturen, der den andern
Stammen fehlen soll. Immerhin scheint die Besonderheit auch
nicht regelmissig in Erscheinung zu treten.

- Als konstantes Unterscheidungsmerkmal liess sich einzig die
verschiedene Pathogenitét gegeniiber einzelnen Tierarten ver-
werten. Die Zahl der fiir den Typus humanus hochempfinglichen
Tierarten ist klein. Am empfianglichsten erweist sich das Meer-
schweinchen. Der Typus bovinus dagegen weist fiir eine grossere
Zahl von Saugetieren eine hohe Pathogenitat auf. Der Typus
avium endlich lasst sich am leichtesten auf Hiihner iibertragen.
Zur sichern Differenzierung eines bestimmten Stammes werden
daher im Laboratorium jeweils ein oder mehrere Stiick der fol-
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genden Tierarten infiziert: Kaninchen, Meerschweinchen, Huhn.
Aus dem Ausfall der Infektion liasst sich die Zugehorigkeit des
betreffenden Bazillus zu einem der drei verschiedenen Stimme
-ermitteln.

Im Jahre 1930 verbffentlichten K. L. Wolters und H.
Dehmel eine Arbeit betitelt: ,,Zur Ziichtung und Differenzie-
rung der Tuberkelbazillen*, nach welcher es ihnen gelungen ist,
die einzelnen Typen durch Beimpfung von Nahrbéden nach
Petragnani zu differenzieren. Ausserdem beschrieben sie, dass
die Wachstumseigentiimlichkeiten in Besredkabouillon eine
Abgrenzung der Gefliigel- von den Saugetier-Tuberkelbazillen
ermoglichen. Die Angaben sind inzwischen von uns nachgepriift
worden. Die Ergebnisse stimmen mit den Befunden der beiden
Autoren im grossen und ganzen iiberein. Die beiden vorgenannten
Nahrboden werden nach Wolters und Dehmel wie folgt her-
gestellt:

1. Petragnani-Nahrboden: Zu 300 ccm Milch, in der
12 g Kartoffelmehl kalt gelést sind, gibt man 2 g Pepton und
2 mittelgrosse in Stiicke geschnittene Kartoffeln. Die Mischung
wird unter stindigem Schiitteln 10 Minuten im kochenden
Wasserbade gehalten, bis Verkleisterung eingetreten ist und
dann noch 1 Stunde im Wasserbade oder Dampftopf belassen.
8 frische Eier und 2 Eigelb werden mit Glasperlen geschiittelt
und zu der auf 50° abgekiihlten Masse gegeben und 24 ccm
Glyzerin sowie 20 ccm einer zweiprozentigen wasserigen Losung
von Malachitgriin-Héchst hinzugefiigt. Das ganze wird kraftig
geschiittelt, durch Gaze filtriert und im Erstarrungsappara,t
bei 85% an zwei aufeinander folgenden Tagen sterilisiert. |

- 2. Besredkabouillon: 2 Eigelb werden mit Glasperlen
geschiittelt und mit 100 cem . destilliertem Wasser gemischt.
Dazu gibt man nach und nach soviel einer einprozentigen Soda-
l6sung, bis die Eifliissigkeit in der Pipette transparent erscheint.
Dann wird die Flusmgkmt mit destilliertem Wasser bis auf
700 cem aufgefiillt, in Reagenzréhrchen abgefiillt und zweimal
an zwei aufeinander folgenden Tagen sterilisiert. Der Verbrauch
an Sodalosung ist sehr verschieden und von den verwendeten
EKiern abhangig. Bei Herstellung grosserer Mengen Besredka-
bouillon ist es zweckmissig, erst einen kleinen Teil der Eilosung
(etwa 10 ccm) mit Sodalésung zu kliren und dann die fiir das
Gesamtvolumen nétige Sodamenge zu berechnen. Fiir 10 cem Eilo-
sung werden etwa 2 bis 4 ccm einprozentige Sodalésung benétigt.
~_ Die Besredkabouillon wird zur Ziichtung der Tuberkel-
bazillen als Ausgangsmaterial mit 1 Prozent der zweiprozentigen
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Malachitgriinlosung versetzt. Da fiir die Differenzierungsver-
suche nur Reinkulturen verwendet werden, ist der Zusatz von
Malachitgriin nicht nétig.

Das Wachstum der einzelnen Typen auf Petragnaninihr-
boden gestaltet sich wie folgt: am schnellsten wichst der Typus
avium. Fir Laboratoriumstamme, die sich an den Petragnani-
Nshrboden gewohnt haben, bilden sich schon in 3 bis 6 Tagen
makroskopisch sichtbare Kolonien. Das Wachstum weist ein
feucht schleimiges Aussehen auf. Der Rasen verbreitet sich iiber
den gesamten Nahrboden gleichmaéssig, schleimig mit gelegent-
lich kopfartigen Erhebungen. In einer Anzahl Kulturen erfolgt
eine Gelbfirbung der obersten Schichten des Nahrbodens. Die
Farbe der Kolonien ist weisslich-gelb.

- Am zweitschnellsten wichst der Typus humanus. Bei ange-
wohnten Stammen zeigen sich in vielen Fallen schon nach 7 Tagen
makroskopisch sichtbare Kolonien. Der Typus humanus wichst
trocken und krumehg Die Farbe der Kolonien ist goldgelb. Die
einzelnen Kolonien zeigen an ihren hichsten Stellen meistens Kin-
kerbungen. In der Regel tritt Gelbfarbung des Nahrbodens ein.
-~ Am langsamsten wichst der Typus bovinus. Wir haben bei
diesem Typus am frithesten 10 Tage nach Beimpfung der Nahr-
boden makroskopisch sichtbare Kolonien festgestellt. Das
Wachstum gestaltet sich wie folgt: hellgelbe zarte, manchmal
etwas feucht glinzende Kolonien, die an den héchsten Stellen eine
Vorwélbung aufweisen. Die gelbe Farbung des Nahrbodens scheint
gegenﬁber den beiden andern Typen weniger oft vorzukommen.

. Zusammenfassend lassen sich vergleichend folgende Unter-
schlede angeben:

in unseren Versu-
chen makroskopisch
frihestens festge-
stelltes Wachstum :

Aussehen :

Farbe:

Farbverinderung
des Nahrhodens :

Typus gallinaceus
rasches Wachstum

am 3. Tag

feucht, schleimig
tuber die ganze Fla-
che des Nahrbo-
dens gleichmassig
verteilt mit gele-
gentlichen  kopf-
artigen Erhebung.

strohgelb

gelegentlich gelbe
Farbung der ober-
sten Schichten.

Typus humanus
mittelrasches
Wachstum

am 7. Tag

Uppige, trockene,
krimelige  Kolo-
nien mit Einker-
bungen an den
hochsten Stellen.

goldgelb

fast regelméssige
gelbe Farbung der
obersten Schichten

ijus bovinus
langsamstes
Wachstum

am 10. Tag

Spérlichere, gele-
gentl. feucht glén-
zende Kolonien mit
Vorwélbungen an
den hodchsten
Stellen.

hellgelb bis weissl.

seltene Verfarbung
des Nahrbodens.



20tdgige Tuberkel-
bazillenkultur
Typ. bov.
auf Petragnani-
Nihrboden.

Stamm isoliert aus

einem Lymphknoten

eines Rindes.
6. Uberimpfung.

10tiigige Tuberkel-
bazillenkultur
Typ. av.
auf Petragnani-
Nihrboden. .

Stamm isoliert aus
der Leber einer
Henne.

3. Uberimpfung.

20tigige Tuberkel-
bazillenkultur
Typus humanus
auf Petragnani-
Nihrboden.

Stamm isoliert aus
Sputum.

5. Uberimpfung.
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Das Aussehen der einzelnen Stamme in der Kultur auf
Petragnani-Nahrboden ist aus den beigegebenen Abbildungen?)
ersichtlich.

Die Besredkabouillon gestattet die Differenzierung zwischen
Typus avium einerseits und Typus humanus und Typus bovinus
anderseits. Der menschliche und der Rinderbazillus wachsen in
Besredkabouillon in 12 bis 30 Tagen als kriimeliger Bodensatz
ohne Triibung der Fliissigkeit. Irgendwelche Unterschiede sind
zwischen den beiden nicht festzustellen. Im Gegensatz dazu
wachsen die Gefliigel-Tubertkelbazillen als schleimiger Zopf am
Boden. Der Unterschied zwischen dem kriimeligen und schlei-
migen Wachstum wird namentlich sehr auffallend beim Auf-
schiitteln der Kulturen. Die Besredkabouillon bildet neben der
ausserordentlich einfachen Herstellungsweise den weitern Vor-
teil, dass die Bazillen darin ebenfalls rasch und iippig wachsen.

Die von uns zu den Kulturen herangezogenen Stamme der
einzelnen Typen haben die vorbeschriebenen Wachstumseigen-
timlichkeiten regelméssig aufgewiesen. Wir haben nebst den
selbst isolierten Stdmmen noch solche vom Hygienischen In-
stitut in Strassburg und dem Institut fiir experimentelle Therapie
in Frankfurt a. M. verwendet. Den beiden Instituten sei fiir die
liebenswiirdige Uberlassung der Kulturen an dieser Stelle
bestens gedankt. Im ganzen wurden 6 humane-, 7 bovine- und
4 Gefligelstamme herangezogen. Die Frage, ob die Unterschiede
von samtlichen Stammen restlos aufgewiesen werden, soll hier
nicht entschieden werden. Es ist wiinschenswert, dass andere
Laboratorien die Befunde ebenfalls nachpriifen. Einzelne Stamme
scheinen sich an den Petragnani-Nahrboden zunachst etwas
angewohnen zu miissen, bevor sie die Eigentiimlichkeiten regel-
maéssig und auffallend aufweisen. Wir konnten 6fters feststellen,
dass bei der Uberimpfung des Ausgangsmaterials auf Petragnani-
Nahrboden die Wachstumscharakteristika weniger deutlich
auftreten als bei den spiteren Generationen. Die nimliche Beob-
achtung haben bereits Wolters und Dehmel gemacht. Sie
empfehlen fiir die Differenzierung der einzelnen Stimme Sub-
kulturen zu verwenden, da nur solche eine verwertbare Beurtei-
lung zulassen.

Insofern sich die beschriebenen Befunde als zuverlissige
Unterscheidungsmerkmale der einzelnen Tuberkelbazillentypen
in der Praxis bestatigen, diirfte in der Diagnostik der einzelnen

1) Die Originalpriparate sind zurzeit an der Hyspa in Bern, Abt.
Veterindramt, ausgestellt.
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Tuberkulosearten ein wesentlicher Fortschritt erreicht worden
sein. Die Methode fiihrt rascher zum Ziel als der Tierversuch.
Dieser gestaltet sich zudem wesentlich kostspieliger und kom-
plizierter (Unterbringung, Wartung, Fiitterung der Tiere usw.).
Ausserdem besteht stets die Gefahr, dass einzelne Versuchstiere
aus irgendeinem Grunde ausfallen und der betreffende Versuch
neu angesetzt werden muss.

Ausser der Moglichkeit der Differenzierung der einzelnen
Typen auf kulturellem Wege hat -die Tuberkulosediagnostik in
den letzten Jahren noch weitere wesentliche Fortschritte zu ver-
zeichnen. Bis vor einigen Jahren waren fiir die Kulturen der
Tuberkelbazillen bloss die beiden klassischen Methoden von
Nocard-Roux und Pawlowsky bekannt. Die Nahrboden
nach der ersten Methode enthalten als wertvollsten Bestandteil
Glyzerin. Pawlowsky verwendete Kartoffeln als Nahrmedium.
Beiden Verfahren haftet der Nachteil des sehr langsamen Wachs-
tums an. Ausserdem besteht jeweils die Gefahr der Verunreini-
gung der Kulturen mit andern Bazillen, sei es bei der Beimpfung
der Nahrboden oder wahrend der langen Dauer des Aufenthaltes
im Brutschrank. In letzter Zeit hat es die Forschung erméglicht,
verschiedene Niahrboden herzustellen, die sich in den meisten
Fallen weit besser fiir die Kultur von Tuberkelbazillen eignen
als die fritheren. Es fallen vor allem diejenigen nach Dorset,
Petroff, Lubenau, Petragnaniund Besredka in Betracht.
Thre nihere Beschreibung sowie die Angabe der fiir die Ziich-
tung bei den einzelnen Methoden geiibten Technik sind aus der
einschlagigen Literatur ersichtlich. Eine Anzahl dieser Nahr-
béden, wie z. B. derjenige von Petragnani weisen die Vorziige
.auf, dass sie Zusdtze von Chemikalien enthalten (Petragnani
Malachitgrin), die das Wachstum von Begleitbakterien hindern,
dasjenige der Tuberkelbazillen jedoch nicht nachteilig beein-
flussen. Aus wenig oder nicht verunreinigtem Material gelingen
auf solchen Nahrbéden Reinkulturen der Tuberkelbazillen
nahezu regelmissig. Ist das Ausgangsmaterial stark mit andern
Keimen infiziert, muss es einer Vorbereitung unterworfen werden,
bei welcher ohne nennenswerte Schadigung der Tuberkelbazillen
die Begleitbakterien abgetttet oder so beeinflusst werden, dass
sie auf den zur Verwendung gelangenden Nahrbéden nicht mehr
gedeihen. Dies kann in verschiedener Weise geschehen. Am
bekanntesten ist das Uhlenhut’sche Antiforminverfahren.
Durch 20 bis 30 Minuten andauernde Einwirkung einer 214,pro-
zentigen Antiforminlosung wird die Begleitflora abgetitet :oder
wenigstens derart geschadigt, dass im allgemeinen Wachstum
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nicht mehr eintritt, wihrend die Tuberkelbazillen keine storen-
den Schiadigungen erleiden. Bei andern Methoden ist das Anti-.
formin durch Schwefelsdure oder Salzsdure ersetzt worden, die
je nach dem Ausgangsmaterial in 6, 8, 10 und 12prozentiger
Konzentration zur Verwendung gelangen. Die Anwendung von
Séuren bringt insofern eine Vereinfachung mit sich, als das damit
behandelte Material ohne weitere Behandlung auf die Nahr-
boden iiberimpft werden kann, wiéhrend Antiformin vorher
durch Auswaschen der Sedimente mit physiologischer Kochsalz-
16sung entfernt werden muss. Nach den von uns durchgefiihrten
Zichtungsversuchen ist die Leistungsfahigkeit und Zuverlassig-
keit der Sauren- und des Antiforminverfahren ungefahr die gleiche.
Eine ausgesprochene Uberlegenheit des einen Verfahrens gegen-
liber dem andern konnten wir nicht feststellen. Das wesentliche
wird wohl die Beherrschung der Technik sein mit entsprechender
Anpassung an das jeweils vorliegende Ausgangsmaterial. Jeden-
falls sind alle diese Methoden sehr leistungsfahig und haben -die
Tuberkulosediagnostik gegeniiber frither wesentlich zuverléssiger
und einfacher gestaltet.

Damit wirft sich die in letzter Zeit oft besprochene Frage
auf, ob die Kulturmethoden den Tierversuch ersetzen kénnen
bezw. ihm ebenbiirtig oder iiberlegen seien. Die Anzahl der von
uns durchgefiihrten Untersuchungen ist zu gering, als dass ich
mich hierzu abschliessend dussern mochte. Es finden sich in der
Literatur zunachst zahlreiche Angaben, die iibereinstimmend den
Vorteil der Kultur gegeniiber dem mikroskopischen Nachweis
der Tuberkelbazillen hervorheben. An diesen Befunden kann nicht
gezweifelt werden. In unsern Versuchen gingen bei positiver
Bakterioskopie ausnahmslos Kulturen an. Ausserdem verfiigen
wir iiber zahlreiche Fille, in welchen bei negativem mikros-
koplschem Befund die Kultura,nla,ge positiv ausfiel. Die Anlage
einer Kultur erfordert weniger Zeit und einen kleineren Arbeits-
aufwand als eine genaue Durchmusterung der Ausstriche mit
sparlichen Tuberkelbazillen. Die bakterioskopische . Untersu-
chung kann somit einfach und zuverlassig unterstiitzt und er-
ganzt werden durch das Anlegen von Kulturen. In giinstigen
Fallen lasst sich schon in zirka 14 Tagen ein positives Wachstum
makroskopisch feststellen. Um zu einer sichern Diagnose zu
gelangen, braucht man jedoch die makroskopisch sichtbare Ent-
wicklung der Kolonien nicht abzuwarten. Durch mikroskopische
Untersuchung des Kulturausstriches lasst sich schon lange vor
dem makroskopisch sichtbaren Wachstum ein positiver Befund
von siurefesten Bazillen feststellen. Dieses Vorgehen ist ausser-
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ordentlich wertvoll und sehr zu empfehlen, da erst dadurch der
Hauptvorteil des Kulturverfahrens zur Geltung kommt, namlich
die Friihzeitigkeit des Ergebnisses. Hierin liegt vor allem die
Vorziiglichkeit des Verfahrens gegeniiber dem Tierversuch,
Abgesehen von den in dieser Hinsicht bereits erwahnten Nach-
teilen ist bei starkem Andrang von Untersuchungsmaterial es
manchmal nicht méglich oder zum mindesten #usserst schwierig,
die benotigte Anzahl von Versuchstieren stets vorritig zu halten.
Zudém dauern die Versuche verhiltnismissig lange, durch-
schnittlich mindestens 3 bis 4 Wochen- bis ein bestimmtes
FErgebnis vorliegt. Es ist bekannt, dass gerade hierin ein grosser
Nachteil liegt fiir die Durchfiihrung der bisherigen Rinder-
tuberkulose-Bekdampfungsverfahren in der Praxis. Ausserdem
ist zu beriicksichtigen, dass es Tuberkelbazillenstamme gibt,
die fiir Meerschweinchen apathogen sind. Hierunter fallen im
besondern der Typus avium und sodann einzelne Stimme des
Typus humanus. Wie neuere Untersuchungen gezeigt haben,
wird der Typus avium bei bestimmten Tuberkuloseformen der
Rinder und speziell der Schweine nicht selten als Erreger ange-
troffen. Soll somit der Tierversuch bei der Diagnostik der
tierischen Tuberkulose zuverliassige Ergebnisse zeitigen, so
miisste streng genommen in jedem Falle das verdachtige Ma-
terial nicht nur auf Meerschweinchen, sondern zum mindesten
auch auf Hithner iberimpft werden. Damit diirfte die Unter-
suchungstechnik derart kompliziert und erschwert werden, dass
die Durchfithrung fiir den Grossteil der Laboratorien nicht
moglich ware.

Zusammenfassend sei nochmals darauf hingewiesen, dass
ich die Frage, ob der Tierversuch durch die modernen Kultur-
verfahren in allen Teilen zuverlissig ersetzt werden kann,
zurzeit nicht beantworten mochte. Es diirfte sich fiir die in
Frage kommenden Anstalten empfehlen, im Interesse der Sache
ebenfalls Vergleichsversuche anzustellen. Der zuverlissige Ersatz
des Tierversuchs durch die einfachen Kulturmethoden wie sie
geiibt werden konnen, wiirde nach meiner Auffassung in der
praktischen Tuberkulosebekdmpfung einen ausserordentlichen
Fortschritt bedeuten. Es besteht alle Hoffnung, dass die Metho-
den weiter verbessert und im besondern noch geeignetere Nahr-
boden gefunden werden kénnen. In letzter Zeit hat Lowen-
stein einen mittels Zusatz von Asparagin hergestellten neuen
Niahrboden beschrieben, auf welchem die Tuberkelbazillen noch
rascher wachsen sollen als auf denjenigen von Petragnani.
Wir haben die Methode ebenfalls in unsere Untersuchungen ein-
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bezogen. Bis dahin zeigte es sich, dass auf Léwenstein’schen
Nahrboden das Wachstum ebenfalls rasch und iippig angeht;
eine Uberlegenheit gegeniiber dem Petragnani-Verfahren
konnten wir jedoch noch nicht feststellen.

Durch Verfolgung der neuesten Versffentlichungen iiber die
Tuberkulosebazillenziichtung kann man sich fast zu der Hoff-
nung verleiten lassen, dass es durch Vervollkommnung der Nihr-
boden und der Beimpfungstechnik vielleicht einmal gelingen
wird, das Kulturverfahren so einfach und sicher zu gestalten
wie fiir andere Bakterien. |
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Todliche Mastdarmverletzung beim Pferd.
Yon Dr. Portmann, Tierarzt in Solothurn.

Im Jahre 1929 wurde im ,,Schweizer Archiv‘‘ (Seite 453)
ein Fall von todlicher Peritonitis bei einer Stute beschrieben.
Nach dieser Verdffentlichung ist diese Krankheit durch den
Hengst beim Begattungsakt verursacht worden. Weil ich Gele-
genheit hatte, die wichtigsten Organe der notgeschlachteten
Stute zu untersuchen, ist es interessant, auch den damals er-
hobenen Befund zu verdffentlichen, welcher zeigt, wie ver-
schieden gerade in gerichtlichen Fillen pathologisch-anato-
mische Verinderungen beurteilt werden konnen.

Am 22. Februar 1927 liess ein Stutenbesitzer sein 14 Jahre
altes Pferd, das seit dem letzten Fohlen im Friihjahr 1926, mehr-
mals, aber vergeblich bei einem Ardennerhengst gedeckt worden
war, bei einem ausgezeichneten Freibergerhengst zu. Der Deckakt
erfolgte mittags, und abends ordnete der zugezogene Tierarzt
die Schlachtung der Stute an.

In seinem Attest steht: E

Diagnose: ,,Beginnende Bauchfellentziindung infolge
Mastdarmperforation. Eine Heilung des Pferdes war ausge-
schlossen, der Tod innert 24 Stunden zu erwarten. Um das Fleisch
zu retten, liess ich das Pferd sofort schlachten.

Befund der Sektion: Beginnende Bauchfellentziindung
infolge Mastdarmperforation. Der Riss hat eine Linge von zirka
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