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Zur Einfiihrung.

Th. v.Wasielewski und W.F. Winkler einerseits und G.Sobernheim
andererseits haben im vorliegenden Bande die Pockenfrage, dem neuesten
Stande unserer Wissenschaft entsprechend, dargestellt. v. Wasielewski und
Winkler behandeln das Pockenvirus und Sobernheim gibt eine eingehende
Darstellung iiber unsere Kenntnisse des Wesens der Variola- und Vaccine-
immunitét.

Die allenthalben zerstreuten Angaben iiber die neueren biologischen For-
schungen des Zustandekommens der Kaltehdmoglobinurie sind ja fiir
viele andere Anschauungen auf biologischem Gebiete grundlegend geworden.
J.Donath und K. Landsteiner, welche zuerst diese Wege beschritten,
haben ihre Studien auf diesem Gebiete und deren Weiterentwicklung in der
Weltliteratur zusammengestellt.

H.Lubinski gibt in seiner Studie zur Serologie der Influenza den
jetzigen Standpunkt der R. Pfeifferschen Schule auf diesem Gebiete wieder.

Eine griindliche Ubersicht iiber die Verbreitung von Krankheiten
durch Insekten hat Martini verfal3t.

H.Dahmen behandelt auf Grund groBen, wihrend des Weltkrieges ge-
sammelten Materials, das Wesentliche der Frage des Rotzes.

Physikalisch-chemischeUntersuchungen beim serologischen
Luesnachweis sind in der letzten Zeit sehr geférdert worden und werden
schlieflich zu einer restlosen Klérung dieses praktisch und theoretisch gleich
wichtigen Symptomkomplexes fiihren. Die Ergebnisse dieser Forschungsrichtung
werden von W. Weisbach beschrieben.

Viele auslandische Literatur ist ja leider in Deutschland immer noch schwer
zu beschaffen, dabei ist, wie schon aus den letzten Béanden unserer Ergebnisse
hervorgeht, auf unserem Gebiete namentlich das amerikanische Schrifttum von
Jahr zu Jahr wertvoller geworden. Es soll eine wesentliche Aufgabe unserer
Ergebnisse sein, zur gegenseitigen Verstdndigung beizutragen.

Unser besonderes Interesse miissen viele amerikanische Arbeiten iiber das sog.
,,Vitamingebiet‘‘ erregen. Ich habe deshalb M. Knorr gebeten, seine Literatur-
sammlung nach dieser Richtung den Ergebnissen zur Verfiigung zu stellen und
er hat zunichst die Bakteriologie vom ,,Vitamin“‘-Standpunkte aus behandelt.

Vorldufig werden zweifellos noch recht verschiedenartig wirkende Dinge mit
dem Begriffe des ,,Vitamins“ der Bakterien belegt. Manches scheint sich rest-
los mit dem zu decken, was auf dem Gebiete der unspezifischen Therapie im
letzten Jahrzehnt als ,,aktivierende Spaltprodukte‘ eine so vereinheitlichende
Rolle in deutschen Arbeiten gespielt hat. Es handelt sich auch hier wohl viel-
fach um Stoffe, die eine Reaktionsdnderung der Zellen und ihrer
Funktionseinheiten bewirken, so daB sie auf nutritive Reize, auf die
sie vorher nicht oder nur wenig reagierten, nunmehr ansprechen. Diese Definition
derartiger chemisch vorlaufig nicht fafbarer Substanzen, welche fiir den nor-
malen Ablauf vieler Lebensvorginge absolut nétig sind, scheint mir am cha-
rakteristischsten.

Erl , im Juli 1925.
rrangen. m Der Herausgeber.
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I. Das Pockenvirus.
Von
Th. v. Wasielewski und W. F. Winkler-Rostock.
Mit 8 Abbildungen.

Einleitung.

Unsere Vorstellungen vom Wesen des Pockenerregers haben in den letzten
Jahrzehnten keine erhebliche Klarung erfahren. Es entspricht deshalb bedauer-
licherweise dem objektiven Stand unserer naturwissenschaftlichen Erkenntnis,
wenn offen ausgesprochen wird: Der Pockenerreger ist unbekannt, ob-
gleich seit etwa 50 Jahren mit allen Hilfsmitteln der mikrobiologischen Forschung
nach ihm gefahndet wird.

So ist das Pockenproblem ein Priifstein des mikrobiologischen Kénnens ge-
worden. Unsere Unwissenheit vom Wesen des Pockenerregers weist uns tag-
taglich auf empfindliche Liicken in unserer Methodik der Erforschung von
Krankheitserregern hin, deren Ausfiillung immer dringlicher wird. Nicht nur
aus theoretischen, sondern auch aus praktischen Gesichtspunkten. Denn wenn
es auch leicht gelingt, im Tierversuch menschliche Pockenerreger zur Vermehrung
zu bringen, so verdndern sie doch hierbei ihre Eigenschaften und nehmen die
abgeschwichte Form von Kuh- oder Kaninchenpockenerregern an. Aber selbst
diese, in wichtigen Punkten von den Erregern der echten Menschenblattern ab-
weichenden Lebewesen, vermégen wir nicht in Reinkultur zu ziichten, sondern
nur in Begleitung harmloser Bakterienarten. Es wire aber fiir die Praxis der
Schutzpockenimpfung von groBem Wert, wenn wir diese Schwierigkeit {iber-
winden und wenigstens den Kuhpockenerreger frei von allen Begleitmikroben
zur Vermehrung bringen kénnten.

Die Ansicht, dal wir von den Pockenerregern so gut wie gar nichts wissen,
wird nicht von allen Pockenforschern geteilt. In den letzten Jahren sind in einer
Reihe von Lehrbiichern und Nachschlagewerken Darstellungen unseres Wissens
von den Pockenerregern erschienen, die nicht allen Anforderungen der Kritik
standhalten, sondern einseitige Anschauungen der Verfasser wiedergeben. Das
ist durchaus verstiandlich und zu einem gewissen Grade berechtigt, solange es
sich um die Darstellung aus der Feder von Forschern handelt, die seit Jahren
in verdienstvoller Weise bemiiht waren, das Dunkel auf diesem Gebiet zu lichten.
Anders steht es aber, wenn die Darstellungen kritiklos in Sammelreferate und
Lehrbiicher iibernommen werden. Wir diirfen die Gefahren nicht iibersehen,
die in einem solchen vorzeitigen Verzicht auf einwandfreie wissenschaftliche

Ergebnisse der Hygiene. VIL. 1



2 Th. v. Wasielewski und W. F. Winkler:

Beweisfithrung liegt. Man darf wertvolle Arbeitshypothesen nicht als Ent-
deckungen umdeuten, weil eine Entscheidung iiber die Erregernatur zur Zeit
mit unseren technischen Mitteln nicht gelingt. Das ist gerade bei den For-
schungen iiber den Pockenerreger so wichtig, weil die Pocken gewissermafen
das Schulbeispiel einer Gruppe ungeniigend erforschter Krankheiten bilden,
deren Atiologie anscheinend mit der bisher hauptsichlich geiibten rein bakterio-
logischen Arbeitsweise nicht geklart werden kann. Weichen wir bei der Erfor-
schung der Pocken von den strengen Forderungen der &tiologischen Beweisfiihrung
ab, so entsteht die Gefahr, daf auch fiir die iibrigen Vertreter dieser Krankheits-
gruppe (Masern, Scharlach, Schafpocken, Maul- und Klauenseuche, Rételn,
Varicellen, Herpes) unzureichende Erklarungsversuche als beweisend angesehen
werden, wie wir das kiirzlich leider bei der Maul- und Klauenseuche erlebt haben.

Deshalb scheint es berechtigt, trotz der augenblicklichen Verworrenheit der
Ansichten iiber die Pockenatiologie, eine Darstellung der in den letzten Jahr-
zehnten veroffentlichten Arbeiten iiber die Natur des Pockenerregers zu ver-
suchen. Es wird uns nicht moglich sein, diese Darstellung erschopfend zu ge-
stalten. Das liegt an der gro3en Zahl der in vielen Sprachen erschienenen Arbeiten,
die uns gar nicht vollstandig zugénglich waren, zum Teil wegen der infolge des
Krieges in deutschen Biichereien entstandenen Liicken. Da der eine von uns
seit fast 35 Jahren, wenn auch mit grofen Unterbrechungen, an den Unter-
suchungen iiber das Wesen des Variolavaccinevirus beteiligt war, werden An-
schauungen eingehende Beriicksichtigung finden, die eine neue Generation von
Forschern zum Teil schon vollig iiberwunden zu haben glaubt. Vielleicht er-
geben sich hieraus Gesichtspunkte fiir eine Behandlung des Pockenproblems,
die anch weiterhin Beriicksichtigung verdienen.

Unzweifelhaft gewinnt dieses Problem auch fiir die praktische Hygiene wieder
an Bedeutung. Denn einmal droht den Kulturvélkern Europas die grole Gefahr,
daB der in der Kuhpockenimpfung errungene Schutz breiter Volksmassen durch
den Unverstand der Impfgegner durchléchert und damit hinfillig gemacht wird.
Andererseits mehren sich die Versuche, eine fiir die Vaccineforschung wertvolle
Arbeitsmethode — die Hornhautimpfung an Kaninchen und anderen Versuchs-
tieren — fir die &atiologische Diagnostik wie fiir die Erforschung verwandter
Krankheiten aus der Gruppe der akuten Exantheme nutzbar zu machen. Man
wird gut tun, hierbei die Erfahrungen der Pockenforschung, vor allem auch ihre
MiBerfolge weitgehend zu beriicksichtigen.

Daran, daB ein belebter Erreger die Ursache der Menschen- und Tierpocken
bildet, kann kein Zweifel herrschen. Seine Eigenschaften und seine systematische
Stellung sind aber nur sehr bruchstiickweise bekannt. Uber seine Form und
sein Aussehen wissen wir nichts. Die Annahme Guarnieris, da die von ihm 1892
beschriebenen Vaccinekérper die Erreger sind, hat der eine von uns (v. W. 1901)
als sehr wahrscheinlich bezeichnet, unter dem Vorbehalt, daB diese auf eigene
und fremde Untersuchungen gestiitzte Auffassung nicht abgeschlossen sei, weil
es ihm nicht gelang, in allen Punkten die wiinschenswerte Aufklirung zu finden.

Inzwischen sind in wesentlichen Punkten Feststellungen erfolgt, die geeignet
sind, Guarnieris Auffassung zu erschiittern, ohne sie in anderem zu widerlegen.

Mit der Zahl der Forscher, die sich dem Studium der Pockenitiologie zu-
gewandt haben, ist die Zahl der angewandten Untersuchungsmethoden und
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die Zahl der Hypothesen so stark gewachsen, daB beide kaum noch von einem
einzelnen nachgepriift werden konnen. Nach Beschreibungen und Abbildungen
allein kann jedoch deren Zuverlassigkeit und Berechtigung nicht immer be-
urteilt werden. Dadurch entsteht ein Zustand der Verwirrung, der die Verstandi-
gung auflerordentlich erschwert und nur noch vorwiegend gefiihlsmiBige Urteile
zuldaflt, mit denen der Wissenschaft nicht gedient ist.

Wenn wir bei der Ubernahme der Aufgabe gehofft hatten, die Darstellung
unserer jetzigen Kenntnisse vom Pockenvirus trotz der Teilung so ineinander
arbeiten zu konnen, dafl dieselbe sich voéllig einheitlich gestaltet, so erwies sich
das doch schlieflich wegen der im Verhéltnis zu solcher Aufgabe zu knappen
Zeit als undurchfithrbar. Wir waren deshalb gezwungen, uns in die Nieder-
schrift der Arbeit zu teilen. Dabei schien uns folgende Stoffgliederung am besten
geeignet, ein moglichst umfassendes Bild von unseren Kenntnissen iiber den
Pockenerreger zu geben:

Einleitung.

I. Neuere Forschungen iiber Form und Grofle des Erregers (v. Wasie-
lewski).
II. Reingewinnung (Winkler).
ITT. Abarten des Virus (Winkler).
IV. Verbreitungsweise (Winkler).
V. Impfstoffbereitung (Winkler).
VI. Variolavaccineepitheliose der Kaninchenhornhaut (v. Wasielewski).
VII. Morphologische Pockendiagnose (v. Wasielewski).

I. Neuere Forschungen iiber Form und GroBe des Erregers.

Um die Ubersicht der neueren Forschungen iiber Form und GroBe des Pocken-
erregers auch Neulingen auf diesem Arbeitsgebiet nutzbar gestalten zu konnen,
muf} in kurzen Ziigen das Ergebnis der bis zum Jahre 1901 erschienenen Ver-
offentlichungen vorausgeschickt werden.

Durch zahlreiche Versuche war schon um das Jahr 1887 festgestellt, daB
ziichtbare pflanzliche Kleinwesen, die in mannigfacher Zahl und Form im In-
halt der Variola-Vaccinepustel nachgewiesen wurden, nur die Bedeutung von
Mischinfektionen beséaflen. In Anlehnung an Verdffentlichungen van der Loeffs
(1886) und L. Pfeiffers - Weimar (1887) glaubte Guarnieri (1892) in Zell-
einschliissen der Stachelzellenschicht bei Variola parasitische Protozoen fest-
stellen und diese im Hornhautepithel des Kaninchens zur Vermehrung bringen
zukoénnen. Hier gelang ihm der Nachweis charakteristischer ,,Vaccinekérperchen,
deren Grofle zwischen einem Mikrokokkus und einem halben Epithelzellkern
schwankte. An diesen Koérperchen glaubte Guarnieri bei der Untersuchung
abgeschabter Epithelzellen von der 2—3 Tage alten Impfstelle Améboidbewe-
gungen nachweisen zu konnen. Aus ihrem Bau, ihrer Verteilung in der Umgebung
des Impfstiches, der Verschiedenheit ihres Umfanges und ihrer Zahl zu ver-
schiedenen Zeiten folgerte er eine Entwicklung. Ferner beschrieb er die Ver-
mehrung linglich ovaler Kérperchen durch einfache Teilung und den Zerfall
maulbeerférmiger eingeschniirter Korper, wobei er unentschieden lieB, ob es
sich bei letzteren um Sporulationsvorgéinge handelte.

1*



4 Th. v. Wasielewski und W. F. Winkler:

Die spezifische Natur der von Guarnieri als Vaccineerreger gedeuteten
Korperchen, welche er Cytoryctes vaccinae nannte, wurde mehrfach bestritten,
jedoch durch L. Pfeiffer, Monti, Ruffer und Plimmer, J. Clarke (1894),
im folgenden Jahre durch v.Sicherer sowie L. Pfeiffer bestétigt.

Diese Versffentlichungen haben eine grole Reihe von Untersuchungen iiber
die Natur der von Guarnieri beschriebenen Zelleinschliisse veranlaft. Be-
sonders eingehend haben die Verdffentlichungen Hiickels (1898) diese
Frage behandelt; seine Ergebnisse sollen deshalb hier wortlich wiedergegeben
werden.

»Meine im vorstehenden mitgeteilten Untersuchungen haben, wenn man
so will, ein negatives und ein positives Ergebnis gehabt. Negativ war dasselbe
insofern, als ich eine Losung der Frage nach der Natur und Art des Vaccine-
contagiums nicht bringen konnte. Ich hatte mir aber auch zu Beginn meiner
Untersuchungen diese Frage nicht in ihrer ganzen Ausdehnung zur Beantwortung
vorgelegt, vielmehr mir nur vorgenommen, iiber die Natur der Vaccinekérperchen
ins klare zu kommen und damit einen Beitrag zu jener Frage zu liefern, dessen
Umfang und Bedeutung sich zum voraus nicht ermessen lie3. Hitte sich bei
meiner Arbeit herausgestellt, daB wirklich die Behauptungen von Guarnieri,
L. Pfeiffer und von anderen Forschern, welche die Ansichten jener teilen,
auf berechtigten Grundlagen beruhen, so hitte damit mein Beitrag den Wert
einer Bestétigung evtl. auch einer Ergéinzung der schon von anderen gefundenen
Losung obiger Frage erhalten. Allein in dieser Richtung haben meine Unter-
suchungen als positives Resultat ergeben, dafl bei Vaccine an der Impfstelle
in der Cornea zunichst gewisse Teile des Zelleibes der Epithelien, die der Mark-
schicht des Protoplasmas angehoren, in ganz eigenartiger Weise erkranken.
Die hierbei entstehenden eigentiimlichen Bildungen,. deren mannigfache Ge-
stalten durch wechselnde und noch unbekannte Strukturverhaltnisse des Cyto-
plasmas bedingt sein miissen, erscheinen danach als direkte Abkémmlinge des
letzteren und nicht als die urséchlichen parasitiren Protozoen der Vaccine, fiir
welche sie ausgegeben worden sind.

Man ist dabei nicht gendtigt anzunehmen, daB das Contagium der Vaccine
sich in der Epithelzelle selbst entwickelt, um die Entstehung der Vaccine-
kérperchen erklaren zu kénnen. Die Ursache hierzu kann vielmehr sehr wohl
lediglich in der Einwirkung eines Giftstoffes liegen, der von einem extracellular
sich entwickelnden und vermehrenden Kontagium herriithrt. Allein als moglich
mufl immerhin zugegeben werden, dafl das Kontagium — iiber dessen allgemeine
und lokale Wirkungen wir zwar unterrichtet sind, dessen Natur und Morphologie
aber uns noch véllig unbekannt ist — doch in der Epithelzelle selbst und speziell
in den Vaccinekérperchen enthalten bzw. in seiner Entwicklung und Vermehrung
geradezu an die entsprechenden Protoplasmateile gebunden sein kann. Viel-
leicht ist das Kontagium von so geringer GréBe, dall dessen Wahrnehmung
mit den optischen Hilfsmitteln der Jetztzeit bei dem heutigen Stande der mikro-
skopischen Technik iiberhaupt nicht méglich ist.*

Zu einem ganz anderen Urteil gelangte v. Wasielewski (1901), der das-
selbe nach kritischer Besprechung der bis zum Jahre 1900 vorliegenden Literatur
unter Berlicksichtigung zahlreicher eigener Impfversuche folgendermafen zu-
sammenfafite:
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,»Wenn ich das Ergebnis der zahlreichen iiber die Natur der Vaccinekérperchen
angestellten Versuche nochmals mit kurzen Worten zusammenzufassen suche,
so geschieht es unter dem Vorbehalt, dafl ich meine auf eigene und fremde Unter-
suchungen gestiitzte Auffassung derselben nicht als abgeschlossen bezeichnen
mochte. Trotz mehr als achtjahriger Beschéftigung mit diesen Gebilden gelang
es mir nicht, in allen Punkten die wiinschenswerte Aufklirung zu finden. Unsere
bisherigen Kenntnisse berechtigen jedoch nach meiner Ansicht zu den folgenden
Schliissen:

1. Die Vaccinekiérperchen sind die einzigen charakteristischen Gebilde,
welche bei Variola und Vaccine in Haut und Schleimhaut gefunden werden,
in gesunder wie in anderweitig erkrankter Haut aber fehlen; die als Vaccine-
erreger beschriebenen Bakterien sind Saprophyten und entbehren jeder &tio-
logischen Bedeutung, wie die Wirksamkeit bakterienfreier Lymphe beweist.

2. Die Vaccinekdrperchen treten in den Hornhautepithelzellen von Kaninchen
mit Sicherheit auf, sobald wirksamer Impfstoff in eine Epitheltasche der Horn-
haut gebracht wird.

3. Dieselben Gebilde lassen sich in Epithelzellen der Kaninchenhornhaut
auf keine andere Weise erzeugen.

4. Es ist ausgeschlossen, daf} die Vaccinekérperchen Leukocyten oder Zerfall-
produkte von Leukocyten sind.

5. Thre angebliche Abstammung vom Epithelzellkern ist widerlegt:

durch ihr Auftreten in voéllig normalen Zellen; durch ihre Anwesenheit in
mitotisch sich teilenden Zellen; durch die Lage der kleinsten Vaccinekérperchen
am Rande des Impfherdes, wo sie besonders haufig in der Zellenperipherie,
entfernt vom Zellkern, gefunden werden.

6. Thre Entstehung aus dem Zellprotoplasma infolge einer spezifischen Gift-
wirkung der angeblich wegen zu geringer GréBe unserer Wahrnehmung ent-
zogenen Vaccineerreger lat sich weder beweisen noch exakt widerlegen, ist
aber aus folgenden Griinden durchaus unwahrscheinlich:

a) weil die Vaccineerreger durch Filter zuriickgehalten werden, demnach
kein Grund vorliegt, ihren Durchmesser als besonders klein anzunehmen;

b) weil die' Vaccineerreger auftreten in mitotisch sich teilenden Zellen mit
normaler Protoplasmastrahlung, deren Entstehung gerade aus denjenigen zen-
tralen Cytoplasmateilen abzuleiten ist, welche nach Hiickels Ansicht zuerst
von der spezifischen Giftwirkung getroffen werden;

c) weil eine ahnliche spezifische, einzelne Zellteile zerstérende Giftwirkung
nirgends bekannt ist;

d) weil so weitgehende schnell auftretende Veréinderungen wie die Vakuolen-
bildungen und der kornige Zerfall der Vaccinekérperchen an Degenerations-
produkten nie beobachtet sind;

e) weil die Entstehung so charakteristischer Zelleinschliisse mit keinem be-
kannten Degenerationsvorgang verglichen werden kann;

f) weil das unwirksame Filtrat der Vaccinelymphe keine Giftwirkung auf das
Epithel zeigt.

7. GréBe, Gestalt und Bau, Verteilung und Ausbreitung an der Impfstelle
sowie das Vorkommen von Teilungs- und Zerfallformen sprechen fiir die Annahme
Guarnieris, daBl die Vaccinekorperchen Zellschmarotzer sind.
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8. Die Verdnderungen, welche die Anwesenheit der Vaccinekérperchen in
den Epithelzellen hervorbringt, unterstiitzen diese Annahme.

9. Der Nachweis, daB durch 46 Generationen die Fortziichtung wirksamer
Vaccine im Epithel der Kaninchenhornhaut gelingt, beweist, daB eine lebhafte
Vermehrung der Vaccineerreger an den Impistellen dauernd erfolgt.

10. Da neben den Vaccinekorperchen an den Impfstellen weder mikro-
skopisch noch bakteriologisch Mikroorganismen nachzuweisen sind, das kon-
stante Auftreten der ersteren aber noch bis zur Generation 48 im Hornhaut-
epithel festgestellt werden konnte, so mu die Annahme Guarnieris, daB die
Vaccinekérperchen selbst die Vaccineerreger als sehr wahrscheinlich bezeichnet
werden.

Die Voraussetzungen, von denen diese SchluBfolgerungen ausgingen, haben
sich in der Folgezeit zum Teil als unzutreffend erwiesen, wodurch sich auch meine
Stellungnahme zur Deutung der Vaccinekérperchen verschoben hat. In der
Folge halte ich es fiir zweckmaBig, dieselben als ,,Guarnieri-Korperchen‘ zu be-
zeichnen, weil sie in gleicher Weise bei Variola-, Vaccine-, Lapine- und Ovine-
impfungen gefunden werden, die Bezeichnung ,,Vaccinekérperchen* also nicht
erschopfend wire.

Eine Einigung iiber die Natur der Guarnieri-Kérperchen konnte bisher nicht
erreicht werden. Das lag an der auBerordentlich verschiedenen, nicht immer
gliicklich fiir diese Forschungsaufgabe gew#hlten Technik, die einen Vergleich
der voneinander abweichenden Untersuchungsergebnisse verschiedener Forscher
vielfach gar nicht zuliBt. Zur Erleichterung der Ubersicht soll eine hierneben
auf 8.7—9 wiedergegebene Aufstellung der verschiedenen Untersuchungs-
verfahren der Guarnieri-Korperchen, sowie der auf Grund derselben gegebenen
Deutungen dienen (Tabelle 1). In derselben sind nur diejenigen Arbeiten beriick-
sichtigt worden, in denen auf Grund eigener Untersuchungen irgendwelche neue
Gesichtspunkte fiir die Entscheidung der vorliegenden Streitfragen gewonnen
wurden.

Ganz auBlerhalb der allgemein bewshrten Methoden der Zellforschung stand
Siegel (1904) Er setzte destilliertes Wasser zu Organsaft oder Blut, um da
durch ,,die stérende Gerinnung in ihrer entwicklungshemmenden Wirkung ab-
zuschwichen und fand, daB seine ,,Protozoen‘‘ dann besonders reichlich und
beweglich im Gesichtsfeld umhertanzten. Begreiflicherweise hat diese Technik
nicht zur Klarung der Vaccinefrage beitragen konnen.

Von Bedeutung fiir die Deutung der Guarnieri-Kérperchen hitte dagegen
die Hertwigsche Chromidialtheorie werden konnen. R.Hertwig (1902) be-
schrieb als ,,Chromidien* kleine mit Kernfarben gut firbbare Kornchen, die
er im Zelleib von Einzelligen nachweisen konnte; bei anderen Einzelltieren fand
er neben dem Kernblaschen stark firbbare netzformige Bildungen, die enge
Beziehungen zum Kernapparat hatten, ja sogar zur Neubildung von Kernen
fihrten. Hertwig nahm an, daBl die ,,Chromidien* von Chromatinteilchen ab-
stammten, die aus dem Kern in das Protoplasma ausgetreten sind. Mit diesen
Gebilden verglich Hertwigs Schiiler Goldschmidt (1904) stabchen- und faden-
formige Zelleinschliisse aus Muskel-, Darm- und Driisenzellen von Eingeweide-
wiirmer (Ascaris lumbricoides und megalocephala). Trotz ihres von den Hertwig-
schen Befunden abweichenden Vorkommens und der ganz anderen Form hielt
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Tabelle 1.
Deutung der Zelleinschliisse von variola- und vaccinegeimpften Hornhaut-
epithelien.
Fixierung Fiarbung ‘ Deutungltiigip(gru;ﬁ"ennierischen
1892 | Guarnieri Sublimat-Essigsaure | Himatoxylin Zellschmarotzende Proto-
zoen, die Erreger der Va-
riolavaccine. Wahrschein-
lich aus der Klasse der
Sporozoen
1893 Ferroni u.Massari — — Pathologische Zellverénde-
rungen, meist Zellkern-
derivate, aber auch Leuko-
cytenreste
1894 | L. Pfeiffer - — Protozoische Erreger der
Variolavaccine
1894 | Monti Golgi-Hermannsche |Hématoxylin-Safra- | Parasiten vom Typus der
{ Fliissigkeit nin, Safranin-Au-| Protozoen (Lobosa). Lebe-
Sublimat rantia wesen; sehr wahrscheinlich
Biondi-Losung Erreger
1894 | Babes Préiparate Guarnieris Nucleolen
und Montis
1895 |J. Clarke Pikrocarmin, saures|Sporozoen als Erreger
Hamatoxylin
1897 [Salmon Flemmings Gemisch |Carmin, Hamatoxy-| Zugrunde gegangene Leuko-
lin, Anilinfarben | cyten
1897 |v. Wasielewski |Pikrinsublimat Carbolthionin,Eisen -| Wahrscheinlich Zellschma-
hiématoxylin rotzer
Sublimat Alaunfuchsin-
Czr 1mat- } Ehrlichs Himato-
omséure xylin
Hermannsche }S frani
Tdsung afranin
1898 | Hiickel Flemmingsche Fliis-|Eisenhdmatoxylin | Degenerationsprodukte des
sigkeit Biondis Gemisch Cytoplasmas, vielleicht be-
Sublimat-Kochsalz- dingt durch unsichtbaren
16sung Erreger
1901 v. Wasielewski |Wie 1897 — Die Annahme Guarnieris,
Zupfpréparat in daB die Vaccinekorperchen
schwacher Essig- selbst die Vaccineerreger
siure oder Os- sind, muB} als sehr wahr-
miumlésung scheinlich bezeichnet wer-
den
1903 | Borrel Platinchlorid- Magentarot- Wie Metschnikoff und Sal-
Chrom-Osmium- Pikroindigcarmin mon: Leukocytentriimmer
Essigsdure
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Tabelle 1 (1. Fortsetzung).
Pixierung Farbung Deutung ]({igip Srrt(lza;lgz;ierischen
1904 |Calkins Zenkersche Fliissig-| Pikroindigcarmin- JErreger der Variolavaccine,
keit Magentarot gehoren zur Ordnung der
Mikrosporidien
1904 |Councilman, Ma- |Zenker Eosin-Methylenblau | Parasiten, wahrscheinlich
grath und Brin- nach Mallory Mikrosporidien
kerhoff
1904 | Tyzzer Zenker Eosin-Methylenblau | Vaccineerreger, dessen Klas-
sifizierung zur Zeit nicht
moglich
1905 |Ewing Klatschpraparate | Romanowsky-Nocht | Guarnierische Korperchen
Erhitzung. Alkohol stammen von Kern und
“ Cytoplasma der Epithel-
zelle ab; entstehen viel-
leicht durch Einwirkung
eines submikroskopischen
Organismus
1905 v. Prowazek a) Ausstrichpripa- |Grenacher Hamat- | Fiir Vaccine charakteristi-
rate von Lymphe| oxylin; Giemsaun-| sche Produkte einer regres-
in heilem Subli-| geeignet siven Metamorphose der
matalkohol fixiert, Kernsubstanzen, in denen
Jodalkohol Eisenhématoxylin Erreger liegen konnen; sie
b) Schnittmaterial: |Safranin-Gentiana- | kénnen, aus dem Kern
Sublimatalkohol, violett; Mallory;| ausgestoBen, durch An-
Jodlosung Giemsa; Ehrlich-| lagerung der im Plasma
Biondi vorhandenen Chromidial-
und Plastinsubstanz wach-
sen
1905 |v. Wasielewski |Sublimat Methylgriin-Fuchsin | Beweis fiir Ubertragung
Zupfpraparat in ver- entwicklungsfihiger Vac-
diinnter Essig- cinekeime; wahrscheinlich
siure Erreger
1906 v. Prowazek Trockenausstriche: |Giemsafdrbung (er-| Enthalten ,,Initialkérper*;
Alkoholfixierung gibt bei Schnitt-| sind nicht selbst Parasiten,
farbung keine sondern Gegenwirkungen
brauchbaren Bil-| der Epithelzelle auf das
der) Vaccinegift; ihre chroma-
Schnittmaterial : Malloryfarbung, toide Komponente stammt
Sublimatalkohol |Giemsa-Eisenhdamat-| vom Kern oder von Chro-
oxylin, Dahlia midien ab, deren Nach-
oder Gentiana- weis in Hornhautzellen des
violett Kaninchens angeblich ge-
lang
1909 |v. Prowazek Sublimatalkohol Heidenhains Eisen-| Hypertrophische Nucleolar-
hamatoxylin substanzen
1909/10] v. Prowazek Anscheinend wie Hauptmasse, Reaktions-

1906

masse der Wirtssubstan-
zen, vornehmlich ,,Pla-
stin“‘, zum Teil auch Chro-
matinstoffe
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Tabelle 1 (2. Fortsetzung).

Fixierung

Firbung

Deutung der Guarnierischen

Korperchen
1911 v. Prowazek Sublimat-Feucht-  |Giemsafirbung Durch angelagerte Abwehr-
fixierung substanzen umgewandelte
Vaccineerreger; schlieBen
die ,,Initialkérper* ein und
zerfallen zu ,,Elementar-
kérperchen
1910/11 | Casagrandi Klatschpriparate: |Giemsa 48 Stunden|Casagrandi nimmt an,
Methylalkohol daB zwei Cytorryctestypen
vorkommen, von denen
einer (asexuell ?) die feinen
Variolagranula, der andere
(sexuell?)  nadelférmige
Dauerformen hervorbringt
1919 Hammerschmidt | Alkohol; Formol; [Unnas Hamalaun- |Auf Einwirkung des Giftes
Formolalkohol Safraninfarbung vermehrte und ins Plasma,
verlagerte Nucleolarsub-
stanzen, allein oder durch
Plasmabestandteile be-
reichert
1920 | Ungermann und |a) Zupfprédparat: un- Frischfarbung Haben nichts beobachtet,
Ziilzer fixiert was fiir eine Herkunft der
b) Schnitte: Subli- |Himatoxylin, van | Korperchen von irgend-
matalkohol Gieson, Mannsche| welchen geformten Ele-
Farbung menten der Zelle sprechen
konnte ;ihnen ist Annahme
am wahrscheinlichsten,dag
G. K. die uns sichtbare
Erscheinungsform der Vi-
ruseinheiten, gewisserma-
Ben eine intracellulare Xo-
lonie des Pockenerregers,
darstellt
1920 |Béing trockene Cornea- Azur 1 | Entwicklungsstadien der
klatschpriaparate Methylalkohol 30 | Pockenerreger
oder Fixierung in| Aqua dest. 70
Zenker-Losung durch die verdiinnte
Farblosung wird
3mal 24 Stunden
Sauerstoff geleitet
1922 | Gins Sublimatalkohol Romanowski-Giem- | Weder Bestandteile des Zell-
sa; Mannsche Fér-| kerns noch des Protoplas-
bung modif. von| mas, sondern selbsténdige
Gins. zellfremde Gebilde
1922 Cowdry unfixiert in physiol. Brillantkresylblau | Protoplasmabestandteile

Kochsalzlésung
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er sich fiir berechtigt, eine Lehre vom ,,Chromidialapparat“ aufzustellen, zu
dem er alles rechnete, was neben den Kernen an dhnlich farbbaren kugel-, stab-,
faden- und netzférmigen Einschliissen bis dahin bekannt war. Seiner Meinung
nach gehoren Nebenkerne, Ergastoplasma, Dotterkern, Archoplasma, Pseudo-
chromosomen, Mitrochondrien, Trophospongien, Apparato reticolare usw. alle
in den Chromidientopf. Seine SchluBfolgerungen, dafl jede tierische Zelle ihrem
Wesen nach doppelkernig sei, und daf3 der somatische Kern als Chromidialapparat
im Plasma liege, veranlaften v. Prowazek (1905), auch in den Hornhautepithel-
zellen des Kaninchens physiologische Chromidien zu beschreiben, in denen er
die Produktion von Immunstoffen vermutete.

Wenn sich diese Annahmen hétten bestitigen lassen, so wéren damit in der
Tat gewichtige Griinde fortgefallen, die v. Wasielewski (1901) gegen die
Deutung der Guarnierischen Korperchen als Entartungserscheinungen ver-
wertet hatte.

Freilich hatte es, wie v. Wasielewski (1912) betonte, zunichst sorgfiltiger
Untersuchungen dariiber bedurft, ob, in welchem Umfang und unter welchen
Bedingungen ,,Chromidien* im Zelleib der Hornhautepithelzellen des Kaninchens
auftreten. Leider liegen hieriiber gar keine zuverlassigen Untersuchungen vor.
v. Prowazeks Angaben (1905, 1906) sind sehr hypothetischer Natur; er be-
gniigte sich, wie Miithlens und Hartmann (1906), damit, diese neue Hypothese
fir die Erklarung der ritselhaften Zelleinschliisse zu verwenden und fand darin
bis in die neueste Zeit weitere Gefolgschaft. Auch Elmassian (1909), der die
Angaben von Prowazek (1905, 1906) iiber die als Erreger beschriebenen ,,Ini-
tialkérper im Laboratorium von Richard Hertwig nachpriifte, begniigt sich
damit, die Guarnieri-Korperchen als ,,Chromidium pathologique* zu bezeichnen
und die Unterscheidung von Initialkérperchen und Guarnierischen Kérperchen
anzuzweifeln. Er halt beide fiir Reaktionsprodukte der Epithelzelle gegen das
Vaccinevirus, bringt aber auffallend wenig positive Beobachtungen, die fiir die
Deutung der Guarnierischen Korperchen als Chromidien verwertet werden
kénnten. Es wird eingehender Studien bediirfen, um festzustellen, wie weit die
Lehre von den Chromidien fiir Metazoenzellen iiberhaupt aufrechterhalten werden
darf und ob diese sog. ,,Chromidien“ bei der Bildung der Guarnierischen
Korperchen irgendeine Rolle spielen. Einstweilen hat die Lehre von den Chromi-
dien, wie sie von Goldschmidt und seinen Anhéngern vertreten wird, scharfe
Angriffe, insbesondere von Jorgensen (1913) erfahren. Immerhin wird man
bei erneuten Untersuchungen iiber die Regeneration des Kaninchenhornhaut-
epithels unter dem Einfluf des Vaccinevirus mit allen Hilfsmitteln neuzeitlicher
Fixierungs- und Féarbetechnik nach Chromidien, Mitochondrien und #hnlichen
Gebilden fahnden miissen, schon um Verwechslungen derartiger physiologischer
Zellbestandteile mit den jlingsten und kleinsten Guarnierischen Kérperchen
zu vermeiden.

Die Guarnierische Lehre von der parasitiaren Natur der Vaccineeinschliisse
fand in den néchsten Jahren warme Verteidiger in den amerikanischen Forschern
Councilman, Magrath, Brinkerhoff, Calkins und Tyzzer (1903, 1904).
Diesen bot sich bei einer Pockenepidemie in Boston giinstige Gelegenheit, in
dem fiir Forschungszwecke eingerichteten The Sears pathological Laboratory,
The Harvard Medical School, Boston, Mass. eingehende Untersuchungen iiber
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Zellverdinderungen bei menschlicher Variola anzustellen. Derartige Unter-
suchungen wurden anscheinend weder vorher noch nachher in gleichem Umfange
mit einheitlicher Teohnik durchgefiihrt. Die im Jahre 1904 versffentlichten, von
vorziiglichen Mikrophotogrammen begleiteten Arbeiten der genannten Forscher
verdienen deshalb rein objektiv gréBere Beachtung, als sie bisher gefunden
haben. Anscheinend sind sie in Deutschland nur durch unzureichende Referate
bekannt geworden.

Calkins glaubt in den Pockenschnitten der Menschenhaut die Entwicklung
eines mikrosporidienartigen Schmarotzers nachweisen zu kénnen, den er zu den
Sporozoen rechnet. Er unterscheidet eine ungeschlechtliche Teilungsweise, die
zur Keimvermehrung amdoboider Parasiten im Plasma der Epithelzelle fiihrt,
von einer geschlechtlichen im Kern des erkrankten Epithels. Dabei stiitzt er
sich auf Hautmaterial von Pockenleichen, das in Zenkerscher Fliissigkeit fixiert,
in Paraffin eingebettet war. Die Schnitte wurden mit Eisenhdmatoxylin (nach
Heidenhain und Mallory), mit Kombinationen von polychromem Methylen-
blau und Eosin (nach Weigert und Romanowsky), hauptsichlich aber mit
Pikroindigokarmin-Magentarot (nach Borrel) gefirbt. Gerade auf letztere
Farbung, die allein auch fiir die Herstellung der abgebildeten Priparate benutzt
wurde, legte Calkins den groiten Wert, wenn er auch hervorhob, da8 sie keines-
wegs selektiv die Pockenschmarotzer firbe und nicht immer eine zuverlissige
Unterscheidung des Parasiten vom Chromatin gestatte.

Die Bemiihungen von Calkins, das ausgezeichnet priparierte, wohl niemals
verher in gleicher Fiille einem Parasitologen zur Verfiigung gestellte Material
der Bostoner Pockenepidemie fiir eine Darstellung der Entwicklung eines Pocken-
parasiten auszuwerten, sind gescheitert. Sie mufBiten scheitern, weil ibm wie
den mit ihm arbeitenden pathologischen Anatomen die genaue Kenntnis der
Zell- und Kernverdnderungen fehlten, die in der Epidermis moglich sind. Auch
reichte offenbar sein Vergleichsmaterial nicht aus, um die Liicken unserer Kennt-
nisse von zell- und zellkernschmarotzenden Protozoen richtig einzuschitzen.
Seine ganz vereinzelt stehenden unvollstindigen Beobachtungen eines Kern-
schmarotzers aus dem Ciliatenkern einer Paramaecienkultur verleiteten ihn zu
Analogieschliissen, die um so bedenklicher waren, als der Beweis fiir die Mikro-
sporidiennatur seines Caryoryctes cytoryctoides aus dem Ciliatenkern gar nicht
erbracht war. Soweit man aus seinen Abbildungen, Tafel 20, ersehen kann, waren
diese Ciliatenpréaparate anders fixiert und gefirbt als die Pockenschnitte; ihr
Vergleich stiitzt sich also nur auf GréBenverhéltnisse. In der Beweiskette fiir die
Mikrosporidiennatur der Pockenerreger fehlt aber ein weiteres wichtiges Glied:
namlich die Nebeneinanderstellung echter mit derselben Technik fixierter und
gefarbter Nosemainfektionen neben die angeblichen Pockenerreger im Haut-
epithelkern. Wahrscheinlich hétte schon dieser Vergleich geniigt, um zu vor-
sichtigerer Deutung der bis dahin unbekannten Pockenkernbilder zu veranlassen.

Den Unterschied zwischen dem Entwicklungsgang des Variola- und des Vaccine-
erregers glaubte Calkins dahin festlegen zu kénnen, da8 letzterem die intra-
nucleére Phase fehle. Im einzelnen kann auf die Hypothese von der Mikrospori-
diennatur beider Parasiten, deren kleinste Formen Calkins auf 0,7 y schitzte,
nicht naher eingegangen werden. Sie hat dazu beigetragen, die vorsichtigere
Annahme Guarnieris, daB hier ein seiner Natur nach nicht naher definierbarer



12 Th. v. Wasielewski und W. F. Winkler:

Zellschmarotzer vorliege, von vielen Seiten um so schérfer bekampft wurde. Jeden-
falls muBlte der Versuch, einen geschlechtlichen Entwicklungsgang von Gebilden
zu konstruieren, von denen zunichst nicht einmal feststeht, ob es Kern- und
Zelldegenerationsprodukte oder Schmarotzer sind, trotz aller darauf verwendeten
Miihe vollstandig mifigliicken. Das aussprechen zu miissen, ist fiir den Referenten
um so schmerzlicher, als offensichtlich gerade seine eigene kritische Erérterung
der Vaccinefrage und sein mit aller Zuriickhaltung erfolgtes Eintreten fiir die
Guarnierische Hypothese die Erforscher der Bostoner Pockenepidemie in ihrer
Auffassung bestirkt hat.

Wenn aber auch die Deutung, die Calkins den iiberraschenden, bis zu
Councilmans Untersuchungen unbekannten Bildern von den Kernverénde-
rungen der Pockenhaut gab, entschieden nicht berechtigt war, so bleibt immer
noch unentschieden, ob es sich hier ausschlieflich um Entartungserscheinungen
handelt. Es sei darauf hingewiesen, daf erst kiirzlich Béing (1920) und Gins
(1922) dafiir eintraten, dafl gerade die echte Variolainfektion der Hornhaut vom
Kern der Epithelzellen ihren Ausgang nehme. Im Kern ist die Unterscheidung
von Degeneration und Infektion zweifellos noch schwieriger als im Zelleib. Des-
halb wire gerade heute eine Wiederaufnahme der Zell- und Kernstudien bei
Pocken und pockenahnlichen Erkrankungen mit vielseitiger Technik unter ein-
gehender Beriicksichtigung der Bostoner Schilderungen dringend erwiinscht.

Viel vorsichtiger als Calkins sprach sich der Bostoner Pathologe Tyzzer
(1904) iiber die Befunde bei den von Councilman angeregten Kontrollunter-
suchungen mit Vaccine am Kaninchenauge aus. Auch er kam zu der Uber-
zeugung, daBl die Guarnierischen Korperchen Organismen und die Erreger
der Krankheit seien. Alle anderen Hypothesen erschienen ihm unzureichend, um
das Auftreten, die Struktur, die Veréinderungen der GréBe und die Entwick-
lung der Kérperchen zu erklaren. Dagegen hilt er es fiir verfriiht, die Guarnieri-
schen Korperchen genauer in eine bestimmte Schmarotzergruppe einzureihen.

Auch Councilman (1904) spricht sich in einer Epikrise zu den gemeinsamen
Verotfentlichungen gleichfalls mit der gebotenen Zuriickhaltung aus. Wenn er
auch iiberzeugt ist; die spezifischen Zell- und Kerneinschliisse seien Parasiten
und die primére Krankheitsursache, so betont er zu der Darstellung des Ent-
wicklungsganges von Calkins: ,,aber die Deutung vieler Formen, besonders der
geschlechtlichen, ist noch sehr unsicher.

Auf neuen Wegen suchte Ewing (1905) iiber die Natur der Guarnierischen
Korperchen Aufschlufl zu gewinnen, indem er von der geimpften Rattenhornhaut
Klatschpraparate anfertigte und in den am Glase haftenbleibenden Epithel-
zellen nach den Erregern suchte. Ewing hatte in Schnitt- oder Zupfpraparaten
die Entscheidung iiber das Wesen der Guarnierischen Kérperchen vergeblich
angestrebt. Schlieflich beriihrte er sorgfiltig gereinigte und durch Abbrennen
im Bunsenbrenner entfettete Objekttriger mit den Impistellen der Hornhaut,
ohne zu driicken oder seitlich zu verschieben. Am Objekttriger blieb ein Ab-
druck der Epithelverletzung in Form von Einzelzellen oder Zellgruppen haften,
die durch das Odem des Entziindungsprozesses gelockert waren. Wiederholte
Abdriicke hoben Lage fiir Lage der Epithelzellen ab, bis nach 20 oder 30 maliger
Wiederholung das kleine Geschwiir ganz ausgehohlt war. Die Abdriicke wurden
reihenweise geordnet, trockneten schneller als Blutausstriche und konnten durch
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leichte Hitze sowie nachtriglich durch irgendeine Fixierungsflussigkeit fixiert
werden. Ewing hat nach Erhitzung die besten Ergebnisse durch Fixierung in
absolutem Alkohol und nachfolgender Farbung in Romanowsky-Nochtlésung
(10 Min. lang) erhalten. Farbniederschlige konnen durch Eintauchen in starken
Alkohol (1 Min.) entfernt werden.

Die Hornhaut braucht nicht entfernt zu werden; man kann in oder ohne Nar-
kose die Abdriicke entnehmen, auch von der Schleimhaut der Augenlider, der
Nickhaut, ja vom Pustelgrund nach Loslésung der Epidermis. Anfangs wurde
das Verfahren an jungen Ratten mit vorstehendem Augapfel angewandt, wo
die Vaccinekérperchen grofler und grober als bei Kaninchen sein sollen; aber
narkotisierte Kaninchen lieferten gleich gute Préaparate.

Ewing hielt diese Praparate den Schnitten gehirteten Gewebes ,,fiir unver-
gleichlich iiberlegen*. Das Verfahren enthiillte angeblich einige Strukturen, die
in Hornhautschnitten nicht sichtbar waren. Seiner Auffassung nach schlieft
das plotzliche Eintrocknen die Moglichkeit der Entstehung von Kunstprodukten
durch Einwirkung der Fixierungsfliissigkeit aus, so dal gewisse Merkmale der
Guarnierischen Koérperchen in Schnittpraparaten sich sofort als handgreifliche
Kunstprodukte ergaben.

Leider hat sich die Hoffnung des Verfassers, dal nun mit dieser Methode
Einigkeit in der Beurteilung der allgemeinen Struktur der Guarnierischen
Korperchen, ihrer Beziehungen zur Zelle und ihres Schicksals erreicht werden
wiirde, nicht erfilllt. Wir sind heute noch ebenso unklar iiber ihre Bedeutung
wie vor-20 Jahren. Dabei soll nicht verkannt werden, dafl das Klatschpraparat
nach Feuchtfixierung in der Hand erfahrener Zellforscher manche Einzelheiten
des verwickelten Aufbaues der Hornhautepitheliose zu enthiillen vermag. Es
bedarf aber besonderer Priifung, ob tatséchlich alles, was Ewing an Trocken-
praparaten als Guarnierische Korperchen beschreibt und abbildet, in deren
Entwicklungskreis gehért und ohne weiteres mit den feuchtfixierten Schnitt-
und Ausstrichpraparaten vergleichbar ist. Die Hoffnung Ewings, daB das
Studium der Klatschpriparate mit der von ihm empfohlenen Technik fiir die
Erforschung von Krankheiten unbekannter Atiologie, wie Masern, Scharlach und
Tollwut, sich brauchbar erweisen werden, ist leider nicht in Erfiillung gegangen.

Bei der Zusammenfassung der Griinde gegen die Entstehung der Guarnieri-
schen Korperchen aus dem Zellprotoplasma infolge einer spezifischen Giftwirkung
des unserer Wahrnehmung entzogenen Erregers hob v. Wasielewski (1901)
an erster Stelle hervor, dafl die Vaccineerreger durch Filter zuriickgehalten
wiirden, demnach kein Grund vorliege, ihren Durchmesser als besonders klein
anzunehmen. Er stiitzte sich dabei auf die Versuche von Schulz und Weil
(1891), E. Pfeiffer (1895), Guarnieri (1897) und Gorini (1899), die iiberein-
stimmend bekundeten, daBl die wirksamen Bestandteile der Vaccinelymphe
durch Filter zuriickgehalten wurden. Diese Erfahrung wurde auch von Weich -
selbaum, Straull und Chambon sowie Foa (1903) bestitigt. Trotz dessen
hielt letztere an der von Hiickel ausgesprochenen Hypothese fest: kleinste
mit unseren optischen Hilfsmitteln nicht nachweisbare Erreger kénnten in den
Guarnierischen Korperchen enthalten sein. Sie wurde dabei durch die An-
gaben von Borrel (1903) bestarkt, der iiber gelungene Filtration des Schaf-
pockenvirus berichtet hatte.
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Das Pockenvirus.

USQALIYDSAq JYOTU

A1ye3
-oumel3 fopoyjeoux
PR  SIB[IROTT
‘] mzy (o
Sryez

-un SIq [ UOWIdY
[[°Z pun "3 P ul

USQRLIYOseq YOI
-gor[yossne I9ysiq (e

uareyjIdenequIoy
9P USWISY[[[OZ
ur pun "3 1) uw8p uf

1DH °ydemyos
[0YoAY
oYYy
WLIOJOIO[Y))
arnesGissy %3
ofuepey %g
uo303
Srqeyspue)sopIsa

1qIe1e8 YorMYOS
BSWIOLY) JIUI ¢ T8 qI8)
ne[qAseasjueg
M gormyos Funi
-oIsIule[y 1oq (9

puewr
-jeunz [yeZ Uu®
Iogeds  ‘gpezuIezeA
nequIoy I0p Suny
-dw] yoru uepunjg g

8398 (q
sjo9s (e

3 ‘P USp ur Ief
-N[[09I9JUI PUN -BIJUT

a1s

JISIST[IQOTITUT TINLI)

-8 S9Ines[oyooIne)
'zoxd 0] pun o[y

IeqsoMyoeU

Jyoru usSoqATY) ‘usp

-Todry ‘¥ ‘urwnq
-[V uoA ueuorn}yeoyy

uagunyed qyoru (p
BSWOLY)
-D[SMOURWIOY JTUX
nepq umI (9
UQOLIY9ISaq JYOTU “ Mm
usneR udy
-0I3 Ul 1SIOW ‘}NAI)s
-I9Z ‘U[eZUI® ‘SUIYD
-UluBY] SOP ULIPY}
-idognequiofy uep
ul Yored[yez JsIogne

otu yoI[qeSue (o

USqoLIYosaq 4yoTu (q
89998 (e

uo[[PZ
-PYpdy uep ueyos

-IMZ UQ)9s ‘Ul JSIOWL

neg[q BSWoL) Yoeu (o
utsogy
pun I Izy 4w (e

opury
WRIYL U I9qe 3 *X)
USp Ul Jyoru {uIey
-[[PZ Wl yone ‘usj
-NR Ul IB[N[[e9RIJUL

otu (9

§3098 A MM

Ies[onueIjur e[oLI
-8 A 19q {joupiosdue
WIS USp Win JTULIQf

-ZUeIy JIe[nI[e0RIJUL

11Q)SI9Z UTULIO}
-1juy yomp fogner
-y weded Sryey
-SpuR)sIopImM  fIeq
-qIBJ OINBSWNIWS()
I9po uepng W JYoIu

ySoxyy
uBA ¢ uopumg
$g [ewg Sunsop
~BSTISTY) 9JUUNPISA (P
1eqqIey nepq
-uo[AYI9T\ SIOTFOT
‘uruory y, 41w 4yoru
¢A1peSoumreld furs
~Yony[0qIe]) S[YLZ
HuL ozIeg-BHOT
yoru ‘uepunjiy 8§
SIq $g ‘eswory (o

93uey I0anoYe s
-un ur (B[olreA ‘I9p
[-urs)HrequrIsng i

sn3ryd

-weg pun  sen
19q oru yorqedue (o
(uoyosed) s399s (q
aydwAf

-Iopury] ul yone
(uoyoseg) s703s (@

equr
-[PIsSng  wr ‘ud[Pez
-PUNd uoA qIefez

Wl pun usuIdy ul

[[e9se31ep
SyreySuuew  ayes
K101
-TEIN  ‘UrequopOH

-puolg ‘gorejusd
-B]\ ‘UIsyonyoIngy
‘urpAxoqeweH (p
BSWOLY)- IS MOUCW
-0y ‘urjAxorewey (o
HSJOIA[RYS
-Ary] ‘unaSAyIen (q
ne[quoy
-yl ‘utueiyeg (e

8 8Iq
udjEs ‘¢—1 IS

o[ezeyNdy Isure ur

atu (o
gstour (q
87998 (e

UIOY WI PUsuIoyos
-ue I9po jne {pue[
-[pUl®  PUBIUISY
I9pO puessejwIn U9q
-[esuep ‘urdy] wWAp
IOUBU 9I9gQI3 ‘puel
-[[9Z We udjsurery
arp ‘ewserdojorg wit

TU9y[eYIo A
SOUOSTUWOYOOINII\

uogyruyogy ut (p
yorssny wi (o
armnes3issy ut (q

ey (e
(e Ieqq IR

:Sunu
-pIouy pun [qez

USUOISET
usmepue 109q (0
BJOLIEA 194 (q
aurdBA 19q (B
:UQWITIOYI0 A

1218



16 Th. v. Wasielewski und W. F. Winkler:

Die Weiterentwicklung der Filtrationstechnik wurde in den folgenden Jahren
von Bedeutung fiir die Einschitzung der Guarnierischen Kérperchen und
lenkte begreiflicherweise die Aufmerksamkeit der Forschung auf kleinere Gebilde
im Pustelinhalt und in der Kaninchenhornhaut.

Die Forschung schloff damit an die alten Versuche Chauveaus (1868) an,
der in den ,,Elementarkérnchen‘ der Lymphe auf Grund seiner klassischen Dif-
fusionsversuche das Pockenvirus gefunden zu haben glaubte. Mit neuerer Technik
versuchte man aus diesem Zelldetritus den wirklichen Erreger darzustellen.

In zahlreichen Veréffentlichungen von Prowazek, Casagrandi, Volpino,
Paschen und anderen wurden Versuche beschrieben, aus diesem Gewirr von
kleinsten, mit unseren besten optischen Hilfsmitteln eben noch erkennbaren
Korperchen im Hell- und Dunkelfeld, ungeférbte und gefirbte Variolavaccine-
erreger abzugrenzen. Es erscheint zweckmiBig, fiir diese Gebilde die Bezeichnung
,,Elementarkérnchen® wieder zu verwenden und zunichst die Eigenschaften
derselben nach den Angaben der verschiedenen Forscher zusammenzustellen,
die sich der grofen Miihe unterzogen, die Technik ihres Nachweises zu vervoll-
kommnen (Tabelle 2, S. 14/15).

Zeitlich gingen diesen Bestrebungen Arbeiten von Prowazek (1905, 1906)
voraus, groflere, nicht filtrierbare Stadien des Pockenvirus zu beschreiben: die
sog. Initialkérper. Diese Forschungen standen unter keinem gliicklichen Stern.
Es wurden von diesem verdienten Parasitologen Fixierungs- und Farbeverfahren
sowie Beobachtungsmethoden verwendet, die duBerst vieldeutige Gebilde teils
innerhalb, teils auflerhalb der Guarnierischen Korperchen zur Darstellung
brachten. Bei der GréBenbestimmung miissen bedauerliche Irrtiimer vorge-
kommen sein. Die sog. Initialkorper scheinen immer nur in geringer Zahl be-
obachtet zu sein. Es ist deshalb wohl bisher keinem der Nachuntersucher ge-
gliickt, iiberzeugend darzulegen, was v. Prowazek eigentlich fiir Initialkorper
gehalten hat und ob diese Gebilde iiberhaupt als Entwicklungsstadien des Pocken-
virus in Betracht kommen. Es kann — solange eingehendere Nachpriifungen
fehlen — deshalb in dieser Ubersicht auf diese Arbeiten v. Prowazeks nicht
niher eingegangen werden, da eine ausfiihrliche Besprechung derselben zu weit
ausholen miifite.

Uber die filtrierbaren Stadien des Variola-Vaccinevirus wird in Abschnitt IT
genauer berichtet. Ihre Gestalt, GroBe und Farbbarkeit sind begreiflicherweise
noch viel schwerer festzustellen und zu vergleichen als bei den Guarnierischen
Korperchen. Soweit greifbare Angaben dariiber vorliegen, sind dieselben in
Tabelle 2 zusammengestellt. Sie schliefit sich nach ibrer Einteilung an eine
dhnliche, von Volpino (1909) versffentlichte Ubersicht an, die durch eine Reihe
aus spiteren Arbeiten ausgezogener Angaben ergénzt wurde. Eine kritische
Bewertung aller dieser Angaben erscheint ohne eigene eingehende Untersuchungen
unmdoglich.

Seine Stellung zur Vaccinefrage, insbesondere seine Auffassung der Guar-
nierischen Korperchen legte v. Wasielewski (1912) im AnschluBl an einen
Vortrag von C.Fraenken iiber Untersuchungen bei Scharlach und Pocken
dar. Fraenken hatte sich dahin ausgesprochen, daBl die Guarnierischen
Korperchen nicht die Erreger sein konnten, weil das Kontagium keimdichte
Filter passiere. v. Wasielewski wies darauf hin, dal der fiir die Kleinheit
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der Vaccineerreger ins Feld gefiihrte Filtrationsversuch nicht so iiberzeugend
sei, als es scheinen konne. Die kleinsten Guarnierischen Koérperchen kénnten
bei dem angewandten Druck gleichfalls Berkefeldfilter passieren, da sie nur
0,25 ¢ im Durchmesser grof seien.

Wie zuriickhaltend Prowazek selbst die Annahme beurteilt, da} die Gebilde
die lang gesuchten Erreger der Variolavaccine seien, geht aus seiner letzten
Arbeit iiber das Vaccinevirus (1914) hervor. Er gibt zu, dal die Guarnierischen
Korperchen vorlaufig das einzig sichere Kriterium des Vaccinationseffektes
seien und bespricht die Einwénde, daB die freien, nach Loeffler gefiarbten
Elementarkérnchen auch Lipoid und EiweiBtropfchen (Cavula, Niederschlige
u. dgl.) sein konnten, die mit der Loefflerschen Geileldarstellungsmethode
gleichfalls rotgefarbt wiirden. v. Prowazek meint aber, dal bei einer gewissen
Ubung die gleichmaBigen Elementarkérnchen, die scharf abgegrenzt und deutlich
dunkelrot sind, an der Farbennuance von den verschieden groflen Granulationen
verschiedener Art zu unterscheiden sind.

,Die Behauptung, daB die Elementarkérperchen Organismen sind, findet
ihre Stiitze nicht allein in dieser oder jener Farbung, sondern wird abgeleitet
aus dem morphologischen Verhalten (gleichartige Gestalt, Art der Vermehrung,
Zunahme bei dem Krankheitsprozef), dem regelméafligen Vorkommen, dem Ver-
halten bei den Immunitatsprozessen, bei dem passagenweisen Tierversuch, bei
der Ultrafiltration usw. — Immerhin ist sie zunéchst nur eine Behaup-
tung, die des SchluBbeweises ermangelt.

Diese vorsichtige Stellungnahme v. Prowazeks diirfte auch heute noch den
Tatsachen gerecht werden. Sie wurden in der Folge von Hallenberger (1917),
Rocha - Lima (1920), Paschen (1924) verlassen, die den Beweis fiir erbracht
halten, dafl die Elementarkérnchen die Erreger sind, und dafl ihr Nachweis die
Variola-Vaccinediagnose sichere.

Ihre Beweisfiihrung wurde nicht allgemein anerkannt. Vielmehr sind gerade
in letzter Zeit einige Untersucher erneut fiir die Schmarotzernatur der Guar-
nierischen Korperchen eingetreten. Zunachst konnten Ungermann und
Ziilzer (1920) sich bei umfangreichen Untersuchungen mit Zupf- und Schnitt-
technik nicht davon iiberzeugen, daBl die Guarnierischen Korperchen vom
Zellkern oder Zellprotoplasma abzuleiten wiren. Vielmehr halten sie die Annahme
fiir wahrscheinlich, daB die Guarnierischen Korperchen sich aus sich selbst
heraus entwickeln, ohne daB3 geformte Zellbestandteile an ihrem Aufbau sich
beteiligen. Ungermann und Ziilzer fassen sie als Vielheit des in seiner Einheit
unsichtbaren Pockenerregers, gewissermaflen als intracellulire Kolonien des-
selben auf, deren Entwicklung durch die besondere Beschaffenheit des Epithel-
zellplasmas bedingt wird. Auf ihre Stellungnahme zu der Frage der Elementar-
kornchen wird bei der Besprechung der morphologischen Pockendiagnose im
Abschnitt VII niher eingegangen werden. Auch Béing (1920) glaubt, daB die
Guarnierischen Korperchen ein Entwicklungsstadium des Pockenerregers dar-
stellen miiBten. Er glaubt mit einer besonderen Farbetechnik den Nachweis
von kleinsten EinschluBkérperchen sowohl in Kernen des vaccinierten Horn-
hautepithels als auch in Guarnierischen Kérperchen erbringen zu kénnen und
hilt diese fiir wesensgleich mit den von Prowazek und Paschen beschriebenen
Erregern.

Ergebnisse der Hygiene. VII.
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Noch entschiedener tritt Gins (1921, 1922) fiir die Schmarotzernatur der
Guarnierischen Korperchen gerade auf Grund von Untersuchungen an der
variolisierten Kaninchenhornhaut ein. Er nimmt an, daf das Virus bei Impfung
der Kaninchenhornhaut zunéchst im Kern bestimmter Epithelzellen geeignete
Vermehrungsbedingungen findet, vielleicht begiinstigt durch beginnende Kern-
teilung. Die heranwachsenden Parasiten ernihren sich auf Kosten des Kernes
und des Protoplasmas. Die Wirtszelle wird hierbei in eine Strahlzelle um-
gewandelt, d. h. in ein Gebilde, dessen Kern ganz oder bis auf einige pyknotische
Korner verschwunden ist, dessen Lage aber durch einen Strahlenkranz stark
chromatinhaltiger Korperchen angedeutet wird. Aus diesen Strahlzellen sollen
die Parasiten hervorgehen und in Epithelzellen eindringen. Hier erscheinen
sie als Guarnierische Korperchen. Diese seien weder Bestandteile des Zell-
kerns noch des Protoplasmas, sondern selbstédndige zellfremde Gebilde.

Schlieflich hat Groth (1924) auf der Tagung der Vorstdnde deutscher Impf-
anstalten in einer vorlaufigen Mitteilung Gebilde beschrieben, die nach intra-
cornealer Injektion verschiedener Kontagien in den Basalzellen des Hornhaut-
epithels auftreten. Uber die Bedeutung und die Beziehungen der mit dieser
neuartigen Technik gewonnenen Zelleinschliisse zu den frither beschriebenen
miissen eingehendere Mitteilungen abgewartet werden.

Auf die Lehre von den Chlamydozoen-Strongyloplasmen, die v. Prowazek
und Lipschiitz gerade auf Grund der Forschungen iiber den Pockenerreger
aufgestellt haben, konnte nicht eingegangen werden. Meine Stellungnahme zu
dieser Lehre habe ich 1913 im Anhang zur Schilderung hygienisch wichtiger
Protozoen kurz dargelegt. Inzwischen ist die Berechtigung zur Aufstellung dieses
Begriffes zweifelhafter geworden. Die Hypothesen, die dazu fiihrten, haben im
letzten Jahrzehnt keine wesentliche Stiitze durch exakte Beobachtungen er-
fahren. Trotz der Bemithungen v.Prowazeks und Lipschiitz’ bleibt es
durchaus unsicher, ob die in diesem Sammelbegriff vereinigten Lebewesen viel
mehr als ihre geringe GroBe gemeinsam haben. Eine kritische Sichtung unserer
Kenntnisse von den sog. Chlamydozoen wire dringend erwiinscht, wiirde aber
im Rahmen der vorliegenden Ubersicht nicht méglich sein.

Wenn wir die Eindriicke von der Arbeitsleistung der zahlreichen Pocken-
forscher zusammenfassen, die seit 1900 an der Erforschung des Pockenvirus
gearbeitet haben, so entrollt sich uns ein tritbes Bild: Alle zeitraubenden Be-
miihungen haben nicht ausgereicht, um das Rétsel, das nun seit 5/, Jahrhunderten
die wissenschaftliche Welt beschaftigt, zu 16sen. Einigkeit herrscht eigentlich
nur dariiber, daB unsere Technik dieser schwierigen Aufgabe noch nicht ge-
wachsen ist. Wir miissen uns mit dem Gedanken abfinden, dafl erst wichtige
Vorarbeiten zu 16sen sein werden, die uns iiber den feinsten mit unserer heutigen
Optik feststellbaren Bau der Haut- und Hornhautzellen aufkliren, ehe wir mit
Aussicht auf Erfolg entscheiden konnen, welches die vielgesuchten Pocken-
erreger sind. Dabei mul} die Frage der Arbeitsorganisation der Pockenforschung
kurz berithrt werden.

Die Zeiten sind anscheinend voriiber, in denen man hoffen konnte, daf} einzelne
Forscher durch Fleil und Ausdauer das Réatsel von der Natur der Pockenerreger
lésen konnten. Alle derartigen Bemiithungen sind gescheitert an der GroBe
der Aufgabe. Selbst Forschungsstitten, wie sie das Seals-Laboratory in Boston,
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das Tropenhygienische Institut in Hamburg, die Staatlichen Impfinstitute in
Hamburg, Miinchen und Berlin darstellen, waren bisher dieser Aufgabe nicht
gewachsen. Deutschland wird sich iiberhaupt in Zukunft bescheiden miissen,
die fithrende Rolle, die es eine Zeitlang auf dem Gebiete der Pockenforschung
besessen, abzugeben. Es fehlt den deutschen Forschungsanstalten nicht nur an
Mitteln zur Ausbildung von Hilfskraften und Ausriistung der Laboratorien mit
Apparaten und Laboratoriumstieren, sondern vor allem an dem menschlichen
Pockenmaterial, das bei dem jetzigen Stand der Forschung fiir die Losung wich-
tiger Fragen nicht entbehrt werden kann.

Wir miissen uns deshalb daran geniigen lassen, dafl die oben angefiihrten
zellmorphologischen und -pathologischen Vorarbeiten auf dem Gebiete der
Pockenforschung auch mit bescheideneren Mitteln gelést werden kénnen, und
daB diese Forschungsrichtung immer wieder anregend und befruchtend auf
andere Zweige der Mikrobiologie einwirken wird, auch wenn sie zunichst nur
bescheidene technische Fortschritte zeitigen wird.

II. Reingewinnungsversuche.

Rein, d. h. frei von fremden Gewebsbestandteilen und unvermischt mit
Bakterien, hat man das Variola-Vaccinevirus bisher nie oder wenigstens nur selten
und nur in kleinen Mengen in Hédnden gehabt. Aus Pusteln lassen sich zwar
einige Tropfen bakterienfreier virushaltiger Lymphe gewinnen, meist aber ist
man gezwungen, von einer Verreibung von Pusteln oder Papeln (Borken sind
schon weniger virulent) auszugehen, will man Menschen oder Tiere impfen oder
irgendwelche Variola-Vaccinestudien treiben. Die Nachteile eines derartigen
Ausgangsmateriales sind derart mannigfach, da man seit langem bestrebt ist,
den Erreger von Gewebebestandteilen oder wenigstens von den verunreinigenden
Bakterien zu trennen. Zu diesem Zwecke sucht man das Virus entweder mecha-
nisch von den Gewebsbestandteilen und Bakterien zu befreien oder durch
elektive, dasselbe im Gegensatz zu den Bakterien nicht oder nur langsam schidi-
gende Desinfektionsmittel, von den Nebenkeimen zu befreien und so rein zu ge-
winnen. Auf diese letzte Methode soll in dem Kapitel tiber die Impfstoffbereitung
eingegangen werden. SchlieBlich kann man versuchen, nach Abtéten aller
Nebenkeime eine Vermehrung des Virus auf kiinstlichem oder natiirlichem Nahr-
boden zu erreichen.

1. Die mechanische Reingewinnung.

Filtrationsversuche des Pockenerregers sind alt, sie wurden besonders zur
GroBenbestimmung des Virus zu verwenden gesucht. Fast ebenso hiufig gelangen
sie, wie sie fehlschlugen. So konnten das Virus im Filtrate nicht nachweisen:
Chauveau (1868), Casten und Coert (1879), Schulz und Weil (1891), E.
Pfeiffer (1895), Frosch (1896), Guarnieri (1896), Gorini (1898), Santori
(1904), Vinzent (1905), de Waele und Sugg (1905) u. a. Erfolge hatten da-
gegen angeblich z. B. Negri (1905), Carini, Rouget (1905), Casagrandi
(1905 £.), Remlinger und Osman Nouri(1905), Nicolle und Adil Bey (1906),
Zedda (1907), v. Prowazek und Aragao (1908), Green (1908), Jullien (1910),

2%
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Paul (1913). Die auflerordentliche UnregelmaBigkeit der Ergebnisse fallt auf
und 148t an erhebliche Fehlerquellen denken. Die Technik ist auch gewifl nicht
immer einwandfrei gewesen. Siegel hatte 1905 bei vielen Versuchen mit Organ-
prefsaft nur einmal Erfolg, Mithlens und Hartmann (1906) bei Nachpriifungen
dagegen nie; Remlinger und Nouri (1905) wollen direkt mit dem Filtrate
Eruptionen auch auf der Meerschweinchenhaut, deren Impfung sonst Schwierig-
keiten macht, erzielt haben. Casagrandi erhielt anfangs Impferfolge bei Hunden
nur dann, wenn auch ein bestimmter pyogener Kokkus im Filtrate vorhanden
war. Erst konnte er nur durch Berkefeld-V-, -N-, -W-, Silberschmidt und
Chamberland-F-Filter filtrieren, durch Maassen-, Kitasato-, Chamber-
land - B aber nicht; spater gelang ihm auch dies. Jullien (1910) hatte Erfolge
mit Chamberland- und Berkefeld-, nicht aber mit Garros - Filtern, obwohl
hier Pyocyaneusbakterien hindurchgingen. Die ersten einwandfreien Filtrationen
des Vaccinevirus hat Negri (1905/06) vorgenommen; denn er hat mit den ge-
wonnenen Filtraten auf der Kinder- und Rinderhaut typische Pusteln und in
der Kaninchenhornhaut die Bildung von Guarnierischen Korperchen hervor-
rufen kénnen. Er schlof das Material dazu weitgehend auf und brachte es durch
besonderen Kunstgriff in langen, innigen Kontakt mit der geritzten Kaninchen-
hornhaut. Das Schafpockenvirus hat bereits vor ihm Borrel (1903) aus einer
stark verdiinnten Pustelaufschwemmung durch Berkefeld- und Garros-,
nicht aber durch gewohnliche, sondern nur durch besonders durchléssige Cham-
berland-Kerzen filtrieren. kénnen. Immer aber waren, hatte er die Lymphe
mit gewShnlichem Leitungswasser verdiinnt, kleinste bewegliche Wasservibrionen,
wie er die nur bei 20° wachsenden Mikroben nannte, mitunter auch andere Bak-
terien durch das Filter gegangen. Nach den bisherigen Erfahrungen scheint es
bei Filtrationen vor allen Dingen unbedingt notwendig zu sein, das Pocken- oder
Vaccinepustelmaterial vorher moglichst weitgehend zu zerkleinern. Nur durch
Zerreiben ist dies schwer zu erreichen. Carini (1906), v. Prowazek (1908)
z. B., schlossen deshalb das Material nach der Methode von Negri (1906) auf,
der die Gewebezellen durch Quellen in destilliertem Wasser zerstorte; Carini
(1906) verwandte auch hypertonische Kochsalzlosung, Nicolle und Adil Bei
(1906) die Verdauung durch Pankreatin. Weiter darf man das Material nicht
konzentriert, sondern nur mdéglichst verdiinnt verwenden. Zwar hatte Nodake
(1924) bereits mit Filtraten von 1:100 verdiinnter Lymphe und Hoden-
aufschwemmung keine Cornealinfektion hervorrufen kénnen, doch beruhte das,
wie er selbst zugibt, nur auf der Benutzung wenig aufgeschlossenen Materiales.
Wir konnten Virus aus Lymphverdiinnungen von 1:100 bis 1:1000 noch gut
durchfiltrieren.. Bei Verwendung starker Konzentrationen verstopfen sich die
Filterporen leicht. Besonders durch die schleimigen Beimengungen der Lymphe
ist die Filtration bisweilen stark erschwert, ja unmoglich gemacht. Paul (1913)
entfernte diese auf folgende einfache Weise: Von dem Glycerinrohstoff gof} er
das Glycerin und damit die in ihm gelosten Schleimmassen ab und ersetzte
dasselbe durch Wasser.

Die nun verwendeten Filter miissen das Virus moglichst quantitativ hindurch-
lassen, alle anderen suspendierten Teilchen aber zuriickhalten. Das Virus kann
durch sehr dicke Papier-, Asbest-, Berkefeld-V- und -N-, Chamberland-F-
und -B- sowie durch Silberschmidt-, Uhlenhuth- und andere Porzellan- und
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Kieselgurfilter hindurchgehen, nur ist der Virusverlust verschieden und oft sehr
groB3, besonders wenn das Material nicht hinreichend verdiinnt war. Dazu kommt,
daf} die einzelnen Filter derselben Sorte nicht gleichmaBig arbeiten. Wichtig ist
dabei weiter ein gleichmaBiger, aber nicht zu hoher Druck.

Der Beweis fir den Durchgang des Pockenerregers durch das Filter wurde
meist mit Hilfe des Tierversuches erbracht. Zum Teil wurde bei diesen Ver-
suchen durch intravenése oder subcutane Injektion ohne vorherige Krankheits-
erscheinungen Immunitét bei den Versuchstieren (Hunden, Kaninchen, Kiihen)
erzielt (z. B. Remlinger und Nouri (1905), Rouget (1907), Casagrandi
(1907), zum Teil konnte man mit dem Filtrate typische Efflorenzenzen auf der
Haut und Hornhaut von Kaninchen (z. B. Carini, Casagrandi, Negri und
Nodake), oder der Haut von Hunden, Schafen, Ziegen, Eseln [Casagrandi
(1905), Zedda (1907)], Rindern [z. B. Negri, de Waele und Sugg (1905)], oder
Kindern [z. B. Santori (1904)] hervorrufen. Dieser letzte Weg des Nachweises
ist im allgemeinen auch weit feiner und vor allem zuverldssiger als der indirekte
durch Immunisierung, bei der unter Umstdnden auch ein gewisser Grad von Im-
munitéat durch geloste Virussubstanzen erzielt werden konnte. Man darf aber
doch nicht wie Green (1914) aus einer wirkungslosen Verimpfung des Filtrates
oder einer nicht zur Immunisierung fiihrenden Vorbehandlung von Kélbern mit
Filtrat wie de Waele und Sugg (1905) schliefen, es sei kein Virus durch das
Filter gegangen; dazu sind alle Nachweismethoden nicht zuverlédssig genug.

Bakteriell sind die so gewonnenen Filtrate steril, mikroskopisch lief sich in
ihnen zunichst nichts Sicheres nachweisen. Besondere mikroskopische Befunde
erhielt man erst, als es gelang, das Virus aus dieser starken Verdiinnung an-
gereichert zu gewinnen. Mit derartigen eingeengten Filtraten war auch der
Keimnachweis durch Verimpfung leichter zu fithren.

Casagrandi setzte (1905) spezifisches Immunserum den Filtraten zu. Im
dadurch entstehenden Niederschlag beobachtete er sehr kleine Kérnchen. Spéter
(1906) engte er das Material im Exsiccator ein, erhielt aber nur undefinierbaren
Detritus. Durch Verdunstenlassen im warmen Luftstrom, Siedenlassen bei 55°
im Vakuum kam Gins (1916) nicht zum Ziele. Besser war die Methode von
v. Prowazek und Aragao (1908/09). Diese gaben das Filtrat auf ein Kolloid-
filter, das in einem mit Agar durchtrinkten Papierfilter bestand. In dem darauf
zuriickbleibenden hauchartigen Riickstande fanden sie kokkenéhnliche Korper-
chen, deren Identitdat mit den Paschenschen Kérperchen v. Prowazek spater
(1913) behauptete. DaB es sich bei diesen Kérperchen um den Variola-Vaccine-
erreger handele, wurde durch erfolgreiche Verimpfung zu erweisen versucht.
Paschen, Gins (1914) und Hallenberger (1917/18) bestitigen im wesent-
lichen v. Prowazeks Befunde. Paul verwendete zur Ultrafiltration einen von
ihm angegebenen Apparat. Auch hier filtriert man durch eine Agarschicht, die
man gewinnt, indem man eine FlieBpapierscheibe 3—4 mm hoch mit 3 proz.
Agar iibergiefit. v. Prowazek und Rocha Lima [zit. Rocha Lima (1920)]
haben das stark verdiinnte Vaccinematerial durch de Haensche Membranfilter
Nr. 10/05 gegeben und das Filtrat auf einer Membran Nr. 3/300 angereichert.
Geifiler (1914) versuchte eine Anreicherung, allerdings ohne Erfolg, auf Bech-
holdschen Ultrafiltern sowie in Diffusions- und Extraktionshiilsen. Wir kamen
bei Verwendung von Kollodiummembranen nach Bechhold nicht zum Ziele.
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Es gliickte uns aber die Anreicherung, als wir den de Haenschen Filtrierapparat
benutzten und als filtrierende Schicht, wie es Paul tat, einen GuB aus Agar
auf Filtrierpapier verwendeten.

Wahrend hier also zur Sammlung des Materiales Kolloidfilter mit Erfolg
benutzt wurden, haben im Gegensatz dazu andere Forscher zu zeigen versucht,
dafl das Virus z. B. Kollodium-, Schilf- und Zellulosesickchen oder Kollodium-
membranen passiert [Schulz und Weil (1891), de Waele und Sugg (1905),
Rouget (1905), Zedda (1907), Casagrandi (1908), Siipfle (1909), Levaditi
und Nicolau (1923)]. Die meisten Diffusionsversuche haben unserer Ansicht
nach keinen Anspruch auf Beweiskraft, denn direkt haben nur Schulz und Weil
mit dem Filtrat auf der Haut des Kalbes Pusteln erzielt, die meisten haben das
Virus angeblich nur auf indirektem Wege nachweisen kénnen. So néhten z. B.
de Waele und Sugg sowie Casagrandi virushaltige Sackchen Tieren subcutan
ein oder behandelten sie nach Diffusionsversuchen in vitro [z. B. Zedda (1907),
Casagrandi (1910)] mit Filtrat vor, um spéter den Beweis fiir den Durchgang
des Virus durch die Membranen mit Hilfe von Immunitdtspriifungen am Ver-
suchstiere zu erbringen. Sind solche Priifungen schon an sich nur vorsichtig zu
Schliissen zu verwenden, so noch mehr, wenn, wie bei Siipfle, nur ca. 509, der
Tiere anscheinend immun wurden. Es kann diese Resistenz namlich auch als
eine partielle, hervorgerufen durch dialysable Stoffwechsel- oder Zerfallsprodukte
des Virus gedeutet werden. Die Immunisierung beweist hier also nichts fiir die
Passage des Virus durch die Membranen.

Nun haben aber neuerdings Levaditi und Nicolau (1923) durch doppel-
lagige, aus 69, Kollodium hergestellte Sackchen, die bei 10—12 mm Quecksilber-
druck die Albumine, Ambozeptoren und &hnliches nicht hindurchlieBen, 7 von
8 Malen das vorher Kklar zentrifugierte Vaccinevirus filtrieren kénnen. Sie schlieBen
aus diesen Ergebnissen, daf} es neben den normalen noch stark reduzierte Formen
des Pockenerregers giabe, die die GroBle z. B. eines sog. Bakteriophagen oder von
Aminoséuren oder Peptonmolekiilen haben miilten; das waren also 20—30 uu.
Nachpriifungen liegen, wie iiberhaupt andere Versuche einer neueren, wirklich
exakten GroBenbestimmung des Virus durch Filtration, nicht vor. Nach den
Versuchen mit Tonkerzen konnte man auf eine Virusgréfe von 0,1—0,2 u
schlieBen.

Einen anderen Weg, das Virus aus einer bakterienhaltigen Pustelaufschwem-
mung rein zu gewinnen, stellt das Ausschiitteln mittels verschiedener Adsorbienten
dar. Durch Adsorption z. B. an Kaolin kann man also gewissermaflen die Filtra-
tion durch Tonkerzen und &hnliches ersetzen. Neben dem Kaolin [Gins (1914)]
kann man noch Tierkohle, Quarzsand und Aluminiumhydroxyd [Kraus, v. Ei}-
ler und Fukuhara (1909), Gins (1916)] als Suspensoide zur Ausfillung be-
nutzen. Besonders ist es auf diese Weise moglich, aus sehr starken Virusver-
diinnungen, wie sie z. B. oft Filtrate durch Porzellankerzen darstellen, die Er-
reger an den adsorbierenden Teilchen zu sammeln und angereichert und bakterien-
frei zu gewinnen. Den amphoteren Eiweilcharakter des Virus erkennt man bei
diesen Versuchen daran, dafl man ebensogut Adsorbentien von basischem wie
saurem Charakter nehmen kann.

Auf diesem Wege und auf filtrierenden Kolloidschichten kann man also das
Virus ,,rein‘ zu Kultur- und anderen Zwecken gewinnen. Paul rat von der



Das Pockenvirus. 23

Filtrierpapierschicht die Kolloidschicht abzuheben und im Exsiccator zu trocknen.
Auf die Verwendung daraus hergestellten Pulvers (Trockenlymphe) ist noch
zuriickzukommen.

SchlieBlich hat man auch versucht, Unterschiede im spezifischen Gewicht
zwischen Virus und umgebender Fliissigkeit zur Trennung heranzuziehen. Es
soll bereits Schulz [nach Tomarkin und Serebrenikoff (1910)] das Sedimen-
tieren empfohlen haben, wihrend L. Pfeiffer und Bonhoff [zit. v. Prowazek
(1905)] die ersten waren, die Zentrifugierversuche anstellten. Es waren diese
ebenso erfolglos wie die spiteren Ausschleuder- (1905) und Sedimentierversuche
(1910) von v. Prowazek. Dagegen haben de Waele und Sugg (1905) an-
geblich mit zentrifugierter, von allen festen Bestandteilen befreiter Lymphe
bei Rinderimpfungen keine Eruptionen erhalten. Sie benutzten allerdings auch
nur eine Handzentrifuge. Neuerdings berichten MacCallum und Hutz-
ler - Oppenheimer (1922) iiber neue Zentrifugierversuche. Lymphe vom
spezifischen Gewicht 1,1638 wurde zentrifugiert. Es sonderten sich drei Schichten:
Zwischen einem festen Bodensatz und der obersten lag eine triibe Flissigkeits-
schicht mit dem spezifischen Gewicht von 1,1638. Nur die oberste klare Schicht
(spezifisches Gewicht 1,099) enthielt bei Priifung an der Kaninchencornea das
Virus. Es wurde sodann durch Herstellung verschiedener Verdiinnungen und
Auszentrifugieren das Optimum des spezifischen Gewichtes der Lymphauif-
schwemmung fiir den Vaccineerreger mit 1,12—1,13 bestimmt, in dem also Virus
und Suspensionsfliissigkeit im Gleichgewicht sich befanden. In solchen klaren
Fliissigkeitsschichten sollen sich die Paschen - v. Prowazekschen Kérperchen
in groBen Massen gefunden haben. Mac Callum und Hutzler - Oppen-
heimer empfehlen diese Methode zur Gewinnung eines reinen konzentrierten
Kuhpockenimpfstoffes. Weitere Erfahrungen iiber sie liegen noch nicht vor.

2. Die biologische Reingewinnung.
a) Kulturversuche auf kiinstlichem Nihrboden.

Die meisten Kulturversuche, z. B. von v. Prowazek, Gins u. a., sind bisher
fehlgeschlagen. Einige Forscher glauben allerdings das Virus geziichtet zu haben,
wie z. B. Siegel (1905); Nachpriifungen hielten aber diese Versuche bisher nicht
stand. Nun wird in neuerer Zeit von Fornet (1913), Belin (1913/14), Proescher
(1915) und Plotz (1922) iiber erfolgreiche Ziichtungen berichtet, die eine kritische
Besprechung verdienen.

Fornet verwendete anfangs zu seinen Kulturversuchen gewéhnliche Fleisch-
brithe, Pferdeserum, Agar oder Gelatine; darin erhielt er angeblich aerob wie
anaerob eine Vermehrung des Virus. Spéter benutzte er anscheinend nur noch
einen Nahrboden aus !/, Serum bzw. Ascites, und 2/; Traubenzuckerbrithe und
streng anaerobe Bedingungen unter Beigabe eines Platinschwammes. Seit 1922
hilt er seine Kulturen nicht mehr bei 37°, sondern nur noch bei 30°. Nach
lingerem Bebriiten (Passagen machte Fornet zuletzt alle 7—10 Tage) treten
in der nichsten Nahe des Platinschwammes feine wolkige Triibungen auf; As-
citesgelatine soll eine hauchartige diffuse Triibung gezeigt haben. Der Nachweis
des Wachstumes erfolgt mikroskopisch und durch Tierversuch.



24 Th. v. Wasielewski und W. F. Winkler:

Die mikroskopische Untersuchung der Kulturen ergab, da8 in ihnen im Laufe
der Bebriitung mit heilem Karbolfuchsin, Lofflerbeize oder starker Giemsa-
16sung farbbare runde Koérperchen auftraten, die 0,2—0,5 u grofl waren, oft zu
zweien lagen und durch einen: zarten Steg verbunden sowie von einem Hofe
umgeben waren. Zuweilen will Fornet Sprossungen nach Hefeart gesehen haben.
Die Korperchen wurden von spezifischem Serum agglutiniert.

Die Virulenzpriifung der Kulturen hatte recht wechselnde Erfolge. In zwei
Drittel der Falle war sie iiberhaupt negativ. Die Impfreaktionen waren nur ganz
selten normalstark; offenbar verliert das Virus bei den Passagen ganz auBer-
ordentlich an Virulenz. Aber es handele sich, so meint Fornet, doch nicht um
ein Verdiinnungsphinomen, da Lymphe bereits in der Verdiinnung 1 : 10 000 (?)
unwirksam sei, er aber mit einer Verdiinnung des Ausgangsmateriales von
1 : 1000 Billionen gearbeitet habe. Er hat z. B. mit der 8. Passage einer Pocken-
kultur ein Kalb mit Erfolg geimpft. Eine 9. Vaccineviruspassage hat er auf
ein Kalb, nicht aber auf 4 Kinder mit Erfolg verimpfen kénnen. Auch mit
einer 12. Passage soll ihm noch eine Infektion gelungen sein.

Fornet nennt das von ihm angeblich gesehene, geziichtete und im Tierver-
such als virulent gefundene Virus Microsoma variolae-vaccinae und rdumt ihm
einen Platz zwischen den Bakterien und den Protozoen ein.

Er halt die von ihm beobachteten Mikroorganismen wohl mit Recht gegen-
iiber Prioritdtsanspriichen Rabinowitschs (1913/14) nicht fiir identisch mit
dessen Streptodiplokokken, da diese leicht auch nach Gram firbbar sind, ippig
aerob wachsen und nicht von sterilem Material, sondern von Pockenleichen,
Pustelinhalt und Lymphe gewonnen wurden. Gins (1914) macht mit Recht
darauf aufmerksam, daf} die von Rabinowitsch abgebildeten, durch Impfung
mit Kulturen gewonnenen Tierpusteln wenig charakteristisch sind und daB
Menschenimpfungen zum Beweis ihrer Erregernatur fehlen.

Aber auch die Abbildungen, die Fornet seinen Arbeiten mitgibt, sind wenig
iiberzeugend. Man sieht darin wohl Gebilde, die den von ihm beschriebenen
gleichen oder dhneln, aber ihre GroBe ist derart verschieden, dafl man sich von
einer Reinkultur nicht iiberzeugen, sie schwer von Niederschlidgen trennen kann
und, sieht man nur in den kleinsten, Fornets Beschreibungen genau gleichenden
Gebilden den Erreger, so fallt die geringe Zahl der Kérperchen auf.

Paschen (1913) und mit ihm v. Prowazek und E. Frinkel haben Original-
ausstriche untersucht. Wegen der ungleichen Grée der Korperchen, der vielen
Niederschlage zwischen ihnen und der geringen Zahl lehnen sie Fornets Deu-
tungen ab. Groth (1913) untersuchte eine Originalkultur im Dunkelfelde. Er
1aBt die Frage nach der Identitit mit den Paschenschen Korperchen offen.
Er glaubt auch nicht, dafl in den Kulturen eine Vermehrung stattgefunden habe,
da die Zahl der Korperchen in den Tochterkulturen dafiir viel zu gering sei.
Seiffert (1914) sah in Originalpriparaten nur vereinzelt neben sonst sehr ver-
schiedenartigen solche Kérperchen, die in Form und GroBe gleich waren und bis-
weilen zu zweien lagen. Er teilt die Bedenken der vorgenannten Forscher be-
ziiglich der Identitdt mit den Paschenschen Korperchen und macht darauf
aufmerksam, daBl man die wechselnde GréBe als Degeneration deuten kénne.

Die Ziichtung nach Fornet ist bisher Paschen und Jakobstal (1913),
Gins (1914), Harde (1916) u. a. noch nicht gelungen. Seiffert (1914) hielt
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seine Fornetkulturen auBler bei 37° auch bei Eisschranktemperatur und fand,
daBl darin nach 4 Tagen gleichfalls kleine Korperchen aufgetreten waren, die
als identisch mit denen aus den Originalpréaparaten und Kulturen Fornets
angesehen werden konnten. Sie traten — und das beobachteten Gins und Lentz
gleichfalls — auch im unbeimpften Nahrboden besonders bei 37 ° und bei Serum-
zusatz auf. Diese Beobachtungen &hneln denen von Huntemdiiller, worauf
bereits Friedberger (1913) hinwies. Lentz (1914) ging bei seinen Versuchen
von Impfstoff aus, der durch Carbol bzw. Lysol gereinigt war. Er hatte aber
nie Erfolge. Der verwendeten Brutschranktemperatur maf} er einen Teil der
Schuld bei dem MiBerfolge zu.

Die Impfergebnisse mit Original- und eigenen Kulturen waren bei allen
Nachuntersuchern der Fornetschen Befunde recht gering. Paschen erzielte
1913 einmal mit einer 6. Kulturpassage bei einem Kaninchen auf der Haut zwei
kleine flache Pusteln; sonst hatten Paschen, Chalybaeus, Groth (1913),
Gins, Seiffert (1914) u. a. nur MiBerfolge, gleichgiiltig, ob sie Kaninchen,
Kalber oder Kinder mit den Kulturen impften.

Es liegt die Vermutung nahe, dall Fornets Erfolge und MiBerfolge davon
abhingen, ob er bei seinen Passagen und Verimpfungen Lymphpartikelchen mit-
nahm oder nicht [Gins (1914)]. Zum Teil fehlen in seinen Versuchen die Kon-
trollen, ob die beobachteten geringen Hautverdnderungen spezifischen Charakters
waren oder nicht. Auch ist die Moglichkeit von Spontaninfektionen, die Fried-
berger und Gins als Fehlerquelle anfithrten, nicht ganz von der Hand zu weisen.
Am anfechtbarsten sind wohl Fornets Kélberimpfungen, da gleichzeitig dasselbe
Tier zur Erprobung des Ausgangsmateriales sowie der 1., 3. und 5. Passage
diente.

So ist die Fornetsche Kultivierung noch von keiner Seite bisher bestitigt,
Sicher ist, daB selbst in seiner Hand die Methode noch nicht zuverlassig arbeitet.

Gegeniiber den Fornetschen Versuchen sucht Belin (1912/14) sich die Prio-
ritit zu sichern. Bereits 1903 ziichtete er angeblich den Vaccineerreger in Serum-
bouillon; in versiegeltem Umschlage legte er die Arbeit dariiber in der Academie
des Sciences nieder. 1912 nahm er seine Versuche wieder auf. Sterile Kaninchen-
hautstiicke, 2—3 mm groB, wurden in Serum getan, mit Lymphe beimpft und
bei 37° bebriitet. Mit den Kulturen und ihren Filtraten wurden Kaninchen
nach der Methode von Calmette und Guérin geimpft. Dabei zeigte sich nach
einer anfinglichen Abnahme eine plétzliche starke Zunahme der Virulenz. Am
10. Tage aber waren die Kulturen meist wieder steril; einmal war eine 14 Tage
lang virulent. Auch bei Verwendung von Peptonbouillon, der 2 Teile Eselserum
zugesetzt waren und die mit dem Filtrate einer fiinftagigen Kultur beimpft war,
erzielte er noch nach 8tégiger Bebriitung bei 20—22° konfluierende. Eruptionen,
nach weiteren 8 Tagen noch vereinzelte Eruptionen bei Kaninchen und auch bei
Kindern. Spater gab er mit Nelkendl nach Blaxall gereinigte Lymphe in gela-
tiniertes, noch durchsichtiges Eselserum. Nach einmonatlicher Bebriitung bei
37° beobachtete er faden- und schleimartiges Wachstum. Bei der mikroskopischen
Untersuchung der Kultur fand er darin massenhaft Korperchen, die sehr ver-
schiedenartig, aber seiner Meinung nach nur zum Teil Serumbestandteile waren.
Die Korperchen leuchteten im Dunkelfelde, von einem feinen Hofe umgeben;
sie lagen zu Paaren oder zu dritt, durch zwei feine F4den verbunden. Seiffert
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glaubt, dal Belin die gleichen Befunde gehabt und sie auch in gleicher Weise
gedeutet habe wie Fornet.

Proscher nahm bei seinen Versuchen eine Mischung von Ascites und Schaf-
oder Meerschweinchenserum, dem er ein Stiickchen Meerschweinchenmilz oder
-leber zusetzte. Eine Beigabe von 19, Maltose oder Lactose schien das Wachstum
des Vaccinevirus noch besonders zu begiinstigen. Die Kulturréhrchen wurden
mit Virus, das aus Glyzerinlymphe durch Zentrifugieren gewonnen war oder mit
frischem, durch Berkefeld-N-Kerzen filtriertem Vaccinematerial beschickt und
dann streng anaerob bei 37° bebriitet. Bei Wachstum bildete sich nach 48 Stun-
den eine leichte Opaleszenz bis Triibung, die sich unter Hinterlassung eines
flockigen Sedimentes wieder klirte. In Maltose oder Glykose-Agar sah er Triibun-
gen aus zahlreichen winzigen Kolonien, auf Ascites-Maltoseagar fast unsichtbares
Wachstum in kleinen, tautropfenihnlichen Kolonien.

Die mit den gewShnlichen Anilinfarben in den Urkulturen nur sehr schwach
farbbaren Organismen liefen sich in den Subkulturen sehr deutlich firben;
grofere Formen waren mehr oder minder grampositiv. Die Mikroorganismen
waren 0,2—1 u grof3, rund oder oval, bohnen- oder lanzettformig; sie lagen iso-
liert in Doppel-Ketten- oder Haufenform. Im einzelnen waren sie wie Tetra-
genus-, Pneumo- oder Gonokokken angeordnet.

Proscher hat mit seinen Kulturen Kaninchenhornhdute infiziert und in
den Epithelzellen regelmaflig Guarnierische Korperchen nachweisen kénnen.
Es geschah dies mit der 6. Unterkultur des filtrierten Virus nach 25 Tagen und
der 1., 5., 11., 14. und 16. des unfiltrierten Virus nach 28, 33, 44 und 48 Tagen.

Nachpriifungen der Proscherschen Versuche liegen unseres Wissens nicht
vor. Der Aufklirung bedarf wohl vor allem die Vielgestaltigkeit des angeblichen
Virus.

Auch Gins hat sich verschiedentlich mit Versuchen beschaftigt, die eine
Reinkultur des Pockenerregers zum Ziel hatten. Nachdem er 1914 bei Einsaat
von steriler Glycerinlymphe, sterilen, von der Subcutis her entnommenen Haut-
stilckchen und von Hornhautstiickchen in die verschiedensten Nahrbéden keine
Erfolge gehabt hat, berichtete er 1916 iiber weitere Versuche. Wiederum ver-
wendete er dazu als Nahrboden einen filtrierten, wisserigen Extrakt aus Kanin-
chenhaut, den er mit 5%, Kaninchenserum versetzte. Diesen N#hrboden be-
impfte er mit steriler Glycerinlymphe oder einem Hautstiick, das steril von einem
vaccinierten Kaninchen entnommen war. Nach mehrtagigem Aufenthalt bei 37°
wurden von den Kulturen Hornhautimpfungen gemacht; aber auch bei dieser
Versuchsanordnung hatte sich das Virus nicht vermehrt. In anderen Versuchen
verwendete er Rinderserumbouillon, der er nach Tarozzi ein Stiick Kaninchen-
niere beigab und die er mit Paraffin iiberschichtete. Bei diesen Versuchen be-
nutzte er auch noch sterile Corneastiickchen zur Einsaat. Auch hier fehlten Er-
folge. Nur mitunter lieBen sich Reste des alten virulenten Einsaatmateriales in
schwach positiven Impfungen noch erkennen. Gins schlieBt aus seinen Ver-
suchen, dall ein mehrtégiger Aufenthalt bei 37° das Vaccinevirus bereits er-
heblich schadigt. Allerdings gehen die Meinungen iiber den schidlichen Einfluf3
dieser Temperatur sehr auseinander. Es kann, sicher aber braucht die Lymphe
nicht abgeschwicht zu werden. Das hingt, wie Carini 1905 zeigte, zum Teil
von der Lymphe selbst ab.
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Zu erwahnen sind auch die Versuche von Volpino (1921). Von ihm wie
von anderer Seite scheint allerdings seitdem nichts mehr dariiber verdffentlicht
zu sein. Volpino will durch 10 Passagen den Vaccineerreger in einer mit Men-
schenblut verdiinnten Glyceringelatine zusammen mit anderen Organismen (bac.
subtil., bact. prot. und verschiedenen Kokken) anaerob geziichtet haben. Als
Ausgangsmaterial benutzte er Glycerinlymphe und filtrierten Impfstoff. Der
Virusgehalt wurde nur an der typischen Kaninchenkeratitis gepriift.

Schliefllich hat Plotz jiingst (1922) iiber angeblich erfolgreiche Ziichtungs-
versuche mit Vaccinevirus berichtet. Er impfte Kaninchen cutan in breiter
Flache mit Vaccinepulpa, entblutete die Tiere nach 72—96 Stunden und gab
je 2—3 ccm Blut in 10 ccem Smith - Noguchischen Nahrboden. Mit dem Blute
dieser Kaninchen konnte man auf Haut und Hornhaut von anderen Tieren keine
vaccinale Reaktion hervorrufen. Der Nahrboden bestand aus 1proz. Trauben-
zuckerbouillon, in die ein dickes Stiick frisch entnommener normaler Kaninchen-
niere gegeben war. Der Néhrboden wurde mit einer dicken Schicht Vaselinol
bedeckt und nach Beschickung in einen Brutschrank von 39—40° gestellt. Von
dieser Ausgangskultur gab er bei Passagen 1 ccm in 10 cem eines neuen Nahr-
bodens, der aus einem Teil Kaninchenserum und 3 Teilen einer 1proz. Trauben-
zuckerbouillon und einem Stiickchen Niere bestand. Nach 24 Stunden trat in
den Kulturen Opaleszenz, nach 3—5 Tagen wolkige Triibung auf. Mitunter
erschien eine deutliche Opalescenz erst im Laufe einiger Passagen. Bei Zimmer-
temperatur wurden die Rohrchen klar, und auf dem Boden setzte sich ein Nieder-
schlag ab. In nach Loffler gefirbten Praparaten dieses Niederschlages sah
Plotz kokkenartige, 0,2—0,3 u grofle Gebilde, isoliert oder in Haufen liegend.
Er verimpfte eine 5. Passage auf die Kaninchenhaut und erhielt fiir Vaccine
typische Reaktionen. Auch Verimpfungen von Kulturverdiinnungen 1 : 100 000
gelangen angeblich. In gleicher Weise gingen Infektionen von Kaninchen- und
Meerschweinchenhornhéduten an. Spritzte er Kultur Kaninchen intravends ein
und ritzte er darauf die Haut, so erhielt er dort Vaccinepusteln. Die mit dem
Kulturvirus behandelten Tiere waren gegen Vaccinevirus immun, und ihr Serum
gab mit Vaccineantigen eine Komplementbindung. 15 Passagen fiilhrte Plotz
bisher durch, nach 10 Passagen nahm die Virulenz des Virus scheinbar ab.

Es scheint uns kaum méglich, daf} es sich hier nur um ein Verdiinnungsphéno-
men handelte. Die mikroskopischen Befunde besagen allerdings nach unseren
Erfahrungen nicht viel. Man muf} aber, bevor man ein Urteil iiber diese angeb-
lichen Erfolge abgeben kann, Nachpriifungen abwarten. Die ersten von Yokota
(1923) und Paschen (1923) sind ablehnend ausgefallen.

Wenn also vielleicht ein letztes Urteil iiber die Versuche von Préscher und
Plotz noch nicht gesprochen werden kann, so steht doch so viel heute fest, da@3
wir noch keine zuverlissige Kulturmethode des Variola-Vaccinevirus haben.

b) Ziichtungsversuche in lebenden und iiberlebhenden Geweben.

Die bisherigen Milerfolge bei der Ziichtung des Pockenerregers sucht man
sich vielfach damit zu erkliaren, daf das Virus ein obligater Zellschmarotzer sei,
der auf kiinstlichem Néhrboden iiberhaupt nicht wachsen kénne. Man hat deshalb
versucht, ihn in lebendem oder iiberlebendem Gewebe zur Fortpflanzung zu
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bringen. Es kénnte allerdings auf diese Weise hochstens gelingen, das Virus
frei von Begleitbakterien zu erhalten, auf kiinstlichem Néhrboden und frei von
fremdem Zellmaterial, wie wir es von den iiblichen Kulturen kennen, hat man es
damit noch nicht.

Hierher gehéren zunichst die dlteren Versuche mit Leukocyten und Hornhaut-
epithel von Casagrandi (1910) und Belin (1911). Casagrandi glaubte, als
er zu sterilen Leukocyten eine mit zitronsaurem Natron verdiinnte und filtrierte
Virusaufschwemmung gegeben hatte, eine Vermehrung beobachten zu kénnen.
Er sah in seinen Kulturen die von ihm und Volpino beschriebenen beweglichen
Koérperchen.

Belins ,,in vivo-Kultur‘ bestand darin, daB er iiber vaccinierten Kaninchen-
hornhéuten die Augenlider zunéhte. In dem sich darunter ansammelnden Eiter
will er eine Anreicherung des Virus beobachtet haben. Er sah darin neben vielem
anderen auch lebhaft bewegliche Kérperchen, die von Immunserum bis zu einer
Verdiinnung von 1 : 100 agglutiniert wurden. Eine Reinkultur liegt hier natiirlich
nicht vor. Beide Verfahren sind nicht weiter verwendet und nachgepriift worden;
werden anscheinend auch von ihren Erfindern nicht mehr verwendet.

In vieler Beziehung einwandfreier und fiir die experimentelle Forschung aus-
sichtsreicher waren Versuche von Steinhardt, Harde, Israel, Lambert und
Grund (1913/15).

Diese Forscher versuchten das Virus in Hornhautgewebe zu ziichten, das
nach der Methode von Harrison und Carrel am Leben erhalten wurde. Dazu
excidierten sie entweder vor 24 Stunden vaccinierte Hornhéute und gaben diese
in Plasma, oder sie legten normale Hornhautstiickchen auf einige Minuten in
verdiinnte dialysierte Carbolglycerinlymphe. Das Virus blieb (allerdings nur bei
37°) darin bis zu 30 Tagen nicht nur am Leben, sondern vermehrte sich auch
scheinbar. Sie werteten den Virusgehalt des Materiales nach der Methode von
Calmette und Guérin aus. Auf diesem Wege stellten sie eine starkere Wirk-
samkeit des verriebenen Hornhautmateriales nach als vor der Bebriitung fest;
sehr stark war die Vermehrung allerdings nicht, jedenfalls nicht zu vergleichen
mit der raschen Vermehrung von Bakterien. G uarnierische Korperchen fanden
sie in den iiberlebenden Hornhautzellen nicht.

Nur in lebendem Gewebe konnten sie eine Vermehrung erzielen, nicht in
solchem, das durch Gefrieren oder Einlegen in hypotonische Kochsalzlosung ab-
getotet war. Weiter gelang sie nur in Hornhaut- oder auch in Hodengewebe, nicht
bei Verwendung von Leber-, Niere- oder Herzstiickchen, auch nicht, wenn die
Hornhaut oder das Plasma von einem immunen Tiere stammten.

Gins griff 1916 diese Versuche auf, hielt allerdings die Kulturen nicht bei
37, sondern bei 30—32°. In das Plasma legte er Hornhé4ute, die vor 5—8 Tagen
geimpft waren. In diesen Corneastiickchen lebte das Virus noch nach 48 Stunden,
je einmal noch nach 7 und 11 Tagen. Nach 5mal 24 Stunden sah Gins, was
Steinhardt nie beobachtet hatte, ganz offenbar neugebildete VaccineeinschluB-
korperchen. Der Infektionsproze war also weitergegangen und hatte neu-
gebildete Zellen ergriffen. Auch in das Plasma war das Virus iibergetreten;
4 Tage lang war es in ihm durch Tierversuch nachweisbar.

Es handelt sich also hier um eine Bestétigung der Befunde von Steinhardt
und seinen Mitarbeitern, wenn auch die amerikanischen Erfolge von Gins noch
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nicht ganz erreicht wurden und vereinzelte gegliickte Versuche noch neben sehr
vielen Fehlschligen stehen.

Hier bedeuten Hachs Versuche 1925 einen Fortschritt. Er verwendete
zu Gewebekulturen bakteriell sterile, vaccinekeimhaltige Milz und Hoden von
Kaninchen, die mit Hodenpassagevirus infiziert waren. Nach 5—12 Tagen
wertete er die Explantate an der Kaninchenhaut aus. Er erhielt starke hamor-
rhagische Eruptionen. In den Epithelien geimpfter Hornhdute kam es zur
Bildung von Guarnierischen Korperchen. Aber Hach konnte doch schlieB-
lich nur feststellen, dal das Virus in den kurzlebigen Kulturen — Passagen
hat er iiberhaupt nicht gemacht — bei 37° scheinbar nicht abgeschwicht,
sondern am Leben geblieben war. Es war das unabhingig von einer Ver-
mehrung der Gewebezellen.

Vaccinestimme konnte man bisher mit Sicherheit nur so fortziichten, daB
man Haut oder Hornhaut lebender Tiere infizierte und das erkrankte Zellmaterial
von da wieder auf andere Tiere brachte. Fast nur zu Immunititsversuchen hat
man die Tiere anders als auf cutanem Wege infiziert. Die inneren Organe erwiesen
sich nach Hautimpfung meist frei von Virus, obwohl es bekanntlich vom Infek-
tionsorte aus durch den ganzen Korper verschleppt wird. Am leichtesten schien
es sich bisher auf der Haut vermehren zu kénnen. Bei solchen Ziichtungsver-
fahren gewann man aber nie bakterienfreien Impfstoff. IThn muBte man erst
kiinstlich- von den anhaftenden Bakterien befreien.

Hodenimpfungen. Eine Reinkultur in vivo durch Ziichtung des Vaccinevirus
in inneren Organen hat zuerst Noguchi (1915) erhalten, indem er die Testikel
von Kaninchen und Kilbern infizierte. Es hatten dies zwar schon andere For-
scher, ausgehend von den Syphilisinfektionen von Uhlenhuth und Mulzer,
vor ihm versucht, zum Teil aber dabei nur eine septische Orchitis oder wenn
ihnen, wie Henseval und Convent (1910), auch einige Passagen gelangen,
keine Steigerung der Virulenz erhalten.

Noguchi (1915 und 1918) injizierte mit Ather gereinigte Glycerinlymphe
in die Hoden von Kaninchen und jungen Rindern. Die Hoden schwellen daraufhin
an, spater atrophieren sie. Das Virus vermehrt sich in ihnen, besonders reichlich
ist es etwa am 4.—5. Tage vorhanden; nach dem 7. Tage nimmt es meist ab;
nach 5 Wochen ist es verschwunden. Noguchi priifte den Virulenzgrad auf
der Kaninchenhaut nach der Methode von Henseval und Convent (1910).
Zunichst fand er in den ersten Passagen eine Abschwichung der Virulenz,
dann aber bald eine wesentliche Steigerung. Von der 10. Passage ab war die
Virulenz konstant hoch. Noguchi erhielt Aufschwemmungen von Kaninchen-
hoden, die noch in der Verdiinnung von 1:10 000 wirksam waren. In einem
Jahre fithrte Noguchi das Virus durch 60 Hodenpassagen. Rinderhoden-
passagen lieBen sich auch anlegen, doch fand hier eine weit geringere Ver-
mehrung statt.

Dieses Hodenvirus, dessen Virulenz fiir die Testikel durch die Passagen ge-
steigert war, zeigte keinen Verlust der Virulenz fiir die Haut. Auch in seiner
Organaffinitat zu den Lymphdriisen war es unveréndert.

Die Hoden lassen sich steril herausnehmen; verrieben mit Ringerldsung oder
Glycerinwasser erhilt man aus ihnen einen keimfreien, wirksamen Impfstoff,
mit dem Noguchi auch Menschen erfolgreich impfte.
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Von verschiedenen Seiten wurden diese Versuche Noguchis wiederholt, ich
nenne nur Harde (1915), Condrea (1922), Nodake (1924) und Hach (1925).
Diese hatten Erfolge, wenn sie sterile, besonders Atherlymphe, verwendeten;
sonst gingen die Tiere an Orchitis zugrunde. Sie beobachteten gleichfalls, wie
Noguchi, eine allméhliche Zunahme der Virulenz.

Wir selbst haben wiederholt Kaninchenhoden mit keimfreier oder -armer
Glycerinlymphe infiziert. Die Tiere starben nach 4—6 Tagen; lebten sie am
7.Tage noch, so wurden sie getotet. Die geschwollenen, blaurot verfarbten Hoden
wurden zu einem Brei verarbeitet, dessen Virulenz an der Kaninchenhaut und
-hornhaut gepriift wurde. Stets war er virulent, bakteriologisch nur ganz selten
nicht steril. Mit dem Hodenbrei wurde ein weiteres Tier infiziert usf. bisher gegen
20 Passagen ohne Virulenzverlust, nur mit einer geringen Zunahme gemacht.

Auch Meerschweinchen hat man auf diese Weise infizieren wollen. Bei 5 Ver-
suchen mit Hodenimpfungen dieser Tiere hatte Harde (1915) nur einmal eine
gewisse Anreicherung des Virus beobachtet. Gins und Krause (1923) hatten
nur MiBerfolge.

Auch wir haben Meerschweinchen mit 0,2 ccm virulenter Lymphe, die aerob
und anaerob steril und 1 : 10 verdiinnt war, intratestikulir geimpft. Nach 4 bis
8 Tagen, wéhrend deren auBler in den ersten Tagen keine Temperatursteigerungen
auftraten, wurden die Tiere getitet, die Hoden herausgenommen und mit gleichen
Teilen Kochsalzlosung verrieben. Die Aufschwemmungen wurden bakteriologisch
untersucht — immer waren sie steril — und dann je 0,2 von ihnen nach Absitzen
oder leichtem Abzentrifugieren der gréberen Partikel verimpft. Die vaccinale
Virulenz der Hodenaufschwemmungen wurde an Kaninchenhornh#uten gepriift.
Nie erhielten wir auch bei lingerer Beobachtung eine Reaktion. Das Virus war
also am 4. Tage nach der Infektion bereits aus dem Meerschweinchenhoden
wieder verschwunden, oder bis zum 8. Tage hatte es sich in ihm noch nicht ver-
mehrt.

Es ist also moglich, das Vaccinevirus in Kaninchen-, nicht aber in Meer-
schweinchenhoden rein zu kultivieren und mit den Hodenaufschwemmungen Tiere
und anscheinend auch Menschen erfolgreich zu impfen. Auf die Wichtigkeit dieser
Methode fiir die Tropen und die Notwendigkeit, sie dort zu erproben, machte
King (1920) aufmerksam. Freilich liegen noch keine praktischen Erfahrungen
iiber die Brauchbarkeit von Hodenlymphe vor. Nach unserer Beobachtung ist
ihre Haltbarkeit relativ gering.

Hirnimpfungen. Neben dem Hoden wurde zur sterilen Zucht des Vaccinevirus
das Kaninchengehirn benutzt. Bereits 1901 hatten Calmette und Guérin Ver-
suche mit Gehirninfektionen gemacht, ohne damit und mit Gehirnpassagen in-
fizierter Tiere Erfolge zu haben. Lipschiitz (1908), der das Gehirn pocken-
kranker Tauben virulent fand, versuchte vergebens, Tauben durch cerebrale
Impfung zu immunisieren. Die Versuche von Calmette und Guérin wurden
1920 von Marie wieder aufgenommen. Er injizierte !/,, ccm frischer Vaccine-
rohstoffemulsion Kaninchen in das Gehirn. Diese starben darauf unter Fieber
und paralytischen Symptomen in 5—8 Tagen. Mit Gehirn- und Riickenmarks-
emulsionen solcher Tiere, die sich als bakteriell steril erwiesen, konnte er, auch
nach Filtration, das Virus auf andere Tiere iibertragen. Seit 1921 hat Levaditi
zum Teil mit Harvier und Nicolau iiber die Probleme der Gehirnvaccine-



Das Pockenvirus. 31

impfung eine grole Reihe von Arbeiten veréffentlicht. Er fate die Ergebnisse
1923 in einer Abhandlung in den Annales de I'Institut Pasteur und 1924 in
dem Journal of state academy zusammen.

Marie hatte Beweise dafiir, dafl sein Gehirnpassagevirus und die durch das-
selbe gesetzten Keratitiden vaccinaler Natur seien, nicht hinreichend erbracht.
Levaditi ist zundchst einmal dadurch iiber ihn hinausgegangen (vgl. Condrea
1922, B. P. 20. 288).

Aus seinen Versuchen interessiert uns zunichst einmal, dal Levaditi an-
fangs meinte, es miisse eine Anpassung an das Gehirn durch Anziichtung im Hoden
oder Zwischenschaltung von Hodenpassagen geschehen. Seine erste Passage rif}
bereits nach dem dritten Tiere ab, und er glaubte, zu dem Hodenimpfstoff,
von dem er ausgegangen war, zuriickkehren zu miissen, um dem Virus seine
Affinitdt zum Gehirn wiederzugeben. Nach Krumbachs (1923), Burnet und
Conseils (1924) sowie unseren Erfahrungen ist eine Anpassung aber nicht erst
notwendig. Auch Condrea (1922) hat bei seinen Gehirninfektionen keine Unter-
schiede beobachtet, gleichgiiltig, ob er von Hoden- oder Kuhpockenvirus aus-
ging. Calmette und Guérin (1901), Condrea (1922) und Levaditi und
Nicolau erhielten bei Verwendung von Glycerinlymphe purulente Meningitis.
Wir haben das nie beobachtet, wenn wir gewShnlichen Kuhpockenimpfstoff, so-
fern er nur steril oder keimarm war, Kaninchen in das Gehirn spritzten; Bach-
mann und Biglieri, Blanc und Caminopetros (1923) sowie Burnet und
Conseil (1924) ebenfalls nicht. Doch ist es vorsichtshalber besser, Ather [Con-
drea (1922)] oder Hodenimpfstoff oder wie Krumbach Eukupinotoxinlymphe
zu verwenden.

Nach der Injektion sollen die Tiere an einer spezifischen Encephalitis er-
kranken. Maries Tiere zeigten Fieber, paralytische Erscheinungen, und
starben nach 5—8 Tagen. Die von Condrea (1922) geimpften Tiere bekamen
bereits nach 24 Stunden Fieber (40—41°), ab 4. Tag Schwiche, Lahmungen und
blutigen Harn. Sie starben nach 4—12 Tagen.

Von den Gehirnvaccinetieren Levaditis starben in Prozent:

am 4.—7. 4.—6. 3. vor dem 4. nach dem 7. Tag
vom 1. Hundert . . 85 77 4 7 8
vom 2. Hundert . . 53 52 14 16 1

Eine derartige Virulenzsteigerung haben wir, wenigstens in 22 Passagen, bis-
her nicht beobachtet. Bei einer Gehirnpassagenreihe, die von Kinderlymphe
ausging, hat sich die Krankheitsdauer nach der Infektion bis zum tédlichen Ende
sogar etwas verlangert. Bei Krumbach zeigten die Tiere 1 —2 Tage Resorptions-
fieber, erkrankten nach einer Woche und waren nach 3—24 Tagen tot. Von der
dritten Gehirnpassage ab verkiirzte sich die Inkubationszeit; dann waren die
Tiere nach 4 Tagen krank, am 5.—6. starben sie bereits. Die Krankheitssymptome
bestanden in Krampfen und Lahmungen. Temperatursteigerungen auBer diesem
Resorptionsfieber, wie sie Levaditi beobachtet hat, sahen wir nie. Irgend-
welche charakteristische Krankheitserscheinungen zeigten die Tiere nicht. Vor
dem Ende trat bisweilen Zahneknirschen, Schreien, Nackensteifigkeit und
Opisthotonus auf. Zur Vaccineinfektion des Gehirnes ist eine intracranielle In-
jektion des Virus nicht unbedingt nétig, da es auch sekundér im Gehirn zur An-
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siedlung und Vermehrung kommen kann. So fanden wir einmal das Gehirn
6 Tage nach einer spezifischen Hodeninfektion virulent (gepriift an der Kaninchen-
cornea, in der Guarnierische Korperchen nachgewiesen wurden). Aber man
kann die Haftung des zirkulierenden Virus, sei es nach einer lokalen oder intra-
venosen Infektion, auch noch dadurch erleichtern, dafl man das Gehirn durch
Kochsalzlosung oder Bouilloninjektion verletzt [Levaditi und Nicolau (1922)],
desgleichen kann man eine Steigerung der intracerebralen Kultur erreichen, wenn
man die Resistenz des Gehirnes durch Chloral, Opium oder Chloroforminhalation
vermindert [Burnet und Conseil (1924)].

So ist es also auf verschiedenen Wegen maglich, das Vaccinevirus im Gehirn
von Kaninchen zur Haftung zu bringen und durch Impfen von Gehirn zu Gehirn
bakterienfrei fortzuziichten. Dem Gehirn selbst ist makroskopisch meistens nicht
viel anzusehen. Krumbach u. a., so auch wir, beobachteten mitunter Adhésionen
der Hirnhaute, eine weichere Konsistenz der geimpften Hirnhilfte und flachere
Windungen.

Uber die histologischen Befunde an den Vaccinegehirnen liegen nur wenige
Beobachtungen vor. So schreibt Condrea (1922), dal er Zelleinschliisse &hnlich
den Guarnierischen Korperchen gesehen habe, dazu Hyperdmie der Meningen,
mononucledre Infiltration sowie kleine Hémorrhagien.

Die Virulenz der Gehirnemulsionen soll nach Levaditi aulerordentlich hoch
sein. So erzielte er noch mit Gehirnverdiinnungen bis zu 1 : 100 000 auf der Haut
schone Eruptionen, Gehirninfektionen gingen mit der gleichen Dosis ebenfalls an.
Wir haben nie derart virulenten Hirnimpfstoff erhalten. Die bisherigen Aus-
wertungen nach Gins und nach Groth ergaben eine durchschnittliche Virulenz
von 1 : 1000—10 000.

Die Haltbarkeit des Virus in den Gehirnaufschwemmungen hat Krumbach
systematisch untersucht. Als Glycerinimpfstoff zubereitet, war es nach 6 Monaten
noch am Leben, im Trockenimpfstoff bei 37° gehalten, nach 1 Monat, im FEis-
schrank aufbewahrt, mindestens 4 Monate. Levaditi (1923) bewahrte Gehirn-
stiickchen in Glycerin auf Eis auf und fand das Virus darin nach 205 Tagen
cutan und cerebral gepriift nur noch schwach virulent. Je jiinger der Impfstoff
war, um so kraftiger war er auch. Sein Gehirnvirus nahm also rasch an Infektiosi-
tat ab. Wir selbst fanden das Vaccinevirus &hnlich Krumbach nach !/,jahrigem
Aufenthalt im Frigo noch annéhernd voll virulent.

Derartige Gehirnimpfstoffe wurden auch schon verschiedentlich zu Menschen-
vaccinationen benutzt. Die Erfolge, die Levaditi und Nicolau (1922) dabei
aber hatten, waren absolut nicht gut. Bei Neugeborenen bewegen sich die Zahlen
zwischen 71—669,, bei Erwachsenen um 509, Impferfolg. Jancou (1922) be-
richtet iiber 709, Erfolge bei Erstimpflingen und 379, bei Erwachsenen. Meist
sollen die Pusteln dabei normal gewesen sein, wie herrithrend von einem Kuh-
pockenimpfstoff mittlerer Virulenz. Gegen derartige Impfungen werden aber
von verschiedenen Seiten [Camus (1923), Kirstein (1924), Burnet und Con-
seil (1924)] Bedenken gedufBert, da man fiirchtet, das Gehirnvirus kénne durch
seinen Neurotropismus schaden. Die Pusteln treten haufig verspitet auf und
zeigen abnormen Verlauf (s. spiter).

Es diirften aber dariiber noch weitere Erfahrungen abzuwarten sein. Zu-
nichst ist jedenfalls als Fortschritt in der Vaccineforschung zu buchen, daf es
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gelingt, das Pockenvirus im Kaninchenhoden und Hirn zur Ansiedlung und Ver-
mehrung zu bringen. Diese Organe kann man steril den Tieren entnehmen und
aus ihnen in Form einer Emulsion einen Impfstoff in grofen Mengen gewinnen,
der bakteriell steril ist. Koénnte man ihn zur Menschenimpfung benutzen —
Krumbach regt zu diesem Zwecke Kalbergehirnimpfungen an —, so wiirde das
einen der bekanntesten Einwinde gegen die Schutzimpfung entkréften. Auch
zur subcutanen Injektion ware dieser Impfstoff als steriles Material moglicher-
weise geeigneter. Aber es bliebe vorher festzustellen, ob seine Affinitit zum
Nervensystem besonders stark ausgebildet ist, ehe er zu Menschenimpfungen
verwendet werden darf.

III. Abarten des Pockenvirus.

Morphologisch hat man die mutmaflichen Erreger der Variola und Vaccine,
Ovine und der anderen Tierpockenformen noch nicht voneinander unterscheiden
konnen. Wir haben keine Reinkulturen, die uns den Zusammenhang zwischen
diesen Viren kliren kénnten. Und doch ist die Frage, ob es sich um differente
Erreger oder um Abkémmlinge eines Urpockenvirus handelt, nicht nur von
theoretischem, sondern auch von praktisch epidemiologischem Interesse. In
erster Linie interessiert uns das Verhaltnis des Variola- zu dem Vaccineerreger, in
zweiter der Zusammenhang zwischen Tier- und Menschenpocken.

a) Der Menschen- und Kuhpockenerreger.

Wir nehmen in Deutschland im allgemeinen an, daf3 der Vaccineerreger durch
Rinderpassage aus dem Pockenvirus entstanden sei, eine Ansicht, die zwar sehr
alt ist, aber auch heute, besonders von franzosischer Seite, noch nicht allgemein
geteilt wird. Viele franzosische Forscher stehen noch heute unter dem Eindrucke
der Experimente der Lyoner Kommission, der infolge technischer Fehler die
Umwandlung des Pocken- in das Vaccinevirus nicht gegliickt war.

In verschiedener Weise suchen die Dualisten die erfolgreichen Ubertragungen
und Umwandlungen zu erkliren. Die einen meinen, dal gleichzeitig mit dem
Pockenvirus zufallig auch das Vaccinevirus in die Impfwunde des Rindes gelange.
Nur das Vaccinevirus geht darin an, eine erfolgreiche Ubertragung des Variola-
erregers vortduschend. Solche zuféllige Infektionen bei Tieren, die in Lmyph-
gewinnungsanstalten eingestellt werden, kommen allerdings vor, wie z. B. Mevius
(1909) es an einem rasierten, ungeimpften Kalbe, Kelsch und seine Mitarbeiter
(1909/10) an einem steril geimpften Kalbe sahen. Da diese Fehlerquelle also vor-
handen ist, muBl man fordern, daf derartige Versuche, sollen sie beweiskriftig
sein, in vollig vaccinefreier Umgebung gemacht werden. Andere Dualisten
machen als Einwand gegen die Einheit geltend, daB man nie einen Riickschlag
des Impfblatternvirus in den Pockenerreger beobachtet habe, eine Umwand-
lung bisher also nur in einer Richtung beobachtet sei. Sieht man jedoch in
dem Vaccineerreger eine Verlustmutante des Pockenvirus, so ist dieser Ein-
wand hinfillig. Wieder andere Einwéinde gegen die Einheit des Variola-
Vaccinevirus machten Mereilles (1910), Bachmann (1910) sowie Ashburn,
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Vedder und Gentry (1913). Nach Ansicht Mereilles gibt es sexuelle und
asexuelle Formen des Pockenerregers. Die asexuelle sei das Vaccinevirus. Sie
entstinde im Floh, der also der Ubertriiger der Pocken sei. Ashburn und seine
Mitarbeiter erkliren mit Recht diese Hypothese fiir unhaltbar, denn man kann
Pocken ohne Flohe auch unter Einschalten von Tierpassagen inoculieren, nie
ist aus dem Vaccinevirus bei Flohtragern der Pockenerreger entstanden usw.
Bachmann meint, es gibe nur ein einziges Pockenvirus, das, trifft es in einem
Menschen mit gewissen Streptokokken zusammen, zu einer Pockenerkrankung
fithre; ohne sie konne es nur Vaccine hervorrufen. Er kam zu der Meinung auf
Grund gewisser Heilerfolge mit Antistreptokokkenserum bei Pocken. Die Zahl
seiner derart behandelten Fille ist allerdings sehr klein, so daf3 sie fiir die spezi-
fische Natur dieser Therapie nicht unbedingt beweisend sind. Mit dem Gedanken
an eine synergetische Wirkung von Streptokokken hatten sich schon Paschen
und v. Prowazek beschéaftigt. Auch Ashburn, Vedder und Gentry nehmen
an, dal zwei Virusarten an dem Ph#nomene der Pocken beteiligt sind. Die
Pocken werden von beiden hervorgerufen, die Impfblattern nur von dem einen.
Bei Ubertragung der Pocken auf Kélber, Kaninchen, Esel usw. findet eine Aus-
lese der Erreger statt, der das eine Virus, das fiir die Erzeugung von Pocken
notwendig ist, verfallt. Ashburn und seine Mitarbeiter miiten zum Beweis
ihrer Behauptung die zwei Virusarten in den Pocken nachweisen, sie stiitzen
sich bei ihren Behauptungen aber nur auf die bei den Ubertragungsversuchen
der Pocken auf Tiere beobachtete Veranderlichkeit.

Bei Anwendung der serologischen Reaktionen in der Pockenforschung, be-
sonders zu diagnostischen Zwecken, hat man bisher wenig beachtet, ob man mit
Variola- oder Vacoinematerial arbeitete, sondern nur darauf gesehen, daf} das An-
tigen moglichst reich an dem Virus oder seinen Bestandteilen war. Und doch ist
es naheliegend, daB, wenn Pocken- und Vaccinevirus verschiedene Arten sind,
ihre antigenen Féhigkeiten gleichfalls verschieden sein kénnen. Es koénnte also
moglich sein, in Parallel- und Kreuzversuchen mit Variola- und Vaccineantiseren
und -antigenen verschieden starke Reaktionen zu bekommen. In den vielen
Arbeiten iiber die serologische Pockendiagnose ist darauf bisher nicht geachtet
worden. Nur Ondarra und seine Mitarbeiter (1911) versuchten unter An-
wendung der Meiostagminreaktion mit Hilfe je eines alkoholischen Extraktes
aus Variola- und Vaccinepusteln und Variolaseren von Menschen und Vaccine-
seren von Kiihen, ob sich irgendwelche Differenzen erkennen lieBen. Es war
das aber nicht der Fall. Sie schlieen daraus auf die Identitét der beiden Virus-
arten. Es diirfte aber ihren Versuchen nicht allzuviel Wert beizulegen sein, da
sie weder zahlreich, noch mit den nétigen Kontrollen versehen sind. Auch ist
die beobachtete Tropfenzahl viel zu gering, als dafl man aus diesen feinen Unter-
schieden so weitgehende Schliisse ziehen diirfte.

Vor allem hofft man ja schon seit langem dadurch zu einer Kliarung des Pro-
blemes zu kommen, daB man die Pocken der einen Tiergattung auf die andere
ibertragt und die immunisierende Wirkung der verschiedenen Pocken gegen-
seitig prift.

Einen Beweis fiir die Identitdt des Variola- und Vaccineerregers sieht man
zunéchst darin, dafl es unter Umsténden gelingt, echte Pocken auf die Kuh und
gewisse andere Tiere zu iibertragen. Dort verursachen sie die gleichen patholo-
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gischen und immunisierenden Eigenschaften wie ,,origindre“ Kuhpocken, und
auch bei Weiterimpfungen auf Tiere und Menschen verhalten sie sich ganz wie
diese. Nicht nur aus wissenschaftlichem, sondern vor allem aus praktischem
Interesse hat man immer und immer wieder versucht, Pockenmaterial auf Kiihe
zu impfen, um sich so kiinstlich Kuhpockenmaterial zur Menschenvaccination zu
schaffen. Auf die vielen Versuche dlteren Datums, in denen diese Ubertragung
gegliickt ist, brauche ich hier nicht einzugehen. Nur einige der neueren mdéchte
ich erwéhnen, in denen meist unter Beachtung und Vermeidung aller Fehler-
quellen die Impfung gliickte. Das Vermeiden von Fehlern ist hierbei nicht leicht;
am einwandfreiesten sind die Ergebnisse, die in einem Gebdude gewonnen sind,
wohin seit Jahren kein Vaccinematerial gekommen ist. Diesen strengsten Forde-
rungen entsprechen vor allem die Experimente von Kiilz (1913), die in Teilen
Togos vorgenommen wurden, in denen nie geimpft worden war. Auch die
Versuche von Voigt (1909) und Wittich (1912) kann man wohl als ein-
wandfrei betrachten. Weiter gelangen Ubertragungen des Pockenvirus auf
das Rind: Wiinn und Jungels (1910), Chaumier (1911/13), Gauducheau
(1911 und 1916), hier nur einmal unter 100 Versuchen, Meder und Chaly-
baeus (1911), Tavares (1912), Paschen (1911 und 1917), Klein (1914),
Chalybaeus (1919), Risel, Meder (1920), Barikin (1924) und vielen
anderen.

Gliickte manchem die direkte Ubertragung auf das Rind nicht, so ge-
lang sie ihm doch auf dem Umweg iiber einen Zwischenwirt. Als solchen
benutzten das Kaninchen mit Erfolg: Groth (1908), Freyer (1909/10/12),
Voigt (1909 und 1914), Meder, Chalybaeus und Ponndorf (1912),
Paschen (1917), Risel, Gins (1919). Auch sonst wird iiber erfolgreiche
Versuche aus deutschen Impfanstalten berichtet (Stettin 1913, Berlin, Halle
1917 usw.).

Mit Verimpfungen von Variolamaterial auf Meerschweinchen hatte Freyer
(1912) nur einmal Erfolg; dagegen gelang ihm die Verimpfung auf Hiihner und
Hihne trotz deren sonstiger Empfanglichkeit fiir Vaceine nicht.

Boinet und Huon versuchten (1912/13), ob man den Esel zu derartigen
Umziichtungen benutzen koénne. Sie erhielten aber auf ihm nur einen pocken-
ahnlichen Ausschlag, der nicht weiter zu verimpfen war. Das Tier blieb auch nach
der Erkrankung fiir Vaccine empfanglich. Mit dem gleichen Virus arbeiteten
Chaumier und Belin (1912/13). Sie konnten die Versuch> von Boinet und
Huon nur bestétigen, und glauben, daf} es sich iiberhaupt gar nicht um Pocken
gehandelt habe.

Auch Affen hat man bei der Impfstoffbereitung zwischen Pockenkranken
und Kuh eingeschaltet. Voigt berichtet 1912/13 iiber eine grole Anzahl der-
artiger Versuche; weitere stammen von Chaumier und Belin (1912/13), Wurtz,
Teissier und Camus (1912/13), Gauducheau (1916), Blaxall (1923) und
vielen anderen. Dabei wurde aber fast immer die Beobachtung gemacht,
daB auf dem Affen keine Abschwichung des Pockenvirus eintritt, auch
haftet das Affenvirus oft nicht leichter als das vom kranken Menschen auf
dem Kalbe.

Fiir das Angehen des Pockenvirus auf den Tieren sind zum Teil gewisse tech-
nische Punkte bestimmend. Die Hiufung von Ubertragungserfolgen in der

3%
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neueren Zeit beruhen darauf, dafl nicht nur der Pustelinhalt, sondern in értlicher
Betdubung die ganze Pustel mit ihrem Mutterboden gewonnen und in breiter
Fliache ‘auf das Versuchstier ibertragen wurde. Stumpf (1912) betont, daB
man das Material moglichst von Ungeimpften und solchen, bei denen die Krank-
heit noch nicht zu weit fortgeschritten sei, nehmen und dasselbe mdoglichst um-
gehend verimpfen miisse.

‘Das Ergebnis der Impfung ist nicht immer ein Pustel oder Papel, sondern in
vielen Fillen nur eine ganz geringe Hautveranderung. Diese wurde von vielen
Seiten als unspezifisch angesehen und damit die gegliickte Ubertragung nicht
erkannt. Die Reifung dauert anfangs zum Teil linger als in spateren Passagen
(Kiilz). Erst wenn man von den ersten geringen Hautverinderungen weiter-
impft, erhdlt man in den néchsten Passagen bessere, den sonstigen Vaccinepusteln
ahnlichere Reaktionen. Andererseits kann es vorkommen, dafl ein Variola-
stamm, ibertragen auf das Kalb, dort im Laufe einiger Passagen zugrunde geht,
weil man versiumte, ihm einen anderen, giinstigen Nahrboden zu geben. So
ist z. B. Wurtz, Teissier und Camus die Ubertragung eines Variolastammes
auf das Schwein gegliickt (die Tiere waren gegen Vaccination immun), der Stamm
aber ging ein, wahrscheinlich weil sie ihn nicht, was doch nahe gelegen hitte,
auf das Kalb iibertrugen.

Die Anpassung an den neuen Wirt geht verschieden rasch vor sich. Die Um-
wandlung des Variolavirus in den Vaccineerreger braucht verschieden lange Zeit.
Impft man von der ersten Kalberpassage sofort wieder auf das Kind, so kann
dies zu einer Pockenerkrankung fithren, was nach erfolgter Anpassung nie be-
obachtet worden ist.

Barikin (1924) fand auf variolainfizierten Rindern zweierlei Eruptionen,
grofle von guter entziindlicher Zone umgebene und kleine trockene ohne solche.
Nur bei Weiterimpfung von der ersten Sorte erhielt er einen guten virulenten
Impfstoff:

Gerade die so oft beobachtete allméhliche Anpassung an das Impftier, die von
Passage zu Passage typischer werdenden Erscheinungen, sprechen unserer Mei-
nung nach dafiir, daB es sich bei diesen Ubertragungen der Pocken auf das Tier
nicht um zuféllige Mischinfektionen mit Vaccine handelt. Auch sind ja die
frischen Variolavaccinen gerade deshalb gesucht, weil sie virulenter als die alten
in den Laboratorien vorhandenen Vaccinestimme, mit denen die zuféllige In-
fektion geschehen miifite, sind.

Uns scheint also heute nicht mehr zweifelhaft zu sein, dafl es gelingt, den
Pockenerreger auf Kalb und Kaninchen zur Haftung zu bringen und ihn in diesen
Tieren so zu verandern, dall er bei Menschen nur noch die Erscheinungen der
Vaccine hervorrufen kann. Worauf diese Verianderung beruht, auf Verlieren
alter, Gewinnen neuer Eigenschaften oder beidem, das ist heute noch nicht zu
entscheiden.

b) Die Erreger der Tierpocken.

Wie iiber die Beziehungen des Variola- zu dem Vaccineerreger noch keine
allgemeine Klarheit erreicht ist, so auch nicht iiber das Verhiltnis des Virus
der verschiedenen Tier- zu dem der Menschenpocken und der Tierpocken unter-
einander. Ein Weg vom Variola- zum Vaccineerreger scheint, wie wir sahen,
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vorhanden, wenn auch nur in einer Richtung gangbar zu sein. Findet sich der-
selbe atiologische Zusammenhang zwischen Menschen- und Tierpocken, so wiirde
das die Umwandlungsfidhigkeit des Pockenvirus zeigen, die wichtig ware fiir
seine biologische Erforschung und von praktischer Bedeutung in der Epidemio-
logie sowie der Bekampfung der ganzen Gruppe der Blatternerkrankungen.
Friiher, als die verschiedenen Pocken von Tier und Mensch noch allgemein und
gut bekannt waren, glaubte man an ihre Zusammengehorigkeit. So meinte man
im Altertum, Pockenepidemien kénnten durch erkrankte Hiihner hervorgerufen
werden, so hielt man im Mittelalter Gefliigel- und Menschenpocken fiir iden-
tisch und glaubte Jenner, die Kiihe wiirden durch die Héinde der Melker mit
dem Erreger der Pferdemauke angesteckt. So wertvoll oft Volkserfahrungen
sind, kritisch sind sie nicht, und bei der allgemeinen Verbreitung der verschie-
denen Pockenformen in fritheren Zeiten liegen Trugschliisse sehr nahe. Als die
Pockendurchseuchung von Menschen und Tieren spater infolge Impfungen und
Hygiene zuriickgingen, boten vereinzelte, getrennt auftretende Epidemien der
verschiedensten Pockenarten gute Studienobjekte; und auch als man experi-
mentell das Problem angriff, schien es einwandfrei l6sbar zu werden. So er-
kannten Raynal (1847) [zit. L. Pfeiffer (1889)], Spinola (1858), Bollinger
(1873) angeblich die Unabhéngigkeit der Gefliigel- von den Menschenpocken.
Bollinger (1877) trennte scharf zwei Arten von Pockenseuchen, die Menschen-
und die Schafpocken, wahrend die anderen Pocken ,,gleichsam verirrte Kyank-
heitsformen‘‘ darstellen sollten. Aber die epidemiologischen Beobachtungen und
besonders die Versuchsergebnisse waren verschieden. So konnte man auf der
anderen Seite nach Bohn (1875) Kuhpocken nicht nur durch das Vaccinevirus,
sondern auch durch den Erreger der Menschen-, Schaf- und Pferdepocken her-
vorrufen. Die scharfe Trennung, meint Bohn, sei falsch, denn durch die
gegenseitige Ubertragung und Stellvertretung sei erwiesen, daB die Pocken der
Menschen und Tiere, wenn auch nicht identische, so doch auf demselben
Boden entsprossene, nahe verwandte Krankheiten seien. Seitdem wurden
Versuche iiber den Zusammenhang der verschiedenen Pockenerkrankungen
immer wieder veroffentlicht, da alle bisher vorliegenden Ergebnisse nicht
einwandfrei schienen und niemanden befriedigten. So blieb es im Grunde
bis heute.

Es ist wichtig, klar zu wissen, auf welche Fragen die epidemiologischen Be-
obachtungen und die Versuche antworten sollen. Sollen sie nur die Ahnlichkeit
oder auch die Verwandtschaft der Erreger klarstellen? Gelingt uns einwandfrei
experimentell die Ubertragung der Pocken des einen Tieres auf ein anderes,
und ist das fremde Virus auf dem neuen Wirt dem spezifischen Erreger seiner
,arteigenen‘ Pocken dann in bezug auf Krankheitsbild und Immunitat vollig
gleich, so kann man mit einiger Sicherheit die Verwandtschaft der beiden Krank-
heitserreger behaupten und schlieBen, daf dhnlich wie hier unter kiinstlichen,
so einst unter natiirlichen Verhéltnissen der Weg des Virus gewesen sein mag.
Es verschligt dabei nichts, wenn dieser Weg wieder wie bei Variola und Vaccine
nur in einer Richtung gangbar ist, da natiirlich Verluste des Virus an irgend-
einer Eigenschaft oder Fahigkeit uneinbringlich sein kénnen. Es ist auch nicht
von Belang, wenn z. B. das Vaccinevirus sich durch Passagen nicht an das Huhn
anpassen kann, sondern an Virulenz verliert [Loewenthal (1925)]. Gelingt
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die Infektion einer Tierart mit einem Pockenerreger nicht immer, sondern nur
schwer und selten, z. B. anscheinend der Taube mit Hiithnerpocken, so miissen
wir bedenken, daf fiir eine Erkrankung nicht der Erreger allein ausschlag-
gebend ist, sondern auch viele Faktoren seitens des infizierten Tieres, und daf3
die kiinstlichen Infektionsweisen meist ganz unnatiirliche sind. Das gleiche gilt
bei den kreuzweisen Priifungen der durch das Virus einer Pockenart entstandenen
Immunitét gegen das einer anderen, wobei die Dosierung oft ausschlaggebend,
aber vernachlissigt worden ist.

Lipschiitz (1912) 1aBt in seinem Artikel tiber Gefliigelpocken, v. Prowazek
in dem iiber Vaccine und Variola im Handbuch der pathogenen Protozoen die
Frage offen, in welchem Zusammenhang die Menschen- und Tierpocken stehen.
Auch Tomarkin und Carriére (1913) behandeln diese Seite des Pocken-
problemes nur kurz und ohne selbst kritisch Stellung zu diesen Fragen zu nehmen.
Und doch sind diese nicht unwichtig, einmal praktisch wegen der Ersetzbarkeit
der Viren zu immunisatorischen Zwecken, und weiter wissenschaftlich wegen der
Einblicke in die Epidemiologie der Krankheiten und die Entwicklungsgeschichte
der Krankheitserreger.

Den Zusammenhang von Tier- und Menschenpocken hat man durch epide-
miologische Beobachtungen, durch morphologische Virusstudien sowie kiinst-
liche Tierinfektionen zu kliren versucht.

Aus der Epidemiologie schlof man, wie schon erwshnt, frither nicht nur
auf eine gemeinsame Urform der verschiedenen Pocken, auf eine ,,Urpocke®,
sondern direkt auf die Identitdt der Krankheiten. Heute fehlt uns zu solchen
Beobachtungen im allgemeinen das Material, da die gesundheitlichen Verhilt-
nisse besser als frither geworden sind. Gins (1919) schliefit jedenfalls daraus,
daB die Verbreitungsgebiete von Menschen- und Schafpocken sich groStenteils
decken, die Krankheiten miilten in gewissem Grade voneinander abhingig sein.
Beitrige zu dieser Frage bringen Roux (1912/13), Reece (1921) und Heels-
berger (1923). Roux berichtet von einem gleichzeitigen Auftreten von Men-
schen- und Pferdepocken in der Ndahe von Brest 1882, wihrend Reece in der
Umgebung von Bristol wahrscheinlich im Anschluf an dort vorkommende
Blatternfille iiber 200 Erkrankungen an Kuh- und Pferdepocken sah. An den
Tieren steckten sich Menschen an, die unter den Erscheinungen einer Vaccine-
infektion erkrankten. Blaxall stellte die Pockennatur dieser Tierkrankheiten
fest. Trotzdem z.B. in Deutschland die Schutzimpfung verbreiteter ist als
in England, derartige Epidemien bei uns aber nie beobachtet worden sind, glaubt
Monckton Copemann in Vaccinationen und nicht etwa in Pockenerkran-
kungen den Ausgangspunkt dieser Epidemie sehen zu miissen. In Achter-
wetering erkrankten nach Heelsberger zundchst Pferde an Stomatitis con-
tagiosa pustulosa, dann Rinder und schliefllich Melker mit Vaccinepusteln,
und im Utrechter Institut ging unbeabsichtigt die Pockenerkrankung von
den Pferden in Form der Vaccineinfektion durch die Hand des Melkers auf
die Kuh.

Es sprechen also auch neuere epidemiologische Beobachtungen fiir einen
Zusammenhang, zunéchst wenigstens der Menschen-, Kuh- und Pferdepocken.

Die pathologisch-anatomischen Befunde ahneln sich bei den verschiedensten
Pockenformen in hohem MafBe (vgl. Hutyra und Marek).
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Auch die morphologischen Virusstudien weisen auf nahe Beziehungen der
Krankheitserreger zu einander hin. Die Vira der Tierpocken erwiesen sich
in &hnlicher Weise filtrierbar wie das der Menschenpocken. Die Schwierigkeiten
waren hier genau so groBl wie dort, die Ergebnisse ebenso unsicher. So wurde
das Schafpockenvirus z. B. von Borrel (1902/03) und Tsurumi (1922) filtriert,
das der Gefliigelpocken von Marx und Sticker (1902), Juliusberg (1904),
Burnet (1906), Schmid, v. Prowazek und Aragao (1909), Heelsberger
(1920), das der Schweinepocken von Poenaru (1913) und schliellich der Pferde-
pocken von de Jong (1917) und der Ziegenpocken von Zeller (1920).

Auf die gleiche oder ahnliche Resistenz der verschiedenen Pockenvira wurde
von vielen Seiten hingewiesen. Die Widerstandsfahigkeit gegen Austrocknen,
Glycerin und andere Chemikalien ist sehr &hnlich der des Blatternerregers (z. B.
Burnet, Marx und Sticker, Uhlenhuth, Friedberger, Zeller, van
Heelsberger).

Ohne hier auf Einzelheiten eingehen zu konnen, sei auch erwiahnt, daf in den
Tierpockenprodukten von den verrchiedensten Seiten d&hnliche Gebilde beobachtet
wurden, wie wir sie bei Menschen- und Kuhblattern mitunter sehen. So wurden
z. B. bei Schafpocken [Borrel (1904), Paschen (1909), Toyoda (1924)], Ge-
fliigelpocken [Borrel, Burnet (1906), v. Prowazek und Aragao (1909),
Lipschiitz (1908), Hartmann (1910), v.Betegh (1912), Heelsberger
(1920/23), Toyoda (1924)] und bei Pferdepocken [Bormans (1909), Heels-
berger] sog. Volpino- bzw. Paschensche Koérperchen oder dhnliche Gebilde
gesehen.

Material von Schaf-, Ziegen-, Pferde- und Gefliigelpocken rief zum Teil in
der Kaninchen- oder Rattenhornhaut die Bildung G uarnierischer Korperchen
hervor: Reischauer (1906), Galli-Valerio (1912), de Jong (1917), Gins
(1919), Heelsberger (1923), Toyoda (1924) u. a. Man hat also mit Pocken-
material der verschiedensten Herkunft auf demselben Tiere (Kaninchen) im
gleichen Gewebe dieselben Erscheinungen (Guarnierische Koérperchen) er-
zeugen koénnen. Es kommt auf die Deutung dieser Gebilde an, wieweit man in
diesen Versuchen Hinweise oder sogar Beweise der einheitlichen Natur der ver-
schiedenen Pockenerreger sehen will.

Bei diesen und besonders aber bei den folgenden Versuchen mufl man immer
beachten, da Fehler durch spontane Infektionen unterlaufen konnen. Freilich
haben wir bei zahlreichen Versuchen, in denen zur Kontrolle Tiere mit steril
geritzten Hornhéuten eng zusammengehalten wurden, mit solchen, die vacciniert
waren, nie spontane Ansteckungen beobachten koénnen.

In groBer Zahl und von vielen Seiten wurden Versuche gemacht, die Pocken
der einen Tierart auf eine andere zu iibertragen. Gelang dies, so schlo3 man dar-
aus auf Verwandtschaft oder Identitit der Vira. Einige dieser Versuche, die
technisch aber durchaus nicht gleich hoch zu bewerten sind, und ihre Ergebnisse
gibt die Tab. 3 wieder. Auf eine Moglichkeit als Erklarung von Unstimmigkeiten
der Versuchsergebnisse bei verschiedenen Forschern sei noch besonders hinge-
wiesen. Die Herkunft der Vira war bisweilen dunkel. Sie ist jedenfalls nicht
gleich zu beurteilen. Das eine mag schon viele, das andere erst wenige Passagen
auf der betreffenden Tierart hinter sich gehabt haben und so die Anpassung,
erfolgt sie tiberhaupt, verschieden stark gewesen sein.
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Tabelle 3. Tierpockeniibertragungsversuche.

Ausgangspocken Ubertragen auf

Mit Erfolg
von

Ohne Erfolg
von

Kuhpocken Pferd

Esel
Schaf

Ziege
Schwein

Huhn

Taube

Pferdepocken |Mensch

Kuh

Schaf

Schwein
Hund
Kaninchen
Huhn

Schafpocken |Mensch

Pferd
Esel
Rind

Ziege

1) Zit. nach Bohn.
4) Zit nach Hutyra und
) Zit. nach Chaumier.

Jenner, Sacco [1809)], Numann
[18392)], Chauveau (1866), Stein-
beck [1870%)], Bohn (1875). Warle-
monde?), Pfeiffer (1889), Bosc(1904),
Chalybaeus (1909), de Jong (1917),
Heelsberger (1923)

Bohn (1875), Chalybaeus {1909) u. a.

Jenner, Sacco (1809), Holzmeister?!),
Pinin [1870%)], Koch [1872%)],
Fiirstenberg [1873%)], Bohn (1875),
Bollinger (1877),Voigt (1909), Chaly-
baeus, Schilling (1911), Gins (1920),
Bridré (1921)

Chalybaeus, Voigt

Jenner, Sacco, Chauveau, Chalybaeus,
Voigt, Toeth (1922)

Casagrandi®), Loewenthal (1906/24),
Heelsberger, Toeth, Levaditi und
Nicolau (1923)

Loewenthal (kiimmerlich) (1909/25),
Ponndorf (1912)

Jenner, Loy (1802), Hertwig [18031)],
Steinbeck, Bohn, Eggeling u. Ellen-
berger (1878), Pinkan?), de Jong,
Heelsberger, Zwick

Eggeling u. Ellenberger, Friedber-
ger (1879), Bassi (1896), de Jong,
Heelsberger, Toeth, Zwick

Bohn, Eggeling u. Ellenberger, Fried-
berger, Zwick

Eggeling u. Ellenberger, Toeth, Zwick

Toeth, Zwick

de Jong, Gins, Heelsberger, Zwick

Friedberger, Heelsberger, Toeth,
Zwick

Marchetti [18028)], Sacco, Steinbeck?),
Bohn, Bevilacqua (1922), Toyoda
(1923)

Berger u. Pécus?) (?)

Toyoda

Sacco, Reiter [1846')], Bohn, Ziin-
del”), Chaumier (1909), Voigt, Gins,
Toyoda

Giesker [18341)], Spinola, Gerlach
[18691)], Bohn, Bollinger, Ziindel,
Peuch, Chaumier, Foth, Konew (zit.
Voigt),Voigt, Bridré, Tsurumi (1922)

2) Zit. nach Bollinger.
Marek.

Loy, Sacco, Viberg [1805')], Bohn,|

Spinola (1855), Bol-
linger, Pfeiffer,
Arndt (1908)
Loewenthal (1906),
Pfeiffer

Peuch (1888) (2),
Foth (1907)

Hering (1858)

3) Zit. nach Gins.
5) Zit. nach v. Prowazek (1912).

7) Zit nach Tomarkin und Carriére (1913).
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Ausgangspocken Ubertragen auf Mit Erfolg Ohne Erfolg
von von
Schafpocken |Schwein Bollinger, Voigt
Kaninchen Gerlach?!), Ziindel, Paschen (1912), Peuch (?), Tsurumi
Gins, Toyoda
Meerschweinchen Toyoda
Ratte Galli-Valerio (1913)
Huhn v. Betegh Toyoda
Schweine- Kalb Koch [18872)]
pocken Ziege Gerlach?) 2)
Kaninchen Gins
Meerschweinchen Poenaru (1913)
Mause Poenaru
Tauben Poenaru
Ziegenpocken |Mensch Hauser [1890%)], Marcone [19002)],
Hutyra u. Marek (selten) (1920)
Pferd Zeller (1902)
Rind Bonvicini (1898),
Zeller (unsicher)
Schaf Bonvicini, Marcone, Hutyra u. Marek,
Zeller
Hund Zeller
Schwein Zeller
Kaninchen Gins Zeller
Meerschweinchen Zeller
Hiihner Zeller
Gefliigelpocken [Mensch Toyoda (nach 1 Kaninchenpassage)
Affe Levaditi u. Nicolau
Pferd Heelsberger Zwick
Kalb Heelsberger Spinola, Pfeiffer
Schaf Toyoda Bollinger
Ziege Bollinger
Hund Sanfelice (1913)
Kaninchen Ponndorf, Heelsberger, Levaditi und|Sanfelice, Loewen-
Nicolau, Toyoda thal, Zwick
Meerschweinchen|Toyoda, Levaditit und Nicolau

Aus dieser summarischen und gewil nicht vollstindigen Ubersicht geht her-
vor, daB die wechselseitige Ubertragung der Pocken zwischen den verschiedensten
Tieren moglich ist. Nur die Gefliigelpocken3) stehen in gewissem Grade abseits
von denen der Kiihe, Schafe, Schweine, Pferde und Ziegen, wie auch die Végel
im Tierreiche diesen Siugern fernestehen. Und da nun auch, wie die nichste
Tabelle zeigt, die Vira, vielleicht wieder mit gewisser Einschrankung bei den
Hiihnerpocken, sich in ihrer immunisierenden Wirkung vertreten koénnen, so darf
man doch, wenn auch nicht auf eine Identitidt, so doch auf eine nahe Verwandt-
schaft der verschiedenen Pockenerreger untereinander schlieBen. Sie mogen zuein-
ander stehen wie der Typus humanus zum Typus bovinus der Tuberkelbacillen.

1) Zit. nach Bollinger. 2) Zit. nach Hutyra und Marek.

3) Die Gefliigeldiphtherie halten wir auf Grund der Versuche von Carnwath (1907),
Schmid (1909), Uhlenhuth und Manteufel (1909), Schuberg und Schobotz (1910),
v. Betegh (1912), Heelsberger (1920) u. a. fiir eine Pockenerkrankung.
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Tabelle 4. Immunitatspriifungen bei experimentellen Tierpocken.

Vor-vmls del’\:Tach- Tier Immun Nicht immun
behandlung | behandlung nach nach
Kuh- Hiihner- |Huhn Loewenthal (1925), Heels-|Ponndorf (1912) (nur z. T.),
pocken|  pocken berger (1923) (z. T.) Toeth (1922), Levaditi und
Nicolau (1922),Toyoda (1924)
(nicht vollstandig)
Mensch Toyoda
Schaf Toyoda
Kaninchen Toyoda Levaditi und Nicolau
Meerschweinchen | Toyoda
Tauben- |Huhn Loewenthal
pocken
Pferde- |Kalb Heelsberger
pocken|Kaninchen de Jong (1917)
Schaf- Schaf Holzmeister!),  Steinbeck
pocken (18371)), Voigt (unsicher),
(Gins 1920) (mangelhaft),
Bridré (1921), Toyoda
Mensch Toyoda
Kaninchen Toyoda
Meerschweinchen| Toyoda
Rind Peuch (1888), Voigt (1909),
Chaumier?)
Schweine |Schwein Szende (1913)
pocken
Pferde- |Kuh- Kalb Toeth, Heelsberger, Zwick
pocken|  pocken|Pferd de Jong, Zwick
Schat Zwick
Schwein Toeth, Zwick
Hund Toeth, Zwick
Kaninchen Zwick
Huhn Toeth, Zwick
Mensch Zwick
Hiihner- |Huhn Toeth, Heelsberger
pocken
Schaf- Kuh- Rind Voigt (unvollst.) Peuch, Voigt, Chaumier?)
pocken|  pocken|Schwein |Voigt (unvollst.)
Affe fVoigt (unsicher)
Kaninchen | Voigt
Hiihner- |Kuh- Huhn | Heelsberger, Toeth, Levaditi
pocken pocken und Nicolau, Loewenthal
Schaf Toyoda
Kaninchen Ponndorf (z. T.) Levaditi und Nicolau, Toyoda
(z. T.)
Meerschweinchen Ponndorf (fast vollsténdig)
Mensch |Toyoda
Schaf- Schaf Toyoda
pocken|Kaninchen Toyoda
Meerschweinchen | Toyoda (fast vollstédndig)
Huhn (Toyoda
Tauben- |Kub- Huhn | Loewenthat
pocken| pocken |

1) Zit. nach Bohn.

2) Zit. nach Hutyra und Marek.
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Welche Form wir als ,,Urpocke®, von der die iibrigen sich ableiten, anzusehen
haben, wird nicht mehr zu entscheiden sein. Fiir den Menschen scheinen alle
Tierpockenvira abgeschwécht zu sein und im allgemeinen nicht mehr schwer-
pathogen werden zu kénnen. Deshalb werden z. B. von Toyoda die selbstindig
vorkommenden Tierpockenformen (Schaf-, Gefliigel- und Ziegenpocken) als ab-
gesprengte Varietiten der Menschenblattern aufgefat. Bollinger (1877)
schied die Seuchen der Menschen und die der Schafe, von denen er die Erkrankung
der Kiihe bzw. Ziegen ableitete, wihrend Gins (1919) diese beiden Formen nicht
trennen mochte, sondern auf die epidemiologische Abhéangigkeit der Schaf- von
den Menschenpocken hinweist, als deren Abkémmling er diese ansieht. Zwick
(1924) sieht in allen Pocken der Haustiere einschlieflich der Hiihnerdiphtherie
Standortsvarietidten eines Virus, wahrscheinlich des der Menschenblattern.
Toeth wieder trennt die Schafpocken ab usw. Durch experimentelle Studien
iber die Erreger wird die Frage des Zusammenhanges und der Einreihung der
Schweine- und Pferdepocken, vor allem aber der in manchen Punkten abweichen-
den Hiihnerpocken, wohl nicht vollig zu 16sen sein; vielleicht bringen epidemio-
logische Beobachtungen noch einmal eine Klarung.

Praktisch ist wichtig, dafl die immunisierende Wirkung der Pockenerreger
verschiedenster Herkunft sehr &hnlich, vielleicht gleich ist oder unter Umstinden
sein kann.

Das Pockenvirus zeigt sich also auBerordentlich plastisch. Es pafit sich den
verschiedensten Wirten an, eine Féhigkeit, die nicht nur von allgemeinen mikro-
biologischen Gesichtspunkten aus, sondern auch wegen ihrer epidemiologischen
‘Wichtigkeit unser Interesse verdient.

¢) Neuro- und Dermovaceine.

Den verschiedensten Nihrbéden, mit deren Hilfe man zum Teil die Ver-
dnderlichkeit der Bakterien studiert hat, sind vergleichbar die verschiedenen
Gewebe bzw. Organe, die man an Versuchstieren mit Vaccine geimpft hat. Ent-
sprechend den verschiedenen Stoffwechselvorgangen der Gewebe kann das Virus
den mannigfaltigsten Einfliissen unterliegen, Einfliisse, die wohl geeignet sein
koénnten, es zu verdndern. So machten v. Prowazek und Miyaji (1915) auf
einen scheinbaren Unterschied zwischen Glycerin- und Corneaimpfstoff auf-
merksam. In ibren Versuchen wurde glycerinisiertes Virus durch immunes,
aufgeschlossenes Zellmaterial in keinem Falle abgetotet (gepriift an der Kanin-
chencornea), wihrend das in einer geimpften Hornhaut enthaltene Virus bei gleicher
Versuchsanordnung meist die Fihigkeit, das Guarnierische Phinomen auszu-
losen, einbiiite. Aber diese Versuchsergebnisse sind recht unsicher, denn man weif3
nichts iiber die Quantitat des Virus. Auch ist es moglich, daBl das Virus in der
Hornhaut bereits eine Antikérperbildung veranlaBt hat und diese Antikorper
sich an seiner Vernichtung im Versuche beteiligten. An iiberempfindlichen Men-
schen gab das Glycerinvirus (kdufliche Vaccine sowohl wie glycerinisierte Horn-
hiute) starkere allergische Reaktionen als reine, glycerinfreie Corneavaccine
oder als 12 Stunden lang dialysierte Lymphe. Wieweit hier tatsiachlich Modi-
fikationen des Pockenerregers vorliegen, scheint uns noch vollig ungeklart. Auf
weitere Verdnderungen des Vaccinevirus wiesen Ungermann und Ziilzer sowie
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Gins hin. Ungermann und Ziilzer (1920) beobachteten eine allmihliche An-
passung des Variolaerregers an die Kaninchenhornhaut, und Gins (1920) fand
sogenannte Strahlzellen nur bei Verwendung von Variola-, nicht vom Vaccine-
virus zur Impfung der Kaninchencornea.

Beachtung verdienen auch jene Veranderungen, die das Vaccinevirus erleiden
soll, wenn es im Gehirne gewisser Tiere wichst. Levaditi und seine Mitarbeiter
Nicolau und Harvier haben sich besonders mit dieser Frage beschaftigt. Sie
wollen beobachtet haben, daf sich auf verschiedene Weise aus der gewohnlichen
,,Dermovaccine‘ eine mit besonderen Eigenschaften ausgestattete ,,Neuro-
vaccine‘‘ gewinnen laft. Levaditi rechnet die Variola zu den Ektodermosen,
deren Erreger eine besondere Affinitat zu den Abkommlingen des dufleren Keim-
blattes haben sollen.

Das im Cerebrum gewachsene Virus soll in zwei Richtungen verdndert sein,
einmal soll es eine hohe Affinitdt zu dem Nervensystem erworben, dann aber
auch von seiner Fihigkeit, sich in der Haut anzusiedeln, verloren haben (1921).
Spater (1923) betont Levaditi mehr die Verinderung in der Reaktionsweise
auf der Haut. Die Affinitit zur Haut soll das Gehirnvirus aber durch einige
Hautpassagen wiedererlangen konnen. Dagegen soll der erworbene Neurotropis-
mus sich auch bei Hautpassagen als absolut fixiert zeigen. Experimentell be-
wiesen hat Levaditi diese Behauptung allerdings nicht, denn wenn das Virus.
nach 1—3 Passagen iiber die Haut von Kaninchen, Hithnern oder Kiihen noch
neurotrop ist, so besagt das nicht viel.

Der Neurotropismus soll nicht sofort, sondern erst in einigen Gehirnpassagen
erworben werden. Es soll sich das daran zeigen, dal die Infektion bei spateren
Passagen schneller zum Tode fiihrt als zu Beginn der Versuchsreihen, und weiter
darin, daB die todlich wirkende Infektionsdosis-immer kleiner wird. Noch mit
0,2 ccm einer Gehirnemulsion von der Verdiinnung 1 : 10 000 000 erzielte Leva-
diti tédliche Erkrankungen. Auf welche Weise auch immer man dem Versuchs-
tiere das Neurovaccinematerial einverleibt, immer soll es sich im Gegensatz zur
Dermovaccine besonders leicht im Gehirn ansiedeln, wihle man nun den intra-
vendsen, intratestikuliren, den cutanen oder cornealen Weg.

Der Neurotropismus miite am ehesten in Erscheinung treten, wenn man das.
Virus durch intravenose Injektion gleichmafig iiber den Kérper verteilt. Dabei hat
sich aber gezeigt, daB das Virus gerade im Gehirn oft nur schwach zur Ansied-
lung und Vermehrung kommt, wihrend viele andere Organe reich an Keimen
sind [Levaditi und Nicolau (1922)]. Besonders virulentes Virus soll allerdings
auch die Barriere, die das Gehirn schiitzt, durchbrechen kénnen [Levaditi
und Nicolau (1923)]; also miiite nur ein hoher Grad der Anpassung erfolgt sein,
ehe das Virus sich neurotrop zeigt. Nicht jedes Virus habe zu dieser Adaptation
die Fahigkeit. Dasjenige Virus, das nach der intravendsen Injektion sich in
Levaditis Versuchen nicht im Gehirn ansiedelte, war aber anpassungsfihig
und hatte wohl einige hundert Gehirnpassagen hinter sich, auch wurde es von
Levaditi selbst als Neurovaccinevirus angesehen. Auf sein Verhalten baute
Levaditi den groBten Teil seiner Theorie auf.

Die Uberwindung der Barriere, die das GefaBendothel zum Schutze des Ge-
hirnes errichten soll, kann man nach Levaditi und Nicolau auch dadurch
durchbrechen, dal man den intravends geimpften Tieren Fleischbrithe oder



Das Pockenvirus. 45

Kochsalzlgsung in das Gehirn einspritzt. Auf diese Weise soll man das Virus
mit Sicherheit im Gehirn zur Vermehrung bringen. Bournet und Conseil
(1924) verwandten zum gleichen Zwecke Narkosen. Es entspriche das dem Cal-
mette - Guérinschen Versuche an der Haut: an gereizten Hautstellen siedelt
sich das zirkulierende Virus besonders leicht an. Die Versuchsanordnung besagt
also gar nichts iiber einen Neurotropismus des Gehirnpassagevirus. Uberdies
ist uns dieser Versuch nur sehr selten gelungen.

In den Hoden injiziert, soll nach Levaditi das Neurovaccinevirus viel leichter
den Weg zum Gehirn finden, besonders wenn es gereizt wurde, als der Erreger
der Hautvaccine. Auch dieses kénnen wir nicht bestatigen: Wir fanden sowohl
einmal nach Hodenimpfung mit Hodenpassage- wie mit Nervenimpfstoff das
Gehirn ohne Reizung virulent. Es war dies aber nicht regelmaflig der Fall.
Ahnlich konnten Blanc und Caminopetros (1923) das Gehirn von den Testikeln
aus bei der Verwendung von Dermovaccine infizieren. Huon und Placidi
(1924) fanden das Gehirn der Kaninchen nur nach einer allerdings sehr aus-
gedehnten Hautimpfung, an der die Tiere nach 4—5 Tagen eingingen, virulent.
SchlieBlich konnte Biglieri (1924) Gehirn wie Hoden auf subcutanem Wege
mit Dermo- wie Neurovaccine infizieren. Auch von der Hornhaut aus soll das
Nervenvirus leichter als das Hautvirus in das Hirn gelangen. Levaditi be-
obachtete weiter, daB nur solche Tiere Gehirnimmunitit erlangten, die corneal
mit Neurovaccine behandelt waren. Auch dem widersprechen Blanc und Cami-
nopetros, sie erreichten dasselbe mit Hoden- und Dermovaccine, und wir
miissen uns dem anschlieen: Wenn, und das war sehr haufig der Fall, nach einer
Corneaimpfung Gehirnimmunitit eingetreten war, so war es gleichgiiltig, ob
man Dermo-, Neuro- oder Hodenimpfstoff verwendet hatte.

Jedenfalls ist ein ausgesprochener Neurotropismus durch Levaditis Ver-
suche noch nicht bewiesen. Krumbach (1923), der ebenfalls beobachtete,
daB sich der Tod der Tiere bei den spéateren Gehirnpassagen frither als bei den
ersten einstellte, fithrt die Erscheinung nur auf eine allgemeine Anpassung an den
Kaninchenorganismus zuriick. Wir halten dieses fiir moglich, obwohl wir selbst
keine Veranderung der Virulenz im Laufe der Passagen beobachten konnten,
ganz gleichgiiltig, ob wir bei den Gehirnimpfungen von einem Kuhpockenimpf-
stoff, von vaccinierten Kaninchenhoden oder menschlicher Schutzpockenlymphe
ausgingen. Es war die Virulenz der Impfstoffe zu Beginn wie im weiteren Verlauf
der Gehirnpassagen immer annidhernd gleich. In einer Passage, bei der wir
von Erstlingslymphe ausgingen, starben die ersten 8 Tiere nach 3—5, die spateren
nach 6—7 Tagen. Hier hatte demnach die Virulenz durch die Passagen sogar
abgenommen.

Nach den bisher vorliegenden Ergebnissen ist also noch nicht erwiesen, daf3
es mit Hilfe von Kaninchengehirnpassagen gelingt, dem Pockenvirus einen be-
sonderen Neurotropismus anzuziichten. Das Virus gedeiht auch ohne besondere
Anpassung im Gehirn, der Neurotropismus ist also keine neue, dem Pocken-
virus im Laboratorium angeziichtete Erscheinung [Burnet und Conseil
(1924)].

Durch die Gehirnpassagen soll weiter nach Levaditi das Virus an seiner
Fahigkeit, sich auf der Haut vermehren zu koénnen, einbiilen. Auf gereizten
Hautpartien erhielt Biglieri nur nach intravensser Einspritzung von Dermo-,
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nicht aber von Neurovaccine Pockeneruptionen. Vorausgesetzt, daf diese Ver-
suche bestéitigt werden, kann man aus ihnen schlieen, dall der Gehirnimpf-
stoff an Affinitdt zur Haut verloren hat. Die Unterschiede zwischen beiden
Viren treten besonders bei der Impfung des Hahnenkammes hervor. Wahrend
man mit Dermovaccine kriaftige Pustelbildung dort erzeugen kann, gehen Neuro-
vaccineimpfungen nicht oder nur sehr sparlich an [Levaditi (1923), Biglieri
(1924)]. Aus eigenen Versuchen konnen wir das bestétigen. Blanc und Cami-
nopetros (1923) freilich bestreiten das; in ihren Versuchen haftete die Neuro-
vaccine ebenso leicht wie die Dermovaccine auf dem Hahnenkamm. Sie be-
haupten, es hinge dies nur vom Keimgehalt ab. Nach den Versuchen von Leva-
diti und Nicolau kann das aber schwerlich der Grund sein, selbst wenn man
bedenkt, da die AufschlieBung des Gehirnes zu einem gleichmafBigen Impfstoff
leichter ist als die von Hautpusteln und Borken. Levaditis Neurovaccine
erzeugte noch in der Verdiinnung von 1 :10 000000 auf der Kaninchenhaut
11 Pusteln (nach der Calmette - Guérinschen Virulenzpriifungsmethode).
Virulent war sie also, und rief sie in starker Konzentration auf dem Hahnen-
kamm im Gegensatz zur Dermovaccine keine oder nur spérliche Eruptionen
hervor, so muBite das auf irgendeiner Veranderung des Virus beruhen. Auch unsere
Impfstoffe, die bei den Virulenzpriifungsmethoden nach Groth und nach Gins
keine wesentlichen Unterschiede zeigten, wirkten auf den Hahnenkdmmen sehr
verschieden. Mit dem Hautimpfstoffe erhielten wir selbst bei Verwendung
einer Verdiinnung von 1 : 3000 (bezogen auf Rohlymphe) noch eine grofle Pustel,
wahrend Gehirnimpfstoff konzentriert (1 : 1) verimpft werden mufBite, wollten
wir auch nur einige kleine Pusteln entstehen sehen. Es sind diese durch beide
Virusarten erzeugten Eruptionen auch qualitativ verschieden. Die Neurovaccine-
papeln waren im Gegensatz zu den durch Dermovaccine hervorgerufenen klein,
zum Teil nur stecknadelkopfgrol und entwickelten sich nicht bis zur Pustel.

Auch auf der Kaninchenhaut unterscheiden sich Dermo- und Neurovaccine-
pusteln in dhnlicher Weise (Levaditi, Guérin, Camus und Burnet und
Conseil). Bei Verwendung von Gehirnimpfstoff entwickeln sich nach einem
Initialerythem am 3. Tage mehr oder minder stark konfluierende Papeln. Ent-
ziindung, Odem und Infiltration sind stérker und tiefergehend als bei Impfungen
mit Dermovaccine, und in der Zeit, in der diese bereits vereiternde Pusteln zeigen,
schwellen die Neurovaccinepapeln noch an, um nach voriibergehender Neigung
zur Pustelbildung kiiraBartig zu konfluieren und der trockenen Nekrose zu ver-
fallen. Viel langsamer als bei der Dermovaccine stoflen sich die Krusten ab,
und sie hinterlassen auch eine erheblichere Narbe. Es beruht dies angeblich dar-
auf, daB die Gewebeverinderungen tiefer greifen [Levaditi (1923)]. Burnet
und Conseil beobachteten bei Verimpfungen von Neurovaccine auf die Kanin-
chenhaut himorrhagische Pusteln, Odem und Nekrosen; nach einer Kilber-
passage dieses Impfstoffes war diese Virulenz erloschen.

Levaditi berichtet noch von der schlechten Pustelbildung auf der Farse
(bestatigt von Burnet und Conseil sowie Biglieri), wahrend sie bei Menschen
normal sein soll. Burnet und Conseil dagegen sahen gerade beim Menschen
vielfach verspiatete und atypische Reaktionen.

Im iibrigen sind die Affinitdtsunterschiede beider Virusarten fiir Sauger
wesentlich schwicher als fiir Hithner, also am besten an der Hithnerimpfung zu
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erkennen. Die Virulenz der Neurovaccine fiir die verschiedenen Tierarten zeigt
die folgende Tabelle Levaditis (Ann. de I'inst. Pasteur 1923).

Wirkungskraft der Neurovaccine

auf dem Hautwege auf dem Gehirnwege

(ektodermische Hautaffinitit) | (neurotrope Affinitit)
Kaninchen . . . . . . . . - -+
Meerschweinchen . . . . . + +
Ratte . . . . . . . ... + —
Maus . . . . . . . ... -+ —
Katze . . . . . . . . .. 0 +
Farse . . . . . . . . .. + —
Huhn . . . . . . . ... 0 0
Affe . . . . . ..o + 0

Nachpriifungen hieriiber liegen bisher noch nicht vor, scheinen uns aber sehr
notwendig, denn Levaditi berichtet z. B., dall Meerschweinchen 2 Tage nach
intracerebraler Infektion starben; aber weder der auffallend schnell eingetretene
Tod noch die erfolgreiche Virulenzpriifung des Gehirnes dieser Tiere am Kanin-
chenauge beweisen etwas fiir die Infektiositit der Neurovaccine fiir das Meer-
schweinchen. Unsere Meerschweinchen starben nicht an solchen Infektionen,
und toteten wir sie nach 5—8 Tagen, so war ihr Gehirn avirulent. Eine cerebral
geimpfte Katze blieb am Leben.

Das Gehirnvirus ist aber nach Levaditi noch in anderen Punkten vom Haut-
virus verschieden. So soll es hitzeempfindlicher sein. In Levaditis Versuchen
vertrug der Hautimpfstoff die Temperatur von 55° eine Stunde lang, ohne aviru-
lent zu werden, nicht so die Gehirnemulsion. Auch wir hatten das gleiche Er-
gebnis. Und ebenso zeigte sich nicht die Dermo-, wohl aber die Neurovaccine
abgeschwicht, wenn Levaditi sie gemischt mit 1 oder 2 Teilen Galle je 24 Stun-
den bei Zimmer- und Eisschranktemperatur stehen lie}. Man wird aber auf solche
Versuche zunichst kein groBes Gewicht legen diirfen, weil ganz allgemein die
AufschlieBung der Vaccine- und Variolarohstoffe von der Haut sehr ver-
schieden hochgradig, und zumal die der Gehirnvaccine besonders leicht und
fein ist.

Das Wesen des Vaccinevirus ist durch die Gehirnimpfungen nicht wesentlich
klarer geworden. Wieweit die Ansicht Levaditis zu Recht besteht, man kénne
dem Pockenerreger eine besondere Affinitét zum Nervensystem anziichten, miissen
weitere Arbeiten klaren. Die bisherigen Versuche diirften nur so viel ergeben haben,
daB die Neurovaccine auf der Haut zu kiimmerlicheren (Huhn) oder auch anders-
artigen Prozessen fiihrt als die Dermovaccine, das Pockenvirus also durch Ziich-
tung in bestimmten Geweben eine Verinderung seiner Eigenschaften erfahren
kann.

d) Leichte Pockenhformen.

Seit einigen Jahrzehnten werden fast in allen Gegenden der Erde blattern-
ahnliche Epidemien beobachtet, deren Krankheitsbild und Letalitit so verschieden
sind von denen echter Pocken, daBl man diesen Krankheiten andere Namen ge-
geben und als ihren Erreger mitunter ein besonderes Virus angenommen hat.
So nennt man sie Alastrim in Brasilien, Amerika und England, Samoapocken
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in Samoa [Schwesinger (1900)], in Ostafrika spricht man von weiBen Pocken,
in Stidafrika von Amaas, Milch- oder Kaffernpocken und in Kamerun von Sanaga-
pocken [Plehn (1902)]. Jorge (1924), der jiingst ausfithrlich iber dieses Thema
schrieb, mochte ihnen den Namen Paravariola oder Variola-Alastrim geben.
Etwas Neues scheinen diese neuen Epidemien allerdings nicht darzustellen, denn
schon Syderham, Nothnagel, Hufeland, Junker u.a. berichten iiber
Pockenausbriiche mit geringer Sterblichkeit. Handelt es sich hierbei nun um
echte Blattern? Ist dies der Fall, so wire zu untersuchen, ob der Grund fiir den
abgeianderten Krankheitsverlauf in einer Verinderung des Virus oder der er-
krankten Menschen zu suchen sei. Sind diese leichten Epidemien von dem Er-
reger der echten Pocken verursacht, so mufl die Seuchenbekdmpfung gegen sie
in gleicher Weise vorgehen wie gegen schwere.

Das Krankheitsbild weicht in einigen Punkten von dem der Pocken ab, be-
sonders ist der Verlauf ein rascherer, gleichsam ein iiberstiirzter. Meist fehlt
das sekundire Fieber und der typische Geruch. Die Pusteln sind einkammerig
und zeigen keinen Nabel; sie vereitern nicht und hinterlassen, da das Corion
nicht zerstért wird, keine Narben [z. B. Plehn (1902), Vorwerk, Aragao
(1911), Rudolph (1911), Loughnan (1922), Branch und Mac Donald
(1923)]. Es kommen aber auch natiirlich variolaihnlichere, ja pockengleiche
Bilder vor. AuBlerdem ist die Inkubationszeit vielfach linger, das Fieber nicht
s0 hoch, das Allgemeinbefinden nicht schwer gestért. Der Ausschlag verbreitet
sich nicht in einem Zuge iiber den Korper wie bei den Pocken. Der ganze Krank-
heitsverlauf scheint also einen milden Charakter der Infektion anzuzeigen. So
ist auch die Letalitit sehr gering. Bei einer Epidemie in Sidney verlief unter
4043 Pockenfallen einer todlich, der aber zu dem nicht dieser Krankheit zur Last
fallt [King (1920)]. King sah 1916 in Porto Rico von 502 Kranken nur 2 sterben,
Plehn beobachtete in Kamerun nur sehr selten Todesfalle. Auch Aragao (1911)
in Siidamerika nur in 0,5—29%,, Mac Callum und Moody (1921) in Jamaika
in 0,49 der Erkrankungen. In England starben 1924 13 von 3784 Pocken-
kranken, in New Orleans 1917—1919 0,5% von 520 Kranken [Stulb (1923)].

Auch die Immunitét solcher, die von leichten Pocken genesen waren, war
besonderer Art. Zunichst hinterlief die Erkrankung bei Menschen und Tieren
(Aragao) vielfach nur eine ungeniigend kurzdauernde oder auch gar keine
Immunitdt gegeniiber einer Vaccine-Nachimpfung [Ribas (1910), Aragao,
Rudolph, Carini (1911), Goldsmith und Loughnan (1921), Loughnan
(1922), King (1922), Chauvet (1923), Jorge (1924)]. Es konnte Plehn z. B.
nach 6 Monaten 36 von 40 Erkrankten mit Erfolg impfen. Die durch die leichten
Pocken erworbene Immunitét ist also entweder wenigstens zum Teil eine anders-
artige als die nach gewohnlichen Blattern oder nach Vaccination oder, was
wahrscheinlicher ist, sie ist nicht so kréftig. Weiter ist aber auch verschiedent-
lich beobachtet worden (z. B. von MacCallum und Moody, Goldsmith und
Loughnan, King, Chauvet), das Vaccinierte, ja Geblatterte, bei denen
man einen kriftigen Schutz voraussetzen miifite, noch an leichten Pocken er-
kranken konnen, was nicht nur auf einen quantitativen, sondern auch einen
qualitativen Unterschied in der Immunitat hinweist. H&ufig freilich sind diese
Beobachtungen nicht. Meist zeigt sich, dafl Pocken und Vaccination einen
kraftigen Schutz gegen Amaas, Alastrim usw. bilden, wie auch Genesene héiufig
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gegen Kuhpocken immun waren [z. B. King, Mac Callum und Moody,
Moody (1922), Mariante (1922), Garrett (1923), Baujean (1923), Branch
und Mac Donald, Jorge, Stiner (1924)]. Mitchell (1922) meint, daf das
gelegentliche Versagen des Vaccineschutzes in Siidafrika an der Verwendung
von fremden (europiischen) Impfstimmen gelegen haben kénne. Die von
diesem Autor vermuteten Unterschiede wéren natiirlich nur durch Verschieden-
heiten unter den Pockenstimmen auf der Erde erklarbar.

Gegen eine vollige Gleichheit oder wenigstens eine Unverdnderlichkeit der
Pockenviren scheint aber auch das gleichzeitige Vorkommen von harmlosen
leichten neben schweren Pockenepidemien zu sprechen. Nicht nur, daB} zu
gleichen Zeiten, wo in anderen Léndern die leichten Pocken herrschen, z. B.
in Dresden 1918—1919 [Plange (1920)] Epidemien mit 14,19, in Baden 1912 mit
12,59, Letalitat auftreten, auch innerhalb der einzelnen Lénder und im Laufe
der einzelnen Jahre kann sich der Charakter einer Epidemie auflerordentlich
andern. So bestanden in der Schweiz gleichzeitig nebeneinander eine schwere
und eine leichte Pockenepidemie: in Basel starben von 46 Kranken 8, im Kanton
Zirich von 3000 zwei [Hunziker (1923)]. In England herrschten 1922 zwei
Epidemien, eine grofle im Norden mit einer Letalitat von 0,369, und eine kleinere
in London und Umgebung, bei der von 74 Fillen 32,49, starben [Bla xall (1923)].
Nach Mac Clenahan (1924) bestanden 1924 in Windsor zwei Pockenformen
nebeneinander, eine milde, die von Detroit eingeschleppt war, und eine schwere
unbekannten Ursprunges mit einer Letalitit von 509, Dasselbe wurde z. B.
auch in Sidafrika [Mitchell (1922)] beobachtet. Hier herrschen dauernd milde
Pockenepidemien, schwere Formen aber treten im Anschlufl an Einschleppungen
von aullerhalb auf. Und aus den Vereinigten Staaten von Nordamerika und
ghnlich aus Canada [Leake und Force (1923), MacVeil (1923), Berger (1924)]
wird berichtet, daB die Sterblichkeit der Pockenkranken von 0,29, im Jahre
1920 auf 28,4%, im Jahre 1922 stieg, vermutlich infolge einer Einschleppung
aus Mexiko. In den Publ. health reports Bd. 38. 1922 wird berichtet, daf3 in Colorado
(auBer in Denver) von 1916—1921 von 5919 Pockenerkrankungen nur 0,39%,
todlich verliefen. Auch in Denver war die Seuche zunichst sehr mild, als sie
plotzlich im November 1921 bosartig wurde und von 766 Erkrankten 261 dahin-
raffte. Bemerkenswert ist auch die Beobachtung von Carini (1911), nach
der in Brasilien eine Epidemie mit dem Fortschreiten immer bosartiger wurde;
die Letalitat stieg von 2 auf 14,49%,.

Auch die Verteilung der Seuche iiber die Altersklassen spricht dafiir, daB
diese Krankheiten echte Pocken sind. Stiner (1924) z. B. zeigt an den Schweizer
Zahlen, wie unter den erkrankten Nichtgeimpften die Seuche als Kinder-
krankheit auftritt, Geimpfte aber fast nur in hoherem Alter von ihr befallen
werden.

Danach scheinen also einerseits schwere und leichte Epidemien nebeneinander
vorkommen zu kénnen, andererseits aber auch mitunter Virulenzschwankungen
bei ein und derselben Epidemie einzutreten.

Auch das Virus der echten Kuhpocken scheint bei epidemischem Vorkommen
nicht immer von gleich schwacher Virulenz zu sein, sondern gewissen Schwan-
kungen unterliegen zu konnen. Viel freilich ist dariiber anscheinend nicht be-
kannt, zumal Kuhpockenepidemien jetzt sehr selten sind. Bonnigal (1912/13)
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berichtet iiber eine derartige schwere Epidemie, bei der von 12 Kiihen eine
starb, alle aber schwere Allgemein- und Lokalerscheinungen zeigten.

Virusstudien an infektiosem Krankheitsmaterial haben zur Klarung dieser
Beobachtungen nicht viel beitragen kénnen. Nur dafl es sich bei diesen leichten
Erkrankungen tatsichlich um Pocken handelt, das steht danach heute fest.
v. Prowazek und Aragao (1911) sahen bei Alastrim, auch wenn sie das Material
filtrierten, die sog. Paschenschen Korperchen, die sich aber durch eine leichtere
Farbbarkeit von denen unterschieden, die Rudolph beobachtet hatte. v. Pro-
wazek und Aragao, Hunziker, Hoffmann (1923) u. a. impften mit Material,
von leichten Pockenfallen Kaninchenhornhéute und fanden darin Guarnieri-
sche Korperchen, Carini (1910) dagegen allerdings nur &hnliche Gebilde,
Rudolph (1911) iiberhaupt nichts Bemerkenswertes.

Die Verschiedenheiten zwischen den schweren und leichten Blattern in bezug
auf ihr Krankheitsbild, ihre Immunitétserscheinungen und ihre Letalitit hat
man auf zweierlei Weise zu deuten versucht. Die einen, die sog. Dualisten,
meinen, es handele sich um zwei atiologisch verschiedene Krankheiten (Lough-
nan, Plehn, Vorwerk, Horst, Godoy u.a.), die anderen, die Unitarier,
dagegen, sind der Ansicht, daB} trotz der verschiedenen Krankheitsbilder die
Erreger doch die gleichen seien, der der milden Formen nur abgeindert durch
irgendwelche duflere Einfliisse [Carini (1911), Mariante, Hoffmann, Gar-
rett, Mitchell, Baujean, Leake und Force, Gins, Jorge, sowie Neufeld,
Kraus und Sobernheim auf der Tagung der Deutschen Vereinigung fiir
Mikrobiologie 1924]. Die erwahnten Erfahrungen sprechen sehr zugunsten der
Unitarier, nur die Ursache dieser Modifikation liegt noch im Dunkeln. Zu den
Unitariern kommen, das sei wenigstens kurz vermerkt, heute noch die Neu-
unitarier [z. B. Sahli und Meder (1925)], die auch die Varicellen in den
Verwandtschaftskreis der Pocken einbeziehen wollen.

Aragao meinte, daBl die Krankheitserscheinungen bei Alastrim deshalb so
milde seien, weil die Erreger sekundéirer Eiterungen fehlten. Plehn und
Mitchell auBlerten beziiglich der Pocken in den Tropen ahnliche Ansichten.
Dagegen spricht das Vorkommen der milden Pocken in der gemaBigten Zone.
Auch Mitchells Meinung, das Virus sei vielleicht durch das Klima, die Rasse"
der Erkrankten oder schnelle Passagen abgeschwicht, ist aus gleichem Grunde
nicht haltbar. Ebenso denkt Baujean (1923) an eine Abanderung unter dem
EinfluB von Klima und Rasse. Beyer (1922) macht die ozon- und sauerstoff-
reiche Luft der Urwilder fir die Abschwichung verantwortlich; Garrett
(1923) die Passagen des Virus durch die Kratzemilbe als Zwischenwirt. Anders
steht es mit der von Mitchell, Gins und vielen anderen geduBerten Ansicht,
daB eine frithere Durchseuchung eines Volkes, sei sie nun natiirlich oder kiinstlich
hervorgerufen durch Schutzimpfungen, zu einer Modifikation des Pockenvirus
fithren konne. Die nach Deutschland von Osten eingeschleppten Blattern haben,
wie Gins (1925) zeigte, bei wiederholtem Passieren Geimpfter keine Abschwé-
chung erfahren. Diese Leute waren allerdings erkrankt, und es konnte sich
wohl anders verhalten, geht das Virus durch eine Reihe gesunder Zwischen-
trager. Heute ist diese Frage noch nicht zu entscheiden. Umgekehrt ist in
der Schweiz die Epidemie nicht schwerer geworden, obwohl 939, der Kranken
ungeimpft waren [Lench (1923)]. Die Tatsache starker Virulenzschwankungen
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steht jedenfalls fest und mahnt zur Vorsicht auch bei scheinbar harmlosen
Pockenepidemien.

Die jiingste Forschung iiber den unbekannten Pockenerreger ist demnach
zu der Vorstellung gelangt, die zum Teil freilich nur eine wiedererrungene ist,
daB das Virus kein unverinderliches Lebewesen ist, sondern anpassungsfihig
an die verschiedensten Wirte und beeinfluBbar durch heute noch nicht iiber-
sehbare Faktoren.

Es stehen Untersuchungen dariiber noch aus, ob wir diese Variabilitiits-
erscheinungen als Mutationen, Dauermodifikationen oder Modifikationen zu
deuten haben. Der Begriff der Mutation scheidet allerdings noch aus, solange
wir weder Trager der Erbanlagen noch Sexualakte bei Bakterien kennen. Sehen
wir in den Blattern der Menschen die ,,Urpocke®, so sind alle Tierpocken als
Dauvermodifikationen aufzufassen, die wenigstens praktisch den Mutationen sehr
nahe, vielleicht gleichkommen, da Riickschlige trotz unzahliger Moglichkeiten
bisher nicht sicher beobachtet worden sind. Uber das Verhiltnis der Tier-
pocken zueinander 148t sich in dieser Beziehung noch nichts sagen. Das Virus
der milden Pockenformen miissen wir wohl ebenfalls als eine Dauermodifikation
ansehen.

IV. Der Infektionsweg bei den Blattern
und das Kreisen des Variola-Vaceine-Virus im Korper.
a) Der Ansteckungsweg.

Fiir die Krankheitserscheinungen und die Immunitat ist es oft von auBler-
ordentlicher Wichtigkeit, auf welchem Wege der Krankheitserreger in den Korper
gelangt. Bei Pocken wies kiirzlich Plehn (1912) wieder auf die Wichtigkeit
der Eintrittspforte des Blatterngiftes hin, und Morawetz (1922) sieht bekannt-
lich hierin den Grund fiir den Unterschied zwischen der Variola- und Vaccine-
immunitét. Vor allem aber ist es fiir die Seuchenbekdmpfung ungemein wichtig
zu wissen, auf welchem Wege das Pockenvirus vom Kranken zu dem gesunden
Menschen kommt, wie es ausgeschieden, verbreitet und aufgenommen wird.

Die allgemeine Vorstellung war lange Zeit die, daB besonders Pustel- und
Borkenmaterial meist in eingetrockneter oder verstiubter Form direkt oder
verschleppt durch Gegenstinde oder Mittelspersonen vom Kranken auf die
Haut des Gesunden gelangt. Dies ist aber, wie wir heute wissen, nur sehr selten
der Ansteckungsweg. Schon die Beobachtung, dal auch exanthemlose Pocken
anstecken, hitte darauf aufmerksam machen miissen, dafl der Pockenerreger
nicht nur auf dem Wege iiber Pusteln und Borken den Kranken verlafit. Auch
der Umstand, dal die Pusteln gewohnlich nicht vor dem 8. Krankheitstage auf-
gehen, die Patienten aber schon frither anstecken, 148t noch andere Ausschei-
dungswege vermuten. DaB der Geruch mit der Ansteckungsfahigkeit in Ver-
bindung gebracht wurde, daB Greding (1796) [zit. Gins (1924)] an eine Ent-
wicklung des Kontagiums in der Lunge glaubte, das z. B. sind unklare Vorlaufer
moderner Anschauungen. Denn heute miit man den Krankheitserscheinungen,
die sich auf den Schleimhiuten der oberen Luftwege abspielen, fiir die Uber-
tragung der Pocken eine besondere Bedeutung zu. Dies fulit auf Experimenten,
in denen man das Virus dort nachwies.

4%
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Zwar hat bereits 1894 Monti bei Pockenkranken das Variolavirus in der
Schleimhaut des Pharynx und Larynx gefunden, aber er hat die epidemiologische
Bedeutung seiner Beobachtung iibersehen. Sodann beschrieb Paschen (1917)
in den Efflorescenzen der Rachenschleimhaut seine Korperchen; ferner zeigten
1919 Handel sowie Ungermann und Ziilzer (1920) mit Hilfe des Paulschen
Versuches, daB das Sputum von Pockenkranken infektios sein kann. Besonders
aber haben Friedemann und Gins (1917) den Gehalt der erkrankten Schleim-
haute von Nase, Rachen und Mund an Blatternkeimen systematisch mit Hilfe
der Reaktion auf der Kaninchencornea untersucht und ihre Aufmerksamkeit
insbesondere darauf gerichtet, wie lange das Virus dort zu finden sei. Diese
Versuche, die noch dringend einer Erganzung bediirfen, haben zunichst ergeben,
daf im allgemeinen bei Vorhandensein von Krankheitserscheinungen auch Virus
in den oberen Luftwegen sich aufhélt, von da aus also mit Hustentrépfchen in
die AuBlenwelt gelangen kann.

Epidemiologisch ist nun aber besonders die Frage wichtig, von wann ab und
wie lange finden sich die Krankheitserreger dort. Uber den Beginn wissen wir
nichts oder zunichst nur so viel, daB sehr frithzeitig, bereits im Initialstadium
der Erkrankung Halsschmerzen und Schluckbeschwerden auftreten und dafl die
Krankheitserscheinungen der Schleimhaut denen auf der Haut um einige Tage
voraus sind oder sein konnen. So sahen Hunziker und Reese (1921) einmal
am Gaumen eine bereits offene Pustel, wiahrend auf dem tibrigen Korper sich erst
die Anfinge eines Exanthems zeigten. Wohl wegen ihrer schweren Erfassung sind
Frithstadien auf ihren Keimgehalt bisher nur sehr selten untersucht worden. So
fand Paschen (1921) in Rachenpocken, die ebenfalls vor Ausbruch des Allgemein-
exanthems bereits ausgebildet waren, massenhaft seine Elementarkorperchen.
Besser steht es mit dem Virusnachweis bei Genesenden. Hier machten Friede-
mann und Gins besonders auf die oft langsam heilenden Nasenefflorescenzen
aufmerksam, in denen sie noch 4 Wochen nach dem letzten Fieber wiederholt
Pockenvirus nachwiesen. Auch Scott (1924) untersuchte Nasen-Rachenschleim
von Genesenden. Der Paulsche Versuch fiel dabei noch 23 und 31 Tage nach
Verschwinden aller Hauterscheinungen positiv aus. Das zeigt, wie falsch es ist,
schematische Quarantdnezeiten fiir Pockenkranke vorzuschreiben, und wie an-
gebracht, jeden, der nach einer Erkrankung zur Entlassung kommen soll, vor-
her auf seinen Keimgehalt der oberen Luftwege zu untersuchen.

Es ist also vielleicht moglich, dafl bereits im Inkubations- und Prodromal-
stadium Virus von den oberen Luftwegen aus nach auflen gelangt [Gins,
Paschen, Hunziker und Reese, Silberschmidt (1923)]. Schon Huguenin
(1898) hat ja bekanntlich die Ansteckungsfahigkeit dieses Stadiums betont. So
hat auch der deutsche Bahnpostbeamte, der anscheinend die Pocken nach
Basel brachte, dort wahrscheinlich einen Mann angesteckt, als er nach voraus-
gegangenen Kopfschmerzen eben erst einen Initialausschlag bekam.

Fast sicher besteht eine Virusausscheidung durch die Luftwege wahrend
der Zeit des Ausschlages, und sie bleibt unter Umsténden noch lange bis in die
Rekonvaleszenz hinein bestehen.

Das virushaltige Material kann aus den Luftwegen in Form von Tropfchen
in die Umgebung des Kranken gelangen und dort direkt oder nach Antrocknen
an einem Zwischentrager (Staub, Wasche, Geschirr, Speisen usw.) zu neuen
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Infektionen fithren. Heute wird besonders auf den Weg der Tropfcheninfektion
hingewiesen (Gins, Paschen u.a.). Und doch kann auf diesem Wege schlieB3-
lich nur die Ansteckung solcher Personen erfolgen, die mit dem Kranken in
nahere Beriihrung kommen. Sehr viel infektioses Material streut der Kranke
auch um sich durch Platzen der Pusteln, abgefallene oder abgekratzte Borken usw.
Fiir die nichste Umgebung des Kranken sind viele Ubertragungsmoglichkeiten
gegeben. Durch Gegenstinde usw., mit denen der Kranke direkt oder indirekt
in Berithrung kam, also natiirlich auch solche, auf die Hustentrépfchen fielen,
kénnen die Pockenerreger in die weitere Umgebung verschleppt werden. Es
sind das bekannte Tatsachen.

Neben den toten Gegenstinden konnen aber auch Menschen und Tiere als
Zwischentrager in Frage kommen. Versuche, den Menschen betreffend, sind
unseres Wissens bisher nur von Friedemann und Gins gemacht, und sie
betrafen auch nur die Frage, ob Pflegepersonal bei gesundem Befinden das
Virus im Rachen tragen kénne. Abstriche von 20 Personen fanden sie mit Hilfe
des Kaninchencorneaversuches nicht infektios.

Anders als mit Menschen ist es vielleicht mit Tieren, die nicht nur als Zwischen-
trager, sondern auch als Zwischenwirte auftreten sollen. Meirelles (1910)
glaubte, Flohe spielten die Hauptrolle bei der Pockeniibertragung, und wir er-
wihnten auch bereits, dafl Garrett (1923) in der Kratzemilbe einen Zwischen-
wirt des Pockenvirus sieht. Es fehlen diesen Ansichten allerdings stichhaltige
Begriindungen. Beachtenswerter ist die Meinung, Fliegen, die durch den inten-
siven Geruch der Kranken besonders angelockt wiirden, kénnten zur Verbreitung
der Pocken beitragen. Diese Ansicht ist alt, z. B. schon von Sachs (1834) ge-
duBert, auch Wawrinski (1888) erwihnt diese Ubertragungsmoglichkeit.
SchlieBlich vermutete Veninger (1906) eine solche Ubertragung auf einen
Saugling. Dieser bekam am inneren Augenwinkel, wo Fliegen sich angeblich
besonders gern niederlassen, eine Pockenpustel. Da ein Pockenspital in der
Nahe lag, glaubt er, dafl Fliegen von dort den Ansteckungsstoff hergeschleppt
hiatten. SchlieBlich beobachteten Hunziker und Reese (1922), wie in der
Néhe, und zwar fast nur im Umkreis von 1 km von dem Baseler Pockenspital
Blatternfille ohne nachweislichen Zusammenhang mit den isolierten Kranken auf-
traten, und sie glaubten ebenfalls Fliegen fiir die Verbreitung der Seuche ver-
antwortlich machen zu miissen. Experimente iiber diesen Verbreitungsweg des
Virus haben Terni und Merk angestellt. Terni (1907/10) fing Fliegen aus
variolainfizierten Réumen. Nicht nur, daf Verreibungen von diesen infektios
waren, er will auch aus Darm und Faeces wirksame Impfstoffe hergestellt und
im Darmepithel und in den Malpighischen Schlauchen Guarnierische Kérperchen
beobachtet haben. Merk (1910) setzte Fliegen Glycerinlymphe als Futter vor
oder brachte sie mit frischen Kélbervaccinepusteln zusammen. Nach 1—2 Tagen
starben sie; ein Brei aus ihnen war, gepriift an der Kaninchencornea, nicht
virulent. Auch bei anderen Versuchsanordnungen, bei denen die Tiere linger am
Leben blieben, fand er mikroskopisch in ihnen nie etwas, was sich auf eine
Vaccineinfektion hitte zuriickfithren lassen konnen. Immer waren Impfungen
mit Fliegenbrei negativ. Merk arbeitete allerdings nur mit Kuhpockenmaterial.

Wenn bisher aus den Experimenten mit Fliegen auch noch keine SchlufB3-
folgerungen gezogen werden koénnen, so lassen epidemiologische Beobachturigen
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immerhin die Verbreitungsmoglichkeit durch diese Insekten offen [Paul (1914),
Hunziker, Gubler (1923)].

An welche Ubertragungswege man unter Umstinden auch denken muB,
geht aus den Beobachtungen von Bleyer (1922) in Brasilien hervor. Dort ging
eine zunichst leichte Pockenepidemie von Indianern auf Affen iiber. Unter
diesen war die Sterblichkeit ganz auBerordentlich hoch. Die kranken Tiere
wurden von Fliegen und Stechmiicken belastigt, die gestorbenen von Aasgeiern,
Fiichsen, verwilderten Hunden, Wespen, Ameisen und Fliegenlarven aufgefressen.
So waren unzahlige Moglichkeiten der Ausbreitung der Pockenseuche durch diese
Tiere gegeben. Hesse (1915) glaubt, dal bei der Pockenepidemie in Detmold
vielleicht auch eine Katze zu der Verbreitung beigetragen habe. Sie war mit
Kranken ofter zusammengekommen und hatte von iibriggebliebenen Speisen
genascht. Auch Schweine erkrankten in diesem Spital an pockenartigen Aus-
schligen. Ihre nihere Untersuchung wurde leider scheinbar versiumt.

Vom Kranken, aus seinen Pusteln auf der Haut und den Atmungswegen,
gelangt also das Virus direkt oder durch leblose oder auch lebende Zwischen-
triger an den Gesunden, und es bleibt nun die Frage, wo es in diesen eindringt.

Bei der Inokulation setzen wir eine Hautpustel, deren Entwicklung in wenigen
Tagen ein allgemeiner Ausschlag folgt. Kennen wir bei Pocken auch einen
solchen priméiren Herd auf der Haut oder Schleimhaut, in dem das Virus sich
zunichst vermehrt, oder gelangt es durch eine Eintrittspforte, die reizlos bleibt,
in die inneren Organe des Menschen, um spiter nach Vermehrung dort in die
Haut zu gelangen und die charakteristischen Symptome hervorzurufen? Fir
diese letzte Ansicht, auch fiir eine Infektion von dem Verdauungswege aus,
haben wir keinen Anhalt, desgleichen aber auch dafiir nicht, daf das Virus
sich primar meist auf der duBleren Haut ansiedelt. Plehn (1922) betont, bei
grofen Epidemien nie einen priméren Hautherd gesehen zu haben. Und es ist
ja bekannt, daB Inokulationen meist nur zu leichten Erkrankungen fiithren.
Bei Impfungen, die ein schwarzer Medizinmann in Kamerun mit Pockenvirus
vorgenommen hatte, kam es hochstens zu varioloisartigen Erkrankungen, nie
zu vollausgebildeten Pocken. So scheint die dulere Haut vor der Infektion zu
schiitzen oder das Virus wenigstens abschwéichen zu konnen (Plehn).

Viel haufiger scheinen dagegen die Schleimhéute der oberen Luftwege die
Eintrittspforte des Virus zu bilden [Meirelles (1910), Paul (1914), Friede-
mann und Gins (1917), Sobernheim (1919), Plehn, Groth (1922), Chau-
vet (1923)]. Auch Hiihner, die man mit pockenkranken Tieren zusammengesetzt
hat, zeigen auf Mund- und Rachenschleimhaut die ersten Krankheitserschei-
nungen [Schmid (1909)]. Uber primire Rachenerscheinungen bei Menschen-
pocken ist von verschiedenen Seiten berichtet worden. Wir nennen nur Hu-
guenin, Walkow, Hunziker und Reese sowie Leuch. Letzterer schreibt,
daB bei friith eingelieferten Kranken katarrhalische Rotung von Gaumen und
Pharynx kaum jemals gefehlt haben. Alb. Miiller (1923) sah dagegen nie ein
Enanthem vor Auftreten des Exanthems. Beobachtungen iiber primére Rachen-
erscheinungen sind vielleicht deshalb so selten, weil Kranke meist erst in spateren
Stadien in arztliche Behandlung kommen; auch ist auf sie frither wenig geachtet
worden. Vor allem scheint uns die Untersuchung der Nasenschleimhaut in den
ersten Stadien der Erkrankung noch vernachlissigt zu sein. Priméraffekte auf
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der Augenbindehaut sahen Wagenman (1895) und Veninger (1906). Trotz-
dem erste, dem allgemeinen Ausschlag vorausgehende Krankheitserscheinungen
auf der Haut und den Schleimhéuten nur auBlerordentlich selten zur Beob-
achtung gekommen sind, glauben wir doch einen ,,Priméraffekt annehmen zu
miissen. Bei dér Inokulation schuf man einen solchen kiinstlich auf der Haut.
Wenige Tage nach seinem Aufgehen erschienen die Eruptionen auf dem ganzen
Korper. Man ist wohl zu der Annahme berechtigt, dafl das Virus sich zunichst
am Inokulationsorte vermehrt habe. Auch bei der Vaccination findet zunéchst
eine Vermehrung des Virus am Impforte statt. Spater, nach einer Vermehrung
dort, kreist es dann im Blute und ist in den inneren Organen zu finden, wie wir
noch sehen werden. Es wéare wohl méglich, dal bei Pocken die Virusvermehrung
in irgendwelchen inneren Organen ohne Pustelbildung am Invasionsorte statt-
findet; aber da die Ansteckung gewohnlich durch Einatmung von Staub oder
Tropfchen, also in den Luftwegen erfolgt, so werden wir wohl auch dort einen
Priméraffekt zu suchen haben. Desgleichen sprechen die Differenzen in der
Inkubationszeit und der Zeit bis zum Ausbruch des Exanthems bei Pocken
und Inokulation (13—14 zu 7—8, und 16—17 zu 9—10 Tagen) in diesem Sinne.
So meint denn auch Groth (1922/23), da wir im Hinblick auf die Verschieden-
heiten in der Inkubationsdauer bei Variola vera und inoculata von einer hypo-
thetischen Protopustel, wie L. Pfeiffer sie bekanntlich schon angenommen
hatte, nicht absehen kénnten. Auch Sobernheim und Gins suchen eine solche
in den Luftwegen.

b) Die Generalisation des Variola-Vaccine-Erregers.

So einleuchtend es auch scheinen mag, dall der Variolaerreger von einem
Priméaraffekt aus in den Kreislauf gelangt, weil er ja nur so gleichméfBig iiber
den ganzen Korper verteilt werden kann, so war das Virus auf diesem Wege
doch nur schwer zu verfolgen. Besonders aber war bei der Vaccination eine
Verstindigung iiber das Kreisen des Vaccinevirus lange Zeit nicht moglich, und
es war unklar, wieso sich an die Bildung einer lokalen Pustel eine allgemeine
Immunitdt der Hautdecke anschlieBen konne, ohne daB das Virus den ganzen
Korper durchdringt und, wo es hingelangt, Krankheitserscheinungen hervorruft.
Vom priméaren Herde aus gelangt das Virus auf dem Lymphwege oder auch direkt
in den Kreislauf. Levaditi (1923) denkt auch u. U. an eine Ausbreitung entlang
der Nerven. Fiir das Verstandnis der Immunitatsvorginge ist es wichtig, wie
nach den verschiedensten, nicht nur den cutanen Impfmethoden das Virus sich
im Korper verhédlt, ob und in welchen Organen es sich vermehrt, latent bleibt
oder auch vernichtet wird. Es sollen deshalb im folgenden auch diejenigen
Versuche beriicksichtigt werden, die sich mit diesen Fragen beschaftigen. Als
Beweis fiir das Kreisen des Virus kann nur sein direkter Nachweis angesehen
werden, nicht ein indirekter durch Immunitétspriifungen, weil dann erst fest-
stehen miilte, dafl Immunitdt nur durch das Eindringen des Virus in das jeweils
gepriifte Organ eintreten kann.

Bei Variola hat man die Infektiositdt des Krankenblutes seit Ziilzer (1874)
mit Hilfe von Affen- und Kaninchenimpfungen immer und immer wieder gezeigt
[Roger und Weil (1902), Magrath und Brinkerhoff (1904), v. Prowazek
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und Aragao (1908), Kyrle und Morawetz (1915), sowie Ungermann und
Zilzer (1920)]. Bis in das Stadium der Austrocknung hinein gelangen diese
Verimpfungen. Seltener fand man das Pockenvirus in den inneren Organen
[Monti (1894), Neisser (1906), v.Prowazek und Aragao (1909)]. Immerhin
besteht wohl iiber die Generalisation des Virus bei Variola vera kein Zweifel
mehr.

Nur wenige Versuche sind am vaccinierten Menschen gemacht worden; so
Blutuntersuchungen, und zwar mit Erfolg durch Reiter (1872) 18 Tage nach
der Impfung, und durch L. Pfeiffer (1895) 7 Tage danach; ohne Ergebnis
blieben die von Hiller (1876). In Achseldriisen und Femurmark eines Erst-
impflings fand Paschen (1910) kein Vaccinevirus. Durch zahlreiche Versuche
an geimpften Tieren werden diese wenigen Ergebnisse am Menschen aber in
eindeutiger Weise ergéinzt.

Bei geimpften Kélbern fanden L. Pfeiffer (1895), Freyer und Vanselow
(1896), sowie Ishigami (1902) das Virus im Blute; Freyer, Frosch (1896)
und Ishigami in fast jedem Organe. Paschen (1909) und Jonesco Miha-
jesti, Ciuca und Dragoin (1916) dagegen haben Organbreie vergebens auf
Kaninchenhornhidute oder auf Kalber verimpft.

Wechseln hier schon die Ergebnisse, so sind sie bei den zahlreichen Unter-
suchungen iiber das Kreisen des Vaccinevirus im Kaninchenkorper noch aus-
gesprochener. So haben Calmette und Guérin (1901), Jirgens, Hart-
mann und Mihlens, Haaland, Ohly (1905), Nobl (1906), Siipfle (1909),
sowie Paschen (1911), nachdem sie Kaninchen cutan und corneal, ja selbst
subcutan, intravends oder intraperitoneal vorbehandelt hatten, nach 24 Stunden
bis einigen Monaten mit Verimpfungen von Blut und inneren Organen auf
Kalber- oder Kaninchenhaut oder -hornhaut keine Erfolge gehabt.

Dem stehen aber besonders aus neuerer Zeit viele erfolgreiche Verimpfungen
gegeniiber. So haben z. B. 1905 v. Wasielewski und Hauser, indem sie
Nierenbrei corneal geimpfter Tiere untersuchten, das erste Mal den Virusnach-
weis 5 Tage nach der Infektion in diesem Organ gefithrt. Den Nierensaft konnten
spater noch Aldershoff und Boers (1906) und das Knochenmark und einen
Extrakt aus Milz und Niere Mulas und Casagrandi (1909) mit Erfolg auf
die Kaninchenhornhaut verimpfen. Wechselnd sind die Ergebnisse, die v. Pro-
wazek und seine verschiedenen Mitarbeiter hatten. Es ist das ein Zeichen
dafiir, daB es wohl nur eine Frage der Technik ist und mit der Unsicherheit
aller biologischer Komponenten bei diesen Versuchen zusammenhingt, wie sie
ausfallen. Hatte er 1905 und 1907 nur iber Fehlresultate berichten konnen,
so gelang es ihm 1909 mit Yamamoto, 1 Stunde nach intravenéser Injektion
das Virus mittels Corneaversuches im Blute, nach 2 Stunden noch im Knochen-
mark, in Leber und Milz und bei entsprechender AufschlieBung auch in der
Haut nachzuweisen. Casagrandi fand es im Knochenmarke sogar noch nach
5, 10 und 20 Tagen. 1911 haben Halberstddter und v. Prowazek bei Ver-
impfungsversuchen von Milz, Knochenmark und Niere infizierter Affen keine
Erfolge gehabt. Sion und Radulesco (1913) impften Kaninchen mit einem
durch Kaninchenpassagen angeblich besonders virulent gewordenen Virus und
konnten dasselbe dann nach 4—7 Tagen in Milz, Driisen, Knochenmark, Humor
aqueus, selten im Blute nachweisen. Diesen Befund hilt Camus (1913) nur fiir
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eine Ausnahme. Kiirzlich haben Ungermann und Ziilzer (1920) selbst nach
cutaner Vorbehandlung Herzblut und Milzpulpa infektiés gefunden.

In letzter Zeit hiaufen sich solche Versuche, die zeigen, wie der Kaninchen-
organismus nach so gut wie jeder Form der Vorbehandlung von dem Virus
durchseucht wird, zumal wenn man Impfstoffe nimmt, die ihm im allgemeinen
(Lapine) oder in einer noch spezielleren Form (Neurolapine) angepallt sind.
Auch sind die Keime in gewissen Organen eher nachzuweisen, wenn man
ihnen Zeit 1a8t, sich dort erst zu vermehren, wie es Sion und Radulesco
taten. So konnte auch Watanabe (1924) erst vom 4. bis 5. Tage ab den
Vaccineerreger in Haut und Schleimhaut, selten in Milz, Leber oder Niere
wiederfinden, ganz offenbar also erst dann, wenn er sich dort vermehrt
hatte.

Viele Beitriige zur Frage des Kreisens des Vaccinevirus im Kaninchenkorper
bringen die ausgedehnten Versuche Levaditis und seiner Schiiler mit Neuro-
und Dermovaccine. Uber deren Ergebnisse und ihre Bestétigung oder Berichti-
gungen haben wir bereits oben berichtet. Es scheint aus ihnen als sicher hervor-
zugehen, daB nach jeder Art der Impfung das Virus in den Kreislauf gelangt,
und daB es in fast allen Organen des Kaninchens — nach Levaditi besonders
in den Abkémmlingen des Ektoderms — wiederzufinden ist. Auch wir haben
das ja im allgemeinen bestétigen konnen, und haben besonders nach cornealer
und cutaner Impfung Gehirn und Nebenniere der Tiere wiederholt positiv ge-
funden. Erwihnt sei hier auch noch der Virusnachweis Yokotas (1923) im
Harn hautgeimpfter Kaninchen. Watanabe (1924) gelang dieser Versuch mit
einer allerdings etwas anderen Technik nicht.

Wihrend man bis zum Jahre 1900 nur durch Blut und Organverimpfungen
entscheiden wollte, ob das Virus den ganzen Korper durchdringt und wo es ver-
bleibt, suchten Calmette und Guérin (1901) auf anderem Wege nach einer
Antwort auf diese Fragen. Bei Pocken werden alterierte Hautpartien von dem
Exanthem bevorzugt. Calmette und Guérin suchten diese Verhiltnisse bei
Kaninchen nachzuahmen, rasierten oder depilierten zu diesem Zwecke die Haut
und schlossen sie durch Reiben mit Sandpapier auf. Erfolgte die Hautreizung
innerhalb der ersten 24 Stunden nach der intravendsen Vorbehandlung, so er-
hielten sie auf den gereizten Hautpartien typische Vaccineerscheinungen, nach
48 Stunden aber bereits nichts mehr. Diese Versuche konnten zwar von de
Waele und Sugg (1905), Miihlens und Hartmann (1906), Paschen und
Kelsch (1909), sowie Watanabe (1924) nicht bestitigt werden, auch Nobl
(1906) fand — allerdings bei vaccinierten Menschen und erst 10—20 Tage nach
der Impfung — diese Erscheinung nicht. Andere hingegen konnten die An-
gaben von Calmette und Guérin bestiatigen, z. B. v. Prowazek und Yama-
moto (1909), die mit dieser Technik 30 Minuten bis 4 Stunden nach der Impfung
deutliche konfluierende, nach 24 und 48 Stunden geringere Hautaffektionen
erhielten. Auch Siipfle (1909) und von der Kamp (1914) berichten iiber
positive Calmette-Gu érinsche Versuche. Im gleichen Jahre schreibt v. Pro-
wazek von gelegentlichen MiBlerfolgen, desgleichen 1916 Gins. Krumbach
(1923) hatte 10 Stunden bis 5 Tage nach intrakranieller Infektion ganz ver-
einzelte Erfolge, und neuerdings gelang Biglieri (1924) dieser Versuch mit
Dermovaccine, nicht aber mit Neurovaccine.
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Der Wert des Calmette-Guérinschen Versuches fiir den Nachweis des
Virus in der Haut ist diesen wechselnden Ergebnissen nach nicht sehr grof3.
Zu einem positiven Ausfall miissen mehrere giinstige Umstinde zusammen-
treffen. Einmal mufl der Vaccinekeim lebend und vermehrungsfihig in die
Haut gelangen. Dort kann er sich aber nur dann entwickeln, wenn er zufallig
auf die gereizte Hautpartie trifft, und zwar nach Levaditi und Nicolau (1922)
auf Epithel der Haarpulpa oder der Malphigischen Schicht, das sich im regenera-
tiven Proliferationsprozefl befindet. Virulenz und Menge des Virus spielen fiir
das Zustandekommen der Hauteruptionen natiirlich auch eine grofle Rolle.
Gelang es doch z. B. Camus (1916/17) durch Injektion entsprechend hoher und
virulenter Dosen bei Kaninchen, Meerschweinchen, Hunden, Katzen, Kiihen
und Affen sogar Bilder von generalisierter Vaccine hervorzurufen. Durch-
schneidung eines Nerven begiinstigte die Entwicklung eines Ausschlages in dem
Gebiete, das er sympathisch versorgte. Bei Kaninchen, Meerschweinchen und
Affen waren besonders die Schleimhiute befallen. Auch von Levaditi (1923),
Watanabe, Huon und Placidi (1924) und uns wurden Schleimhautverdnde-
rungen, insbesondere Pustelbildung auf der Zunge bei den Vaccinekaninchen
beobachtet. Die Schleimhéute sind wohl am leichtesten Verletzungen und Reizen
aller Art ausgesetzt und neigen deshalb zur sichtbaren Erkrankung.

Den Anwendungsbereich des Calmette-Gu érinschen Versuches erweiterte
1920 Gins. Er behandelte Kaninchen und Meerschweinchen mit groBen Dosen
Vaccinevirus intravends vor und konnte dann nach 3—7 Tagen, also zu einer
Zeit, in der der Calmette-Guérinsche Versuche an der Haut nicht mehr
positiv ausfallt, und in der die Haut bereits immun zu werden beginnt, durch
Ritzung auf der Hornhaut typische Vaccinereaktionen erhalten. Der Ausfall
dieses Versuches besagt zweierlei, erstens daf man auch hier wie bei dem ur-
spriinglichen Calmette-Gu érinschen Hautversuche fiir das in die Hornhaut
verschleppte Virus an den geritzten Stellen in den sich vermehrenden Zellen
einen fiir das Virus giinstigen Nahrboden schaffen kann, so daB es hier nun zu
sichtbaren Krankheitserscheinungen kommen kann; und zweitens daf an-
scheinend entgegengesetzt den Verhaltnissen in der Haut, in der Hornhaut
noch nach 7 Tagen vermehrungsfahiges Virus existiert. Gins fithrt dieses
iibrigens auf das Fehlen von Leukocyten in der Hornhaut zuriick. Uns gelang
1923 der Virusnachweis in der Cornea bereits am Tage nach der intravendsen
Injektion, wenn wir die Hornhaut zur Erhohung des Sifteaustausches mit
Dionin behandelten.

Am leichtesten scheinen noch nach einer intrakraniellen Vaccineinfektion
Keime in die Cornea gelangen zu koénnen, wie auch das Virus leicht einen Weg
von der Cornea in das Gehirn findet. Bei Krumbach (1923) fiel der Calmette-
Gu érinsche Versuch an der Hornhaut am 2. Tage nach der cerebralen Impfung
positiv aus, bei uns vom 2.—6. Tage.

Schlieflich hat man das Prinzip des Calmette-Gu érinschen Versuches
auch dazu verwendet, um in inneren Organen das Virus zur Ansiedlung und
Vermehrung zu bringen. Levaditi und Nicolau (1923), Bournet und Con-
seil (1924) reizten nach intravendser Lymphinjektion, wie bereits oben erwéhnt,
das Gehirn der Tiere und fanden es danach ofter virulent als ohne die Ver-
letzung. Wir haben diese Versuche aufler am Gehirn, wo sie uns nur selten
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gelangen, auch an der Leber angestellt, haben aber diese danach nie virulent
gefunden.

Das Ergebnis dieser zahlreichen Versuche iiber das Kreisen des Variola-
Vaccine-Erregers ist, daBl das Virus in der Regel den ganzen Organismus durch-
dringt. Seine Anwesenheit, die sich sonst nur selten kundtut, 1aBt sich durch
Verimpfen von Brei der betreffenden Organe sowie u. U. mit der Methode von
Calmette und Guérin feststellen. Die Frage, in welchen Organen das Virus
die besten Lebensbedingungen findet und in welchen es rasch zugrunde geht, ist
noch offen, da die hieriiber vorliegenden Versuche im Einzelnen noch zu gering
an Zahl und ihre Ergebnisse auch noch absolut nicht einheitlich sind.

V. Impfstoftbereitung.

Impfte man frither ausschlieflich mit humanisierter Kuhlymphe, so biirgerte
sich spéater der Gebrauch von Vaccine immer mehr und mehr ein. Seit 1899 durfte
im Deutschen Reiche Menschenlymphe nur in Ausnahmefillen verwendet werden.
Die Bundesratbeschliisse vom 23. Marz 1917 verbieten auch das jetzt. Der Auf-
gabe, den zu den Vaccinationen notwendigen Impfstoff herzustellen, dienen die
Lymphgewinnungsanstalten.

Die Anforderungen, die an einen guten Impfstoff gestellt werden miissen,
sind folgende:

I. Er muB haftsicher sein, einen Schnitterfolg von 1009, geben, ohne dabei
zu kriftig zu wirken, den erforderlichen Grad von Immunitit erzeugen und seine
Virulenz moglichst lange bewahren.

II. Er darf keine menschenpathogenen Keime enthalten, sondern mufl még-
lichst steril sein.

III. Er darf nicht zu teuer sein.

IV. Er muB sich leicht verimpfen lassen.

Das Hauptgewicht bei diesen Forderungen ist auf die gute Wirksamkeit und
die Unschiadlichkeit, also Freiheit oder geringen Gehalt von Begleitbakterien, zu
legen. Zur Losung dieser Aufgaben haben Arbeiten der letzten Jahre einige neue
Ergebnisse und Aussichten gebracht.

Fiir die Brauchbarkeit eines Impfstoffes ist zunichst die Art seiner Gewinnung
maflgebend.

a) Gewinnung des Impfstoffes.

DaB die humanisierte Lymphe bei dauernder Impfung von Mensch zu Mensch
an Kraft einbiiBt, war schon in der ersten Hilfte des vorigen Jahrhunderts von
verschiedenen Impfirzten beobachtet worden. Diese haben auch bemerkt, dal3
durch solches ,,spateres, oft verzagtes Ziinden der Lymphe‘ die Empfanglichkeit
fiir Pocken nur zum Teil und auf beschrankte Zeit getilgt wird. Gins (1924) hat
uns Einblicke in diese Verhaltnisse durch Verdffentlichung von Impfberichten
an die Berliner Lymphanstalt gegeben. Als z. B. 1844 wieder ein neu gefundener
origindrer Kuhpockenimpfstoff von der Anstalt verschickt wurde, lauteten die
Berichte iiber den Impferfolg zufriedener als vorher. Im allgemeinen aber unter-
lieB man in PreuBen jegliche kiinstliche Auffrischung, wiahrend man in Bayern
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die Lymphe wenigstens von Zeit zu Zeit auf Kiihe iibertrug. Aber zwischen Friih-
jahr und Herbst degenerierte der Impfstoff jedes Jahr weiter, wie Warme auch
bei Tierpassagen und in Epidemien besonders in den Tropen eine virulenzver-
mindernde Wirkung zeigen soll. Man durfte deshalb damals nicht mehr nur mit
einem Stiche impfen, sondern mufite 6 bis 12 Impfwunden setzen, um wenig-
stens 1 oder 2 Pocken zu bekommen. So wurde durch mangelhaften Impfschutz
die Pockenepidemie von 1870/72 vorbereitet. Diese Annahme von Gins, daf}
die Wiederausbreitung der Pocken nicht so sehr durch eine mangelhafte Durch-
impfung des Volkes, sondern vor allem durch den Gebrauch degenerierter huma-
nisierter Lymphe bedingt gewesen sei, scheint wohl berechtigt zu sein. Boing
(1924) mochte, dafl man nicht von Degeneration, sondern nur von Abschwichung
spriche, denn eine Degeneration sei qualitativer Natur, betreffe materielle Eigen-
schaften der Lymphe, wie Faulnis, die Abschwachung aber sei eine Keimvermin-
derung. Es ist aber wohl sehr fraglich, ob es sich hier um eine solche handelt. Viel
niher liegt es, die Degeneration der Lymphe, die wir aus ihrer schwachen infek-
tiosen Wirkung ersehen, mit einer biologischen Anderung der Keime zu erkliren.

Nicht nur bei der Impfung des Vaccinevirus von Mensch zu Mensch, sondern
auch bei der von Kalb zu Kalb tritt meist bald eine Degeneration der Lymphe
ein. Nur ausnahmsweise soll sie dabei ihre Virulenz behalten. So beobachtete
Stumpf (1912) 7 Kalberpassagen ohne Dekadenz, King (zit. Paschen-
Jochmann) konnte Lymphe 10 Monate hindurch von Kalb zu Kalb ohne Viru-
lenzabnahme fortziichten. Gauducheau (1916) tat dasselbe Jahre hindurch.
Ob fiir diesen Erfolg, wie er glaubt, mafgebend war, dafl er immer nur Tiere zur
Passage verwendete, die bisher der Lymphanstalt ferngeblieben waren, erscheint
uns recht fraglich. Als Grund oder wenigstens mitbedingende Ursache der Viru-
lenzabnahme wird von einigen Seiten, z. B. Chaumier (1912/13), Seiffert (1916)
und Harvey (1920), das Verhalten der Nebenkeime in der Lymphe angegeben.
Bei den Impfpassagen wiirden auch jedesmal dieselben Nebenkeime mit ver-
impft; diese paBten sich dem Wirte immer mehr und mehr an, so daf} es ihnen
immer leichter wiirde, den Kuhpockenerreger zuriickzudrangen, der deshalb nur
immer spéarlicher angehen konne.

Als Ausgangsmaterial benutzt man jetzt meistens eine Lymphe, die von einem
vaccinierten Kinde auf das Kalb zuriickgeimpft wurde. Mit dieser sog. Retro-
vaccine 1. Ordnung infiziert man weitere Tiere, und erst mit der 2. oder 3. Kalber-
passage werden dann wieder Menschenimpfungen vorgenommen. So wird z. B.
in Berlin in dem Zyklus Kind-Kalb-Kalb-Kind geimpft. In fast allen deutschen
und in vielen ausliandischen Impfanstalten (z. B. Amsterdam, Woreneche, Briissel,
London) gebraucht man jetzt nach franzosischem Vorbilde auch Lapine zur
Animpfung, verwendet also den Turnus Kalb-Kaninchen-Kalb-Mensch oder &hn-
liche. Nijland impfte vom Kalbe auf Stiere, deren Ernte er zu Kaninchen- und
Menschenvaccination benutzte. Die Methoden sind auBerordentlich verschieden,
die Hauptsache ist ein Wechsel des Nahrbodens. Dazu konnen die verschieden-
sten Zwischenwirte mit Erfolg dienen, so Esel, Pferde, Schafe, Ziegen, Hunde,
Schweine, Affen, Lamas, Dromedare, Meerschweinchen, Kaninchen, Hasen und
Hihne, [Voigt (1912/13), Amand und Huon (1916) u. a.]. Meerschweinchen,
Hunde und Hiihner fand Voigt allerdings praktisch wenig geeeignet, besser Schafe,
Ziegen, Pferde, Esel, Dromedare und Lamas. Besonders wurden Esel sehr viel
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benutzt, z. B. von Chaumiers (1911/12), Boinet und Huon, Degive, Bais-
kay (1911/12), de Blasi (1913/14) u. a. Man kann die Gefahr einer spontanen
Abschwichung der Lymphe auch dadurch vermeiden, da man den Rohstoff bei
—5 bis 10° eingefroren aufbewahrt und so unniitze Passagen vermeidet. In
Deutschland ist dieses Verfahren jetzt weit verbreitet, auch im Auslande, z. B.
Briissel und Amsterdam, wird es verwendet [van der Berg (1913), Degive
(1913/14), Dornseiffen und Koster (1914) u. a.]. Daneben sucht man sich
dauernd neue Stimme durch Impfung von Kiihen mit echtem Pockenmaterial
zu verschaffen.

Die Impfung der Tiere selbst geschieht meist durch einzelstehende Schnitte
mit Lanzetten. Wiederholt sind andere Methoden vorgeschlagen worden; so von
Chaumiers (1911/12) eine Vaccination en nappe, die auler in Frankreich z. B.
in Rotterdam von Halbertsama (1915) und bei groem Bedarfe auch in Deutsch-
land, z. B. Metz, Stralburg und Hamburg benutzt wurde. Das italienische Noten-
linienschnittsystem, das dem japanischen Verfahren der Vaccination mittels
Impfkammen ahnlich ist (in Halle benutzt), hat anscheinend keine weitere
Verbreitung gefunden. Morosoff (1913/14) in Woroneche arbeitete mit dem
japanischen Instrumente. Da aber die dabei entstehenden flaichenhaften Erup-
tionen eine Beobachtung der Entwicklung von einzelnen Pusteln unmoglich
machten, setzte er noch einige Einzelschnitte. Eine punktférmige Impfung gab
Degive an (1913/14). Mit Hilfe eines besonderen Apparates (eines gestielten
Blockes, an dessen einer Fliche zahlreiche verstellbare Nadeln hervorragten)
kann er unzahlige Stichverletzungen gleichméfBig dicht nebeneinander setzen.
Praktischer im Gebrauch scheint noch die mit Nadeln besetzte Rolle zu sein, die
Camus (1912) angibt mit der man rasch auf einer groBlen Fliche stichférmige
Verletzungen setzen kann. Bei Gebrauch dieses Instrumentes sollen auf einer
Fliche von 4 qem 51 einzelne Pusteln zur Entwicklung kommen konnen. Die
Ernte aus derartigen einzelstehenden Eruptionen soll bakteriell weniger verun-
reinigt sein. Aber einmal stehen die Pusteln, wenn alle Impfstiche angehen, doch
so dicht, daB bei virulentem Impfstoff eine Konfluenz die Regel sein wird oder,
ist der Ausgangsimpfstoff nur schwach, so ist die Abimpfung von den einzel-
stehenden Pusteln wesentlich schwieriger als von Impfstrichen. Es hat sich dieses
Instrument in die Impfpraxis anscheinend nicht eingefiihrt. Spéater gab Camus
auch einen Impfkamm an.

Die Impfflache selbst, als welche man die Bauchwand und z.T. die Innen-
flichen der Oberschenkel, aber auch den Riicken oder die Seitenflichen des Rump-
fes [z. B. Chaumiers, Risel (1919)] benutzt, wird jetzt vielfach durch einen
Tegminverband nach Paul oder eine Drellweste (Hamburg) vor Verunreinigung
und Infektion geschiitzt. Mit den gleichfalls iiblichen, von Risel (1913) eingefiihr-
ten Mastisolverbdnden hat man in Kassel und anderswo keine guten Erfahrungen
gemacht. Auch die Uberpinselung des Impffeldes mit Sterilin, einem organischen
Saureester der Cellulose in Aceton, die 1916 z. B. in Weimar und Halle gemacht
wurde, hat sich nicht einbiirgern kénnen. Den in Berlin iiblichen Verband be-
schreibt Weber (1923). Degive hatte keimarme und groflere Ernten, wenn er
die Impffliche 2 bis 3 Tage vor der Ernte mit einer pastenartigen Mischung
von Lanolin und Glycerin bedeckte. Der Nachteil aller dieser Bedeckungen ist,
daB die Reifung der Pusteln verzogert wird (Chalybaeus).
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Nach Sauberung werden um den 5. Tag die Pocken mittels scharfen Loffels
oder dhnlicher Instrumente [vgl. Degive (1913/14)] abgekratzt. Totet man das
Tier vor der Ernte, so ist das Verfahren humaner, die Ausbeute groBer und mit
weniger Blut verunreinigt. So gewonnene Lymphe soll auch virulenter sein, viel-
leicht da das Virus nicht den viruliciden Kraften des Blutes ausgesetzt ist
(v. Einsiedel). In Halle und anderswo [Risel (1919), Rauh (1924) u. a.] hat
man den Impfstoff auch mit gutem Erfolge von der abgezogenen Haut gewonnen.
Degive in Briissel und de la Guardia in Havana raten, 2 Tage nach der
ersten, eine zweite Abschabung an demselben Tiere vorzunehmen. Die Menge
des geernteten Rohstoffes vergroflert sich so zwar, aber wohl fast ausschlieBlich
durch die Beimengung von Blut- und Serumbestandteilen.

Die Losung der weiteren Aufgabe, aus dem so gewonnenen Rohstoff einen viru-
lenten, haltbaren, keimarmen oder -freien Impfstoff herzustellen, sucht man auf
den verschiedensten Wegen. Dabei ist z. T. bestimmend, ob der Impfstoff sofort,
in einigen Wochen oder noch spiter verbraucht werden soll. Gewdhnlich wird
der Rohstoff mit der zwei- bis fiinffachen Menge wasserhaltigen Glycerins (20 Teile
Wasser zu 80 Teilen Glycerin) versetzt und sofort oder nach einiger Zeit kiihlen
Lagerns in den bekannten Lymphmiihlen zu einer feinen Aufschwemmung ver-
rieben. Die weitere Aufbewahrung erfolgt im Kiihlraum oder im Frigo, in dem er
sich mitunter jahrelang virulent erhalt (Paschen). So oder ahnlich wird in Berlin,
Miinchen, Darmstadt, Oppeln, auch in London, Rotterdam, Kopenhagen, Welte-
vreden und anderswo verfahren. Meder (Kassel) hebt die Lymphe verrieben
mit nur einem Teile Glycerin in Pastenform bei +2° auf, dhnlich geht Degive
vor. Risel hatte die besten Erfolge mit einem Mischungsverhaltnis von 2 Teilen
Rohstoff und 1 Teil Glycerin. Dieser Brei bewahrte seine Virulenz in Salz-
lake bei einigen Grad Kalte gut. Es sollen aber die Frostlymphen nach Beob-
achtungen von Risel (1919) u.a. den Nachteil haben, daB sie, in hohere Tempe-
raturen gebracht, besonders leicht verderben.

Die Methode der Pariser Lymphanstalt beschrieb Camus (1916). Der Roh-
stoff wird unter Serumzusatz verrieben, sodann durch Sieben, Sedimentieren
und Zentrifugieren von Gewebsschollen und Haaren befreit. Darauf wird Koh-
lensdure durchgeleitet und diese im Vakuum wieder entfernt. Dieser Impfstoff
wird mit 50 bis 60%, Glycerin versetzt, so daBl eine 5- bis 10proz. Endver-
diinnung der Rohlymphe entsteht.

b) Impfstoffbereitung in den Tropen.

Besonderen Schwierigkeiten steht bekanntlich die Impfstoffbereitung und
-erhaltung in den tropischen und subtropischen Landern gegeniiber. Gerade hier
aber spielen die Pocken noch eine auBlerordentliche Rolle. So berichtet Ruge
(1912), daB z. B. in Java und ebenso in Algier 1904 die Pockenmorbiditat noch an
erster Stelle stand, sowie daf 1903 noch 19, der Bevolkerung Togos den
Blattern erlag.

Zum groflen Teil beruhen diese Schwierigkeiten der Pockenbekdampfung auf
der leichten Verderblichkeit der Impfstoffe in der Tropenhitze. Besonders ver-
derblich soll trockene, aber auch hochgradig mit Wasserdampf gesittigte Atmo-
sphare wirken. Solange nicht die Verkehrsverhéltnisse dieser Zonen sich gebessert
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haben, muf} die Lymphbereitung moglichst in der Verbrauchsgegend selbst statt-
finden. Aber bei der Wahl des Ortes fiir die Lymphanstalt darf man sich nicht
nur nach den Verkehrsmoglichkeiten richten, sondern muf3 besonders auch die
Temperatur- und Feuchtigkeitsverhaltnisse des Ortes beriicksichtigen. Unter
Umstinden mufl die Anstalt in den heiflen Monaten in eine abseitige kiihlere,
bergige Gegend des Landes verlegt werden [King (1920)], wie es auch Harvey
(1920) aus Pundschab berichtet. Aber auch sonst st6ft man in den Tropen bei
der Impfstoffherstellung auf in Europa unbekannte Schwierigkeiten, die ihren
Grund z.T. in den dortigen Rinderrassen und den besonderen Miihen bei ihrer
sauberen und kiithlen Haltung haben. Die Entwicklung der Pusteln geht beson-
ders im tropischen Tieflande rascher als im gemaBigten Klima vor sich [Ziemann,
Helm (1910) u. a.]. Paschen beobachtete 1912 in Togo nach einer etwas
rascheren Pustelentwicklung in 4 x 24 Stunden einen wesentlich geringeren
Lymphertrag von dem Tiere als in Hamburg. Es ist deshalb nétig, in den
tropischen Lymphgewinnungsanstalten immer mit einem besonders kraftigen
Stamme zu arbeiten; zumal das Virus auch spéater im Impfstoff meist schnell
einer sehr starken Abschwichung unterliegt.

Als Zwischenwirte nimmt man, wo die Kaninchenzucht auf Schwierigkeiten
stoft, Kinder, Esel, Biiffel, Dromedare, Lamas (Carini), Ziegen oder Schafe
[Ziemann (1910)]. In Weltevreden hat sich der seit lingerer Zeit von Nijland
eingefiihrte Zyklus: Kaninchen-Kalb-Kind weiter bewahrt [Noordhoek-Hegt
(1920), Poudman (1921)]. Fisher (1920) verwandte nach Blaxalls Vorgang
in Belgaum Biiffel zur Auffrischung. Zur Anzucht neuer Impfstimme kann man
in den Tropen neben den Kaninchen (Freyer und Voigt) und Rindern (Kiilz,
Gauducheau) auch Affen, von denen man dann auf Kilber geht, benutzen
[Blaxall (1923)]. Affen eignen sich gleichfalls zur Virulenzpriifung; Schébl
(1920) z. B. verwendete sie.

Fiir die Verarbeitung des Rohstoffes empfiehlt Paschen (1906), da man ihn
zunéchst mit gleichen Teilen Glycerin iibergiefe und ihn in dieser Form im Frigo,
der in den Tropen ganz unentbehrlich ist, aufbewahre. Ahnliche Methoden —
die Verdiinnungen sind etwas anders — werden in Niederlindisch-Ostindien von
Nijland, Noordhoek- Hegt (1920) und Poudman (1922) angewandt. Cal-
mette versandte von Lille Impfstoff, der nur mit wenig Glycerin durchgeknetet
war [Camus (1909)]. Erst im Bedarfsfalle wird dieser Glycerinrohstoff dann
verrieben und mit den weiteren notigen Mengen von Glycerinkochsalzlésung ver-
diinnt. Wie schon der Transport aus Europa in die Tropen in den Kiihlraumen
der Schiffe die Lymphen oft schidigt, da der Impfstoff den Ubergang aus der Kalte
in die Warme auflerordentlich schlecht vertrigt (Bondesen, Voigt u. a.), so ist
ebenfalls jede Verschickung der Lymphe innerhalb warmer Zonen nur unter be-
sonderen MaBinahmen ohne Schaden méglich. Man hat dazu die Lymphcapillaren,
-tuben usw. in Korkstoffpackungen versandt oder in Friichte gebracht, die durch
ihre Wasserverdunstung an der Oberflache innen kiihl blieben. Die zu diesem Zwecke
gebrauchten wasserreichen Kiirbisse, Melonen und Gurken verfaulten zu rasch;
besser bewidhrten sich mit Butterstechern angebohrte Kartoffeln [Bondesen
(1906)]. Nijland verwendete Bananenstengel in durchlocherten Blechhiilsen, so
daf ihr Mark verdunsten konnte. 1911 empfahl Paschen zur Aufbewahrung
braune Glaser. Diese sollen beim Transport mit Watte umwickelt und in ein durch-
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lochertes Blechgefal getan werden. Zwei- bis dreimal taglich ist das Ganze in
Wasser einzutauchen. Rodenwald (1914), der mit derartig verschickter Lymphe
keine guten Erfahrungen gemacht hat, schligt statt dessen Bananenstengel
als Behilter vor, die er mit Athylchlorid zweimal tiglich abkiihlt. Die Tem-
peratur soll sich in ihnen auf diese Weise wochenlang auf 24° halten. In Belgaum
hat Harvey (1920) nasse Baumwolle und Binsenkérbe und Entrican (1920)
in Meiktila (Burma) kleine laubumwickelte Bambuskécher benutzt. Schilling
gebrauchte 1909 Thermosflaschen mit Kiithlmischung aus Ammoniumnitrat und
Wasser, Bouffard (1921) am oberen Niger solche, die mit Eisgrus gefiillt waren.
Doch haben die Thermosflaschen den Nachteil, daB sie leicht zerbrechlich sind.

Schon wegen dieser Transportschwierigkeiten hat man sich bemiiht, Methoden
zur Herstellung eines tropenfesten Impfstoffes zu finden. Da das Glycerin das
Vaccinevirus in der Warme rasch abtotet — in Tomarkin und Serebrenikoffs
Versuchen 1910 z. B. bei 37° in 14 Tagen —, so hat man nach anderen Desin-
fektions- und Verdiinnungsmitteln gesucht.

Fornet (1913) glaubt, da er mit seiner sterilen Atherlymphe auch noch nach
monatelangem Aufenthalt derselben bei 37° Impferfolge gehabt hat, diese fiir die
Tropen empfehlen zu kénnen. Ihre Haltbarkeit bei 37° wird allerdings von ver-
schiedenen Seiten stark bezweifelt (z. B. Gins u. a.). Sodann hat man die Chloro-
formlymphe, auf deren Herstellung im Abschnitte iiber die Desinfektion des Impf-
stoffes eingegangen wird, fiir Tropenzwecke heranziehen wollen. Doch hatten
z. B. Dornseiffen und Voigt (1906) mit ihr nur schlechte Erfahrungen ge-
macht; trotzdem empfiehlt Harvey (1920) wieder eine solche, und zwar nach
seiner Methode hergestellte Vaccine.

Vor allem glaubte man in dem Vaselin (Layet) und dem Lanolin (King)
brauchbare Desinfektions- und Verdiinnungsmittel fiir Tropenimpfstoffe ge-
funden zu haben. Aber nach den Versuchen von Voigt (1906/09/11) und Tomar-
kin und Serebrenikoff (1910), die sich allerdings in manchen Einzelheiten
widersprechen, sind beide Fette zu diesen Zwecken nicht brauchbar. Einmal wir-
ken sie nicht oder nur wenig baktericid — stieg doch in der Vaselinlymphe bei
Voigts Versuchen die Keimzahl sogar an —, sodann aber beeintrichtigen diese
Mittel die spezifische Virulenz, und zwar meistens mindestens ebenso stark wie
das Glycerin. Ein Nachteil der Lanolinlymphe ist neben dem Mangel der Selbst-
reinigung noch die Schwierigkeit ihrer Herstellung und Verimpfung infolge ihrer
Zshigkeit. Mit Vaselinlymphe hat man z. B. in Ostindien 1903/04 nur schlechte
Erfahrungen gemacht; sie scheint jetzt ganz fallen gelassen worden zu sein.
Anders steht es mit dem Lanolinimpfstoff. Mit ihm sind in Kamerun [Voigt
(1911)] und Ostafrika [King (1917)] gute Impfresultate erzielt worden. Auch
1920 berichtet King iiber gute Erfolge. Er halt fiir wichtig, daB das verwendete
Lanolin wasserfrei und neutral ist. Doch soll der hohe Keimgehalt dieses Impf-
stoffes nicht selten zu nekrotischem Zerfalle der Pusteln fithren. Fisher, Entri-
can (1920), Cunningham und Cruickshank (1924) sahen deshalb von ihrem
weiteren Gebrauche ab. Aus gleichem Grunde verwerfen King und Harvey
die Vaselinlymphe.

Da das Vaccinvirus, wie wir sahen, trockene Warme relativ gut vertrigt, hat
man Trockenimpfstoff zu gewinnen versucht. Die Aufbewahrung des Vaccine-
virus in trockener Form ist bekanntlich eine der altesten Methoden. Reissner
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(1881) empfahl sie wieder. Bei Verwendung seines Impfstoffes zu Kinderimp-
fungen in Deutschland gab es freilich so viel Versager, da man von dem weiteren
Gebrauche absah. Aber spater und anderswo hat Trockenlymphe sich bewshrt.
Die benutzten Herstellungsmethoden sind recht verschieden; von ihnen wie von
der Abstammung des Rohstoffes und der Art des Impfstoffverbrauches mdogen
die Erfolge sehr stark abhidngen.

Wihrend die einen (Carini, Tomarkin und Serebrenikoff, Wurtz,
Camus, Blaxall u.a.) auf chemischem Wege der Lymphe das Wasser ent-
zogen, benutzte z. B. Degive nur einen warmen Luftstrom. Trockenheit und
Warme sollen den Impfstoff sehr bald keimarm machen. Die Verreibung zu einem
feinen Pulver erfolgte bisweilen unter Gummi-arabicum- und anderen Zuséitzen;
die Staubentwicklung dabei ist lastig und reizt die Schleimhdute. Das Pulver
selbst wird in luftleeren, moglichst braunen Glasern aufbewahrt und kurz vor
Gebrauch mit Glycerinwasser sorgfiltig verrieben. Héufig wird iiber brockelige
Beschaffenheit des Impfstoffes geklagt.

Zunschst haben neuere Experimente gezeigt, dafl das Vaccinevirus in dieser
trockenen Form Warme besser vertriagt als in Gegenwart von Glycerin oder Lano-
lin [Wurtz (1903)], Blaxall (1902), Carini (1906), Achalme und Phisalix
(1907), Nijland (1910), Tomarkin und Serebrenikoff (1910), Voigt (1911),
King (1920)]. In den Tropen aber bewahrte sich dieser Impfstoff nicht immer,
Seine Dauerhaftigkeit war gewi3 grof3, doch waren die Lymphen auffallend un-
sicher in ihrer Kraftwirkung, selbst wenn man von stark virulentem Material
bei ihrer Herstellung ausgegangen war (Voigt). Uber wirklich schlechte Impf-
ergebnisse wird aber doch nur sehr selten berichtet, z. B. von Leger (1912),
wahrend Rof3 (1911), Camus (1912), Degive (1913/14), Ringenbach (1914),
Kersten (1914), Noordhoek- Hegt (1918) und Sch6bl (1920) aus den ver-
schiedensten tropischen Gegenden berichten, dafy der Trockenimpfstoff sich selbst
unter ungiinstigsten Verhaltnissen gut bewéhrt habe.

Von Paul (1913) und Krumbach (1923) werden noch zwei Trockenimpf-
stoffe besonderer Art vorgeschlagen, die hier erwahnt seien. Paul zermahlte
Agarschicht mit Riickstand seines Ultrafilters, auf dem er das Vaccinevirus an-
gereichert hatte, und Krumbach hat Gehirne von Vaccinekaninchen getrock-
net und zu einem Pulver verarbeitet, das wenigstens 11/, Monate lang virulent
geblieben war.

So viel Arbeit und Miihe auch der Frage der Bereitung eines wirksamen Tropen-
impfstoffes gewidmet worden ist, dem Ziele ist man nicht wesentlich niher ge-
kommen. Die Lymphe wird am besten in den Tropen selbst gewonnen, wie be-
sonders die alten Erfahrungen der Englinder und Hollainder zeigen. Lanolin-
und Trockenimpfstoffe scheinen vor der Glycerinlymphe gewisse Vorziige zu
haben.

c¢) Die Resistenz des Variola-Vaccinevirus,

Spielte die Warmeempfindlichkeit des Vaccinevirus bei der Impfstoffver-
sorgung der Tropen die entscheidende Rolle, so ist ganz allgemein seine Resistenz
bei der Bereitung eines virulenten Impfstoffes und bei seiner Befreiung von den
zahlreichen Nebenkeimen von ausschlaggebender Bedeutung. Auch daB die
Widerstandsfahigkeit des Pockenvirus sowohl bei der Desinfektion in Krank-

Ergebnisse der Hygiene. VII. 5
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heitsfallen wie bei der Epidemiologie eine Rolle spielt, ist einleuchtend, und da
schlieflich Unterschiede oder auch gleiches Verhalten von Bakterien, Protozoen
und dem Variola-Vaccinevirus bei Resistenzpriifungen unter Umstéinden zu
systematischen Schliissen verwendet werden konnen, so sollen deren Ergebnisse
in weiterem Umfange, als es vielleicht fiir die Impfstoffbereitung allein von Be-
lang wire, kurz zusammengestellt werden.

o) Resistenz gegen physikalische Einfliisse. Die Widerstandsfahigkeit des
Variola-Vaccinevirus gegen Warme und Kalte unterscheidet sich anscheinend
nicht grundsitzlich von derjenigen bekannter Organismen, besonders nicht der
der Protozoen (v. Prowazek [1905)]. Es vertrigt niedrigste Temperaturen
(—180°) monatelang (Blaxall und Fremlin); langdauerndes Einfrieren und
Wiederauftauen, auch Wiederholungen dieser Prozeduren sollen es wenig schi-
digen. Gegen hohere Temperaturen dagegen ist es ziemlich empfindlich. Und
zwar vertrigt es in getrocknetem Zustande 100° fiinf bis zehn Minuten lang
[Green (1905)], auch miBige Temperaturen schédigen es, wie die Tropener-
fahrungen zeigen, nur langsam. In Pulverform aber stromendem Wasserdampf
ausgesetzt, stirbt es bereits in 5 Minuten [Heerwagen (1893)]. Auch als Glycerin-
lymphe auf Uhrschélchen iiber stromenden Dampf gehalten, ist es nach 5 bis
10 Minuten nicht mehr virulent. In flissigem Medium ist es von Warmegraden,
die um 60° liegen, in einer halben bis einer Stunde abgetdtet [Geuns (1889)],
Janson (1891), Tedeschi (1901), Carini (1906), Power (1907), Siipfle (1909),
Henseval (1919), Groth (1921/23) u.a.]. Die Angaben dariiber stimmen zwar
nicht ganz iiberein, doch sind Abtétungsversuche sehr vielen Fehlerquellen ausge-
setzt — wir erinnern nur an den Grad der AufschlieBung und die Schwierigkeit beim
Nachweis durch Tierversuch — so dafl Differenzen der Ergebnisse sich daraus
leicht erklidren lassen. Korpertemperatur vertrigt das Virus in Pulverform
nach Carini wenigstens 35, nach den Versuchen von Tomarkinund Serebreni-
koff sogar 92 Tage lang. In einem fliissigen Medium aber, in dem sich der Vaccine-
erreger nicht vermehrt, bleibt er auch bei 37° nur relativ kurze Zeit am Leben, wie
schon die vielen vergeblichen Kulturversuche gezeigt haben. Da Geillers (1914)
bakterienfreie Lymphe 8 Tage hindurch im Brutschrank voll virulent blieb, meinte
er, eine Virulenzabnahme hitte ihren Grund nur im Wachstum der Nebenkeime.
Am widerstandsfahigsten gegeniiber Kéalte und Warme soll das Virus in unzer-
kleinerten Borken sein, so dal man es mit Erfolg in dieser Form durch die heifle
Jahreszeit hindurch aufbewahrt und mit ihm dann ausnahmslos erfolgreiche Imp-
fungen vollzogen hat.

Setzt man das Virus einem Drucke von z. B. 3000 Erg aus [v. Prowazek
(1905)], so wird es nicht zerstért. In Santoris Versuchen vertrug es einen Druck
von 300 bis 400 Atmosphéren. Diffuses Tageslicht soll das Virus nur sehr lang-
sam schédigen ; doch fehlen hieriiber noch eingehende, vollig exakte und vergleich-
bare Untersuchungen. Green fand auch blaues, gelbes und griines Licht ohne
nachteilige Wirkung. Anders ist scheinbar sein Verhalten gegeniiber ultravioletten
Strahlen. Hierliber stammen die ersten Versuche von Finsen und Dreyer
(1903), in denen die Pockenvaccine auBerordentlich rasch durch Bogenlampen-
licht avirulent wurde. Mayerhofer (1912) arbeitete mit einer kiinstlichen
Hohensonne als Strahlenquelle. Die Abtotung des Virus erfolgte wieder aufer-
ordentlich rasch, z. B. selbst aus 1 m Entfernung bereits in 5 Minuten. Durch Ge-
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brauch verschiedener Filter wies Mayerhofer nach, dafl diese starke Empfind-
lichkeit besonders gegeniiber den Strahlen kurzer Wellenléinge bestand. Begiinstigt
wird die Abtotung durch die gute Durchléssigkeit des Glycerins fiir diese Strah-
lensorte. Auf die Versuche von Friedberger und Mironescu (1914) iiber Impf-
stoffdesinfektion mittels ultravioletter Strahlen wird spater eingegangen. Ihre
Ergebnisse stehen in auffallendem Gegensatz zu denen von Finsen, Dreyer
und Mayerhofer, indem die mit Wasser 1 : 10 verdiinnte Lymphe hier 11/,-
stiindige Bestrahlung aus 25 cm Entfernung vertrug.

Die keimtotende Wirkung der Tageslichtstrahlen kann man durch Beigabe
gewisser Farbstoffe aulerordentlich verstirken. v. Prowazek (1906) benutzte
Eosin; er konnte das Vaccinevirus durch 1 proz. Eosin und Sonnenlicht in
12 bis 24 Stunden vernichten. In Versuchen mit Miyaji (1915) gab er zur Lymphe
gleiche Teile 1 :10 000 verdiinnten Neutralrotes. Belichtete er das Gemisch
1 Stunde, so war das Virus tot. v. Prowazek glaubt, diese keimtétende Wir-
kung kame dadurch zustande, daB das Virus, resp. die Zellen durch Einfliisse
des Farbstoffes befahigt werden, die langwelligen roten Strahlen aufzunehmen.
Diese erhohen dann die Oxydationsfahigkeit derart, daB das Kontagium, sonst
auf die geringe Sauerstoffspannung in den paraplasmatischen Hohlriumen der
Zellen abgestimmt, vernichtet wird. Jedenfalls ist diese photodynamische Wir-
kung auf das Virus bisher nur bei fluorescierenden Farbstoffen beobachtet worden,
abnehmend mit dem Grade ihrer Fluorescenz (Tappeiner). Dabei ist weder
das Fluorescenzlicht das wirksame Agens, noch irgendein durch die Strahlen
entstehendes Zersetzungsprodukt. In Tappeiners und Jodlbauers Versuchen
(1904) waren Paramaecien bedeutend empfindlicher als Bakterien und Schimmel-
pilze. Der Wirkungsgrad der verschiedenen Farbstoffe auf die einzelnen Mikro-
organismen ist aber so auBerordentlich verschieden, ohne dafl man fiir diese Unter-
schiede bisher iiberzeugende Griinde gefunden hitte, dall man sie zu Klassifizie-
rungsversuchen des Variola-Vaccinevirus nicht verwenden kann. Mit dem ge-
meinsamen Einflul von gewissen Farbstoffen und Licht auf das Vaccinevirus
haben sich noch besonders Friedberger und seine Mitarbeiter Yamamoto
und Mironescu (1909/14) beschaftigt. Methylenblau und Sonnenlicht schiadig-
ten in Friedbergers Versuchen weder allein noch gemeinsam die Virulenz der
Lymphe im Verlaufe von 3 Stunden. Eosin in der Verdiinnug 1 : 2000 totete
das Virus, jedoch nur bei Mitwirkung der Sonnenstrahlen. AuBerst kriftig erwies
sich aber die photodynamische Wirkung des Neutralrotes, das noch in der Ver-
diinnung 1:10000000 und bei siebenstiindiger Bestrahlung das Virus abtotete.
Bei diesen Versuchen fiel das Maximum der Wirkung nicht mit der maximalen
Konzentration zusammen. Zu ihrem Gelingen war die Anwesenheit von Sauer-
stoff notwendig. Bestrahlung der Farblosung vor der Zugabe zum Impfstoffe
war ohne Wirkung; die Wirkung beruhte also nicht etwa auf einer Zersetzung
derselben.

B) Resistenz gegen chemische Einfliisse. Die Empfindlichkeit des Virus
gegen Desinfektions- und Heilmittel ist am eingehendsten von Friedberger
und Yamamoto (1915) untersucht worden. Sie mischten fallende Mengen der
Chemikalien mit verdiinnter Glycerinlymphe und priiften das Gemisch nach einer
halben Stunde und nach 18 Stunden an der Kaninchencornea auf seine Virulenz.
Die Wirkungsweise dieser Desinfektionsmittel ist an sich schon auflerordentlich

5*
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verschieden; in bezug auf das Vaccinevirus ist sie aber noch dadurch kompliziert,
daB dieses einmal auBlerordentlich klein ist, also eine enorme Oberfliche hat, dazu
aber sich in einer Glycerin-, zellen- und eiweilhaltigen Suspension befindet. Mit-
unter schidigte in Friedbergers und Yamamotos Versuchen das Desinfiziens
die zur Virulenzkontrolle benutzten Hornhidute so stark, daB sie 3 bis 4 Tage
lang Entziindungserscheinungen zeigten. Dadurch wird natiirlich auch der vac-
cinale ProzeBl beeinfluft. So haben die Versuche dieser Forscher nur einen be-
dingten Wert. Aus ihnen ist hervorzuheben, daB das Vaccinevirus anscheinend
gegeniiber Formalin empfindlicher ist als Bakterien, nicht ganz so leicht wie Bak-
terien von Sublimat und Silbernitrat abgetotet wird und resistenter scheint als
diese dem Phenol und Antiformin gegeniiber. Seine relative Unempfindlichkeit
gegen Chinin- und Arsenpraparate spricht angeblich gegen eine Protozoennatur.

Wie Neufeld und v. Prowazek (1907) versucht haben durch Resistenz-
priiffungen gegen Galle und Saponin die Systemstellung der Spirochiten zu ent-
scheiden, so hat man mit gleicher Absicht auch das Verhalten des Vaccinevirus
gegeniiber diesen Mitteln gepriift. Diese Substanzen wirken ausgesprochen zell-
losend (taurocholsaures Natron) oder abtotend (Sapotoxin) auf tierische
Zellen, auf pflanzliche Zellen wirken sie (Pneumokokken ausgenommen) nicht.
So fanden auch v. Prowazek (1906) und Neufeld und v. Prowazek, daBl das
Vaccinevirus in einer halben Stunde von verdiinnter Galle zerstort wird. Aber
durch Vaccine, die 6 Stunden der Einwirkung von Kaninchengalle ausgesetzt
war, konnten subcutan Affen noch immunisiert werden. Danach scheint es also
fraglich, ob das Virus in dieser Zeit bereits abgetotet war. In Friedbergers
und Yamamotos Versuchen wurde 1 :10 verdiinnte Lymphe durch gleiche
Teile Galle in 18 Stunden avirulent. Sie fanden, daB nicht das Mucin, sondern
dtherlosliche Bestandteile und gallensaure Salze das keimtotende Agens waren.
v.Prowazek und Miyaji (1915) brachten in 0,5 ccm verdiinnter Galle einen
Tropfen Lymphe: nach 24 Stunden war diese bereits abgetdtet. Da auch Saponin
nach v.Prowazek erst in 1proz. Losung und 20 Minuten, nach Fried-
berger und Yamamoto in der Verdinnung 1 : 2000 erst in 18 Stunden das
Variola-Vaccinevirus abtotet, Arndt (1908) aber itberhaupt negative Ergebnisse
bei solchen Versuchen hatte, die Resultate sich also stark widersprechen, und da
auch die Priifung der Virulenz der Saponinlymphemischung an der Kaninchen-
cornea durch Reizwirkung fast unméglich wird, so tragen derartige Versuche
wohl wenig zur Klirung der Frage der Stellung des Vaccinevirus bei. Weiter
haben v. Prowazek und Miyaji die Wirkung des Trypsins und Pepsins auf
das Vaccinevirus untersucht und dabei, frithere Behauptungen korrigierend,
gefunden, dafl die Widerstandsfahigkeit gegen Pepsin geringer ist als gegen Trypsin.
Sie gaben z. B. infizierte Hornhaute je 24 Stunden bei Zimmertemperatar in ein
Pepsinsalzsiuregemisch oder in Trypsin und verimpften die verdauten Massen
auf Kaninchenhornhiute. Nur nach Trypsinverdauung gingen die Infektionen an.

Aus all den angefiihrten und den noch sonst von Arndt, v. Prowazek u. a.
gemachten Beobachtungen kann man praktisch recht wenig schlieBen. Das Ma-
terial, das die einzelnen Forscher untersucht haben, war aulerordentlich verschie-
den, bald Glycerinvirus, bald Borken- oder Pustelinhalt oder infizierte Hornhaute.
Nach Unterschieden zwischen Variola- und Vaccinevirus ist nicht gefahndet
worden. So gelten jegliche SchluBfolgerungen im allgemeinen nur fiir den gerade
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vorliegenden Fall und haben noch wenig allgemeine Bedeutung. Sind die Ver-
suche untereinander schon schwer und nur mit Vorsicht zu vergleichen, so scheint
es uns heute noch sehr gewagt, aus den beobachteten Unterschieden in der Emp-
findlichkeit gegeniiber keimschiédigenden Einfliissen des Vaccinevirus, der Bak-
terien und Protozoen irgendwelche Schliisse auf eine Systemstellung zu ziehen.

Was schliefilich die elektiv schwache abtotende Wirkung des Desinfiziens
auf das Virus betrifft, wie wir sie brauchen zur Herstellung bakterienfeier Impf-
stoffe, so ergeben diese Versuche auch hierfiir wenig praktisch Verwertbares.
Ohne sich auf die Resistenzversuche des Vaccineerregers zu stiitzen, ist man in
den Experimenten, die sich mit der Herstellung keimfreien Impfstoffes befassen,
praktisch vorangekommen. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen aber, daf unsere
DesinfektionsmafBnahmen bei Erkrankungsfillen (Formalin, Sublimat) wirksam
sein koénnen.

d) Bakteriologische Untersuchung der Lymphe.

Man ist sich im allgemeinen heute dessen bewuflt, daf fiir den Verlauf der
Impfblattern, ihre stdrkeren oder geringeren Entziindungserscheinungen der
Bakteriengehalt des Impfstoffes nicht maflgebend ist, wie es z. B. Landmann
(1895) annahm. Dreyer (1898) impfte Reinkulturen der Bakterien aus einer
Lymphe auf den menschlichen Arm und erhielt dabei nur geringe Reizerscheinun-
gen. Die Entziindungen am Arme des Impflings sind vielmehr der Ausdruck des spe-
zifischen Reizes des Pockenvirus. Und doch muB eine bakteriologische Kontrolie
der Lymphe stattfinden, weil nur auf diese Weise ungliickliche Zufille vermieden
und ungerechtfertigten Beschwerden seitens der impfenden Arzte und des Pu-
blikums iiber ihre schlechte Beschaffenheit entgegengetreten werden kann.

Die Keime, die man in der Lymphe gefunden hat, gehoren meistens vollig
harmlosen Arten an. Es sind Staphylococcus albus, Sarcinen, Tetragenus, Coli
und Paracoli, Pseudodiphteriebakterien, Bacillus megatherium und mesentericus
sowie Heubacillen und verschiedene Schimmelpilzarten gefunden worden. Le-
sieur und Magnin (1913) haben die Kuhpockenimpfstoffe besonders auf Hefen
untersucht. Sie fanden Torula und andere Arten; diese waren z. T. gegen Kalte
wenig empfindlich, waren tierapathogen und wurden in den Eruptionen der
Impflinge nicht wiedergefunden. Von Keimen, die unter Umstinden pathogen
sein koénnten, fand man Staphylococcus aureus, citreus, Streptococcus longus,
Tetanus-, Gasbrand-, Rauschbrandbacillen und die Bacillen des malignen Odems.

Bedenklich kénnen auf den ersten Blick die Beimengungen von Staphylo-
und Streptokokken sowie der pathogen Anaerobier scheinen. Doch bedeutet ein
Keim bekanntlich nicht gleich eine Infektion, und besonders fiir die Anaerobier
liegen die Entwicklungsverhéltnisse in den oberflichlichen glatten Impfstrichen
sehr ungiinstig. Infektionen mit Gas- oder Rauschbrand und malignem Odem
sind unseres Wissens auch noch nie beobachtet worden. Mit Tetanusbacillen
verhalt es sich im allgemeinen nicht anders. Und doch hat man auf ihren Nach-
weis immer besonderes Gewicht gelegt. Carini (1904) fand sie in 50 Lymph-
proben bei 400 Einzeluntersuchungen 5 mal. Er meint, man kénne die Infektions-
gefahr vermeiden, wenn man nicht durch Stich impfe und keinen festen Verband
anlege. Morosoff (1912/13) fand Tetanusbacillen sehr selten, Anderson (1915)
nie, obwohl er sich besonders eingehend mit dieser Frage beschiftigt hat. 1904/13
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wurden in Nordamerika 31 Millionen Lymphportionen verimpft, und nur 41 Teta-
nusfalle bei Impflingen beobachtet. In 19 von diesen Fallen konnte Anderson
Lymphreste untersuchen, fand aber nie Tetanusbacillen darin. Dieser negative
Befund, dazu die enorme Seltenheit der Tetanusfille und schlieBlich noch die
bei diesen Fallen beobachtete hohe Letalitat, die mit der langen Inkubationszeit,
gesetzt, die Infektion geschah bei der Impfung, im Widerspruch stand, sprechen
seiner Meinung nach dagegen, dafl ein Zusammenhang zwischen der Schutz-
impfung und diesen Tetanuserkrankungen besteht. Kiinstlich mit Tetanus ver-
setzte Lymphe ging auf Meerschweinchen und Affen an, ohne daf die Tiere Wund-
starrkrampf bekamen. Einen dhnlichen Befund haben auch Lentz und Fiirst
(1923) erhoben. So hat wohl die Tetanusfrage mehr eine theoretische als eine
praktische Bedeutung. Die heutige fortgeschrittene Technik der Anaeroben-
zlichtung hat uns iiberdies gezeigt, wie auBlerordentlich verbreitet die patho-
genen Arten sind im Gegensatz zu der Seltenheit der durch sie verursachten
Krankheiten. Die Art der Lymphuntersuchung auf Tetanusbacillen wird noch
recht verschieden gehandhabt, und man wird gut tun, ihre Technik wegen der
dauernden Fortschritte auf dem Gebiete der Anaerobenziichtung in den staat-
lichen Richtlinien nicht festzulegen. Gins und Kirstein (1923) verwenden
Traubenzuckerbouillon, die sie mit Paraffin iberschichten (Kirstein) oder nach
Burri verschlossen anaerob bebriiten (Gins). Kirstein erhitzte die Lymphe vorher
eine halbe Stunde auf 70 bis 80°, Gins nur auf 65°. Aber die Hauptsache ist die
Verwendung eines geeigneten Nahrbodens; Leberbouillon scheint hierbei brauch-
barer als Traubenzuckerbouillon [Jakobsthal (1923)]. Wieweit die in der
Lymphe gefundenen Staphylo- und Streptokokken eine pathogene Bedeutung
erlangen konnen, dariiber gehen die Ansichten noch sehr auseinander. Es sind
alle Methoden, mit denen man ihre Pathogenitdt zu priifen sucht, sehr unsicher,
besonders auch in der Beziehung, als sie sich immer nur auf diese oder jene Tier-
art und nicht auf den Menschen beziehen. Summarisch kénnte man, so meinen
z. B. Morosoff sowie Paschen und v. Wasielewski (Kassel 1923) das Vor-
handensein pathogener Keime durch Priifung der Lymphe an der Kaninchen-
cornea feststellen, wo diese starke Entziindungserscheinungen hervorrufen.
Schon Gorini (1892) benutzte die Kaninchenhornhaut zur Priifung der Lymphe
auf Reinheit. In der Fihigkeit zur Hamolyse sehen wir heute kein Kriterium
der Pathogenitdt mehr; daf menschenpathogene Staphylokokken auch anaerob
wachsen kénnen, stimmt ebenfalls nicht mehr. Groth (1923) erhofft sich von
Biirgers Virulenzbestimmungsmethode einen Fortschritt.

Heute kann man die Frage der Menschenpathogenitét also nicht exakt 16sen;
vielleicht wird man es nie konnen. Unseres Erachtens ist diese Frage auch prak-
tisch nicht sehr wichtig fiir die Lymphbereitung. Nur selten und in geringer Zahl
findet man Keime, die den Verdacht, pathogen zu sein, erwecken kénnen; Gins
z. B. fand tiberhaupt nie solche. Die allermeisten Bakterien in der Lymphe sind
vollig harmlos, vielleicht auch deshalb, weil, wie Meder meint, pathogene Keime
in der Glycerinlymphe schneller als harmlose vernichtet werden. Ein Zusammen-
hang zwischen einer Infektion der Impfpusteln und dem Bakteriengehalte der
Lymphe hat sich noch nicht erweisen lassen. Umgekehrt fand Meder (1912)
wohl in der Lymphe, aber nicht in den von dieser hervorgerufenen Pusteln Strep-
tokokken. Man hat die Zahl der zulissigen Keime auf 20000 im ccm festgesetzt
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und damit unseres Erachtens reichlich hoch gegriffen, denn die meisten Impf-
stoffe, so wie sie von den Impfanstalten abgegeben werden, enthalten nach unseren
und vieler anderer Untersucher Erfahrungen wesentlich weniger Keime, viele
nicht mehr als ein gutes Trinkwasser, nicht wenige sind iiberhaupt bakteriologisch
steril. Ist die Keimzahl einmal sehr hoch, so geniigt es meist, den Impfstoff
liegenzulassen und in einigen Wochen wieder bakteriologisch zu priifen. Eher
wird man eine Glycerinlymphe wegen ihrer geringen Virulenz als wegen ihrer
hohen Keimzahl vernichten miissen.

Die Bestimmung der Keimzahl kann nur annihernd genau sein bei Austitrie-
rung (Gins), nicht bei der groben Tropfmethode, wie sie z. B. Wurtz und Camus
(1913/14), Groth u. a. verwenden. Fiir grobe Orientierungen reicht sie freilich
aus. Einsaat und Aussaat desselben Materiales geben mitunter recht verschie-
dene Resultate [vgl. die Tabellen von Tomarkin und Serebrenikoff (1910)],
so dafl unter Umsténden zur gleichzeitigen Anwendung beider Methoden zu raten
ist. Auf Agar erhilt man hohere Keimzahlen als auf Gelatine. Fiir die Praxis
ist es wohl das einfachste, die Keimzahl auf 1 cem Gebrauchslymphe der und der
Verdiinnung anzugeben, nicht auf den Rohstoff. Beider Unsicherheit der Methode
ist es unnoétig, eine Art Keimtiter einzufiithren, wie es Jacobsthal (1923) vor-
schlagt. Mit 1 will dieser 20 Keime in cmm bezeichnen, mit 0,5 10 Keime usw.
Die Bestimmung soll 8 Tage nach der Fertigstellung (Meder 14 Tage) erfolgen,
am besten noch einmal kurz vor der Abgabe. Ein Vermerk auf der Impfstoff-
packung iiber die Keimzahl erscheint uns nicht angebracht, héchstens die Auf-
schrift ,,bakteriologisch gepriift, da der praktische Arzt mit der Angabe der
Keimzahl meist nichts anzufangen weill. Viel wichtiger aber als das letzte, viel-
leicht unter Umstanden pathogene Bacterium in der Lymphe unschidlich zu
machen, ist es, eine Verschmutzung der Pusteln des Impflinges zu verhindern.

e) Die Desinfektion des Impfstoffes.

Den Gehalt des Impfstoffes an Nebenkeimen sucht man zunichst durch sorg-
faltigen Schutz des Impffeldes vor Verunreinigungen niedrig zu halten. Da die
Keime hauptsichlich in den Pockenschorfen sitzen sollen, hat man verschiedene
Verfahren angegeben, diese besonderen Triger der Nebenkeime vor der Impf-
stoffernte zu entfernen. Freyer konstruierte zu diesem Zwecke ein dsenférmiges
Messer. Andere suchten durch Vaseline und anderes die Schorfe vor der Ernte
zu erweichen, so daf} sie sich beim Waschen ablosten.

Da der Impfstoff nicht bakterienfrei gewonnen werden kann, muB er desin-
fiziert werden. Unter Desinfektion der Variolavaccine versteht man allgemein
nur ihre Befreiung von Nebenkeimen.

Wir hatten bereits den Gebrauch des Glycerins bei der Impfstoffherstellung
erwahnt. Es wurde 1866 von E. Miiller eingefiihrt, einmal um die Lymphe
zu strecken, dann aber auch, weil durch Glycerinzusatz ein leicht verimpfbarer
und lange Zeit haltbarer und wirksamer Impfstoff entstand. Spiter entdeckte
man auch seine desinfizierende Wirkung. Eine Erklirung fiir dieselbe ist bis
heute noch nicht gefunden. Auf einer Wasserentziehung scheint sie nach Ver-
suchen vonSteinhard und Grund (1915) nicht zu beruhen, denn die Widerstands-
fahigkeit der Bakterien gegen Glycerin und Eintrocknen decken sich nicht.
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Je mehr Glycerin man dem Rohstoff beigibt, und bei je hoherer Temperatur
man es auf ihn wirken 148t, um so schneller ist es imstande, die vegetativen For-
men der Bakterien zu vernichten [Paul und Galasso (1912)]. Besonders resistent
erwiesen sich in Steinhardts und Grunds Versuchen Tuberkelbazillen. Wie
deren Wachshiille sie anscheinend vor der Einwirkung des Glycerins schiitzt, so
ist es vielleicht auch die Lipoidhiille, die von einigen Forschern auf Grund seiner
Farbbarkeit und seines physikalischen Verhaltens dem Pockenvirus zugeschrieben
wird, die es der abtétenden Kraft des Glycerins entzieht. Auch gegen Antiformin
zeigt es sich ja gleich den Tuberkelbacillen resistenter als andere Mikroben
[Friedberger und Yamamoto (1914)]. Staphylococcen und Colibakterien
waren in den Versuchen von Steinhardt schon wesentlich weniger widerstands-
fahig gegen Glycerin. Sporen gegeniiber ist seine Wirkung sehr gering, haufig
findet man deshalb Sporenbildner in den kéuflichen Lymphpraparaten. Aus dem
Glycerin selbst konnten Paul und Galasso neben Heubazillen auch gasbrand-
ahnliche, nicht - Meerschweinchen - pathogene Keime ziichten. Es ist deshalb
angebracht, das bei der Lymphbereitung verwendete Glycerin nach dem Vor-
schlage von Paul und Galasso zu sterilisieren. Dazu geniigt aber nach deren
Versuchen eine einstiindige Einwirkung des stromenden Dampfes wenigstens
zur Vernichtung von Heubacillensporen nicht; in 80 proz. Glycerinwasser
werden sie erst nach drei Stunden abgetotet. Kartotffelbazillensporen erst nach
4 Stunden (Neidhardt).

Auf das Vaccinevirus selbst wirkt das Glycerin relativ wenig ein, besonders
bei niedriger Temperatur. Mit Glycerinlymphe, die 7 Jahre alt war, erzielten
v. Prowazek und Miyaji (1915) auf der Kaninchenhornhaut noch eine kraftige
Reaktion mit zahlreichen Guarnierischen Kérperschen.

Ein Nachteil des Glycerins ist es aber, daf seine desinfizierende Wirkung nur
schwach ist, so daB stirker bakterienhaltige Lymphe erst in 1 bis 2 Monaten
keimarm, selten ganz keimfrei wird. Man ist also gezwungen, abgelagerte Impf-
stoffe zu verwenden, deren Wirksamkeit aber nicht mehr die einer frischen Vaccine
ist. Weiter wirkt besonders auBerhalb des Kiihlraumes, zumal in wirmeren
Jahreszeiten und Gegenden das Glycerin dauernd keimtotend weiter, und zwar
nicht nur auf die Begleitbakterien, sondern auch auf den Vaccineerreger selbst;
und diese Dauerwirkung ist unaufhaltsam und nicht auszuschalten.

Seit langer Zeit sind deshalb Versuche mit dem Ziel eines keimfreien, halt-
baren Impfstoffes im Gange. Man hat verschiedene Wege zu diesem Zwecke ein-
geschlagen:

1. sucht man ein elektives Desinfiziens fiir Rohlymphe, das Begleitbakterien
rasch abtotet, den Vaccineerreger aber unberiihrt lait, und das nach der Desin-
fektion des Impfstoffes wieder entfernbar ist, so dafl es keine Nachwirkung ent-
falten kann. Hierher gehoren die Versuche mit a) Ather, b) Chloroform, ¢) Toluol,
d) Chlorithyl, e) Wasserstoffsuperoxyd, f) Phenol.

2. sucht man die Wirksamkeit des Glycerins durch Zusatz gewisser Desin-
fizientien sowohl zu verstirken wie zu beschleunigen, so daBl man bald nach der
Rohstoffernte einen keimfreien Impfstoff abgeben kann. Zu diesem Zwecke
wurden Zusitze von a) Eukupinotoxin und b) Brillantgriin empfohlen, die man
wieder zu neutralisieren suchte, auBerdem c) Nelkendol, d) Chinosol, e) Karbol-
siure, f) Trypaflavin, g) Rivanol, h) bakteriophages Lysin angegeben.
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3. Hat man versucht, auf physikalischem Wege eine Reinigung der Lymphe
zu erreichen. Hier wiren besonders die Filtrationsversuche sowie die Arbeiten
iiber die ultravioletten Strahlen zu nennen.

AuBler diesen Mitteln sind noch eine ganze Reihe andere gepriift, aber von
vornherein als unbrauchbar wieder verworfen worden. Es seien nur genannt:
1proz- Formalin, 0,5 proz. Novasurol, 1proz. Atoxyl [Babes und Bobes (1920)],
Vuzin und Eukupinum hydrochloricum [Kirstein (1919)], Alkohol,
Sublimat, Argentum nitricum, Kalilauge, Jod, Chinin, Chlor, Jodtrichlorid
(GeiBiler) Kaliumcyanid (Gaylord) u. a. m.

1. a) ,{ither. Fornets Lymphreinigung durch Ather (1913 und 1922) ge-
schah mittels folgenden ,,Grundversuches‘‘: 1 g frische Rohlymphe wird in einem
Pulverglase mit 30 ccm Ather — ohne sonstige Zusétze, die die Atherwirkung
nur hemmen — 24 Stunden lang kraftig geschiittelt. Darauf wird der Ather rasch
bei 37° oder in Vakuum verdunstet. Bisweilen ist die Lymphe schon nach
101/, stiindiger Atherbehandlung steril, mitunter aber auch erst nach 120 Stun-
den. 1922 gab Fornet einen besonderen Apparat an, in dem angeblich die Steri-
lisierung der mit NaCl-Losung verdiinnten Lymphe durch Atherdimpfe in dem
hundertsten Teile der Zeit, d. h. in 5 bis 10 Minuten moglich war. AuBer Ather
hat Fornet auch Petrolither, Benzol, Schwefelkohlenstoff und Trichlorathylen
verwendet. Wahrend es ihm friiher (1913) gelang, durch 120 stiindige Atherbe-
handlung selbst Sporenbildner abzutéten, sieht er jetzt in solchen ein Hindernis
fiir die vollige Sterilisierung. Diese Keime miiten durch Stallhygiene ausgeschal-
tet werden. Mit seiner Methode hat Fornet meistens véllige bakterielle Steri-
litat seiner Lymphen erreicht, ohne dal durch diese Behandlungwseise auch die
spezifische Virulenz des Materiales verlorengegangen wire, wie Impfungen auf
Kaninchenhaut und -hornhaut zeigen.

Der Fornetsche ,,Grundversuch‘‘ konnte von einigen Seiten wie Paschen,
Groth (1913), Pissin (1914) bestéatigt werden.

Lentz (1914) hatte in Versuchen mit Weber und Hesse bei der Athersteri-
lisierung wechselnde Erfolge. Er fiihrt diese Beobachtung auf den Sauregehalt
des Athers zuriick. Ahnliche MiBerfolge hatte GeiBiler (1914). Auch Seiffert
(1914) erhielt nach 24 stiindiger Atherbehandlung zwar nur Wachstum vereinzelter
Keime, aber schon waren die Impferfolge auf der Kaninchenhaut schwach oder
zweifelhaft. Eingehend hat sich Voigt (1915) mit der Atherdesinfektion be-
schaftigt. Er hilt die Methode fiir umstédndlich und unrentabel, ganz abgesehen
davon, daB die mit Ather geschiittelten Impfstoffe, verrieben wie unverrieben,
nur kurze Zeit ihre Virulenz behielten. Gins (1914 und 1916) betont vor allem
die Unzuverlassigkeit des Verfahrens; wahrend die einen Proben mit oder ohne
Schiitteln steril wurden, waren die anderen auf keine Weise zu desinfizieren.
Eher als die Begleitbakterien abstarben, verloren die Proben ihre Virulenz. Auch
Krumbachs (1922) Atherlymphen waren zwar nach 11 bis 30 Stunden steril,
dafiir aber auch am Kaninchen meist wirkungslos.

Fiir die Praxis scheint uns nach den vorliegenden Nachpriifungen dieses Ver-
fahren nicht brauchbar. Zu wissenschaftlichen Versuchen aber kann man es unter
Umsténden, braucht man keimfreien Impfstoff, verwenden.

b) Chloroform. Auch mit Chloroform wurden, nachdem dieses schon von
Green (1903/04) als 0,5 prozentiges Chloroformwasser und in Dampfform bei
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18° bis 23° verwendet und von Carini (1905), Voigt (1906), Nijland (1906)
und Meder (1913) abgelehnt war, wieder von Camus (1913), GeiBller (1914),
Harvey sowie Fischer (1920) Desinfektionsversuche gemacht.

Camus und Geilller hatten dabei allerdings wieder keine brauchbaren Er-
gebnisse; Harvey aber rihmt die Vorteile einer Chloroformlymphe sehr. Er
leitet mit Chloroform gesattigte Luft durch Glycerinlymphe hindurch und ent-
fernt das Chloroform darauf durch Erwidrmen und Durchleiten von Luft. 1906/08
hatte man mit solchen Vaccinen angeblich 999, Impferfolg, spater wird dariiber
nicht mehr berichtet. Fisher aber, und dhnliche Erfahrungen hatten nach seiner
Mitteilung Blaxall und Hutschinson, muBlte bei der Chloroformsterilisation
sehr vorsichtig vorgehen, damit die Virulenz der Lymphe nicht allzu sehr litt.
Er leitete deshalb nur so lange Chloroform durch die Lymphe hindurch, bis in
einem ccm des Impfstoffes nur noch bis zu 15 Keime waren. Sterile Lymphe war
auch bald wirkungslos. Fisher, Blaxall und Hutchinson empfehlen diese
Art der Sterilisation, wenn es gilt, schnell keimfreien Impfstoff, der auch umgehend
verbraucht wird, herzustellen.

¢) Toluol. Toluol, mit dem schon Carini (1905) Versuche angestellt hatte,
erprobte Gins (1916) wieder. Es bewirkte zwar eine rasche Keimverminderung,
nie aber eine vollige Sterilisierung, besonders wenn Sporen in dem Material
vorhanden waren. Sein Vorteil bestand darin, daB es sich schonend und rasch
wieder entfernen lieB. Die Virulenz schien unter dem Mittel nicht gelitten zu
haben.

d) Chlorithyl. Das von Camus (1913) verwendete Chlordthyl desinfiziert
angeblich rascher als Ather und ist auch wegen seines niedrigen Siedepunktes
leichter als dieser wieder entfernbar. Camus toétete die vaccinierten Kaninchen,
reinigte die Impfflaiche von Krusten und Haaren und legte das geimpfte, exci-
dierte Hautstiick in Ather oder Chlorathyl 24 Stunden lang bei 16° bis 18°. Nach
Abwaschen erntete er in der iiblichen Weise, aber steril vorgehend, die Impf-
pusteln und verarbeitete sie weiter. Uber Bakterienzahlen und Virulenz der so
gewonnenen Vaccinen sagt Camus nichts. Nachpriifungen des Verfahrens fehlen
noch. Praktisch scheint es uns nicht brauchbar.

¢) Wasserstoffsuperoxyd. 1914 gab GeiBler eine Methode an, Lymphe mit
2 proz. Wasserstoffsuperoxyd zu sterilisieren und das Mittel darauf wieder
zu entfernen. Um die Lymphe moglichst fein zerkleinern za kénnen und so dem
Desinfektionsmittel leicht zugénglich zu machen, verrieb er den Rohstoff in
destilliertem Wasser (1 : 10), so daB die Zellverbéinde gesprengt wurden, und
schiittelte sie 4 Tage lang bei 18° mit Glasperlen. Darauf trieb er sie noch durch
ein feines Bronzesieb. Er gab gleiche Mengen einer stets frisch hergestellten
Wasserstoffsuperoxydlosung hinzu, die zur Erhoéhung ihrer Wirksamkeit mit
Kohlenssure angesiuert war. Das Gemisch schiittelte er 3 bis 4 Stunden hindurch
bei 37°. Darauf setzte er eine Losung des Katalasepriparates Hepin hinzu, die das
Wasserstoffsuperoxyd bei 37 ° zerlegte. In der Wirme wurde auch die Kohlensiure
ausgetrieben. So zerstorte z. B. der Zusatz einer 1 proz. Wasserstoffsuperoxyd-
lI6sung in 30 Minuten sémtliche Bakterien, die Lymphe aber blieb, gepriift an der
Kaninchenhaut und -hornhaut angeblich wirksam. Menschen und Kélber impfte
GeiBler nicht, auch wertete er die Lymphe nicht aus und priifte nicht ihre Halt-
barkeit. Er sah selbst seine Versuche noch nicht als abgeschlossen an.
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Das Verfahren ist umsténdlich, wie auch Krumbach (1922) bemerkt, und
zu kostspielig, als dafl man es in der Praxis anwenden konnte. Es ist bisher nur
in einigen Versuchen von Gins (1921) nachgepriift worden. Dieser verwandte
allerdings nur eine 2 proz. Wasserstoffsuperoxydlosung als Zusatz, d. h.
eine 1 proz. Endverdiinnung. Er prifte in gleicher Weise wie Geifiler und
fand die verwendeten Vaccinen und Lapinen entweder steril und avirulent oder
nicht steril und abgeschwicht. Mit diesem Versuche ist aber iiber die Methode,
die wenigstens wissenschaftliches Interesse verdient, ein letztes Urteil wohl noch
nicht gesprochen.

f) Phenol. Phenol hat sich als gutes Konservierungsmittel fiir Heilsera, Impf-
stoffe und anderes seit langem bewihrt, kein Wunder, daBl man es auch immer
wieder zur Desinfektion der Pockenlymphe heranzog. So wird es z. B. in England
und in Tokio benutzt, und nach diesem Vorbilde hat Chalybaeus (1913) in
Dresden es eine Zeitlang verwendet und dabei ein rasches Verschwinden der
Nebenkeime bei guter Erhaltung der Virulenz beobachtet. Weiter bemerkte
Lentz (1914) in zwei Diskussionen iiber Lymphsterilisation, daf} er mit einem
1 proz. Phenol- oder auch Lysolzusatz gute Erfahrungen gemacht habe.
In 2 bis 3 Tagen, bei Anwesenheit von Schimmelpilzsporen in 8 bis 14 Tagen,
von Subtilis in 5 Wochen seien derartige Lymphproben steril gewesen im Gegen-
satz zu den mit Glycerin angesetzten Kontrollen. Diese Lymphe wurde noch
nach 2!/, Monaten mit gutem Erfolg auf ein Kleinkind verimpft.

Ausgehend von diesen Erfahrungen hat Gins verschiedene Methoden ange-
geben, Vaccineimpfstoffe mittels 1 proz. Phenols rasch von Begleitbakterien
zu sdubern (1916, 1921 und 1923). Zum Zwecke einer Vorreinigung schiittelte
er unzerkleinerten Rohstoff in einer groBen Menge 1 proz. Phenollssung und
befreite ihn danach durch mehrmaliges Waschen mit physiologischer Koch-
salzlosung wieder von dem Desinfiziens. Der Impfstoff wurde sodann auf einem
Filter aufgefangen und weiter verarbeitet. Da die derart vorbehandelte Lymphe
keimarm oder fast keimfrei war, bedurfte es nur noch eines konservierenden
nicht mehr eines sterilisierenden Zusatzes. Er nahm deshalb eine nur 40 proz.
Glycerinlosung. Um die Viscositdt zu erhohen, setzte er noch geringe Mengen
(29/40) Agar zu. Mit dieser Methode ist Gins imstande, binnen 3 bis 4 Tagen nach
der Impfstoffabnahme vom Kalbe keimarme Lymphen zu versenden. Bei Erst-
impflingen hatte er mit diesen Vaccinen stets 1009, personlichen Erfolg.

Aber der Keimgehalt seiner 30 derartig hergestellten Proben schwankt doch
auBerordentlich: 10 waren steril, 4 hatten eine Keimzahl unter 1000, 11 eine iiber
10 000 und 5 noch héhere. Den Grund dafiir miissen wir in der nur &duBerlichen
Desinfektion der unverriebenen Lymphpartikel sehen. Das Verfahren von Gins
ist deshalb in dieser Form unzuverlissig; da dazu noch ein Rohstoffverlust von
10 bis 159, tritt, so ist es auch unrentabel und wird sich deshalb in der Praxis
nicht einfithren. In Oppeln und Halle hat man 1921 nach Rauhs Bericht
(1924) Phenollymphe hergestellt. Der Impfstoff war keimérmer als solcher ohne
Phenol. Da aus Halle aber iiber geringere Reizerscheinungen bei seinem Ge-
brauch berichtet wird, war er vielleicht auch schwicher virulent.

Gins hat spiater (1923) bessere Erfolge gehabt, als er gefrorenen Rohstoff
verwendete, denn dieser lie sich wesentlich feiner verreiben. Die Virulenzer-
haltung dieses dann meist keimfreien Impfstoffes war gut, — gemessen mit der
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Ginsschen Methode am Meerschweinchen. Einmal war die Impfwirkung 11 Mo-
nate hindurch unvermindert; aber im allgemeinen nahm doch die Virulenz der
Phenollymphen frither als die der Glycerinlymphen ab. Parallel laufende Euku-
pinotoxinlymphen wurden nicht so schnell unwirksam. Sein Verfahren empfiehlt
Gins besonders fiir solche Fille, in denen aus eingefrorenem Rohstoff zu raschem
Verbrauch ein Impfstoff schnell hergestellt werden soll.

Groth und Arnold (1922) priiften die erste 1921 von Gins angegebene Me-
thode nach. Sie verrieben aber den Impfstoff vor der der Desinfektion folgenden
Sterilitatspriifung und erhielten dabei durch Freilegen der Bakteriennester in
den Lymphpartikeln erheblich hthere Keimzahlen als Gins. Sie waren zweimal
etwas hoher, zweimal aber erheblich niedriger als die der parallel laufenden Gly-
cerinlymphen. Auch die Virulenz ging bei diesem Verfahren deutlich herab,
nicht immer parallel den Keimzahlen. Groth und Arnold verneinen eine elektive
Wirkung des Phenols. Auch Kirstein (1924) lehnt diese Methode ab.

Von Babes und Bobes (1920) ist gleichfalls neuerdings Phenol benutzt
worden. In ihren Versuchen schwichte es den Impfstoff aber recht erheblich ab,
z. B. bei fraktioniertem Karbolzusatz bis zu 0,5%, (diese Methode soll besser sein
als die eines sofortigen Zusatzes auf 0,59%,) gab er auf einem Kalbe auf 100 Schnit-
ten nur 70 gute Pusteln; dhnlich waren die Erfolge am Menschen.

Die Ansichten iiber das Phenol als elektives Desinfiziens fiir Pockenimpf-
stoff sind also recht geteilt. Elektiv wirkt es scheinbar nicht. Es ist aber wohl
imstande, grofere Lymphbrockel rasch von den duBlerlich anhaftenden Keimen
zu befreien, ohne den Virusgehalt erheblich herabzusetzen. Als Mittel zur Vor-
reinigung ist es also scheinbar brauchbar, wenn auch noch weitere Versuche
dariiber notwendig sind. Die Ginssche Methode beschleunigt die Entkeimung,
kostet allerdings besondere Arbeit und 10 bis 15%, des Rohstoffes.

Anhangsweise sei an dieser Stelle ein Verfahren von Steinhardt- Harde
(1915) erwahnt, mit dem sie kleine Mengen sterilen Impfstoffes gewann. Nach
Dialyse der Phenolglycerinvaccine in Kollodiumséckchen strich sie die Lymphe
auf Agarplatten aus. Nach 48stiindiger Bebriitung schnitt sie die steril geblie-
benen Agarstiickchen heraus zur weiteren Verarbeitung. Dieses Verfahren be-
freit den Impfstoff nur von aeroben Keimen und schadigt dabei wahrscheinlich
das Virus. Es ist also selbst fiir experimentelle Zwecke kaum brauchbar.

2. a) Eukupinotoxinum hydrochloricum. Aus der Reihe der Chininalka-
loide fand Kirstein (1919 und 1923) nach lingeren Versuchen fiir die Pocken-
vaccine im Eukupinotoxin ein brauchbares, in Substanz lange haltbares Desin-
fiziens. Dieses Mittel mull aber, wohl wegen seiner Speicherung in den Zellen,
in relativ starker Konzentration genommen werden. Zu pathogenen gramposi-
tiven Kokken soll es eine besondere Affinitat haben.

1919 gab er zu einem Teil Rohlymphe 5 Teile Eukupinotoxin-Glycerinwasser
(3 Teile Glycerin zu 1 Teil 1/,,,, Eukupinotoxin-Kochsalzlgsung). Das Gemisch
stand 4 Tage bei Zimmertemperatur, dann wurde das Eukupinotoxin durch Zu-
satz von Soda bis zur eben alkalischen Reaktion ausgefillt und die Lymphe im
Eisschrank aufbewahrt. Nach 8 Tagen war der Impfstoff fast keimfrei. Die Me-
thode arbeite, meint Kirstein, so zuverlassig, daB die Lymphe nur auf Milz-
brand und Tetanussporen zu untersuchen sei, sonst aber unbedenklich ohne
weitere bakteriologische Priifung abgegeben werden kénne. Es handelt sich bei
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dieser Desinfektion offenbar um eine kombinierte Wirkung; denn einerseits ist
Glycerin allein nicht so stark keimtoétend, andererseits das Eukupinotoxin in der
Verdiinnung 1:500 fast unwirksam. Krumbach (1922) beobachtete sogar
durch eine Verdiinnung von 1 : 500 nur voriibergehende Entwicklungshemmung
der Bakterien. Die Virulenz des von Kirstein derartig hergestellten Impfstoffes
war nach 6 Wochen bei Vaccination von mehreren Hundert Erst- und Wieder-
impflingen gleich der Glycerinlymphe. Auch bei Auswertung am Kaninchen
nach Groth zeigte sich zwischen beiden Impfstoffen kein Unterschied.

1923 ging Kirstein bei seinen eingehenderen Versuchen von einer pasten-
artigen Grundlymphe (Rohstoff 4- 75 proz. Glycerinwasser aa) aus, die mehrere Mo-
nate im Gefrierschranke bei —5 bis —10° gestanden hatte. Sie wurde mit
Glycerinwasser verrieben, durch ein Drahtsieb gegeben und soviel von einer
1 proz. Eukupinotoxinlosung in 80 proz. Glycerinwasser hinzugefiigt, dal eine
Endverdiinnung des Desinfektionsmittels von 1:3000 entstand. Fiinf Tage
lie er den Impfstoff bei 19 bis 20° stehen, indem er ihn ofter umschiittelte.
Darauf kam er in den Eisschrank, ohne daB das Desinfiziens neutralisiert
wurde, worauf Kirstein ja anfangs besonderen Wert gelegt hatte. 1924 erwihnt
Kirstein wieder die Ausfallung des Eukupinotoxins durch Soda. Bei den vom
8. Tage ab regelmaflig vorgenommenen aeroben und anaeroben Sterilitdtsprii-
fungen zeigten sich die Impfstoffe haufig schon nach 8 Tagen, regelméBig aber
nach 2 bis 4 Wochen steril. Nur einmal fand sich dann noch Bacillus mesentericus.
Spitestens 6 Wochen nach dem Zusatze des Eukupins soll die Lymphe zum Ver-
sand kommen und dann innerhalb von 4 Wochen verwendet werden. An Kindern
erprobt, gaben 1923 alle hergestellten neun Impfstoffe 1009, personlichen und
Schnitterfolg. Nach 3 Monaten waren sie noch gleich virulent den reinen Glycerin-
impfstoffen und entsprachen auch, intracutan am Kaninchen austitriert, Groths
strengsten Anforderungen. Seit 1922 gibt Kirstein fiir die offentlichen Imp-
fungen in der Provinz Hannover und Schleswig-Holstein nur Eukupinotoxin-
lymphe aus, die Erfolge waren scheinbar besser als mit Glycerinlymphe (1924).

Groth und Arnold (1922) bestdtigten im wesentlichen in einer grofBen
Reihe von Versuchen Kirsteins 1919 gewonnenen Ergebnisse und kamen zu dem
Resultat, daBl eine Eukupinotoxin-Glycerinlymphe mit einem Eukupingehalt von
1 : 5000 fiir Kinderimpfungen geeignet sei. Sie hielten aber weitere Erfahrungen
vor Einfilhrung des Mittels in den allgemeinen Gebrauch noch fiir notwendig.

Auch Krumbachs (1922) eingehende Untersuchungen brachten im allge-
meinen nichts Neues. So waren drei seiner Lapinen mit einem Eukupinzusatz
von 1 : 5000 nach 8 Tagen aerob und anaerob steril. Tuberkelbacillen wurden
durch das Verfahren rasch abgetotet, nicht aber Mizbrand und Tetanussporen,
die erst in 6 bzw. 8 Tagen bei einer Konzentration von 1 : 500 zugrunde gingen.
Kirstein griff 1923 diese Versuche auf, wobei er dies letzte nicht bestitigen
konnte. Tetanusbacillen waren wohl nach 3 bis 4 Wochen tot, Milzbrandsporen
aber nicht nach 6 Wochen. Bei Kaninchencutanimpfungen war eine der von
Krumbach hergestellten Vaccinen noch nach 5 Monaten kréftig, eine andere
nach 3 Monaten. Vergleichende Austitrierungen fehlen leider. An Wiederimpf-
lingen gab dieser letzterwihnte Impfstoff aber nur 85,99, Schnitterfolg.

Weiter hat sich Gins eingehend mit diesem neuen Verfahren auseinander-
gesetzt (1923). Er fand, dhnlich wie in seinen Versuchen mit Rivanol, erhebliche
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Schwankungen in der keimtétenden Wirkung des Eukupinotoxins. Anfangs ging
die Keimzahl immer sehr energisch zuriick, so da3 nach 8 Tagen schon Sterilitat
erreicht sein konnte, oft aber liel die Wirkung dann bald nach, so daB es 15, 18
und 35 Tage dauerte, bis die Impfstoffe keimfrei waren. Gins meint — und das
wohl mit Recht, soweit nicht der Grund fiir diese Erscheinung eine mehr oder
weniger feine Zerteilung der Lymphe ist — daB die Schnelligkeit der Desinfek-
tion von der Art der Bakterienflora abhingig sei. Er wertete die Virulenz nach
seiner Methode an der Meerschweinchenhornhaut aus. Aus seinen Protokollen
geht hervor, dafl diese meist rascher nachlieB als bei der Glycerinlymphe; nur
einmal war die Eukupinotoxinlymphe nach 8 Wochen kraftiger als diese.

SchlieBlich hat Gildemeister (1923) seine Erfahrungen mit diesem Desin-
fiziens versffentlicht. Seine Technik war nicht ganz die Kirsteins. Nach 8 Tagen
waren seine Impfstoffe fast, nach 3 bis 4 Wochen immer steril, und ihre Virulenz,
ausgewertet nach Groth, war selbst nach 3 Monaten nicht geringer als die einer
reinen Glycerinlymphe.

Wenn dieses Verfahren fiir eine allgemeine Einfithrung durch behoérdliche
Anordnung auch noch nicht reif ist (Gins), so geht aus den bisher vorliegenden
Versuchen doch sicher so viel hervor, da3 das Eukupinotoxin in einem gewissen
MaBe zusammen mit Glycerin elektiv auf die Begleitbakterien wirkt, und da@ es
ein billiges und einfaches Mittel ist, wenn es gilt, in Epidemiezeiten rasch einen
Impfstoff zu baldiger Verwertung herzustellen (Gins, Krumbach, Mevius
und Paschen 1924 in Kassel). Somit stellt die Einfiihrung des Eukupinotoxins
einen Fortschritt dar.

b) Brillantgriin oder Malachitgriin. Zu einer Karbolglycerinlymphe fiigte
Coplans (1922) als drittes schnell wirkendes und wieder entfernbares Des-
infektionsmittel Brillantgriin oder Malachitgriin in der Verdiinnung 1 : 10 000
hinzu. Die Lymphe wurde 3 Tage bei 37,5° dann bei 18° gehalten. Nach 8 bis
14 Tagen war sie keimfrei bei angeblich volliger Erhaltung ihrer Virulenz 15 Mo-
nate lang nach der Entkeimung. Das Mittel wurde durch Zusatz von Natrium-
hydrosulfit neutralisiert und die Lymphe dadurch gleichzeitig entfarbt. Coplans
berichtet auch iiber erfolgreiche subcutane Anwendung dieses Impfstoffes. Wei-
tere Erfahrungen mit dieser Methode sind abzuwarten.

Krumwiede (1918) gab zur schnelleren Desinfektion Brillantgriin in der
Verdiinnung 1 : 1000 zu gewdhnlicher Glycerinlymphe hinzu. So wurde der Impf-
stoff in 6 Tagen steril, nur Tetanusbakterien hielten sich in ihm 2 Monate lang.
Im Tierversuch hat Krumwiede keine Virulenzverminderung beobachtet.
Menschenversuche hat er allerdings nicht gemacht. Auch hier liegen unseres
Wissens keine Nachuntersuchungen vor.

¢) Nelkenol. Blaxall (1912/13) versuchte durch Zugabe von Nelkenél die
Wirkung des 50 proz. Glycerins zu verstarken. Nach ca. 2 Wochen war
seine 0,1 proz. Nelkenol-Glycerinlymphe so gut wie keimfrei und gab an
Menschen (welche Zeit nach der Herstellung und ob an Erst- oder Wiederimpf-
lingen, ist nicht angegeben) 99,4%, personlichen und 96,39, Schnitterfolg. Eine
1 proz. Nelkenollymphe fiihrte auf Kaninchen noch nach 6 Wochen zu sehr
guter Pustelbildung. Noch jetzt wird in der Londoner Staatsimpfanstalt Nelken-
6l dem Impfstoffe zugesetzt [Blaxall (1920)], so daB sich dort also das Mittel
bewahrt zu haben scheint.
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Mit dieser Methode hat sich besonders Belin (1913/14) befallt und sie weiter
ausgebaut. Er verwandte das Nelkenol in verschiedener Weise. Zuletzt gab er
zu einem Teil Rohlymphe 11/, Teil Glycerin und !/, Teil 3°/,, Nelkenoél, und nach-
dem diese Mischung gemahlen und als Lymphe fertig zubereitet war, weitere
3 Teile Glycerin dazu. Eine Woche lang stand der Impfstoff bei Zimmertempe-
ratur, sodann kam er auf Eis. Da das Ol sich an der Oberfliche ansammelt,
miissen die Vaccinen taglich geschiittelt werden, sonst ist der Zusatz des Oles ohne
Wirkung. Die Keimverminderung war anfangs rasch, nahm aber bald ab und z. B.
zwischen dem 39. und 50. Tage war sie recht gering. Keimfreie Lymphe hat Belin
auf diesem Wege anscheinend nicht gewonnen. Seine Virulenzpriifungen an Kin-
dern nach Chaumier zeigten, daf} die Lymphe in gleicher Starke wirkte wie der
Kontroll-Glycerinimpfstoff. Seine anfangs geduflerten Bedenken gegen die
Blaxallsche Art der Lymphbereitung wegen der damit verbundenen Autolyse
durch den relativ hohen Wassergehalt und einer darauf beruhenden Virulenz-
verminderung, hat er anscheinend spater fallengelassen.

Auch Antoine und de Blasi (1913/14) verwandten Nelkenél. Antoine
erhielt nach 8 Tagen keimfreie oder keimarme Lymphe (es fehlen aber Vergleiche
mit Glycerinlymphe). De Blasi, der mit einer Endverdiinnung des Oles von
0,089, arbeitete, erreichte eine Keimfreiheit erst in 3!/, Monaten. Bei Virulenz-
prifungen Antoines an Kindern und Kaninchen war bereits nach 6 und ein
andermal nach 11 Tagen die Nelkenollymphe virulenter als der reine Glycerin-
impfstoff, nach seiner Meinung, weil infolge Befreiung von den Begleitbakterien
das Virus seine volle Virulenz zeigen kénne. De Blasi dagegen priifte an Rindern
und Menschen und fand Nelkenol- und reine Glycerinlymphe nach 31/, Monaten
gleich wirksam. Neuerdings (1920) hat Fisher Erfahrungen mit diesem Desin-
fektionsmittel veroffentlicht. Sie sind nicht gut gewesen, doch halt er mit seinem
Urteile noch zuriick.

In Deutschland hat sich z. B. Meder (1913) mit dieser Methode abgegeben.
Die Virulenz fand er durch das Nelkenol nach 14 Tagen nicht beeinfluflit, die
Bakterienzahl vielleicht etwas stérker zuriickgedringt.

Es sind die Erfahrungen mit Nelkenél also nicht schlecht. GroBeren Vorteil
bietet diese Zubereitung des Impfstoffes allerdings nicht, denn auch so ist die
Entkeimung nicht zuverlissig, nur die Geschwindigkeit etwas grofer.

d) Chinosol. Seiffert und Hiine (1913) benutzten zur Erh6hung der desin-
fizierenden Wirkung des Glycerins Chinosol, das nach ihren ersten Angaben als
3 prom. Zusatz den Impfstoff in 4 bis 5 Tagen keimfrei machte, ohne da8 die Virulenz
litt. Bei Priifungen nach 28 bis 74 Tagen erhielten sie an Erst- und Wiederimpf-
lingen 100%, persénlichen und 98,1 bzw. 99,3%, Schnitterfolg. Durch 1°/,, Chino-
solzusatz wurde der Impfstoff in 14 Tagen steril. Spéter (1916) gab Seiffert
folgende Anweisung: Zunachst setzt man 19/;, Chinosol der Lymphe zu, ist die-
selbe dann nach 3 x 24 Stunden Schiitteln nicht steril, so gibt man ein weiteres
%/yo hinzu und unter Umsténden noch ein drittes, bis Sterilitat eingetreten ist.
Es tritt dies oft erst nach 2 bis 3 Wochen ein. Als 20/, Zusatz verhindert das
Chinosol in sterilen Lymphen sekundére Infektionen. Am Kalbe hat sich die Chino-
sollymphe sogar rascher als die Glycerinlymphe entwickelt.

Bald nach ihrer Veréffentlichung wurde die Methode von Gins und Geiler
(1914) nachgepriift und abgelehnt. Bei Gins hatte 109/y, Chinosol das Virus nach
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24 Stunden getotet (1916 fand Seiffert erst nach 4 Wochen eine deutliche Sché-
digung der Virulenz durch derart starke Zusitze), und nach GeiBler sollte es
iiberhaupt nur keimhemmend wirken. 1916 lehnte Gins die Methode wieder ab,
ohne freilich sich genau an die Originaltechnik gehalten zu haben. Riesel dagegen
hatte nach Seifferts Mitteilung mit seiner Chinosollymphe gleich gute Impfer-
gebnisse wie mit reinem Glycerinimpfstoff. Groth und Arnold (1922) priiften
das Chinosol nicht als Zusatz zur Glycerin-, sondern zu einer wésserigen Lymphe.
Das Mittel wirkte nicht elektiv. Zwar totete es die Begleitkeime selbst in der
Verdiinnung 1 : 1000 rascher als das Glycerin, aber schon nach 8 Tagen war auch
die Virulenz der Lymphe stark herabgesetzt. Ganz &hnlich sind Kirsteins
(1924) Befunde. Und wenn auch Gins (1923) bei Auswertung am Tiere eine
von Hiine hergestellte 1prom. Chinosollymphe brauchbar fand, so scheint
uns doch Groths Urteil berechtigt: das Mittel wirkt nicht elektiv, sein
Zusatz vernichtet Begleitbakterien wohl etwas rascher als Glycerin, schadet
aber dem Virus.

e) Trypaflavin. Im Trypaflavin sieht Illert (1921/23) ein brauchbares
Mittel zur Gewinnung keimfreien Impfstoffes vor allem deshalb, weil seine Wirk-
samkeit durch Eiweifllosungen nicht gehemmt wird. Er priifte die verschieden-
sten Trypaflavinpréaparate ; als das geeignetste in bezug auf Keimtotung und Viru-
lenzerhaltung erwies sich das konzentrierte Neutraltrypaflavin. Eine 1 proz.
Trypaflavinlymphe war meist bereits nach 24 bis 48 Stunden steril, Sporen-
bildner waren in den Lymphproben allerdings nie vorhanden gewesen. Besonders
pathogenen Keimen gegeniiber erwies sich das Trypaflavin wirksamer als
80 proz. Glycerin. Die Virulenz priifte er an Kindern und Kaninchenhornhéuten,
wobei er Gradunterschiede mal an der Starke der makroskopischen Reaktion,
Zahl der Epitheliosen und Guarnierischen Koérperchen. Die Virulenz der Trypa-
flavinlymphe war selbst nach 4 Monaten oft besser, nie jedenfalls schlechter als
die der Glycerinlymphe. Als Vorteil bezeichnet Illert bei seiner Methode die
Schnelligkeit der Herstellung (24 bis 48 Stunden) eines keimfreien oder -armen
Impfstoffes, sowie den Umstand, daBl mit der Vaccine gleichzeitig ein Desinfiziens
in die Wunde gebracht wird.

Die elektive Desinfektionswirkung bestreiten allerdings Groth und Arnold
(1922). Tm Gegensatz zu Illert fanden sie Trypaflavin-Handelsware noch relativ
am besten, aber mit der Keimzahl ging auch stets die Virulenz herab. In Gilde-
meisters Versuchen (1923) war die Wirkung des Mittels unsicher, die Virulenz,
gepriift auf die Grothsche Weise, mitunter wesentlich herabgesetzt; z. B. gab
6 Wochen alte Glycerinlymphe noch bei /19009, Trypaflavinlymphe dagegen
bei 1/10 nur eine schwache undeutliche Reaktion. Auch Gins (1923) lehnt das
Mittel nach wiederholten Versuchen ab. Zwar war der Einfluf} auf die Begleit-
bakterien sehr stark, doch ging auch die spezifische Virulenz der Lymphe oft er-
heblich zuriick.

Den Ergebnissen dieser Versuche nach ist nicht anzunehmen, da8 sich dieses
Mittel in der Praxis einfithren wird. Als Nachteile eines Trypaflavinimpfstoffes
sind noch zu bemerken, daB er rasch sedimentiert und eine gelbe Farbe hat,
unter der unter Umstinden auch die Wasche des Impflings leiden kann.

f) Rivanol. Mit Rivanol stellte Gildemeister 1923 Versuche an. Zu 1g
Rohstoff gab er 5,0 cem 80 proz. Glycerin und 0,2 ccm 1 proz. Rivanol. Es be-
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schleunigte in dieser Form zwar die Desinfektion, wenn auch nicht so stark wie
Eukupin, setzte aber gleichzeitig die Virulenz herab.

Auch Gins (1923) hat sich mit der Rivanoldesinfektion beschéaftigt und dabei
gefunden, daf3 das Mittel weniger schiadlich fiir das Virus ist als Trypaflavin.
Er benutzte es in einer Verdiinnung von 1 : 5000. Die Keimzahlen gingen dabei
rasch zuriick. Was aber die Virulenz dieser Rivanol-Glycerinlymphe betrifft,
so hatte diese mitunter doch stark gelitten; einmal war der Impfstoff nach 8 Wo-
chen am Meerschweinschenauge negativ. Aber ein andermal ging nach gleicher
Zeit die Infektion selbst in der Verdiinnung 1 : 1000 noch an, wihrend die Glyce-
rinlymphe des Kontrollversuches bereits negativ war. Diese und noch andere
unregelmiBige Wirkungen sind wohl kaum anders zu erkléren als durch unhomo-
gene Beschaffenheit der Lymphe. Da Rivanol ebenso wie Trypaflavin dem Impf-
stoff eine gelbe, den Laien unter Umstinden beunruhigende, eiterihnliche Farbe
verleiht, lehnt Kirstein (1924) seinen Gebrauch ab.

Nach diesen bisher vorliegenden Versuchen scheint uns das Rivanol als Desin-
fektionsmittel nicht in Frage zu kommen.

g) Bakteriophages Lysin. Wie schon erwihnt, ist der Grund fiir die desin-
fizierende Wirkung des Glycerins noch nicht gefunden. Nun beobachtete Twort
(1915), als er frische Pockenlymphe auf Agarplatten ausstrich, bei einigen der
darauf gewachsenen Kolonien von Staphylokokken ein von einer bestimmten
Stelle ausgehendes Transparentwerden. Es handelte sich dabei um die Wirkung
des spiter von d’Herelle als Bacteriophagen bezeichneten lytischen Prinzips.

Janzen und Wolff glauben nun, daB eine direkte desinfizierende Wirkung
des Glycerins nicht existiert (dieses hemme nur die Weiterentwicklung der Keime),
sondern die Entkeimung der Lymphe durch Bakteriophagen stattfinde (1922/23).
Und in der Tat, als sie einen aus einer Glycerinlymphe gewonnenen Staphylo-
kokkenbakteriophagen einer frisch bereiteten Lymphe zusetzten, erfolgte die
Entkeimung rascher als durch Glycerin allein. Ihre wenigen Versuche freilich
iiberzeugen noch nicht ganz.

Wir selbst glauben nicht, dafl die desinfizierende Wirkung des Glycerins auf
der Anwesenheit von Bakteriophagen beruhe. Bei zahlreichen Untersuchungen
haben wir nur einmal ,,Flatterformen‘‘ beobachten kénnen, und nur einmal ist
uns die Ziichtung von Bakteriophagen aus Glycerinlymphen gegliickt. Es kommen
also nach unserer Erfahrung die Bakteriophagen nur selten in den Impfstoffen vor,
und zwar ganz unabhingig davon, ob diese alt, keimfrei, -arm, oder -reich waren.
Es ist moglich, daB das Lysin unter dem Reiz des Glycerins erst entstanden ist.
Seine Widerstandsfiahigkeit gegen Glycerin ist bekannt. Zudem wirken die Bak-
teriophagen auf Bakterien nur im Zustande der Vermehrung ein; in der Glycerin-
lymphe aber findet normalerweise keine Vermehrung der Bakterien statt. Schlief3-
lich miiBte man, wollte man die Entkeimung der Lymphe durch Bakteriophagen
beschleunigen, nicht nur Staphylokokken-Lysine zusetzen, sondern auch solche,
die gegen die anderen in dem Impfstoff vorhandenen Bakterien gerichtet sind.

Wir glauben also nicht, daf Zusitze von Bakteriophagen uns in der Lymph-
sterilisation weiter bringen werden.

3. Physikalische Verfahren. Auf die verschiedenen Verfahren der Her-
stellung keimfreien Impfstoffes mittels Filtration und Absorption an Kaolin oder
Tierkohle sei an dieser Stelle nicht eingegangen. Sie sind in dem Abschnitt tiber
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die Reingewinnung des Virus gebracht, Zun#chst kommen sie nur fiir wissen-
schaftliche Zwecke in Frage,

Ein anderes physikalisches Verfahren der Gewinnung keimfreien Impfstoffes
wurde von Morosoff (1913), der aber nichts Naheres dariiber mitteilt, und von
Friedberger und Mironescu (1914) erprobt und fiir brauchbar gefunden. Sie
benutzten die schon zur Desinfektion des Wassers eingefiihrten ultravioletten
Strahlen. Vaccine oder Lapine in der Verdiinnung 1 : 10 versetzten Friedber-
ger und Mironescu experimenti causa mit Prodigiosus, Milzbrand- und Heu-
bacillen, gaben sie in enge Quarzréhrchen und setzten sie meist in einer Entfer-
nung von 25 cm den Strahlen einer Kromayerlampe aus. Gewodhnlich wurden sie
nach 20, sicher aber nach 30 Minuten steril; waren Anthraxsporen in ihr, so dauerte
es 1/,, bei Heubacillen 1!/, Stunde. Thre Virulenz, gepriift an der Kaninchenhorn-
haut, war 11/, Monate nach einer 2 stiindigen Bestrahlung nicht ganz erhalten.
Sehr virulent scheint aber bereits das Ausgangsmaterial nicht gewesen zu sein,
denn seine wirksame Grenzverdiinnung war 1 :100. Nach diesen Versuchser-
gebnissen kénnte man meinen, dafl in den ultravioletten Strahlen ein brauchbares
Desinfektionsmittel fiir Impfstoffe gefunden sei, denn die Entkeimung geht rasch
vor sich und das Mittel wird sofort wieder ausgeschaltet. Die Bestrahlung grofBer
Mengen aber wird auf technische Schwierigkeiten stofen, die leicht den Erfolg
den man bei Versuchen im kleinen gehabt hat, unsicher machen konnen. Es
fehlen Nachpriifungen der Friedbergerschen Versuche. Finsen und Dreyers
Erfahrungen sprechen gegen sie; und Mayerhofer benutzte ja die ultravioletten
Strahlen direkt zur Abschwichung, d. h. Keimverminderung der Pockenvaccine.

Fiir die Praxis der Impfstoffbereitung haben diese vielen Versuche nichts er-
geben, was uns veranlassen konnte, von der bisherigen Desinfektionsmethode
abzugehen. Aber werden plotzlich groBe Mengen von Lymphe benétigt, so
konnten zur schnellen Desinfektion die Lymphanstalten unter Umstédnden den
Rohstoff mit Phenol vorbehandeln oder dem Glycerin Phenol oder Eukupin-
toxin, vielleicht auch Nelkenol zusetzen. Alle anderen Mittel sind noch wenig
erprobt oder unbrauchbar gefunden. Auch wenn zu wissenschaftlichen Arbeiten
kleine Mengen sterilen Impfstoffes benotigt werden, so ist keines dieser Verfahren,
auch der umsténdlichen nicht, unbedingt zuverlissig.

Die Ergebnisse der angefiithrten Untersuchungen sind so auBerordentlich
verschieden ausgefallen, weil nicht nur die Wirkungsweise der einzelnen Mittel
eine sehr verschiedene ist, sondern auch deshalb, weil die AufschlieBung des Mate-
rials sehr verschieden weit ging, Nie auch wirkt das Desinfiziens nur auf das
nackte Virus ein, immer ist dieses zum groBen Teil durch intra- oder intercellulire
Lagerung geschiitzt. Die Grenze einer elektiven Wirkung ist schwer zu bestimmen.
Wie die Vaccineerreger, so konnen auch die Bakterien durch Zellbestandteile
der Lymphe einer Einwirkung des Desinfektionsmittels entzogen werden und am
Leben bleiben.

Bei kiinftigen Desinfektionsversuchen, das zeigt das vorliegende Material,
wird man auf folgende Punkte besonders achten miissen:

1. muBl man den Rohstoff durch weitgehendste AufschlieBung von allen gré-
Beren Gewebspartikeln befreien,

2. mufl man vollig parallel laufende Versuche mit aus gleichem Rohstoffe
hergestellter Glycerinlymphe machen,
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3. miissen die Impfstoffe wiederholt aerob wie auch anaerob auf Sterilitat
gepriift werden,

4. sind in bestimmten Zeitintervallen quantitative Virulenzpriifungen an
Tieren und moglichst auch an Menschen vorzunehmen.

f) Die Virulenzpriifung des Impfstoffes.

Die Virulenz des Pockenimpfstoffes muf eine derart hohe sein, da durch die
Vaccination ein maximaler Impfschutz erreicht wird. Diesen kann nach allen
neuen Erfahrungen nur eine Lymphe geben, die bei der Hautimpfung eine hohe
Wirksamkeit zeigt. Ohne eine Reizwirkung ist das nicht moglich. Alle Impfstoffe,
die abgeschwécht sind, — Mayerhofer (1916) stellte sich einen solchen durch
Bestrahlung mittels Quarzlampe absichtlich her — sind mehr oder weniger
wertlos.

Im allgemeinen wird die Priifung einer Impfstoffernte auf Virulenz an einer
Anzahl von Erst- und Wiederimpflingen vorgenommen. Aus der Grofe der dabei
beobachteten Gewebsverdnderung wird auf die Zahl der im Impfstoff vorhandenen
Keime geschlossen. Ein Impfstoff, der in der Hand eines gelibten Impfarztes
z. B. bei 10 Kindern 1009, persénlichen und 1009, Schnitterfolg gibt, kann sicher
als brauchbar abgegeben werden.

In Frankreich und Belgien [Degive (1913/14)] ist das Verfahren von Chau-
mier vielfach geiibt. Hierbei werden die Kinder mit einem neuen und einem alten,
bekannten Impfstoffe gleichzeitig auf je einem Arm vacciniert und der lokale Er-
folg beider Impfstoffe miteinander verglichen.

Einen naheren Einblick in den Virulenzgrad der Lymphe suchte sich Groth
(1921) dadurch zu verschaffen, daf3 er von den Pusteln auf dem Kinderarm Grofe,
Farbe und Form sowie von der Area die Grole genau bestimmte. Er bezeichnet
eine gut entwickelte, breite, erhabene, auf voller Hohe ihrer Entwicklung stehende
Pustel von rein grauweiller Farbe als 3, das gewohnliche Bild des Impferfolges
als Mittelwert mit 2, und schlieflich die schwach entwickelten an den Réndern
unscharfen Gebilde mit 1. Auch die Area bewertet er mit 1 bis 3; mit 3 eine kon-
fluierende Area bezeichnend. Die Summe séamtlicher Area- bzw. Pustelziffern
teilt er durch die Zahl der Kinder. So erhalt er den Index, der nicht unter 1,5
liegen darf. Weiter kann man mittels eines Schiebermafstabes den Pustelbreiten-
index in Millimetern bestimmen, indem man die Summen der Breiten aller
Pusteln durch die Zahl der Pusteln dividiert. Unter 4,5 bedeutet eine ungentigende
Virulenz.

Von Wiederimpflingen, von denen nur Schulkinder in Frage kommen, hilt
Groth 50 fiir notwendig zu einer Virulenzbestimmumg. Hier bewertet er an
jedem der 4 Impfschnitte Pusteln, Knotchen und Papeln mit 1 bis 3, und teilt
deren Summe durch die Zahl der Kinder. Ein Revaccinatonsindex unter 6 be-
deutet ungeniigende Virulenz der Lymphe.

Um die Nachteile einer Virulenzpriifung am Menschen zu vermeiden, hat man
seit langem die Erprobung an Tieren herangezogen. So haben die Franzosen
das von Warlomont (1883) empfohlene Priifungsverfahren am Kalbe vielfach
geiibt. Auf jedem Impfkalbe bleibt eine Stelle der Priifung alter Impfstoffe vor-
behalten. Die Nachteile dieser Methode liegen auf der Hand: Sie bestehen in der

6*
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Priifung an einem Tiere, das auch sonst in breiter Fliche geimpft wird, weiter
darin, daB Kuh- und Kinderimpferfolge durchaus nicht immer parallel zu gehen
brauchen, und schlieBlich in der wechselnden Empfénglichkeit der einzelnen
Rinder, die Téduschungen veranlassen kann. Am Kalbe priifte auch Morosoff
(1913/14) seine Impfstoffe, indem er auf der Haut mit dem japanischen Impf-
kamm eine kreuzweise Scarifikation setzte. Die gesamte Impfschnittlinge inner-
halb des Quadrates betrigt dann stets 105cm. In diese Schnitte streicht er 5cem
einer Lymphverdiinnung von 1 : 250 ein. Nach 5 Tagen zihlt er die entstehenden
Pusteln. Ist das ganze Feld mit Eruptionen bedeckt, so war die Lymphe sehr
virulent. Sind 50 bis 60 Pusteln aufgegangen, so war sie weniger virulent, sind
es nur 15 bis 20, so war sie schwach.

Eine weitere Probe an Kélbern gaben Cunningham und Cruickshank
(1923) an. An einem Tiere werden fallende Verdiinnungen von zwei Impfstoffen
in Schnitte bestimmter Lénge und Zahl geimpft. Die Beurteilung erfolgt nach
der Zahl der aufgegangenen Pusteln. Die mit dieser Methode bisher gewonnenen
Ergebnisse sollen sich mit den Impferfolgen am Menschen decken.

Sehr viel hat man Kaninchen zu Virulenzpriifungen herangezogen. In Frank-
reich wird die Methode von Calmette und Guérin (1901) viel geiibt; desgleichen
in Belgien [Degive (1913/14)]. Hierbei werden drei rasierten weilen Kaninchen
je 1 cem von Lymphverdiinnungen 1 : 100, 1:500 und 1:1000 in destilliertem
Wasser in die Haut eingerieben. Bei sehr kraftigem Impfstoff zeigen die Ver-
diinnungen 1:100 bis 1: 500 eine konfluierende Eruption, 1:1000 je 3 bis 4 Pusteln
pro ccm. Wenn nicht 3 bis 4 Pusteln auf den mit der Verdiinnung 1 : 100 ge-
impften Hautpartien erscheinen, so ist die Lymphe unbrauchbar. Einen genaueren
MafBstab gewinnt man bei Gebrauch einer Modifikation von Guérin (1905).
Dieser schaltete den Fehler, der durch die individuelle Empfénglichkeit des Kanin-
chens entsteht, dadurch aus, dafl er auf einem einzigen Tiere je 0,5 ccm aller drei
Verdiinnungen verimpft.

Zu der Methode von Calmette und Guérin geben Kelsch und Camus als
Verbesserung an, den Impfstoff mit einer scharfen Glaspipette einzureiben.
Belin (1912/13) beobachtete bei diesem Virulenzpriifungsverfahren grof3e
Schwankungen, und er weist damit auf die Hauptfehlerquelle, die individuelle
Reaktion des einzelnen Tieres hin. Er fordert, da als Kontrolle immer eine be-
kannte Lymphe auf dem gleichen Tier verimpft werde, und dafB die Einreibung
bis zu einer gleichmafligen Rotung der Haut des Tieres erfolge. Aber auch in
dieser Technik liegen erhebliche Fehlerquellen. Wurtz und Camus (1913/14)
beschreiben die an der Akademie von Paris iibliche Methode: Auf dem Kanin-
chenriicken wird eine Fliche von 40:60 mm rasiert; davon werden drei Flichen
zu je 5:10 mm mit je 0,3 der Lymphverdiinnungen 1:100, 1:500, und 1:1000
durch Einreiben mittels Pipette, wie es Kelsch empfahl, beimpft. Die Ablesung
erfolgt nach dem Vorschlag von Calmette und Guérin. Gleichzeitig machen
sie eine Stichimpfung mit unverdiinnter Lymphe an den unteren Réndern der
Niistern des Tieres, die immer angehen muf}, und eine klinische Kontrolle der
Lymphe an Erstimpflingen.

Handel, Gildemeister und Schmitt (1921) hatten mit der Methode von
Calmette und Guérin keine guten Ergebnisse, auch Groths Erfahrungen
(1921) mit ihr sind nicht giinstig. Er fand es am besten, wenn er die Haut mit
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dem Rasiermesser wund schabte und die Lymphe mit dem durch Gummikappe
geschiitzten Finger einrieb. Er énderte die Methode von Calmette und Guérin
auch noch weiter ab, indem er nur 0,2 cem einer Verdiinnung von 1 : 100 auf einer
moglichst groflen Fliche der rasierten Kaninchenhaut einrieb, nach 4 bis 5 Tagen
die Zahl der Pusteln zéhlte und diese mit 500 multiplizierte; so erhielt er die An-
zahl der Vaccinekeime in 1 cem Lymphe. 25 Lymphen untersuchte er auf diese
Weise und fand dabei Werte zwischen 67 500 und 290 000. Aber diese Wertbe-
stimmungen gehen auch nicht annéhernd parallel den an Kindern gewonnenen
Resultaten. Groth hilt deshalb in seinem Urteile iiber diese Methode noch zu-
riick. Uns scheint sie hochstens zu Vergleichszwecken brauchbar, wenn es gilt,
z. B. zwei Impfstoffe auf ihre relative Wirksamkeit am Kaninchen zu priifen,
oder wie bei den Noguchi’schen Kulturversuchen den Virusgehalt der Hoden
vor und nach einigen Passagen zu priifen.

SchlieBlich haben in Frankreich noch Henseval und Convent (1910/12)
eine angeblich absolute MeBmethode angegeben. Sie arbeiten mit einem nach
Ehrlich getrockneten und austitrierten Vaccineantiserum von Kaninchen.
Dieses losen sie in der gleichen Menge destillierten Wassers auf und geben davon
0,2, 0,5 und 0,01 zu je 0,5 der Vaccineverdiinnungen 1 : 50, 1 : 250 und 1 : 500
und verimpfen von dem Gemisch, nachdem es 1 Stunde bei 37° gestanden hatte,
je 0,5cem auf 60 qem der rasierten Kaninchenriickenhaut. Sie unterscheiden
3 Starkegrade des Impfstoffes, je nachdem, von welchen Serummengen seine
Virulenz zerstért wird. Vergleiche mit den Methoden von Chaumier sowie
Calmette und Guérin zeigten eine volle Ubereinstimmung, aber damit auch
die Uberfliissigkeit des umsténdlichen Verfahrens.

In neuerer Zeit haben nun Gins und Groth (1921) Verfahren ausgearbeitet,
die wenigstens annahernd ein Urteil iiber die Wirksamkeit des Impfstoffes er-
lauben sollen. Allerdings ein objektives und absolut sicheres Verfahren haben
wir noch nicht, da in der jetzt gebrauchlichen Lymphe das Vaccinevirus nur zum
Teil frei, groBtenteils aber in Zellen und Zellverbanden eingeschlossen und ge-
hauft ist. Weiter sind wir in Tierversuchen immer abhéngig von der individuellen
Beschaffenheit des Tieres, zum Teil seiner Rasse, und schlieBlich ist das Impf-
ergebnis auch noch beeinflult von der Geschicklichkeit des Impfers. Da aber
schlieBlich auch bei der gebrauchlichen Methode der Kinderimpfung eine genaue
Dosierung nicht moglich ist, so braucht man an eine praktische Wertbestimmung
der Pockenlymphe auch nicht so hohe Anforderungen zu stellen wie z. B. an eine
Toxinbestimmung. Fiir die wissenschaftlichen Untersuchungen aber gewinnt
man durch diese Priifungsmethoden von Gins und Groth am Kaninchen brauch-
bare Vergleichswerte und einen annahernden Einblick in die Virulenz einer Lymphe.

Ein Fehler der bisher ausgefiihrten Priifungsmethoden ist der, da8 es bei ihnen
nicht zuverlissig gelingt, alle mit dem Impfstoff auf die Haut gebrachten Keime
oder wenigstens stets vergleichbare Mengen zum Haften zu bringen. Einen Fort-
schritt bedeutet deshalb die Methode, die Groth (1921) angab, und mit der er
seitdem in Miinchen die besten Erfahrungen gemacht hat. Es ist das die der in-
tracutanen Auswertung am Kaninchen.

Er verwendet dazu gut enthaarte, nicht unter 8 Monaten alte Kaninchen.
Mit einer Tuberkulinspritze injiziert er diesen intracutan 0,1 von Lymphverdiin-
nungen 1:10, 1:100,1:1000, 1:10000 und 1:100000. Hohere Verdiinnungen
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gaben, da es sich bei der Injektionsfliissigkeit nicht um eine Losung, sondern um
eine Suspension, zum Teil feinster Gewebspartikel handelt, unregelmaBige Er-
folge. Die Injektionsstelle der Verdiinnung 1 :10 beginnt sich bereits nach 24
Stunden zu réten und infiltrative Schwellung zu zeigen. Nach 3 bis 31/, Tagen
ist der Hohepunkt der Reaktion erreicht, die zu einer oberflichlichen Nekrose
filhren kann. Die starkeren Verdiinnungen geben entsprechend kiirzer dauernde
und geringere Reaktionen. Wenn die Verdiinnung 1 : 1000 keine Erscheinungen
hervorruft, so ist die Virulenz der Lymphe fiir Kinderimpfungen ungeniigend.
In gleicher Weise wie bei den Kinderimpfungen errechnet Groth auf Grund des
gesamten Reaktionsbildes einen Bewertungsindex und durch Messen der Breite
der Infiltration einen Durchschnittswert.

Die so am Kaninchen gewonnenen Bewertungsindices und ,,die Durchmesser
der vaccinalen Reaktionen‘ gehen zwar nicht im einzelnen, wohl aber im Durch-
schnitt denjenigen Bewertungszahlen parallel, die Groth durch Kinderimpfungen
erhielt. So scheint hier ein Weg zu einer annahernd exakten Bewertung der {mpf-
stoffe gewiesen zu sein.

Héandel, Gildemeister und Schmitt (1921) haben diese Methode nach-
gepriift und ihre gute Brauchbarkeit zu einer eindeutigen Wertbestimmung be-
statigt. Durch Meerschweinchen liefen sich dabei die Kaninchen nicht ersetzen.
Von 7 Impfstoffen, die aus deutschen Lymphanstalten bezogen waren, hatten
allerdings nur 3 den Bewertungsindex Groths von mindestens 1:1000. Den
Zusammenhang dieses Index mit der Brauchbarkeit fiir Menschenschutzimpfungen
iiberlassen sie weiterer Nachpriifung. Illert (1923) beobachtete wiederholt bei
30 Lymphpriifungen verschiedene Virulenzergebnisse an Mensch und Tier. Auch
wir werteten eine Anzahl Lymphen mittels der Grothschen Methode aus; sie
erfiillten seine Forderungen nur zum Teil. Fiir unsere sonstigen Versuche aber
hatten wir in dieser Auswertung einen guten Anhalt. Der Nachteil der Grothschen
intracutanen Wertbestimmung liegt in der Schwierigkeit, die dazu notwendige
Kaninchenrasse immer in geniigender Anzahl zu haben, und auch in ihrer Kost-
spieligkeit. v. Einsiedel lehnt sie deshalb fiir die Praxis ab. Gins (1923) ver-
suchte, wie Hindel, die Kaninchen durch Meerschweinchen zu ersetzen, aber
die Neigung zu ortlichen Infiltraten erschwerte angeblich das Arbeiten mit diesen
Tieren. Ihm schien aber die Meerschweinchencornea ein geeignetes Objekt fiir
die Virulenzpriifung. Er empfiehlt als Virulenzkonstante eine Lymphverdiinnung
von 1 :1000 (1 : 5000 auf Rohlymphe berechnet) einzufiihren; gibt diese Ver-
diinnung bei Verimpfung auf die Meerschweinchencornea noch eine spezifische
Reaktion, so ist die Wirksamkeit der Lymphe fiir Kinderimpfungen ausreichend.
Er gibt selbst zu, dal diese Anforderungen hoch sei. Wir priiften 12 Impfstoffe
deutscher Lymphanstalten mit dieser Methode, und fanden stets in Abschabungen
von Hornhduten, die mit Verdiinnung 1 :1000 geimpft waren, Guarnierische
Korperchen. Uber die Brauchbarkeit dieser Impfstoffe fiir Menschenimpfungen
wissen wir allerdings nichts.

Alle diese Priiffungsverfahren sind und bleiben unzuverlissig, und man wird
sich damit abfinden miissen, keine wirklich exakte Virulenzbestimmungsmethode
zu haben. Zundchst reagieren die Priifungstiere individuell und je nach ihrer
Rasse verschieden, sodann reagieren Tiere anders als Menschen, und schlieflich
spielt der Zufall eine gewisse Rolle, ob und wieviel Keime in die Schnittwunde
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gelangen, und welche sich darin entwickeln kénnen. Die Grothsche Intracutan-
methode hat durch ihre Exaktheit unverkennbare Vorziige.

Trotz aller Bedenken gegen die Priifungsmethoden am Tier wird man diese
doch nicht umgehen koénnen, denn ehe man an Kinderimpfungen herantritt,
mufl man einen anndhernden Einblick in den Virulenzgrad der Lymphe haben,
um eine sehr starke und minderwertige von vornherein ausschalten zu kénnen.

VI. Variola-Vaccine - Epitheliosen der Kaninchenhornhaut,

Die Veranderungen, die durch das Pockenvirus im Epithelgewebe ausgelost
werden, kann man als ,,infektiose Epitheliosen* charakterisieren, wobei beriick-
sichtigt werden muf}, daB uns das Wesen dieser Gewebsverinderungen nur sehr
unvollkommen bekannt ist. Borrel (1903) faBte unter dieser Bezeichnung eine
Reihe von Krankheiten zusammen, bei welchen die Reaktion des Organismus
gegen das Krankheitsgift in Wucherung der Epithelzellen, Bildung von Pusteln
oder selbst kleiner Epitheltumoren besteht. Als Vorbild der Epitheliosen wihlte
er die Schafpocken, bei denen die epithelialen Wucherungen am ausgesprochensten
seien; zu demselben Erkrankungstypus rechnete er die Epithelverinderungen
bei Vaccine, Variola, Molluscum contagiosum, Maul- und Klauenseuche, sowie
Rinderpest. Ob die beiden letztgenannten Krankheiten wirklich nach der Art
der bei ihnen beobachteten Gewebsverinderungen in so enge Beziehungen zu
den erstgenannten gebracht werden diirfen, mag dahingestellt bleiben.

Jedenfalls zeichnen sich die drei erstgenannten Krankheiten dadurch aus,
dal ihre Erreger ziemlich dichte Filter passieren und mehr oder weniger hin-
fallige Epithelwucherungen auslésen. Das Studium dieser Wucherungen im Be-
reich der Haut und Schleimhaut ist mit groBen Schwierigkeiten verkniipft, die
zum Teil bei der Impfung auf das Hornhautepithel von Versuchstieren fort-
fallen. Deshalb beschrinken sich die allermeisten Untersucher auf Hornhaut-
studien, die allein in dieser Ubersicht beriicksichtigt werden kénnen. Nicht weil
die Bedeutung der Hautstudien unterschitzt wird. Aber erst wenn die ein-
facheren Vorginge am Hornhautepithel besser geklirt sein werden, wird man
die verwickelteren in der Haut und Schleimhaut verstehen lernen. Da Paul
(1914/18) angab, dafl die nach Einimpfung von Variolavirus auf der Kaninchen-
hornhaut entstehenden Wucherungsherde grundsitzlich von den nach Vaccine-
impfung entstehenden abweichen, sollen die nach beiden Infektionen beschrie-
benen Verinderungen nebeneinander gestellt werden.

a) Vaccineepitheliose der Kaninchenhornhaut.

Die ersten Schilderungen der nach Hornhautimpfung mit Vaccine auf-
tretenden Epithelverinderungen verdanken wir Guarnieri. Wenn er durch
eine tangential zur Hornhautoberfliche gehaltene Lanzetnadel in der Mitte der
Hornhaut so oberflichlich wie moglich eine kleine Epitheltasche anlegte und in
diese Tasche die mit Vaccinelymphe benetzte Nadel wieder einfithrte, blieb
8—10 Stunden spéter die Hornhaut noch véllig durchsichtig, die Stichverletzung
mithsam erkonnbar. Schon nach 24—30 Stunden erkannte er eine Verdickung des
Epithels, die sich wenig iiber die normale Kriimmung der Hornhaut erhob, nach
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40—50 Stunden schéarfer hervortrat (Abb.1) und bis zu 70 Stunden besonders
im Profil deutlicher wurde. Oft traten auch in einiger Entfernung vom Impf-
stich kleine, sehr durchsichtige Epithelerhebungen auf; die Epithelneubildung
begann vom 3. Tage an geschwiirig zu zerfallen. Nach AbstoBung nekrotischer
Epithelfetzen blieb haufig ein zentrales Leukom zuriick. Diese Beobachtungen
Guarnieris fanden allseitige Bestatigung. Eingehender wurden die Reiz-
erscheinungen des Epithels an der Impfstelle von Hiickel (1898) geschildert.
Aber auch Wasielewski (1901) hat den Epithelverinderungen nach sterilen
und Vaccineverletzungen volle Aufmerksamkeit gewidmet und vor allem darauf
hingewiesen, daBl die makroskopische Beurteilung des Impfstiches

Abb. 1. Querschnitt durch Vaccineepitheliose der Kaninchenhornhaut 43 Stunden nach
der Impfung. VergréBerung: 200fach. Original.

nach 36—48 Stunden, in schwierigen Féllen unter Zuhilfenahme der fokalen
Beleuchtung, die Entscheidung zulafit, ob sich ein Vaccineherd gebildet hat
oder nicht. Bei seinen Reihenimpfungen zur Entscheidung der Frage, ob und
wie lange das Vaccinevirus von einem Kaninchenauge auf das andere iibertrag-
bar bleibt, konnte der Ausfall der Impfung gar nicht in jedem Falle durch
Schnittfarbung kontrolliert werden. Dieser Nachweis wire zu zeitraubend
gewesen und zu spiat gekommen, wenn es sich um die Entscheidung handelte,
ob eine Weiterimpfung noch Zweck habe. Er stiitzte sich deshalb

1. auf die makroskopische Beurteilung der Impfstelle,

2. auf das Frischpraparat des abgeschabten Epithels in Essigsiure bzw.
Osmiumséurelosung.

Er wies darauf hin, daf die nur gerade hauchartig getriibte Epithelverdickung
im Umfang von 2-—-3 mm mit einer Lanzettnadel vom Hornhautgrund leicht
abgestreift werden, halbiert, zur Hilfte auf das Vorhandensein der Vaccine-
korperchen untersucht und der Rest des infizierten Epithels zur Weiterimpfung
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verwendet werden kann. Ausnahmsweise gelang dies schon nach 24 Stunden,
einmal noch nach 21 Tagen. Die Epithelwucherungen nach 2!/, Stunden bis
zu 7 Tagen wurden in Mikrophotogrammen abgebildet.

Eingehender beschiftigte sich Gorini (1898—1903) mit dem makroskopi-
schen Aussehen der Vaccineepitheliose, besonders in seinen sorgfaltigen Studien
iber die biologische Kontrolle der Vaccine. Er impfte in derselben Weise
wie Guarnieri und Wasielewski moglichst in oberflachlichen Taschen. Da-
bei beobachtete er glashelle buckelformige Erhebungen auf der durchsichtigen,
beim Fehlen von Eitererregern ungetriibten Kaninchenhornhaut. Auch lielen
sich, wie die schonen Abbildungen Gorinis zeigen, selbst bei verunreinigter
Lymphe die Epithelbuckel auf der getriibten Hornhaut unterscheiden. Trotz
dieser sehr charakteristischen Form der Vaccineepitheliose forderte Gorini
auch die mikroskopische Untersuchung im Abschabpriaparat, ,,weil die makro-
skopische Veranderung durch Vaccine auf der Hornhaut nicht so charakteri-
stisch und deutlich hervortritt, wie auf der Haut“. An den Impfstellen 148t
sich zuerst eine Verdickung des Hornhautepithels, dann eine leichte Geschwiir-
bildung ohne Begleitung von Entziindungserscheinungen feststellen; in der Um-
gebung der Impfstellen tritt eine leichte Triibung auf. Auch Gorini unter-
scheidet ein erstes Stadium 24 Stunden nach der Impfung, in dem sich
epitheliale Vorwolbungen bilden, von einem zweiten Stadium, das gegen den
3. Tag kleine Epithelulcerationen bedingt, neben denen eine Tritbung der Horn-
haut einhergeht. Die mikroskopische Untersuchung lieB er dann entweder im
Schnittpraparat nach Sublimat-Essigséurefixierung und Hamatoxylinfarbung
oder im Abschabpriparat nach Zerzupfen der Epithelfetzen in Kochsalz-Safranin-
losung folgen. So konnte Gorini spatestens nach 3 Tagen die Virulenz einer
normalen Vaccine beurteilen. Die tagliche Kontrolle makroskopischer Verande-
rungen sollte hauptsichlich das Fehlen von Entziindungserregern feststellen.
Eine Tabelle und eine Tafel veranschaulichen seine wertvollen Angaben iiber
die makroskopischen Verinderungen am Impfherd.

Aber nicht nur fiir die Kontrolle der Kuhpockenlymphe auf ihre Wirksam-
keit, auch fiir den Nachweis der Verteilung des Vaccinevirus im Tierkorper ist
die Vaccine-Hornhautimpfung ein brauchbares Hilfsmittel, wenn auch die
zahlenmifige Bestimmung der vorhandenen Virusmenge Schwierigkeiten bereitet.
Uber die hierbei zu beobachtenden VorsichtsmaBregeln berichtete Wasielewski
(1905) gerade mit Riicksicht auf die Verwendbarkeit des Guarnierischen
Impfversuches zu praktischen Zwecken. Nachdem auf die bekannten Unter-
schiede zwischen sterilen Hornhautverletzungen und Vaccine-Taschenimpfungen
hingewiesen war, hob er hervor: nach 48 Stunden ist die sterile Versetzung mit
unbewaffnetem Auge kaum noch erkennbar, wihrend das Epithel an der Vaccine-
impfstelle deutlich getriibt und verdickt ist, haufig auch eine zentrale Ein-
senkung und verdickte Rénder oder — durch Fluorescineintrauflung besonders
schon darstellbare — Epitheldefekte zeigt; diese Epitheldefekte entstehen durch
AbstoBung infizierter, in ihrem Zusammenhang gelockerter Epithelzellen
(Abb. 2).

Die Frage nach der Bedeutung der Guarnieri-Kérperchen ist schon bei den
Hypothesen iiber die Morphologie der Vaccineerreger gestreift worden. Hier soll
kurz besprochen werden, ob diese von Guarnieri als die einzigen charakte-
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ristischen Gebilde bezeichneten Korperchen tatséchlich auch heute noch als
wesentlich fiir die Diagnose der Vaccineepitheliose bezeichnet werden diirfen.

Bisher konnten ernstliche Einwénde gegen diese Auffassung nicht geltend
gemacht werden; die Zweifel, die bald nach Guarnieris Entdeckung auf-
tauchten, ob es sich nicht vielleicht um unspezifische Degenerationsprodukte
handeln kénne, sind bald verstummt. So mannigfaltig sie auch gedeutet wurden:
an ihrem zahlreichen Auftreten im Hornhautepithel nach Vaccineimpfung war
kein Zweifel moglich. Sie bilden hier einen so regelméafligen Befund, daf} sie der
Vaccineepitheliose ihr typisches Geprige geben (Abb.3 und 4). Auch Paul
(1914—1921) zweifelt nicht daran, daB bei der Hornhautimpfung mit Vaccine
der Nachweis der Guarnieri-Korperchen frithzeitig gelingt, kam jedoch zu einer
ganz abweichenden Auffas-
sung derselben.

Er erklarte (1917), da@
sie weder korperfremde Ein-
schliisse, noch Kernfrag-
mente oder Degenerations-
produkte seien, sondern nur
ein bestimmtes Entwick-
lungsstadium von endogen
entstehenden, sich verjiin-
genden Epithelzellen dar-
stellten, deren Bildung durch
die pathologische Reizwir-
kung auf den formativen
Apparat der infizierten Zel-
len zustande kame.

s Auf diese Annahme, die
Abb. 2. Beginnende Lockerung der Epithelzellen im durch keine stichhaltigen
Zentrum der Impfstelle. VergroBerung: 400fach. Beobachtungen gestiitzt
wurde, braucht hier nicht
nidher eingegangen zu werden; es geniigt, dieselbe als unvereinbar mit unseren
Kenntnissen von der Zellvermehrung iiberhaupt, insbesondere von den Re-
generationsvorgingen des Hornhautepithels bezeichnen, wie das Hallenberger
(1918) getan hat.

In der Folgezeit trat das Interesse an der Schilderung der Vaccineepitheliose
stark in den Hintergrund gegeniiber dem Studium der Variolaepitheliose der
Kaninchenhornhaut. Ungermann und Zuelzer (1920) streifen zwar auch
das Bild der Epithelveranderung am Vaccineimpfherd; sie heben hervor, dafl
Unterschiede der Befunde von Guarnieri-Korperchen bei der Verimpfung von
Variola- oder Vaccinematerial nur quantitativer, nicht qualitativer Art seien.
Nach dem Habitus der EinschluBkérperchen konnten sie niemals entscheiden,
ob zur Impfung verdiinnte Lymphe oder Variolamaterial verwandt worden war.

Es wird fir die Entscheidung der Frage, wie weit die Vaccineepitheliose von
der Variolaepitheliose abweicht, genauer als dies bisher geschehen ist, eine ein-
heitliche Impftechnik angestrebt werden miissen. Erst wenn zufallige Ab-
weichungen bei der Impfverletzung nach Moglichkeit ausgeschaltet werden,
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wenn auch Rasse und Alter der Impftiere ebenso wie Herkunft und Alter des
Impfstoffes sich genau entsprechen, wird man entscheiden kénnen, wie weit in

der Natur beider Virusarten be-
griindete Wirkungen auf die Form
der Impfepitheliose von entschei-
dendem Einflu3 sind.

b) Variolaepitheliose
der Kaninchenhornhaut.

Auch die Variolaepitheliose der
Kaninchenhornhaut ist zuerst durch
Guarnieri (1892) untersucht wor-
den. Er stellte fest, daB nach dieser
Impfung zum Teil Phlegmonen, zum
Teil Verdnderungen auftraten, die
den nach Vaccineimpfung beschrie-
benen sehr dhnlich waren. ,,Nur die
Epithelproliferation erfolgte rapider
und der Heilungsvorgang der Kon-
tinuitdtstrennung rascher.” Er wies
auch darauf hin, daB} die von ihm
fir die Pockenerreger gehaltenen
Gebilde in der variolisierten Kanin-
chenhornhaut nicht so leicht nach-
zZuweisen waren.

,Die Schwierigkeit, sie im
frischen Praparat zu beobachten,
erklart sich daraus, daB selbst in
den  bestgelungenen Praparaten
mitten in der starken Epithelhyper-
plasie nur hier und da an den
Randern begrenzte Gruppen von
Zellen sitzen, welche den Parasiten
enthalten, wihrend die Mehrzahl
der Epithelien absolut frei da-
von ist.

Dann schilderte Monti (1894)
nach  Pockenimpfung charakte-
ristische Knétcheneruptionen auf
der Hornhaut, die mit vollkommener
Heilung nach 10—12 Tagen endeten.
L. Pfeiffer (1899) bildete den
ersten Variolaherd im Schnitt ab

Abb. 3. Flachschnitt dureh Vaccineepitheliose

der Hornhaut. Am linken Rand Impfstelle

50 Stunden alt; nach rechts abnehmende GroBe

der Guarnieri-Koérperchen. VergroBerung: 300-
fach. Original.

Abb. 4.  Guarnieri-Korperchen im Randteil
eines Impfherdes. Flachschnitt. VergroBerung:
1:900.

(Abb. 8). Borrel (1903) erzielte bei der Augenimpfung mit Variolagift eine nur
mikroskopische kleine ,,Pustel, die von ihm als eine Vaccinepustel im kleinen
betrachtet wurde. Im Schnitt fand er dieselben Einschliisse in den Epithel-
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zellen wie bei Vaccine, aber in sehr kleiner Zahl. Jiirgens (1905) beschrieb
Wucherung des Epithels, in dem Guarnieri-Korperchen auftraten. Die Wuche-
rung wurde am 2. Tage so stark, dafl die Impfstellen deutlich aus dem Niveau
der Cornea heraustraten und als kleine durchsichtige Hocker sichtbar wurden.
Paul (1914) beschrieb frithestens nach 36 Stunden bei variolapositiver Reak-
tion auf der vollkommen klaren und reizlosen, nur stark feuchtglinzenden
Hornhaut auftretende, mit der Lupe nachweisbare, winzig kleine kalotten-
férmige Erhebungen, die wie Luftblischen erschienen, aber nicht mit dem
Augenlid fortgewischt werden konnten. Nach 48 Stunden waren diese ,,In-
okulationsblattern mit freiem Auge sichtbar. Am 3.—4.Tage, bisweilen
frither, begann EpithelabstoBung im Zentrum, die zur oberflachlichen Ulceration
wurde. Es kam unter Trilbung der Hornhaut zur Vernarbung. Wenn Paul
den herausgeschnittenen Augapfel in Sublimatalkohol hangte, so traten die
kleinen Herdnekrosen als kreideweiBle Piinktchen und kreisrunde, zum Teil
konfluierende Knotchen zutage. Genauer schilderte Paul (1916) diesen Vor-
gang in der Fixierungsfliissigkeit, auf den schon Hiickel bei Vaccineimpfungen
hingewiesen hatte und auf den er eine besondere Methode des Pockennachweises
aufbaute, folgendermaBen:

In Sublimatalkohol traten Herderkrankungen des Hornhautepithels schon
nach wenigen Minuten ,,in Form isoliert stehender und dann kreisrunder Knop-
chen oder bei Konfluenz dieser Knépfchen in Gestalt von Rosetten oder eierstab-
formigen Leisten schneeweill zutage, wihrend die iibrige Hornhaut sich lang-
samer triibt und mehr matt weiB bleibt. Mitunter kommt es dabei stellenweise
zur Epithelabhebung in Form herpesartiger Blaschen. Diese Erscheinung beruht,
wie die histologische Untersuchung beweist, auf der spezifischen Wucherung
und hydropischen Degeneration des infizierten Zellagers, das infolge seines er-
héhten Serumgehaltes durch die Sublimateinwirkung in dickerer Schicht gerinnt
(fixiert wird) als die pathologisch unveréndert gebliebenen Teile der Hornhaut.

Ob diese Erklirung den Vorgingen ganz gerecht wird, mag einstweilen
dahingestellt bleiben. Sicher ist, daB diese eigenartige Veranderung in der
Lichtbrechung der frisch fixierten Hornhautverinderungen, in typischen Fillen
es Anfingern in der Hornhautdiagnose der Pocken wesentlich erleichtert, die
Impfherde als solche festzustellen.

Uber die Beziehungen zwischen der Vaccine- und Variolaepitheliose der
Hornhaut auBerte sich Paul (1916) folgendermaBen: Die histologischen Epithel-
verinderungen gleichen wohl denen bei der Vaccineinfektion, unterscheiden sich
jedoch von diesen in der Konfiguration der Herde ganz wesentlich. Paul nimmt
mit Hiickel an, daB die spezifische Verbreiterung des Epithels der vaccinierten
Kaninchenhornhaut auf Zunahme des Zellumfanges infolge von stirkerer Durch-
trankung von Zelleib und Kern mit Flissigkeit zuriickzufiihren sei. Infolge-
dessen kiime es nicht nur zu einer Verbreiterung des Epithels, sondern auch zu
einer Verlagerung und Verwerfung der Zellschichten; das fiihre zu einer buckel-
artigen Emporhebung der dariiberliegenden, weniger geschwellten Deck-
schichten.

Diese Erkliarung trifft nach Paul auch fiir die Zellverinderungen der varioli-
sierten Hornhautepithelien zu, nur verlaufen sie hier viel langsamer und um-
schriebener, so daB sich kreisrunde Knopfchen bilden, deren Zentrum bei vor-
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geschrittener Entwicklung kreisrunde, wie mit einem Locheisen ausgeschlagene
Epitheldefekte aufweisen.

Paul behauptete (1916), daB sich die histologischen Epithelverinderungen
der Variola- und Vaccineinfektion zwar in manchen Punkten glichen, jedoch in
der Konfiguration der Herde ganz wesentlich unterschieden. Allein durch die
von ihm empfohlene makroskopische Untersuchungsmethode sei es moglich,
Variola und Vaccine auseinanderzuhalten, was bisher auf histologischem Wege
unmoglich war. Spater (1917) schrinkte er diese Behauptung dahin ein, daf}
sehr abgeschwichtes Vaccinematerial auch das makroskopische Bild variola-
dhnlich gestalte. Ob diese Angabe auf grofleren Vergleichsreihen beruht und
ob nicht sehr &hnliche Verinderungen nach Verimpfung von Variola- und
Vaccinelymphe gleicher Keimzahl vorkommen kénnen, bedarf entschieden ein-
gehenderer Nachpriifung. So
legen die schonen Abbildungen
Gorinis (1903, Tafel XTI, Fig. 3
u. 4) nahe, daBl auch eine
vollvirulente  bakterienreine
Lymphe ganz varioladhnliche
makroskopische Hornhautver-
anderungen hervorrufen kann.
Paulberichtet, dafl beim Vari-
olahiigel nach 48 Stunden die
Epithelabstofung im Zentrum
der Kuppe beginne und nach
96 Stunden, also nach 4 Tagen,
zur Bildung eines kreisrunden,
wie mit Locheisen ausgestanz.-
ten Kratersfithrt: diese Krater- ap}, 5. Variolaepitheliose der Kaninchenhornhaut nach
bildung sei fiir Variola patho- Einwirkung des Sublimatbades. 86 Stunden alte Impf-
gnomonisch. Das mag, wie die stelle. Nach Paul
Photogramme Pauls belegen
(s. Abb. 5) fiir viele Impfstellen zutreffen. Ob sich dadurch aber so scharfe
Grenzen zwischen Variola- und Vaccineepitheliosen ziehen lassen, wie Paul es
tut, bedarf gleichfalls der Nachpriifung.

Vas und Johan (1918) wiesen darauf hin, daf iber Abscessen der Grund-
substanz sich Epithelhiigel ausbilden kénnen, die durch Flissigkeitsansammlung
zwischen den Epithelzellen bedingt sind. Eine histologische Untersuchung
sei deshalb in jedem Falle notwendig und innerhalb von 3—4 Stunden moglich.

Ungermann und Zuelzer (1920) haben bei ihren Variolaimpfungen der
Kaninchenhornhaut niemals so erhebliche Hiigelbildungen an der Impfstelle
gesehen, wie Paul sie abbildete. Sie fanden viel haufiger die Zapfenbildungen,
also Epithelwucherungen, die Hornhautrisse ausfiillen; sie weisen aber darauf
hin, daB sich die Verschiedenartigkeit der Bilder des Impfeffektes durch die
wechselnde Art des Ritzens der Hornhaut erkliren koénne. Ubrigens sei die
lokale Epithelwucherung nicht spezifisch durch die Anwesenheit von Variola-
Vaccinevirus bedingt, sondern Ausdruck des normalen Regenerationsbestrebens
des Epithelgewebes. Auch die hydropischen Zellen, Mantelzellen, Schachtel-
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zellen und Riesenzellen seien fiir den PockenprozeB nicht spezifisch, wenn sie
auch hier besonders gehauft angetroffen wiirden. Nur die herdweise auftretenden
Guarnieri-Kérperchen konnen als fiir Pocken streng spezifische Gebilde an-
erkannt werden; sie trafen dieselben nur in den Epithelzellen der Proliferations-
herde, und zwar in normalen wie auch in hydropischen Mantel- und Schachtel-
zellen, nicht aber in Riesenzellen. Wie Gins sich gegen makroskopische Unter-
schiede zwischen Variola- und Vaccineherden aussprach, betonen Ungermann
und Zuelzer, dafl die Unterschiede im Auftreten der Guarnieri-Korperchen
nach Impfung von Variola- oder Vaccinematerial nur quantitativer Art seien.
Loewenthal (1924) wies darauf hin, dall sich bei der Schweizer Epidemie
die typische Pockenepitheliose hiufig erst spéter als nach 48 Stunden soweit
entwickelt habe, um makroskopisch nachweisbar zu werden. Ausnahmslos
konnten die charakteristischen Hornhautverinderungen schon am lebenden
Tier erkannt werden. Dagegen sind nicht alle an der Hornhaut wahrnehmbaren
Veranderungen echte Epitheliosen. Andererseits kam es zeitweise zu Hornhaut-
veranderungen, die makroskopisch weder frisch noch nach Sublimateinwirkung
erkennbar waren, sondern nur mikroskopisch durch den Nachweis typischer
Guarnieri-Korperchen als variolés erkannt werden konnten. Aber die Befunde
Loewenthals weichen noch in anderer Beziehung von den Angaben, die Paul,
Gins, sowie Ungermann und Zuelzer iiber die Hiufigkeit des Nachweises
der Guarnieri-Korperchen in Schnittpraparaten machen, ab: er konnte namlich
in samtlichen makroskopisch positiven Hornhauten auch mikroskopisch Guar-
nieri-Kérperchen nachweisen, was Gins nur in wenig mehr als 509, gelang.
Wie weit diese verschiedenen Ergebnisse auf technischen oder epidemiologischen
Einfliissen beruhen, ist nicht aus den Versffentlichungen zu ersehen und bedarf

weiterer Untersuchungen.

VII. Morphologische Pockendiagnose.

Die Serodiagnostik der Pocken hat in den letzten Jahren grofle Fortschritte
zu verzeichnen, deren Ausbau vielleicht einmal die morphologische Diagnostik
bis zu einem gewissen Punkte iiberfliissig machen wird. Hieriiber wird in dem-
selben Bande der Ergebnisse aus berufener Feder berichtet werden.

Einstweilen kann aber die morphologische Methodik nicht entbehrt werden.

Mit Form und Bau der Pockenpustel beschaftigen sich auch Kliniker und
Pathologen. Man konnte also zur morphologischen Pockendiagnose auch die
Beurteilung der Entwicklung und des Aussehens des pockenverdichtigen Blas-
chens rechnen. So entscheidend diese Untersuchung in den meisten Fallen von
Variola vera auch sein wird : gerade in den ,,seuchenhygienisch wichtigsten Fallen‘
versagt sie oft. Deshalb wird hier auf diesen Punkt der Diagnose nicht eingegangen,
sondern nur derjenige Teil der morphologischen Pockendiagnose besprochen
werden, bei dem durch Untersuchung des Pustelinhalts und durch Tierversuch
Testgestellt werden soll, ob der Variolaverdacht sich bestatigt.

Die morphologische Diagnose der Pocken ist bisher auf zwei Wegen ver-
sucht worden:

a) durch den Nachweis spezifischer Gebilde im Pustelinhalt des Menschen;

b) durch die Tierimpfung.
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a) Nachweis spezifischer Gebilde im Pockenpustelinhalt,

Es leuchtet ohne weiteres ein, dal eine solche Methode das Ideal jeder Pocken-
diagnose wire. Wenn es gelinge, durch unmittelbare Untersuchung eines frischen
oder fixierten Praparates
den Pockenerreger oder ein
seine Anwesenheit in der
verdachtigen Hauteruption
beweisendesGebilde dar-
zustellen, so wire damit
dem Kliniker, der mikrobio-
logischen Untersuchungs-
stelle wie der Seuchen-
polizei ein unschétzbarer
Dienst erwiesen.

Aus der Zusammen-
stellung der als Erreger der
Pocken beschriebenen fein-
sten Kornchenarten geht
hervor (Tabelle 2, S. 14/15),
wie schwierig diese Aufgabe et
sich gestaltet. Nach den pee

Ergebnissen der Filtrations-

versuche ist nicht daran zu Abb- 6. Epithelzelle in retikulierender Kolliquation von
einem Ausstrich von Kinderlymphe 5 X 24 Stunden nach
. X . der Impfung. Sehr zahlreiche Elementarkorperchen (0,2 u).
in dem feinen Kérnchen- VergroBerung: 500fach. Nach Paschen.
niederschlag enthalten sein

mul}, der sich firberisch
darstellen 143t, wenn man
Pustelinhalt fixiert und in
geeigneter Weise farbt. Alle
Untersucher sind darin
einig, daBl der spezifische
Erreger im Pustelinhalt
der Groflenordnung von
0,1—0,25 u entsprechen,
also gerade noch mit bester
Optik erkennbar sein muB.

Es ist das Verdienst
Paschens, seit einer Reihe
von Jahren fiir die Mog-
lichkeit der Darstellung
spezifischer Granula im
Pustelabstrich von Variola
und Varioloiskranker ein-

zweifeln, dafl der Erreger

getreten zu sein. Er I}at Abb.7. Dieselbe Zelle von Abb. 6 bei 3000facher Ver.
ein Fixierungs- und Far- groBerung. Nach Paschen.
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bungsverfahren angegeben, durch welches es gelingen soll, den Erreger so deut-
lich darzustellen, dal auf diese Priparate hin die schwerwiegende Entscheidung
binnen weniger Stunden getroffen werden kann, ob Variola, Variolois oder eine
harmlosere Blaschenerkrankung vorliegt (Abb. 6 und 7).

Die von Paschen (1908, 1917) empfohlene Methode soll imstande sein,
schon am ersten Eruptionstage der Variola, zu einer Zeit, wo das Exanthem
nur im Gesicht bzw. der Stirn sichtbar ist, aus den Papeln die Elementarkérperchen
in Reinkultur nachzuweisen und damit die Diagnose zu sichern.

Die Technik ist nach der Fassung von 1924 folgende:

Technik zur Darstellung der Elementarkérperchen (Paschensche
Korperchen) in der Variolapustel.

1. Anritzen der Pustel mit der Ecke eines Deckgléschens.

2. Der austretende Gewebesaft wird mit der Kante des Deckglischens unter
leichtem Druck, um die Basalzellen mitzunehmen, aufgenommen und nach Art
von Blutausstrichen auf Objekttriger ausgestrichen.

3. Lufttrocknen.

4. Die Objekttrager werden senkrecht in ein Glas mit destilliertem Wasser
oder physiologischer Kochsalzlosung gestellt auf 5—10 Minuten (bei &lteren
Praparaten langer). Sehr gut eignet sich auch Ringersche Losung.

5. Objekttriger senkrecht hinstellen zum Trocknen.

6. Nach vollstindigem Trocknen Einlegen in Alk. abs. auf 1—24 Stunden
oder in Methylalkohol auf 5 Minuten.

7. Trocknen der Préaparate.

8. UbergieBen mit Loffler-Beize (gut filtriert); auf der Kupferplatte oder
iber der Flamme erwdrmen bis zum Dampfen.

9. Sorgfaltig abspiilen mit Aqu. dest.

10. Farben mit Ziehls Carbolfuchsin (unverdiinnt, sorgfaltig filtriert).

11. Abspiilen mit Aqu. dest. Bei Uberfarbung kurzes Eintauchen in abso-
luten Alkohol oder 5 Minuten in 5proz. Tanninlgsung, darauf sorgfiltig nach-
spiilen mit Aqu. dest.

12. Trocknen zwischen FlieBpapier.

Paschens Befunde wurden von C. Fraenken (1912), Postulka (1913),
Leschke (1917), Hallenberger (1917), Fahr (1917), Kossel (1919) bestatigt.
Fahr (1917) wies darauf hin, daf} die zur Verwendung kommende Léffler-Beize
nicht zu frisch sein diirfe und einen etwas griinen Farbenton angenommen haben
sollte. Paul (1914) hielt es fir schwierig, bei Varicellen erhaltene Kérnchen
von den bei Variola beobachteten zu unterscheiden. Auf den Einwand Paschens
(1917): die bei Varicellen auftretenden Korperchen fanden sich nicht in den
Epithelien, seien nicht so scharf rund und leuchtend rot wie bei Variola, erwidert
Paul (1919): , Es bedarf eben auch erst besonderer Ubung und Erfahrung,
um aus der Verschiedenheit der Zahl, Farbungsintensitat und morphologischer
Merkmale bei Elementen von so winziger Kleinheit ein sicheres differential-
diagnostisches Urteil zu gewinnen. Auch macht die Feststellung der intraepi-
thelialen Anwesenheit der Elementarkérperchen, worauf Paschen ein so groBes
Gewicht legt, in den nach dem angegebenen Verfahren sich intensiv iiberfairbenden
Epithelzellen ganz erhebliche Schwierigkeiten.*
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Wenn Ungermann und Zuelzer (1920) auch kein abschlieBendes Urteil
iber ihre Erfahrungen mit der Farbung des Paschenschen Koérnchen geben,
so sind doch ihre Mitteilungen um so beachtenswerter, als sie nach personlicher
Unterweisung des Urhebers der Methode arbeiteten.

In der Mehrzahl der Fille, in denen sie Pockenpusteleiter nach der Methode
Paschens untersuchen konnten, waren die Ziehl-gefarbten Kérnchen viel zahl-
reicher als in Eiterausstrichen anderer Herkunft. In ,,manchen dieser Priparate‘
waren sie nicht nur in ungeheurer Menge, sondern auch in auffallender Ver-
teilung, bestimmten Zellgruppen anhaftend, auch in deren Innerm nachweisbar,
wihrend sie in anderen Teilen des Praparates fehlten. ,,Der Anblick solcher
Priparate erweckt in der Tat den Eindruck®, schreiben Ungermann und
Zuelzer S. 84, ,, daBl es sich hier um besondere, organisierte, spezifische Gebilde
handelt und nicht um normale oder durch Degenerationsvorgange gebildete
Granula, die sich doch wohl gleichmaBig iiber das ganze Praparat verteilt finden
miiten.“ In einem Falle lagen die in grofler Zahl vorhandenen Kérnchen in
annahernd gleich grofien, etwa 50—100 solcher Gebilde umfassende Gruppen
zusammen.

Fiir die Bewertung der Methode ist aber wohl entscheidend, wenn Unger-
mann und Zuelzer schreiben:

,,Die praktische Bedeutung der Paschenschen Kérperchen fiir die Pocken-
diagnose wird dadurch beeintrachtigt, dafl sie in geeigneten Ausstrichen viru-
lenter Materialproben nicht immer zu finden sind. In manchen Fillen war die
Zahl der Kérnchen nicht grofer als in einem beliebigen nichtspezifischen Eiter-
ausstrich. Ausstriche von infizierter Kaninchenhornhaut und Vaccinepusteln
des Kaninchens ergaben ebenfalls negative oder unklare Resultate.*

Ungermann und Zuelzer betrachten ihre wechselnden Ergebnisse sehr
vorsichtig noch nicht als Widerlegung der spezifischen Natur der Paschenschen
Korner, konnten dieselben aber bei sparlichem Vorhandensein, trotz besonderer
in dieser Richtung angestellter Versuche, nicht von belanglosen Eiweillgranulis
unterscheiden. Sie glauben aber nach allem, dafl diese Kornchen eingehende
Beachtung verdienen und bei der weiteren Erforschung der Variolavaccine eine
wichtige Rolle spielen werden. Sie halten es fiir moglich, dafl die Elementar-
kornchen vielleicht eine besondere Erscheinungsform des Pockenerregers seien.
Fiir die Pockendiagnose ist der Nachweis dieser Korperchen insofern noch ver-
besserungsbediirftig, als er bis jetzt nicht gestattet, wenige dieser Gebilde als
solche unter den in jedem Ausstrich von Eiter zahlreich vorhandenen Eiweil3-
granula zu erkennen. Die Kérnchen konnen leider nicht in einer ihre Erkennung
schon jetzt gestattenden Masse in jedem Falle oder in jedem Stadium der Pocken
nachgewiesen werden. — Scott und Simon (1923) schitzen unter dem Vor-
behalt, daB sie nur in begrenztem Umfang Erfahrungen damit sammeln konnten,
die Paschensche Probe als weniger geeignet fiir den Gebrauch in &ffentlicher
Untersuchungsanstalt wie die Paulsche Probe. In der Hand erfahrener Beob-
achter und mit einwandfrei entnommenem Material mag sie Befriedigendes
leisten. — Gins (1925) faBt seine bei den Pockenausbriichen der Jahre 1916/17
in PreuBen gesammelten Erfahrungen dahin zusammen, daB die Ausstrich-
methode nach Paschen ein wesentliches Hilfsmittel darstellen kénne. Da der
Nachweis der Elementarkérnchen jedoch nur im noch nicht getriibten Pustel-

Ergebnisse der Hygiene. VII. 7



98 Th. v. Wasielewski und W. F. Winkler:

inhalt tiberzeugend moglich ist, seien die Resultate in der Untersuchungspraxis
nicht immer eindeutig. Der Wert des Verfahrens fiir diagnostische Zwecke
konne erst nach Priifung an groflerem Material ermittelt werden. Allen Be-
denken gegeniiber halt Paschen (1924) daran fest, die Ausstrichmethode ent-
spriche der Forderung nach Darstellung des Erregers. Nach vieljahrigen Er-
fahrungen an Menschen- und Affenblattern sowie nach unzéhligen Untersuchungen
von Kinderlymphe kénne er die Methode auf das wirmste empfehlen; ,sie
arbeitet schnell und sicher, ohne Laboratoriumstier, mit derselben Genauigkeit
wie die Untersuchung auf Spirochaeta pallida und auf Tuberkelbacillen‘.

Sobald der Beweis fiir diese Leistungsfahigkeit des Verfahrens erbracht sein
wird, werden freilich alle noch zu schildernden Nachweisverfahren der Blattern
iberfliissig sein.

b) Tierimpfung.

Wer sich mit dem Auftreten der Guarnieri-Kérperchen im Hornhautepithel
des Kaninchens beim Guarnierischen Impfexperiment vertraut gemacht hat,
mufBite wiinschen, diese Methode auch in den Dienst des Pockennachweises zu
stellen. Und so teilte unmittelbar nach der Entdeckung der Guarnieri-Kérper-
chen zunéchst
: Monti (1894) mit,
>~ < daB die Methode
: sich zum Nach-
weis der Vertei-
lung des Pocken-
giftes in  der
Pockenleiche eig-
net: vereinzelt ge-
lang ihm die Imp-
fung mit Knochen-
mark, Lunge und
Hoden von Pok-
kenleichen; stets
5 o virulent waren die
T R variolssen Haut-
sowie  Schleim-
hautstiicke  aus

Abb. 8. Variolaepitheliose im Hornhautepithel des Meerschwein-
chens mit zahlreichen Guarnieri-Kérperchen. 48 Stunden alt. Larynx und Pha-
Nach L. Pfeiffer. Tynx. Niemals

konnte er mit der
Methode in Herzblut, Leber, Milz, Gehirn oder in den Nieren Guarnieri-
Korperchen nachweisen.

Als erster hat Salmon (1897) die Hornhautimpfung als diagnostisches
Hilfsmittel zur Unterscheidung der Variola von #hnlichen Krankheitsbildern
vorgeschlagen. Uber den ersten praktischen Versuch berichtete L. Pfeiffer
(1899), der durch Impfung der Hornhaut von 3 Meerschweinchen die Diagnose
», Variolois“ durch den Nachweis charakteristischer Epithelverinderungen nach
48 Stunden experimentell bestétigen und damit die angezweifelte Berechtigung
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der Absonderung des Kranken einwandfrei beweisen konnte (Abb. 8). In den
Jahren 1897—1899 konnte v.Wasielewski (1901) dreimal in Kaninchen-
hornhsuten durch Ubertragung frischen Pustelinhalts von 3 Pockenkranken
Guarnieri-Korperchen nachweisen; einmal gelang der Nachweis im Schnitt-
priaparat nach 24 Stunden, im abgeschabten Epithel wurden sie nach 19 Stunden
vergeblich gesucht, nach 27 Stunden in ziemlich betrichtlicher Anzahl nach-
gewiesen. Er schrieb: ,Uber die Zuverlissigkeit dieses Impfverfahrens fiir
die Pockendiagnose jetzt schon abschlieBend zu urteilen, wiirde verfriiht sein.
Vor allem mufl der Ausfall von Kontrollimpfungen mit dem Pustelinhalt
pockendhnlicher Hautaffektionen in groferem Umfange abgewartet werden.
In jedem Falle berechtigen die bisherigen Erfahrungen aber zu der Hoffnung,
daB das Guarnierische Impfexperiment die Pockendiagnose erleichtern
wird.“

Im Jahre 1903 soll Lebrado (zit. nach Councilman 1904) die Angaben
Guarnieris bestatigt und den grofen praktischen Wert der Hornhautimpfung
als Mittel fiir Feststellung der Diagnose Pocken in zweifelhaften Féllen erkannt
haben. In demselben Jahre hat auch Paschen die Hornhautimpfung zur
Differentialdiagnose gegen Varicellen herangezogen.

Die Seltenheit echter Pocken erschwerte in Deutschland Versuche in dieser
Richtung. Trotz der bereitwilligen Unterstiitzung der preuBischen Medizinal-
verwaltung blieb das einem von uns (v. Wasielewski) zugénglich gemachte
Material in den Jahren 1903/04 zu klein, um daraufhin die Methode empfehlen
zu konnen. Immerhin zeigte sich bei einem im Januar/Februar 1904 gemeinsam
mit Jirgens durch Hornhautimpfungen verfolgten Falle die Methode als
negativ bei Varicellen. Im Laufe des Sommers 1904 gliickte es dann Jiirgens,
mit derselben Technik bei einer Reihe von Pockenverdachtsfillen, die in der
Charité Aufnahme fanden, die Brauchbarkeit der Hornhauttaschenimpfung fiir
die #tiologische Pockendiagnose zu bestatigen. Er falte seine Erfahrungen 1905
in folgender Weise zusammen:

,,Die diagnostische Verwertung des Impfversuches beruht auf einer eigen-
tiimlichen Reaktion der Kaninchencornea, die in der Wucherung des Epithels
und in dem Auftreten der bekannten Korperchen in den Epithelzellen beruht.
Etwas beeintrichtigt wird der Wert dieser Diagnose allerdings dadurch, daf
die notwendigen histologischen Untersuchungen immer erst mehrere Tage nach
der Impfung vorgenommen werden konnen. Zwar geniigt fiir den geiibten
Beobachter das makroskopische Aussehen der Reaktion am lebenden Kaninchen-
auge, doch wird besonders in anscheinend negativen Fillen die mikroskopische
Untersuchung der Cornea nachfolgen miissen.*

Auch Jiirgens empfahl, durch fast tangential gefilhrte Stiche einer sehr
spitzen und scharfen, mit Pustelinhalt infizierten Lanzettnadel das Corneal-
epithel mehrfach zu verletzen und nachtréglich noch etwas Pustelinhalt auf
diese verletzte Cornea zu bringen. Diese Stiche brauchten nur so fein und ober-
flichlich zu sein, daB sie auch bei fokaler Beleuchtung nur eben sichtbar waren.
Schon nach 12—24 Stunden traten eigentiimliche Versinderungen auf. Die Impf-
stellen wurden deutlicher sichtbar, bei guter Beleuchtung des Auges sah man
eine Wucherung des Epithels, ohne dal eine ausgesprochene Triibung der
Corneastelle vorhanden war. Am 2. Tage wurde diese Wucherung meist so stark,

7*
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da die Impfstellen deutlich aus dem Niveau der Cornea oberflichlich heraus-
traten und als kleine durchsichtige Hocker sichtbar wurden. Nach allen Imp-
fungen mit Varicellenblascheninhalt und iiberhaupt mit solchem Material, das
nicht aus Variola- oder Vaccinepusteln stammt, sah Jiirgens am Tage nach
der Impfung eine viel geringere Reaktion. Die nach Variolavaccineimpfung
auch in den nichsten Tagen noch zunehmende Epithelwucherung fehlte bei
jeder Impfung mit anderem Material; hier folgte schnell Riickbildung und
Heilung der Verletzung. Nach dem 2. oder 3.Tage begann AbstoBung des
Variolavaccinehockers; erst in der 2. Woche oder spéter erfolgte die Vernarbung.

Die mikroskopische Untersuchung der Impfstellen fiihrte Jiirgens gewohn-
lich 2 Tage nach der Impfung aus. Bei frischer Untersuchung des Hornhaut-
epithels erscheinen die Guarnierischen Korperchen auch nach Variolaimpfung
als hellglanzende rundliche Gebilde innerhalb der Epithelzellen neben den
Kernen, wie sie nur nach Impfung mit Variola- oder Vaccinematerial angetroffen
werden. Téuschungen durch Epithelzelltrimmer oder Leukocyten kénnen ver-
mieden werden, wenn nie auf einzelne oder einige nicht niher definierbare Ge-
bilde die Impfung als positiv bezeichnet wird: es mufl eben das Gesamtbild
der Reaktion beriicksichtigt werden. Schon makroskopisch miissen die Impf-
stellen Epithelwucherungen erkennen lassen, und im mikroskopischen Bilde
miissen zahlreiche Korperchen in den Epithelzellen des den Stichkanal aus-
fullenden Epithelzapfens nachweisbar sein. Jiirgens empfahl, der Unter-
suchung im frischen Praparat ein genaues Studium im fixierten und mit Eisen-
hamatoxylin gefarbten Praparat anzuschliefen.

Trotz aller dieser Hinweise, denen sich eine Reihe von mikrobiologischen Lehr-
biichern anschlossen, blieben Untersuchungen im groBen Stil iiber die Leistungen
des Hornhautimpfversuches fiir die Pockendiagnose, wie sie Wasielewski (1901)
gefordert hatte, aus. Zwar wies Paschen (1911) bei Gelegenheit der Demon-
stration seiner Ausstrichmethode zum Nachweis der Elementarkérnchen darauf
hin, es sei bisher fiir die Entscheidung der Differentialdiagnose zwischen Variolois
und Varicellen der Ausfall der Hornhautimpfung beim Kaninchen ausschlag-
gebend gewesen. Aber er hob hervor, dafl bis zur Entwicklung der spezifischen
Guarnieri-Kérperchen 11/,—2 kostbare Tage verlorengingen. ,,Ein geiibtes Auge
kann dann makroskopisch aus der charakteristischen Triibung der Hornhaut
die Wahrscheinlichkeitsdiagnose stellen; zur definitiven Diagnose durch Aus-
strich oder Schnittpraparate bedarf es weiterer Zeit.

In Kliniken mag das Hornhautimpfverfahren haufiger angewandt sein, ohne
daB dariiber berichtet wurde. Beispielsweise scheint Jochmann (1913/14) sich
auf groflere Erfahrungen gestiitzt zu haben, als er sie empfahl. Aber in der
medizinalpolizeilichen Praxis vermochte sie, wie Kirchner (1917) mit Recht
hervorhob, nicht Fuf} zu fassen. Das lag gewil zum groBen Teil an der Technik,
die immerhin etwas mehr histologische Schulung voraussetzte, als die meisten
Untersucher, die hierfiir in Frage gekommen wiren, besallen. Zum Teil war es
ein gewisses Milltrauen gegen die diagnostische Bewertung von Gebilden, die
gerade von den meisten Pathologen als Degenerationsprodukte gedeutet wurden.

Andererseits bestand aber, wie Paul u. a. betonen, bei der Seltenheit
der Pocken in Deutschland kein dringendes praktisches Bediirfnis fiir die Ver-
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besserung der Pockendiagnose, sonst hétten die Medizinalbehorden gewifl schon
frither eine Priifung des mehrfach empfohlenen Hornhautimpfversuches ver-
anlaft.

Anders lagen die Dinge in Osterreich-Ungarn, wo der Impfschutz in den
verschiedenen Landesteilen sehr ungleichwertig, die Gefahr der Pockeneinschlep-
pung brennender und deshalb die Gelegenheit zur Erprobung des praktischen
Wertes ungleich giinstiger war als in Deutschland. Trotz dessen dauerte es auf-
fallend lange, bis man diese Gelegenheit ausnutzte, und erst im Jahre 1914 —
das sind 15 Jahre nach der ersten praktischen Anwendung des Versuches fiir
medizinalpolizeiliche Zwecke durch L. Pfeiffer und 9 Jahre nach der Versffent-
lichung der Jiirgensschen guten Erfahrungen mit dieser einfachen Methode —
héren wir von planméaBigen Bestrebungen.

Zunéchst muBite gepriift werden, ob auch das Virus der Pocken ebenso sicher
an der Kaninchenhornhaut haftet wie der Vaccinekeim. Paul glaubte diese
Frage unbedingt bejahen zu kénnen und sprach 1914 aus: ,,Die Kaninchen-
hornhaut ist auch fiir das Variolavirus sehr empfindlich.*

Er kam zu dieser Auffassung auf Grund seiner neuen Impftechnik, die sich
fir den Ausfall seiner Versuche als bedeutsam erweisen sollte. Er verliel naim-
lich die von Guarnieri, Wasielewski und Jiirgens aus guten Griinden,
aber vielleicht allzu groBer Vorsicht bevorzugte Taschenimpfung und wihlte
die einfachere und wirkungsvollere Strichimpfung, wie er sie aus der Lymph-
gewinnung am Kalbe kannte. Er ,scarifizierte die Hornhautoberfliche; ob er
darunter von vornherein eine gitterformige Strichelung verstand oder diese
Querstriche erst spiater anlegte, geht aus seinen Veroffentlichungen nicht hervor.
Jedenfalls erreichte er durch diese breite ErschlieBung des Hornhautepithels
eine viel groBere Haftflache fiir das Pockenvirus, als selbst eine mehrfache
taschenférmige Verletzung bieten konnte. Und damit erhéhte er fraglos die Aus-
sichten fiir einen positiven Ausfall des Impfversuches.

Diese Impfmethode, die Paul offenbar auch bei seinen Vaccinestudien an-
wandte, erklirt aber auch, weshalb er durch den unterschiedlichen Ausfall der
Vaccine- und Pockenimpfung auf der Kaninchenhornhaut so iiberrascht wurde.
Der starke Keimgehalt vollwirksamer Kuhpockenlymphe bedingt bei umfang-
reicher Verletzung der Kaninchenhornhaut durch Strichelung oder Gitterung
eine sehr stiirmische gleichmifige Durchsetzung des zur Regeneration gereizten
Epithels. Es treten infolgedessen die Wucherungserscheinungen des Epithels in
den Hintergrund. Breite Impfgeschwiire, ja allgemeine Triibungen der ganzen
Hornhaut sind die Folge. Pauls Schilderungen dieser Form der Vaccineepitheliose
erwecken den Eindruck, daBl er das bezeichnende Bild der vaccinalen Einzel-
impfstelle augenscheinlich zunéchst gar nicht kannte und deshalb auch nicht
zum Vergleich heranziehen konnte. Er muflte infolgedessen zu der Anschauung
gelangen, dafl die nach Impfung mit Pockeneiter beobachteten sparlicheren und
isolierteren Veranderungen etwas grundsétzlich anderes seien.

Fir die Einfithrung der Hornhautimpfmethode in die Praxis war es zunichst
ein Vorteil, wenn er glaubte, im Sublimatbade der variolisierten Hornhaut ein
sicheres Kriterium des positiven Impferfolges gefunden zu haben. Diese jedem
Vaccineforscher gelaufige Erscheinung weist unzweifelhaft die Ausbildung eines
Epithelhiigels an der Impfstelle fir den Anfinger iiberzeugender nach als die
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Frischuntersuchung bei fokaler Beleuchtung. Immerhin gelingt es dem Geiibten
mit geeigneter Beleuchtungsquelle anndhernd ebenso sicher, die Epithelwuche-
rung am lebenden Auge zu erkennen. Fraglich erscheint nur, ob die makro-
skopische Feststellung einer solchen mit Hilfe des Sublimatbades die Pocken-
diagnose so sicher entscheidet, wie Paul angibt, und wieweit es zulassig ist,
die verantwortliche Stellung einer dtiologischen Pockendiagnose Ungeiibten zu
iibertragen.

Paul selbst machte 1914 nach seinen Erfahrungen an 22 Fillen die Ein-
schrankung: ,,Selbstverstandlich muf3 histologische Untersuchung der sorgfaltig
fixierten und in aufsteigendem Alkohol gehérteten Cornea zur Kontrolle des
makroskopischen Befundes nachfolgen.” Es geniigt aber seiner Ansicht nach,
das histologische Bild der fiir Variola und Vaccine charakteristischen Herd-
nekrose, das am reinsten nach 36—48 Stunden ausgebildet sei, zur Ergéinzung
des Sublimatbadbildes heranzuziehen, wihrend er auf Feststellung der Guar-
nierischen Korperchen ginzlich verzichten zu konnen glaubte. Er schrieb:
Die Guarnierischen Korperchen finden sich erst nach Einsetzen der zentralen
Epithelloslosung. Fiir die Feststellung der Eigenart der variolosen Epithel-
nekrose in den Friihstadien, und dies ist fiir die Stellung der Friihdiagnose
wichtig, ist also ihr Erscheinen oder Fehlen keineswegs entscheidend. Erst da,
wo die Herdnekrosen im Sublimatbade deutlich hervortreten, fand er regelmaflig
Guarnierische Korperchen in wechselnder Menge.

Paul hat in den folgenden Jahren (1915/18) durch Vortriage, Demonstrationen
und Veroffentlichungen fiir die Verwendung des G uarnierischen Impfversuches
im Dienste der Pockenbekdmpfung erfolgreich gewirkt. Die Pockenverbreitung
wahrend des Weltkrieges in Galizien und anderen Teilen Osterreich-Ungarns bot
Material in Fiille. Auch in Deutschland waren die kleinen Pockenausbriiche
der Jahre 1916/17 geeignet, die praktische Bedeutung des Hornhautimpfver-
fahrens auf breiterer Grundlage zu erproben. Die giinstigen Erfahrungen, iiber
die Gins und Pauls Mitarbeiter (1916) berichteten, waren der Anla8, das Ver-
fahren auch in den Dienst der amtlichen Seuchenbekdmpfung PreuBiens zu
stellen und durch Erlaf vom 20. XTI. 1916 die Einsendung geeigneter Unter-
suchungsproben von Pocken und Pockenverdacht an das Institut Robert Koch
vorzuschreiben.

Auf die Einzelheiten der Technik und der Auslegung des Befundes einzugehen,
ist hier nicht der Ort. Sehr bald wurde erkannt, dafl der negative Ausfall der
Hornhautimpfung nichts entscheidet. Sobald klinisch Verdacht bestand, sollte
derselbe auch nach negativer Hornhautuntersuchung aufrechterhalten werden.
Als auch theoretisch bedeutsam hoben Friedemann und Gins (1917) Fille
mit positivem Hornhautbefund hervor, obgleich Pocken nicht in Frage kamen.
Darunter befanden sich 5 Fehldiagnosen bei Windpocken. Die Verfasser fanden
weiterhin schwach positive Tierversuche bei einem Fall von Bromacne, bei einem
Fall von Impetigo contagiosa und bei 4 Fallen luetischer Exantheme: im ganzen
bei 1000 Diagnosen 1,19, Fehlschldge. Die Verfasser halten es deshalb fiir not-
wendig, einzelne milchweile Herde auf der Hornhaut mit einigem Mifitrauen
zu betrachten und lieber eine unentschiedene Diagnose abzugeben, wenn nicht
einwandfrei positiver Befund erhoben werden kann, besonders in denjenigen
Fallen, in denen pustulose Syphilide in Frage kommen konnen. Die mikro-
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skopische Untersuchung 146t leider in derartigen Féllen hdufig im Stich, da es
nicht regelmaBig gelingt, bei schwach positiven Fiallen in den kleinen Papeln
die Guarnieri-Korperchen in einer fiir die Diagnose ausreichenden Weise aufzu-
finden. Immerhin gelang es doch, in mehreren der obenerwiahnten Fialle durch
die mikroskopische Untersuchung iiberzeugend nachzuweisen, daB3 Variola nicht
in Frage kommen konnte.

Von Gerloczy und Vas (1917) berichteten, dafl von 22 Blatterfillen
17 positiv, 5 negativ waren; in 779, der Fille stimmte die klinische Diagnose
mit der Hornhautprobe. Sie erklaren Miflerfolge mit der Qualitiat und zu geringen
Quantitit des eingesandten Impfmaterials. Wolf (1917) stellte das bis dahin
in der Literatur vorliegende Material zusammen und berichtete iiber geeignete
Beobachtungen aus dem Lodzer Krankenhaus. Vas und Johan (1918) hatten
20—259, Versager der Hornhautimpfungen in positiven Féllen. In einem Falle,
in dem 24 Stunden nach der Impfung Entziindungserscheinungen stoérten, konnten
sie durch Verimpfung einer Glycerinemulsion des Materialrestes eine reizlose
positive Reaktion erzielen. Sie halten in allen zweifelhaften Fallen die Unter-
suchung im Schnittpraparat fiir unerlaflich.

Die letzte Zusammenstellung der von Paul empfohlenen Technik findet
sich in seinem 1919 versffentlichten Ubersichtsreferat: Atiologische Unter-
suchungen bei Variola. Sie kann hier nicht im einzelnen besprochen oder wieder-
gegeben werden. Es sei nur darauf hingewiesen, daf die Angabe Pauls: ,,Sekun-
dare Eiterblasen sind zur Materialentnahme ungeeignet‘‘, nicht fiir alle Epide-
mien zutrifft. Wir erhielten mit dem Inhalt solcher Bliaschen in Bern (1925)
ganz einwandfreie Epitheliosen mit sehr zahlreichen Guarnieri-Korperchen. Das
schonende Antrocknen des zihen Pustelinhalts an reinen Glasflichen hat sich
bewidhrt und ist einfacher als das frither meist geiibte Aufsaugen in Capillaren.
Wir ziehen Spatel aus dickem Glas den von Paul empfohlenen Objekttragern
vor. Uber die Dauer der Haltbarkeit des Virus in angetrockneten Schichten
sind genauere Ermittlungen erwiinscht. Uber den weiteren Ausbau des Guar-
nierischen Impfexperimentes fiir diagnostische Zwecke folgen technische Mit-
teilungen demnéchst an anderem Ort.

Wichtige Beitrige zur Beurteilung der Hornhautimpfstellen fiir die Pocken-
diagnose brachten die Arbeiten von Ungermann und Zuelzer (1919/20). Sie
wiesen darauf hin, daB nicht nur schwache unbestimmte, sondern auch sehr
starke, iiber die ganze Hornhaut ausgebreitete Verinderungen mitunter bei
Variola diagnostische Schwierigkeiten bereiten konnen. Am schwersten sind
kleine Herde, die in geringer Anzahl auftreten, zu beurteilen. Hier ist die mikro-
skopische Untersuchung unerlalich.

Als Nachteile der Schnittmethode fiihren sie den Zeitverlust und die Schwierig-
keit an, die echten Epithelioseherde zu entdecken, in denen allein auf das Auf-
finden der Guarnieri-Korperchen gerechnet werden kann. Der Nachweis der
Guarnieri-Kérperchen sei aber diagnostisch entscheidend. Es gelang ihnen, bei
Frischfarbung abgeschabten Hornhautepithels diese Gebilde schon mit schwachen
Vergrofierungen zu erkennen und dadurch den Nachweis zu erleichtern. Die Her-
stellung eines solchen Priparates dauerte etwa 1 Stunde. Ungermann und
Zuelzer haben die Guarnieri-Korperchen mit ihrer Frischfarbemethode in
positiven Epitheliosen der Variolahornhaut nie vermifit, wihrend sie dieselben
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in Schnittpréparaten ausgebildeter Pockenherde nicht selten vergeblich suchten.
Fiir die Praxis empfehlen sie, beide Kaninchenaugen zu impfen, ein Auge nach
48 Stunden zu enucleieren und im Sublimatbad zu untersuchen. Lassen sich hier
Epitheliosen nachweisen, so versuchen sie durch Frischfarbung des vom anderen
Auge abgeschabten Epithels und durch Nachweis der Guarnieri-Korperchen
die Diagnose zu sichern. Fehlen typische Pockenherde auf dem ersten Auge,
so wird das zweite nach weiteren 24 Stunden enucleiert und zwecks Nachweis
der Guarnieri-Kérperchen im Schnittpraparat verarbeitet.

Uber eingehendere Versuche, das Guarnierische Impfexperiment unter
Verzicht auf den Nachweis von Guarnieri-Korperchen fiir die Varioladiagnose zu
verwerten, berichtete Silberschmidt (1923). Er entnahm das Material in
ahnlicher Weise wie Paul, beschrinkte sich aber bei der Hornhautimpfung
auf 3—4 horizontale und vertikale oberfldchliche Verletzungen mit einer Impf-
lanzette. Silberschmidt bediente sich zu Beginn seiner Untersuchungen der
Sublimatfixierung enucleierter Augen, gab aber dies Verfahren auf und zog die
direkte Untersuchung mit der Lupe am lebenden Auge vor, weil man dann die
Untersuchungszeit verlingern und die Untersuchung nach Belieben wiederholen
kann, was ein grofler Vorteil ist. Silberschmidt erhielt unter 99 unter-
suchten Fillen 64mal eine positive, 3mal eine zweifelhafte und 22mal eine
negative Reaktion. Von 10 Varicellenfillen ergaben 9 einen absolut negativen
Befund. In einem Falle konnte er nach 48 Stunden 3 kleine verdichtige Epithel-
verdickungen beobachten, die am 3. Tage ganz verschwunden waren; Silber-
schmidt rat auf Grund dieser Beobachtungen, in verdichtigen Fillen mit der
endgiiltigen Beurteilung bis zum 3. Tage zu warten. In einem Drittel der posi-
tiven Fille waren die Epithelverdickungen schon nach 24 Stunden so aus-
gesprochen, dal Silberschmidt sich fiir berechtigt hielt, die sichere Diagnose
auszusprechen. In 6 anderen — positiven und negativen — Féllen zog er vor,
damit bis zum 3. Tag (60—72 Stunden) zu warten.

Streng genommen sprechen die Mitteilungen von Silberschmidt nicht fiir
die Paulsche Methode, sondern fiir das von Wasielewski und Jiirgens emp-
fohlene Hornhautimpfverfahren nach Guarnieri. Nur glaubt er auch hierbei
auf den Nachweis von Guarnierischen Korperchen verzichten zu kénnen, wo-
vor von den meisten Untersuchern gewarnt wurde.

Scott und Simon (1923) erhielten bei Verimpfung von 18 Variolaeiter-
proben vom 4.—8. Krankheitstag 17 mal einen positiven, 1mal einen zweifel-
haften Befund im Sublimatbad; alle Kontrollen blieben negativ. Nur einmal
ergab eine Streptokokkenimpfung ein zweifelhaftes Bild im Sublimatbad, das
aber bei der histologischen Untersuchung als negativ erkannt wurde, wihrend
hier simtliche Variolaproben positiv waren.

Hoffmann (1924) kam in Habana auf Grund seiner Hornhautbefunde zu
der Auffassung, dafl Alastrim eine milde Form der Pocken sei, wihrend Aragao
(1911) die Ansicht vertreten hatte, dafl beide Krankheiten nicht identisch seien.
Hoffmann weicht, wie Gins (1916), an Objekttriager angetrocknetes Material
in 50 proz. Glycerin auf. Zur groBeren Sicherheit kann Schnittuntersuchung
folgen. Versager der Hornhautimpfung wurden nicht beobachtet. Jorge (1924)
berichtet im Gegensatz dazu von vergeblichen Bemiihungen, die Krankheiten
auf irgendwelche Versuchstiere zu iibertragen (Azoren und Martinique). Diese
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widersprechenden Ergebnisse lassen eine Klarung des Alastrimproblems dringend
wiinschenswert erscheinen.

Moglicherweise liegen hier dhnliche Verhiltnisse vor wie bei der milden
Pockenepidemie der Schweiz, wo Loewenthal (1924) die Entwicklung makro-
skopisch erkennbarer Verinderungen vielfach erst 72 Stunden anstatt 36 bis
48 Stunden nach der Impfung feststellen konnte. Loewenthal fand in groBem
Umfang mikroskopische Untersuchung notwendig, weil makroskopisch keine
positive Diagnose moglich war, wihrend der Nachweis von Guarnieri-Koérperchen
sowohl bei Anwesenheit wie bei Fehlen von Epithelverdickungen gelang. Fehl-
diagnosen kamen in 19, der Falle vor, lassen sich aber nach den gemachten
Erfahrungen voraussichtlich einschrinken. Loewenthal konnte ausnahmslos
die charakteristischen Hornhautverinderungen schon am lebenden Tier er-
kennen, legt aber trotzdem Wert auf das Toten der Tiere, weil anscheinend
im Leben positive Hornhautbefunde sich nach der Fixierung als Tduschungen
herausstellten. Aus seinen Untersuchungen geht iiberzeugend die Notwendigkeit
hervor, stets, auch bei makroskopisch negativen Befunden die mikroskopische
Untersuchung folgen zu lassen, wenn man die Leistungsfédhigkeit des Guarnieri-
schen Impfversuches voll ausnutzen will. Als er so vorging, erzielte er bei
299 Materialproben 158mal ein positives Ergebnis; hiervon waren 37, also
fast ein Viertel, nur nach mikroskopischer Untersuchung und Feststellung der
Guarnieri-Korperchen diagnostizierbar. Dadurch wird die Zuverldssigkeit der
biologischen Pockendiagnose erheblich verbessert.

Nach den von Loewenthal mitgeteilten Ergebnissen wird es sich empfehlen,
auch bei Pockenepidemien normal schweren Verlaufes mit allen mikrobiologischen
Hilfsmitteln nachzupriifen, ob und unter welchen Bedingungen der Inhalt der
Pockenpustel tatsichlich keine nachweisbaren Virusmengen erhilt, ehe daraus
die von Gins (1925) angedeuteten Folgerungen auf theoretischem Gebiet gezogen
werden.

Wie notwendig es ist, alle technischen Vorsichtsmafiregeln zu beachten, ehe
eine positive Pockendiagnose abgegeben wird, zeigen nicht nur die Fehlschlige
bei Varicellendiagnosen, sondern auch die Schliisse iiber die Verwandtschaft
von Varicellen und Variola, die von Sahli (1925) zum Teil auf die zweifelhaften
Guarnieri-Befunde von Swellengrebel (1911) und Bertarelli (1909) gegriindet
werden. So erscheint heute die Aufgabe, Varicellen und Variolaerkrankungen
leichtester Form biologisch voneinander abzugrenzen, aus theoretischen und
praktischen Gesichtspunkten besonders wichtig.

Aus Loewenthals (1925) Zusammenfassung seiner umfangreichen Erfah-
rungen auf dem Gebiet der biologischen Pockendiagnose unter Berticksichtigung
der von Gins im Januar 1925 mitgeteilten Zahlen iiber 1500 Pockenuntersuchun-
gen geht hervor, daB die im ganzen recht seltenen Fehldiagnosen vorwiegend
durch die ausschlieBlich makroskopische Begutachtung der Impfstellen im
Paulschen Sublimatbad entstanden seien. ,,Sie beruhen auf unvollkommener
Untersuchung und Beurteilung; durch Verwertung aller Erfahrungen wiirden sie
wohl ganz eingeschrinkt oder vermieden werden koénnen. Beobachtungen, die
die spezifische Bedeutung sicherer Guarnieri-Kérperchen fiir den Nachweis von
Variola- bzw. Vaccinevirus in Frage stellen und ihr Vorkommen bei anderen
Infektionen annehmen lassen kénnten, liegen bisher nicht vor.*
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Eine Vereinfachung des Nachweises der- bisher allein fiir Variola-Vaccine
als spezifisch erwiesenen Gebilde, der Guarnieri-Kérperchen, bleibt deshalb
erstrebenswert. Versuche von Blunck (1925) sowie von Wasielewski und
Zander (1925), die in dieser Richtung zunéchst an Vaccinehornhéuten angestellt
wurden, deuten darauf hin, dafl unsere Technik noch entwicklungsfihig ist. Die
von Wasielewski und Zander empfohlene Frischfirbung mit essigsaurem
Krystallviolett hat sich auch bei der Untersuchung variolisierter Hornhéute in
einer allerdings bisher beschrinkten Zahl von Versuchen mit dem milden
Schweizer Pocken-Material bewahrt.
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1. Vorbemerkungen.

Die Anschauungen iiber das Wesen der Pockenimmunitit haben sich im
Laufe des letzten Jahrzehnts gedndert. Zwar sind wir auch heute noch weit
davon entfernt, dieses groBe biologische Problem ganz oder selbst nur in seinen
wichtigsten Teilen klar zu durchschauen, doch hat die neuere experimentelle
Forschung zu entscheidenden Fortschritten gefithrt. Diese Fortschritte gipfeln
vor allem in der Erkenntnis, daf man die scheinbar gut begriindete Vorstellung
von der histogenen Natur der Variola- und Vaccineimmunitit nicht mehr in
gleichem Umfange aufrechterhalten kann.

In dem Referat, das Siipfle vor etwa 10 Jahren in diesen Jahresberichten
iiber den damaligen Stand der Frage erstattet hat, kam er zu dem Ergebnis,
daB der wohl zuerst von Prowazek vertretene Standpunkt, in der Pocken-
immunitdt den Ausdruck einer reinen Gewebsimmunitit zu erblicken, durch alle
unsere Erfahrungen und Experimente hinreichend gestiitzt sei, und schloB sich
auch seinerseits diesem Standpunkt an. Das war in der Tat die Auffassung
der meisten, wenn nicht aller Forscher, und gerade die Pockenimmunitit galt
gewissermaBen als das klassische Beispiel einer nicht durch Antikérperbildung,
sondern durch cellulire Unempfinglichkeit bedingten Immunitit.
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Es waren namentlich zwei Griinde, welche zur Anerkennung der Gewebs-
immunitédt bei Variola und Vaccine zwangen und anderen Erkldrungsversuchen
von vornherein die Berechtigung abzuschneiden schienen. Einmal ndmlich wurde
immer wieder gezeigt, dafl das Vaccinevirus bei Verimpfung auf empfingliche
Individuen sich nicht von der Injektionsstelle aus, etwa auf dem Wege der Blut-
bahn, weiter verbreitet, sondern rein lokal zur Wirkung gelangt. Speziell im
Tierexperiment ergab sich stets das gleiche Resultat, daBl selbst nach intra-
venoser Injektion das Vaccinevirus auBerordentlich rasch aus der Blutbahn ver-
schwand und nach kurzer Zeit weder im Blut noch in den inneren Organen
mehr nachgewiesen werden-konnte. Vereinzelte Beobachtungen, wobei sich hin
und wieder einmal das Virus in dem einen oder anderen Organ auffinden lie8,
anderten nichts an der Regel des raschen Zugrundegehens des Virus und wurden
eben nur als bedeutungslose Ausnahmen gewertet.

Im Zusammenhang hiermit erblickte man in dem Deckepithel der Haut
oder auch der Schleimhaut das einzig empféngliche Gewebe des Organismus,
und nichts schien einleuchtender, als daf mit demjenigen Organ, das von dem
Virus angegriffen wird, auch Sitz und Wesen der Immunitét gekennzeichnet
sei. Die Vorstellung von der iiberragenden und ausschlieBlichen Bedeutung der
Haut fiir Infektion und Immunitat bei Variola und Vaccine fand weiterhin ihre
wichtigste experimentelle Stiitze in dem unter dem Namen des Calmette-
Guérinschen Versuchs bekanntgewordenen Phanomen. Wenn, wie diese Autoren
feststellten, nach intravendser Vaccineinjektion bei Kaninchen eine Pustel-
bildung an irgendeiner Hautstelle dadurch hervorgerufen werden kann, daf
man diese Stelle zuvor z. B. durch Reiben mit Sandpapier verletzt, so glaubte
man hierin eben den Beweis zu sehen, daBl das Hautorgan die Pridilektions-
stelle fiir den Angriff und die Ansiedling des Virus abgibt.

Der zweite Umstand, der den histogenen Charakter der Pockenimmunitit
beweisen sollte, war die Sonderstellung der Cornea, die fast ausnahmslos
von allen Autoren bestatigt wurde. Die Hautimmunitit, die durch Cutan-
infektion den Versuchstieren verliechen wird, teilt sich, wie man nachgewiesen
zu haben glaubte, der Cornea nicht mit, und ebensowenig hatte die Cornea-
immunitat eine Hautimmunitét zur Folge.

Wiéren beide Beobachtungen zutreffend und miiiten wir es als Tatsache hin-
nehmen, daBl das Variola-Vaccinevirus ausschliefilich zu dem Hautorgan eine
spezifische Affinitdt besitzt, und daf Hautimmunitit und Corneaimmunitét
keinerlei Beziehungen zueinander haben, so wire in der Tat die Immunitét gegen
Variola und Vaccine kaum anders zu deuten, als durch eine tiefgreifende Wand-
lung in der Empfanglichkeit des Gewebes.

Beide Beobachtungen treffen aber nicht zu. Und darin liegt der bedeutsame
Fortschritt, den die letzten Jahre gebracht haben. Weder die rein lokale, auf die
Haut beschrankte Wirkung des Virus ist vorhanden, noch kann die Lehre von
der Sonderstellung der Cornea aufrechterhalten werden. Es 148t sich vielmehr
zeigen, um diese wichtigen Tatsachen schon hier in den Vordergrund zu riicken,
daB auch das Vaccinevirus durch Generalisierung die meisten Organe angreift
und daB eine ausgesprochene und regelmifige Wechselwirkung zwischen
Haut- und Corneaimmunitit besteht. Es wird die Aufgabe der folgenden
Ausfithrungen sein, das durch zahlreiche Experimente erschlossene Tatsachen-
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material, das sich vorwiegend auf diese beiden Punkte bezieht, kritisch zu
besprechen.

Wenn es sich auch als notwendig erweisen mag, gelegentlich auf dltere Ar-
beiten zuriickzugreifen, so soll in der Hauptsache doch nur das beriicksichtigt
werden, was seit dem Jahre 1914 zu den einschligigen Fragen beigebracht worden
ist. Hinsichtlich der fritheren Literatur sei namentlich auf das Referat von
Siipfle verwiesen, sowie auf die zusammenfassenden Darstellungen von Paschen
und von Tomarkin und Carriére.

2. Generalisierung des Virus der Variola und Vaceine.

Der Gedanke, daB ein Infektionserreger nur zu ganz bestimmten Geweben
eine spezifische Affinitit besitzt, ist von vornherein naheliegend. Wenn man
sieht, wie gewisse Infektionserreger ausschlieBlich Erkrankungen der Darm-
schleimhaut, andere solche der Haut, wieder andere Erkrankungen der Lungen
oder des Nervensystems oder der serésen Haute usw. herbeifithren, so wird die
Vorstellung von dem wohlumschriebenen ortlichen Charakter der Infektion und
damit auch der Immunitdt dem Forscher geradezu aufgedringt. Fiir die In-
fektion finden wir denn auch diese Auffassung zuerst, und am schérfsten viel-
leicht, von Ehrlich in seiner Rezeptorenlehre zum Ausdruck gebracht. Ahn-
liche Anschauungen haben sich allméhlich immer weiter verbreitet, und heut-
zutage spielt in den Veréffentlichungen der Immunitétsliteratur das Problem
der lokalisierten Infektion und der histogenen Immunitédt eine hervorragende
Rolle. Ohne an dieser Stelle auf Einzelbeispiele einzugehen, darf aber wohl
gesagt werden, daB beweisende Beobachtungen von rein cellulirer Immunitét
vielleicht noch gar nicht vorliegen, und da namentlich der Zusammenhang fiir
jede einzelne Infektionskrankheit sorgfiltig analysiert werden mufl. Was fiir die
eine gilt, braucht keineswegs fiir eine andere zu gelten, und es ist zunéchst nicht
von der Hand zu weisen, daf eine Immunitit, bei der wir Antikérperbildung
iiberhaupt nicht festzustellen vermdgen, durch andere biologische Ursachen be-
dingt sein kénnte, als eine solche, in deren Begleitung wir regelméBig spezifische
Antikérper auftreten sehen. Hier ist wohl gerade die Pockenimmunitét ein iiber-
aus lehrreiches Beispiel, wie vorsichtig man in der Beurteilung experimenteller
Ergebnisse sein muB, und wie die Entdeckung einer einzigen Tatsache unter
Umsténden alle friitheren Vorstellungen iiber den Haufen werfen kann.

Die Frage der Generalisierung liegt fiir das Virus der Variola und das der
Vaccine nicht ganz gleich. Niemand bezweifelt, daBl bei der Variola das Virus
auf dem Wege der Blutbahn weiter verbreitet wird, denn das geht schon aus
den klinischen Erscheinungen und den Besonderheiten des Exanthems, sowie
aus den fritheren Beobachtungen iiber denVerlauf derVariolation klar hervor. Uber-
dies wurden durch Verimpfung von Pockenblut und Pockenorganen auf Ver-
suchstiere (Affen, Kaninchen) vielfach positive Resultate erhalten. Nach diesen
Versuchen schien freilich das Variolavirus nur voriibergehend und in geringer
Menge in Blut und Organen vorhanden zu sein.

Zu diesen #lteren Experimenten, welche jedenfalls das Kreisen des Variola-
virus im Blute und seine Ansiedlung in verschiedenen Organen erwiesen haben,
sind neuerdings Versuche von Kyrle und Morawetz hinzugekommen, welche
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durch Verimpfung des Blutes von Pockenkranken auf Affen namentlich iiber
die Dauer der Infektiositit des Blutes AufschluB bringen sollten. Die Autoren
ziehen aus ihren Ergebnissen den SchluB, daB das Variolavirus zu allen Zeiten
wahrend der Erkrankung eines Individuums in der Blutbahn vorhanden ist.
Auch mit dem Auftreten des Exanthems verschwindet das Virus nicht aus dem
Blut. Im Initial- und Eruptionsstadium, im Stadium der Suppuration und
Abborkung erwies sich das Blut als infektiés. Eine Bestatigung dieser Beob-
achtungen, die hinsichtlich der Dauer der Anwesenheit des Virus im Blute mit
anderen Erfahrungen nicht ganz iibereinstimmen, wire um so mehr erwiinscht,
als die von den Autoren ihren Experimenten gegebene Deutung gewisse Ein-
wiande zulaBt. Die erfolgreiche Infektion der Versuchstiere, die mit 5—10 ccm
Blut intravenos geimpft wurden, zeigte sich nach Kyrle und Morawetz in
dem Auftreten eines Exanthems und einer Allgemeinreaktion, sowie in dem posi-
tiven Ausfall des Komplementbindungsversuchs. Indessen fiihren die Autoren
selbst an, da das Exanthem vielfach so spirlich, voriibergehend und atypisch
war, daB die Diagnose eines spezifischen Pockenexanthems zweifelhaft bleiben
muBte. Fir das Komplementbindungsverfahren aber findet sich keine Kon-
trolle angegeben, die den Variola-spezifischen Charakter der Reaktion erst sicher-
gestellt hitte, und endlich lassen die eigentiimlichen Immunitétsverhaltnisse
der mit dem Pockenblut geimpften Affen die Frage laut werden, ob die Reaktion
der geimpften Tiere wirklich immer als der Ausdruck einer Infektion mit Variola-
virus zu betrachten war. Insbesondere wurden die Tiere nach intravendser
Impfung gegen eine wiederholte intravendse Infektion nicht immun, was der
allgemeinen Erfahrung des Tierexperimentes widerspricht.

In anderer Weise sind Barikine und seine Mitarbeiter vorgegangen. Sie
haben mit einem Variolavirus experimentiert, das auf dem Wege der ,,Selek-
tion* durch Tierpassage bei Kalbern zu hoher Virulenz gebracht worden war
und nach cutaner Verimpfung die Tiere mitunter in 4—5 Tagen totete. Wurden
die infizierten, schwerkranken Tiere 12—24 Stunden vor dem zu erwartenden
Tode getotet, so konnte das Virus oft in simtlichen Organen durch cutane Ver-
impfung auf Kaninchen nachgewiesen werden. Namentlich fanden sich Milz,
Lymphdriisen und Nieren infiziert. Auch im Gehirn war das Virus enthalten.
Durch Verimpfung auf den Kaninchenhoden und weitere Hodenpassagen wurde
schlieBlich eine so erhebliche Virulenz erreicht, daB bei einseitiger Impfung
auch der andere Hoden spezifisch erkrankte und das Virus in das Gehirn iiber-
ging. Die Autoren schreiben der Virulenz des Erregers die entscheidende Bedeu-
tung fiir sein Generalisierungsvermégen zu und erblicken in seiner organotropen
Abstimmung, im Gegensatz zu Levaditi, nur ein sekundires Phanomen. Es
wird hierauf spéter noch zuriickzukommen sein.

Auch diese neueren Experimente bestitigen also jedenfalls, daB das Virus
der Variola durch den Blutkreislauf verbreitet wird und in inneren Organen,
nicht nur in der Haut, zur Ansiedlung kommt.

Es blieb zu untersuchen, ob das gleiche fiir das Vaccinevirus zutrifft. Das
brauchte durchaus nicht der Fall zu sein. Wenn man vielleicht auch die Ver-
mutung hegen konnte, daf hinsichtlich der Verbreitungsweise keine durchgreifen-
den Unterschiede bestinden, da Vaccine und Variola ja nur biologische Modifi-
kationen des gleichen Virus darstellen, so ist eben doch andererseits das wesent-
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liche klinische Merkmal der Vaccine, daf3 sie sich nach cutaner Impfung nur
ganz ausnahmsweise generalisiert. Mit Recht weist allerdings Gins verschie-
dentlich darauf hin, daB bei Mensch und Kaninchen im AnschluBl an die Vaccina-
tion haufig genug eine Anschwellung der regionéiren Lymphdriisen eintritt, und
daf} bei kraftig geimpften Kaninchen fast regelmifig eine Milzschwellung nach-
gewiesen werden kann. Hier hatten wir also Verdnderungen, die nicht mehr
rein lokaler Natur sind und entschieden auf eine Generalisierung der Vaccine
hindeuten. Eigeniimlich ist es, da die fritheren Experimente in dieser Hinsicht
keine rechte Klarheit gebracht haben. Zwar liegen eine Reihe von Mitteilungen
iiber positive Befunde vor, Fille also, in denen man mit Blut oder Organen cutan
infizierter Tiere bei anderen Tieren, wie Kélbern, Affen, Kaninchen, spezifische
Vaccineinfektion hervorrufen konnte (L. Pfeiffer, Frosch, Vanselow,
Freyer u. a.); die groBe Mehrzahl aller Autoren aber hatte nur MiBerfolge zu
verzeichnen und gelangte zu dem Resultat, dafl ein Kreisen des Vaccineerregers
im Blute nicht nachgewiesen werden kann (vgl. Siipfle). Selbst nach intra-
venéser Einfilhrung verschwindet das Virus, wie der Calmette - Guérinsche
Versuch zu lehren schien, sehr rasch aus der Blutbahn. Es wurde also der Stand-
punkt vertreten, daBl das lokal inserierte Vaccinevirus sich gew6hnlich nur an
seiner Haftstelle vermehrt, ohne in den Kreislauf iiberzugehen.

In gréBeren Versuchsreihen haben Ginsund Weber die Frage von neuem auf-
gegriffen. Sie untersuchten das Verhalten des Vaccinevirus im Korper des Kanin-
chens nach intravenéser Injektion und fanden hierbei zunichst die Resultate
von Calmette und Guérin nur teilweise bestitigt. Es gelang ihnen zwar, in
einer beschrinkten Zahl von Fillen positive Ergebnisse zu erzielen, also an Haut-
stellen, die durch Rasieren oder Ausrupfen der Haare vorbereitet worden waren,
Pusteleruption hervorzurufen, die Mehrzahl der Versuche verlief indessen er-
gebnislos oder zweifelhaft. Aus diesen Experimenten kann somit kaum gefolgert
werden, daB sich das Virus schnell und mit Vorliebe in dem Hautorgan ansiedelt,
um so weniger, als die Autoren die Enthaarung und Verletzung der Haut immer
frithzeitig, 1—5 Stunden nach der Infektion, vorgenommen haben. Die weiteren
Versuche, welche ihnen iiber das Schicksal des intravends injizierten Vaccine-
erregers Aufschlufl bringen sollten, ergaben, daf selbst nach Einspritzung gré8ter
Virusmengen (bis zu 50 ccm einer 1 : 20 verdiinnten Glycerinlymphe) 1—5 Stun-
den spiter das Virus niemals mehr im Blute nachgewiesen werden konnte, da-
gegen hiufig in der Milz, zum Teil reichlich, und ganz ausnahmsweise in anderen
Organen. In der Leber wurde das Virus 2 mal angetroffen, niemals im Knochen-
mark. Nach 24 Stunden wurde das intravends eingespritzte Virus im Korper des
Versuchstieres iiberhaupt nicht mehr wiedergefunden. Ahnliches beobachtete Gins
spater auch bei Meerschweinchen. Die Autoren folgern daher aus ihren Ver-
suchen, daB das Vaccinevirus, auch wenn man es direkt in den Blutstrom bringt,
offenbar rasch zugrunde geht und dafB die gelegentlich nach dem Vorgang von
Calmette und Guérin zu erzielende Hauteruption durch vereinzelte Keime
veranlaBt wird, die sich in die Hautcapillaren gerettet haben. Sie kommen also
beziiglich der Generalisierung der Vaccine im wesentlichen zu einem negativen
Resultat und bestitigen die alten Anschauungen, wenn sie andererseits auch
keineswegs engere Beziehungen des Virus zur Haut festzustellen vermochten.
Es sei indessen schon hier hervorgehoben, daf Gins bei Verwendung von Roh-
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lymphe (nicht Glycerinlymphe) bei Kaninchen und besser noch bei Meerschwein-
chen im Anschluf an die intravenose Injektion grofer Vaccinemengen eine
typische Vaccineinfektion der Hornhaut auftreten sah, wenn die Hornhaut
zuvor steril verletzt wurde, und zwar 3—7 Tage nach der Injektion. Diese Be-
obachtung ist in mehrfacher Hinsicht von Interesse. Sie zeigt, gewissermaflen
als Calme tte - Guérinscher Versuch an der Hornhaut, daB auch die Cornea,
genau wie die Haut, zur Ansiedlung des kreisenden Virus geeignet ist, sobald
nur durch Scarifikation ein Locus minoris resistentiae geschaffen wird; sie weist
aber ferner und vor allem darauf hin, dal das Vaccinevirus durchaus nicht so
rasch zugrunde geht. Denn gerade der Umstand, dafl das Virus erst vom dritten
Tage an in der Cornea auftritt, in den ersten 2 Tagen nach der Injektion aber
noch nicht, kann, wie auch Gins selbst annimmt, wohl nur so erklart werden,
daf infolge der geringen Blutversorgung der Hornhaut das Virus langsam in
diese eindringt, wo es dann bis zum 7. Tage durch den Scarificationsversuch
nachgewiesen werden kann. Ob es wihrend dieser Periode, also vom 3.—7. Tage
nach der Infektion, einfach in der Hornhaut abgelagert bleibt und nur auf eine
Liasion der Cornea hin manifest wird (Gins), oder ob es nicht auch weiter im
Blute kreist, 1at sich auf Grund dieser Beobachtung allein nicht entscheiden.
Das letztere ist nach anderweitigen Experimenten, von denen spiter die Rede
sein wird, durchaus méglich. Denn dafl die Ha ut nur wahrend der ersten 24 Stun-
den nach intravendser Viruseinverleibung auf sterile Léasion mit Vaccineeruption
reagiert, ist kein Gegengrund und beweist, streng genommen, nicht das Fehlen
des Virus im Blut. Einmal konnten sehr wohl geringe Vaccinemengen, die noch
auf die Cornea wirken, in der Haut nicht mehr infektionsfahig sein, und ferner
setzen die Immunisierungsvorginge in dem Hautgewebe erwiesenermaflen viel
frither ein als in der Cornea.

Es liegen nun aber in der Tat Beobachtungen in groflerer Zahl vor, die unzwei-
deutig die Generalisierung des Virus erkennen lassen. So fand Camus, daB bei
Kaninchen kleinere Mengen von Vaccine, intravends injiziert, nach etwa 3 Tagen
an den Schleimhduten von Lippen, Zunge und Geschlechtsorganen Pustelbildung
hervorrufen, und in gleicher Weise vermochte er auch bei Meerschweinchen,
Hund, Katze, Pferd, Rind und Affe durch intravenése Injektion von Vaccine-
virus allgemeine Vaccineinfektion zu erzeugen. Uhlenhuth und Bieber sahen
Ahnliches bei Rindern, die nach intravendser und cutaner Behandlung mit Vaccine
regelmiBig nach Verlauf von 7—16 Tagen in Maul und Umgebung Pusteln,
Papeln und rote Flecken bekamen, Efflorescenzen, deren spezifischer Charakter
durch erfolgreiche Verimpfung auf Kaninchen und Meerschweinchen erwiesen
werden konnte. Aus den Versuchen von Camus und Uhlenhuth und Bieber
geht zum mindesten hervor, daB das Vaccinevirus nach einem Latenzstadium
von zum Teil recht betrachtlicher Dauer Allgemeinerscheinungen hervorzurufen
vermag, also keineswegs rasch zugrunde geht. Koénnte man allenfalls noch ein-
wenden, daB8 die Generalisierung sich hierbei nur auf Haut und Schleimhiute
beschrankte, so ist von anderer Seite der Nachweis des Virus auch in inneren
Organen erbracht worden. Watanabe gibt an, daBl er nach intravendser In-
jektion von Vaccine (Kaninchen) héufig papulose Hauteruptionen sowie Blés-
chen und Pusteln an den Schleimhéuten von Lippen, Zunge und Gaumen auf-
treten sah, die spiater ulcerierten. Aber auch mit dem Nachweis des Virus in
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inneren Organen hatte er Erfolg, und zwar stellte er fest, dall das Virus zunéchst
verschwindet, dann aber vom 4. bis zum 9. Tage nachweisbar wird. Das Virus
wurde in Haut, Schleimhaut, gelegentlich auch in der Leber, Milz und Nieren
gefunden, niemals im Blut, Knochenmark, Herzmuskel und Gehirn. Beson-
ders umfassende Experimente stammen sodann von Ohtawara, der sich
zum Nachweis des Virus im Blute des von Henseval, Paschen und namentlich
Noguchi, wenn auch zu anderem Zwecke, verwendeten Verfahrens der Hoden-
impfung bediente. Der Hoden des Kaninchens ist nach seinen Erfahrungen
ein viel feineres Reagens als Haut und Cornea und daher gerade zum Nachweis
kleiner Virusmengen besonders geeignet. Bei positivem Befunde wurden die
an sich schon charakteristischen Verdnderungen des Hodens noch iiberdies durch
erfolgreiche Verimpfung des durch Kastration gewonnenen Materials auf die
Haut von Kaninchen und Kilbern als spezifische bestiatigt. Auf diese Weise
konnte gezeigt werden, daBl nach Cutaninfektion des Kaninchens, und zwar
sowohl bei ausgedehnter Flichenimpfung als auch bei einer auf die Nasolabial-
gegend beschrankten Impfung das Virus schon am folgenden Tage in der Blut-
bahn auftritt und daselbst mindestens 10 Tage lang nachweisbar bleibt. Dabei
ist Pustelbildung fiir den Ubertritt des Virus in das Blut nicht erforderlich,
denn das Resultat war das gleiche, wenn die Infektion an der rasierten Ohrspitze
erfolgte und das Ohr am nichsten Tage an der Wurzel abgetragen wurde. Da
das Virus auch in inneren Organen gefunden wurde und anscheinend sogar —
an der Stirke der Hodenreaktion gemessen — in groBerer Menge als im Blute
des gleichen Tages, so findet wahrscheinlich in den Organen eine Vermehrung
des Virus statt. Auch beim Menschen (Kind) konnte in einem daraufhin unter-
suchten Falle 7 Tage nach der Vaccination das Virus im Blut nachgewiesen
werden. Endlich sahen Huon und Placidi nach intensiver Riickenhaut-
impfung mit einer hochvirulenten Vaccine bei Kaninchen eine Generali-
sierung des Virus eintreten, die nach-4—5 Tagen den Tod der Tiere unter
cerebralen Erscheinungen herbeifithrte. Mundschleimhaut und Zunge waren
mit Vaccinepusteln bedeckt, die Meningen wiesen capillare Blutungen auf, das
Gehirn enthielt das Virus und rief bei weiterer Verimpfung typische Vaccine-
eruption hervor.

Uber 2 Falle von Impfblatternrezidiv beim Menschen wird neuerdings von
Meder berichtet. Hierbei traten 33 bzw. 44 Tage nach der Impfung von neuem
Pusteln im Bereich der Impfstelle auf, was von dem Autor wohl mit Recht auf
eine nur partielle Immunisierung des Korpers bei dem ersten Ausbruch und
einen Nachschub durch Selbstinfektion zuriickgefiihrt wird. Derartige, immerhin
recht seltene Beobachtungen weisen, wie man sie auch deuten mége, gleichfalls
auf eine lingere Haltbarkeit des Vaccinevirus im Korper des Menschen hin.

Die Ausscheidung des Virus mit dem Harn will Yokota bei Kaninchen nach
Cutanimpfung konstatiert haben, wogegen anderen Autoren (Gins, Watanabe)
bei intravendser Injektion nur negative Resultate zu verzeichnen hatten. Inwie-
weit die Beobachtung Ponndorfs, daB ein Kaninchen nach stomachaler Infektion,
namlich durch Abknabbern der Borken eines geimpften Tieres, universelle Pusteln
bekam, als beweiskraftig angesehen werden kann, 148t sich aus seiner kurzen
Mitteilung nicht entnehmen. Auch die von Salmon angegebene Tatsache,
daB das Virus von der Conjunctiva des Kaninchens oft weiterverbreitet werde
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und zur Entstehung von Vaccinepusteln an Nase, Lippen und Geschlechtsteilen
fithre, ist vielleicht, wie der Autor selbst hervorhebt, mit einer #uBeren Uber-
tragung zu erkldren und beweist daher nicht einwandfrei die himatogene Genera-
lisierung. Erwéhnt sei, da Torikata im Blute vaccinierter Rinder antigene
Substanzen nachweisen konnte, wogegen Jonescu und seine Mitarbeiter bei
Untersuchung der verschiedenen inneren Organe von 5 stark geimpften und
entbluteten Kilbern nur einmal einen positiven Befund erhoben haben.

Mogen also auch manche Forscher zweifelhafte oder negative Resultate
gewonnen haben, so diirfte doch schon aus den bisher angefithrten Arbeiten in
Verbindung mit &lteren positiven Befunden das eine zu entnehmen sein, daf3
das Vaccinevirus sich sehr wohl im Korper zu verbreiten und in
einer Reihe von Organen, nicht allein in der Haut, eine Zeitlang
zu halten vermag. Wenn hieriiber noch ein Zweifel bestehen konnte, so haben
Levaditi und Nicolau in ihren systematischen Untersuchungen iiber die
Neurovaccine, deren Resultate in einer fortlaufenden Serie von Veroffentlichungen
und in einer groferen zusammenfassenden Arbeit bekanntgegeben wurden, den
Vorgang der Generalisierung weitgehend gekliart. Ob es sich hierbei nur um
besondere Eigenschaften der Neurovaccine handelt, also eines durch Hirnpassage
modifizierten Virus, oder um eine der Vaccine ganz allgemein zukommende
Wirkung, soll zunichst unerértert bleiben. Aus zahlreichen Beobachtungen
der Autoren geht hervor, dafl die Neurovaccine beim Kaninchen stets zur Genera-
lisierung fiihrt, auf welchem Wege auch die Infektion vorgenommen wird. So
fand sich nach intravendser, intraarterieller oder trachealer Injektion das Virus
in Haut, Hornhaut, Brustdriise, Zentralnervensystem, Lunge, Leber (spérlich),
Nebennieren, Speichel und stets reichlich in den Geschlechtsdriisen (Hoden und
Ovarium). Die Virulenz des Speichels ist, wie sich zeigen lieB, bedingt durch
Infektion der Mund- und Rachenschleimhaut, das Virus wird nicht von der
Speicheldriise sezerniert. Niemals gelang der Nachweis in Blut, Knochenmark,
Driisen und Muskeln, nur je zweimal in Milz und Nieren. Es sind also nach
Levaditi und Nicolau in erster Linie die ektodermalen Bildungen, welche eine
Empfanglichkeit fiir das Virus besitzen, wihrend das Mesoderm meistens ganz
frei bleibt. Hervorgehoben sei, daB die Neurovaccine nach intravenoser In-
jektion genau wie die Dermovaccine (Calmette und Guérin, Camus u.v. a.)
an priaparierter Hautstelle eine Pusteleruption hervorruft und ebenso an der
durch X-Strahlen gereizten Cornea eine spezifische Reaktion auslost, was mit
dem von Gins fiir die Rohlymphe des Kalbes bei steriler Scarification der Cornea
erhobenen Befunde iibereinstimmt. Die Generalisierung des Virus erfolgt, was
weiterhin von Wichtigkeit ist, nicht nur nach Blutinfektion (intravends, intra-
arteriell), sondern auch bei lokaler Insertion der Vaccine, indem z. B. nach Haut-
impfung das Gehirn virulent wird oder umgekehrt nach Impfung einer Hirn-
hemisphire auch die andere Hemisphare, Riickenmark, Haut und Speichel nach
wenigen Tagen das Virus enthalten ; die tracheale Infektion hat an vorher rasierter
Hautstelle Vaccineeruption zur Folge, Impfung des Nerven (N.ischiadicus)
macht Gehirn und Riickenmark virulent.

Vom allgemein biologischen Standpunkt bietet es Interesse, daB sich das
Variola- und Vaccinevirus hinsichtlich seiner Tendenz zur Generalisierung ganz
so verhilt wie das Virus der Gefliigelpocken, sich dagegen von dem ihm sonst
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nahestehenden Herpes-Encephalitisvirus einigermaflen unterscheidet. Dal bei
Gefliigelpocken das Virus in den verschiedensten Organen anzutreffen ist und
sich hier zum Teil aufBlerordentlich lange lebensfahig halt, ist bekannt und
durch Sanfelice und Lipschiitz neuerdings wieder bestéitigt worden. Lusena
konnte sogar zeigen, dafl auch im Koérper des Kaninchens das Taubenpocken-
virus lingere Zeit generalisiert haltbar bleibt. Demgegeniiber sind, wie Teissier,
Gastinel und Reilly gefunden haben, die meisten Organe des Kaninchens
fiir die Herpesinfektion unempfianglich, selbst bei direkter Einspritzung haftet
das Virus in ihnen nicht, ruft auch keinerlei histologische Verénderungen her-
vor, sondern wird einfach zu den empfinglichen Geweben, hauptsichlich dem
Zentralnervensystem, weitergeleitet. Abgesehen von Haut, Cornea, Hoden und
Zentralnervensystem findet das Herpesvirus nur in den Nebennieren die Be-
dingungen zur Vermehrung und pathogenen Wirkung, worin sich wiederum die
Verwandtschaft mit dem Vaccinevirus duflert, das ebenfalls zur Lokalisation in
den Nebennieren neigt, im iibrigen aber, wie erwahnt, eine wesentlich grofere
Tendenz zur Generalisierung besitzt.

Die Verbreitung des Virus vollzieht sich, wie Levaditi und Nicolau be-
tonen, unter Umsténden ziemlich rasch. Sie fanden es in den Organen, wenn
sie die Tiere nach 6—10 Tagen téteten, doch erhielten sie auch schon friiher
positive Resultate. In den Geschlechtsdriisen war das Virus am 2. Tage nach-
weisbar, in einem Falle sogar schon nach 3/, Stunden. Vor allem aber sprachen
die charakteristischen histologischen Veranderungen gerade auch in Hoden
und Ovarium dafiir, daB das Virus in den Organen nicht einfach ab-
gelagert wird, sondern das Gewebe angreift und sich vermehrt.

Wie es scheint und wie ja auch mehrere der bereits besprochenen Verétffent-
lichungen erkennen lassen, ist die Generalisierung des Vaccinevirus nicht nur
an die biologische Modifikation der Neurovaccine gebunden. Zwar sind bis-
weilen gewisse Unterschiede vorhanden, und Levaditi und Nicolau halten
gegeniiber anderweitigen Angaben an dem besonderen Charakter der Neuro-
vaccine und ihrer ausgesprochen neurotropen Wirkung fest, doch konnten Burnet
und Conseil sowie Blanc und Caminopetros fiir die gewShnliche Glycerin-
lymphe ein ganz analoges Verhalten konstatieren, und Lucksch kommt neuer-
dings auf Grund von Kaninchenversuchen mit verschiedenen Proben von Vaccine
gleichfalls zu dem SchluB}, daB sich eine cerebrale Infektion nach subduraler
oder cornealer Impfung selbst mit stark verdiinnter Lymphe (1 : 100) leicht
erzielen 14B8t. Da iiberdies Lucksch zu seinen Experimenten dadurch veranlaft
wurde, daB 3 Kinder kurze Zeit nach der Impfung mit gewohnlicher Glycerin-
lymphe an Encephalitis erkrankt und gestorben waren, so kénnte man daran
denken, daB die Dermovaccine bei dem Menschen ebenfalls gelegentlich einmal
neurotrope Wirkung zu &uflern vermag.

So haftet also das Vaccinevirus gewchnlich, ohne vorangegangene Hirn-
passagen, schon bei der ersten Impfung im Gehirn, was urspriinglich auch von
Calmette und Guérin sowie von Marie konstatiert worden war. Wird die
Resistenz des Gehirns durch Anaesthetica, wie Chloral, Opium, Chloroform,
herabgesetzt, so ist die Infektion besonders wirksam und fiihrt zu reicher Ver-
mehrung des Virus im Gehirn (Burnet und Conseil). Mit Dermovaccine
und Corneavaccine 148t sich nach Blanc und Caminopetros durch Hoden-
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impfung (Kaninchen) der Ubergang des Virus in das Gehirn erreichen, wie iiber-
haupt Infektionsversuche und auch die spéater zu berichtenden Immunisierungs-
versuche ihnen fiir Dermovaccine, Neurovaccine und Hodenvaccine im wesent-
lichen die gleichen Ergebnisse lieferten. Auch Nodake konnte bei Verimpfung
von Glycerinlymphe auf den Kaninchenhoden aus gewissen Immunitétserschei-
nungen eine friihzeitige Generalisierung des Virus erschlieBen. Yokota rief
durch intravendse Injektion eine vaccinale Orchitis hervor, wenn die Hoden
provokatorisch gereizt wurden.

Die” Ansicht, dal das Vaccinevirus stets lokalisiert bleibt und sich infolge
seiner dermatotropen Eigenschaften speziell nur in der Haut anzusiedeln und
zu entwickeln vermag, kann nach allen diesen Ergebnissen nicht aufrecht-
erhalten werden. Wenn Gins und Weber noch im Jahre 1916 meinten, daB
,,beim hautgeimpften Kalb und Kaninchen der Nachweis des Virus in inneren
Organen vom Zufall abhéngig ist. Meistens gelingt der Nachweis nicht*, so gilt
heute vielmehr der Satz, daB das Virus der Vaccine, gleichgiiltig wie
und von welcher Stelle es dem Organismus einverleibt wird, eine
Verbreitung und wahrscheinlich sogar Vermehrung in verschie-
denen Organen erfiahrt. Ob man das Virus intravends, intracerebral, sub-
cutan verimpft, ob man es in den Hoden einspritzt oder in die Haut und selbst
in die Cornea eintrigt, in jedem Falle ist der Nachweis der Generalisierung zu
erbringen. Es bleibt lebensfahig, bisesunter dem Einflufl der Immuni-
tatsvorginge zugrunde geht. Die natiirlichen Abwehrstoffe des Korpers
reichen zur Abt6tung des Virus anscheinend nicht aus. Interessant ist es, daB
v. Prowazek und Miyaji den Phagocyten geradezu eine Art schiitzender Wir-
kung fiir das Virus zuschreiben. Sie deuten wenigstens in dieser Weise einen Ver-
such, bei dem sie das Virus in der Peritonealhéhle des Kaninchens nach 4 Stunden
abgetotet fanden, wenn sie es den Tieren ohne weitere Vorbehandlung injizierten,
dagegen nach 5 Stunden noch lebensfshig, sobald vorher ein leukocytenreiches
peritonitisches Exsudat durch sterile Bouillon erzeugt worden war. In dem
letzteren Falle wurde das Virus phagocytiert und im Innern der Phagocyten
erst langsam abgetotet. Mag der Zusammenhang vielleicht auch ein anderer
sein als die Autoren schliefien, so wiirde nach diesem Versuch doch jedenfalls
der vernichtende Einfluf der Phagocyten auf das Vaccinevirus nur gering ein-
geschitzt werden koénnen.

Wenn somit nicht mehr daran zu zweifeln ist, daB die Vaccine sich von der
Infektionsstelle aus weiter verbreitet, so ist der Nachweis der Generalisierung im
Einzelfalle doch nicht immer leicht zu erbringen. Schon das Impf- und Prii-
fungsverfahren ist wesentlich. Zum Nachweis des Virus steht uns, bei dem bis-
herigen Versagen aller Ziichtungsversuche und der Schwierigkeit einer mikro-
skopischen Diagnose, lediglich das Tierexperiment zur Verfiigung. Inwieweit
auf diesem Wege aber auch vereinzelte Keime noch ermittelt werden koénnen,
entzieht sich einstweilen unserer Kenntnis. Es ist moglich, daB die Hoden-
impfung, wie Ohtawara angibt, die scharfste Priifungsmethode darstellt, und
es ist gewiBl nicht unwesentlich, ob auf das Virus mittels Corneaimpfung oder
Hautimpfung gefahndet wird. Auch die Art der Cutaninfektion spielt eine
Rolle, je nachdem sie z. B. in Form von Einreibungen in die nur oberfliachlich
geritzte Haut oder mit Hilfe von Scarificationsschnitten erfolgt. Mit anderen
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Worten, nur die feinste Priifungsmethode vermag unter Umstéanden die Anwesen-
heit des Virus in dem Untersuchungsmaterial zu konstatieren. Die Generali-
sierung der Vaccine wird aber auch durch eine Reihe von Faktoren beeinfluBt,
die dem Virus die allgemeine Verbreitung im Korper erleichtern oder erschweren.
Die verschiedenen Tierarten verhalten sich darin nicht gleichm#Big. Allem
Anschein nach setzt das Meerschweinchen wegen seiner geringen Empfinglichkeit
dem Haften und der Verbreitung des Virus im Kérper groBeren Widerstand ent-
gegen als andere empfanglichere Tiere. So ist es Gins und Weber iiberhaupt
nicht gelungen, Vaccine in Form von Glycerinlymphe, Rohstoff oder Kinder-
lymphe in Gehirn und Hoden des Meerschweinchens zum Haften zu bringen;
weder direkt noch indirekt (Immunitétspriifung) konnte der Nachweis des Virus
in den beiden Organen erbracht werden. Uhlenhuth und Bieber geben an,
daB die von ihnen bei Rindern beobachteten Allgemeinerscheinungen bei Meer-
schweinchen niemals auftraten. Sodann spielt neben der Virulenz des Erregers
moglicherweise, wenn auch vielleicht nicht allein und in so entscheidendem MaSe,
wie Levaditi und Nicolau annehmen, die spezifische Affinitét des Virus zu be-
stimmten Organen eine Rolle, vor allem aber kommt der Anpassung des Virus
an die Tierart gewil eine groBere Bedeutung zu. DaBl der ,,Tropismus®, je
nach Herkunft und Vorbereitung der Vaccine, zu beriicksichtigen ist und dafB
es nicht ganz gleichgiiltig ist, ob die Versuche mit einer Dermovaccine, einer
Neurovaccine oder einer Hodenvaccine angestellt werden, wird man zugeben
diirfen, auch wenn sich Differenzen in dieser Hinsicht nicht immer mit voller
Deutlichkeit ergeben haben (vgl. Burnet und Conseil, Blanc und Camino-
petros, Ohtawara u. a.). Jedenfalls bedarf diese Frage noch weiterer Priifung.
Levaditi und Nicolau fithren die Eigenschaft der Neurovaccine und ihre
ausgesprochene Tendenz zur Generalisierung, wie schon erwidhnt wurde, auf den
besonderen neurotropen Charakter dieser Virusart zuriick. Biglieri scheint
sich ebenfalls dieser Anschauung anzuschliefen. Es konnte aber auch sehr wohl
moglich sein, daB mit der fortgesetzten Gehirnpassage das Virus sich nicht nur
diesem einzelnen Organ, sondern dem Gesamtorganismus der verwendeten Tier-
art, in dem vorliegenden Falle also dem Kaninchen, anpaft. Der Virulenzgrad,
den die Autoren dem ,,virus fixe* der Neurovaccine schlieBlich verleihen konnten,
war ganz auBerordentlich; noch in der Verdiinnung 1 : 10 000 000 wirkte das
Virus bei intracerebraler Verimpfung todlich. Es wére immerhin merkwiirdig,
wenn diese hochste Virulenzsteigerung sich einzig und allein in einer isoliert
organotropen Richtung #uBern und nicht auch auf andere Organe erstrecken
sollte. DaB mit der Virulenzsteigerung fiir das Zentralnervensystem sich beim
Kaninchen nicht zugleich eine verstarkte Wirkung der Neurovaccine auf die
Haut nachweisen 148t, spricht nicht gegen diese Auffassung, und dafl die Haut-
impfung mit Neurovaccine bei Kalb und Huhn, wie Levaditi und Nicolau
fanden, im Vergleich mit der gewohnlichen Dermovaccine wesentlich abgeschwiicht
ist, spricht eher dafiir als dagegen. Auch die von Levaditi und Nicolau mit-
geteilte Beobachtung, da3 der Neurovaccine nach 1—2 ektodermalen Passagen
und gesteigerter ektodermaler Affinitat der Neurotropismus nicht verloren geht,
verdient in diesem Zusammenhang erwahnt zu werden. Und ebenso ist es
von Interesse, daB die bei Menschen (Kindern) mit Neurovaccine versuchs-
weise vorgenommenen Schutzimpfungen keinerlei Andeutung einer besonderen
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Beziehung dieser Virusart zum Zentralnervensystem ergeben zu haben
scheinen.

Alle diese Beobachtungen geben uns eine Erklarung, weshalb der Nachweis
der Generalisierung des Vaccinevirus im Korper empfanglicher Tiere bisweilen
auf Schwierigkeiten st68t und namentlich in fritheren Experimenten nur unregel-
maBig gegliickt ist. Sie lassen aber keinen Zweifel dariiber, daB auch die Vaccine
zu einer Allgemeininfektion fiihrt, die sich auf eine groBe Zahl verschiedener
Gewebe und Organe des Korpers erstreckt.

3. Generalisierung der Immunitit.

Die Analyse des Immunitétsphinomens, die in den neueren Arbeiten unter
mannigfachen Gesichtspunkten vorgenommen worden ist, hat die Erfahrungen
iiber die Generalisierung des Virus in dem Kardinalpunkt bestétigt: Nicht durch
eine engbegrenzte Unempfinglichkeit eines bestimmten Organs, entsprechend
der vermeintlichen rein dermatotropen Wirkung des Variola-Vaccinevirus, ist die
Pockenimmunitit charakterisiert, sondern durch eine Immunititdes Gesamt-
organismus. Die Ergebnisse des Immunisierungsexperimentes stimmen mit
denen des Infektionsversuchs durchaus iiberein. In beiden Fillen eine generali-
sierte Wirkung; ganz wie die Infektion ist auch die Immunitit eine allgemeine,
die sich von jeder Stelle aus allen empfénglichen Geweben und Organen mitteilt.

In dieser Hinsicht ist es von grofiter Bedeutung, daf die frither angenommene
Sonderstellung der Cornea in Wirklichkeit nicht besteht. Die Cornea
nimmt vielmehr an der allgemeinen Immunitét des Organismus, genau wie jedes
andere Organ, teil, wenn auch in einer Form und unter Bedingungen, die sich
aus den histologischen Verhaltnissen der Hornhaut, namentlich aus ihrer mangel-
haften Blutversorgung leicht erklaren lassen.

Die Verschiedenheit von Hautimmunitit und Corneaimmunitét wurde ur-
spriinglich daraus erschlossen, daf es niemals recht gelungen war, durch Cutan-
impfung bei empfinglichen Tieren (hauptsichlich Kaninchen) eine Immunitét
der Cornea herbeizufithren oder auch umgekehrt durch Impfung der Hornhaut
die Haut des Tieres fiir die Vaccination unempfinglich zu machen. Man sah
nach Hautimpfung eine Hautimmunitét eintreten, nach Corneaimpfung eine
Immunitit der Cornea, aber wechselseitige Beziehungen konnten nicht festgestellt
werden (Paschen, Siipfle, Prowazek und Miyaji u. a.).

So war es gewil folgerichtig, die Immunitét der Cornea als einen besonderen
Fall zu betrachten, der von der Hautimmunitét scharf zu trennen sei, und ebenso
verstindlich war es, wenn man in diesen Beobachtungen den Hauptbeweis fiir
den histogenen Charakter der Vaccineimmunitdt zu erblicken glaubte. Die
Immunitit eines bestimmten Gewebes schien sich selbsténdig und unabhéngig
von anderen Geweben zu entwickeln, und zwar immer nur nach voraufgegangener
Infektion dieses Gewebes selbst. Das war denn auch die Auffassung, die etwa
bis zum Jahre 1910 von vielen Autoren, insbesondere von Prowazek, Siipfle
u. a. vertreten wurde. Freilich lagen schon vereinzelte Beobachtungen vor, die
darauf hindeuteten, daB auch die Cornea von der allgemeinen Immunitdt des
Individuums mitergriffen werden kann, ohne dafl man jedoch diesen Befunden
weitere Aufmerksamkeit schenkte. So fanden z. B. Kraus und Volk bei Ver-
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suchen an Affen, daB die Cornea unter Umstinden an der durch subcutane
Impfung erzeugten Immunitit teilnimmt, und schon StrauBl, Chambon und
Ménard hatten beim Kalbe nach cutaner Impfung auch die Hornhaut immun
gefunden. Paschen sah gelegentlich Ahnliches. Es ist aber bekanntlich erst
Griiter gewesen, der durch eine besondere Versuchsanordnung dartun konnte,
daB eine scharfe Scheidung zwischen der allgemeinen Hautimmunitit und der
Hornhautimmunitéat nicht berechtigt ist und dafl es sehr wohl gelingt, auf ver-
schiedenen Wegen — indirekt — auch die Cornea zu immunisieren. Nach sub-
cutaner, cutaner und intravenoser Vaccination von Kaninchen erhielt die Horn-
haut immer einen mehr oder weniger ausgesprochenen Schutz. Wenn diese
Angaben zunichst auch auf Zweifel und zum Teil sogar Widerspruch stiefen
und in ihrer Beweiskraft bestritten wurden, so haben sie sich schlieflich doch
als vollkommen zutreffend erwiesen. Griiter selbst fand in neueren Versuchen
bei Rindern seine alteren Experimente im wesentlichen bestéitigt. Er sah nach
allgemeiner Immunisierung in Form wiederholter intravendser oder cutaner
Impfungen Hornhautimmunitéit eintreten, wobei der Immunititsgrad des Auges
im einzelnen weitgehende Schwankungen aufwies, unabhingig von Art und
Stirke der Immunisierung. Doch konnte bisweilen auch schon eine einzige aus-
gedehnte Cutanimpfung ausgesprochene Hornhautimmunitit erzeugen.
Offenbar spielen bei der Entwicklung der Hornhautimmunitét, wie gerade die
letzterwihnten Beobachtungen Griiters zeigen, verschiedenartige, wandelbare
Einfliisse mit, im allgemeinen aber sind quantitative Verhéltnisse von aus-
schlaggebender Bedeutung. Erst die experimentelle Beriicksichtigung dieses wich-
tigen Umstandes ermdglichte den sicheren Nachweis der Beteiligung der Hornhaut
an der allgemeinen Variola- und Vaccineimmunitét. Das, was z. B. von v. Pro-
wazek den Griiterschen Versuchen vorgeworfen worden war, daB3 er nimlich
die Versuchstiere wiederholt und stark vorbehandelt, dann aber nur mit einer
sehr verdiinnten (1 : 1000) Lymphe nachgeimpft habe, ist eben das Wesentliche
und Entscheidende der ganzen Versuchsanordnung gewesen. Wie wir sehen
werden, bedarf es einer mdoglichst kriftigen Immunisierung und eines moglichst
empfindlichen Priifungsmodus, um die mitunter schwachen Grade der Hornhaut-
immunitat aufzudecken. Andernfalls kann es leicht geschehen, daB die Immunitét
der Cornea sich nur unvollkommen entwickelt oder dem Nachweis entgeht.
So wird man auch an einer immunisierten Cornea stirkere Reaktionen er-
halten, wenn man die Immunitétspriifung mit einer virulenten, konzentrierten
Vaccine vornimmt, und es ist nicht weiter iiberraschend, daB v. Prowazek
bei kritischer Nachpriifung der Griiterschen Versuche zu negativen Resultaten
gelangte. Er behandelte die Tiere absichtlich nur einmal vor (subcutan, intra-
muskulir und intraperitoneal), impfte sie dann corneal mit unverdiinnter Lymphe
nach und beurteilte den Erfolg nach dem Auftreten von Guarnierischen
Kérperchen. Ein ,,positives Guarnierisches Phénomen* besagt unter diesen
Umnstidnden eben nichts fiir die vorliegende Frage, auch in einer immunisierten
Hornhaut kann es bei so gewaltsamer Vaccination zu einer Durchbrechung der
Immunitiat und zur Entwicklung der Infektion kommen. -Wenn sich in Prowa-
zeks Versuchen die Tiere gegen die Hautimpfung als immun erwiesen, so lift
sich hieraus lediglich folgern, daf die Hautimmunitit leichter, rascher und
starker zustande kommt, als die Immunitit der Cornea. Eine nicht immer ge-
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niigende quantitative Abstimmung zwischen Vorbehandlung und Nachimpfung
liefert gewif die Erklirung, weshalb auch in &lteren Experimenten der Zusammen-
hang der Hornhautimmunitdt mit der allgemeinen Immunitit meist iibersehen
worden ist. DafBl ein solcher Zusammenhang gesetzm#fBig vorhanden ist und
daB von einer immunologischen Sonderstellung der Cornea in dem friitheren Sinne
gar nicht gesprochen werden kann, ist das Entscheidende. Die Frage, warum
die Hornhaut triger reagiert als andere Organe, kommt erst in zweiter Linie.

Nun haben Siipfle und Eisner die Angaben Griiters zwar insofern be-
statigt, als es ihnen unter gewissen Bedingungen gelang, auch die Cornea mit zu
immunisieren. Sie erkannten aber die ,,partielle” Corneaimmunitét, die sie nach
wiederholten intravendsen und subcutanen Injectionen grofer Lymphmengen
oder nach einmaliger ausgiebiger Cutanimpfung und namentlich bei Kontroll-
impfung mit verdiinnter (1 : 200) Lymphe eintreten sahen, nicht als die Regel an,
weil in ihren Experimenten nach ,,legitimer Cutaninsertion* die Cornea der Tiere
empfanglich blieb. Dies stimmt indessen mit den neueren Versuchsergebnissen
vieler Autoren nicht iiberein, und es ist namentlich das Verdienst von Gins,
die Frage der Vaccineimmunitit der Cornea und ihre Rolle im Rahmen der All-
gemeinimmunitit weitgehend geklart zu haben. Durch die umfassenden Unter-
suchungen von Sato sind diese Beobachtungen nach verschiedenen Rich-
tungen erginzt worden, und auch andere Forscher, wie Condrea, Krumbach,
Nakagawa, Nodake, Murata, Okawachi u. a. fanden stets eine mehr oder
minder deutliche Teilnahme der Cornea an der allgemeinen Vaccineimmunitit.

Betrachtet man die Bedingungen, unter denen die Immunitat, speziell die
Hautimmunitit, auf die Cornea iibergreift, etwas néher, so darf als wichtiger
Gesichtspunkt die Tatsache vorangestellt werden, dal die Cornea auf indirektem
Wege schwicher und langsamer immun wird als bei direkter Immunisierung.
Die einmal vaccinierte Cornea reagiert auf eine Revaccination iiberhaupt nicht
mehr oder nur noch stark abgeschwicht, je nach Virulenz und Dosis der ver-
impften Vaccine, und zwar tritt diese Immunitat schon sehr bald, nach Ablauf
der Reaktionserscheinungen, ein, also etwa innerhalb der gleichen Zeit, in der
sich eine Hautimmunitiat nach Hautimpfung entwickelt. Ganz anders, wenn die
Cornea ihre Immunitét auf indirektem Wege erwirbt, also nach vorangegangener
cutaner, subcutaner, intravendser usw. Infektion. Die Cornea wird in diesem
Falle meist erst wesentlich spater immun, und insbesondere pflegt nach
Cutanimpfung die Entwicklung der Hornhautimmunitat hinter
der der Hautimmunitdt um ein erhebliches zuriickzubleiben. Aber
auch dann, wenn die Hornhaut immun geworden, kann zunichst der Im-
munititsgrad noch gering sein, obwohl andere Male ihre Unempfénglichkeit
fast vollstindig ist. Im allgemeinen ist die Corneaimmunitit um so
ausgesprochener, je kraftiger die Immunisierung erfolgt. Es lafit
sich also, wie namentlich Gins und Sato gezeigt haben, deutlich ein Zusammen-
hang zwischen der Stérke der immunisierenden Infektion und dem Immunitéts-
grad der Cornea konstatieren. Aber auch bei einfacher Cutaninsertion
erwirbt die Cornea unzweifelhaft Immunitat. So fand Sato bei Kanin-
chen nach einmaliger Cutanimpfung mit unverdiinnter Lymphe in ausgedehnten
Scarificationen die Cornea stets deutlich oder vollstindig immun, wenn sie mit
1:10, 1:50 oder 1 : 100 verdiinnter Vaccine geimpft wurde. Auch bei Meer-
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schweinchen entwickelte sich, nach subcutaner Impfung, eine Immunitidt der
Cornea, allerdings in schwicherem MaBe. Jedenfalls ergibt sich aus diesem
eigentiimlichen Verhalten der Hornhaut fiir den Nachweis ihrer Immunitit die
Folgerung, daBl die Priifung erst nach einem liangeren Zeitabstand mit
Aussicht auf Erfolg vorgenommen werden darf und daf fiir die Impfung der
Cornea eine entsprechend verdiinnte Lymphe zu verwenden ist. Die Cornea-
immunitéat setzt eben nach cutaner Infektion viel spéter ein als die Hautimmunitat
und kann beim Kaninchen nach den Beobachtungen von Gins bisweilen erst
nach mehreren Monaten konstatiert werden. Auch nach intravendser Impfung
tritt die Corneaimmunitat verzogert, oft nach vielen Wochen ein, deutlich spéter
als die Immunitdt der Haut. Ausnahmen kommen freilich vor. Gelegentlich
beobachtete Sato schon nach 24 Tagen voéllige Immunitit der Cornea, wobei
cutane Impfung anscheinend sicherer zum Ziele fiihrte als subcutane, Nakagawa
gibt an, dafl nach 2—3 Wochen die Immunitidt der Cornea unvollkommen, nach
3—4 Wochen sehr deutlich oder sogar vollkommen sein kann, und aus den
Versuchen von Okawachi, Murata u. a. geht hervor, daf diese relativ friih-
zeitige Entwicklung der Corneaimmunitit nicht einmal allzuselten stattfindet.
Nodake stellte in einigen Fallen von Hodenvaccination fest, daB3 die Cornea
bereits vom 13. Tage an immun geworden war.

Es kann kaum einem Zweifel unterliegen, dall die mangelhaften Er-
ndhrungs- und Zirkulationsverhéltnisse der Cornea fiir die eigen-
timlichen zeitlichen Beziehungen der Corneaimmunitit zur all-
gemeinen Immunitdt verantwortlich zu machen sind.

Zeigen die neueren Experimente also unzweideutig, da die Cornea von der
allgemeinen Vaccineimmunitdt nicht ausgeschlossen bleibt, so hat auch um-
gekehrt die Infektion der Cornea neben der Corneaimmunitit eine allgemeine
Immunitat zur Folge. Daf} durch punktférmige Impfung der Cornea die ganze
Cornea immunisiert wird, nicht etwa nur die circumscripte Partie der Impf-
stelle, ist in besonderen Versuchen durch Sato festgestellt worden. Wenn v. Pro-
wazek gelegentlich Ausnahmen beobachtet haben will, so mag es sich dabei
wohl um eine zu schwache Immunisierung gehandelt haben, die bei der Nach-
impfung mit starker Vaccine nicht zur vollen Geltung kam. Die Cornea-
immunitat greift vor allem aber auch auf die Haut iiber. Haut- und Cornea-
immunitit stehen in Wechselbeziehung zueinander. Ebenso jedoch, wie nach
Cutanimpfung die Cornea erst spat immun wird, teilt sich die Immunitét von
der vaccinierten Cornea aus nur langsam, nach etwa 1 Monat, der Haut mit.
Wiederum tritt auch bei der cornealen Immunisierung die Bedeutung des Immuni-
tatsgrades hervor. Nach schwacher cornealer Infektion entwickelt sich nur eine
schwache und nicht leicht nachzuweisende allgemeine Immunitat. Es ist von
Interesse, daB z. B. Nakagawa durchEintriufeln des immunisierenden Antigens,
eines Variola-Vaccine-Koktoimmunogens, in das Auge des Kaninchens zwar dieses
Auge, nicht aber das andere Auge immunisieren konnte und ebensowenig Haut,
Nasolabialfliiche, Naseneingang und Hoden immun fand. Obwohl die Eintraufe-
lungen 45 Tage lang, téglich in der Menge von zweimal je 2 Tropfen, vorgenommen
wurden, war der Immunisierungseffekt dieses unbelebten Agens doch offenbar
zu schwach und blieb hinter der Wirkung des belebten Virus entschieden zuriick.
Denn mit virulenter Vaccine gelingt es durch Scarification der Cornea, wie Gins
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und Sato gezeigt haben, regelmiBig auch eine allgemeine Immunitidt hervor-
zurufen. Dabei ist die Hautimmunitét stark und vollsténdig, wenn die Corneae
beider Augen vacciniert werden, sie ist schwicher bei einseitiger Hornhaut-
impfung und tritt in diesem Falle erst deutlich bei Nachimpfung der Haut mit
verdiinnter Lymphe (1:50) hervor (Sato). DaB die Corneainfektion beim
Kaninchen auch Immunitét des Gehirns bedingt, ist durch Levaditi und Ni-
colau, sowie Blanc und Caminopetros, Krumbach u.a. nachgewiesen
worden. Der Ubergang der Corneaimmunitit von einem Auge auf das andere
vollzieht sich anscheinend nicht ganz leicht, was ohne weiteres verstindlich
ist, wenn man beriicksichtigt, da8 in diesem Falle die ungiinstigen Zirkulations-
bedingungen in der Cornea sich in beiden Augen bemerkbar machen miissen.
So fanden v. Prowazek und Miyaji, sowie Sato bei einseitiger Cornea-
impfung die Hornhaut des anderen Auges nicht immun, doch hat Gins positive
Resultate erhalten und nach virulenter Vaccination der einen Cornea auch die
andere immun werden sehen, namentlich allerdings, wenn gleichzeitig die Haut
mitgeimpft wurde; damit ist aber wieder die Beweiskraft des Experimentes
hinfallig.

Es bietet eigentlich heute nichts Auffilliges mehr, wenn wir die Cornea bei
der Pockenimmunitat ihrer vermeintlichen Sonderstellung enthoben sehen. Auch
bei anderen Infektionen ist ja die Teilnahme der Cornea an der allgemeinen
Immunitat teils lingst bekannt, teils durch neue Erfahrungen sichergestellt,
und es braucht in diesem Zusammenhang nur auf die Immunitétsverhaltnisse
bei Mausesepticimie (Lo6ffler), bei Ricinvergiftung (Miyashita, Ehrlich),
bei Herpes und Encephalitis (Doerr und Véchting, Levaditi, u.a.), bei
Typhus und Paratyphus (Zoeller und Bastouil) hingewiesen zu werden. Die
histologische Eigenart der Hornhaut macht es versténdlich, daBl die von ihr
ausgehende oder zu ihr gelangende Immunitit verzogert und abgeschwicht
ist, schlieBt sie aber nicht von der Immunitét der iibrigen Organe aus. In erster
Linje ist es, wie erwahnt, wohl die unvollkommene Blutversorgung, welche die
Zirkulation der Schutzstoffe in der Cornea erschwert, und ohne hier schon auf
die Frage nach der Bedeutung der Antikorper fiir die Variola- und Vaccine-
immunitidt niher einzugehen, 146t sich leicht der Beweis erbringen, da mit ver-
mehrtem Siftestrom auch die Immunitét der Cornea gefordert, verstirkt und
in ihrer Entwicklung beschleunigt wird. So bleibt die Cornea nach cutaner
Impfung zunichst noch unempfinglich, auch wenn das Blut bereits reiche Mengen
von Antikérpern enthilt. Das Kammerwasser pflegt zu der gleichen Zeit nur
wenig oder gar nicht virulicid zu sein (Camus). Es ist daher schon frither von
Siipfle der Versuch gemacht worden, durch Entleerung des Kammerwassers
den Zustrom der Fliissigkeit zum Auge anzuregen. Er gelangte zu einem schein-
bar negativen Ergebnis. Denn wenn die Cornea mit virulenter Lymphe geimpft
wurde, sobald die vordere Kammer sich wieder gefiillt hatte, erwies sie sich
trotzdem noch immer als empfianglich. Wie indessen Nakagawa neuerdings
gezeigt hat, gelingt es doch auf diesem Wege, die Cornea schnell zu immunisieren,
wenn nur die Punktion des Kammerwassers wiederholt vorgenommen wird.
Er fand die Cornea des Auges, dessen Kammerwasser 5mal in 2téagigen Zwischen-
raumen punktiert wurde, deutlich stdrker immun als die des anderen, zur Kon-
trolle unberiihrt gelassenen Auges, ein Zeichen, dafl der angewandte Reiz die
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Immunstoffe des Blutes rascher und ausgiebiger in das sich regenerierende
Kammerwasser iibertreten 146t als unter gewohnlichen physiologischen Bedin-
gungen. Ein schon vorher von Camus ausgefiihrtes Experiment, wobei das
Kammerwasser durch antikorperhaltiges Serum ersetzt wurde und die Cornea
sich nun als immun erwies, diirfte in gleichem Sinne sprechen. Aber die Immunitét
der Cornea entwickelt sich nach cutaner oder intravendser Impfung wohl nicht
einfach infolge der Zufuhr von Antikérpern, die an anderer Stelle gebildet werden,
sondern zugleich auch als aktive und selbstéindige Reaktion auf das eingedrungene
Virus. Das Virus gelangt nur langsam hierher. Daf} hieran die Gefifarmut
der Cornea und nichts anderes die Schuld trigt, konnte Winkler durch eine
besondere Versuchsanordnung zeigen, wobei der Safteaustausch gefordert wurde.
Triufelt man ndmlich in das eine Auge eine Dioninlésung, so wird die betreffende
Cornea nach cutaner oder intravendser Vaccination gleichzeitig mit der Haut
immun, wihrend das andere, nicht dionisierte Auge noch empfianglich bleibt.
Auch fillt am dioninbehandelten Auge der Calmette - Guérinsche Versuch
schon am Tage nach der Impfung (i. v.) positiv aus, der normalerweise, wie wir
sahen, erst nach 3—7 Tagen eine Reaktion zu geben pflegt.

Genau wie die Cornea nehmen nun aber auch andere Organe an der Immu-
nitét teil, gleichgiiltig auf welchem Wege und von welchem Gewebe aus sie ent-
steht. So erwerben nach Cutanimpfung des Kaninchens aufler Haut und Cornea
zugleich Gehirn und Hoden Immunitét (Levaditi und Nicolau, Krumbach,
Nakagawa u.a.). Wahrend bei normalen Tieren die Impfung dieser Organe
zu charakteristischen Gewebsverdnderungen und zur Vermehrung und Generali-
sierung des Virus fithrt, verlauft die gleiche Infektion bei cutan vaccinierten
Individuen reaktionslos. Umgekehrt hat Hoden- oder Hirnimpfung neben der
entsprechenden Organimmunitédt auch Haut- und Corneaimmunitét zur Folge,
und daB sich im Anschlul an subcutane oder intravenose Infektion gleichfalls
eine Hautimmunitit entwickelt, wurde bereits frither erwihnt. UnregelmaBig-
keiten, wie sie Bachmann und Biglieri bei wechselseitiger Gehirn-, Hoden-,
Haut- und Corneaimmunisierung beobachteten, fallen fiir unsere Betrachtungen
nicht ins Gewicht, weil sie hauptsichlich Unterschiede betreffen, die mit der Art
des verwendeten Virus — Variola oder Vaccine — zusammenhingen. Hier spielen
also die biologischen Beziehungen der beiden Virusarten zu einander mit hinein.
Ahnliches wurde iibrigens auch von Wurtz und Huon mitgeteilt, von Gau-
ducheau und Béclére bestritten. Auch die bei Schafpocken und Gefliigelpocken
von Gins, van Heelsbergen, Toyoda u.a. angestellten Immunisierungs-
versuche betreffen vorwiegend die Wechselbeziehungen zwischen den verschie-
denen Formen von Tierpocken und beriihren daher gleichfalls ein anderes Gebiet
des Immunit#tsproblems. So darf also, namentlich nach den vielseitigen Experi-
menten von Levaditi und Nicolau mit subcutaner und intravendser Vacci-
nation, ganz allgemein gesagt werden, daf in dem einmal irgendwie infizierten
Organismus eine Immunitit sémtlicher Organe eintritt, die normaler-
weise fiir dasVaccinevirus empfanglich sind. Das Virus haftet bei dem
immunen Tiere an keiner Stelle mehr und geht rasch zugrunde. Das ist von
groBter. Bedeutung fiir den Charakter der Immunitiat: die Variolavaccine-
immunitét ist somit eine Immunitit des Gesamtorganismus, nicht die Immunitat
eines einzigen Organs.
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Mit dieser Erkenntnis steht die Tatsache in Einklang, dafl es zur Erzielung
einer Vaccineimmunitat durchaus nicht einer Pustelbildung an der Haut bedarf.
Wenn die Vaccination dem Menschen erfahrungsgemif einen um so stérkeren
Impfschutz verleiht, je kriftiger sich die Hautreaktion entwickelt, und die Im-
munitit gewissermafBlen der Zahl und GroBle der entstandenen Impfpusteln
parallel geht, so liegt hierin kein Widerspruch. Wissen wir doch, daB auch im
Tierexperiment Kraft und Menge des inserierten Impfstoffes den Immunitéts-
grad und die Dauer der Immunitat mafgebend beeinflussen, wie seinerzeit schon
durch Kelsch, Camusund Tanon konstatiert worden ist. Diese Beobachtungen,
die unzweifelhaft praktisch wichtige Gesichtspunkte beriihren, werfen nur auf
quantitative Verhéaltnisse bei der Pockenimmunitét ein Licht, geben aber iiber
das Wesen des Immunitatsvorgangs keinen AufschluB. Und wenn neuerdings
gar gelegentlich geduBlert wird, dafl wohl niemand auf den Gedanken kommen
wiirde, eine Pockenschutzimpfung etwa auf subcutanem Wege vorzunehmen,
weil die Variola-Vaccineimmunitiat eine Funktion des Hautorgans sei (B6hme,
Hoff), so ist dieser fiir abwegig erklarte Gedanke eben tatsichlich durchaus
berechtigt und im Experiment und in der Praxis auch schon langst verwirk-
licht worden. Die alteren Untersuchungen von Chauveau, Raynaud, Froéh-
lich, Casagrandi, Strauss, Chambon und Ménard, Kraus und Volk,
Calmette und Guérin, Knépfelmacher u. a. beweisen dies, neuere Experi-
mente bestatigen es (Gins, Sato, Murata u. a.), und in jiingster Zeit wird sogar
iber die Einfithrung dieses Verfahrens in die Praxis der Pockenschutzimpfung
verschiedentlich Giinstiges berichtet (Fearnside und Gibson, Goodall, Sal-
violi). Die intracutane Vaccination fithrt zwar das Virus in die Haut ein,
1aBt aber doch das spezifische Produkt der vaccinalen Hautreaktion, die Pustel,
nicht zur Entwicklung gelangen und bewirkt trotzdem, wie durch zahlreiche
Beobachtungen, grofitenteils am Menschen, sichergestellt ist, eine Immunitéat
gegen erneute Infektion (Nobl, Knopfelmacher, Novotny und Schick,
Leiner und Kundratitz, Hoffmann, Frankenstein, Singer, Czapski,
Salvioliu.a.). Ingleichem Sinne spricht die Angabe vonLevaditi und Nicolau,
daB das Huhn nach véllig reaktionsloser Impfung mit Neurovaccine Im-
munitét gegen die wirksame Dermovaccine erwirbt. Also alle diese Tatsachen
lehren zur Geniige, dal die Entstehung der Pockenimmunitit keineswegs an die
Bildung von Pockenpusteln gebunden ist, und es braucht hier nicht nochmals
auf die mehrfach erwihnten Immunisierungsmethoden mittels intravendoser,
intraperitonealer, intracerebraler, intratestikuldrer und cornealer Infektion hin-
gewiesen zu werden. Von besonderem Interesse ist es, dal eine Immunisierung
auch auf stomachalem Wege gelingt. Schon von Chauveau, Teissier und
Duvoir, Casagrandi waren vereinzelte Experimente nach dieser Richtung
unternommen worden, neuerdings hat dann Gastinel bei Kaninchen durch
Vertiitterung von konzentrierter oder verdiinnter Lymphe mittels Schlundsonde
Immunitiat hervorgerufen, die gewohnlich nach 25—28 Tagen auftrat. Hierbei
ist allerdings nicht ausgeschlossen, daf} es auf der Magenschleimhaut zur Pustel-
bildung kommt, so wie es bei den Schafpocken nach stomachaler Infektion
beobachtet ist.

Die Verbreitung und insbesondere die rasche Verbreitung des Erregers im
Korper, seine Ansiedlung und vermutlich auch Vermehrung in den verschieden-
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sten Organen ist bei dem Zustandekommen der Immunitit das Wesentliche. So
148t sich das empfiangliche Versuchstier (Kaninchen) durch Cutaninfektion selbst
dann immunisieren, wenn die Insertionsstelle bald nach der Infektion excidiert
wird, ehe es noch zur Pustelbildung gekommen ist (Kraus und Volk). Zwar
liegen auch anderslautende Angaben vor, indem Henseval Kaninchen nach
Hautimpfung nur dann immun fand, wenn die infizierte Hautstelle nicht vor
dem 4.—5. Tage, also erst bei bestehender Vaccineeruption, herausgeschnitten
wurde, doch sind die ersterwihnten Befunde auch durch Levaditi und Nicolau
bei entsprechenden Versuchen am Kaninchenohr bestitigt worden. Die Ab-
tragung des cutan vaccinierten Ohres, 2 Tage nach der Impfung, beeinflulte die
Immunitit nicht, weder die Hautimmunitit noch auch die des Gehirns. Auch
verdient die Tatsache hervorgehoben zu werden, dafl sich gewisse Immunitats-
erscheinungen nach der Vaccination schon einzustellen pflegen, ehe es zur
vollstandigen Ausbildung der Vaccinepustel gekommen ist. Noch wihrend
der Entwicklung der Pustel tritt die allergische Umstimmung des Gewebes
ein (v. Pirquet), und auch die Komplementbindungsreaktion kann unter
Umstédnden schon in den ersten Tagen nach der Einverleibung des Virus
deutlich erkennbar sein (Gastinel). Das sind Beobachtungen, welche gleich-
falls die Immunitat in ihrer Unabhingigkeit von der spezifischen Hautreaktion
beleuchten.

Wenn also die Entstehung eines Priméraffektes fir die Entwicklung der
Variola- und Vaccineimmunitit nicht unbedingtes Erfordernis ist und auch die
Vermehrung des Virus in inneren Organen sich wohl gewéhnlich nur in engeren
Grenzen halt, so driangt sich naturgemi8 die Frage auf, ob das Zustandekommen
der Immunitit iiberhaupt an die Anwesenheit eines vermehrungsfihigen Virus
gebunden ist und ob insbesondere nicht auch mit dem abgetdteten Virus Im-
munitét herbeigefiihrt werden kann. Die Frage ist schon vielfach studiert und
experimentell bearbeitet worden, hatte aber zu sehr verschiedenen Ergebnissen
gefiithrt. Janson (1891) bezeichnet eine ,.erhitzte® Lymphe als unwirksam,
obwohl er gelegentlich doch Andeutungen eines Immunisierungseffektes sah,
Knépfelmacher erzielte mit groBeren Mengen einer auf 70° erhitzten Vaccine
bei Kindern durch subcutane Injektion eine schwache Immunitat, eine bessere,
wenn die Abtotung der Vaccine bei 58° vorgenommen wurde. Ganz analoge
Beobachtungen machte Henseval im Tierversuch, indem er Kaninchen nur
mit einer auf 58—60° erhitzten Vaccine immunisieren konnte, nicht aber mit einer
starker (70°) erhitzten Lymphe. Kraus und Volk gelangten mit erhitzter
Vaccine (58°) bei Affen zu positiven Resultaten, ebenso Siipfle bei Kaninchen.
Prowazek fand eine durch Vermischung mit Kaninchengalle vollig unwirksam
gemachte Vaccine imstande, bei Affen sichere Immunitat hervorzurufen. Im
Gegensatz hierzu konnte Arndt mit inaktivierter (abgetoteter) Lymphe Kanin-
chen niemals immunisieren, und auch Gastinel sowie Tomarkin und Suérez
sahen nach Impfung mit abgetoteter Vaccine weder Immunitit noch Anti-
korperbildung eintreten. Ebensowenig hat Groth in neueren Experimenten
mit einer bei 56° vollig inaktivierten Lymphe durch intracutane, subcutane
oder intravendse Vorbehandlung Immunitit gegen cutane oder intravendse
Infektion erzielt. Gins wiederum gibt an, daB mit abgetéteter Vaccine im Tier-
versuch schwache, aber deutliche Immunitit zu erreichen sei. Die widersprechen-
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den Resultate erkliren sich wohl einmal daraus, daB3 an verschiedenen Tierarten,
mit verschiedenen Infektions- und Abt6tungsmethoden sowie auch mit ver-
schiedener Dosierung gearbeitet worden ist, vor allem aber aus der Schwierigkeit,
mit Sicherheit zu entscheiden, inwieweit durch das zur Sterilisierung gewéhlte Ver-
fahren tatsichlich eine Abtotung des Virus gewahrleistet wird. In einigen Arbeiten
findet sich iiberhaupt keine Kontrolle dieser Art angegeben, in anderen Fillen
erstreckte sie sich darauf, daB die erhitzte oder sonstwie behandelte Vaccine
z. B. auf die Kaninchencornea oder auf die Kaninchenhaut verimpft wurde und
sich hierbei als reaktionslos erwies. Die Priiffung im Tierversuch ist ja auch der
einzige, indessen nicht absolut zuverldssige Weg, um iiber die Anwesenheit des
lebenden Virus AufschluBl zu erlangen. Es ist klar, daB das Ausbleiben jeder
Reaktion noch nicht die Abtétung aller Keime verbiirgt. Eine Abschwichung
des Virus und eine weitgehende Verminderung der Keimzahl kénnte schon ge-
niigen, um die Lymphe fiir das Tier unwirksam zu machen, so daB also der vollig
einwandfreie MaBlstab fiir die erfolgte Abtétung des Virus fehlt.

Jedenfalls lassen Versuche, welche im hiesigen Institut von Murata aus-
gefiihrt worden sind, keinen Zweifel dariiber, dafl eine bei 60° (1 Std.) inaktivierte
und fiir Kaninchenhaut und Kaninchencornea voéllig indifferente Lymphe bei
cutaner, subcutaner oder intraperitonealer Verimpfung eine schwache Hautimmu-
nitit sowie Antikorperbildung auslost. Wenn ich — trotz des mangelnden untriig-
lichen Beweises — der Ansicht bin, daB es sich hier, wie auch in anderen dhnlichen
Versuchen, um die Wirkung des abgetéteten Virus handelt, so schliee ich
dies namentlich aus den Erfahrungen, die Torikata und in jiingster Zeit Naka-
gawa mit einem aus Vaccine dargestellten ,,Koktoantigen‘‘ oder ,,Koktoimmuno-
gen‘ gemacht haben. Es geht daraus hervor, daBl z. B. ein Extrakt aus frischer
Rohlymphe, die 40 Minuten gekocht wurde, bei Kaninchen nach intravendser
und subcutaner Impfung immunisierende und antikérperbildende Fihigkeiten
dullert. Freilich sind hierzu, speziell nach den Versuchen von Nakagawa,
sehr erhebliche Mengen des Antigens erforderlich, die bei intravenoser Vorbehand-
lung einer Dosis des Ausgangsmaterials von ca. 3—4 g, bei subcutaner Impfung
der Menge von ca. 5—6 g Rohlymphe entsprechen. Trotzdem sind diese Fest-
stellungen von grundsitzlicher Bedeutung, weil sie eben zeigen, daBl die in der
Lymphe enthaltenen spezifischen Stoffe, auch ohne eine weitere Lebenstétigkeit
des Virus, die gleichen Immunitétsreaktionen auslosen und eine gleiche Immunitét
herbeifithren wie das lebende Virus selbst. Auch v. Einsiedel gibt an, daB er
bei Rind und Kaninchen durch Injektion von Extrakt abgetéteter Pustelmassen
weitgehende, beim Kaninchen ,,bis zur Immunitat gesteigerte’ Allergie erreicht
habe. Es darf daran erinnert werden, daf das Virus der Gefliigelpocken sich
anscheinend ebenso verhilt; zwar fanden Manteufel u. a. ein durch Hitze
oder durch Chemikalien abgetotetes Virus immunisatorisch unwirksam, aber
nach de Blieck und van Heelsbergen benutzen amerikanische Forscher zur
Immunisierung gegen Gefliigelpocken ein durch Erhitzen auf 55° (1 Std.) inakti-
viertes Virus, und Negrete verwendet fiir den gleichen Zweck sogar die
auf 100° erhitzten Borken des Epithelioma contagiosum. Die schon vor lingerer
Zeit von de Waele und Sugg ausgefithrten Versuche, wobei Kollodium- oder
Schilfsickchen sowie Cellulosesickchen, mit geringen Mengen von Vaccine ge-
fillt, Kéalbern unter die Haut gebracht wurden und hiernach Immunitét eintrat,
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sprechen in gleichem Sinne. Sie geben zu erkennen, dafl die immunisierende
Substanz der Vaccine auf dem Wege der Diffusion von dem lebenden Erreger
getrennt werden kann. In den Versuchen von Murata war gewShnlich 1 ccm
Glycerinlymphe zur Verimpfung gelangt, die von ihm erzielte Immunitéit in-
folgedessen auch nur geringgradig. Bezeichnend ist aber, da8 eine von Murata
in gleicher Weise gepriifte alte abgelagerte Glycerinlymphe, die in ihrer Virulenz
spontan ganz zuriickgegangen war und in konzentriertem Zustande nur noch
an der Cornea, nicht an der Haut geringe spezifische Reaktion hervorrief, die
erhitzte Lymphe an immunisierender Kraft bei weitem iibertraf. Hieraus geht
hervor, da3 das lebende Virus auf alle Fille, und sei es auch noch so stark
abgeschwicht und in der Keimzahl reduziert, eine ungleich stirkere Wirkung
ausiibt als das leblose Antigen. Bei der Vaccination mit den kleinen Lymphe-
mengen, wie sie gewohnlich beim Menschen und im Tierversuch zur Anwendung
gelangen, spielt also unzweifelhaft die Lebenstatigkeit des Erregers und seine
Vermehrung innerhalb des Organismus eine wichtige Rolle. So bestitigen diese
Experimente gleichzeitig, auf einem anderen Wege, das, was sonst iiber die
Generalisierung des Virus ermittelt worden ist. Wir werden spiter sehen und
ausdriicklich darauf hinweisen, daB3 die Verhiltnisse bei der Revaccination
anders liegen.

4. Antikorper.

Die Frage nach dem Auftreten spezifischer Antikérper im Blut variola-vaccine-
immuner Individuen ist begreiflicherweise von grofter Bedeutung fiir die Vor-
stellung, die wir uns von dem Wesen der Pockenimmunitit zu machen haben.
Der Umstand, daB hier besondere Verhiltnisse vorzuliegen schienen, indem die
Antikérperbildung nicht mit der gleichen RegelmiBigkeit wie bei anderen In-
fektionskrankheiten nachgewiesen werden konnte und meist sogar vermifit
wurde, war eines der Hauptargumente, das man fiir den histogenen Charakter
der Pockenimmunitit geltend machte. So gingen die Angaben der Autoren iiber
Pricipitationswirkung, Komplementbindungsvermégen, Immunisierungskraft des
Immunserums bei Variola und Vaccine betrichtlich auseinander, und man konnte
bei dem Wechsel zwischen positiven und negativen Befunden in der Tat kaum
zu einem anderen SchluBl kommen, als daf} die Antikérper des Serums fiir die
Immunitét nicht von erheblicher Bedeutung sind. Das war freilich auch nicht ganz
einleuchtend, denn die Antikorper einfach als mehr oder weniger belanglose
Begleiterscheinung der Immunitidtsvorgange anzusprechen, stand mit den An-
schauungen, die man sich seit Behring und Ehrlich iiber das Wesen der Im-
munitit gegen Infektionskrankheiten gebildet hatte, nicht recht in Einklang.
So ist es wohl zu erkliren, dafl die Frage immer wieder von neuem aufgenommen
wurde, mit dem Ergebnis, daB man schlieflich doch zu einem eindeutigen und
einheitlichen Resultat gelangte. Die fritheren Fehlschlige beruhten, wie sich
zeigte, hauptsichlich auf einer nicht ausreichenden Technik und auf nicht ge-
niigender Beriicksichtigung quantitativer und zeitlicher Verhaltnisse. Den vei-
besserten Methoden, die neuerdings zur Anwendung gelangten, ist die Erkenntnis
zu danken, dafl die Variola- und Vaccineimmunitat regelmaflig mit
Antikérperbildung einhergeht. Das gilt fiir die précipitierende, komple-
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mentbindende und antivirulente Wirkung des Serums, und es kann keinem Zweifel
mehr unterliegen, daf sich das Variola-Vaccineserum in dieser Hinsicht ganz so
wie viele andere Immunsera verhilt.

Der Nachweis von Pricipitinen war schon frither mehrfach gegliickt
(Freyer, Casagrandi, Belin), doch gelangten andere Forscher, wie z.B.
Pirquet und spater auch Gastinel, zu negativen Ergebnissen. Nach den Unter-
suchungen von Paschen, Torikata sowie namentlich von Tomarkin und
Suérez darf indessen die Pracipitation als ein konstantes Phinomen des Pocken-
serums angesprochen werden. Wird Serum hochimmunisierter Kaninchen in
der Verdiinnung 1: 50 in vitro (Capillaren) zur Einwirkung auf Kinderlymphe
gebracht, so bildet sich nach Paschen ein Pricipitat, das makroskopisch, besser
noch im Agglutinoskop nachgewiesen werden kann und im Dunkelfeld Héufchen-
bildung, im geférbten Praparat die agglutinierten Elementarkorperchen erkennen
1aBt. Ein shnliches ,,Koagulationsphinomen‘ ist schon vor lingerer Zeit von
Tanaka beschrieben worden. Mit filtriertem Dekokt von frischer Kuhpocken-
lymphe als Antigen erhielt Torikata auch durch Serum vaccinierter Rinder
Pricipitation, und Tomarkin und Suédrez haben im Blute von vaccinierten
Menschen ebenso wie bei vaccinierten Kiithen und Kaninchen spezifische Pricipi-
tine nachgewiesen. Gewisse Einzelheiten ihrer Beobachtungen beanspruchen
ein besonderes Interesse. So bewiahrte sich ihnen die Methode der Thermo-
prazipitation am besten, namentlich da, wo die Pricipitinbildung nur gering
war, und als Antigen lieferten Vaccinepusteln vom Tier (Rind), die in geeigneter
Weise prapariert wurden, klare Resultate. Im Serum cutan oder subcutan ge-
impfter Kaninchen, nicht aber nach cornealer Infektion, treten nach den Erfah-
rungen der beiden Autoren Précipitine nach 8 —14 Tagen auf, um nach 1%/, bis
4 Monaten zu verschwinden, bei vaccinierten Rindern 148t sich die Pricipitation
vom 11.—12. Tage an nachweisen, und zwar fiir die Dauer von 2—3 Monaten.
Eine eigentiimliche Beobachtung, die fiir den Nachweis der Pricipitine und fiir
die Kliarung ibrer Wirkungsweise von Bedeutung ist, konnte speziell bei dem
Immunserum der Rinder gemacht werden, indem ein scheinbar unwirksam ge-
wordenes Serum durch Erhitzen auf 60° wieder aktiviert wurde. Hierduch
gelang es, Pricipitine sogar bis zu 5 Monaten nachzuweisen. Diese Verstirkung
der Pricipitation durch Erwérmen auf 60° erinnert an eine dhnliche Erscheinung,
die von Belin ebenfalls bei dem Vaccineserum als ,,précipitation réversible«
beschrieben worden ist. Tomarkin und Suédrez weisen freilich auf gewisse
Unterschiede hin, immerhin ist es von Wichtigkeit, da auf diese Weise schwache
oder selbst latente Précipitine des Pockenserums ermittelt werden konnen.
Erstmalig vaccinierte Menschen liefern eine positive Précipitationsreaktion
vom 10.—12. Tage an bis zu 2—4 Monaten, gelegentlich linger (6 Monate); im
Serum Revaccinierter tritt die Reaktion schon nach 7—11 Tagen auf und bleibt
2—3 Monate nachweisbar. Ungeimpfte oder vor mehr als einem Jahr Geimpfte
reagieren stets negativ.

DaBl es sich bei allen diesen Pricipitinreaktionen um ein ganz spezifisches
Phinomen handelt, das aus dem Zusammenwirken des spezifischen Pockenanti-
kérpers mit dem Vaccinevirus hervorgeht, konnte durch Tomarkin und Suarez
in einer Reihe von Kontrollexperimenten erwiesen werden, und es muf}, wie
gesagt, gerade nach den eingehenden Untersuchungen dieser Autoren als Tat-
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sache hingenommen werden, daf im Blute vaccinierter Individuen
regelméBig spezifische Précipitine auftreten.

In diesem Zusammenhang sei auch kurz darauf hingewiesen, dafl Lons eine
Paragglutination des Pockenserums mit Proteusbacillen, die in besonderer Weise
mit dem Pockenvirus in Kontakt gebracht worden waren, zu erzielen und diagno-
stisch zu verwerten gesucht hat. Das Resultat war nicht eindeutig, die Zahl der
beobachteten Fille gering. Auch nach den Untersuchungen von Gradojevitch
scheint eine solche Wirkung sowohl gegeniiber Proteusbacillen als gegeniiber
Staphylokokken, die aus der Lymphe stammen oder mit der Lymphe zusammen-
gebracht werden, nur gelegentlich nachweisbar zu sein und kein konstantes
Phénomen darzustellen.

Die Resultate mit der Komplementhindung waren friither auBlerordentlich un-
gleichmaBig (Lit. vgl. bei Siipfle, 1914). Noch im Jahre 1913 berichten Arzt
und Kerl, daB die Komplementbindung bei Variola meist negativ sei. Auch
Hallenberger hat ungleichméBige und unzuverlassige Resultate erhalten. Alle
iibrigen Untersuchungen aus neuerer Zeit fiihrten indessen so gut wie ausnahms-
los zu positiven Ergebnissen, so dall nach den iibereinstimmenden Angaben von
Klein, v. Konschegg, Habetin, Casagrandi, Bizzarri und Palmas,
Gastinel u.a. nicht mehr daran zu zweifeln ist, dal das Variola- und Vaccine-
serum iiber komplementbindende Fihigkeiten verfiigt. Fiir die Priifung des
Serums diirfte es auch hier vor allen Dingen auf ein geeignetes Antigen sowie
auf den richtigen Zeitpunkt der Untersuchung ankommen. So wurden bei den
Versuchen, die sich groBtenteils auf das Serum von Pockenkranken erstreckten,
Pockenpustelinhalt und Pockenborken mit Erfolg verwendet. Auch alkoholische
Organextrakte (Haut, Milz, Leber) von Pockenleichen scheinen brauchbar, aller-
dings wenig haltbar zu sein. Nach den Beobachtungen von Gastinel gelingt die
Reaktion mit Variolaantigen (Borken, Lymphe) zu Beginn der Krankheit besser,
halt aber mit Vaccineantigen linger an. Die Kontrollexperimente des gleichen
Autors liefern iiberdies den Beweis, dal die Reaktion unzweifelhaft durch eine
spezifische Einwirkung des Antiserums auf das Virus zustande kommt. Vor allem
aber ist zu beriicksichtigen, daf die komplementbindenden Stoffe gewohnlich nur
kurze Zeit in dem Serum vorhanden sind, indem sie friihzeitig auftreten und ziem-
lich rasch wieder verschwinden, wie speziell durch Gastinel und v.Konschegg
gezeigt werden konnte. Schon nach Abborkung des Pockenausschlags verliert das
Serum allmahlich seine komplementbindende Wirkung, niemals bewahrt es sie,
nach Gastinel, langer als 2—3 Wochen. Es handelt sich also um eine ganz
transitorische Reaktion des Serums, die ebendeshalb wohl vielfach iibersehen wor-
den ist bzw. dem Nachweis entging, sich im iibrigen aber gerade wegen ihres friih-
zeitigen Auftretens auch zu diagnostischer Verwertung eignet. Unter diesen Um-
sténden ist es nicht zu verwundern und aus der engen zeitlichen Begrenzung der
Komplementbindungsreaktion ohne weiteres erklirlich, dafl zwei chinesische For-
scher, Chang chia pin und Chen yii hsiang, in Schanghai bei 50 variola-
genesenen Menschen, die vor 2—43 Jahren die Krankheit iiberstanden hatten, mit
Ausnahme von 1 zweifelhaften und 4 positiven Fillen durchweg nur negative
Resultate erhielten. Die Untersuchung erfolgte eben viel zu spit, um noch eine
Komplementbindungsreaktion feststellen zu kénnen, und steht daher in ihrem
Resultat keineswegs in Widerspruch mit den erwahnten positiven Befunden.
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Von wesentlicher Bedeutung sind nun aber vor allem die ,,viruliciden* oder
santivirulenten® Antikorper, die ihre Wirkung direkt gegen den Infektionserreger
richten und das Virus abtéten. Uber die Rolle, welche den Pricipitinen und
komplementbindenden Stoffen bei der Pockenimmunitidt zukommt, kann man,
ebenso wie bei anderen Infektionskrankheiten, geteilter Meinung sein. Es ist
gewil} richtiger, auch diese spezifischen Antikérper als eigentliche Immunstoffe
zu betrachten, indessen ist zuzugeben, daBl sich hier der urséchliche Zusammen-
hang der Antikérperleistung mit der Unempfanglichkeit des Individuums nicht
unbestreitbar nachweisen laBit. Anders liegen die Dinge bei den viruliciden
Stoffen des Immunserums. Uber ihren Charakter als Schutzstoffe kann kein
Zweifel bestehen.

Der Nachweis von schiitzenden Antikorpern ist zunéichst mittels der Methode
der passiven Immunisierung versucht worden. Die Ergebnisse waren nicht sehr
befriedigend. Meist wurden negative Resultate erhalten, vereinzelte Beobachtun-
gen iiber gelungene Ubertragung der Immunitat durch das Serum vaccinierter
Tiere gestatteten keine verallgemeinernden Schluflfolgerungen. Erst Béclére,
Chambon und Ménard (1896) haben in einer groBeren Versuchsreihe einwand-
frei feststellen kénnen, dafl das Serum des ausgiebig geimpften Kalbes tatsichlich
immunisierende und selbst therapeutische Eigenschaften besitzt. Diese Schutzkraft
des Serums erwies sich freilich als sehr geringgradig und machte die Verwendung
recht betrachtlicher Serummengen erforderlich. Ohne auf die iibrigen #lteren
Untersuchungen im einzelnen noch weiter einzugehen (vgl. bei Siipfle, Paschen,
Sato), laBt sich iiber das Gesamtresultat aller dieser Experimente nur so viel
sagen, dal auf dem Wege der passiven Immunisierung recht ungleichméaBige
Erfolge erzielt wurden. Auch da, wo iiberhaupt der Nachweis von Immunstoffen
gelang, war die Schutzkraft des Serums meist sehr schwach und schien in keinem
Verhiltnis zu dem Immunitatsgrad des betreffenden Individuums zu stehen.
Der entscheidende Fortschritt wurde erreicht, als man die Wirkung des Immun-
serums mit verbesserter Technik untersuchte und den sog. ,,viruliciden Ver-
such ‘ zur Priifung heranzog. Das Verfahren, das zuerst von Sternberg (1892)
angewendet worden ist und darin besteht, dal das Vaccinevirus vor der Ver-
impfung in vitro mit dem Immunserum vermischt wird, gestattet den Nach-
weis, daBl virustotende Antikorper regelméaBige Begleiter der Vaccine-
und Variolaimmunitat sind, und dafl diese viruliciden Stoffe ganz analoge
Beziehungen zur Pockenimmunitat besitzen wie etwa die baktericiden (bakterio-
lytischen) Antikorper zur Typhusimmunitdt oder Choleraimmunitit oder &hn-
lichen Infektionen.

Die Angaben von Sternberg wurden durch Kinyon und Reed bestéatigt,
dann haben aber namentlich Béclére, Chambon und Ménard (1899) den Wert
dieser Methode erkannt und im Blut vaccinierter Tiere (Kilber, Pferde) sowie
beim Menschen nach der Vaccination oder nach Uberstehen von Variola regel-
mifig antivirulente Stoffe nachzuweisen vermocht. Sie fanden, dafl die viru-
licide Kraft des Serums gleichmaBig nach cutaner, subcutaner oder intravenoser
Impfung auftritt, also unabhéingig von einer voraufgegangenen Hauteruption,
und es ist ihr groBes Verdienst, in Bestédtigung und Erweiterung der Sternberg-
schen Befunde durch umfassende Untersuchungen die Bedeutung humoraler
Einfliisse fiir die Entwicklung der Variola- und Vaccineimmunitat klargestellt
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zu haben. An dem weiteren Ausbau dieser Lehre sind zahlreiche Forscher be-
teiligt. In neuerer Zeit haben sich besonders Casagrandi, Gastinel, Gins,
Sato u. a. um die experimentelle Bearbeitung des Problems und der damit zu-
sammenhingenden Fragen bemiiht, indem an Stelle der frither ausschlieBlich
benutzten gréferen Tiere (Kélber, Pferde, Affen usw.) in erster Linie der Kanin-
chenversuch mit Erfolg Verwendung fand. Das Kaninchen diente hierbei in
doppelter Weise dem Experiment: es war das Tier, das man gegen Vaccine
immunisierte, und man benutzte das Kaninchen zur Anstellung des viruliciden
Versuchs, also zur Virulenzpriifung einer zuvor mit Immunserum vermischten
Vaccine.

Der virulicide Versuch wird heute vielfach in einer Form ausgefiihrt, die ihm
Gins gegeben hat. Dabei wird die Vaccine in einer Verdiinnung 1 : 50 oder
1:100 mit dem zu priifenden Serum zu gleichen Teilen vermischt und die
Mischung nach ca. 2stiindigem Aufenthalt im Brutschrank auf die gitterférmig
geritzte Hornhaut des Kaninchens verimpft. Das Serum gelangt unverdiinnt
und in verschiedenen Verdiinnungsgraden zur Verwendung. Die charakteri-
stischen Erscheinungen der Vaccinekeratitis, wie sie die Lymphe allein oder auch
nach Vermischung mit normalem Serum hervorruft, bleiben je nach der Wirk-
samkeit des Immunserums ganz aus oder treten nur verzégert und abgeschwicht
auf, so daB aus der Stirke der Reaktion und dem Verdiinnungsgrade des Serums
der Gehalt des letzteren an viruliciden Antikérpern mit einiger Genauigkeit
bestimmt werden kann. Statt der Hornhautimpfung kann auch die Cutanimpfung
am Kaninchen vorgenommen und hierbei wiederum durch abgestufte Serum-
bzw. Vaccineverdiinnungen das Mischungsverhéltnis von Antikérper und Virus
beliebig variiert werden. Fir den Nachweis geringer Mengen von Antikorpern
ist das urspriinglich von Sternberg geiibte Verfahren der Vermischung unver-
dinnten Immunserums mit der unverdiinnten oder besser noch mit einer ver-
diinnten Glycerinlymphe angezeigt. Ob die Verimpfung des Serum-Vaccine-
gemisches auf die Kaninchencornea oder auf die Kaninchenhaut vorzuziehen, ist
eine Frage, die verschieden beantwortet wird. Nach den Erfahrungen im Berner
Hygienischen Institut erhdlt man an der Cornea meist klare Resultate, die eine
Beurteilung der viruliciden Serumwirkung gut gestatten, Aber mag auch iiber
Einzelheiten der Technik die Ansicht der Autoren noch auseinandergehen und
der einzelne den viruliciden Versuch in dieser oder jener Modifikation anstellen,
so lassen sich jedenfalls mit Hilfe dieser Methode wichtige Aufschliisse iiber die
Antikorperwirkung des Pockenserums gewinnen. Daran wird auch durch die Er-
wigung nichts gedndert, daB der Ausfall des Versuchs naturgemif in Beziehung
zur Virulenz der Vaccine steht und, da diese eine schwankende GroBe ist, unter
Umsténden ebenfalls schwankend und ungenau sein konnte. Gewil ist das
ein Einwand, den man von vornherein mit Recht erheben durfte, und doch
scheint ihm eine erheblichere praktische Bedeutung nicht zuzukommen. Wenn
man in vergleichenden Untersuchungen, soweit mdglich, immer eine Glycerin-
lymphe gleicher Herkunft und gleichen Alters (ca. 5—6 Wochen) benutzt, bei
Anstellung des viruliciden Versuchs iiberdies zunichst eine Homogenisierung der
Lymphe durch Sedimentieren, Zentrifugieren oder Filtrieren durch Papierfilter
herbeifiihrt, so erhilt man eigentlich iiberraschend gleichméfige und gut iiber-
einstimmende Resultate. Demgemi8 ist es nach unseren Erfahrungen nicht



158 G. Sobernheim :

unbedingt erforderlich, so zweckmiBig es auch an sich erscheinen kénnte, zunchst
immer erst eine genaue Virulenzbestimmung der Vaccine nach irgendeiner der
hierfiir empfohlenen Methoden (Calmette und Guérin, Wurtz und Camus,
Henseval und Convent, Groth u. a.) vorzunehmen, ganz abgesehen davon,
dafl diese Methoden selbst auch wieder mit gewissen Ungenauigkeiten behaftet
sind. Es ist mir mit der Zeit iiberhaupt zweifelhaft geworden, ob wirklich dem
Virulenzgrade der Vaccine die ihm allgemein zugeschriebene Bedeutung fiir den
viruliciden Versuch zukommt, wissen wir doch nicht, inwieweit eine erhdhte
Virulenz durch eine stirkere Infektiositéit des einzelnen Erregers oder einfach
durch. eine vermehrte Zahl von Viruselementen bedingt ist. Es wire sehr
wohl moglich, daBl 2 Vaccineproben von gleicher Virulenz sich hinsichtlich der
Erregerzahl weitgehend voneinander unterscheiden, indem die eine nur wenige,
aber hochvirulente Keime, die andere zahlreiche Keime, jedoch von geringer
Virulenz enthilt. Fiir den Ausfall des viruliciden Versuchs ist das gewiB nicht
gleichgiiltig, wenigstens darf man nach den Erfahrungen der Bakteriolyse wohl
annehmen, daB die virustétende Wirkung des Antiserums in erster Linie durch
die Zahl der Keime beeinfluit wird.

Wie sich aus dem Kaninchenexperiment in Ubereinstimmung mit den alteren,
namentlich vonBéclére,Chambon und Ménard herrithrenden Angaben ergibt,
erscheinen die viruliciden Antikérper nach cutaner Impfung regelmaBig im Blute,
und zwar schon nach einmaliger Infektion. Sie treten gegen Ende der ersten Woche
auf, sind gewohnlich nach 2—4 Wochen besonders wirksam und nehmen im Laufe
der folgenden Monate wieder ab. Sie konnen schon nach 3 Monaten groBtenteils
verschwunden sein, aber sich auch 5 und 6 Monate halten. Dabei ist die Virulicidie
des Serums in hohem Mafle von der Stirke der immunisierenden Infektion und
damit von dem Immunitatsgrad des betreffenden Individuums abhingig. Also
auch hier bestehen enge Beziehungen quantitativer Natur zwischen Vorbehand-
lung und Antikérpergehalt des Serums, genau wie zwischen Vorbehandlung und
Immunitat, was wiederuin auf den Zusammenhang zwischen Serumvirulicidie
und Immunitét hinweist. Eine starke Cutanimpfung mit unverdiinnter virulenter
Lymphe auf breiter Hautflache in ausgedehnten Scarificationen ruft beim Kanin-
chen vollkommene Hautimmunitdt und zugleich starke Virulicidie des Blutes
hervor. Bisweilen vermag ein solches Serum noch in 100facher und selbst 200 facher
Verdiinnung das Vaccinevirus ganz oder groBtenteils abzutéten. Wiederholte
Impfungen steigern den Antikorpergehalt des Serums. Andererseits pflegt nach
Verwendung wenig virulenter oder verdiinnter Lymphe oder auch nach Anlegung
kleinster Impfschnitte nur eine schwache Virulicidie des Serums zur Entwicklung
zu gelangen, entsprechend der schwachen Immunitét, die hierbei erzielt wird
(Camus, Gins, Sato u. v. a.).

Die Art der Vorbehandlung ist fiir die Entstehung virulicider Antikorper
insofern ohne Belang, als jede Methode, die zur Immunisierung fiithrt, auch
dem Serum virulicide Kréfte verleiht. So sehen wir zunichst durch die neueren
Versuche die Tatsache bestatigt, dal die subcutane Impfung genau wie die
Cutaninsertion der Vaccine antivirulente Stoffe im Serum auftreten 1aBt, und
wir konnen ferner feststellen, dall in gleicher Weise die intravendse oder intra-
peritoneale Injektion, die Hodenimpfung, die Hirnimpfung, die stomachale Ein-
verleibung des Virus (Gastinel) von der Bildung antivirulenter Antikérper
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gefolgt ist. Was aber vor allem betont zu werden verdient, ist der wohl zuerst
von Sato erbrachte Nachweis, dal entgegen der fritheren Annahme (vgl. v. Pro-
wazek) auch die Corneaimmunitit mit spezifischen Blutverinde-
rungen einhergeht. Die Virulicidie des Serums ist in diesem Falle zwar
nicht immer sehr stark, dennoch aber deutlich und kann selbst nach Impfung
mit verdiinnter Vaccine beobachtet werden. Die Vaccination beider Corneae mit
unverdiinnter Lymphe war in Satos Versuchen allerdings nicht wesentlich
wirksamer. Es wire wiinschenswert, diese Verhaltnisse noch weiterhin zu
priifen, insbesondere auch hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs der Antikérper-
bildung, da die Untersuchungen von Sato immer nur zu einem einzigen Zeit-
punkt an den Tieren vorgenommen worden sind, meist ca. 4 Wochen nach
der Impfung. Fiir unsere Betrachtungen ist indessen der Nachweis, dal die
Corneainfektion tiberhaupt mit der Bildung spezifischer Antikérper verbunden
ist und auch darin keinerlei Sonderstellung verrit, schon wichtig genug.

Gelten zwar die am Kaninchen gewonnenen Ergebnisse zundchst nur fiir
diese Tierart, so geht doch aus den Experimenten verschiedener Autoren, nament-
lich von Gastinel, hervor, daBl sich andere Tierarten ganz ebenso verhalten.
Auch bei Affen, Rindern, Hunden, Pferden lassen sich die humoralen Ver-
anderungen bei der Vaccineimmunitét feststellen und iiber lingere Zeit ver-
folgen, wobei sich die Virulicidie des Blutes eben stets als eine kon-
stante und relativ langdauernde Immunitédtsreaktion charakteri-
siert. Nur das Huhn macht nach den Untersuchungen von Kondo eine Aus-
nahme, indem erst wiederholte kriftige Verimpfung der Vaccine virulicide Anti-
kérper zur Entwicklung kommen 1a8t (vgl. auch Loewenthal). Aber hier
liegen wohl iiberhaupt ungewo6hnliche Verhaltnisse vor, die mit der geringen
Empfanglichkeit des Gefliigels fiir die Vaccineinfektion zusammenhiéngen.

Im Gegensatz zu den rasch auftretenden und ebenso rasch verschwindenden
komplementbindenden Stoffen bleiben die viruliciden Antikérper lingere Zeit,
zum mindesten mehrere Monate, nachweisbar, was z. B. Gastinel veranlafBt
hat, die ersteren als ein Infektionssymptom, die Virulicidie als ein Immunitéts-
symptom zu bezeichnen. Wie lange die viruliciden Antikérper iiberhaupt im
immunen Organismus persistieren, ist mit volliger Sicherheit und in allgemein-
giiltiger Weise nicht zu beantworten. Die vorliegenden Angaben sind vielleicht
nicht ganz einwandfrei, weil die Methoden des Nachweises, auch in der Form des
viruliciden Versuchs, noch Mingel besitzen und gewill weiter verfeinert werden
koénnen. So pflegt zwar die Zeit, bis zu der die Immunstoffe beim Versuchstier
nachweisbar bleiben, kaum mehr als 1 Jahr zu betragen, doch ist damit még-
licherweise die wahre Grenze noch nicht erreicht. Andererseits bediirfte die dltere
Angabe, wonach die viruliciden Antikorper gelegentlich viele Jahrzehnte, 25 und
50 Jahre, erhalten bleiben, doch wohl einer Nachpriifung.

Eigentiimlich ist das Verhalten der Serumvirulicidie beim pockenimmunen
Menschen. Hier liegen die Dinge offenbar in mancher Hinsicht anders als
bei dem Versuchstier, und namentlich bestehen Unterschiede, je nachdem die
Immunitét durch Uberstehen einer Variolainfektion erworben oder durch Vacci-
nation kiinstlich geschaffen worden ist. Dafl der Pockengenesene ein an Anti-
korpern reiches Immunserum besitzt, geht aus fast allen diesbeziiglichen Unter-
suchungen iibereinstimmend hervor, so auch aus den neueren Arbeiten von
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Gastinel, Schneider, Okawachi. Speziell nach den sorgfiltigen Unter-
suchungen von Schneider a8t sich die Virulicidie des Blutes schon am 9. Tage
nach Beginn der Erkrankung feststellen, worauf dann die Produktion der Anti-
kérper zunichst im Verlauf der Erkrankung und Rekonvaleszenz eine weitere
Steigerung zu erfahren scheint. Die Abtotungskraft des Immunserums ist bis-
weilen noch in den Verdiinnungen 1/,o, und 1/,o, zu konstatieren. Inwieweit
deutliche Beziehungen zwischen der Schwere des Krankheitsfalles und dem
Grade der antivirulenten Serumwirkung bestehen, ist aus den vorliegenden
Beobachtungen nicht mit volliger Klarheit ersichtlich. Schneider fand zwar
einen engeren Zusammenhang, indem der virulicide Titer des Serums anschei-
nend um so héher lag, je schwerer die Krankheit verlaufen war, doch ist dieser
Zusammenhang in den Versuchen von Okawachi nicht mit gleicher Deutlich-
keit zutage getreten. Haben wir also bei dem variolagenesenen Menschen ganz
ghnliche Verhaltnisse wie bei dem kiinstlich immunisierten Kaninchen, so gilt
nicht das gleiche fiir die durch Vaccination erzeugte Immunitét des Menschen.
Wohl besagen &ltere Literaturangaben, dafl auch beim vaccinierten Menschen
spezifische Antikorper gebildet werden, ihr Nachweis ist aber oft mit Schwierig-
keiten verbunden, und es kann nach den Feststellungen von Fujii, Franken-
stein, Gins, Paschen und Gérttler kein Zweifel dariiber bestehen, daf
der Ubergang virulicider Antikérper in das Blut vaccineimmuner
Menschen sich viel unregelméfBiger vollzieht als bei Variola-
genesenen oder bei dem Versuchstier. Erstmalig vaccinierte Menschen,
sowohl Kinder (Frankenstein) als auch Erwachsene (Fujii), lassen in ihrem
Blut meist ziemlich geringe Antikérperwirkung erkennen. Nur Progulski gibt
an, daB junge Sauglinge befahigt seien, nach Erstimpfung betrichtliche Mengen
virulicider Antikérper zu bilden. Selbst Revaccinierte oder solche Individuen,
die einer wiederholten Impfung unterworfen worden sind und auBler der Vacci-
nation und Revaccination noch zu wiederholten Malen vacciniert wurden, be-
sitzen haufig nur ein schwach virulicides Serum. In dem letzterwihnten Falle
ist eine antivirulente Serumwirkung gewé6hnlich nur fiir das unverdiinnte Serum
oder hochstens in der Verdiinnung 1 : 5 nachzuweisen. Das erscheint gering,
wenn man bedenkt, daB es sich doch offenbar um hochimmunisierte Menschen
handelt, die auf eine neue Impfung iiberhaupt nicht mehr oder nur unter dem
Bilde einer Friihreaktion antworten, also nach allen unseren Anschauungen eine
sehr hochgradige Pockenimmunitét besitzen miissen. HEs besteht demnach ein
MiBverhiltnis zwischen dem Immunitétszustand des Individuums und den viru-
liciden Kriften seines Blutes. Andererseits aber ergibt sich aus den Beobachtungen
von Fujii, daB ein vélliger Verlust der einmal erworbenen Antikdérper auch
nach mehreren Jahren nicht eintritt, solange der betreffende Mensch iiberhaupt
noch eine Vaccineimmunitat besitzt. Auch da, wo die virulicide Kraft des
Serums nur gering ist, libertrifft sie doch fast stets die des normalen mensch-
lichen Serums, denn unter den gleichen Versuchsbedingungen erweist sich das
Serum eines ungeimpften Menschen stets als ginzlich wirkungslos. Es gewinnt
somit den Anschein, als ob der Mensch auf die Infektion mit Vaccinevirus zwar
nur eine unvollkommene Virulicidie des Blutes entwickelt, daB diese immuni-
satorische Umstimmung aber dann recht lange Zeit persistiert. Das fiihrt weiter-
hin zu der Vermutung, daB die Antikérperbildung in diesem Falle vielleicht
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vorwiegend in bestimmten Zellgebieten lokalisiert bleibt, von wo aus eine Ab-
gabe der viruliciden Stoffe an das Blut nicht so reichlich und leicht erfolgt,
wie man es sonst meist beobachtet. Mit anderen Worten, es wiirde sich hier
um ein Beispiel zellstdndiger Immunstoffe handeln, fiir deren Vorkommen
und Bedeutung ja auch auf anderen Gebieten neuerdings bemerkenswerte Be-
weise beigebracht worden sind (vgl. Versuche von Neufeld und Meyer bei
der Pneumokokkenimmunitét). DafB ein solcher Zusammenhang in der Tat an-
genommen werden darf, ergibt sich aus Versuchen, wie sie im Berner Institut
von Matsuda angestellt worden sind. Es konnte gezeigt werden, daB es ge-
lingt, die im Schwinden begriffenen viruliciden Antikoérper im Serum vaccine-
immuner Kaninchen durch einen unspezifischen Reiz wieder zur Vermeh-
rung zu bringen. Ganz &hnlich wie man bei Infektionen bakterieller Natur
(Typhus, Ruhr, Cholera usw.) nach den Untersuchungen von Fleckseder,
Conradi und Bieling, Tsukahara, Jaggi u.a. die Antikérperbildung
(Agglutination) durch die Injektion von Proteinkérpern der verschiedensten
Art neubeleben kann, 148t sich auch bei der Vaccineimmunitéat durch
Nachbehandlung mit Deuteroalbumose die Virulicidie des Blutes
erneuern und verstidrken. Die von Jeki gefundene Tatsache, daBl man
mittels abgetoteter Vaccine eine gewisse Verstiarkung der Virulicidie des Blutes
zu erreichen vermag, beruht vermutlich ebenfalls nur auf einer unspezifischen
Reizwirkung und wiirde damit in dem gleichen Sinne sprechen. Inwieweit diese
tierexperimentellen Feststellungen auf die Immunitétsvorginge im menschlichen
Organismus iibertragen werden diirfen, kann in letzter Linie nur durch den Ver-
such am Menschen selbst entschieden werden. Es wire also zu priifen, ob der
vaccineimmune Mensch gleichfalls auf die Injektion von Deuteroalbumose mit
verstirkter Virulicidie seines Blutes reagiert. Uber das Resultat diesbeziiglicher
Versuche, die hier eingeleitet wurden, kann vorldufig noch nicht berichtet
werden.

Uber die Natur und besondere Wirkungsweise der viruliciden Anti-
korper ist nicht allzuviel auszusagen, kaum mehr, als schon in der Veréffent-
lichung von Béclére und seinen Mitarbeitern enthalten ist. In der Haupt-
sache wird die genauere Erforschung dieser Verhiltnisse dadurch erschwert und
behindert, daB zur Kontrolle der Schidigung oder Abtotung des Virus als ein-
ziges Reagens nur der Tierkérper zur Verfiigung steht. So laBt sich die Frage,
ob die antivirulenten Substanzen des Immunserums nach Art der bakterio-
lytischen und h#molytischen Antikérper komplexer Natur sind und auf dem
Zusammenwirken von Amboceptor und Komplement beruhen, experimentell
nur schwer zur Entscheidung bringen. Die Tatsache, dafl auch das inaktivierte
Serum im Mischungsversuch noch seine virulicide Kraft einigermafien bewahrt,
ist fiir die Frage der Komplementbeteiligung nicht zu verwerten, da das Kom-
plement des Tierkorpers bei cutaner und selbst bei cornealer Verimpfung des
Serum-Vaccinegemisches zur Geltung kommen kann. Die viruliciden Antikérper
besitzen jedenfalls eine ausgesprochene Resistenz gegen die verschiedensten
Schidigungen, bleiben bei der Aufbewahrung des Serums lingere Zeit haltbar,
werden durch Erhitzen auf 70° nicht wesentlich geschédigt und sollen nach
Béclére in getrocknetem Zustande sogar 1/,stiindiges Erhitzen auf 100° cr-
tragen und nicht einmal bei 125° vollstindig unwirksam werden. Wenn die
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yantivirulente® Wirkung des Variola- und Vaccineserums jetzt zumeist als eine
,,virulicide“ bezeichnet zu werden pflegt, indem man annimmt, daB die Wir-
kung des Antikérpers eben auf einer direkten Abtotung des Virus beruht, so
wird diese Auffassung in der Tat durch verschiedene experimentelle Erfahrungen
gestiitzt. So hinterlaBt die Impfung mit einem unwirksamen Serum-
Vaccinegemisch keine Immunitédt, was eigentlich zu erwarten wire,
wenn die Mischung noch lebende Keime enthielte. Nur ein unvollkommen
neutralisiertes Gemisch, das wegen ungeniigender Wirksamkeit oder zu starker
Verdiinnung des Serums noch eine spezifische Reaktion ausldst, fihrt zur Im-
munisierung. Das geht klar und eindeutig aus den Experimenten von Sato
an der Kaninchencornea hervor. Das gleiche stellte Camus fiir die sub-
cutane und intravendse Verimpfung des Serum-Vaccinegemisches fest. Nur
ein scheinbarer Widerspruch ist es, wenn ein durch Erhitzen abgetotetes
Virus, wie wir sahen, doch noch immunisierend wirkt. Denn in diesem letzteren
Falle fithrt nur die Vorbehandlung mit ungewshnlich grofen Antigenmengen
zum Ziel, auch bleibt die Immunitit meist schwach und kommt von der
Cornea aus nach den Beobachtungen von Murata wahrscheinlich iiberhaupt
nicht zustande.

Durch die immunisatorische Unwirksamkeit eines vollig neutralen Vaccine-
Serumgemisches wird zugleich eine Annahme widerlegt, die man frither wohl
erdrtern konnte und die auch tatsichlich von den franzosischen Autoren
(Béclére) zur Diskussion gestellt worden ist, dafl ndmlich die viruliciden Anti-
korper nicht direkt das Virus abtoten, sondern nur als spezifischer Reiz wir-
ken, der die Zellen des Organismus (Phagocyten) zur raschen Vernichtung des
Erregers befahigt. Die Abtotung des Virus erfolgt offenbar auf direktem Wege,
so dal schon das in vitro hergestellte Serum-Vaccinegemisch bei geniigender
Wirksamkeit des Serums keine lebenden Pockenkeime mehr enthdlt. Damit
stimmt die bereits erwéhnte Tatsache gut iiberein, dafl das Immunserum vor-
nehmlich im Mischungsversuch deutliche und starke antivirulente Kraft entfaltet,
bei der passiven Immunisierung aber Unvollkommenes leistet. Zwar ergibt sich
aus neueren Experimenten von Héandel, Gildemeister und Schmitt sowie
besonders von Urbani, Okawachi und Bessho, daB man auch Schutz- und
Heilerfolge mit dem Variola- und Vaccineserum beim Kaninchen leichter er-
zielen kann, als man nach den bisherigen Erfahrungen annehmen durfte, vor
allen Dingen mit geringeren Mengen (0,1—5—10 ccm, je nach der Applikations-
weise), indessen bleibt nach wie vor die Tatsache bestehen, daB bei Injektion
des fertigen Serum-Vaccinegemisches die Schutzkraft des Serums sich ungleich
wirksamer entfaltet als bei getrennter Einspritzung.

Wenn von verschiedenen Seiten (v. Pirquet, Groth, Winkler u. a.) den
viruliciden Antikérpern daneben noch andere Eigenschaften zugeschrieben oder
auch besondere ,hiillenlésende und ,,antitoxische” Antikdérper angenommen
werden, so sind derartige Wirkungen bisher experimentell nicht nachgewiesen
und auch wohl schwer nachweisbar. Man hat sie zur Erklirung einiger Im-
munitétserscheinungen, insbesondere der Areabildung vorausgesetzt (vgl. hierzu
auch Jacobsthal und v. Einsiedel).

Uber die Bildungsstatte der Pockenantikérper lassen sich einstweilen
noch keine bestimmten Angaben machen, wenn auch gewisse Beobachtungen
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vielleicht Anhaltspunkte bieten. Die Frage hangt in letzter Linie ja zusammen
mit dem Wesen der Pockenimmunitét iiberhaupt und ihrer Klirung wiirde eine
hohe Bedeutung zukommen. Die Vorstellung, daB die Antikérper allein in der
Haut entstehen und von hier aus im Koérper verbreitet werden, konnte nur
so lange berechtigt sein, als man das Hautorgan als die einzige Haftstelle fiir
das Virus betrachtete und man die Pockenimmunitit mit Hautimmunitit
identifizierte. Der Umstand, dafl die Hautimmunitit gewohnlich schon friiher
nachweisbar ist als die Virulicidie des Serums, kennzeichnet durchaus nicht die
Haut als die Bildungsstétte der Antikérper; er schlieBt keinesfalls die Méglich-
keit aus, daBl die Antikorper auch an anderer Stelle des Organismus gebildet
werden und beriihrt lediglich die Beziehungen zwischen celluliren und humoralen
Faktoren. Die Haut ist wahrscheinlich nur eines der vielen Gewebe, denen die
Antikorper entstammen. Die Ursprungsstétte der Antikérper mit Sicherheit
aufzudecken, ist ja in diesem Spezialfall genau so schwierig wie auch sonst.
Gewdhnlich bedient man sich des Verfahrens, dafl der Antikérpergehalt des zu
untersuchenden Organs mit dem des Blutes verglichen wird, unter Beriicksich-
tigung der zeitlichen und quantitativen Verhaltnisse, und man nimmt an, dafl
da, wo sich die Antikérper frither und in groflerer Menge zeigen, auch ihre Quelle
zu suchen sei. Es bleibe dahingestellt, inwieweit die Methode zu dieser Schluf-
folgerung berechtigt. Sie hat jedenfalls bei der Vaccineimmunitit ungleich-
miBige Resultate ergeben, die iibrigens eher auf die inneren Organe als auf die
Haut hinzuweisen scheinen. In neueren, noch unveréffentlichten Versuchen
konnte Schneider in der Haut und in der Cornea des immunen Kaninchens
keinen hoheren Gehalt an viruliciden Antikérpern konstatieren als in dem
gleichzeitig gepriiften Serum des Tieres, und aus den Experimenten von v. Pro-
wazek und Miyaji geht ebenfalls hervor, dafl die immune Cornea nur eine
miBige antivirulente Wirkung ausiibt. Wenn die beiden letztgenannten Autoren
mit Milz- und Hautextrakt immuner Kaninchen keine passive Immunitit er-
zielen konnten, so sind daraus keine bindenden Schliisse abzuleiten. Wichtiger
ist schon, daB} Gastinel im viruliciden Versuch Milzextrakte meist unwirksam
fand, was mit der Angabe von Gins gut iibereinstimmen wiirde, dafl auch bei
entmilzten Tieren Immunitat entsteht, genau wie bei normalen Kontrolltieren.
Gastinel konnte dagegen in der Leber nach cutaner Impfung virulicide Stoffe
nachweisen, und zwar zu einer Zeit, als das Serum noch ohne Wirkung war;
auch nach stomachaler, intraperitonealer und intravendéser Injektion gaben
Leberextrakte immer Virulicidie. Ein Versuch von Levaditi und Nicolau
konnte zugunsten der Bildung von Antikorpern im Gehirn gedeutet werden,
indem sich zeigen lie3, dal die Gehirnsubstanz des vaccineimmunen Kaninchens
das Virus der Neurovaccine vollig unwirksam macht und stérker virulicid wirkt
als das Serum. In gleichem Sinne spricht vielleicht auch die Beobachtung der
Autoren, daBl der Vaccineerreger nach cerebraler Infektion im Gehirn des Im-
muntieres rapide zugrunde geht und weder nach 2 Stunden, noch spiter jemals
wieder nachgewiesen werden kann, wihrend er sich unter den namlichen In-
fektionsbedingungen beim normalen Tier fortschreitend vermehrt. Levaditi
und Nicolau verwerten diesen Befund freilich zur Begriindung der histogenen
Natur der Vaccineimmunitét, worauf spiater noch des néheren eingegangen
werden soll.
11*
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5. Antikérper und Revaccination.

Der virulicide Versuch hat zugleich mit der Klirung der serologischen Ver-
haltnisse auch einen Weg zur Erforschung einiger spezieller immunologischer
Fragen eroffnet. In erster Linie gilt dies von der Wirkung der Revaccination.

Wenn wir von Fiallen absehen, in denen die Erstimpfung eines Menschen
schon so lange zuriickliegt, daB8 sein Impfschutz gréBtenteils erloschen ist und
er nunmehr auf eine erneute Infektion (Revaccination) dhnlich oder selbst genau
wie ein Erstimpfling reagiert, so charakterisiert sich die Wirkung der Revacci-
nation durch Erscheinungen, die wir im Sinne Pirquets als allergische Friih-
reaktionen ansprechen. Sie sind der Ausdruck einer erhéhten und beschleunigten
Reaktionsfihigkeit des noch mehr oder weniger immunen Organismus und kenn-
zeichnen sich bekanntlich durch friihzeitig auftretende und rasch voriibergehende
lokale Symptome, speziell Rétung und Infiltration an der Impfstelle. Auch
abortive Knotchen- und Blidschenbildung kann eintreten. In diesen Formen
spiegelt sich der Immunitétsgrad des Individuums wider, sie stellen also ge-
wissermaflen einen Maf3stab dar und ein diagnostisch verwertbares Symptom,
das uns tiber den Immunititszustand des Individuums Auskunft gibt.

Es ist nun nicht nur vom wissenschaftlichen, sondern fast mehr noch vom
praktischen Standpunkt wichtig, zu entscheiden, inwieweit die unter dem Bilde
einer Frithreaktion verlaufende Revaccination zugleich eine Steigerung und Auf-
frischung der Immunitit bedingt. Wohl alle Forscher sind dariiber einig, dafl
die erneute Impfung dann unzweifelhaft auch die Immunitiat verstirkt, wenn
diese Neuimpfung mit Pustelbildung einhergeht. Denn in diesem Falle kommt
es, ganz wie bei dem Erstimpfling, mit der Pustelbildung zu einer starken Ver-
mehrung des Erregers. Die Reaktion unterscheidet sich in jhrem Wesen nicht
von der eines normalen Individuums und wirkt daher immunisierend. Anders
liegt die Frage, ob auch eine reaktionslos verlaufende oder nur von abortiven
Erscheinungen gefolgte Revaccination die Immunitét des Organismus zu steigern
vermag. Hieriiber gehen die Ansichten auseinander. Gins, Paul, Jirgens
u. a. glauben nicht, daB unter diesen Umstéinden eine Immunitétssteigerung
zustande kommen kann, und bewerten die allergische Reaktionsform eben nur
als diagnostisches Merkmal. Sie sind der Ansicht, daB wegen der fehlenden
Pustelbildung und der somit ausbleibenden Vermehrung des Virus eine Ande-
rung in dem Immunititszustand des Individuums nicht eintritt. Von anderer
Seite (Paschen, Sobernheim, Sato u.a.) wird die entgegengesetzte An-
schauung vertreten. Paschen insbesondere ist auf Grund mikroskopischer und
histologischer Untersuchungen beim Menschen zu der Ansicht gelangt, daB die
Revaccination in jedem Falle immunitétssteigernd wirkt, und systematische
experimentelle Untersuchungen, die namentlich im Berner hygienischen Institut
ausgefiihrt worden sind, diirften ohne Frage in dem gleichen Sinne sprechen.

Den Ausgangspunkt dieser Versuche bildet eine Arbeit von Sato. Es ist
nicht leicht, den Immunititsgrad eines Individuums gegeniiber der Vaccine-
infektion einigermaflen genau zu bestimmen. Der Weg, den Sato beschritt,
war ein indirekter, indem er die viruliciden Antikérper des Serums als Wert-
messer fiir die Immunitit nahm. Seine Versuchsanordnung bestand darin, daB
er Kaninchen, die durch Cutaninfektion eine ausgesprochene Hautimmunitét
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erworben hatten, erst nach lingerer Zeit, gewohnlich nach 2—3 Monaten, von
neuem cutan infizierte. Zu diesem Termin war die Immunitit der Tiere zwar
noch so ausgeprigt, daBl sie auf die Infektion nicht mehr lokal reagierten, die
virulicide Kraft des Serums hatte aber bereits erheblich abgenommen. Er konnte
nun feststellen, daB im AnschluB an die Reinfektion wieder stark
virulicide Antikérper im Blut auftraten. Es ist gewil nicht angéingig,
die Menge und Wirksamkeit der Antikorper in jedem Falle mit dem Immunitéts-
grad eines Individuums zu identifizieren, denn bei der Vaccineimmunitét besteht
in dieser Hinsicht ebensowenig ein strenger Parallelismus wie auf anderen Ge-
bieten der Immunitéit, indessen darf man doch wohl aus der erheblichen Neu-
produktion spezifischer Schutzstoffe auf eine verstirkte Abwehr und eine Stei-
gerung der Immunitdt schlieBen. Man wiirde somit in diesen Versuchen den
Beweis zu sehen haben, dafl die Revaccination des Kaninchens auch dann zu
einer Verstirkung der Immunitit filhrt, wenn sie mit keiner #uBerlich wahr-
nehmbaren Reaktion einhergeht. Und dies um so mehr, als die erneute, ver-
stiarkte Virulicidie nicht nur eine rasch voriibergehende Erscheinung ist, sondern,
wie die Experimente von Sato gezeigt haben, ein lianger dauernder Zustand.
Es handelt sich also nicht etwa darum, daf unter dem EinfluB8 der erneuten
Impfung die noch vorhandenen Antikorper einfach ,,ausgeschwemmt® werden,
sondern offenbar iibt die Revaccination einen Immunisierungsreiz aus, der die
antikorperbildenden Zellkomplexe wieder zu kraftiger Antikorperbildung an-
regt und befahigt. Selbstverstandlich gelten diese Beobachtungen zunéichst nur
fiir das Kaninchen. Es ist auch vonSobernheim und Sato darauf hingewiesen
worden, daB eine Ubertragung der Befunde auf den Menschen nicht ohne
weiteres zuléssig ist. Die Empfénglichkeit von Mensch und Kaninchen fiir das
Vaccinevirus ist nicht die gleiche, auBlerdem wird bei der bekannten und auch
von Sato geiibten Art der Cutanimpfung des Kaninchens auf breiter Haut-
fliche und in ausgedehnten Scarificationen eine unverhéltnismaBig grofe Virus-
menge verimpft. Die quantitativen Verhiltnisse spielen aber gerade bei der
Vaccineimmunitidt, wie wir immer wieder sehen, eine wesentliche Rolle. Die
Einverleibung sehr betrichtlicher Mengen eines praformierten Antigens im
Kaninchenexperiment konnte daher moglicherweise schon an sich ausreichen,
um eine Antikérperbildung herbeizufiibren, auch ohne daB eine Vermehrung
des Virus eintritt, wihrend bei der Vaccination des Menschen ja bedeutend
geringere Virusmengen verimpft werden. Bedenken dieser Art sind denn auch
von anderer Seite (Gins, Hindel) geduBert worden. Indessen konnten Yone-
zawa und iberzeugender noch Kohno zeigen, daf die Neubildung virulicider
Antikorper im Blute des revaccinierten Kaninchens auch dann erfolgt, wenn
die Impfung in Anlehnung an die beim Menschen geiibte Technik in Form
Kkleiner, ca. 1 cm langer Impfschnitte unter Verwendung kleiner Lymphmengen
vorgenommen wird. Es kommt bei dieser Versuchsanordnung ebenfalls zu einer
verstirkten Virulicidie, und zwar um so deutlicher, je stirker die Immunitat
ist, die dem Kaninchen bei der erstmaligen Vaccination verliehen wurde.
Diese Tatsache, wie sie sich speziell aus den Untersuchungen von Kohno er-
gibt, wiirde somit ganz besonders die Auffassung stiitzen, dall selbst bei Be-
stehen einer noch hochgradigen Immunitét und bei Ausbleiben jeder Lokal-
reaktion die Neuimpfung doch zu einer Auffrischung der Immunitit fiihrt.
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Das einfachste und nachstliegende Experiment, um die vorliegende Frage
zur Entscheidung zu bringen, war natiirlich der Versuch am Menschen selbst.
Hier besteht aber die Schwierigkeit, dafl, wie schon erwihnt, die Antikérper-
bildung in Form der Virulicidie des Blutes nicht mit der gleichen RegelméBigkeit
nachweisbar ist wie bei dem Versuchstier, speziell dem Kaninchen. So hat
Fujii, der die Wirkung der Revaccination beim Menschen in einer gréBeren
Versuchsreihe priifte, keine ganz eindeutigen Resultate erhalten. Durch die
Neuimpfung von vaccinierten und revaccinierten Personen wurde zwar in der
Regel eine maBige Antikérpervermehrung erzielt, die aber zu unbestimmt war,
um ein sicheres Urteil zu gestatten. Auch da, wo die letzte Impfung schon
langere Zeit zuriicklag und die Neuimpfung mit etwas stirkerer Reaktion ver-
lief, wurde der Antikorpergehalt des Serums nicht erheblich gesteigert. Gleich-
méafigere Befunde konnte Gorttler mit einer etwas anderen Methodik erheben,
wobei nur das unverdiinnte Serum im viruliciden Versuch verwendet wurde.
Hiernach scheint sich in der Tat auch beim Menschen eine gesteigerte Virulicidie
im Anschlul an die Revaccination regelmaflig nachweisen zu lassen, und zwar
ohne Riicksicht auf den Charakter der Lokalreaktion. Selbst reaktionslos
verlaufende Impfungen fithren, dhnlich wie im Tierexperiment,
zu einer Zunahme der antivirulenten Féahigkeiten des Blutes.
Nach Hammerschmidt und v.Konschegg geben Komplementbin-
dungsversuche an Wiederimpflingen ein positives Resultat nur dann, wenn
die Revaccination mit Pustel- oder zum mindesten Knotchenbildung einhergeht,
versagen aber bei Friihreaktion und abortiver Knotchenbildung. Das ware
neben den schon erwiahnten Unterschieden ein weiteres Zeichen, daB3 antiviru-
lente und komplementbindende Antikorper verschiedenartige Reaktionsprodukte
darstellen. Zugleich geht daraus hervor, daBl das Komplementbindungsphénomen
uns kein zutreffendes Bild von den Immunitidtsschwankungen liefert.

Es liegen die Bedingungen bei der Revaccination offenbar anders als bei
der Erstimpfung, indem zur Auslésung des Immunisierungseffektes eine Ver-
mehrung des Virus nicht mehr erforderlich ist. Denn es ist sicher, daf das
Virus im immunisierten Organismus rasch zugrunde geht. Trotzdem wird der
spezifische Immunisierungsreiz bei der Revaccination nur von dem lebenden
Infektionserreger ausgeiibt, wenigstens 148t sich nach den Ergebnissen des Tier-
experimentes mit einem durch Erhitzen inaktivierten Virus, dessen Vermehrungs-
und Lebensfiahigkeit also schon vorher aufgehoben ist, auch nicht im entfern-
testen eine solche Steigerung der Virulicidie und Immunitét herbeifithren wie
durch virulente Lymphe (vgl. Jeki und Kohno).

6. Vererbung der Immunitit.

Eine aktive Immunisierung des Kindes wihrend des intrauterinen Lebens
kommt vielleicht vor, aber gewill nur in seltensten Fillen. Hierzu zéhlen Beob-
achtungen, wonach das Kind einer pockenkranken oder pockengenesenen Mutter
bei der Geburt Pockenpusteln oder Pockennarben aufweist. Auch Beispiele, dafl
ein Kind intrauterin eine Variola ,,sine exanthemate‘ durchmacht und so eine
aktive Immunitéat mit zur Welt bringt, sind nach Sipfle bekannt. Fiir die
Vaccine konnte die Méglichkeit des placentaren Ubergangs von der Mutter auf



Die neueren Anschauungen iiber das Wesen der Variola- und Vaccineimmunitit. 167

den Foetus nur so lange als ausgeschlossen gelten, als man nicht an die Gene-
ralisierung des Virus glaubte und von seiner streng lokalisierten Entwicklung
iberzeugt war. Indessen wird sich ein solcher Fall ebenfalls nur auBerordentlich
selten ereignen. Schon die Tatsache, dafl da, wo nach den bestehenden Gesetzen
eine Vaccination aller Kinder im 1. Lebensjahre stattzufinden hat, der Prozent
satz der bei einwandfreier Technik sich als refraktidr erweisenden Kinder ver-
schwindend gering ist, 148t erkennen, dal} eine angeborene aktive Vaccine-
immunitét, wenn iiberhaupt, nur eminent selten in Betracht kommen kann.
In dem gleichen Sinne sprechen ja auch die alten Erfahrungen mit der Vario-
lation.

Anders verhilt es sich hinsichtlich der passiven Ubertragung der Pocken-
immunitit von Mutter auf Kind. In der Literatur findet sich vielfach die An-
gabe, daBl Neugeborene in den ersten Monaten weniger empfinglich fiir die
Vaccination seien als dltere Kinder. Von vornherein ware ja vielleicht auch
daran zu denken, dal die verschieden starke Reaktionsfahigkeit neugeborener
und ilterer Kinder auf einer verschiedenen, von erworbener Immunitit un-
abhéngigen Altersdisposition beruhen konnte. Soweit man diesem Problem aber
bei anderen Infektionen auf den Grund gegangen ist, wie z. B. bei der Diphtherie,
sind doch gewo6hnlich Beziehungen zur Immunitét der Mutter nachweisbar, und
es wire auch in unserem Falle unwahrscheinlich, daB die Antikérper des mitter-
lichen Blutes fiir die Immunitdt des Kindes keine Bedeutung haben sollten.
Aber eigentiimlicherweise besteht iiber die tatséchlichen Verhéltnisse, ob nim-
lich iiberhaupt eine erhohte Widerstandsfahigkeit der Neugeborenen anzunehmen
ist, keineswegs Einigkeit.

Man hat das Problem hauptsichlich in der Weise angefaf3t, dall man nach
Art eines Experimentes die Mitter wiahrend der letzten 1—2 Monate der Gra-
viditit, also moglichst kurz vor der Geburt des Kindes, vaccinierte bzw. re-
vaccinierte und nun an den neugeborenen Kindern friihzeitig, schon in den
ersten Tagen, die Impfung vornahm. Daneben wurden zur Kontrolle Neu-
geborene von ungeimpften bzw. vor lingerer Zeit geimpften Miittern geimpft.
Wihrend Burckhardt, der als erster (1879) derartige Untersuchungen anstellte,
bei Neugeborenen frisch geimpfter Miitter fast nie Impfreaktion erhielt, auch
Piéry, Camus, Mensching u. a. spater dhnliche Erfahrungen machten, ge-
langten andere Autoren zunichst gerade zu dem entgegengesetzten Resultat.
So fanden Gast, Behm und Wolff die Neugeborenen geimpfter Miitter meist
voll empfinglich; sie reagierten auf die Vaccination in typischer Weise. In-
dessen lassen sich doch wohl bei geniigender Beriicksichtigung der Reaktions-
stirke und namentlich der Zahl der Impfpusteln Unterschiede in der Empféng-
lichkeit von Neugeborenen und élteren Kindern feststellen. Das ergibt sich un-
zweifelhaft aus den Beobachtungen von Palm, Wickensack und Kirstein,
wonach bei Neugeborenen zwar die Impfung angeht, im allgemeinen aber
schwacher und unvollkommener als es normalerweise der Fall sein sollte. So
fanden Wickensack und Kirstein iibereinstimmend nur einen verhaltnis-
miBig geringen Prozentsatz von Schnitterfolgen, viele Kinder bekamen nur
1 Pustel. Auf Grund klinischer Beobachtungen in Epidemiezeiten kommt z. B.
auch Morawetz zu dem SchluB, da8 eine angeborene Immunitit oder wenigstens
eine herabgesetzte Empfinglichkeit der Neugeborenen fiir Variola angenommen
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werden muB. Wenn sich in den Versuchen verschiedentlich gezeigt hat, daB
auch die Kontrollfille, also die Kinder der in der Graviditit nicht revacci-
nierten Miitter, eine verminderte Reaktionsfahigkeit aufweisen kénnen, so spricht
das keineswegs gegen eine passive Ubertragung der Immunitiat. Die Annahme
ist zulassig, daB selbst bei linger zuriickliegender Impfung die Mutter im-
stande ist, dem Kind Schutzstoffe wihrend des intrauterinen Lebens zu iiber-
mitteln. Nun verwerten aber einige Autoren, namentlich Wickensack und
Kirstein, ihre Erhebungen in einem ganz anderen Sinne. Sie erblicken in den
schwicheren Reaktionen der Neugeborenen und S#uglinge nicht den Ausdruck
einer gewissen Immunitit, sondern nehmen an, dafl es sich dabei um MiBerfolge
der Impfung handele, die lediglich auf technische Fehler und Schwierigkeiten
zuriickzufithren seien. Die Haut des Neugeborenen, die leicht stiarker blutet
und mit Lanugo bedeckt ist, behindere das Eindringen der Lymphe in die
Impfschnitte und tiusche so eine Vaccineimmunitit nur vor. Deshalb bestehe
auch kein Unterschied zwischen den Kindern frisch- und nicht frischgeimpfter
Miitter, und gar nicht selten gehe die Impfung, die zunichst fehlschligt, bei
dem zweiten oder dritten Impfversuch schlieBlich doch an. Es ist sehr
wohl moglich, dafl das rein mechanische Moment in der hier angedeuteten
Weise auf den Erfolg der Vaccination einen Einflufl ausiibt, indessen diirfte
es zu weit gegangen sein, nun einfach jede Ubertragung der Immunitit von
der Mutter auf das Kind in Abrede zu stellen. DaB auch im kindlichen Blute
virulicide Antikorper nachgewiesen werden koénnen, wenn es sich um Neu-
geborene von frischrevaccinierten Miittern handelt, wurde schon vor lingerer
Zeit und zuerst durch Béclére und seine Mitarbeiter (Chambon, M énard
und Coulomb) festgestellt. Gorttler hat neuerdings gleichfalls das Serum von
2 Neugeborenen deutlich virulicid gefunden. Wir kénnen wohl mit Bestimmt-
heit sagen, dafl in einem solchen Falle der kindliche Organismus auch iiber
einen gewissen Grad von Immunitit verfiigen muB. Wenn also z. B. Kirstein
zwar den Ubergang der Antikérper von Mutter auf Kind annimmt, ihm aber
keinen entscheidenden Wert beimif3t, so hat er hochstens insofern recht, als
bei einer starken Vaccination des Neugeborenen mit virulenter Lymphe die
Immunitét vielleicht nicht ausreichend zur Geltung kommt. Die passive Im-
munitit des Neugeborenen ist jedenfalls nicht sehr hochgradig, schon deshalb
nicht, weil ja iiberhaupt der Antikoérpergehalt des menschlichen Blutes, also
auch der Mutter, nur mafliig zu sein pflegt, und iiberdies geht die Virulicidie
des kindlichen Blutes ziemlich rasch verloren (Béclére). Soweit die kurzen
Angaben von Janson iiber seine Beobachtungen an vaccinierten Ammen ein
Urteil gestatten, kommt eine Ubermittlung von Antikérpern auf dem Wege der
Saugung, durch die Milch, nicht in Betracht.

Im Tierversuch ist die Frage wenig gepriift worden. Siipfle, der an Ka-
ninchen experimentierte, fand, daf die Jungen von cutan infizierten und dann
belegten Kaninchenweibchen nur zu einem kleinen Teil eine schwache, partielle
Immunitit besaBen, und nimmt daher an, daB die Vererbung der Vaccine-
immunitdt von immunen Miittern auf die Nachkommen ausnahmsweise und in
abgeschwichter Form erfolgt. Die Priifung der Jungen wurde von ihm freilich
erst 4 Wochen, zum Teil sogar 21/, Monate nach der Geburt vorgenommen.
Sato hat 2 Junge eines hochimmunen Tieres (Kaninchen), dessen Serum sehr
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stark virulicid war, gepriift und 4 Wochen nach der Geburt gegen Haut- und Cornea-
infektion immun gefunden; das Serum der Tiere besall schwache, aber deutliche
antivirulente Wirkung. Auch der weitere Verlauf, insbesondere das rasche Schwin-
den der Corneaimmunitit, sprach fiir den passiven Charakter der Immunitit.

Die Gesamtheit aller Beobachtungen und Experimente gestattet somit wohl
den SchluBl, daB die antivirulenten Schutzstoffe der variola- und
vaccineimmunen Mutter intrauterin auf das Kind iibergehen
und somit dem Neugeborenen Immunitidt verleihen kénnen. Diese
Immunitét ist indessen nur schwach und gemil ihrem passiven Charakter
von geringer Dauer, eine weitere Verstirkung auf dem Wege der Saugung
scheint keine Rolle zu spielen. Der schwache Immunititsgrad des Neu-
geborenen, der sich zum Teil durch die experimentell erwiesene Schwierigkeit einer
passiven Immunisierung gegen Variola und Vaccine erkliren 1aBt, bringt es
mit sich, daB der Nachweis der Immunitit nicht immer deutlich zu fiihren
ist. Trotzdem sprechen die Resultate der Vaccination von Neugeborenen, sowie
die klinischen und epidemiologischen Erfahrungen bei Pockengefahr dafiir, da@
Neugeborene weniger empfanglich sind als dltere Kinder.

7. Wesen der Pockenimmunitit.

Unsere Anschauungen iiber das Wesen der Pockenimmunitét miissen sich
auf einer vollig veranderten Grundlage aufbauen. Die Sonderstellung der Cornea
kann nicht mehr aufrechterhalten werden, die zahlreichen Beweise fiir die
Generalisierung des Vaccinevirus stoBen die Lehre von der rein lokalen Wir-
kung des Virus um, und das Studium der viruliciden Antikérper a3t die Be-
deutung humoraler Einflisse fiir die Pocken- und Vaccineimmunitit doch in
einem neuen Licht erscheinen.

So kann es keinem Zweifel mehr unterliegen, dafl in der Antikérper-
bildung und Antikérperwirkung ein wesentlicher Teil der Pocken-
immunitit zu erblicken ist. Wenn wir zeigen konnen, dafl das Blut des
pocken- oder vaccineimmunen Individuums eine stark antivirulente Wirkung
duBert, im Mischungsversuch im Reagensglase das Vaccinevirus abtétet oder
zum mindesten sehr energisch schidigt und auch in der Form passiver Immuni-
sierung mehr leistet als man nach den ersten Beobachtungen annehmen durfte,
so ist es eigentlich ein geradezu selbstverstandlicher SchluB, daB diese virus-
feindlichen Eigenschaften des Immunserums auch dem eigenen Organismus, der
die Stoffe produziert, zum Schutz gereichen miissen. Es besteht daher heutzu-
tage im allgemeinen Einigkeit dariiber, dafl die spezifischen Antikérper an der
Pockenimmunitét beteiligt sind. Die Frage ist nur, ob hiermit das Wesen der
Pockenimmunitit vollkommen erschépft und aufgeklart ist, oder ob bei dem
gesamten Komplex der Erscheinungen nicht zugleich auch das mit im Spiele
ist, was man als histogene Immunitét zu bezeichnen pflegt. In dieser Hin-
sicht gehen die Anschauungen noch ziemlich weit auseinander.

Der Hauptgrund, weshalb man an dem rein humoralen Charakter der Pocken-
immunitat zweifeln kénnte, ist der, dafl zwischen der Immunitdt und der Viru-
licidie des Blutes kein vélliger Parallelismus besteht, weder in quanti-
tativer, noch in zeitlicher Hinsicht. Zwar treten virulicide Antikorper bei Ent-
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wicklung der Immunitét so gut wie regelmaflig auf, doch entspricht ihre Wirk-
samkeit, wie wir sahen, nicht immer und bei allen Tierarten dem Grade der
Immunitat, ferner aber pflegen sie schon zu einer Zeit aus dem Korper zu ver-
schwinden oder zum mindesten bis auf Spuren zuriickzugehen, wenn die Im-
munitidt des betreffenden Individuums noch nahezu ungeschwicht fortbesteht.
Das ist in der Tat eine Erscheinung, die immer wieder von neuem zu dem Stu-
dium der Frage zwingt, ob und inwieweit etwa doch noch andere Faktoren
bei der Pocken- und Vaccineimmunitit beteiligt sein kénnten. Es wurde be-
reits frither darauf hingewiesen, daB der Antikérpernachweis im Blute wahr-
scheinlich noch kein vollstindiges Bild der Gesamtleistung des Organismus
liefert, vielmehr erst unter Beriicksichtigung der zellstindigen Antikérper, die
z. B. auf einen unspezifischen Reiz hin abgesondert und in die Blutbahn ab-
gegeben werden, in richtiger Weise ergénzt wird. UnregelmiBigkeiten in den
Beziehungen zwischen Antikoérpergehalt des Blutes und Immunitét des Indivi-
duums konnen somit die Bedeutung der humoralen Virulicidie fiir die Vaccine-
immunitat keineswegs widerlegen. Das kann natiirlich auch nicht die von
Camus herriihrende Angabe, daB ein immunes Tier (Kaninchen) nach fast
volliger Entblutung und Ersatz seines Blutes durch normales Kaninchenblut
die Immunitdt unvermindert bewahrt. Es ist allgemein bekannt, wie rasch in
solchen Fillen der Antikérpergehalt des Blutes erneuert wird. Aber alle diese
Fragen gelten ja nicht nur fiir den Spezialfall der Vaccineimmunitéat, sie gelten
in gleichem Sinne auch fiir die Immunitdt bei anderen Infektionskrankheiten,
bei denen ebenfalls Grad und Dauer der Immunitat nicht immer mit dem nach-
weisbaren Gehalt des Blutes an spezifischen Antikorpern in Einklang stehen.
Es braucht hier z. B. nur an die Verhaltnisse bei der Typhusimmunitidt erinnert
zu werden, um die weitgehende Analogie mit der Pockenimmunitat zu kenn-
zeichnen. Das, was als wesentliches Ergebnis aus allen experimentellen Studien
hervorgeht, ist jedenfalls die Tatsache, dal die spezifischen Blutverinderungen
sich nach Pocken- und Vaccineinfektion genau so einstellen wie bei vielen an-
deren Infektionen und dafB die viruliciden Antikérper des Pockenserums offen-
bar die gleiche Rolle spielen wie die Bakteriolysine, Bakteriotropine, Antitoxine,
Hiamolysine, Priicipitine usw., die wir sonst als Waffe des immunen Organismus
kennen. Die Pockenimmunitit bildet nach dieser Richtung keinen Ausnahme-
fall. Das ist der Standpunkt, den, seitdem B éclére und seine Mitarbeiter fiir
den humoralen Charakter der Pockenimmunitit eingetreten sind, namentlich
Gastinel, Gins und Sato zum Ausdruck gebracht haben. Nun wird ja frei-
lich das ganze Antikérperproblem in letzter Zeit wieder allgemein erdrtert und
experimentell bearbeitet, speziell daraufhin, inwieweit wirklich unsere immuno-
logischen Anschauungen iiber den rein humoralen Charakter der Immunitat
gegen Infektionskrankheiten zutreffend sind. Die Fragen humorale Immunitat
oder Gewebsimmunitét, lokale Immunitit oder allgemeine Immunitit stehen
zur Zeit im Vordergrunde des Interesses. Da es jedoch von vornherein sehr wohl
denkbar ist, daB der biologische Mechanismus nicht in allen Féllen genau der
gleiche ist, bedarf es fiir jede Infektion einer besonderen Analyse des
Anteils, den humorale oder cellulire Faktoren an der Immunitat haben.

Welche Anhaltspunkte bieten sich nun dafiir, daB} auBer den Antikérpern
auch cellulire Faktoren bei der Pockenimmunitit im Spiele sind?
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DaBl die Pockenimmunitat keine eng lokalisierte Gewebsimmunitit eines
Einzelorgans darstellt, wie bis vor noch nicht allzu langer Zeit angenommen
wurde, darf heute als erwiesen gelten. Von einer ausschlieBlichen Beteiligung
des Hautorgans an Infektion und Immunisierung ist keine Rede. Schon die
einfache Tatsache, dal bei cutaner Impfung auch nach frithzeitiger Excision
der Impfstelle die Immunitét sich ungestort entwickelt (Kraus und Volk,
Levaditi und Nicolau) und daB die nachtrigliche Excision der Lokalaffektion
die bereits zur Entwicklung gelangte Immunitét ebensowenig schwicht (Leva-
diti und Nicolau), ist mit einer derartigen Annahme schwer vereinbar. Wohl
aber konnte eine allgemeine Gewebsimmunitdt oder mindestens eine Immu-
nitdt der zahlreichen Gewebe und Organe des Korpers in Betracht kommen,
die normalerweise fiir die Variola- und Vaccineinfektion empféinglich sind. Man
miifte dann, so wie es Levaditi und seine Mitarbeiter auf Grund ihrer Beob-
achtungen mit der Neurovaccine dargelegt haben, sich etwa vorstellen, daf3 die
Immunitit des Gesamtorganismus zusammengesetzt ist aus der histogenen
Immunitat der einzelnen fiir das Virus empfénglichen Organe. Denn es scheint
ja, daB die Neurovaccine hinsichtlich der Generalisierung und Immunisierung
keine Sondereigenschaften besitzt, die etwa nur diesem Typus des Erregers
zukommen, sondern daf prinzipiell das gleiche auch bei der gewéhnlichen
Dermovaccine konstatiert werden kann. Und etwas Ahnliches meint wohl
v. Prowazek, wenn er sagt, die Grundfrage sei noch nicht entschieden, ob
eine vollstindige allgemeine Immunitit bei Variolavaccine vorkomme oder,
was wahrscheinlicher sei, nur eine graduell sich verschiebende Partialimmunitat
einzelner Histogenbezirke.

Auf den Standpunkt, den Levaditi und Nicolau zur Frage der Pocken-
immunitdt einnehmen, sei noch etwas naher eingegangen, weil hierin die Ge-
sichtspunkte, die zugunsten histogener Einfliisse und gegen die humorale Deu-
tung sprechen, besonders prignant zum Ausdruck gebracht werden. Levaditi
und Nicolau kennzeichnen ihre Vorstellungen etwa folgendermafBen: Mit der
Ausheilung der durch die Infektion und die Vermehrung des Virus in den sen-
siblen Organen hervorgerufenen Verinderungen, die hiufig in Form von Ge-
webslisionen festgestellt werden kénnen, erwirbt das Gewebe Immunitat. Diese
Unempfianglichkeit des Gewebes auBlert sich in doppelter Weise, indem das
vaccinierte Organ das Virus mit iiberraschender Schnelligkeit zerstort
und andererseits aufhért, mit charakteristischen histologischen Ver-
anderungen auf eine neue Einwirkung des Virus zu reagieren. Das
Virus erzeugt somit in jedem empfianglichen Zellsystem einen lokalen refraktiren
Zustand, und jedes Organ verteidigt sich auf eigene Hand und durch seine
eigenen Mittel. Die allgemeine Immunitét setzt sich demgemial aus ebensoviel
Einzelimmunitéten zusammen, als empfingliche Gewebe vorhanden sind. Da-
fiir, daBl diese Immunitit tatsichlich eine reine Gewebsimmunitat ist, die un-
abhéngig von der viruliciden Wirkung der Kérperfliissigkeiten besteht, lassen
sich eine Reihe von Beweisen erbringen. Die wichtigste Stiitze liegt in der
Tatsache, dal die Immunitit der einzelnen Gewebe zu verschiedenen
Zeiten einsetzt und von verschieden langer Dauer ist.

Wir wissen ja, um zunichst das letzte Argument zu betrachten, dafl z. B.
nach einer Cutanimpfung die Immunitét der Cornea sich wesentlich spéter ent-



172 G. Sobernheim:

wickelt als die der Haut, und daB die Vaccination der Cornea diese viel friither
immun werden lafit als die Haut, wir haben aber auch in den ungiinstigen
Zirkulationsbedingungen die Erklarung fiir das eigenartige Verhalten der Cornea
kennengelernt. Indessen kénnen bei anderen Organen, wo dieser Umstand nicht
in Betracht kommt, &hnliche Unterschiede festgestellt werden. So haben
Levaditi und Nicolau gezeigt, dall beim Kaninchen die Neurovaccine nach
cutaner oder intravendser Verimpfung zu einer Zeit (6 bis 7 Tage), wenn Haut
und Gehirn bereits immun und keimfrei geworden sind, in Hoden, Ovarium
und bisweilen in der Lunge noch lebt. Erst allmahlich stirbt auch hier das
Virus ab, gew6hnlich 14 Tage nach der Hautimpfung, 21 Tage nach intravendser
Impfung. Ebenso ist die Dauer der Immunitét fir die verschiedenen Organe
ungleich. Durch Nachimpfung vaccinierter Kaninchen stellten die Autoren fest,
daBl die Hautimmunitit nach etwa 200 Tagen erloschen war, wihrend die
Immunitdt des Hodens unter den gleichen Versuchsbedingungen erst nach
ca. 1 Jahr schwand, die des Gehirns sogar noch linger bestand. Nach Auf-
fassung von Levaditi und Nicolau ist die Schnelligkeit, mit der die Er-
neuerung des betreffenden Gewebes erfolgt, fir das frithere oder spitere
Schwinden der Immunitdt mafigebend, da die Vaccineimmunitit sich von
Zelle zu Zelle vererbe. So verliere eben z. B. die sich schnell erneuernde Haut
ihre Immunitét verhéltnisméafBig rasch.

Diese und andere Erwigungen sind es, welche Levaditi und Nicolau
bestimmt haben, den histogenen Ursachen die entscheidende Bedeutung fiir die
Pockenimmunitét zuzuschreiben und den humoralen Faktor nur als sekundére
und nebenséichliche Erscheinung zu betrachten. Eine Reihe von Forschern folgt
ihnen hierin, indem auch diese, wie Ohtawara, de Jong, Winkler u.a.,
Gewebs- und Antikérperimmunitédt auseinanderhalten und die Virulicidie des
Blutes und der Korpersifte nur in beschranktem Umfang als Immunitétsursache
gelten lassen. Am weitesten geht in der Verleugnung einer humoralen Immunitét
wohl Besredka, der entsprechend seinen allgemeinen Anschauungen von dem
Wesen der Immunitét auch fiir Variola- und Vaccineimmunitit nur die ver-
anderte Empfinglichkeit des Gewebes verantwortlich macht.

Lassen die Dinge nun wirklich nur den Schlufl zu, den Levaditi und mit
ihm andere Autoren daraus ziehen? Die ausgesprochene Autonomie der ver-
schiedenen Gewebe und Organe scheint ja in der Tat auf den ersten Blick dafiir
zu sprechen. Aber streng genommen ist eine von humoralen Einfliissen unab-
hingige Zellimmunitit damit doch noch nicht bewiesen. Wenn wir uns nach
fritheren Ausfithrungen vorstellen, dal an der Antikorperbildung nicht nur
dieses oder jenes Organ beteiligt ist, sondern alle Organe, die Empfinglichkeit
fir das Virus besitzen, so begreift es sich ohne weiteres, dal in diesen Organen
nun auch die Immunitit am deutlichsten zutage tritt und dafl der Prozel der
Antikérperbildung sich in den verschiedenen Geweben keineswegs in der gleichen
Weise und mit der gleichen Schnelligkeit zu vollziehen braucht. Die histologi-
schen Besonderheiten der einzelnen Organe erkliren es wohl zur Geniige, da83
die Bildung der Antikdrper bald schneller, bald langsamer, bald spérlicher,
bald reichlicher erfolgen kann, und wiirden somit auch vom humoralen Stand-
punkt aus die zeitlichen Differenzen in der Entwicklung der Organimmunitét
ausreichend begriinden. Mit dem Nachlassen und Aufhéren der Antikorper-
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bildung wiirde in entsprechendem Grade auch die Immunitat allméhlich ver-
schwinden und, da der Ursprung der Antikorper in letzter Linie in einer Zell-
funktion zu suchen ist, so kann sehr wohl je nach der Art, LebensiuBerung
und Vermehrungsweise der einzelnen Zellsysteme die Antikérperbildung in dem
einen Organ rascher oder langsamer als in dem anderen zum Stillstand kommen.
Kurz, die Unterschiede, welche die sensiblen Organe bei Entwicklung und Fort-
bestand ihrer Immunitét aufweisen, sind auch vom Standpunkt einer humoralen
Immunitdt zu verstehen. Morawetz gelangt durch Analyse der klinischen
Beobachtungen zu dem gleichen Schlufl und sieht das Wesen der Abwehrreaktion
innerer Organe hauptséchlich darin, daB die Zellverbéinde der Organe zur Pro-
duktion virulicider Antikérper befahigt sind. Ebensowenig ist es ein Wider-
spruch oder gar eine Widerlegung der Antikérpertheorie, wenn die Immunitit
irgendeines Organs noch nicht erkennbar ist, obwohl im Blute bereits Anti-
korper existieren. Hier spielen eben quantitative Beziehungen, wie verschiedent-
lich betont wurde, eine grofle Rolle, und solange Antikorperproduktion und
Virulicidie des Blutes noch nicht ihren Héhepunkt erreicht haben, kann viel-
leicht sehr viel davon abhéingen, in welchem MaBe bestimmte Organe die Anti-
korper zuriickhalten und speichern. Indessen ist zuzugeben, da8 die ungleich-
mafBigen Resultate, die sich {iberhaupt auf dem Wege der passiven Immunisie-
rung bei Variola und Vaccine erzielen lassen, gegen den humoralen Charakter
dieser Immunitit ins Feld gefiilhrt werden konnten. Ein entscheidendes
Argument bilden sie keinesfalls. Auch hier handelt es sich moglicherweise um
Fragen der Quantitit, die urspriinglich wohl nicht geniigend beriicksichtigt
worden sind. Wenigstens stellt sich bei neueren Versuchen mit hochwertigem
Antiserum die prophylaktische und therapeutische Wirkung giinstiger dar.

Nimmt man nun aber doch mit Levaditi und anderen Forschern und ganz
im Sinne der fritheren, vor allem von Prowazek und Siipfle vertretenen
Anschauungen eine besondere Beteiligung des Gewebes und speziell der Gewebs-
zellen bestimmter Organe an der Variola-Vaccineimmunitit an, so fragt es sich
nur, worin diese ,,histogene‘ Immunité#t besteht. Hieriiber kann man sich, wie
ich glaube, gewisse Vorstellungen machen. Und das ist nétig. Wollte man sich
einfach mit dem Begriff ,,Gewebsimmunitdt begniigen, um damit zu sagen,
daB die Antikorperwirkung zur Erklirung der Immunitét nicht ausreicht und
wir deshalb noch eine weitere Unempfindlichkeit der Zellen anzunehmen haben,
so liegt darin natiirlich keine Erklarung, sondern nur eine Umschreibung der
Tatsachen. Es hieBe das nichts anderes, als daBl der Koérper immun geworden
ist, weil seine Gewebe unempfanglich sind.

Es ist von vornherein nicht recht einleuchtend, daf die Vaccineimmunitiat
einen Doppelcharakter tragen sollte, einen histogenen und einen humoralen.
Auch bei anderen Infektionskrankheiten hat sich bisher ein solches Verhalten
der Immunitit nicht mit Sicherheit erweisen lassen. Daher liegt es nahe, daran
zu denken, daBl auch die vermeintliche Gewebsimmunitiat nichts
anderes als eine Antikérperimmunitiat ist, nur mit dem Unterschied,
daB sich die Wirkung der spezifischen Schutzstoffe unmittelbar an oder in den
Zellen abspielt und damit als Abwehrreaktion des Gewebes erscheint. Einige
wichtige Beobachtungen und Experimente machen in der Tat einen solchen
Zusammenhang wahrscheinlich. Levaditi und Nicolau haben gezeigt, daf
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bei vollentwickelter und hochgradiger Immunitit die empfinglichen Organe
itber starke virulicide Krafte verfiigen. Das einem hochimmunen Individuum
eingespritzte Virus wird in den Geweben rasch abgetétet, und zwar ohne dafB
sich mikroskopisch durch genaue histologische Untersuchung auch
nur die geringste Gewebsreaktion feststellen 148t. Dieser letztere Um-
stand erscheint fiir unsere Betrachtungen von wesentlicher Bedeutung; er zeigt,
daBl das Virus in dem Gewebe des Immuntieres abgetétet wird ohne
sichtbare Mitwirkung der Zellen. Die Reaktionserscheinungen, die sich
bei immunen Individuen, Mensch und Tier, mitunter zeigen, sind also nur der
Ausdruck einer tiberm#fig starken Infektion oder einer unvollkommenen Im-
munitét. Die Abtotung des Virus bei vollig reaktionslosem Verhalten des Ge-
webes fiihrt uns aber ein Phéanomen der Virulicidie vor Augen, das lediglich als
Wirkung geloster Stoffe erklart werden kann. Und noch mehr. Wie aus den
Experimenten der genannten Autoren hervorgeht, dullert das Zellmaterial eines
immunen Organs (Hirnbrei) auch in vitro im viruliciden Mischungsversuch unter
Umstanden eine starke antivirulente Wirkung. Bringen wir diese beiden Beob-
achtungen in Einklang, so scheinen sie darauf hinzuweisen, daB auch die
Gewebsimmunitat insofern humoralen Charakter triagt, als die
Abtotungskraft der immunen Organe auf der Wirkung geldster
virulicider Stoffe beruht, wie wir sie von der Serumvirulicidie her
kennen.

Bei dieser Auffassung der Dinge miilte man also annehmen, daf in den
Zellen die gleichen viruliciden Stoffe vorhanden sind wie im Blute des Immun-
tieres, und es ware ein weiterer Schluf}, daBl diese Stoffe eine stiarkere Affinitit
zu den Zellen und eine lingere Persistenz im Gewebe hitten als im Blute. Denn
das, was besonders zu der Annahme einer histogenen Immunitit gefiihrt hat,
ist ja die Tatsache, dafl auch ohne Anwesenheit von Antikérpern im Blute und
nach ihrem Verschwinden aus dem Blute die aktive Immunitét des Individuums
noch lange Zeit unvermindert fortbestehen kann. Hierbei ist aber folgendes zu
bedenken: Einmal namlich sind unsere Methoden speziell zum Nachweis der
viruliciden Antikérper des Pockenserums technisch noch nicht vollkommen ge-
nug, um auch geringe Spuren und schwache antivirulente Wirkungen in jedem
Falle aufzudecken. Ferner aber, und das scheint mir von besonderer Bedeutung
zu sein, werden die viruliciden Stoffe, deren Bildungsstitte gemiB unseren,
durch Ehrlich begriindeten Anschauungen in den empféinglichen Zellterritorien
zu suchen ist, von eben diesen Zellen offenbar nicht ohne weiteres in die Blut-
bahn abgegeben. In dieser Hinsicht ist der Vergleich zwischen der Serum-
virulicidie beim Menschen und dem Versuchstier, speziell dem Kaninchen, recht
lehrreich. Die viruliciden Antikorper, die der Mensch nach der Vaccination und
Revaccination bildet, sind, wie wir gesehen haben, im Blute meist nur in ver-
haltnismaBig geringer Menge aufzufinden, und ihre schwache Wirkung scheint
in einem gewissen Gegensatz zu dem Grade der Vaccineimmunitit zu stehen.
Andererseits aber ist die Persistenz der Serumvirulicidie des Menschen doch eine
recht betriachtliche. Wie aus den Untersuchungen von Fujii hervorgeht, um
hier noch einmal die neueren Experimente zu beriicksichtigen, war doch in
allen Fallen zwischen dem Serum der ungeimpften und dem Serum der vacci-
nierten und revaccinierten Menschen ein deutlicher Unterschied. Selbst in un-
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verdiinntem Zustand erwies sich das normale menschliche Serum als véllig un-
wirksam, wogegen das Serum der Geimpften meist eine virulicide Wirkung
duBerte, wenn auch nur mehr oder minder schwach angedeutet, selbst dann,
wenn die letzte Impfung 3, 4 Jahre und noch linger zuriicklag. Es gewinnt
also den Anschein, als ob gerade beim Menschen die Abgabe der viruliciden
Stoffe an das Blut nur schwer erfolgt, daB die Stoffe fester an den Zellen haften,
zugleich aber auch und im Einklang hiermit iiber lange Zeit in dem Serum
nachgewiesen werden konnen. Nur auf den wesentlich stdrkeren Immunisierungs-
reiz, wie ihn das Uberstehen einer Pockenerkrankung darstellt, werden virulicide
Stoffe vom Menschen in groferer Menge auch an das Blut abgegeben, so daB
wir bei den Pockenrekonvaleszenten und Genesenen das Blut erheblich wirk-
samer finden als bei Vaccinierten.

Erinnern wir uns ferner in diesem Zusammenhang der Kaninchenexperi-
mente von Matsuda, aus denen hervorgeht, daB durch einen unspezifischen
Reiz (Deuteroalbumose) die viruliciden Substanzen den Zellen entlockt werden
konnen, so dal das vorher nur noch schwach wirksame Immunserum anti-
virulente Féahigkeiten erwirbt, so darf als erwiesen gelten, dafl bestimmte
Zellkomplexe des immunen Organismus die viruliciden Anti-
korper in groBeren Mengen bilden und speichern. Darin aber wiirde
eine Stiitze der Auffassung liegen, da8 auch die Gewebsimmunitidt in letzter
Linie auf dem Gehalte des Gewebes an viruliciden Substanzen beruht, die zu-
gleich im gegebenen Augenblick neugebildet und sezerniert werden konnen.

Die Immunitétsreaktionen der Haut, die in Form allergischer Erscheinungen
auftreten und namentlich durch Pirquet sowie neuerdings vor allem durch
Tieche in seinen bekannten diagnostischen Selbstversuchen und durch Force
und Beckwith im Tierexperiment studiert worden sind, lassen sich zur Ent-
scheidung der vorliegenden Frage nicht gut verwerten. Die Mitwirkung von
Antikorpern an dem Zustandekommen der allergischen Hautreaktion ist gewi3
nicht von der Hand zu weisen. Es fehlt zur Zeit jedoch an ausreichenden ex-
perimentellen Unterlagen, um hieriiber ins klare zu kommen und eine Analyse
der humoralen und cellularen Einfliisse vorzunehmen. Auch bei anderen #dhn-
lichen Vorgéngen, wie z. B. bei der Tuberkulinreaktion, ist der Zusammenhang
noch durchaus ungeklirt und lebhaft umstritten.

Die Beziehungen der histogenen Immunitét zur humoralen bediirfen gewil3
noch weiterer Kliarung, nicht nur fiir die Pocken, sondern auch fiir andere In-
fektionskrankheiten. Aber es scheint doch, als ob die bisherigen Beobachtungen
nicht gerade zugunsten einer selbstiandigen, von Antikérperwirkung freien Zell-
immunitét sprichen. Zum mindesten fehlt der sichere Beweis. Der Vergleich
mit der Immunitidt gegen Gefliigelpocken dringt sich hier wieder auf. Trotz
der nahen Verwandtschaft mit Variola und Vaccine bestehen gewichtige Dif-
ferenzen, in erster Linie darin, dafl die Gefliigelpockenimmunitat scheinbar
ohne Bildung virulicider Antikorper verlduft. Ja man hat, zugleich im Hinblick
auf die lange Persistenz des Erregers, verschiedentlich die Frage einer ,,In-
fektionsimmunitét® erortert (Sanfelice, Lipschiitz). Auch im hiesigen In-
stitut wurden bei systematischer Priifung auf virulicide, précipitierende und
komplementbindende Antikérper nur negative Resultate erhalten (Kondo,
Saito). Gleichwohl kann diese Frage noch nicht als endgiiltig entschieden be-
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trachtet werden. So sollen nach Haring und Kofoid bei der Gefliigel-
pockenimmunitiat doch komplementbindende Antikérper gebildet werden, und
Manteufel hat aus der Beobachtung, dafl ein auf der Haut des Huhns
wirksames Gemisch von Gefligelvirus und Immunserum nach subcutaner
Injektion keine aktive Immunitiat erzeugt, den Schlufl gezogen, daB bei dieser
Versuchsanordnung das Virus unter dem Einflul des Serums im Kérper ab-
getotet wird. Saito hat diese Angabe bei Tauben und intramuskulirer
Impfung bestédtigt; Kontrollversuche gleicher Art mit normalem Serum, statt
Immunserum, fiihrten zur Immunitit. Die neueren Untersuchungen von
Loewenthal, Kadowaki und Kondo, sowie Saito haben iiberdies noch
weitere Anhaltspunkte dafiir beigebracht, daf die Immunitdtsverhéltnisse bei
Gefliigelpocken sich von denen der Variola und Vaccine offenbar nicht so
grundlegend unterscheiden, wie man vielfach annahm. Abgesehen davon, daB
ja auch gegen Vaccine, wie wir sahen, von dem Huhn nur schwer virulicide
Antikorper gebildet werden, treten unter gewissen Versuchsbedingungen im
Blute der gegen Gefliigelpocken immunisierten Tiere unzweifelhaft Immun-
stoffe auf, die sich namentlich mit Hilfe der passiven Immunisierung nach-
weisen lassen. Noch an einen anderen Vergleich wird man denken. Bei der
Encephalitis- und Herpesimmunitét sind Antikorper bisher nicht nachgewiesen
worden. Wenn man infolgedessen aber diese Immunitat als Gewebsimmunitit
bezeichnet und sogar wegen der verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen
Herpes, Encephalitis und Pocken annimmt, daBl nun auch die Pockenimmunitat
vorwiegend eine Gewebsimmunitét sein miisse, so ist doch wohl etwas Vorsicht
am Platze. Analogieschliisse kénnen fehlgehen. Will man sie aber ziehen, so
lehrt gerade umgekehrt das Beispiel der Pocken, daBl sich humorale Verinde-
rungen auch da, wo man sie urspriinglich nicht findet, vielleicht spéter einmal
mit verbesserten Methoden aufdecken lassen.
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Einleitung.

Die verschiedenen Formen von Hamoglobinurie lassen sich in zwei Gruppen
einteilen. Bei der einen kommt es zu einer einmaligen, kiirzere oder lingere Zeit
andauernden Ausscheidung von Hémoglobin, bei der anderen tritt dieses Symptom
anfallsweise auf.

Der ersten Gruppe gehoren vor allem die Hémoglobinurien nach Ver-
giftung mit verschiedenen Oxy- oder Methdamoglobindmie erzeugenden Giften
an, ferner die Hidmoglobinurie bei Verbrennungen, Graviditit und Eklampsie,
das Schwarzwasserfieber und in der Tierpathologie z. B. die Piroplasmose der
Rinder.

Zur zweiten Gruppe der Hamoglobinurien, den paroxysmalen oder inter-
mittierenden, gehoren die Kilte-Hamoglobinurie, die Marsch-Hémoglobinurie und

1) Die vorliegende Abhandlung war ihrem wesentlichen Inhalt nach bereits im Jahre
1914 fertiggestellt. Eine Besprechung der neuen Literatur wurde hinzugefiigt.
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in der Tierpathologie gewisse Formen der paralytischen Hamoglobinurie der
Pferde, welcher Fille von menschlicher Hamoglobinurie mit schweren Muskel-
schadigungen nahestehen, wie sie von Meyer-Betz, Paul, Ginther, Hitt-
mayr beschrieben wurden.

Bei der als Kalte-Hémoglobinurie (Lichtheim) bezeichneten Form von
paroxysmaler Hémoglobinurie treten im Anschlusse an Kéalteeinwirkungen bei
den Kranken ziemlich typisch verlaufende Anfille auf. Nach mehr oder weniger
ausgesprochenen Prodromalerscheinungen (Kreuzschmerzen, Unbehagen, Fro-
steln) tritt gewohnlich Schiittelfrost, haufig Temperaturanstieg ein, und es kommt
zur Entleerung von mehr oder weniger stark hémoglobinhaltigem, oft dunkel-
schwarzbraun gefarbtem Urin, der neben Oxyhdmoglobin auch Methiamoglobin
in Losung und auBerdem mikroskopisch reichliche H&moglobinschollen und
-korner, dagegen nur spérliche oder gar keine unveréinderten roten Blutkérperchen
enthéalt. Im Verlaufe von einigen Stunden verschwinden die subjektiven Sym-
ptome, der Urin gewinnt wieder normale Farbe.

Historisches.

Von Dressler wurde die Erkrankung zuerst als intermittierende Albuminurie
und Chromaturie beschrieben. Harley bezeichnet sie als intermittierende Hama-
turie, betont aber das Fehlen von Blutkérperchen im Anfallsharn und nimmt
an, dafl der im Harn ausgeschiedene Farbstoff den roten Blutkérperchen ent-
stammt, eine Annahme, die seither nicht mehr verlassen, aber erst von spéteren
Autoren durch den chemischen und spektroskopischen Nachweis von Himoglobin
im Harn sichergestellt wurde.

Uber die Art, wie es zum Austritt des Blutfarbstoffes aus den Blutkérperchen
kommt, und iiber den Ort, wo dieser stattfindet, wurden von dlteren Autoren die
verschiedensten Theorien aufgestellt (vgl. Chvostek sowie Stempel).

Eine Reihe von Erklarungsversuchen supponiert die Niere als den Ort der
Zerstorung des Blutes und eine unter dem Einflul der Kalte stattfindende
Kongestion des Blutes gegen die Niere als Ursache des Krankheitsbildes [Harley,
Dickinson, Rosenbach?)]. Auf Grund mancher Symptome von seiten des
GefaBapparates wihrend der Anfille wird als ein die Kaltewirkung unterstiitzendes
Moment eine individuelle Disposition zu abnormer Gefaf3kontraktion angenommen
(Pavy, Mackenzie, Murri, Harringham) oder abnorme Blutbeschaffenheit,
die mit Malaria, Syphilis und anderen Infektionskrankheiten in Zusammenhang
gebracht wird (Habersohn, Robin, Delabrosse).

Von der Mehrzahl der spateren Autoren wird die Auflésung des Blutes in
das Gefallsystem verlegt. Lichtheim war der erste, der dies nachdriicklich be-
tonte und auf die groBe Ahnlichkeit des klinischen Bildes der Anfille mit den
bei Bluttransfusionen zu beobachtenden Erscheinungen hinwies. Infolgedessen
nahm er eine Hdmoglobindmie wihrend der Anfille an und fiihrte alle Er-
scheinungen des Anfalles auf die Anwesenheit von freiem Hamoglobin und

1) Aber auch neuere Autoren (Rosin, Andraud, Silvestri, Klein) nehmen aus ver-
schiedenen Griinden an, daB die Hamolyse nicht im GefaBsystem, sondern in der Niere statt-
finde (vgl. dariiber S. 211).
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Resten von zerstorten Blutkérperchen im zirkulierenden Blute zuriick. — Den
Nachweis der Hamoglobindmie im Anfallsblute konnte zuerst Kiissner er-
bringen, der bei seinen Patienten aus dem Schropfkopfblute wéhrend des
Anfalles rubinrotes Serum gewann, wahrend es in der anfallsfreien Zeit hell-
gelb war.

Ein weiterer Schritt war es, als Ehrlich und bald nachher Boas nachwiesen,
daB ein Blutzerfall auch in umschriebenen Gefafibezirken bei Kalteeinwirkung
stattfinden kann. Als namlich Ehrlich bei seinem Falle einen Finger mit einer
elastischen Ligatur konstringierte und fiir eine Viertelstunde in Eiswasser und
dann ebenso lange in laues Wasser halten lieB, waren in dem nachher dem Finger
entnommenen Blute héamoglobinhaltiges Serum und Zerfallsformen von roten
Blutkérperchen wahrzunehmen. Uber die eigentliche Ursache des Blutzerfalles
ist aus diesem Versuche kein Anhaltspunkt zu gewinnen. Ehrlich dachte zu-
erst an eine groBere Kalteempfindlichkeit der Blutkérperchen, spéter an von
den GefiBwinden unter dem EinfluB der Kilte produzierte Fermente oder Ly-
sine. — Die Ansicht, dall die Blutkorperchen abnorm leicht durch Kélte zer-
stérbar seien, vertraten auch Boas, Rosenbach, Leube, Bristowe und
Copeman.

Im Gegensatz zu den Untersuchern, die eine direkte Zerstorung der Blut-
korperchen in den der Kalte ausgesetzten Teilen unter der Kélteeinwirkung an-
nahmen, dachte Murri an eine mittelbare Wirkung der Kélte. Schon Popper
hatte auf die Ahnlichkeit des Krankheitsbildes mit der Nothnagelschen Angina
pectoris vasomotoria hingewiesen und Mackenzie (2) eine abnorme Kontraktion
der Gefalle unter dem Einflul der Kilte bei vorhandener besonderer Disposition
angenommen. Murri betonte wiederholt, dafl vasomotorische Einfliisse das
auslosende Moment des Anfalles bilden, so daB es durch die Kilteeinwirkung
zu abnormen GefifBreaktionen kommt, dafl aber noch eine abnorme Blutbe-
schaffenheit angenommen werden miisse, die es erméglicht, dafl in den abgekiihlten
Partien unter dem kombinierten Einflusse von CO,-Uberladung und Kélte eine
Blutauflosung stattfinde.

Eine andere Vorstellung von dem Modus der Blutzerstérung dulerte Chvo-
stek. Er fand bei seinen Kranken eine abnorme mechanische Ladierbarkeit der
roten Blutkérperchen und sah in dieser sowie der vasomotorischen Ubererreg-
barkeit die Ursache der Anfille. Ahnlich wie Rodet nahm er eine mechanische
Zertrimmerung der Blutkorperchen in den unter dem EinfluB} der Kalte kon-
trahierten Geféaflen an.

Eine Reihe von anderen Erklarungsversuchen geht davon aus, daf die hamo-
lytische Wirkung durch toxische Substanzen bewirkt wird, iiber deren Natur
verschiedene Hypothesen aufgestellt wurden (Wiltshire, Hayem, Sireday,
Chauffard, Bensaude).

Unter dem Eindruck der Auffindung der Immunhémolysine wurde von ver-
schiedenen Autoren (Ehrlich [3], Chiarutini, Luzzatti und Sorgente,
Burckhardt, Mattirolo und Tedeschi, Kretz u. a.) vermutet, dafl das
toxische Agens unter den Lysinen des Serums zu suchen sei, eine Theorie, die
sich spater als richtig erwiesen hat.

Den Beweis fiir ihre Annahme suchten die letztgenannten Autoren auf die
Weise zu erbringen, daBl sie Serum von Hémoglobinurikern aus dem anfalls-
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freien Intervall oder aus dem Anfall mit eigenen und fremden roten Blutkorperchen
vermischten und das Auftreten oder Ausbleiben von H#amolyse nach einem
Verweilen im Brutschrank beobachteten. Die Resultate, die erhalten wurden,
waren widersprechende.

Bei dieser Versuchsanordnung fanden Viola sowie Chiarutini, daBl das Intervallserum
eigene und fremde Blutkérperchen l6ste, Martini fand ein Losungsvermégen nur fiir fremde
Blutkérperchen, dagegen konnte Kretz in seinem Falle von Hamoglobinurie kein stérkeres
Losungsvermégen gegeniiber fremden Blutkdrperchen nachweisen als in anderen gepriiften
Fillen. — Das Anfallsserum 16ste bei Mattirolo und Tedeschi und bei Kretz eigene und
fremde Blutkorperchen. — In dem Stauungsserum (gewonnen durch lingere Abschniirung
des Armes) fanden Luzzatti und Sorgente und ebenso Burckhardt schwache hamoly-
tische Wirkung auf eigene und fremde Blutkorperchen.

Eine Nachpriifung dieser Angaben durch Donath ergab, daB in 3 Fillen von Hamoglo-
binurie weder im Anfallsserum, noch im Intervallserum bei dieser Versuchsanordnung eine
lytische Wirkung auf eigene Blutkorperchen sicherzustellen war. Die Intervallsera zeigten
bei einzelnen Kombinationen mit fremden menschlichen Blutkorperchen schwache 1osende
Wirkung, wie sie als Isolyse (s. S. 199) auch bei normalem Serum vorkommt, keine Steigerung
dieser Wirkung im Anfall.

Das Lysin der Kiltehdmoglobinurie.

Der Nachweis eines eigentiimlichen Lysins im Blute der an Kalte-Hémoglo-
binurie leidenden Kranken gelang den Verfassern mit Hilfe einer Versuchs-
anordnung, die eine Nachahmung der beim Hamoglobinuriker wéhrend des An-
falles bestehenden Temperaturverhaltnisse darstellt.

Nach diesen Untersuchungen kénnen im Hamoglobinurieblute wahrend des
anfallsfreien Intervalls folgende Befunde erhoben werden: Wenn man eine
Mischung von Serum und Blutkérperchen (z. B. im Verhéaltnis von 5 Ser. : 1 Blut-
sed.) eines Hamoglobinurikers zuerst durch einige Zeit auf 0°—5° abkiihlt und
dann erwiarmt (37°), so tritt in der Regel intensive Hamolyse ein!). Wird
dagegen die Serum-Blutkorperchenmischung ebenso lange blof3 kalt oder warm
gehalten, so erfolgt keine Losung der Blutkérperchen.

Bei den zuerst mitgeteilten Versuchen wurden die Proben lingere Zeit in der Wirme
gehalten; wie es sich spater zeigte, geniigt in der Regel eine ganz kurze Erwirmung bei mehr-
maligem Umschiitteln. Moro und Noda geben an, haufig schon nach 1 Minute Hamolyse
gesehen zu haben. (Uber zweckmiBige Modifikationen der Versuchsanordnung s. S. 222.)

Die nahere Untersuchung zeigte, da8 fiir das Auftreten der Reaktion die An-
wesenheit des Serums notwendig ist, denn Hamolyse findet weder statt, wenn
man eine Aufschwemmung von gewaschenen Blutkoérperchen in physiologischer
Kochsalzlosung direkt erwérmt, noch dann, wenn man sie zuerst abkiihlt und
dann erwarmt?).

Wird das Serum des Hamoglobinurikers vor dem Zusammenbringen mit den
Blutkorperchen durch halbstiindige Erwidrmung auf 55° erhitzt, so bleibt (bei
Abkiihlung und darauf folgender Erwédrmung) die Hamolyse aus (s. S. 193).

1) Es kann auch durch Kaliumoxalat fliissig erhaltenes Blut verwendet werden; es
wird gewonnen, indem man das durch Einstich in die Fingerbeere oder Venaepunktion er-
haltene Blut im Verhéaltnis 1: 1 mit einer 0,25 proz. Losung von Kaliumoxalat in 0,859,NaCl-
Losung vermischt.

2) Uber die Resistenz der roten Blutkérperchen des Hamoglobinurikers gegeniiber thee-
mischen, chemischen und mechanischen Einfliissen s. S. 199.
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Die Auflésung des Blutes in der Warme nach vorausgegangener Abkiihlung
ist demnach von der Anwesenheit aktiven Serums abhéngig, doch kann in
der zweiten Phase das eigene Serum des H&émoglobinurikers durch fremdes
menschliches Serum ersetzt werden. Wird némlich Serum-Blutkérperchen-
mischung (oder Oxalatblut) 1/, Stunde in Eiswasser gekiihlt, in der Kalte ab-
zentrifugiert, das Serum abgehoben und durch die entsprechende Menge NaCl-
Losung, aktives Hb-Serum, aktives nicht isolytisch wirkendes Normalserum, in-
aktives Hb- oder Normalserum oder Meerschweinchenserum (s. S. 194) ersetzt
und die Proben dann erwirmt, so tritt Hamolyse nur in jenen Proben ein, die
aktives Hb-Serum oder Normalserum enthalten, in allen anderen Proben bleibt
die Hamolyse aus.

In der ersten in der Kilte sich abspielenden Phase des hamolytischen Vor-
ganges ist zum Zustandekommen der Hémolyse die Anwesenheit von Haémo-
globinurieserum unbedingt erforderlich, hingegen kénnen die Blutkoérperchen
des Hamoglobinurikers durch andere menschliche Blutkérperchen ersetzt werden.
— Werden nimlich gewaschene Blutkérperchen des Hamoglobinurikers mit
fremdem, nicht isolytischem menschlichen Serum versetzt, abgekiihlt und dann
in die Warme gebracht, so zeigt sich keine Losung, wohl aber, wenn fremde mensch-
liche Blutkorperchen, die nicht der Isolyse unterliegen, mit Hb-Serum in gleicher
Weise behandelt werden!). — Daf} in der ersten Phase des Versuches aus dem
Himoglobinurieserum eine hamolytisch wirkende Substanz aufgenommen wird,
148t sich zeigen, indem man von 2 Proben mit Serum-Blutkérperchenmischung
die eine 1/, Stunde in Eis, die andere ebenso lange bei Zimmertemperatur
halt, die Sera abzentrifugiert, vertauscht und dann die Proben auf 37° erwérmt.
Hiamolyse tritt dann nur in der Probe ein, welche die vorher im Serum abgekiihl-
ten Blutkérperchen enthélt. Die Absorption einer wirksamen Substanz aus dem
Hb-Serum durch die Blutkérperchen 1a8t sich auch dadurch nachweisen, daf die
Serum-Blutkérperchenmischung 1/, Stunde bei 0° gehalten, kalt abzentrifugiert
und das abgehobene Serum neuerdings mit Blutkérperchen versetzt, gekiihlt
und erwirmt wird; unter diesen Bedingungen tritt eine Auflosung des Blutes
entweder gar nicht oder nur in geringem Mafe auf, entsprechend einer voll-
stindigen oder teilweisen Absorption des Lysins aus dem Serum.

DaB die in der Kilte absorbierte Substanz sich analog verhalt wie der thermo-
stabile Anteil eines gewéhnlichen H&molysins, konnte durch Reaktivierungs-
versuche?) gezeigt werden. (Behandlung des Blutes mit inaktivem Hb-Serum,
abzentrifugieren und waschen bei niederer Temperatur, Zusatz von aktivem
Normalserum; iiber das Verhalten der einzelnen Hb-Sera bei der Inaktivierung
resp. Reaktivierung vgl. S. 193). Die Menge des im Serum vorhandenen Lysins
kann durch Titration bestimmt werden; sie zeigt bei verschiedenen Féllen sehr
betrichtliche Unterschiede (s. Kaznelson).

Das Verhalten des Hamoglobinurieserums entspricht vollstandig dem eines
lytischen Serum mit einem thermostabilen und einem thermolabilen Anteil, bei
dem aber die Bindung und Wirkung der hamolytischen Substanz auf die eigenen
oder fremden Blutzellen in eigentiimlicher Weise nur nach vorhergehender Ab-
kithlung erfolgt.

1) Vgl. Burmeister.
2) Vgl. die spateren Untersuchungen von Eason, Hoover und Stone, Moss.
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Die eben beschriebenen Befunde wurden in einer groBlen Zahl von Arbeiten
iber Hamoglobinurie bestatigt!).

Nur Czernecki bestreitet die tatsdchliche Richtigkeit der beschriebenen Befunde,
weil er bei seinen Fillen von Hémoglobinurie bei Erwérmen der Serum-Blutkorperchen-
mischung Hémolyse beobachtet haben will und auch bei einer Anzahl anderer menschlicher
Sera dieselben Erscheinungen wie bei Haémoglobinurie erzielte. Diese allen anderen
Beobachtungen widersprechenden Ergebnisse sind wohl durch grobe Irrtiimer, wahr-
scheinlich Nichtbeachtung der Isolyse, zu erklaren.

Die Versuche Choroschilows, der negative Resultate erhielt, als er Serum abkiihlte
und dann erst Blutkorperchen zusetzte, sind fiir die Frage irrelevant.

Ein thermostabiles Hamolysin im Serum von Hamoglobinurikern beschreibt
Mohr ohne Griinde fiir eine Beziehung zu der Krankheit anzufiithren; die Be-
funde blieben ohne Bestatigung (vgl. Grafe und Miiller, 1. ¢. S. 108).

In bezug auf die Deutung der Hamolysinbefunde, deren Richtigkeit sie
im tbrigen bestitigen, nehmen Widal und Rostaine einen abweichenden
Standpunkt ein, indem sie sich auf eine von Besredka aufgestellte Hypothese
iiber Autolysine stiitzen.

Dieser Autor nimmt das Vorkommen von autolytischen Substanzen in normalem Serum
an, glaubt aber, daB die Autolysine durch gleichzeitig vorhandene antisensibilisierende
Substanzen unwirksam gemacht werden; er schlieBt dies daraus, daB die hidmolytische
Wirkung eines Normal- oder Immunserum auf bestimmte Blutkorperchen durch Zusatz
von inaktivem Serum jener Tierart, der die Blutkoérperchen angehoren, besonders stark
gehemmt wird. Ein direkter Nachweis der autolytischen Substanz wurde nicht erbracht.

Widal und Rostaine erkliren nun die durch das Hamoglobinurieserum be-
wirkte Lyse aus der schwicheren Wirkung einer antisensibilisierenden Substanz
in diesem Serum im Sinne von Besredka?2).

Zur Begrindung ihrer Ansicht erwiahnen Widal und Rostaine zunichst,
daB das Serum ihres Hidmoglobinurikers menschliche Blutkérperchen in ge-
ringerem Grade gegen H&émolyse durch ein Immunserum schiitzte als andere
menschliche Sera. Dieser Befund war aber inkonstant.

Wir selbst konnten uns von der Richtigkeit dieser Angabe nicht iiberzeugen.
(Versuche von Kumagaiund Inoue vgl. S. 205.) Auch ist nach unseren eigenen
Beobachtungen die hemmende Wirkung inaktiver normaler Sera auf die

1) Widalund Rostaine; Eason*); Langstein; Grafe und Miiller; Moro undNoda;
Hoover und Stone; Meyer und Emmerich; Rosin; Kiralyfi; Fejes und Kentzler;
Briickner; Moss; Glassner und Pick; Matsuo; Kumagai und Inoue; Cooke;
Browning und Watson; Young; Denie’und Robertson; Lutz; Jedlicka; Bur-
meister; Weinberg; Bondiund Strisower; Ch. und B.Jones; Kaznelson; Hannema
und Rytma; Mackenzie u. a.

2) Widal und Rostaine stellen sich vor, daBl die antisensibilisierende Substanz, die
normalerweise die Bindung einer sensibilisierenden Substanz an die Blutkérperchen hindere
[vgl. dagegen Donath und Landsteiner (3)] beim Hédmoglobinuriker in der Kalte an
Wirksamkeit verliert, so daB die sensibilisierende Substanz an die Blutkorperchen gebunden
werden kann. Dennie und Robertson suchten den von Widal und Rostaine sowie
spiter von Widal, Abramiund Brissaud angenommenen Hemmungskérper nach Bindung
des Lysins in der Kilte direkt durch Priifung der Wirkung des abzentrifugierten Serum
auf ein anderes himolytisches System (Hammelserum + Kaninchenblut) nachzuweisen.
Hierbei fand keine Hemmung der Hamolyse statt.

*) Beziiglich der Arbeiten von Eason s. Zeitschr. f. Immunititsforsch. u. exp. Therapie
Bd. 18, 8. 701, 1913.
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Hb-Lyse nicht immer grofler als die von inaktiviertem Hb-Serum. Hoover
und Stone und Grafe und Miiller fanden bei &hnlicher Versuchsanordnung
iberhaupt keine Hemmungswirkung durch Normalserum. — Ein zweites
Argument von Widal und Rostaine ist, da sich durch Zusatz einiger
Tropfen eines inaktiven antihdmolytischen, durch mehrmalige Injektion von
Kaninchen mit menschlichem Vollblut erhaltenen Serum zum Hb-Serum
in einem nach der Abkiihlungsmethode angestellten Versuche die Héamolyse
hemmen lieB (vgl. Eason, Hoover und Stone, Biirger). Die Hemmung
wurde auch erzielt, wenn zu den in der Kalte mit Hb - Lysin beladenen
Blutkorperchen zuerst das Immunserum und nach einer Waschung aktives
menschliches Serum zugefiigt wurde. Die Erklirung, die Widal und Ro-
staine fir diese Beobachtung geben, ist die, dal durch den Zusatz des
antisensibilisierende Substanz im Uberschuf enthaltenden Immunserums der
Defekt des Hamoglobinurieserums an dieser Substanz kompensiert werde. Es
ist aber klar, daBl sich analoge Versuche mit jedem Serumlysin und dem ent-
sprechenden Priacipitin ausfithren lassen (vgl. Hoover und Stone, Grafe
und Miiller).

Eine weitere Stiitze ihrer Annahme einer Insuffizienz der antisensibilisierenden
Substanz im Hb-Serum sehen Widal und Rostaine darin, daB das Hb-Serum
durch kurzes Erhitzen auf 55° die Eigenschaft verliere, die Blutkérperchen in
der Kilte zu sensibilisieren, wiahrend die sonst bekannten sensibilisierenden Sub-
stanzen bei dieser Temperatur nicht zerstért werden. Dieser Einwand wird
durch die schon erwahnten Reaktivierungsversuche (s. S.193) widerlegt, ab-
gesehen davon, daBl auch andere Sensibilisatoren existieren, die eine un-
gewohnliche Empfindlichkeit gegen Erwérmung besitzen (Sachs und Morgen -
roth).

Im ganzen genommen, fehlt der Hypothese von Widal und Rostaine der
Nachweis des Autolysins im normalen menschlichen Serum und auch des Mangels
von Antilysin im Hb-Serum (vgl. Pel). Die Supposition eines véllig neutrali-
sierten oder in keiner Weise erkennbaren Autolysins im Normalserum ist aber
offenbar bedeutungslos, und so besteht kein Grund, eine andere Annahme zu
machen, als die eines abnormen oder in abnormer Menge vorhandenen Auto-
lysins im Hb-Serum.

Salén ist der Meinung, dafl weder die von den Verfassern vertretene Ansicht iiber
das Zustandekommen der Hamolyse, noch die der Schule Widals richtig ist. Er setzt
(nach dem vorliegenden Referat zu schlieen) an Stelle dieser Anschauungen eine un-
klare kolloid-chemische Umschreibung des Vorganges und hélt fiir das Charakteristische des
Hb-Blutes das Vorhandensein eines gegen Abkiihlung nicht stabilen, ultra-mikroskopisch zu
beobachtenden, kolloidalen Systems. Der Sensibilisierungsprozef ist nach ihm als eine
Anderung der Hiille der roten Blutkérperchen anzusehen, bedingt durch eine bei der Ab-
kiihlung eintretende Veranderung gewisser Plasmakolloide (Globuline).

Burmeister meint, daf die Hiille der roten Blutkorperchen unter dem EinfluB8 der
Kilte selbst so verdndert werde, dafl der im Blut kreisende (pathologische) lipophile Ambo-
ceptor, das Lysin, gebunden werden kann. Er fiihrt an, daBl es gelingt, die Kalte-Hamolyse
durch Cholesterin, Lecithin, Luesleber und cholesterinierten Herzextrakt zu hemmen und das.
Lysin ohne Abkiithlung an Leberstiickchen zu binden und aus dem Serum zu absorbieren.
Die Moglichkeit einer Bindung des Lysins an alkohollosliche Substanzen (Lipoide) besteht
auch nach anderen fritheren Untersuchungen (vgl. S. 197). Dafiir aber, daB Abkiihlung
mafgebende Verdnderungen an den roten Blutkérperchen setzt, ist durch die Untersuchungen
von Burmeister kein Beweis erbracht.
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Eigenschaften des Lysins.

Die besonderen Eigenschaften des Hb-Lysins bildeten den Gegenstand einer
Reihe von Untersuchungen.

In bezug auf den Temperatureinfluf nimmt das Hb-Lysin, wie schon er-
wahnt, eine Sonderstellung ein, da im Gegensatz zu anderen Hamolysinen die
Bindung an die Blutzellen nur bei ziemlich niedriger Temperatur stattfindet.

Der Grad bzw. die Dauer der zur Erzielung der Hamolyse notigen Abkiihlung
ist bei den einzelnen Fillen verschieden und unterliegt, wie mehrfach beobachtet
wurde, auch bei einem und demselben Patienten Schwankungen (Meyer und
Emmerich). Diese Unterschiede konnen in erster Linie auf quantitative Diffe-
renzen bezogen werden. Es ist aber gar nicht ausgeschlossen, und einige Um-
stinde sprechen dafiir, dafl die Lysine verschiedener Fille nicht voéllig tiberein-
stimmen, und dafB auch in einem einzelnen Serum mehrere dhnliche, aber nicht
ganz identische Lysine vorkommen konnen (s. u.).

In einem Fall von Grafe und Miiller war Abkiihlung auf 5° nétig, in den ersten von
den Verfassern untersuchten Fillen eine Abkiihlung auf 10° resp. 15° durch !/, Stunde
hinreichend, um nachher in der Wérme noch starke oder deutliche Losung zu erzielen. Auch
die Dauer der Abkiihlung konnte betrichtlich reduziert werden, da schon kurzes Einstellen
in Eiswasser, in einem Falle von Hoover und Stone z. B. 15 Sekunden lange Abkiihlung,
die Reaktion hervorrief.

Nach spiteren Untersuchungen kann der Grad der Abkiihlung unter Um-
stinden noch geringer bemessen werden. Ein Fall von Grafe z. B., der iibrigens
klinisch sich eigentiimlich verhielt, da die Anfélle auch bei hohen Auflentempera-
turen eintraten, zeigte bei Versuchen in vitro schon bei einer Abkiihlung der
Serumblutmischung auf 20° Hamolyse. Dafl dem Lysin dieses Falles darum eine
Zwischenstellung zwischen dem gewohnlichen Hb-Lysin und den Isolysinen ein-
zurdumen sei, wie Grafe meint, scheint durch den angefiihrten Umstand nicht
geniigend motiviert. Ahnliche Beobachtungen wurden schon vorher, und zwar
von Moro und Noda, gemacht, die eine Sensibilisierung sahen, als sie das Blut
mit NaCl-Losung bei 17° R zentrifugierten. Auch wir selbst sahen einige Male
geringe Hamolyse bei einer Abkiihlung auf etwa 20 °C, aber nur bei manchen Fallen
und bei diesen zu gewissen Zeiten. Sera, die in der Warme abgeschieden wurden,
reagierten wegen des hoheren Lysingehaltes bei geringen Abkiihlungen stéarker
als bei gewohnlicher Temperatur gewonnene Sera. York und Macfie fanden
bei Untersuchungen iiber den Einflul der Dauer der Abkiihlung auf den Aus-
fall der Reaktion die stirkste Hamolyse dann, wenn bei nicht zu geringer Blut-
menge die Blutserummischung durch 5—7/, Minuten bei 0° abgekiihlt wurde;
unter diesen Bedingungen war die Hamolyse 10 mal stirker als bei Abkiihlung
durch 1/, Stunde bis 1 Stunde. Ahnliche Resultate hatte G. Mackenzie. Die Er-
klirung dieses Verhaltens soll nach York und Macfie darin liegen, dal bei Ab-
kithlung durch 30 Minuten mehr sensibilisierte Blutkérperchen das Mittelstiick
des Komplementes aufnehmen als bei Abkiihlung durch 5 Minuten, so dal bei
der folgenden Erwirmung auf 37 ° die Konzentration des Komplementendstiickes,
dessen Bindung erst bei 37° erfolgt, fiir das einzelne Blutkérperchen zu gering
ist (vgl. G. Mackenzie).

Die Verfasser fanden nach 12stiindigem Verweilen einer Serumblutmischung im
Eiskasten bei nachfolgender Erwirmung keine Hémolyse (s. die Erklirungen von York
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und Macfie). Gleiche Befunde teilen Widal und Rostaine!) und Eason mit; dieser
Autor sah bereits bei einer 50—70 Minuten dauernden Abkiihlung des Blutes auf 0°
eine Abschwichung der Hamolyse. Hingegen berichten Meyer und Emmerich, daB sie
Blutkérperchen durch mehrstiindiges Behandeln mit inaktivem Hémoglobinurieserum in
der Kilte sensibilisieren konnten. Auch in den Versuchen von Burmeister sowie von
Kaznelson, durch linger dauernde Absorption in der Kélte ein moglichst lysinfreies Serum
zu erhalten, konnten die Blutkérperchen durch 1stiindiges Behandeln in der Kalte sensibili-
siert werden (vgl. auch Lorand). Schiitteln der Proben mag die Einwirkung begiinstigen.

Wie es nach diesen Daten verstindlich ist, koénnen zuweilen, nimlich bei
hoher Wirksamkeit der Sera, Losungserscheinungen, meist geringen Grades,
auch dann eintreten, wenn Serum und Blutkérperchen einige Zeit bei Zimmer-
temperatur gehalten wurden. Dieser Umstand ist geeignet, die in der Literatur
gemachten Angaben iiber Hamolyse ohne vorhergehende Abkiihlung aufzuklaren
(Chiarutini, Kretz, Mattirolo und Tedeschi). Hier geniigte offenbar schon
die unbeabsichtigte Abkithlung auf Zimmertemperatur zur Absorption geringer
Lysinmengen [vgl. Moro und Noda?)]. (Uber den EinfluB der relativen Menge
von Blutkérperchen und Serum s. Meyer und Emmerich, York und Macfie.)

Die Bindung des Lysins wurde durch Absorptionsversuche quantitativ ge-
priift. In einem Versuche von Cooke wurden bei einmaliger Beladung der Blut-
korperchen ungefihr 859, des im inaktiven Serum vorhandenen Lysins gebunden
(vgl. dagegen Moro und Noda, S. 193). Durch mehrmalige Wiederholung der
Absorption in der Kalte wurde das Serum lysinfrei gemacht (Meyer und Em-
merich; Hoover und Stone).

Die Begiinstigung der Bindung des Hb-Lysins durch Temperaturherabsetzung
ist keine vereinzelte Erscheinung. Wie Landsteiner (2), (3) und Reich fanden,
werden ganz allgemein normale Serumagglutinine mit abnehmender Temperatur
ausgiebiger gebunden und umgekehrt die gebildete Verbindung durch Erwérmen
zerlegt. Auch Immunagglutinine zeigen die Erscheinung, allerdings nur wenig aus-
gepragt. Es handelt sich hier um reversible Reaktionen, bei denen durch Tempe-
raturerhohung eine Verschiebung des Gleichgewichtes im Sinne der Dissoziation
eintritt. Nun ist allerdings der Temperatureinflufl bei dem Hb-Lysin auffallender
als bei den anderen erwéahnten Reaktionen, die auch bei gewohnlicher Temperatur
gut vor sich gehen, aber ebenso wie das Hb-Lysin verhalten sich nach Land-
steiner (2) die normalen Autoagglutinine des Serums3). Auch hier tritt die
Agglutininwirkung nur bei niederer als Koérpertemperatur ein.

Aus dem oben Gesagten geht hervor, daf durch Erwérmen unter geeigneten
Bedingungen die Verbindung des Hb-Lysins mit den Blutkorperchen dissoziierbar
sein diirfte. Daf} die Verbindung durch Erwérmen beeinflut wird, zeigten Moro
und Noda, indem sie Blutkérperchen mit inaktiviertem H&moglobinurieserum
durch 1/, Stunde im Eis hielten, die Mischung darauf 10 Minuten bis 1/, Stunde
auf 37° erwarmten und schlieflich frisches Menschenserum als Komplement zu-
fiigten. Unter diesen Bedingungen fehlte jede Himolyse. Wenn sie ferner in
der Kalte mit dem Lysin beladene Blutkérperchen mit warmer (37°) und kalter

1) Diese Autoren erkliren das Fehlen der Hamolyse unter diesen Bedingungen durch
Aufnahme einer antisensibilisierenden Substanz aus dem Serum.

2) Dementsprechend verweisen Weinberg sowie Hannema und Rytma auf die Not-
wendigkeit, beim Anstellen der Reaktion nur mit vorgewdrmten Glisern und Fliissigkeiten
zu arbeiten, um unbeabsichtigte Abkiihlung zu vermeiden.

3) S. die spateren gleichartigen Befunde von Warrington Yorke.
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(5°) NaCl-Losung digerierten, blieben die kalt digerierten Blutkorperchen be-
laden, d. h. sie konnten durch Komplementzusatz in der Warme zur Losung
gebracht werden, die warm digerierten erwiesen sich als nicht mehr sensibilisiert.
Ahnliche Resultate verzeichnen Meyer und Emmerich, Browning und Wat-
son mit aktivem, Cooke mit inaktivem Serum.

Den Nachweis des in die warme NaCl-Losung iibergegangenen Lysins konnten
Moro und Noda nicht erbringen, wie sie meinen, weil Blut aus dem Hb-Serum
nur einen kleinen Anteil des Lysins absorbiert, die durch Dissoziation entstandene
Lysinlésung also viel weniger konzentriert ist als das Serum. Diese Annahme
entspricht nicht dem Resultat der Absorptionsversuche, und Meyer und
Emmerich, Burmeister, Tsuda (zitiert bei E. Meyer) konnten, wenn
auch nicht konstant, das abgespaltene Lysin in der NaCl-Losung nachweisen.
Cooke fand, daB bei /,stiindiger Digestion bei 37° ungefihr 25%, des aus dem
Serum gebundenen Lysins in der Wirme abgespalten wurden. Es bleibt aber
noch aufzukliren, ob beim Erwérmen der mit Lysin beladenen Blutkorperchen
(Moro und Noda) nicht eine andere Veréinderung (evtl. neben einer Spaltung
der Verbindung) eintritt.

Der EinfluB des Komplements auf den Vorgang der Abspaltung wurde von
York und Macfie untersucht. Sie fanden, dafl die Verbindung Lysin-Blutkéor-
perchen reversibel ist, aber nur so lange, als das Mittelstiick des Komplements
sich nicht mit den Blutkérperchen verbunden hat. Dieses Ergebnis erinnert an
die Beobachtung von Morgenroth, dal die Verbindung von Immunhémolysin
und Blut nach Einwirkung von Komplement nicht mehr dissoziierbar ist.

Was die Hamolyse nach erfolgter Bindung des Lysins anlangt, so ist von
vornherein anzunehmen, daB sie wie andere himolytische Vorgénge nicht an
eine bestimmte Temperatur, etwa von 37°, gebunden ist, sondern auch bei nied-
rigerer Temperatur stattfindet. Ein von uns ausgefiihrter Versuch (s. S.197)
zeigt, daB deutliche Lyse schon bei 10° erfolgen kann [vgl. Hymans van den
Bergh (1), Hoover und Stone].

Die einzelnen Himoglobinuriesera ergaben bei Inaktivierungsversuchen nicht
ganz iibereinstimmende Resultate.

Die Verfasser erzielten in 2 Fallen durch 20—25 Minuten dauerndes Erwarmen auf 50°
Inaktivierung, wihrend in einem anderen Fall Erwérmung auf 50° durch 20 Minuten nicht
vollig geniigte. In neueren eigenen Versuchen erwies sich in 2 Fillen Erwirmen auf 55°
durch 15 resp. 25 Minuten als zur Inaktivierung hinreichend. In Untersuchungen von
G. Mackenzie waren bei halbstiindiger Erwarmung die Inaktivierungstemperaturen 45°,
47,5°, 55° (vgl. York und Macfie).

Die Reaktivierung inaktiven Hb-Serums fithrten die Verfasser aus, indem sie ein
frisches menschliches Serum zu Hb-Serum zufiigten, das durch 20—25 Minuten
bei 50° inaktiviert worden war; auch stirker erwidrmtes Serum lieB sich zu-
weilen reaktivieren (vgl. die Versuche von Cooke). Browning und Watson
konnten in einem Falle das durch !/,stiindiges Erhitzen auf 55° inaktivierte
Serum wieder wirksam machen, in einem zweiten Falle nicht.. Die Verschieden-
heiten kénnen auch hier auBer auf qualitative Unterschiede auf Differenzen in
der Quantitit zu beziehen sein.

Meistens diirfte sich zur Reaktivierung ein vorher 20—25 Minuten auf 55°
erhitztes Serum eignen; ist dies nicht der Fall, so wird die geringste bei dem be-

Ergebnisse der Hygiene. VII. 13
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treffenden Serum zur Inaktivierung ausreichende Erhitzung zu ermitteln sein
(vgl. Lindbom).

Jedenfalls hat nach den vorliegenden Angaben das Hb-Lysin eine geringere
Resistenz gegen Erhitzen als gewohnliche Immunh&molysine?).

Die Reaktivierung gelingt sowohl bei gleichzeitiger Abkiihlung aller 3 Komponenten
(inaktives Lysin, Komplement, Blut) als auch, wenn das Komplement erst nach der Ab-
kithlung zugesetzt wird, und zwar entweder zu dem Gemisch oder zu den sensibilisierten
roten Blutkérperchen.

Kumagaiund Inoue nehmen die Reaktivierung des Hb-Serums mit frischem
Meerschweinchenserum vor, Fejes und Kentzler mit Schweineserum.

Lysinwirkung bei Anwesenheit von Kohlensiure2). Hymans van den
Bergh stellte bei 2 Fallen von Hémoglobinurie fest, daB das defibrinierte Blut
starke Hamolyse zeigte, wenn es in einer flachen Schale durch 2 Stunden unter
einer mit CO, gefiillten Glasglocke bei Zimmertemperatur aufbewahrt wurde.
Bei 0° oder 37° blieb unter sonst gleichen Bedingungen die Hamolyse aus, bei
30° trat sehr geringe, bei 25° maflige Hamolyse ein. In weiteren Versuchen,
die in jhrer Anordnung denen der Verfasser analog sind, zeigte Hymans van
den Bergh, daf} die unter CO,-Einwirkung stattfindende Hamolyse von einer
im Serum der Hamoglobinuriker vorhandenen Substanz abhéngig ist, nicht von
der Beschaffenheit der Blutkérperchen, da auch Blutkérperchen von normalen
Menschen mit Hb-Serum die Erscheinung zeigen. Wurde das Hb-Serum mit
Blutkorperchen bei 0° gehalten, so hatte das abgesaugte Serum seine Fahigkeit
verloren, frisch zugesetzte Blutkorperchen in der CO,-Atmosphire zu losen,
andererseits losten sich die vorbehandelten Blutkorperchen in dem abgegossenen,
nachtriglich wieder zugesetzten Serum im Versuche mit CO,, nicht aber in
NaCl-Losung bei der gleichen Versuchsanordnung auf.

Nach diesen Ergebnissen besteht eine groBe Ahnlichkeit zwischen der
Hamolyse nach Abkiihlung und der in CO,-Atmosphire eintretenden Hamo-
lyse im. Versuche von Hymans van den Bergh. Es handelt sich auch
hier um die Wirkung eines Lysins, das nur bei Abkiihlung gebunden wund
durch Komplement aktiviert wird, und man wiirde zunichst vermuten, da$
diese Erscheinung nichts anderes ist als eine durch Kohlensiure bewirkte
Forderung der Kailtehamolyse des Hb-Blutes, die dazu fiihrt, daf die Re-
aktion auch bei geringerer Abkiihlung stattfindet. Hymans van den Bergh
vertritt demgegeniiber die Ansicht, dafl zwischen beiden Erscheinungen Diffe-
renzen bestehen, die auf eine wesentliche Verschiedenheit der wirksamen Sub-
stanzen hinweisen. Ein entscheidender Beweis dafiir ist wohl noch nicht er-
bracht. DafB der Grad der notwendigen Abkiihlung ein verschiedener ist, kann
zutreffen, auch wenn in beiden Féllen dasselbe Lysin wirksam ist. Ein Unterschied
der Konstanz des Vorkommens in dem Sinne, wie Hymans van den Bergh
annimmt, besteht nicht, denn nach neueren Untersuchungen (s. S.205) ist die
Kiltereaktion des Hb-Blutes eine regelméaflige Erscheinung. Schwerwiegender
sind die anderen Griinde, die Hymans van den Bergh anfithrt: namlich,
daf das inaktivierte Serum zwar fiir die Kalte-, aber nicht fiir die CO,-Lyse

1) Lit. iiber hitzeempfindliche Lysine bei Landsteiner, Oppenheimers Handb. Bd. 2,
S. 486. 1909.
2) Vgl. S. 208ff.
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durch Komplement reaktiviert werden kann') und dafl durch entsprechend aus-
gefiihrte Absorption mit Blut bei 0° das Lysin fir das CO,-Phénomen aus
dem Serum entfernt werden kann, wihrend das Serum noch die Kéltehamolyse
hervorruft. Aber abgesehen davon, dafl die Erscheinungen bisher nicht ein-
gehend genug studiert sind, beweisen diese Argumente nicht eine prinzipielle
Differenz. Moglicherweise ist das Hb-Lysin ebenso wie wahrscheinlich andere
Immunsubstanzen nicht ein einheitlicher Koérper, sondern besteht aus einer
Schar von Substanzen mit dhnlichen Eigenschaften, worauf das variierende Ver-
halten des Lysins, z. B. in bezug auf die Inaktivierung und Beeinflussung der
Bindung durch niedere Temperaturen, hinzudeuten scheint. Wenn nun ein Teil
der Partiallysine des Hb-Serums labiler und avider?) wire und durch CO, in
seiner Wirkung begiinstigt wiirde, so liefen sich die von Hymans van den
Bergh beobachteten Erscheinungen leicht verstehen. Eine wesentliche Ver-
schiedenheit der Lysine wire erst anzunehmen, wenn gezeigt werden konnte,
daf die die Lyse bei Anwesenheit von CO, bedingenden Substanzen nicht die
Fahigkeit haben, Kéltehamolyse hervorzurufen.

Hannema und Rytma bestitigten in mehreren Versuchsreihen bei einem Fall von
typischer Kaltehamoglobinurie die Angaben von Hymans van den Bergh. In einem
Versuche wurde Serum des Hb-Falles ohne Zusatz von Blut durch 2 Stunden mit CO,
sowohl bei Zimmertemperatur als auch bei 37° gehalten, die Kohlensdure danach durch
Schiitteln vertrieben und die so vorbehandelten Sera mit Hb-Blut sowie mit normalem
Blut versetzt und noch durch 1/, Stunde bei 37° gehalten, worauf starke Hamolyse
eintrat.

Hannema und Rytma schlieBen aus diesem Versuche, daf in diesem
Falle CO, bei Zimmertemperatur im Serum solche Verdnderungen hervor-
bringt, dafl es nach Einbringung in den Thermostaten auf die Erythrocyten,
die mit ihm nach Vertreibung der Kohlensiure in Berithrung gebracht wurden,
héamolytisch wirkt. Keinesfalls ist aber aus diesen Versuchen ohne weiteres zu
schlieBen, daBl auch unter den in vivo vorkommenden Verhaltnissen CO, in der
gleichen Weise Verdnderungen im Blute hervorruft3).

Verhalten des Komplementes. Wie die schon beschriebenen Ergebnisse der
Absorption von Lysin aus inaktivem Serum (s. S. 188) zeigen, findet die Auf-
nahme des Hb-Lysins sowohl aus aktivem wie aus inaktivem Serum statt.

Moss vertritt hingegen die Ansicht, dal die Lysinbindung nur in Anwesenheit von Kom=
plement, und zwar nur bei niedriger Temperatur, erfolgen kénne. Moss begriindet seine Be-
hauptung damit, da er in einem Versuche bei nachtraglichem Zufiigen von frischem mensch-
lichen Serum zu den mit inaktivem Hb-Serum versetzten und abgekiihlten (evtl. gewaschenen)
Blutkoérperchen beim Erwédrmen keine Hamolyse erhielt, wihrend Losung eintrat, wenn die
Mischung nochmals abgekiihlt und erwéirmt wurde oder die Blutkérperchen in der Kéalte mit
aktivem Hb-Serum sensibilisiert, gewaschen und nach vorhergehender lingerer Erwéarmung
mit frischem Normalserum versetzt wurden. Moss glaubt, dal im ersten Fall die Bindung
des Lysins nicht stattfand, weil kein Komplement anwesend war, wihrend im zweiten Fall
das Komplement des aktiven Hb-Serums die Bindung des Lysins in der Kélte vermittelte.

1) In einem von mehreren Versuchen haben wir anscheinend eine Reaktivierung auch
fiir die CO,-Reaktion erzielt.

2) Vgl. iiber verschieden avide und verschieden wirmeresistente Agglutinine O. Th.
Miiller und Streng, Prazek.

3) Vgl. die Versuche von Berghausen. Volk beobachtete eine Beeinflussung von
Immunreaktionen in vitro, speziell von Hamolyse, durch CO,.

13*
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Moss nimmt also eine neue Funktion des Komplements an, namlich die Fahigkeit, eine Ver-
bindung zwischen Lysin und Blutkérperchen zu vermitteln, ohne selbst dauernd gebunden
zu werden.

Die Ansicht von Moss widerspricht den Absorptionsversuchen mit inaktivem Serum
(s. S. 188, Cooke; vgl. Hoover und Stone; und ist durch die von ihm ausgefiihrten
Versuche ungeniigend begriindet. Sein Ergebnis muBl wohl auf andere Weise zu erkliren
sein. Vielleicht spielen Hemmungskorper des inaktiven Serums eine Rolle, méglicherweise
eine Dissoziation der Lysinverbindung.

Einige Untersuchungen beschéftigen sich mit der Frage, ob bei der Hb-Lyse
eine Komplementbindung nachweisbar ist und in welcher Weise sie von der
Temperatur abhingt. Hoover und Stone machten &hnliche Versuche wie
die oben erwihnten von Moss. Wiahrend aber dieser Autor schlieBt, daB die sen-
sibilisierende Substanz nur in der Kalte gebunden werde, schreiben die genannten
Autoren, denen die Moglichkeit, das Lysin aus inaktivem Serum zu absorbieren,
bekannt ist, dem Komplement die Eigenschaft zu, nur bei niedriger Temperatur
an die sensibilisierten Blutkoérperchen heranzutreten.

Hoover und Stone erhielten bei ihrem Fall keine Himolyse, wenn sie Blut mit inaktivem
Hb-Serum bei 5° behandelten und erst nach lingerem Stehen bei 37° oder nach mehrmaligem
Waschen mit Kochsalzlssung Komplement zusetzten; Hamolyse trat aber ein, wenn die
Blutkérperchen mit inaktivem Serum 4+ Komplement abgekiihlt und dann erwirmt
wurden.

Die Annahmen von Hoover und Stone sind mit den oben angefiihrten
Reaktivierungsversuchen nicht gut in Einklang zu bringen. Auch Denie und
Robertson haben einen dhnlichen Versuch angestellt, aus dem sie schlieflen,
dafl wihrend der ganzen Zeit det Reaktion alle Elemente (Blut, Lysin, Komple-
ment) vorhanden sein miissen, doch scheint auch ihre Versuchsanordnung nicht
geeignet, diese Annahme zu beweisen. Bei diesen Versuchen besteht wohl die
Méglichkeit einer Dissoziation oder anderen Beeintrichtigung der Verbindung
Lysin-Blutkorperchen noch vor dem Komplementzusatz. Wir haben trotzdem
einen Versuch in dieser Richtung gemacht, der zeigt, daB3 die Komplement-
wirkung ohne Abkiihlung eintritt (vgl. auch einen &hnlichen Versuch von Brow-
ning und Watson).

Gewaschene Blutkorperchen eines Hémoglobinurikers wurden durch !/, Stunde mit
inaktivem Hb-Serum (25 Minuten auf 55° erhitzt) im Verhaltnis 1: 3 versetzt, in Eis ge-
halten. Das Serum wurde kalt abzentrifugiert, abgehoben, von dem Bodensatz (beladene
Blutkérperchen) wurden je 2 Tropfen zu je 5 Tropfen auf 37° erwirmten Hb-Serums und
Normalserums zugesetzt und die Proben sofort wieder in den Brutofen gestellt. Ebenso
wurden je 2 Tropfen Bodensatz zu je 5 Tropfen vorher in Eis gekiihlten Hb-Serums und
Normalserums gegeben, diese beiden Proben aber erst noch 20 Minuten in Eis gehalten und
dann auf 37° gebracht. — Alle 4 Proben zeigten starke Hamolyse (Normalserum stéiirker als
Hb-Serum).

Demnach ist die Anschauung, dal die Wirkung des Komplementes nur
dann zustande kommen kann, wenn dieses bei niedriger Temperatur fixiert
worden sei, nicht einwandfrei nachgewiesen. Andererseits ist es sicher richtig,
daBl bei Abkithlung von Blut mit aktivem Hb-Lysin eine Komplement-
bindung eintritt, wie dies iibrigens auch bei anderen Fillen von Serumhémolyse
schon festgestellt wurde (Neufeld und Héandel; vgl. Landsteiner und
Reich).

So priifte Cooke, ahnlich wie Meyer und Emmerich, das Serum von vor-
her 1 Stunde auf 0° abgekiihltem defibrinierten Hb-Vollblut mit dem System
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Hammelblut + Hammelimmunserum oder dem Hb-System auf seinen Kom-
plementgehalt; es ergab sich, daf} die Komplementwirkung verlorengegangen war.
Ein analoges Resultat hatten Browning und Watson, wenn sie zur Probe auf
Komplement sensibilisiertes Rinderblut oder inaktiv beladenes Hb-Blut ver-
wendeten, hingegen wurde mit aktivem Hb-Serum beladenes Blut gelost.

Cooke erhielt auch Hamolyse geringen Grades, als er Blut in der Kalte mit aktivem
Serum belud, kalt abzentrifugierte, wusch und in 0,75 proz. NaCl-Lésung bei 37° hielt; die
Erscheinung ist nach Cooke auf die Aufnahme von Lysin und Komplement zuriickzufiihren.
Der Versuch gab aber inkonstante Resultate (vgl. Moss, Browning und Watson).

Ahnliche Versuche iiber Komplementbindung wie die angefiihrten machten
die Verfasser (5) und fanden, wenn Hb-Blut abgekiihlt wurde, ebenfalls starke
Komplementverminderung bei der Priifung mit Hammelblut + Hammel-
hiamolysin. Als Komplement wurde menschliches oder Meerschweinchenserum
verwendet.

Hb-Blutkérperchen wurden mit Hb-Serum 1/, Stunde in Eis abgekiihlt, kalt gewaschen
und der Bodensatz etwa im Verhiltnis von 1 : 5 mit 10fach verdiinntem Meerschweinchen-
serum versetzt. Mehrere Proben dieser Mischung wurden 25 Minuten lang bei verschiedenen
Temperaturen gehalten. Dabei trat bei 5° schwache, bei 10° deutliche, bei 21° starke, bei
37° sehr starke Hiamolyse ein. Es wurde dann abzentrifugiert und der Abgu8 mit Hammel-
blut 4 Lysin auf seinen Komplementgehalt gepriift. Es zeigte sich,’ dal das Komplement
bei verschiedenen Temperaturen gebunden wurde. So war in den Proben, die bei 5°,
10°, 21° und 37° gehalten worden waren, die Hémolyse aufgehoben oder sehr stark ab-
geschwicht.

Die beschriebene Methode der Komplementbindung durch Sensibilisierung bei
niederer Temperatur gibt die Moglichkeit, dem Hb-Lysin in bezug auf den Tem-
peratureinfluB analoge Substanzen im Serum nachzuweisen, auch dann, wenn
sie nicht, wie dieses, sich bequem direkt nachweisen lassen.

Einige in dieser Richtung ausgefiihrte Versuche fiihrten bisher nur zu dem Resultat, da
verschiedene normale menschliche und tierische (Rind-, Hammel-, Meerschweinchen- usw.)
Sera derartige Reaktionen geben, wenn man sie mit Organbrei (z. B. Hirn, Niere) zusammen-
bringt. Auch hier zeigt sich eine stiarkere Komplementbindung bei Zusatz von Meerschwein-
chenserum zu den Bodensitzen, wenn die Mischungen von Serum und Organbrei bei 0°, als
wenn sie im Brutofen gehalten wurden.

Eine nihere Untersuchung dieser Reaktion wurde von Gussenbauer ausgefiihrt. Da
die Erscheinung bei Anwendung von Serum florider Lues intensiver zu sein pflegt als mit
normalem Serum, so wire es mdglich, dal sie dem von Jacobsthal beschriebenen Verhalten
der Wassermannschen Reaktion?!) verwandt ist. Eine Hemmungserscheinung, die Cooke
fand, wenn er Blut mit inaktivem Hb-Serum belud und dann mit inaktivem Hb-Serum -
Komplement zu 16sen versuchte, bezieht er auf die Bindung von ,,Komplementoiden‘ (oder
,» Mittelstiick® des Komplements).

Browning und Watson konnten den nach Behandlung von aktivem Hb-Serum mit
Blut bei 0° eingetretenen Komplementverlust durch Zusatz der Globulinfraktion (Mittel-
stiick) von frischem normalen Serum nicht restituieren (vgl. York und Macfie).

Hemmung der Lysinwirkung in vitro. Uber die Hemmung der Kaltehimo-
lyse in vitro durch Zusatz von inaktivem hédmolytischen Immunserum wurde
bereits frither (S. 190) gesprochen. Hier mogen noch die Versuche von
Lindbom, Pribram, Burmeister sowie von Froin und Pernet erwiahnt
werden, da sie auch zur Grundlage von therapeutischen Bestrebungen ge-
macht wurden.

1) Vgl. auch Guggenheimer sowie Coca und L’Esperance.
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Lindbom konnte den Kéilteversuch in vitro durch Zusatz von normalem menschlichen
Serum hemmen und meint, daB der Cholesteringehalt des Serums hier von Bedeutung sein
konnte; Zusatz von Cholesterin in kolloidaler Losung beim Kilteversuch in vitro hemmte
tatséchlich die Hémolyse bei einer Dosis von 0,1 ccm, aber nicht bei 0,3 cem. Ebenso
erzielte Pribram durch Zusatz von Cholesterin eine Hemmung des Kilteversuches in vitro,
wihrend Burmeister im Gegensatz zu diesem Ergebnis angibt, bei seinen beiden Fillen
durch Cholesterin keine, durch Lecithin aber eine deutliche Hemmung der Hamolyse
beobachtet zu haben. (Uber die Bedeutung des Cholesterins fiir den Verlauf der spontanen
und experimentellen Hamoglobinurieanfélle s. 8. 212.) Froin und Pernet geben an, daB die
himolytische Wirkung des Hb-Serums durch Zusatz von steigenden Mengen von isotonischer
Kochsalzlosung und in gleicher Weise durch isotonische Zuckerlgsung aufgehoben werden
kann. Burmeister (2) konnte durch Abkiihlung der sensibilisierten Erythrocyten mit
hypertonischer NaCl- oder CaCl,-Losung diese vor Auflosung durch zugefiigtes Komplement
schiitzen (vgl. dazu Bondi und Strisower).

Andere Befunde im K.-H.-Blute.

Hémotropine, Hiimagglutinine. Am KH-Blute wurden mehrmals Beobach-
tungen von phagocytéren Vorgéingen gemacht.

Ehrlich sah bei seinem Versuch im Blute des ligierten Fingers blutkérper-
chenhaltige Zellen. Eason beobachtete die Einwirkung von Hb-Serum auf
normale menschliche Blutkorperchen bei Zimmertemperatur und konstatierte
dabei neben anderen Verdinderungen der roten Blutkérperchen Anlagerung von
dunkelgefiarbten Blutkérperchen an polynucledre Leukocyten und Bilder von An-
dauung. Er weist auf die Ahnlichkeit der Beobachtung mit den Befunden von
Levaditi, Savtschenko, Gruber und Ruzicka bei der Phagocytose unter
der Einwirkung hémolytischer Immunsera hin. (Auf die Moglichkeit des
Vorkommens normaler Isotropine wurde von Eason nicht geachtet.) Moro,
Noda und Benjamin konstatierten in dem nach einem Anfall entnom-
menen Blute Phagocytose von Erythrocyten und ebenso in ausgesprocliener
Weise im Blute beim Ehrlichschen Versuche am ligierten Finger. Es beteiligten
sich verschiedene Formen von Leukocyten, tiberwiegend die polynucleiren, nicht
die Lymphocyten an der Phagocytose, die nicht nur ausgelaugte, sondern auch
wohlerhaltene Erythrocyten betraf. Auch Rossle sah, daB in defibriniertem,
auf Zimmertemperatur abgekiihltem Blute von H&moglobinurikern séamtliche
weile Blutkorperchen mit einem Kranz festklebender Erythrocyten umgeben
waren.

Nach den Untersuchungen von Meyer und Emmerich (vgl. Kimmerer
und Meyer) tritt Phagocytose ein, wenn man aktives oder inaktives Hb-Serum
auf normale (oder Hb-) Erythrocyten einwirken 146t (ca. 2 Stunden im Brut-
schrank), diese wischt und dann mit normalen menschlichen Leukocyten versetzt.
Werden dagegen die Leukocyten mit dem Hb-Serum vorbehandelt, so tritt nach
Blutzusatz keine Phagocytose auf. Die phagocytire Tatigkeit wird nach Meyer
und Emmerich hauptsiichlich von Makrophagen ausgeiibt. Auch Gali be-
obachtete Phagocytose, wenn er die Hb-Blutkérperchen mit inaktivem Hb-
Serum durch 2 Stunden im Brutofen behandelt hatte. — Untersuchungen iiber
die Beziehungen der hémotropen Substanzen im Hb-Serum zu den schon nor-
malerweise im Serum vorkommenden Hémotropinen (Hek t o en) liegen nicht vor.

Autoagglutination der eigenen Blutkérperchen durch Hb-Serum erwihnen
Mattirolo und Tedeschi, Foix und Salin, Moro und Noda.



Uber Kaltehamoglobinurie, 199

In 2 Fallen von Himoglobinurie fand Mino bei niedriger Temperatur
wirkende Autohimagglutinine.

Isolysine, Isoagglutinine. In der #lteren Literatur findet sich mehrfach die
Annahme eines besonderen Verhaltens des Hb-Blutes in bezug auf seine
hamolytischen Fahigkeiten gegeniiber fremden menschlichen Blutkérperchen
(s. S. 187). Diese Vorstellungen treffen aber nicht zu. Isoagglutinine sind
ein Bestandteil des normalen (und pathologischen) menschlichen Blutes und
unterliegen einer bestimmten eigentiimlichen GesetzmaBigkeit [Landsteiner (1)],
darin bestehend, dafl 4 Haupttypen von Serum bzw. Blutkérperchen vorkom-
men. Normale Isohémolysine werden nicht so regelmafig gefunden, folgen
aber derselben Regel (Landsteiner und Leiner). Wie die neueren Arbeiten
von Moss und Matsuo zeigen, sind die Isolysine des KH-Serums von gleicher
Art und demnach mit den auch sonst im menschlichen Serum haufig vor-
kommenden Isolysinen zu identifizieren, von dem Hb-Lysin aber scharf zu
trennen.

Die Regel der 4 Typen gilt auch von den im Hb-Serum vorkommenden Iso-
agglutininen.

Mit den Beziehungen des Autohamolysins im KH-Serum (Hb-Lysin) zu den Isolysinen
beschéftigten sich Moss sowie Matsuo (vgl. Lorant). Moss versuchte Auto- und Isolysine
durch Absorption voneinander zu trennen und gelangte zu dem Schluf}, daB beide voneinander
unabhéngig sind, was von vornherein anzunehmen war. Wie Matsuo angibt, sind im Serum
der Hamoglobinuriker hiufig Isolysine vorhanden, die in den Schwankungen ihrer Wirkungs-
intensitit dem Autolysin parallelgehen.

Verhalten der roten Blutkorperchen. Abgesehen von den alteren Angaben
glauben auch einige neuere Untersucher neben dem Lysin noch eine wesent-
liche Veranderung an den Blutkérperchen der Kéltehdmoglobinuriker annehmen
zu miissen [Meyer und Emmerich, Moro und Noda, Rosin, Hymans
van den Bergh, Foix und Salin (1), Levi-Valensi, Liidke].

Die vorliegenden Angaben lassen jedoch bisher keine sichere Entscheidung
zu, ob die Unterschiede gegeniiber dem Blute normaler oder anderweitig Er-
krankter konstant sind und welche Bedeutung sie haben.

Eine verminderte Resistenz gegen einfache Kilteeinwirkung, wie sie eine Reihe von
Autoren annahmen, wurde bei Abkiihlung von Aufschwemmungen von KH-Blutkérperchen
in isotonischer Salzlésung oder physiologischer NaCl-Losung nicht beobachtet [Ehrlich (2),
Donath, Meyer und Emmerich], ebensowenig eine grofere Empfindlichkeit gegen Er-
wiarmen (Meyer und Emmerich).

Versuche von Meyer und Em merich ergaben, dafl schon normale Blutkérperchen durch
starke und plotzliche Temperaturschwankungen gelést werden konnen, auch wenn gleiche,
aber konstant bleibende Temperaturen ohne Wirkung sind, dal aber KH-Blutkérperchen
schon bei kiirzer dauernder Einwirkung und geringerer Differenz der Temperaturen ge-
schiadigt werden. Diese Befunde wurden von Lindbom und Weinberg nicht bestatigt.

Vielfach ausgefiihrte Resistenzbestimmungen der KH-Blutkérperchen gegen hypo-
tonische Salzlésungen ergaben keine Differenz gegeniiber normalem Blute (Chvostek,Choro-
schilow, Meyer und Emmerich, Glaessner und Pick, Foix und Salin, Hertz und
Mamrot, Pribram, Weinberg); nur Moss fand bei seinen 3 Féllen gewohnlich vermehrte
Resistenz, die er dadurch zu erkliren sucht, daf die weniger resistenten Blutkérperchen im
Anfall gelést worden seien. Bondi und Strisower fanden bei 2 Fiallen nach therapeu-
tischen Injektionen von hypertonischer Salzlosung (Dinatriumphosphat) eine vermehrte
Resistenz der Blutkérperchen gegen hypertonische NaCl-Losung; sie nehmen an, daf durch
die hypertonische Salzlésung eine vermehrte Auflésung der alteren, weniger resistenten Ery-
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throcyten im hepatolienalen System bewirkt werde. Rosin sowie Liidke geben eine
raschere Loslichkeit der Hb-Blutkorperchen durch destilliertes Wasser an (s. auch Reiss).

Ein von der Norm abweichendes Verhalten der KH-Blutkérperchen gegen CO,, wie es
von Murri [auf Grund von Versuchen von Lépinel)] angenommen wurde, ist bisher ex-
perimentell nicht nachgewiesen (vgl. Mannaberg und Donath, HymansvandenBergh).

Gegeniiber normalem oder pathologischem menschlichen Serum verhalten sich die KH-
Blutkérperchen wie andere menschliche Blutkérperchen2) (Donath, Meyer und Emme-
rich). Die dem Gesagten widersprechende Angabe von Foix und Salin, daB in manchen
Fillen von Hamoglobinurie kein Hémolysin im Serum nachweisbar sei, wohl aber eine
herabgesetzte Resistenz der Blutkérperchen gegen fremdes menschliches Serum (fragilité
globulaire), 148t sich aus mangelhafter Technik (AuBerachtlassung der Isolysine, Absorption
von Autolysin) erklaren.

Gegen mechanische Einwirkungen sind die KH-Blutkorperchen vielleicht empfindlicher
als normale. Eine auffallend leichte mechanische Zerstoérbarkeit des Blutes gibt Chvostek
fiir seinen Fall von Hamoglobinurie an. Allerdings 148t sich bei seinen Versuchen die Wirkung
des Hiamolysins nicht ausschlieBen, da eine Abkiihlung des Blutes nicht vermieden wurde.
DaB bei dem Versuche Chvosteks, Hamolyse in dem einfach abgeschniirten Finger des
Héamoglobinurikers nachzuweisen, nicht das mechanische Moment allein, sondern auch die
Temperaturherabsetzung von Bedeutung ist, beweisen Luzzatti und Sorgente dadurch,
daB bei Abbindung und gleichzeitiger Erwirmung kein Blutzerfall eintritt. In Versuchen
von Donath, in denen Aufschwemmungen von Hb- und normalen Blutkérperchen in NaCl-
Losung gleichzeitig und gleich lange geschiittelt wurden, wurden die Hb-Blutkorperchen
leichter zerstért, allerdings bei den einzelnen Kranken und bei ein und demselben Kranken
zu verschiedenen Zeiten nicht in gleichem Mafle. Zu &hnlichen Resultaten kamen Meyer
und Emmerich.

Gegen Saponinlésungen und verdiinnte Saurelésungen wurden mehrmals Abweichungen
vom Normalen beobachtet. Meyer und Emmerich geben an, daf die lysinfrei gewaschenen
K.-H.-Blutkérperchen schon in Verdiinnungen von 1 : 120 000—200 000 der Saponinlésung ge-
16st wurden (normale Blutkérperchen in Lésungen von 1:60000—80 000). Fejes und
Kentzler fanden ebenfalls herabgesetzte Resistenz gegen Saponinldsung, aber nur nach
Kilteeinwirkung, sonst sogar eine vermehrte Resistenz. Glaessner und Pick fanden ge-
wohnlich keine Abnormitéit, im Anfall aber eine Herabsetzung der Resistenz gegen Saponin
beinahe auf die Hélfte, Pringsheim (1) normales Verhalten der Erythrocyten, sowohl der
in der anfallsfreien Zeit als auch der im Anfall entnommenen, ebenso Weinberg (vgl.
Pribram). Nach Meyer und Emmerich wird der EinfluB wechselnder Erwédrmung und
Abkiihlung auf die Hb-Blutkorperchen (vgl. 8. 199) deutlicher, wenn sie gleichzeitig mit einer
an sich nicht oder-schwach lésenden Saponinlosung (oder mit Essigséiure) behandelt werden.

Mit Hb-Lysin beladene Blutkérperchen haben, wie Meyer und Emmerich fanden,
nicht eine geringere, sondern eine erhchte Resistenz gegen Saponin (vgl. Hecker).

Himatologische Befunde bei Kiltehimoglobinurie. Die in den Kranken-
geschichten von paroxysmaler Kéaltehdmoglobinurie mitgeteilten Blutbefunde
zeigen iibereinstimmend das Bild mehr oder weniger stark ausgeprigter Anamie,
die nach Anfillen stirker wird.

So sank z. B. bei einem unserer Kranken durch einen Anfall die Erythrocytenzahl von
4 300 000 auf 3 200 000, der Hb-Gehalt von 859, auf 55%, Ahnliche Schwankungen finden
sich in den Krankengeschichten von Mattirolo und Tedeschi, Grafe und Miiller u. a.
Luzzatti und Sorgente fanden bei einem Falle 5 000 000 rote Blutkoérperchen, 809, Hb
im Sommer, im Winter nach gehauften Anfillen 2 700 000 rote Blutkorperchen, 35%, Hb.

Die Regeneration des Blutes ist auch nach schweren Anfillen eine auffallend
rasche ; wie schon von Bristowe und Copeman sowie von Kobler und Ober-

1) Zitiert nach Hymans van den Bergh.
?) Meyer und Emmerich geben an, daB die eigenen Blutkérperchen der Hamoglobin-
uriker durch Hb-Serum weniger leicht gelost werden als fremde Hb-Kérperchen oder normale

Erythrocyten.
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meyer hervorgehoben wurde. Die Zahl der Erythrocyten steigt im Verhaltnis zum
Hb-Gehalt rascher an'). In der anfallsfreien Zeit ist die Zahl der Leukocyten
gewohnlich normal oder leicht erhoht. Wahrend des Anfalles wurden teils
verminderte Leukocytenzahlen gefunden (Widal, Abrami und Brissaud,
Schiassi, Weinberg u.a.), teils Vermehrung (Meyer und Emmerich,
Glaessner und Pick, Lindbom, Bondi und Strisower).

Die Untersuchungen beziiglich der Leukocytenformen ergaben in einigen
Fillen eine Lymphocytose (Meyer und Emmerich, Moro, Noda und Benja-
min, Hertz und Mamrot, Lindbom, Weinberg).

Von Widal, Abrami und Brissaud wurde wiahrend des Anfalles auBer dem
»,Leukocytensturz® eine relative Lymphocytose beobachtet; wihrend von an-
deren Autoren ein deutliches Abfallen der Lymphocyten im Anfall angegeben
wird (z.B. von 64,5%, Polynucleére : 299, Lymphocyten auf 82,5%, Polynucle-
are : 16,59, Lymphocyten bei Meyer und Emmerich; von 38,29, Polynucledre :
53,8% Lymphocyten auf 53,49, Polynucleire : 40,49, Lymphocyten bei Moro,
Noda und Benjamin; dhnlich auch bei Weinberg und bei Lindbom).

Die Angaben der einzelnen Autoren lassen sich aber vor allem deshalb schwer
miteinander vergleichen, weil die Untersuchungen zu ganz verschiedenen Zeiten
nach Beginn der Anfille vorgenommen wurden und aufler von Widal, Abrami
und Brissaud und von Schiassi Reihenuntersuchungen mit kurzen Zwischen-
rdumen fehlen.

Ein Verschwinden der Eosinophilen im Anfalle geben Me yer und Emmerich
sowie Lindbom an, wihrend Widal, Abrami und Brissaud wiahrend des
Anfalles ein anfangliches Ansteigen mit folgendem Absinken derselben fanden.
Nach dem Anfall tritt nach Meyer und Emmerich eine Vermehrung der Eosi-
nophilen ein, eine Angabe, die durch Moro, Noda und Benjamin sowie Wein-
berg bestitigt wurde. '

Das mikroskopische Blutbild in der anfallsfreien Zeit entspricht dem einer
sekunddren Andmie: Poikilocytose, Grofien- und Formunterschiede der roten
Blutkérperchen, punktierte Erythrocyten (Foix und Salin, Hertz und Mam-
rot), Polychromasie (Luzzatti und Sorgente). AuBlerdem wurden Regenera-
tionserscheinungen beobachtet: kernhaltige Erythrocyten, Myelocyten (Do-
nath, Grafe und Miiller, Meyer und Emmerich, Weinberg).

Wahrend der Anfille wurden auch morphologische Anzeichen von Blutzerfall
(Blutschatten, Hamoglobinschollen) gefunden (Ehrlich, Murri, Eason).

Uber Phagocytoseerscheinungen vgl. S. 198.

Uber die Verinderungen der Gerinnungsfihigkeit des Blutes liegen ver-
schiedene, nicht tibereinstimmende Angaben vor.

Hayem, Siredey fanden auffallend rasche Auflésung des Blutkuchens;
nach Eason fehlt im Schropfkopfserum der Blutkuchen zuweilen vollkommen.
Auch Grafe und Miiller beobachteten wihrend des Anfalles rasche Auflosung
des Blutkuchens. Nach Widal, Abrami und Brissaud besteht die charakte-
ristische Veranderung der Gerinnungsfiahigkeit des K.-H.-Blutes in Beschleunigung
der Gerinnungszeit, mit einer konstant dabei zu beobachtenden auffallenden rot-
lichen Farbe des Blutkuchens verbunden ; zuweilen findet sich absolute Irretrak-

1) Vgl. die Untersuchungen iiber Anamien durch himolytische Sera von Cantacuzéne,
Muir und M'Nee.
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tibilitat des Blutkuchens, so daf} sich kein Serum ausscheidet, héufig ist Fibrino-
lyse zu sehen, d. h., das geronnene Blut 16st sich im Brutofen nach 3—4 Stunden
wieder auf. Auch Pribram und Schiassi fanden erhéhte Gerinnbarkeit des
Blutes, dagegen sahen Donath sowie Hoover und Stone, Levy-Valensi,
Hertz und Mamrot normale Gerinnungsverhaltnisse, Rosin wechselndes
Verhalten. Nach den Untersuchungen von Hymans van den Bergh diirften
sich diese Differenzen in den Angaben wohl zum Teil aus den Verschiedenheiten
der Temperatur, bei welcher die Gerinnung stattfand, erklaren?).

Bedeutung des Hb-Lysins fiir die Himolyse im Anfall.

Die Ahnlichkeit der Wirkung des Hb-Lysins in vitro und der Blutaufldsung
im Hamoglobinurieanfall ist, da beide Erscheinungen in charakteristischer Weise
durch Abkiihlung hervorgerufen werden, eine weitgehende.

Der SchluB ist demnach naheliegend, dafl die Anwesenheit des Lysins im
Serum der Himoglobinuriker das wesentliche Moment fiir die Erklirung der
Hamoglobinurieanfille bildet. Von manchen Autoren wurde aber die Be-
deutung des Lysins fiir die Entstehung der Anfille in Zweifel gezogen und eine
Reihe von Momenten angefithrt, die der von den Verfassern ausgesprochenen
Auffassung der Verhaltnisse zu widersprechen scheinen.

DaB das Lysin vorkommen kann, ohne Anfalle hervorzurufen (Syphilis,
Recurrens), ist unter der Annahme fiir die Auslosung des Anfalles notiger
Hilfsmomente zu verstehen (s. S. 207).

Ein ofters gegen die erwahnte Auffassung gemachter Einwand betrifft die
Inkonstanz des Lysinbefundes bei K.-H. Tatséchlich wurde von uns schon
hervorgehoben und seither auch allgemein bestitigt, daB die Intensitat der
Reaktion bei den einzelnen Fillen und auch bei einem und demselben Fall
zu verschiedenen Zeiten schwankt. Die Reaktion kann nach der urspriinglich
angegebenen Methode gelegentlich fast vollig versagen, obwohl wir selbst ein
solches Ergebnis nur ausnahmsweise gehabt haben 2).

Demgegeniiber ist hervorzuheben, dafl, soweit uns bekannt ist, bei fast allen
mehrmals untersuchten Féllen von Kaltehamoglobinurie der Lysinnachweis
erbracht werden konnte. Angaben iiber das Miflingen der Reaktion bei ein-
maliger Untersuchung (z. B. Foix und Salin, Levy-Valensi) sind nach dem
schon Gesagten fir die Frage der Bedeutung des Lysins nicht zu verwerten.

Werden ein- und mehrmals (evtl. unter Komplementzusatz) untersuchte Falle
zusammengenommen, so fanden wir nach Durchsicht der uns bekannten Literatur
seit dem Jahre 1904 unter 103 Fallen 95 mit positiver und 8 mit negativer Reaktion.

Von den 8 negativen Fillen scheinen einige nur einmal untersucht worden zu sein.
Es ist Grund zur Annahme, daBl bei diesen zum Teil vor einigen Jahren veréffentlichten
Fillen nicht immer alle jetzt bekannten Hilfsmittel zur Erzielung einer positiven Reaktion
angewendet worden sind.

1) Nahere Untersuchungen iiber Beziehungen der bei der K.-H. beschriebenen Verinde-
rungen der Blutgerinnung zu den von Hirschfeld und Klinger bei Lues gefundenen
liegen noch nicht vor.

2) Ein Teil der negativen Resultate beruht wohl auch auf technischen Fehlern, z. B.
Verwendung nicht ganz frischen Materials.
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Neuere Untersuchungen haben aber auch einige Momente aufgedeckt, die
das zeitweilige Fehlen der Reaktion oder ihre geringe Intensitat erkliren. Grafe
und Miiller, Meyer und Emmerich sowie Moro und Noda ist die Kenntnis
des Umstandes zu verdanken, dafl ein negatives Ergebnis der Reaktion auf
Komplementmangel beruhen kann. In diesen Fillen ist dann ein positiver
Ausfall zu erzielen, wenn man zu der Mischung von Hb-Serum und Blut frisches
Menschenserum oder Meerschweinchenserum in geniigender Menge (s. Hertz
und Mamrot) hinzufiigt oder wenn Hb-Blut mit inaktivem Hb-Serum und
aktivem normalen Menschenserum behandelt wird.

Nach den Untersuchungen der genannten Autoren unterliegt das Komple-
ment bei Hamoglobinurie stirkeren Schwankungen, als sie sonst im Menschen-
serum vorzukommen pflegen (vgl. Moro). Zum Teil schien eine Abhéingigkeit
von der hamoglobinurischen Attacke zu bestehen, so da unmittelbar nach
schweren Anfiallen Komplementmangel bestand (Grafe und Miiller, Meyer
und Emmerich), aber bei anderen Untersuchungen lie§ sich diese Beziehung
zum Anfall nicht nachweisen (Moro und Noda, Meyer und Emmerich,
Rosin, Kumagai und Inoue), und die Schwankungen erfolgten anscheinend
regellos?).

Meyer und Emmerich beobachteten in 3 Fillen regelmifig, daB unmittelbar nach
dem Anfall, sowie 1 und 2 Tage danach, die Reaktion in vitro ohne Komplementzusatz negativ
war, aber andererseits fanden auch Anderungen des Komplementgehaltes unabhingig von
Anfillen statt. Moro und Noda z. B. fanden 1 Woche nach einem experimentell erzeugten
Anfall die Reaktion in vitro ohne Komplementzusatz stark positiv, kurz darauf bei der
gleichen Versuchsanordnung negativ. Dagegen trat aber jetzt starke Himolyse nach Zusatz
von aktivem Menschenserum ein. Auch Kumagai und Inoue konstatierten in 2 von ihren
Fillen, daBl die negativen Reaktionen nicht im Zusammenhang mit den Anfillen waren.

Zur Zeit, wo das Hb-Serum kein Komplement fiir das eigene hdmolytische
System enthalt, ist es nach Meyer und Emmerich auch nicht imstande, das
hamolytische System eines anderen Hb-Serums oder immunisatorisch erzeugte
Héamolysine (z. B. Rinderserum oder Hammelimmunserum) zu aktivieren (Grafe
und Miiller, Moro und Noda).

Dagegen war in Versuchen von Meyer und Emmerich zu gleicher Zeit die (auch nor-
malem Menschenserum zukommende) Hamolyse des Hb-Serums fiir Kaninchen- oder Meer-
schweinchenblut erhalten?), ein Befund, den die Autoren als Beitrag zur Frage der Pluralitit
der Komplemente anfithren. Auch Coca und Cooke schliefen aus ihren Untersuchungen
auf das Vorhandensein von 2 Komplementsystemen im Blute des Hamoglobinurikers. Eines
bewirkt die Hamolyse von sensibilisiertem Hammelblut oder mit Autolysin sensibilisiertem
Hb-Blut, das andere 16st zusammen mit dem im menschlichen Serum normalerweise vorhan-
denen Kaninchenlbutlysin Kaninchenblut. — Nach Coca und Cooke besitzt jedes dieser
beiden Komplemente ein eigenes Endstiick, das Mittelstiick und wahrscheinlich die ,,dritte
Komponente‘ ist beiden gemeinsam.

In dem Umstande, dafl der Komplementgehalt des Hb-Serums, wie gezeigt wurde, viel-
leicht auch in Abhéngigkeit von den Anfillen, zeitweise betrachtlich vermindert sein kann,
wurde ein Selbstschutz des himoglobinurischen Organismus gegen eine zu intensive Hamolyse
im Anfall und allzu hiufige Wiederholung der Anfille gesehen (Grafe und Miiller). Der
letzten Folgerung widerspricht der Befund, den Meyer und Emmerich an Hamoglobin-

1) Auch ein Aufbrauch des Lysins (d. h. des thermostabilen Teiles) infolge der Anfille
ist in Betracht zu ziehen, aber noch nicht nachgewiesen worden (s. Cooke), und es gibt
Falle mit stark gehduften Anfillen (vgl. dagegen Kaznelson).

2) Vgl. dagegen einen Versuch von Grafe und Miiller mit Hammelblut.
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urikern erhoben haben, dal zu einer Zeit, wo Komplementmangel in vitro nachgewiesen war,
durch Kilteeinwirkung ein typischer Anfall auslésbar war!), ferner Angaben iiber rasch auf-
einanderfolgende spontane Attacken.

Besondere Aufmerksamkeit verdienen Beobachtungen, die dafiir sprechen
konnten, daB unter der Kéilteeinwirkung Komplement im Serum erscheint:
Moro und Noda fanden bei ihrem Fall wihrend einer Periode, in der das Serum
mehrmals komplementfrei oder sehr arm an Komplement gefunden wurde,
15 Minuten nach einem kalten Fulbad starken Anstieg des Komplementgehaltes,
1 Stunde spater wieder vollkommenes Fehlen desselben. Cooke konnte durch
Abkiithlung des defibrinierten Blutes von einzelnen normalen Menschen den
Komplementgehalt des Serums bis auf 1009, erhohen.

Diese Befunde sind nicht nur theoretisch von Bedeutung, sondern kénnten
moglicherweise auch zur Aufklirung der Inkongruenz zwischen dem Komple-
mentgehalt des Serums und der Disposition zu Anféllen beitragen.

Meyer und Emmerich denken an eine lokale Entstehung von Komplement in den
abgekiihlten Teilen und stiitzen sich dabei auf folgenden Versuch: bei einem Hémoglobin-
uriker wurde ein Finger mit einem Gummischlauch abgeschniirt und 10 Minuten in Eiswasser
gehalten, dann wurde ohne Losung der Binde aus diesem sowie einem nicht abgekiihlten Finger
Blut entnommen. Im Serum des abgekiihlten Fingers war Komplement vorhanden, in dem
des anderen Fingers nicht. (S. dagegen Beobachtungen von Kretz und von Donath an
Normalen und Tierversuche von Lissauer.)

Die im vorstehenden mitgeteilten Untersuchungen iiber den Komplement-
gehalt des Hb-Blutes sind zwar geeignet, einen Teil der negativen Reaktionen
in vitro zu erkliren, es gibt aber Félle, wo andere Ursachen als ein Komplement-
mangel des Serums fiir den negativen Ausfall maBlgebend sein miissen, da die
Reaktion auch bei Komplementzusatz negativ bleibt. Derartige Resultate ver-
zeichnen z. B. Grafe und Miiller, Meyer und Emmerich, Matsuo. Ein Teil
dieser Filleist entsprechend einer von den Verfassern (2) gedulerten Ver-
mutung durch Verinderungen des Blutes zu erkliren, die erst nach seinem
Austritte aus den GefidBen vor sich gehen und das Lysin dem Nachweise ent-
ziehen (Falloise, Lowit, Kindberg, Schneider).

Hymansvanden Bergh und Rosin haben eine neue Tatsache aufgedeckt,
die die Ubereinstimmung zwischen der Hamolyse in vivo und in vitro vervoll-
stindigt, indem sie in mehreren Fallen fanden, dal3 die Reaktion negativ war,
wenn das Blut bei Zimmertemperatur geronnen war, hingegen positiv nach Ge-
rinnung bei Kérpertemperatur. Hannema und Rytma konnten diesen Befund
bestédtigen. Wir haben auBerdem 6fter beobachtet, daf3 die bei Zimmertemperatur
geronnene Probe zwar ein positives Resultat gab, die warm geronnene aber
starker loste.

- Die Ursache dieses Verhaltens ist noch nicht festgestellt. Hymans van den Bergh
glaubt auf Grund einiger Absorptionsversuche mit negativem Ergebnis, daB nicht eine ein-
fache, wihrend der Gerinnung bei Zimmertemperatur stattfindende Bindung der sensibili-
sierenden Substanz an die Erythrocyten angenommen werden kann (vgl. Rosin). Wenn
diese Ansicht zutrifft, so wird aber doch wahrscheinlich irgendeine andere Art von Ab-
schwachung durch die Gerinnung bei niederer Temperatur anzunehmen sein, denn die Ver-

1) Das Umgekehrte fanden Widal und Rostaine, Glaessner und Pick, namlich
positive Serumreaktion bei einer therapeutisch bewirkten Verminderung der Kéalteempfindlich-
keit der Kranken.



Uber Kaltehimoglobinurie. 205

mutung von Hymans van den Bergh, dafl durch die Gerinnung bei 37° die Hémolysine
erst entstehen, ist kaum wahrscheinlich.

Auch nach Beriicksichtigung der schon erwihnten Umstédnde, des Komple-
mentdefektes und des Einflusses der Gerinnungstemperatur, bleiben aber immer
noch Beobachtungen iiber ein negatives Ergebnis der Serumreaktion iibrig.

Durch eine wichtige Untersuchung haben Kumagai und Inoue wenigstens
die iiberwiegende Mehrzahl dieser Fille aufgeklért.

Nach den Angaben der japanischen Autoren (vgl. Matsuo) ist die paroxys-
male Hamoglobinurie in Japan keine sehr seltene Erkrankung, so daf ihnen
das Material von 20 Fillen zur Verfiigung stand. Kumagai und Inoue gingen
von der Voraussetzung aus, daB das Hb-Lysin immer im Serum vorhanden sein
miisse (vgl. Meyer und Emmerich, Hertz und Mamrot), da sich Anfalle
regelmédBig hervorrufen lassen, und sie supponieren das Vorkommen einer
hemmenden Substanz, die die Reaktion in vitro maskiere. Sie gingen deshalb
so vor, daB sie die Blut-Serum-Mischung abkiihlten und nach Waschen des Sedi-
ments Menschen- oder Meerschweinchenkomplement zusetzten (s. S. 194). Durch
diese auch schon friither gelegentlich verwendete Methode wurden hemmende,
wahrscheinlich antikomplementare Stoffe beseitigt, und nun gelang die Reaktion
regelmiflig, d. h. bei jedem der 20 Falle und in allen (im ganzen 68) einzelnen
Untersuchungen?'). Gleichartige Resultate wurden von Liidke mitgeteilt.

Die Hb-Sera mit negativer Reaktion (nach der unmodifizierten Methode) zeigten eine
hemmende Wirkung gegen verschiedene hidmolytische Systeme, wihrend die stark positiv
reagierenden Hb-Sera ebenso wie normale nicht hemmten.

Durch die im vorhergehenden angefiihrten Momente ist der Einwand, der
gegen die Bedeutung des Hb-Lysins auf Grund seiner scheinbaren Inkonstanz er-
hoben wurde, als beseitigt anzusehen, und unter Verwendung der beschriebenen
Verfahren wird sich das Lysin vermutlich regelm&flig nachweisen lassen 2).

Bedingungen fiir die Wirkung des Lysins in vivo. Von der Konstanz des
Lysins ausgehend, ist die Frage zu diksutieren, ob das Lysin im menschlichen
Koérper unter denselben Bedingungen zur Wirkung gelangt wie in vitro, und be-
sonders, ob die dazu nétige niedrige Temperatur in der Blutbahn erreicht werden
kann. DafB dies unter gewissen Bedingungen der Fall ist, zeigt der bekannte
Ehrlichsche Versuch (s. S. 186). Dieser Versuch lehrt, dafl die geschlossene
GefaBbahn kein Hindernis gegen die Wirkung des Lysins darstellt.

Auch 148t sich anscheinend eine Beladung der Blutkdrperchen mit Lysin im Anfallsblut
durch Zusatz von Komplement nachweisen (Grafe und Miiller, Hertz und Mamrot,
Pringsheim).

Meyer und Emmerich zeigten, daB beim Ehrlichschen Versuch das Lysin an die
Blutkorperchen gebunden wird, indem sie den Versuch vor der Erwarmung unterbrachen,
Blut entnahmen und Serum und Blutkérperchen trennten. Die Blutkérperchen erwiesen
sich als sensibilisiert.

Gerber konnte in einem Versuche, in welchem beide Unterarme eines Hamoglobin-

urikers oberhalb des Ellbogengelenkes mit elastischer Ligatur abgeschniirt, durch 25 Mi-
nuten in kaltes Wasser getaucht wurden, eine Lysinwirkung im abgekiihlten Bezirk nach-

1) Mit unseren Erfahrungen stimmt das héufige Versagen der urspriinglichen Metho-
dik bei Kumagai und Inoue nicht iiberein.

2) Vgl. E. Meyer, L. c. 8.929: ,,Wir konnen heute sagen, dafl bei den echten Fallen von
Kiltehamoglobinurie das Hémolysin immer vorhanden ist.*
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weisen (lokale Hamoglobindmie). Ebenso fand Kaznelson bei einem Fall von Kélte-
himoglobinurie nach Eintauchen des gestauten Armes in Wasser von 7° durch 3 Minuten
nicht nur deutliche Hémoglobindmie in dem aus dem gestauten Arm entnommenen Blut,
sondern auch gelbe Verfarbung der Haut dieses Armes, lokalen Ikterus.

Allerdings setzt der Ehrlichsche Versuch Bedingungen, die weit von den
natiirlichen abweichen, und erlaubt wegen der Unterbrechung der Zirkulation
eine sozusagen beliebige Abkiihlung. Es bleibt also die Frage noch unerledigt,
ob unter gewohnlichen Verhiltnissen die Abkiihlung so weit gehen kann, daf3
das Lysin zur Wirkung kommt. Daf3 auch bei intakter Zirkulation die Tempe-
ratur der Gewebe stark herabgesetzt werden kann, zeigen Versuche der Verfasser
an Kaninchen, bei denen wahrend der Abkiihlung einer Extremitdt durch Be-
decken mit gestoenem Eis die Temperatur der tiefen Weichteile gemessen wurde
(vgl. Versuche von Esmarch, Riegel, Schultze, Schlikoff, Murri). —
Auch diese Anordnung weicht von den Verhéltnissen ab, unter denen gewohn-
lich hamoglobinurische Anfalle einzutreten pflegen, wenn auch zu bedenken
ist, daBl zur Lysinwirkung in vitro héufig schon Temperaturen von 10°—15° an
ausreichen.

Die Temperaturerniedrigung des Blutes kann aulerdem bei Himoglobinurikern
wahrscheinlich durch vasomotorische Storungen begiinstigt sein (Verfasser).
Solche Storungen wurden bei einem nicht geringen Teil der Fille beobachtet,
so daBl sie selbst als Grundlage eigener Hypothesen iiber die Entstehung der
Anfille gedient haben (Murri, Chvostek).

Die Kranken zeigen hiufigen Wechsel von Blisse und Réte, Dermographismus, leicht er-
regbaren labilen Puls (Meyer und Emmerich, Rosin, Krockiewicz, Widal, Abrami
und Brissaud, Bondi und Strisower). Bei manchen dieser Kranken ist eine abnorme
Reaktion gegen Kailteeinwirkungen deutlich nachzuweisen. In den experimentell durch
kalte FuBl- oder Handbéader hervorgerufenen Anfillen von Himoglobinurie zeigen die der
Kailteeinwirkung ausgesetzten Korperteile der Patienten zuweilen rasch eintretende Cyanose
(Boas), mitunter vorher Blisse (Chvostek), es treten Paristhesien auf und dann erst
folgen die schweren, die Hamoglobinurie einleitenden Symptome. Sehr hiufig erhalt sich
die abnorme Blasse und Kilte der abgekiihlten Teile noch lange, nachdem die Kélteein-
wirkung bereits aufgehort hat (W. Winternitz, Luzzatti und Sorgente, Grafe und
Miiller).

Weniger scharf als bei kiinstlich erzeugten Anféllen lassen sich vasomotorische Stérungen
bei spontanen Anfillen beobachten und von den sekundiren Erscheinungen abgrenzen,
doch findet sich auch hier haufig die Angabe, daf bei Kilteeinwirkung geringen Grades ein-
zelne Korperteile kalt und blaB werden und daB die Patienten im allgemeinen gegen Kilte
empfindlich sind (Lichtheim, Luzzatti und Sorgente, Lutz u. a.), auch an Frostbeulen
leiden (Bristowe und Copeman, Luzzatti und Sorgente, Hoover und Stone).

In manchen Fillen zeigt sich die abnorme Reaktion der GefiaBle durch die Kombination
der paroxysmalen Kiltehdmoglobinurie mit Raynaudscher Krankheit, einer Affektion,
bei der anfallsweise auftretende lokale Synkope zu lokaler Cyanose oder auch symmetrischer
Gangrin sich steigert. [Southey, Mahomed, Murrie(3), Myers, Tannahill, Bristo we
und Copeman, Colman und Taylor, Henry, Rohrer, Burckhardt, Rietschel-
Langstein, Brinitzer].

Colman und Taylor wiesen in ihrem Fall von Raynaudscher Krankheit im Stadium
der lokalen Synkope im Blute des befallenen Fingers Hamoglobindmie nach (vgl. eine dhn-
liche Beobachtung von Bristowe und Copeman).

In diesem Zusammenhang ist es von besonderem Interesse, dafl Syphilis nach
der Meinung einer Anzahl von Autoren (z. B. Morgan, Monro, Castellino
und Cardi, Krisowski, Rietschel, Bosanyi) eines der &tiologischen
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Momente der Raynaudschen Erkrankung darstelltl). Es wird hierdurch die
Schwierigkeit behoben, die sonst ein auffallend haufiges Zusammentreffen
zweier ganz verschiedener und relativ seltener Zustinde dem Verstdndnis bieten
wiirde.

Vermutlich kommt der Faktor der vasomotorischen Stérungen auch als Er-
klirung fir die Falle mit positivem Lysinbefund und (mindestens teilweise)
positivem Ehrlichschen Fingerversuch ohne Hémoglobinurie — sog. ,,latente®
oder ,,potentielle® (J ones) Hamoglobinurie — in Betracht, wie sie von den Ver-
fassern bei Paralyse und dann von Kumagai und Inoue bei Spatsyphilis be-
schrieben wurden2). Diese Befunde wurden seither von Girardi, Ch. und
B. Jones bestitigt und erweitert.

Girardi fand bei 5 Fillen alter Lues schwach positive Haémolysinreaktion in vitro,
Ch. und B. Jones unter 45 Kranken mit Lues ohne Erscheinungen von p. H. in 6,69, der
Fille positive Reaktion.

DaB das Fehlen vasomotorischer Storungen, die sichere oder einzige Ursache
dafiir ist, da} diese Fille von Paroxysmen von Hémoglobinurie frei bleiben, kann
nicht behauptet werden, trotzdem erscheinen uns die Griinde, die Kumagai
und Inoue in ihrer Arbeit anfiihren, nicht entscheidend. Die beiden Autoren
fanden, daf} sie in zweien ihrer Félle von latenter Hamoglobinurie durch kalte
FuBibiader einen Anfall erzeugen konnten und in anderen Fillen zwar keine Hamo-
globinurie, aber Albuminurie3). Diese Albuminurie betrachten sie als Ausdruck
eines rudimentéren Anfalles (Rosenbach, Bristowe und Copeman, Chauf-
fard u. a.). Wenn man aber auch diese Erklirung annehmen will, so ist damit
nicht widerlegt, da3 die betreffenden Individuen tatsichlich gegen Abkiihlung
unter natiirlichen Verhaltnissen resistent sind.

Aus den angefiihrten Griinden méchten wir den Storungen des Vasomotoren-
apparates fiir eine Anzahl von Fillen eine Bedeutung fiir die Abkiithlung der
Gewebe beimessen, andererseits kommen derartige Phanomene durchaus nicht
in allen Fillen vor, und es ist nicht unwahrscheinlich, daB auch andere,
zum Teil noch unbekannte Auxilisrmomente existieren, die eine Begiinsti-
gung der Hamolyse in vivo gegeniiber der im Reagensglas bewirken?). Auch
G. Mackenzie spricht sich in diesem Sinne aus, da in zwei seiner Fille
der Titre des Lysins und die Kélteempfindlichkeit der Patienten in umgekehrtem
Verhiltnis stand.

Zunichst kommt hier die Frage nach der Priexistenz des Komplementes im
zirkulierenden Blut in Betracht (vgl. hieriiber Wollmann). Daf iiberhaupt
innerhalb der intakten GefiBwinde Komplement zur Wirkung gelangt, dafiir

1) Nach Castellino und Cardi (Arbeit aus der Zeit vor Kenntnis der WaR.) fand sich
unter 306 Fillen von Raynaudscher Erkrankung 22mal Lues; nach Monro in 2,89, der
Falle (zitiert nach Cassirer).

2) Vgl. Biirger (ein Fall mit einem nur auf fremde Blutkérperchen wirkenden Kalte-
lysin).

v 3) Uber den Zusammenhang von anfallsweise auftretender Albuminurie und Hémo-
globinurie siehe Ralfe, iiber Albuminurien nach kalten Badern bei Gesunden Herring-
ham, Senator (vgl. auch Schellong).

4) Uber Unterschiede der Hamolyse durch lytische Immunsera in vivo und in vitro vgl
Muir und Mc. Nee, Ottenberg, Kaliski und Friedmann, Foix und Salin, Polak
Daniels und Hannema.
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bietet gerade der Hamoglobinurieanfall einen entscheidenden Beweis. Als ein
solcher im Reagensglasversuch nicht zur Geltung kommender Faktor ist mog-
licherweise die von Moro und Noda beschriebene temporare Vermehrung des
Komplementgehaltes (s.S. 204) in Betracht zu ziehen, und es wire auch daran zu
denken, daf3 bei einer Verlangsamung der Zirkulation im abgekiihlten Teil das
Plasma sich rascher bewege als die Blutkorperchen, so dafl diese gewissermaflen
mit Lysin bespiilt wiirden.

Ein anderes Hilfsmoment ergibt sich vielleicht aus den Versuchen von
Hymans van den Bergh iiber Hamolyse in einer Atmosphire von Kohlen-
saure. Hymans van den Bergh, dem sich Krockiewicz anschlie3t, sieht
diese von ihm beschriebene interessante Erscheinung als die eigentliche Ur-
sache des hamoglobinurischen Anfalles an. Gegen die Bedeutung der in vitro
zu beobachtenden Kiltehdmolyse macht dieser Autor die Inkonstanz und
die mit der Schwere der Falle nicht kongruierende Intensitat derselben gel-
tend. Diese Einwénde sind aber durch die (S. 205) referierten neuen FEr-
gebnisse, die das regelméBige Vorkommen des Hb-Lysins beweisen, aufgeklirt,
und aus den angefithrten Griinden (Komplementmangel, Hemmungskorper,
Lysinverminderung nach der Blutentnahme) ist es auch verstandlich, wenn der
Reagensglasversuch nach der urspriinglichen Methode eine niedrigere Temperatur
erfordert, als zum Eintreten des Anfalles notig ist, was Hymansvanden Bergh
hervorhebt. Andererseits hat Hymans van den Bergh nur wenige Fille nach
seiner Methode untersucht, so da8 er die Konstanz des CO,-Phénomens nicht nach-
weisen konnte. Hertz und Mamrot haben in ihren Fillen die Erscheinung
nicht gesehen. Wir selbst haben 5 Félle untersucht und einige Male die CO,-
Hamolyse beobachtet, andere Male nicht. Unsere Versuche, bei denen wir beide
Reaktionen nebeneinander mit 5 typischen Fillen von Héamoglobinurie anstellten,
hatten z. B. folgende Resultate:

Wir verwendeten kleine, ziemlich breite, mit einem eingeriebenen Glasdeckel versehene
Wiégershrchen und fillten sie mit Blutserummischung (Verhdltnis 1:5 bis 1:10), so da
die Fliissigkeit nur in diinner Schicht den Boden bedeckte; dann leiteten wir 2 Minuten lang
mit einem ober dem Fliissigkeitsniveau endenden Rohr einen starken CO,-Strom ein. Mischung
von Serum- und Blutkérperchensediment 7: 1.

A. Je eine Probe der Mischung wird 1/, Stunde bei verschiedenen Temperaturen, dann

ungefahr !/, Stunde im Brutofen (37°) gehalten?).
B. Je eine Probe mit CO, bei verschiedenen Temperaturen gehalten.

Vers. 1. 0° 10° 15° 18° 20°

A. Fall R. . . . . fast kompl stark Spur Spur —
» KL ... schwach Spur 0 0 —
»w G schwach 0 0 0 —

B. Fall R. . . . . — — stark deutlich  schwach nach
,» KL . .. — — 0 0 0 } 2
s GooooL . — — 0 0 0 Stunden
Vers. II. 0° 15 17° 20° 25°

A. Fall KI. . . . fast kompl. stark — 0 —
» G.. . . . fast kompl. sehr stark —_ min. Spur —_

B. Fall K. . . . — — stark stark Spur nach
. GoooLL . — — 0 min. Spur —_ 45 Min.

1) Versuch VI und VII: 2 Stunden.
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Vers. IIL 0° 15° 19°
A Fall L. . . . . sehr stark stark deutlich nach
B. ,, L..... — —_ deutlich | 30 Min.
Vers. IV. 0° 15° 19°
A. Fall G . . fast kompl. stark schwach
[ stark stark Spur
B. ,, G .. .. — - schwach nach
w Lo — — schwach — deutlichf 30 Min.
Vers. V. 10° 15° 18°
A, Fall T. . . . . stark 0 — nach
B. ,, T.. ... — — 0 1 Stunde
Vers. VI. 0° 15° 20°
A. Fall KI. . . . stark — 0 } nach
, R.. . . . zieml stark — 0 2 Stunden
B. ,, KL ... — sehr stark sehr stark } nach
. Ro. . .. — deutlich 0 18 Stunden
Vers. VII. 0° 15° 18°
A Fall G. . . .. stark schwach schwach (nach 2 Stunden)
B. , G . ... - 0 0 (nach 18 Stunden).

Eswar demnach nach dervon Hymans vanden Bergh angegebenen Methode
nicht regelmiBig ein positives Resultat zu erhalten gewesen (z. B. Fall G., L., T.),
wiahrend gleichzeitige Versuche mit Kéltehamolyse stark positiv ausfielen.
In dem Falle R., Kl. und L. fand unter CO,-Wirkung Hamolyse bei héherer
Temperatur statt als ohne Kohlenséure. Namentlich ein Fall (G.), ein typischer
Himoglobinuriker, der leicht Anfille bekam und 10 mal untersucht wurde, er-
gab nur 1 mal eine geringe Begiinstigung der Hamolyse durch CO,, dagegen immer
starke oder deutliche Kiltehimolyse. G. Mackenzie fand in zwei Fillen keine
Beférderung der Hamolyse durch CO,. In einem dieser Fille war der Hémo-
lysintitre gering, im Gegensatz zu der hohen Kalteempfindlichkeit des Kranken.

Hymans van den Bergh hilt es fiir unwahrscheinlich, dal bei erhaltener
Zirkulation die Abkiihlung des Blutes zur intravasculiren Hédmolyse nach Art
des Kalteversuches geniigend sein konnte. Ein analoges Bedenken kann gegen das
C'0,-Phianomen vorgebracht werden, denn es ist nicht ohne weiteres anzunehmen,
daB bei erhaltenem Blutstrom eine so intensive Einwirkung der Kohlenséure auf
das Hb-Blut stattfindet, wie wenn man dieses Blut in diinner Schicht in
einer CO,-Atmosphére halt. Auch fir das Phénomen von Hymans van
den Bergh ist iibrigens nach diesem Autor eine Abkiihlung auf 25—30° notig.

Um zu untersuchen, welchen EinfluB im Blute innerhalb der GefafBle vor-
handene CO, auf die zur Lyse notige Temperatur haben kann, benutzten wir
die folgende Versuchsanordnung:

Der mittels elastischer Ligatur abgeschniirte Finger eines Hamoglobinurikers sowie
eine vor Anlegung der Ligatur unter Vermeidung jeder Abkiihlung in U-Réhrchen auf-
gefangene Blutprobe (A) wurden gleichzeitig und gleich lange abgekiihlt. Dann wurde aus
dem ligierten Finger Blut entnommen (Probe B), beide Rohrchen in den Thermostaten ge-
bracht und nach einiger Zeit abzentrifugiert. Die Abkiithlungstemperaturen betrugen 15°—16°,
19°—20°, 20°—23°, die Dauer der Abkiihlung 20—30 Minuten.

Trgebnisse der Hygiene. VII. 14
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Héamolyse:
A. B.
Vers. 1. Fall G. 16° deutlich stark
23° 0 0
Vers. II. Fall G. 16° deutlich deutlich
21° 0 deutlich
Vers. III. Fall G. 16° deutlich stark
21° Spur? 0
Vers. IV. Fall G. 16° stark sehr deutlich
21° Spur 0
Vers. V. Fall KL 15° Spur 0
20° 0 0
Vers. VI. Fall KL 10° deutlich Spur
15° deutlich 0
Vers. VII. Fall R. 15° schwach — deutlich 0
20° Spur? 0

Die Versuche zeigen, daf} der Grad der Abkiihlung, der die Bindung des Lysins
in vitro und innerhalb der GefaBbahn bedingt, nicht sehr verschieden ist. Die
Differenz der zur Lyse noétigen Temperaturen ist, auch wenn man beriicksichtigt,
daB die Temperatur des abgeschniirten, auler Zirkulation sich befindenden Fingers
wahrend der !/,stiindigen Versuchsdauer hinter der des Reagensrohrchens zuriick-
geblieben ist, keine so grofle, dafl daraus eine besondere Bedeutung der CO,-
Wirkung zu entnehmen wire.

Trotzdem ist zu vermuten, daB der Gehalt des Blutes an CO, ein Hilfs-
moment fiir die Hémolsye in vivo ist (vgl. Hannema und Rytmay).

Eine Bindung des Hamolysins an die Blutkorperchen und als weitere Folge eine
Hamolyse innerhalb der Gefa3bahn erscheint bei der Kéaltehdmoglobinurie moglich,
und die Annahme ist naheliegend, daf} bei den spontanen und experimentellen An-
fallen die Bindung des Lysins in den der Kalte am meisten ausgesetzten peripheren
Teilen des Korpers, die Hamolyse innerhalb der Blutbahn selbst stattfindet, so-
bald das Blut aus den abgekiihlten Teilen in wérmere Bezirke des Korpers ge-
langt (vgl. Gerber). — Gegen diese Auffassung wurde vor allem von Rosin der
Einwand gemacht, dal sich dann wihrend und nach dem Anfall regelmsBig
Himoglobinédmie im zirkulierenden Blute nachweisen lassen miilte. Abgesehen
davon, daf dieser Nachweis in Wirklichkeit nicht so selten gelingt, wie Rosin
angibt — von neueren Autoren seien nur Young, Ch. und B. Jones und Kaz-
nelson angefilhrt —, haben auch einige Arbeiten, in welchen vergleichende
Untersuchungen iiber den Hamoglobin- und Bilirubingehalt des Serums sowie
die Urobilin- resp. Urobilinogenausscheidung durch Galle und Harn vorgenommen
wurden, eine Erklarung dafiir ermoglicht, warum der Nachweis des H&amo-
globins im Serum an bestimmte Zeiten nach Beginn der Abkiihlung resp. des An-
falles gebunden ist, die sicher nicht von allen Untersuchern gleichmaBig ein-
gehalten wurden.

Ch. und B. Jones untersuchten bei einem Fall von typischer Kiltehamoglobinurie
Blut, Urin und Duodenalinhalt wéhrend eines experimentell erzeugten Anfalles und fanden,
daBl zunichst Himoglobin im Blutplasma auftrat, welches rasch wieder an Quantitit ab-
nahm, wahrend gleichzeitig der Bi-Gehalt des Plasmas anstieg; der Bi-Gehalt der Galle nahm
gleichfalls wihrend des Anfalles zu, erreichte 2 Stunden nach Beginn des Versuches sein
Maximum unter gleichzeitiger Zunahme von Urobilinogen und Urobilin im Harn (vgl
M. Winternitz).
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Bei einem zweiten Falle mit blo8 potentieller Himoglobinurie (vgl. S. 214) konnten durch
21/, Stunden dauernde Abkiihlung des mit elastischer Binde abgeschniirten Armes bei 5°
nach 3 Minuten deutliche Spuren, nach 20 Minuten reichliche Mengen von Hb im Serum
nachgewiesen werden, nach weiteren 13 Minuten kein Hb, wohl aber reichlich Bi. (Diese
Beobachtungen wurden bei noch bestehender Abschniirung in dem Blute des abgeschniirten
Armes gemacht.) Im Blute des anderen nicht abgeschniirten Armes konnte wihrend des
ganzen Versuches kein Hb nachgewiesen werden, 20 Minuten nach Abnahme der Ligatur
aber Spuren von Hidmoglobinimie, zweifelhafte Bilirubinimie. Die beiden Autoren sehen
diesen Versuch auch als einen Beweis fiir die Moglichkeit einer Umwandlung von Hb in Bi
innerhalb der GefaBlbahn an.

Zu &hnlichen, wenn auch nicht ganz gleichen Resultaten gelangte Kaznelson. Er
konnte bei einem Fall von typischer Kaltehamoglobinurie im experimentell erzeugten Anfall
ein rasches Ansteigen des Bilirubingehaltes des Serums feststellen, welcher nach einer Stunde
sein Maximum erreichte, zu einer Zeit, wo immer noch reichlich Hb im Serum nachzuweisen
war. Ebenso wies er bei einem zweiten Fall mit bloB abortiven Anfallen eine Stunde nach
Beginn der Kilteeinwirkung (Eisbad) starke Bilirubindmie nach. In diesem letzteren
Falle fehlten bei spéiteren Untersuchungen (nach Behandlung) iiberhaupt alle klinischen
Zeichen eines Anfalles, und es trat auf Abkiihlung blo8 vermehrter Bilirubingehalt des Serums
auf. In diesem Falle wurde 3—5 Stunden nach Beginn des Versuches auch eine deutliche
Urobilinogenvermehrung im Harn festgestellt. — Zur Erklirung der Vorgénge nimmt
Kaznelson an, daBl das in der Blutbahn freigewordene Hamoglobin durch die Niere aus-
geschieden wird, wenn die Menge des im Kreislauf vorhandenen Hamoglobins einen be-
stimmten Schwellenwert fiir die Hb-Ausscheidung durch die Niere erreicht hat, daBl es aber,
wenn dies nicht der Fall ist, im Korper abgebaut wird. Dieser Abbau findet nach Kaznelson
wahrscheinlich nicht im stromenden Blute statt. (Uber die Einzelheiten mehrerer zur Klirung
dieser Frage angestellter Versuche Kaznelsons vgl. 1. c. S. 51—53.)

Diese Angaben stehen allerdings in einem gewissen Gegensatz zu den Befunden von
Dennie und Robertson, die den Urobilingehalt des Stuhles nach den Anféllen nicht ver-
mehrt gefunden hatten, was sie auf eine sehr rasche Ausscheidung des gelosten Hb beziehen?).
Weitere Untersuchungen, speziell des Duodenalinhaltes, wihrend und nach den Anfillen
diirften die Frage kliren.

Wenn auch diese und &altere Untersuchungen (vgl. Ponfick, Schurig,
Levy, Foix und Salin u. a.) die Frage nach Ausscheidung und Abbau des ge-
losten Hamoglobins noch nicht vollkommen klaren, so sind sie doch fiir die
strittige Frage der Hamoglobindmie von Bedeutung, und es erscheint die von
Rosin aufgestellte Hypothese, der eine bloBe Schiadigung der Blutkérperchen
durch das Lysin in der Blutbahn annimmt, die eigentliche Auflosung des Blutes
aber in die Niere verlegt, nicht wahrscheinlich (vgl. Datta). —

Auf die Frage des Zusammenhangs zwischen den klinischen Allgemein-
symptomen und dem Blutzerfall und ihre Beziehungen zu den Erscheinungen
nach Injektion himolytischer Stoffe bei Tieren soll hier nicht eingegangen
werden. (Vgl. Widal, Abrami und Brissaud, Mackenzie, Manna-
berg und Donath, Moro und Noda, Lutz, Schiassi).

Uber die Vorginge nach Injektion hamolytischer Sera bei Tieren, s. Bieling und Isaac.

1) Die Angabe dieser beiden Autoren, dafl in einem méfBig schweren experimentellen
Anfall 6,3 ccm Blut zerstért wurden (von dem freigewordenen Hb wurden 909 in den ersten
2 Stunden ausgeschieden; in 41/, Stunden im ganzen 969,), ist deshalb von Bedeutung,
weil sie, falls sie bestatigt wiirde, dazu fiihren wiirde, den Schwellenwert der Niere fiir ge-
lostes Hb ganz wesentlich niedriger anzusetzen, als es nach den Angaben friitherer Autoren
bisher geschah. (Nach Ponfick z. B. miiite, um Héamoglobinurie zu erzeugen, /;,—/5, des
Gesamtblutes gelost werden; s. auch Andraud.)

14%
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Rudimentire und frustrane Anféille.

Als tudimentéar (Prior) oder abortiv (Lichtheim, E. Meyer) werden sowohl
Anfille bezeichnet, bei welchen Hamoglobinurie gleichzeitig mit wenig aus-
gesprochenen Begleitsymptomen — Schiittelfrost, Temperaturanstieg usw. —
oder ohne solche auftritt, als auch Anfille mit vollentwickelten oder auch mit
nur angedeuteten Allgemeinsymptomen ohne H&émoglobinurie, wohl aber ge-
wohnlich mit Albuminurie; Anfille dieser letzteren Art wurden von Pringsheim,
Pribram u. a. als frustrane bezeichnet. — Es liegt nahe, anzunehmen, dafB die
Anfille dann als abortive ohne. Himoglobinurie verlaufen, wenn die Blutauf-
losung eine nur geringe ist, und damit stimmt auch tiberein, daBl mehrfach bei
abortiven Anfillen Urobilin- resp. Urobilinogenvermehrung im Harn gefunden
wurde (Luzzatti und Sorgente, Biirger, Kumagai und Inoue, Girardi,
Bondiund Strisower), in einem Falle von Kaznelson mit so starkem Ikterus
verbunden, daf} er von einem ,,paroxysmalen Kalteikterus“ spricht!). Senator
fallte gewisse Albuminuriefalle nach kalten Badern als latente p. H. auf. Dafiir
spricht auch, dafl Kumagai und Inoue bei Syphilitikern, deren Serum Lysin
enthielt, durch kalte FuBlbader Hamoglobinurie oder nur Albuminurie hervor-
riefen. — Uber die Bedingungen aber, unter welchen es im einzelnen Falle und
zu einer gegebenen Zeit zu vollentwickelten oder zu abortiven Anfillen kommt,
sind derzeit noch keine genauen Angaben moglich, da die bisherigen Unter-
suchungen in dieser Richtung noch nicht geniigen und einander zum Teile wider-
sprechen.

Pribram sah einen frustranen Anfall mit Fieber und Schiittelfrost, aber ohne Héamoglo-
bindmie und Hamoglobinurie, zu einer Zeit auftreten, in der der Cholesteringehalt des Blutes
vermehrt war und gleichzeitig die Lysinreaktion im Serum negativ ausfiel, wihrend bei
Hypocholesterindmie vollentwickelte Anfille auszuldsen und das Lysin vordanden war.

Burmeister bestimmte den Cholesterin- und Lecithingehalt im Serum und in den Blut-
kérperchen zu verschiedenen Zeiten und konnte, trotzdem Schwankungen im Gehalt beider
Stoffe nachweisbar waren, zu jeder Zeit durch Abkiihlung typische Anfille ausldsen, eine
Abhéngigkeit vom Cholesteringehalt also nicht konstatieren.

Einige Untersuchungen im frustranen Anfall wurden an Féllen von K.-H. nach
therapeutischen Mafinahmen vorgenommen.

Glaessner und Pick riefen durch wiederholte Injektionen von Pferdeserum (vgl. S. 219)
bei ihrem Fall von K.-H. einen von ihnen als ,,frustraner Anfall*“ bezeichneten Zustand her-
vor, der sich dadurch charakterisierte, da auf Kélteeinwirkung Komplementschwund (er-
schlossen aus dem negativen Ausfall der Lysinreaktion) und Resistenzverminderung der
roten Blutkorperchen gegen Saponinlésung wie im vollentwickelten Anfall auftraten, jedoch
ohne Temperaturerh6hung und Schiittelfrost.

Pringsheim sah bei einem mit Cholesterin behandelten Hamoglobinuriker nach
kaltem FuBbad einen frustranen Anfall mit Schiittelfrost, Leukocytose ohne Hamo-
globinurie auftreten. Die Erythrocyten erwiesen sich wéhrend des Anfalles als nicht mit
Lysin beladen; ob eine Komplementbindung durch das Cholesterin stattgefunden hatte,
konnte nicht mehr untersucht werden.

Frustrane Anfille wurden von Lindbom nach Cholesterininjektionen, von Bondi und
Strisower sowie Burmeisternach Injektionen von hypertonischen Salzlésungen beobachtet.

Bemerkenswert ist die Beobachtung von Kaznelson, daB in seinem Fall von Kilte-
ikterus die Titration des Serums einen geringeren Lysingehalt ergab als bei einem

1) Hierher gehért auch die Beobachtung von Meyer und Emmerich, die beim Ab-
klingen eines Hamoglobinurieanfalles Urobilin und Urobilinogen im Urin vermehrt fanden.
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zweiten Fall mit typischer Kaltehamoglobinurie, obwohl in beiden Fillen die Lysinreaktion
gleich stark ausfiel.

Zur Erklarung der verschiedenartigen Reaktionen auf Kilteeinwirkung sollte
jedesmal festgestellt werden, ob die Kilteeinwirkung zu einer Zeit fehlenden
oder normalen Komplementgehaltes stattfindet, ob wiahrend derselben eine Bin-
dung des Lysins an die Blutkérperchen erfolgt, ob Hémoglobinimie oder auch
nur vermehrter Bi-Gehalt des Serums auftritt, ob nach der Kilteeinwirkung
Komplementschwund nachzuweisen ist, und ob der Lysingehalt vor und nach
dem Anfall ein verschiedener ist. Dann diirfte auch die eigentiimliche Er-
scheinung, dal durch die verschiedensten therapeutischen Eingriffe bei K.-H. fiir
kiirzere oder langere Zeit eine Herabsetzung der Kalteempfindlichkeit zu erzielen
ist, wie dies von Widalund Rostaine, Glaessner und Pick, Widal, Abrami
und Brissaud, Bondi und Strisower, Kaznelson u. a. (vgl. S. 218 u. 219)
beobachtet wurde, aufgeklart werden konnen.

Yorkommen des Hb-Lysins.

Nach der Auffindung des Lysins im Serum der Hamoglobinuriker muBte die
Frage beantwortet werden, ob Lysine mit dhnlichen Eigenschaften nur bei dieser
Erkrankung oder auch unter anderen Verhéltnissen nachweisbar sind.

Die Verfasser untersuchten 195 an verschiedenen Erkrankungen leidende
Individuen; das Ergebnis war in allen Fillen negativ. Dagegen war unter
93 Fallen von progressiver Paralyse 7mal eine positive Reaktion, darunter
2mal ebenso stark wie bei Hamoglobinurikern, zu finden. Biirger beobachtete
unter 272 verschiedenen Fillen (hauptsichlich solchen mit positiver WaR.)
3mal positive Hb-Reaktion, und zwar 1mal bei einer typischen Kaltehdmoglo-
binurie, 2mal bei anderen Fallen [mit positiver WaR.1)]. Einer dieser beiden
Fille ist nach den Beobachtungen von Biirger — Abnahme des Hamoglobin-
gehaltes und Ausscheidung von Urobilinogen nach Abkiihlung — als latente
Hémoglobinurie anzusehen. — Kumagai und Inoue hatten bei ihren wichtigen
Untersuchungen unter 35 Fallen von tertidrer Lues und sog. Metalues 7 mal
positiven Lysinbefund im Blute, dagegen zeigten 30 Fille von Nichtluetikern
und 13 von sekundéren Luetikern negative Reaktion. Bei diesen Fillen gelang
die Probe immer nach der urspriinglichen Methode und antikomplementare
Hemmungskorper waren nicht nachweisbar. Kumagai und Inoue denken
deshalb, dal das Auftreten der antikomplementéiren Stoffe (vgl. S. 205) mit den
Anfillen in Zusammenhang stehen kénnte. Weiterhin fand Young bei einem
Fall von Lues cerebri ohne Anfille von Himoglobinurie das Lysin im Serum,
Girardi bei 5 Fillen alter Lues schwachpositive Reaktion, Ch. und B. Jones
unter 45 Fiallen von Lues in 6,69, der Fille das Hb-Lysin ohne weitere Er-
scheinungen von K.-H. (vgl. Liidke). Nach Nakamura und Yobe kommt
das Kéltelysin auch bei Febris recurrens vor.

AuBer bei der Kiltehimoglobinurie wurde also das charakteristische Lysin
nur noch bei solchen Fillen2) aufgefunden, bei denen eine Syphilisinfektion anzu-

1) In einem Falle wirkte das Kiltelysin nur auf fremde Blutkérperchen.

2) Nur in der ausfiihrlichen Arbeit von Kumagai und Inoue (2) wird ein Fall ohne
Syphilissymptome mit positiver Hb-Reaktion erwihnt und bei Widal und Rostaine ein
Fall von Hemiplegie mit geringer, nicht konstanter Reaktion ohne Angaben iiber Syphilis.
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nehmen ist?) (wahrscheinlich auch bei Febris recurrens), eine Tatsache, die offen-
bar fiir die Frage der Entstehung des Lysins von besonderer Bedeutung ist.

Was das Vorkommen von Autohdmolysinen iiberhaupt im menschlichen
Serum, abgesehen von dem Hb-Lysin, anlangt, so liegen sichere Kenntnisse
dariiber nicht vor (vgl. Liidke).

Bei den Mitteilungen von Frank, Vogt, Meyer, Wieland handelt es sich um ver-
einzelte Beobachtungen, die schwer zu beurteilen sind.

Beziiglich der Hamolysinbefunde bei hidmolytischem Ikterus vgl. die Untersuchungen

von Massaglia und Tarabini, Chauffard und Troisier sowie Vincent und Chauffard
und von Roth.

Beziehungen zwischen Kiltehimoglobinurie und Syphilis.

Ein Zusammenhang zwischen Syphilis und Kaltehamoglobinurie wird bereits
seit langem angenommen (vgl. Schumacher, Murri). Auffallend héufig findet
sich in der Anamnese die Angabe iiberstandener Lues, nicht selten Befunde, die
eine syphilitische Infektion beweisen, z. B. GefaBerkrankungen, Tabes, Paralyse
(Eason, Meyer und Emmerich, Hochsinger). Auch bei noch bestehenden
frischen luetischen Erscheinungen wurden mehrmals Anfille von Haimoglobinurie
beobachtet (so z. B. Ehrlich, Goetze, Trumpp, Matsuo, Langstein-
Rietschel).

Ganz besonders wurde auch von verschiedenen Autoren das haufige Zu-
sammentreffen von hereditirer Lues mit Kéaltehamoglobinurie betont (vgl.
dariiber Jesionek; ferner Courtois - Suffot, Comby, Takihara, Ch. und
B. Jones).

Murri, der am nachdriicklichsten unter den &lteren Autoren auf Beziehungen zwischen
Syphilis und Hamoglobinurie hingewiesen hat, fand in 36 Fallen der Literatur 15mal
Syphilis sichergestellt, 2 mal zweifelhaft. Nach einer Zusammenstellung von Stem pel wurde
in 77 genau beschriebenen Fallen der Literatur 23 mal Lues festgestellt, darunter 8 mal here-
ditare Lues.

Durch die neueren Untersuchungen mit Hilfe der WaR. hat sich die Zahl der
Fille von Kaltehiamoglobinurie, bei denen Lues nachweisbar ist, wesentlich
erhoht?).

Meyer und Emmerich fanden unter ihren 4 Fillen 3mal positive WaR.,
Matsuo konnte unter 11 Fillen von K.-H. jedesmal Lues feststellen (4 mal akqui-
rierte, 7mal hereditire). Die WaR. war 10mal positiv, 2mal fand sich ein
familizres Vorkommen der Himoglobinurie [1 mal bei Vater und Tochter, 1 mal
bei 4 Blutsverwandten3)]. Kumagai und Inoue fanden in 20 Fillen von K.-H.
19mal positive WaR., 1 mal war bei negativer WaR. Lues anamnestisch und
objektiv nachweisbar. Browning und Watson hatten unter 6 Féllen 5mal
positive WaR.

Eine Durchsicht der in der Literatur seit 1906 mitgeteilten Falle zeigt, dafl
unter 99 Fillen von paroxysmaler Kaltehdimoglobinurie 95mal Syphilis fest-

1) Vgl. auch Widal und Rostaine sowie Young.

2) Cooke sowie Berghausen fanden in ihren Féllen auch positive Luetinreaktion.

3) Ch. und B. Jones berichten iiber einen Fall von ,,potentieller’ Hamoglobinurie mit
positiver Lysinreaktion bei kongenitaler Lues, dessen Schwester an typischer Kéltehdmo-
globinurie litt.
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gestellt wurde (und zwar 24 mal anamnestisch oder somatisch, 81 mal durch die
WaR. nachgewiesen), ein Verhéltnis, das auch die bei progressiver Paralyse ge-
fundenen Zahlen iibersteigt [vgl. Michelil)].

Es ist demnach wohl anzunehmen, da8 die Syphilisinfektion die regelmaige
Ursache paroxysmaler Kaltehdmoglobinurie darstellt.

Demgegeniiber findet Burmeister bei Zusammenstellung von 207 Fallen von p. H.
der Literatur nur 79, in welchen nach Anamnese und klinischem Befund Lues angenommen
werden kann, 43 Fille, in welchen sie ausdriicklich geleugnet wird, 11 Fille, in welchen die Frage

offen gelassen ist, wihrend in den iibrigen Fallen eine Bemerkung iiber iiberstandene Lues
fehlt. In 76 Fillen findet er Angaben iiber positiven Wassermann.

Die Frage nach der Identitat des Hb-Lysins mit dem die WaR. verursachenden
Korper im Hamoglobinurikerblute wurde mehrfach untersucht. Dall es sich
nicht um den gleichen Kérper handelt, ist schon deshalb naheliegend, weil die
Hb-Reaktion viel seltener ist als die WaR. und die Stiarke der beiden Reaktionen
nicht parallel lauft. Auch gibt es Fille, die bei sicher nachgewiesener Lues
negative WaR. und positive Lysinreaktion geben (Matsuo, Kumagai und
Inoue). Nach Matsuo wird ferner durch Salvarsanbehandlung beim Hamo-
globinuriket zwar die WaR., nicht aber die Lysinreaktion beeinfluflt [s. dagegen
Moss?) sowie S. 218].

Kaznelson fand im Gegensatz zu Jedlicka, daBl in einem Falle von K.-H. die WaR.
nach dem Anfall nicht schwicher wurde, wihrend eine deutliche Abnahme des Lysingehaltes
im Serum zu konstatieren war.

Ein weiteres Argument dafiir, dal es sich um zwei verschiedene Korper
handelt, erbrachten Moro und Noda, Yamada, Matsuo, G. Mackenzie da-
durch, daB sie aus dem Hb-Serum durch wiederholtes Beladen von Blutkérperchen
in der Kalte das Lysin absorbierten und in dem auf diese Weise ganz oder fast
ganz lysinfrei gemachten Serum noch eine positive WaR. erhielten, eine Be-
obachtung, die seither von Kaznelson bestitigt wurde (vgl. die wahrscheinlich
unzutreffende Kritik von Burmeister, s. S. 217).

Die Rolle der Syphilisinfektion bei der Entstehung des K.-H.-Lysins konnte in
verschiedener Weise gedacht werden. DafB das Lysin ein Produkt der Spirochéten
ist, ist nicht anzunehmen. Der Hauptgrund ist, daB das Lysin in ausge-
sprochener Weise die Eigentiimlichkeit eines Serumhémolysins zeigt, nur mit
Hilfe eines Komplementes zu wirken, was bei den von Mikroben erzeugten
Toxinen nicht beobachtet wurde. Es kommt hinzu, daf nach eigenen Beobach-
tungen Lysine mit analogem Verhalten manchmal in normalem Kaninchenserum
zu finden sind. Aus diesen Griinden ist das Hb-Lysin als ein endogenes Produkt
anzusehen und den iibrigen Lysinen des Serums analog zu setzen. — In gleichem
Sinne spricht anscheinend auch der Umstand, daB es jedenfalls vorwiegend auf
menschliche Blutkérperchen wirkt.

Wir haben die Frage der Artspezifizitit des Hb-Lysins mit Hilfe mehrerer
Versuchsanordnungen gepriift (vgl. Fejes und Kentzler, Kiralyfi).

1. In einer Versuchsreihe wurde Hb-Serum mit Hb-Blut sowie parallel mit verschieden-
artigem Tierblut gepriift. Je 6 Tropfen Hb-Serum + 1 Tropfen gewaschenes Sediment von

1) Nach Browning und Watson betragt die Zahl der Fille, in welchen mittels WaR.
Lues nachgewiesen werden konnte, 909, aller Fille von K.-H. (unter 59 Fallen 53 mit positiver
Reaktion).

2) Das gleiche fand Lindbom bei Cholesterinbehandlung.
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Hamoglobinurikerblut, ferner Affen- (Cercoceb. fulig.), Pferde-, Ratten-, Maus-, Meer-
schweinchenblut wurde !/, Stunde in Eis gekiihlt und 2 Stunden im Thermostaten gehalten,
eine zweite gleiche Serie von Proben ohne vorherige Abkiihlung im Thermostaten gehalten.

Resultat: Eine auffallende Differenz zwischen beiden Proben ergab sich nur bei dem
Blut des Hamoglobinurikers und des Affen, da hier die Warmprobe keine Hamolyse, die
gekiihlte starke bzw. deutliche Hamolyse ergab. Bei den anderen Blutarten trat in beiden
Proben Hamolyse gleichen Grades ein, nur bei Mausblut war die abgekiihlte Probe etwas,
aber nur wenig, stirker gelost.

Auch in spiteren analogen Versuchen war eine deutliche Verstirkung der Hamolyse
durch Abkiihlung bei Tierblut nicht zu erzielen, mit Ausnahme einiger Proben, die mit
Hammelblut angestellt waren, in denen sich ein Unterschied geringen Grades einigemal zeigte.

2. In einer zweiten Versuchsreihe wurden verschiedene Blutarten in der Kilte mit Hb-
Liysin beladen und in dem abzentrifugierten Hb-Serum auf Komplementabnahme untersucht.

Je 0,5 Hb-Serum + 2 Tropfen gewaschenes Blutsediment von einem H#amoglobinuriker,
Affen (Macac. cynom.), Meerschweinchen, Rind, Kaninchen, Taube, Gans, Huhn, Maus,
Hammel, Schwein, Pferd wurden 1/, Stunde bei 0° gehalten, eine zweite gleiche Serie 1/, Stunde
bei 15°; dann das Serum bei 0° resp. 15° abzentrifugiert. Der Komplementgehalt der ab-
gehobenen Sera wurde durch Titration bestimmt. (Reihe von Proben mit 0,1, 0,05 usw. des
Abgusses + 0,5 Hammelimmunserum (1: 120) 4+ 1 Tropfen Hammelblut.) (In der ersten
Phase des Versuches trat bei Blut von Rind, Affe, Huhn und Hammel keine Hamolyse ein,
bei Blut von Mensch, Taube, Kaninchen schwache, bei Schwein, Pferd, Meerschweinchen,
Maus etwas stérkere.)

Resultat: Eine ausgesprochene Bindung des Komplementes ergab sich nur in beiden
Reihen mit Menschenblut, und zwar ergab die 15°-Reihe nach 11/, Stunden auch im ersten
Rohrchen keine Hamolyse, die 0°-Reihe maBige im ersten und zweiten; die Komplement-
bindung fand also besser bei 15° statt. Bei allen anderen Blutarten trat komplette Hamolyse
in den ersten 2—3 Rohrchen ein. Es ergab sich demnach ein besonderes Verhalten des Men-
schenblutes gegeniiber allen anderen Blutarten.

3. Bei einem &dhnlich angeordneten Versuch wurden zuerst verschiedene Blutarten mit
Hb-Serum bei 0° beladen, zu den abzentrifugierten und gewaschenen Blutkérperchen ver-
diinntes Meerschweinchenserum zugesetzt, bei Zimmertemperatur digeriert und die Kom-
plementabnahme untersucht.

Resultat: Bei dieser Versuchsanordnung war eine Komplementverminderung aufBer
bei Menschenblut auch bei mehreren anderen Arten zu bemerken, besonders bei Blut von
Hammel und Schwein. Es mufl aber unentschieden bleiben, ob diese Abnahme auf der
Wirkung des Hb-Lysins beruht, da ja auch bei der Hamolyse durch das Meerschweinchen-
serum eine Komplementbindung eingetreten sein konnte. (Bei diesen beiden Blutarten
hatte sehr starke Hamolyse stattgefunden.)

Dariiber, daBl Blutzerfall durch Autoimmunisierung zur Bildung von Ly-
sinen fiithre, liegen einzelne Angaben von Michaelis, Kober, Tauber iiber
Hiamolyse nach inneren Blutungen vor, und experimentell wird eine Ent-
stehung von Hamolysinen durch Injektion von (gelostem) individuumeigenem
Blut von Ascoli beschrieben (vgl. London). Auch die wichtigen Ergebnisse
von Rous und Robertson iiber die Entstehung von Agglutininen nach Injek-
tion von arteigenem Blut bei Kaninchen sind hier anzufiihren.

Wiare aber dieser einfache Vorgang die Ursache der paroxysmalen Himoglo-
binurie, so lieBe sich nicht einsehen, warum die Krankheit nur bei Syphilis-
infektion auftritt.

Unter Beriicksichtigung dieser Atiologie ist an verschiedene Moglichkeiten
zu denken. Die eine ware die, dal durch Syphilisinfektion eine veranderte
Funktion der die Serumstoffe produzierenden Gewebe herbeigefiihrt werde,
so daBl abnorme oder in abnormer Menge auftretende Korper entstehen und
unter diesen auch das Lysin (vgl. dagegen Gilbert, Chabrol und Bénard).
Eine ahnliche Vorstellung ist ja auch beziiglich der noch nicht aufgeklirten
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Bildung der die WaR. bedingenden Stoffe moglich. Andererseits kénnte daran
gedacht werden, daf die Blutzellen bei Syphilis eine besondere Verédnderung
erfahren, so daB sie zu Antigenen fiir den eigenen Organismus werden und ihre
Resorption die Entstehung eines Autolysins zur Folge hat. Diese Annahme er-
scheint von vornherein plausibel, bedarf aber noch der experimentellen Unter-
suchung.

Fejes und Kentzler geben an, daBl sie bei einem Kaninchen, das mit eigenem,
durch fremdes lytisches Serum beeinfluBten Blut injiziert wurde, im Serum ein Lysin mit den
Eigenschaften des Hb-Lysins nachweisen konnten. In dieser Beziehung ist aber an die schon
erwihnte Angabe der Verfasser zu erinnern, die bei anscheinend normalen!) Kaninchen
mehrmals Himolyse beobachteten, wenn Blutkérperchen bei niederer Temperatur mit
dem eigenen Serum behandelt, gewaschen und mit Komplement versetzt wurden. Auch
die Angabe von Fejes iiber den Befund eines Autolysins beim Pferd nach Injektionen
eigenen Blutes bezieht sich nur auf ein einziges Versuchstier und ist deshalb schwer zu
verwerten.

Was den zeitlichen Zusammenhang zwischen der Infektion und der Serum-
veranderung anbelangt, hat man bisher die Hamoglobinurie wohl immer als eine
sog. metaluetische Erkrankung betrachtet, d. h. als eine Spatfolge der iiber-
standenen Syphilis. Die Hiamoglobinurie wire dann nach dem heutigen Stande
der Kenntnisse die einzig wirklich metaluetische Affektion. Niher liegt die An-
nahme, daB auch die Hamoglobinurie ein Symptom noch bestehender Lues ist,
um so mehr, als auch bei bestehender Syphilis Hamoglobinurie und das Lysin
ohne Hamoglobinurie (Verfasser, Biirger, Kumagai und Inoue) vorkommt.
Dazu kommt die Haufigkeit der positiven WaR. So méchten wir es als das weit-
aus Wahrscheinlichste hinstellen, daf§ die paroxysmale Kiltehamoglobinurie eine
wirkliche syphilitische Affektion ist und daf das Hamolysin auf eine noch un-
bekannte Weise unter dem EinfluB von im Kérper vorhandenen Spirochiaten ge-
bildet wird.

Eine wesentlich andere Anschauung iiber den Zusammenhang von K.-H. mit Syphilis und
die Bedingungen, unter welchen das Lysin zur Wirksamkeit kommt, wird von Burmeister
vertreten. Derselbe nimmt an, daB bei der K.-H. die WaR. fiir die luetische A'tiologie nicht
beweisend sein miisse (vgl. dazu auch Young sowie R. Miiller), sondern dal auch die Mog-
lichkeit bestehe, daB das Lysin die WaR. gibt, ohne selbst ein luetisches Produkt zu sein. —
DaB bei K.-H. Wassermannkorper und Lysin identisch seien, sucht er in zweifacher Weise zu
beweisen: 1. beschreibt er Versuche, in denen durch Bindung des Hb-Lysins an die Blut-
korperchen in der Kilte nicht nur das Serum lysinfrei wurde, sondern auch die vorher
positive WaR. verschwand. (DaB hierbei nur die Absorption des Hb-Lysins aus dem Serum
die Ursache sein koénne, schlieBt er daraus, daB nach Kontrolluntersuchungen ,,normale
Syphilisreagine‘ in der Kalte nicht an die Blutkérperchen gebunden werden.) 2. Gab das.
aus den in der Kilte mit Lysin beladenen Blutkérperchen in der Warme wieder abgespaltene
Lysin (vgl. Moro und Noda sowie Meyer und Emmerich) positive WaR., auch bei Zusatz.
zu Serum oder Liquor, die vorher negative WaR. gegeben hatten. Der erste der beschriebenen
Versuche steht in Widerspruch zu den oben angefiithrten Untersuchungen von Moro und
Noda, Yamada, Matsuo und Kaznelson, die das Hb-Serum durch fraktionierte Ab-
sorption in der Kilte vollsténdig lysinfrei machen konnten, ohne daB die WaR. eine Anderung
erfuhr, so daB die Ergebnisse von Burmeister der Bestitigung bediirfen.

Burmeister kommt auf Grund dieser Versuche zu dem Schlusse, daBl bei einem Teil
der Fille von Kiltehamoglobinurie das Lysin ohne nachweisbaren Zusammenhang mit
iiberstandener Lues (trotz positiver WaR.) im Serum zu finden ist, wihrend bei einer anderen
Gruppe von Fillen ein Zusammenhang mit Lues wohl anzunehmen sei; bei diesen letzteren.

1) Auf Kaninchenspirochitose wurde nicht geachtet.
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seien es die gleichen Syphilisreagine, die sich in der Kalte an Blutkérperchen binden und
die WaR. geben.

Die Entstehung eines Lysins bei Syphilis ist wahrscheinlich nicht ohne Ana-
logie. So finden sich mehrfach Angaben iiber Autoagglutination bei Trypa-
nosomen- und anderen Spirochdtenerkrankungen [Kanthack, Durham und
Blandford, Christy, Dutton und Podd, Nattan-Larrier, Warrington
York, Nakamura und Yobe, vgl. auch Flu!)]. Es handelt sich auch bei
diesen Beobachtungen um die Bildung von Serumstoffen, die auf Blutkérperchen
des gleichen Organismus einwirken, und, wie schon erwéahnt wurde, besteht eine
Verwandtschaft zwischen den Autoagglutininen und dem Hb-Lysin in bezug
auf den Temperatureinflufi?).

Liidke berichtet, durch Injektion von Syphilismaterial und Behandlung mit eigenem
gelosten Blut bei Hunden einen der K.-H. ahnlichen Zustand hervorgerufen zu haben. Bei
den Tieren wurde ein Autolysin im Blutserum gefunden.

Neuerdings fand in einer wichtigen Arbeit Mutsumi Nanba, daf bei Kanin-
chen durch Injektion von verschiedenen Organen, besonders von Niere von
Meerschweinchen, Hund, Pferd und Rind, in der Kilte wirkende Autohimo-
lysine erzeugt werden konnen.

Therapeutisches.

Nach der im vorstehenden auseinandergesetzten Auffassung der Kilte-
hamoglobinurie als einer echten syphilitischen Erkrankung ist wohl von der
chronisch-intermittierenden Behandlung der Syphilis auch eine prophylaktische
Wirkung gegen die Entstehung der Erkrankung zu erwarten.

Uber die Wirkung antiluetischer Behandlung auf den Verlauf der K.-H. sind
die Angaben nicht iibereinstimmend. — Geniigend zahlreiche Beobachtungen an
Fillen, die durch Jahre antiluetisch behandelt wurden, liegen derzeit nicht vor.

In einzelnen Fillen wurde durch ein- oder mehrmalige Behandlung mit Hg und Jod
eine giinstige Beeinflussung der Erkrankung, Steigerung der Kailteresistenz und Schwinden
der Anfille beobachtet (Murri, Ehrlich, Leube, G6tze, Reiss u. a.). Murri spricht
sogar direkt von einer Heilung der Erkrankung. In anderen Fillen traten aber bald nach
scheinbarer Besserung neuerliche Anfille auf (Rietschel), oder es blieb die Behandlung
iitberhaupt wirkungslos (Meyer und Emmerich).

Unter Salvarsanbehandlung sah Matsuo keine Beeinflussung des Hamolysins, wohl aber
unabhéngig davon ein voriibergehendes Verschwinden der WaR. Auf die Hiufigkeit und
Stiarke der Anfille konnte, auBler in einem Falle, keine Wirkung konstatiert werden. Moss
fand einmal nach Salvarsanbehandlung die Kilteempfindlichkeit herabgesetzt, die Lysin-
reaktion und WaR. positiv. In einem Fall von Young wurde durch kombinierte Hg-Salvar-
sanbehandlung die Stirke der Anfille vermindert und gleichzeitig eine Abschwichung der
WaR. erzielt, und ebenso war in dem Fall von Weinberg nach AbschluB einer Salvarsan-
behandlung die WaR. zwar noch positiv, es trat aber, obwohl der Kranke, der bei der Marine
diente, im Winter sehr oft der Kilte ausgesetzt war, kein Anfall mehr auf. Kaznelson sah
in einem Fall von typischer K.-H. nach Hg-Behandlung die WaR. negativ werden und auch
ein Ausbleiben der spontanen Anfille; 5 Jahre spater konnten bei dem gleichen Falle, bei
positiver Wassermann- und positiver Lysinreaktion durch Kailte nur mehr rudimentére
Anfalle vom Charakter des Kalteikterus (vgl. S. 212) ausgelst werden, und durch eine weitere

1) Eine Anzahl von Angaben iiber das Vorkommen von Lysinen bei Protozoenerkran-
kungen (de Blasi, Casagrandi, Nissel) erscheinen uns vorliufig eine klare Beurteilung
nicht zu gestatten.

%) Vgl. auch die Untersuchungen von Brem, Dudgeon, Matko.



Uber Kiltehamoglobinurie. 219

antiluetische Behandlung wurde auch ein Schwicherwerden der WaR. und Lysinreaktion
erzielt (vgl. Datta, sowie Schiassi).

Wir selbst verfiigen iiber 2 Fille, deren Beobachtung sich iiber mehrere Jahre erstreckt.
Der eine Fall mit typischer K.-H. und positiver WaR. wurde bereits vor mehreren Jahren
einer antiluetischen Behandlung mit Neosalvarsan unterzogen, die nach seinen Berichten ein
starkes Zurlickgehen der Kalteempfindlichkeit zur Folge hatte, so daB er sich, ohne Anfille
zu bekommen, bedeutenden Abkiihlungen aussetzen konnte. WaR. und Lysinreaktion konnten
in diesem Falle nicht verfolgt werden. — Bei einem zweiten Falle wird nunmehr schon durch
4 Jahre intermittierend Hg-Neosalvarsanbehandlung durchgefiihrt, die friither stark positive
WaR. ist unter dieser Behandlung schwicher geworden, die Lysinreaktion unverédndert ge-
blieben, die Kilteempfindlichkeit hat aber entschieden abgenommen, so daf der Kranke
wihrend der ganzen letzten vier Winter von Anfillen vollkommen verschont geblieben ist.

Wihrend die antiluetische Behandlung eine kausale Therapie anstrebt, suchen
andere therapeutische Versuche die Wirkung des im Serum vorhandenen Lysins
aufzuheben. — Diesem Zwecke dienen die durch Injektion von Menschenserum
erzeugten antihimolytischen Immunsera (Widal und Rostaine, Grafe und
Miiller; vgl. Eason) sowie die sog. Autoserotherapie, d. h. Injektionen von
Eigenserum des Kranken (Widal, Abrami und Brissaud).

Widal und Rostaine verwendeten zur therapeutischen Injektion durch Erhitzen auf
55° inaktivierte Sera von Kaninchen, die einige Injektionen von menschlichem Serum
erhalten hatten. Sie sahen schon 2 Tage nach einer Injektion von 35 ccm dieses Serums
bei ihrem Kranken erhohte Resistenz gegen Abkiihlung, die durch eine zweite, gleiche In-
jektion noch gesteigert wurde, 10 Tage spiter abzunehmen begann und nach 4 Wochen ver-
schwand. Trotz wiederholter Injektionen des Serums und dadurch bedingter geringerer
Kilteempfindlichkeit des Kranken blieb aber das Lysin im Serum nachweisbar.

Grafe und Miiller, die nur eine einmalige Injektion eines dhnlich hergestellten antihdamo-
lytischen Immunserums ausfiihrten, beobachteten bei ihren Kranken ebenfalls eine voriiber-
gehende erhohte Resistenz gegen Kailte, doch sind sie geneigt, dieselbe auf die spontanen
Schwankungen der Kilteempfindlichkeit zuriickzufiihren.

Widal, Abrami und Brissaud verwendeten zu intravenésen Injektionen ca. 40 ccm
Eigenserum des Patienten, gewonnen aus 100—200 ccm steril entnommenen, bei Zimmer-
temperatur geronnenen Blutes. Nach den Injektionen blieben bei den behandelten Fallen
nicht nur Hémoglobindmie und Hamoglobinurie nach kaltem Handbad aus, sondern auch
die Begleiterscheinungen des Anfalles. Auch traten keine spontanen Anfille mehr auf. Die
Herabsetzung der Kélteempfindlichkeit konnte bei dem ersten Fall iiber 3 Monate lang, bei
dem zweiten iitber !/, Jahr lang verfolgt werden?).

Von der Erfahrung ausgehend, da beim Tier Komplementschwund in vivo
durch Injektion von normalem tierischen Serum erfolgen kann, versuchten
Glaessner und Pick therapeutische Injektionen von normalem Pferdeserum
bei K.-H.2).

Je 8—10 ccm normalen Pferdeserums wurden im Verlaufe von 8 Wochen 7 mal injiziert.
Bereits nach der zweiten Injektion, zu einer Zeit, als Pricipitine im Serum des Kranken nach-
weisbar waren, wurde eine erhéhte Toleranz gegen Kilte beobachtet, die mehrere Wochen
anhielt, dann verschwand, und nach neuerlichen Injektionen wieder eintrat. — Diese Er-
gebnisse stehen den von Widal und Rostaine sowie Widal, Abramiund Brissaud nahe.

Wie diese Autoren, machten auch Glaessner und Pick die Beobachtung, daf8 zur Zeit
der erhéhten Kilteresistenz das Héamolysin im Blute erhalten war. Sie schlielen daraus,
daB der therapeutische Effekt nicht allein auf Komplementbindung beruht, wie man es zu-
néchst annehmen koénnte.

1) Hier moge auch der Versuch von Kaznelson durch Milchinjektionen die Anfille zu
verhindern, erwiahnt werden; dieselben blieben ohne sichtbaren EinfluBl auf die Anfille.

2) Glaessner und Pick erwidhnen Versuche von Gruber, der durch ein Komplement-
bindung bewirkendes Serum beim Meerschweinchen die nach Injektion von Immunserum
auftretende Hamoglobindmie und Hémoglobinurie verhindern konnte.
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Von #hnlichen Gesichtspunkten wie die eben erwéhnten therapeutischen Maf3-
nahmen geht auch der Versuch aus, das in vitro antilytisch wirkende (Morgen -
roth und Reicher, Reicher) und auch bei Andmie und Schwarzwasserfieber
versuchte Cholesterin (Grimm) zur Behandlung der Kéltehdmoglobinurie
heranzuziehen!) (Pringsheim).

Hoover und Stone konnten bei interner Darreichung von Cholesterin keinen
EinfluB auf die Hamolyse in vitro nachweisen.

Das von Matko bei Schwarzwasserfieber mit Erfolg verwendete Dinatrium-
phosphat wurde von Bondi und Strisower auch bei K.-H. angewendet.

Bondi und Strisower machten bei 2 Fallen von K.-H. intravendse Injektionen (80 bis
200 ccm) einer 6 proz. Dinatriumphosphat-NaCl-Losung und geben an, nach einigen (4—5)
Injektionen eine durch mehrere Wochen dauernde Herabsetzung der Kalteempfindlichkeit
erzielt zu haben. [Beziiglich der Erklirung vgl. Bondiund Strisower und Burmeister (2).]
Kaznelson sah bei seinen beiden Fillen keinerlei Effekt der Dinatriumphosphatinjektionen.

Chvostek berichtete iiber den giinstigen Verlauf von Versuchen, die An-
falle durch Einwirkung auf die Gefae mittels Amylnitrit zu beeinflussen. Die
Beobachtung von Chvostek konnte in den Fallen von Mannabergund Donath
sowie Meyer und Emmerich nicht bestitigt werden. Sie wére vielleicht als
Stiitze fiir die frither vorgebrachten Anschauungen iiber die Bedeutung der
Vasomotoren von theoretischem Interesse.

Krokiewicz gibt an, daB es gelingt, durch subcutane Injektion von Atropin. sulfur.
das Eintreten der Anfille zu verzogern und den Anfall selbst abzuschwéchen.

Anhang.

Andere Formen paroxysmaler Himoglobinurie.

Marschhimoglobinurie. Unter den anfallsweise auftretenden Hamoglobi-
nurien 1aBt sich auBer der Kaltehamoglobinurie noch eine weitere Gruppe von
Fillen, die sog. Marschhiamoglobinurien, abgrenzen. — Bei diesen tritt die Hamo-
globinausscheidung infolge von Gehbewegungen, gleichgiiltig ob bei Kélte oder
bei warmem Wetter, auf, seltener infolge von anderen korperlichen Anstrengungen
(in einem von uns beobachteten Falle z. B. bei jeder bis zum Schweilausbruch
fiihrenden kérperlichen Anstrengung: nach Gehen, Fechten, Radfahren usw.).
Die Hamoglobinurie bildet hier das einzige Symptom der Anfille, Allgemein-
erscheinungen fehlen gewohnlich oder sind nur sehr gering entwickelt. Der-
artige Fille wurden z. B. von Fleischer, Kast, Bollinger, Dickinson,
Rosenthal, Porges und Strisower, Jehle, neuestens wieder von Licht-
witz, Férster, Klein, E. Meyer, Schellong beschrieben.

Kilteeinfliisse, auch experimentell applizierte, losen bei dieser Gruppe von
Fillen keinen Anfall aus, ebenso fallt der Ehrlichsche Versuch negativ aus.
Lues spielt in der Anamnese derartiger Fille jedenfalls nicht die gleiche Rolle

1) Ferner finden sich Angaben iiber die therapeutische Anwendung von Calc. lact. (Hoover
und Stone), Calc. chlorat. (Neilson und Ferry), Pepton (Nolf), Natr. chlorat. (Mohr).
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wie bei der K.-H.; die WaR. war, wo dieselbe angestellt wurde, negativ, ebenso
die Untersuchung auf das Vorhandensein des Hb-Lysins [Rosenthal, Porges
und Strisower, E. Meyer und Schellong?)].

DaB der lordotischen Korperhaltung eine Bedeutung fiir die Entstehung der Anfille in
diesen Fallen zukommt, ist durch die Beobachtungen von Porges und Strisower und Jehle
zuerst wahrscheinlich gemacht worden, und seither wurde in den meisten Fillen von Marsch-
hémoglobinurie der EinfluB der Lordose auch dadurch erwiesen, daB bei bloBem Stehen in
lordotischer Haltung bei diesen Fiallen wenigstens Albuminurie auftritt (Jehle, Licht-
witz), die nach den Beobachtungen von Rosenthal auch die spontanen Anfille von Marsch-
héamoglobinurie einzuleiten oder abzuschlieBen pflegt oder auch als ,larvierter Anfall* auf-
treten kann?). In dem Fall von E. Meyer war die durch Stehen in lordotischer Haltung
hervorgerufene Albuminurie mit Urobilin- und Urobilinogenvermehrung im Harn verbunden.
In manchen Féllen scheint der lordotischen Haltung nicht die gleiche Bedeutung zuzu-
kommen (Férster).

Hamoglobindmie wurde nicht in allen Fallen nachgewiesen, doch vertritt E. Meyer
und speziell Schellong nach seinen daraufhin gerichteten Untersuchungen die Meinung,
daf dieselbe auch bei der Marschhamoglobinurie bei entsprechender Technik regelmaBig
nachzuweisen sei (vgl. auch Feigl und Querner sowie Feigl).

Als Ort des Blutzerfalls wird von Porges und Strisower die Milz angenommen, die
durch einen durch die lordotische Haltung ausgelosten Reflex zu erhdhter hidmolytischer
Tatigkeit gereizt werden soll. Schellong nimmt ebenso wie auch Klein eine primére Zir-
kulationsstorung der Niere an, die bei gegebener Disposition zur Auflésung des Blutes in
der Niere und zuerst zu lokaler, dann zu allgemeiner Himoglobindmie mit darauf folgender
Hamoglobinurie fithrt. Bisher fehlt diesen Anschauungen der experimentelle Beweis (vgl.
auch Paul). —

Durch das Fehlen des Einflusses der Kilte auf das Auftreten der Anfille,
das Fehlen anamnestischer Angaben und somatischer Befunde iiberstandener
Lues, das Fehlen der WaR. und der Lysinreaktion, wird die Unterscheidung der
Marschhamoglobinurie von der Kaltehamoglobinurie in typischen Fallen wohl
stets moglich sein.

Einige bisher als Ubergangsformen zwischen beiden Gruppen aufgefaften Falle (Prior,
Fejes und Kentzler, Jehle) werden von Schellong der Kiltehimoglobinurie zu-
gezéhlt.

Paralytische Himoglobinurie. Eine besondere Stellung scheinen Fille ein-
zunehmen, wie die von Meyer - Betz, Paul Giinther, Hittmayr beschrie-
benen, bei denen gleichzeitig mit Himoglobinurie Lahmungserscheinungen sowie
schwere Muskelverinderungen konstatiert wurden.

Der Lysinnachweis im Blute in den Fillen von Meyer - Betz und Paul
war negativ. Zur Erklirung konnten vielleicht die experimentellen Unter-
suchungen von Camus und Pagniez sowie von Foix und Salin herangezogen
werden. Meyer - Betz weist auf die Ahnlichkeit des Krankheitsbildes in seinem
Falle mit dem der paralytischen Hamoglobinurie der Pferde hin, die schon frither
mit der paroxysmalen Hémoglobinurie beim Menschen in Parallele gesetzt wurde.
Es gelang ihm in 2 Féllen von Pferdehdamoglobinurie nicht, im Serum ein Lysin
nachzuweisen. Paul verweist auf die Analogie mit der sog. ,,Haffkrankheit.

1) Der ganz isoliert dastehende positive Befund von Lichtwitz bedarf noch der Auf-
klérung.

2) Uber die Beziechungen der Marschhiamoglobinurie zur orthotischen Albuminurie vgl.
Schellong.
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Technik der Untersuchung des Hhb-Lysins.

Die neueren Arbeiten iiber Hamoglobinurie haben eine Reihe von Einzel-
heiten ergeben, die bei der Ausfithrung der Reaktion zu beriicksichtigen sind,
wenn die einfache, oben (S. 187) angefiihrte Methode nicht zum Ziele fithren sollte.

Zur Untersuchung wird am besten das Blut in einem auf 37° erwérmten
Rohrchen aufgefangen und bei dieser Temperatur zur Gerinnung gebracht [Hy -
mans van den Bergh, Rosin?)] und das Serum moglichst rasch ohne Ab-
kithlung vom Blutkuchen getrennt. — Moro und Noda, Meyer und Emme-
rich waschen die zur Verwendung gelangenden Blutkérperchen mit warmer
Kochsalzlésung.

Die Serum-Blutkérperchenmischung wird im Verhaltnis 5 Serum : 1 Blut-
korperchensediment hergestellt (einige Autoren verwenden eine geringere Menge
Blutkorperchen). Der Versuch ist, wenn moglich, mit ganz frisch entnommenem
Material anzustellen, ein Aufbewahren des Serums kann dessen Wirksamkeit
storen.

Der zunichst anzustellende Versuch ist der folgende: Abkiihlung einer Blut-
Serumprobe bei0 °—5 °durch !/,Stunde, nach Yorkund Macfie sowieG.Macken-
zie besser nur durch 5—10 Minuten, dann kurze Erwirmung auf 37° unter
Schiitteln oder lingeres bis 2stiindiges Verweilen im Brutofen bei 37° (Kontroll-
probe ohne Abkiihlung). Auch Anderungen im Mengenverhiltnis von Blut-
korperchen und Serum sind zu versuchen.

Sollte die Reaktion nach dieser Methode negativ ausfallen, so wird die Unter-
suchung in der Weise wiederholt, dal man eine Mischung von Serum und Blut
(z. B. im Verhaltnis von 5 Tropfen Serum : 1 Tropfen 20 proz. Blutaufschwem-
mung) !/, Stunde in Eis halt, bei etwa 0° abzentrifugiert, 2mal mit eiskalter
NaCl-Losung wascht, zum Bodensatz 5 Tropfen aktives an sich nicht 16sendes
Menschenserum oder 5 Tropfen NaCl + aktives Meerschweinchenserum (z. B.
1/, Tropfen) zufiigt und in den Brutschrank bringt (s. Kumagai und Inoue).
(Uber die Hamolyse unter CO,-Wirkung s. S. 208.)
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IV. Studie zur Serologie der Influenza.
Von
Herbert Lubinski-Breslau.

Einleitung.

Als gegen Ende der letzten Pandemie in den 90er Jahren des vorigen
Jahrhunderts Richard Pfeiffer seine Arbeit iiber die Atiologie der Influenza
veroffentlichte, hatte er das wichtigste Problem einer die Arzteschaft seit Jahr-
hunderten interessierenden Frage gelost. Die gerade an der Grenze der Sicht-
barkeit stehende GréBe der Mikroorganismen und ihre, ganz besondere An-
forderungen an den Néhrboden stellende, schwere Ziichtbarkeit gaben eine
Erklirung ab fiir die bis dahin ohne Erfolg ausgefiihrten bakteriologischen
Forschungen. Auf Grund der Pfeifferschen Angaben konnte dann iiberall
der Nachweis dieser feinen, gramnegativen, streng hamoglobinophilen Bacillen
erfolgreich gefiihrt werden, und allgemein galt der Influenzabacillus als der
Erreger der epidemischen Influenza.

In den Jahren nach der Jahrhundertwende aber wurden Zweifel an der
dtiologischen Bedeutung dieser Bacillen laut. Bei einigen kleineren Lokal-
epidemien gelang der Nachweis der Pfeifferschen Stabchen nur sehr sparlich
oder gar nicht, andererseits konnten sie bei verschiedenen akuten Infektions-
krankheiten, wie Masern, Keuchhusten, Scharlach, nachgewiesen werden: und
so sprachen Sacquepée, Besancon und de Yong, in Deutschland vor
allem Kruse und seine Schule, dem Influenzabacillus jede Bedeutung als Er-
reger der Influenza ab und erklirten ihn fiir einen Mischinfektionserreger.

In diesem Widerstreit der Meinungen erhoffte man eine Klirung von einer
neuen Pandemie. Diese erschien, man mochte fast sagen, piinktlich, ein Men-
schenalter nach ihrem letzten Auftreten. Ausgestattet mit dem Riistzeug der
modernen Bakteriologie und Serologie hat sich eine gewaltige Anzahl von Unter-
suchern auf die Erforschung ihrer Atiologie gestiirzt, um endlich zu einer end-
giiltigen Klarung iiber die Bedeutung des Pfeifferschen Influenzastabchens zu
kommen. Ziehen wir aber das Fazit aus all dieser Arbeit, so miissen wir be-
kennen, daB von einer einheitlichen Auffassung iiber die Bedeutung des In-
fluenzabacillus noch keine Rede sein kann.

Zwei Anschauungen stehen sich schroff gegeniiber: In weitaus groBerer Zahl
die Anhinger der von Pfeiffer vertretenen Ansicht, die im allgemeinen die-
jenigen umfaBt, denen der Nachweis des Influenzabacillus mit einer gewissen
RegelmiBigkeit gelungen ist. Auf der anderen Seite die Gegner der Pfeiffer-
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schen Lehre, die seinen Bacillus entweder gar nicht oder nur sehr inkonstant
nachweisen konnten, oder aber trotz Bacillennachweises auf Grund theoretischer
Uberlegungen zur Zuriickweisung des Influenzabacillus kommen.

Es sei mir gestattet, an dieser Stelle auf diese auffilligen negativen Ergeb-
nisse etwas néher einzugehen. Die Zahl derer, die vergeblich nach dem zarten
Stéabchen fahndeten, ist nicht klein. Von ihnen seien folgende genannt: Braun,
Gruber, Friedemann, Mandelbaum, Gritz, Schottmiiller, Kruse,
Schmorl, Kiskalt, Selter u.a. Als besonders auffillig méchte ich die Tat-
sache hervorheben, dafl mehrfach sogar in derselben Stadt von den verschie-
denen Untersuchern entgegengesetzte Befunde erhoben wurden.

Der Grund fiir die negativen Befunde ist aber wohl weniger im Fehlen der
Influenzabacillen zu suchen, als vielmehr in einer mangelhaften Technik, wie
es schon mehrfach hervorgehoben worden ist. Wenn ich auf die einzelnen Fehler-
quellen eingehen darf, so ist zundchst die Auswahl des Materials zu bedenken.
In der Hauptsache wird es sich um die Untersuchung von Sputa, Rachen-
abstrichen und Leichenorganen handeln. Zunichst die Sputa: Es ist selbst-
verstindlich, daB3 es sich auch um wirkliche Influenza handeln muf}, die bei
leichterem Verlauf und in ihren Anfangsstadien — und gerade dabei sind Rein-
kulturen und massenhaftes Vorkommen von Influenzabacillen am ehesten zu
erwarten — in Epidemiezeiten wohl nicht allzu selten filschlicherweise als vor-
liegend angenommen wird. Auf die Bedeutung des Heraussuchens der richtigen
Teile, der eitrigen linsenférmigen Kerne im Influenzasputum hat Pfeiffer
selbst in seiner grundlegenden Arbeit bereits hingewiesen. Bei den schweren
Formen der Grippe, die mit Komplikationen einhergehen, spielen, wie allbekannt,
die eitrigen Lungenerkrankungen eine grofle Rolle, und da erscheint es nicht
verwunderlich, daB die duBerst labilen Influenzabacillen auch im Sputum durch
die sekundér eindringenden Eitererreger iiberwuchert, ja vielleicht ganz ver-
drangt werden.

Nun ist ja als beliebter Sitz des Influenzabacillus die Schleimhaut des Ra-
chens anzusehen, und zahlreiche Untersuchungen bestanden in Abstrichen von
verschiedenen Stellen dieser Hohle. Dabei gibt es Fehlerquellen, die das Resultat
der Untersuchung wesentlich zu ungunsten des Influenzabacillus verschieben
kénnen. So haben Winchell und Stillmann nachgewiesen, daf Abstriche
von den Tonsillen, wie wir sie von der Diphtherie her zu machen gewohnt sind,
ein viel schlechteres Ergebnis zeitigten als diejenigen der hinteren Wand des
Pharynx. Die ersteren weisen auch eine viel groBere Menge anderer Bakterien
auf, so daB die wenigen, evtl. vorhandenen Influenzabacillen leicht durch Uber-
wucherung verdeckt werden konnen.

Und schlieBlich das Leichenmaterial: Hier sind wohl haufig schwerste Eiter-
prozesse vorhanden. Sucht man in diesen, dann sind die Ergebnisse fiir In-
fluenzabacillen negativ, dagegen eine Unzahl stkundsr eingewanderter Kokken
verschiedenster Art und je nach dem Zeitraum zwischen Tod und Obduktion
postmortal eingedrungene Bakterien zu finden. Ich konnte wéhrend des Wieder-
aufflammens der Epidemie zu Beginn des Jahres 1920, geschult durch Pfeiffers
personliche Unterweisung, in 100%, der Falle den Influenzabacillus nachweisen,
indem ich fiir die Untersuchung diejenigen Teile der Lunge aussuchte, die gerade
an der Grenze des Gesunden lagen.
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Wie wichtig auch die schnelle Verarbeitung des Materials ist, zeigen die
Versuche Loéwenhardts. Am Krankenbett verarbeitete Abstriche wiesen
einen Prozentsatz von 91,11 positiver Ergebnisse auf; 4—5 stiindige Verzoge-
rung lie§ diesen Prozentsatz auf 30,4 sinken und nach 24 Stunden war es iiber-
haupt nicht mehr mdéglich, Influenzabacillen zu ziichten.

Den wichtigsten Punkt aber stellt die Nahrbodenfrage dar. Ich komme auf
diese im Verlauf meiner Arbeit noch ausfiihrlich zu sprechen und méchte mich
hier darauf beschrinken, auf die auBlerordentlichen Anforderungen hinzuweisen,
die der Influenzabacillus an das Nahrmedium stellt. Hier diirfte die Erklarung
fiir so manches negative Ergebnis zu suchen sein.

So drohen mannigfache Klippen demjenigen, der nach Influenzabacillen
sucht. Eine einzige gentigt, um ihn scheitern zu lassen. Wie haufig aber wird
nicht einer, sondern mehrere der angefithrten Punkte die Schuld am negativen
Erfolge tragen!

Eine andere Gruppe von Gegnern der Pfeifferschen Lehre sind diejenigen,
die zwar zum Teil die Influenzabacillen nachweisen konnten, sie aber nur fiir
eine Begleiterscheinung halten, ihnen die &tiologische Bedeutung absprechen
und andere Gebilde an ihre Stelle setzen. Zu ihnen gehoért Bernhard mit
seinem grampositiven Diplococcus epidemicus, Leitner, der Entdecker des
gramnegativen Diplostreptokokkus, Stephan, der den von ihm gefundenen
Erreger Diplococcus mucosus Leipzig benannte, der wahrscheinlich identisch
mit dem Diplococcus mucosus Lingelsheim ist. Ferner wére zu nennen Wies-
ners polymorpher Diplokokkus, den er aus Sputum und Leichenorganen ziichten
konnte und den ich nach der Beschreibung fiir einen Pneumokokkus halten
mochte. Angerer ziichtete aus dem Blut mit Grippesputum infizierter Ratten
in Traubenzuckerbouillon kleinste Kérnchen, die er als Erreger der Epidemie
ansieht. Ahnliche Gebilde sahen wohl Prell und Binder in ihrem Aenigmo-
plasma influenzae. Kronberger, Poeppelmann und Leschke fanden
feinste Koérnchen im Blut von Grippekranken, ein Befund, der von Burkard
zwar bestitigt worden ist, in dessen Deutung er sich aber sehr vorsichtig
ausdriickt. Alle diese Befunde scheinen mir sehr zweifelhafter Natur. Ab-
gesehen davon, daB die Versuche immerhin noch einer viel weitergehenden
Nachpriifung bediirfen, ist mit der Wahrscheinlichkeit zu rechnen, dafl es
sich bei den letztgenannten um Kunstprodukte handeln kann, worauf von
Paschen, Olsen, Bonhoff, Hiibschmann, Neufeld und Papamarku
hingewiesen wird. Andere haben versucht, ein filtrierbares Virus nachzuweisen.
Die meisten Versuche dieser Art von Kruse, Schmidt, D6rr, Uhlenhuth,
Moreschi, Friedberger und Konitzer und noch andere mehr sind negativ
geblieben. Nur Selter und Leschke ist es angeblich gelungen, mit dem
Filtrat eines Grippesputums influenzaghnliche Krankheitsbilder hervorzurufen.
Die beiden Versuche von Selter aber sind sehr anfechtbar, und Leschkes
Ergebnisse fallen in den Monat September 1918, in eine Zeit, in der Grippe-
erkrankungen auch sonst nicht gerade selten gewesen sind.

Nicolle und Lebailly geben an, durch subcutane Injektion filtrierter
Grippesputa bei 2 Personen am 6. Tage eine leichte Grippe hervorgerufen zu
haben, wahrend intravenés gespritzte Menschen keinerlei Erkrankungserschei-
nungen zeigten, selbst bei wiederholten Versuchen. Die lange Dauer der In-
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kubation wie auch die Unbestimmtheit der klinischen Erscheinungen eines der-
artig leichten Grippeanfalls lassen im Verein mit der geringen Zahl der vor-
liegenden Versuche die Befunde als zum mindesten sehr zweifelhaft erscheinen.

So zeigen alle derartigen Versuche im groflen ganzen ein sehr wenig be-
friedigendes Resultat, um nicht zu sagen, daf} sie vollig negativ verlaufen sind.
Wahrscheinlich sind sogar alle die Gebilde, wie Angerers filtrierbarer Organis-
mus, Leschkes Mikrozoon influenzae und Prells Aenigmoplasma, nichts an-
deres als degenerierte Influenzabacillen. Hat mir doch Pfeiffer selbst der-
artige kornchenartige Gebilde in den Ausstrichen pneumonischer Infiltrate ge-
zeigt, aus denen Reinkulturen von Influenzabacillen geziichtet wurden. Praus-
nitz ist es dann auf Anregung Pfeiffers gelungen, durch Injektion von In-
fluenzabacillen in die Bauchhéhle von Meerschweinchen dieselben Gebilde
durch Punktion wiederzugewinnen. Mit Recht faft Pfeiffer diese Splitterchen
als unter der Einwirkung des menschlichen Korpers degenerierte Influenza-
bacillen auf, deren GroBe ihnen wohl gestattet, Filterkerzen zu passieren. Und
so lassen sich die gegen Pfeiffers Lehre gerichteten Versuche sogar zu einer
Stiitzung seiner Anschauung verwenden.

Wir sehen also, dal von dem, was die Gegner Pfeiffers an die Stelle seines
Influenzabacillus setzen wollen, nicht viel iibrigbleibt, und die Annahme eines
filtrierbaren Virus bedeutet nur einen Ausweg, dessen Berechtigung durch aus-
reichende Versuche in keiner Weise gestiitzt ist.

So geht denn der Streit der Meinungen weiter. Wieder sind wir genétigt,
von der in einigen Jahrzehnten wohl abermals zu erwartenden Epidemie eine
endgiiltige Entscheidung zu erhoffen.

Aufgabe dieser Arbeit soll es sein, eine ausfiihrliche Ubersicht iiber die bis-
her erschienene Literatur der Serologie der Influenza und des Influenzabacillus
zu geben und iiber meine auf diesem Gebiet erhobenen Befunde zu berichten,
die einen Teil der von mir seit 1920 im hiesigen Institut ausgefiihrten Arbeiten
iiber die Epidemiologie und Bakteriologie der Influenza darstellen.

Der Beweis fiir die Erregernnatur eines Mikroorganismus ist als erbracht
anzusehen, wenn es gelingt, die parasitdren Mikroorganismen in allen Fillen der
betreffenden Krankheit aufzufinden, sie ferner in solcher Menge und Verteilung
nachzuweisen, daB alle Krankheitserscheinungen dadurch ihre Erkldrung finden,
und wenn man endlich mit der erhaltenen Reinkultur das typische Krankheits-
bild im Tierkérper zu reproduzieren in der Lage ist. Von diesen drei Forderungen
Robert Kochs ist die letzte wohl als die am meisten beweisende anzusehen.
Die Erfahrungen aber haben die Giiltigkeit dieses Satzes insofern eingeschrinkt,
als zwar der positive Ausfall des Tierexperimentes einen sicheren Beweis dar-
stellt. Das negative Ergebnis der Verimpfung menschenpathogener Keime auf
Versuchstiere aber lifit eine Verneinung der Atiologie nicht zu. Ebenso wie
Typhus, Ruhr, Gonorrhde, Meningitis epidemica und noch andere menschliche
Infektionskrankheiten auf unsere iiblichen Versuchstiere nicht iibertragen wer-
den koénnen, ebenso ist dies auch bei der epidemischen Influenza bisher nur in
wenigen Affenversuchen gelungen. Die ersten Experimente hat seinerzeit
Pfeiffer selbst angestellt. Er injizierte einmal eine Blutagarkultur durch die
Brustwand in die Lunge, das andere Mal wurde eine Platindse mit Bakterien
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in die Nasenschleimhaut verrieben. In beiden Fillen erkrankten die Tiere an
Fieber und katarrhalischen Erscheinungen. An diese Versuche kniipften dann
1920 Blake und Cecil an. Die verwendete Kultur stammte aus der Lunge
eines an Influenzapneumonie verstorbenen Kindes; nach 6wochiger Fort-
ziichtung auf kiinstlichen Nahrmedien wurde sie durch Mdusepassagen fiir diese
Tierart virulent gemacht und im AnschluBl daran durch 13 Affen geschickt mit
dem FErfolg, daBl schlieBlich 0,1 cem 18stiindiger Bouillonkultur eine Maus
binnen 48 Stunden tétete. Fiir den Hauptversuch, der an Affen (Macacus
Rhesus und Cebus capucinus) angestellt wurde, wurden nur frisch aus dem
Tier geziichtete Kulturen oder die Peritonealexsudate direkt verwendet, da es
sich erwies, daB8 bereits eine geringe Zahl von Uberimpfungen auf kiinstlichen
Nahrboden vollige Avirulenz herbeifiihrte. In der ersten Versuchsreihe wurde
das Material in die Nase allein oder auch gleichzeitig in den Mund gebracht,
in der zweiten vorsichtig in das Lumen der Trachea gespritzt. Die dadurch
hervorgerufenen Krankheitsbilder &dhneln in hohem Grade der menschlichen
Influenza: nach kurzer, nur wenige Stunden dauernder Inkubation treten die
ersten Erscheinungen eines starken Schnupfens auf, dem bei Ubergreifen der
Krankheit auf die tieferen Luftwege trockener Husten folgt. Wechselndes,
nicht sehr hohes Fieber begleitet die 3—5 Tage dauernde Erkrankung. In
einigen Fillen trat dann noch eine Bronchopneumonie auf, wobei es gelang,
die Influenzabacillen bei den im akuten Stadium getéteten Tieren in Rein-
kultur wiederzugewinnen. In 6 Fillen von Tracheitis und Bronchitis waren
2mal die Influenzabacillen in Reinkultur, 4mal im Gemisch mit Staphylo-
coccus albus, Streptococcus non haemolyticus oder gramnegativen Mikrokokken
kulturell feststellbar. Bei den nach der Gesundung getoteten Tieren blieben
die kulturellen Untersuchungen steril. Der pathologisch-anatomische Befund
zeigte eine weitgehende Ubereinstimmung mit der menschlichen Influenza.
Diese schonen Versuche scheinen mir, wenn sie auch noch der Nachpriifung
bediirfen, den Beweis fiir die Bedeutung des Influenzabacillus zu erbringen,
und ich kann mir die Ansicht Levinthals nicht zu eigen machen, dafi zum
endgiiltigen Beweis auch noch Spontaninfektion notwendig sei.

Literaturbesprechung.

An die Stelle des versagenden Tierexperimentes sind nun mit Erfolg die
spezifischen serodiagnostischen Reaktionen getreten, die uns iiber die Wechsel-
beziehungen zwischen Parasit und Wirt Aufklarung geben. Nach zwei Rich-
tungen hin bewegten sich die Untersuchungen der modernen Zeit: erstens ein-
mal vermittels kiinstlich hergestellter spezifischer Sera die Einheitlichkeit des
Pfeifferschen Bacillus festzustellen bzw. besondere Gruppen zu ermitteln, die
als Erreger der Pandemie in Frage kémen, ein Problem, dem hauptsichlich
die Amerikaner nachgegangen sind, und zweitens vermittels der Widalschen
Reaktion nachzupriifen, ob die im Kérper gefundenen Influenzabacillen imstande
sind, die Umstimmung der serologischen Verhaltnisse hervorzurufen, deren sicht-
bare AuBerung wir von anderen in ihrer Bedeutung fiir die Atiologie sicher be-
kannten Mikroorganismen her berechtigt sind, als Beweis fiir den kausalen
Zusammenhang zwischen Bakterien und Krankheit anzusehen.
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Auch an Versuchen, vermittels des Phénomens der Komplementablenkung
die eben genannten Ziele zu erreichen, hat es nicht gefehlt, Versuche, die mir
aussichtsreicher scheinen wollen als die erstgenannten der Agglutination, die
aber noch zuwenig zahlreich sind, als daf} sie einen ausreichenden Beweis ab-
geben konnten.

Nur vereinzelt sind in den ersten Jahren nach der Entdeckung Pfeiffers
Versuche gemacht worden, die Serologie in den Dienst der Influenzaforschung
zu stellen. Die Arbeit von Delius und Kolle aus dem Jahre 1897, unter dem
Einfluf} des Riickschlages stehend, den die bei der Diphtherie mit so glinzendem
Erfolge durchgefiihrte Serumtherapie bei ihrer Ubertragung auf andere Infek-
tionskrankheiten erlitten hatte, verneinte jede Moglichkeit einer aktiven oder
passiven Immunisierung. Alle Versuche, den Nachweis der Immunkérperbildung
durch den Pfeifferschen Versuch zu fiihren, fielen véllig negativ aus. Es ge-
lang weder durch allmahlich steigende Dosierung die Dosis letalis minima merk-
lich zu erhohen, noch auch konnte durch Einverleibung eines Immunserums
der Tod der Versuchstiere verhindert werden. Wir wissen heute, daB3 es zur
Gewinnung eines brauchbaren Immunserums einer viel intensiveren Vorbehand-
lung bedarf, als sie von Delius und Kolle durchgefithrt wurde. Es kommt
hinzu, und darauf haben Bieling und Joseph besonders hingewiesen, daf3 bei
der geringen, ja iiberhaupt mangelnden Pathogenitit des Influenzabacillus fiir
die benutzten Versuchstiere der Pfeiffersche Versuch ungeeignet ist.

4 Jahre spiter erschien iiber dasselbe Thema eine Arbeit von Slatineano
aus dem Pasteurschen Institut; auch hier waren die Erfolge nicht sehr er-
mutigend, wenn auch nicht ganz so negativ wie bei Delius und Kolle. Von
100 intraperitoneal mit steigenden Dosen lebender Influenzabacillen vorbehan-
.delter Meerschweinchen wiesen 9 positive Ergebnisse auf. Die héchstvertragene
Dosis war eine 12fach todliche. Auch einen passiven Schutz konnte Slatineano
erzielen, wenn das schiitzende Serum 24 Stunden vor der Einverleibung der
Bakterienaufschwemmung gegeben wurde; dagegen war das Serum unwirksam,
wenn seine Injektion gleichzeitig mit den Bacillen erfolgte. Bei dieser Versuchs-
apordnung diirfte es sich aber nicht um eine spezifische Schutzwirkung handeln,
sondern vielmehr um eine unspezifische Resistenzsteigerung, die auch mit nor-
malem Serum zu erzielen ist. Nebenher hat Slatineano auch sein Immun-
serum auf agglutinierende Wirkung gepriift und positive Resultate bis zu einer
Serumverdiinnung von 1:80 gehabt.

Die Fehlerquellen der Delius und Kolleschen Versuche richtig erkennend,
ist es dann Cantani jun. gelungen, durch Verimpfung geradezu riesenhafter
Mengen von Bacillen — 455 lebende Agarkulturen im Laufe von 4 Monaten,
davon bei der letzten Injektion allein 150 — Serum von einem Hunde zu ge-
winnen, das gegen eine 100fach todliche Dosis Meerschweinchen im Pfeiffer-
schen Versuch Schutz bot. Cantani hat sich dann weiter auch mit der Frage
der Agglutination beschiftigt. Er erzielte ein Serum, das bis zu einer Ver-
diinnung von 1:10000 agglutinierend wirkte. Auch das Blut von Influenza-
kranken hat er auf seinen Agglutiningehalt gegen die aus dem betreffenden
Patienten herausgeziichteten Stamme untersucht. In 2 Fillen von Broncho-
pneumonie war das Ergebnis negativ; nur der 3., eine klinisch unklare Erkran-
kung, zeigte einen Influenzawidal von 1:200.
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Ohne Kenntnis der Cantanischen Versuche hat zu ungefihr gleicher Zeit
Vagedes im Garnisonlazarett in Berlin gelegentlich einer kleinen Endemie das
Serum von 27 grippekranken Soldaten auf seinen Agglutiningehalt gepriift. Bei
Verwendung einer Kochsalzlosung von 0,4 %,, die er zur Vermeidung der sonst
haufig vorkommenden Spontanagglutination benutzte, fand er eine Beeinflussung
der Influenzabacillenaufschwemmung in einer Serumverdiinnung, die zwischen
1:50 und 1:100 schwankte. Fichtner, der 3 Jahre spiter diese Beobachtungen
in Leipzig nachpriiffen wollte, kam zu keinen einheitlichen Ergebnissen, da er
bei Benutzung einer 0,8 proz. NaCl-Losung in einem hohen Prozentsatz auch
in den Kontrollen Verklumpung erhielt.

Auf Veranlassung Pfeiffers hat spater Odaira Untersuchungen angestellt,
um die bisher bekannten hamoglobinophilen Bacillen (Influenzabacillen, Bacillus
pertussis, Bacillus haemophilus canis Friedberger und Bacillus meningitidis cere-
brospinalis septicaemicus Cohen) durch serologische Unterscheidungen zu trennen.
Mit groBen Tierverlusten gelang es ihm, brauchbare agglutinierende Sera herzu-
stellen. Schwierigkeiten machte auch die Herstellung der Bakterienaufschwem-
mung. Die auf Taubenblutagar geziichteten Kulturen zeigten fast immer Spon-
tanagglutination. Diese zu vermeiden, gelang durch Zusatz von Formalin,
24 Stunden langes Schiitteln und nachfolgende Filtration durch Papier. Die
so gewonnenen Filtrate waren homogen und agglutinierten nicht spontan. In
zahlreichen Kreuzversuchen mit aus den verschiedenen Bacillen hergestellten
Seren vom Titer 1:160 konnte eine scharfe Trennung zwischen Keuchhusten,
Influenzabacillen und Bacillus Cohen nachgewiesen werden. Dahingegen wurden
der Hundebacillus vom Influenzaserum und umgekehrt die Influenzabacillen
vom Serum des Bacillus haemophilus canis bis zur Titergrenze beeinfluf3t.

Bedeutungsvoller als die bisher genannten Arbeiten sind die von Marta
Wollstein tiber dieses Problem verdffentlichten Ergebnisse. Ausgehend von
hochvirulenten Stimmen, die aus Meningitisfillen gewonnen waren und deren
Virulenz im Kaninchenversuch erprobt wurde, stellte sie durch 11 Monate lange
Immunisierung einer Ziege ein Serum her, das zwar maBig agglutinierend wirkte,
aber bei subduraler Injektion die experimentelle Meningitis der Affen zu heilen
imstande war. In einer zweiten, 4 Jahre spiater erschienenen Arbeit befaBte sie
sich mit den Unterschieden zwischen virulenten Stimmen, stammend aus Me-
ningitis- und Sepsisfillen, und wenig oder avirulenten, die aus dem Respirations-
traktus Gesunder geziichtet waren. Das Kriterium der Virulenz bildete die
Fahigkeit einer Agarkultur, Kaninchen von 1000 g Gewicht durch intravendse
Injektion binnen 18—30 Stunden zu téten. Als einzigen serologischen Unter-
schied glaubt Verfasserin annehmen zu diirfen, dal avirulente Stémme nur
wenig antigen wirken und schwache Antikorperbildung hervorrufen. Dagegen
sind die Agglutinine wie auch die Opsonine fiir beide Gruppen identisch.

Einen neuen AnstoB erhielt die serologische Forschung der Influenza durch
den Ausbruch der letzten Pandemie. Ich mochte mich zunichst der Besprechung
der deutschen Literatur zuwenden und erst iiber die Versuche berichten, die sich
mit dem Influenza-Widal befaften.

Noch vor Einsetzen der grofien Epidemie hat Levinthal in einem Feld-
laboratorium der Westfront eine kleine Influenzaendemie ‘benutzt, um sero-
logische Untersuchungen anzustellen. Die Moglichkeit hierzu bot ihm der von
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ihm selbst angegebene und nach ihm benannte ausgezeichnete Nahrboden, der
es gestattete, dichte Kulturaufschwemmungen herzustellen und die stérende
Nebenwirkung der Blutkérperchen des Pfeifferschen Taubenblutagars zu ver-
meiden. In der iiblichen Weise angestellte Untersuchungen des Serums In-
fluenzakranker zeigten mit einem von Levinthal aus sich selbst heraus-
geziichteten Stamm eine Agglutination bis zu einer Verdiinnung von 1 : 400,
ein Ergebnis, das vom Autor mit Recht als positiv bezeichnet wird. Levin-
thal hat seine Versuche dann beim Einsetzen der Pandemie fortgesetzt und
konnte, allerdings etwas niedrigere Titer von 1 : 25 bereits als positiv ansehend,
in der Zeit vom 1.—30.Juni 1918 53,39, vom 1.—17.Juli 85,7%, positive
Resultate erzielen. Bei dem 1920 erfolgten Wiederauftreten der Grippe waren
die Resultate des Influenza-Widal in einer kleinen Untersuchungsserie noch
besser und betrugen 1009, positiver Ergebnisse.

Auch von anderer Seite wurde dieser Frage Aufmerksamkeit geschenkt.
Wihrend Pfeiffer und Leichtentritt, Rose, Uhlenhuth von véllig nega-
tiven Resultaten berichten, Seligmann und Wolf die Ergebnisse ihrer Ver-
suche als sehr fraglich hinstellen — sie hatten bei 3 Seren nur 1mal einen
Agglutinationstiter von 1 :50 (1 : 100) —, hatten andere mehr Erfolg. Zwar
scheint mir eine Agglutination in einer Serumverdiinnung von 1 : 25 noch nicht
als sehr beweisend anzusehen zu sein, Werte iiber 1 : 50 aber kann man wohl
mit einiger Sicherheit als positiv ansehen. Und derartige Ergebnisse sind recht
haufig erzielt worden. So konnte Fromme in einer Reihe von Fillen aus-
nahmslos einen Titer von 1 :200 feststellen, wihrend angestellte Kontrollen
vollig negativ ausfielen. Auch W.Loéwenthal hatte einen hohen Prozentsatz
positiver Befunde. Von 22 Sera hatten 12 eine Titergrenze zwischen 1 :100
und 1 :400, wihrend 7 Sera gar nicht agglutinierten. Sobernheim und
Novakovicz konnten in manchen Fillen eine Wirkung der Sera bis zu einer
Verdiinnung von 1 : 500 beobachten. Auch die Ergebnisse von Neufeld und
Papamarku, die von 27 untersuchten Proben 5mal eine Reaktion bis 1 : 200
und 6mal bis 1 : 50 fanden, sind in positivem Sinne zu verwerten. Hervor-
zuheben wire noch die Mitteilung von Biirger, der auf Grund der Widalschen
Reaktion (1 : 100, 1 : 50, 1 : 200) in 3 Fillen ohne Bacillenbefund die Diagnose
Influenzamyositis stellen konnte, und die Selbstbeobachtung Vormanns, der
im Herbst 1921 an Grippemyositis erkrankte, die ebenfalls erst durch den von
Levinthal angestellten Widal (1 : 400) geklart wurde. Fiirst, der mit zwei
Stammen vergebliche Versuche machte, gelang es, mit einem dritten einen posi-
tiven Widal zu erzielen bei 25 Kranken in Verdiinnungen, die zwischen 1 : 50
und 1 :400 schwankten. Weiterhin sind noch die Befunde von Korbsch,
Schiemann, Materna und Pennecke zu berichten, die dhnlich den eben
geschilderten sind. Bonhoff, der Agglutinationen bis 1 : 600 und 1 : 200 fand,
hilt seine Ergebnisse nicht fiir beweisend, da auch das Blut von nicht an Grippe
Erkrankten bei seinen Versuchen h#ufig noch in einer Verdiinnung von 1 : 200
agglutinierend wirkte. Nun ist es aber mit den sog. Kontrollen in Pandemie-
zeiten der Grippe eine etwas unsichere Sache. Ich glaube, daB man ihnen keine
Beweiskraft zubilligen kann.

Auch im Auslande sind die Ergebnisse dhnlich: Fleming schliefit aus
seinen Befunden, daB der Influenzabacillus die Ursache der Erkrankung ist,
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zum mindesten aber der Erreger einer Sekundirinfektion, die der ersten sehr
schnell folgt. Die Titergrenze seiner als positiv anzusehenden Befunde schwankt
zwischen 1 :32 und 1 :1000; diese als positiv geltenden Ergebnisse stellen
809, seiner Untersuchungen dar. Fleming weist besonders darauf hin, daB
einige Staimme gut, andere gar nicht durch Patientensera agglutiniert werden.

In vielen Fallen positive Ergebnisse hatte Crofton; er hebt einen Befund
hervor, in dem Agglutination in einer Verdiinnung von 1 : 160 noch mehrere
Monate nach der Erkrankung nachzuweisen war.

In Kalkutta untersuchte Malone das ihm zur Verfiigung stehende Grippe-
material auf seinen Agglutiningehalt. Von 39 Patientensera waren 7 negativ,
der Rest ergab positive Resultate in einer Serumverdiinnung schwankend zwi-
schen 1 :32 und 1 :256. Die Verwendung heterologer Stimme ergab nicht so
gute Resultate wie die homologer. Wiederholte Untersuchungen an demselben
Patienten zeigten, dafl die Agglutinine in der ersten Krankheitswoche erscheinen
und ihr Maximum in der dritten bis vierten erreichen, um dann allmihlich zu
verschwinden.

Die Influenzakommission der englischen Armee weist auf das Auftreten der
Agglutinine 4—10 Tage nach dem Fieberabfall hin und erblickt in dieser Er-
scheinung einen Beweis fiir die #tiologische Bedeutung des Influenzabacillus.

Weniger zahlreich sind die Versuche, vermittels kiinstlich hergestellter spezi-
fischer Sera die Erkennung des Influenzabacillus sicherzustellen und die sero-
logischen Beziehungen der einzelnen Stimme untereinander zum Gegenstand
der Forschung zu machen.

Auch hier ist als erster Levinthal zu nennen, der im Verlaufe seiner oben-
erwahnten Arbeiten versuchte, mittels agglutinierender Sera die von ihm unter-
schiedenen 4 morphologischen Typen des Influenzabacillus serologisch zu diffe-
renzieren. Er gelangte zu keinen eindeutigen Ergebnissen, konnte es auch nicht,
da diese morphologischen Unterschiede weniger Eigentiimlichkeiten einer be-
sonderen Rasse sind, als vielmehr aller Wahrscheinlichkeit nach der Ausdruck
einer mehr oder minder starken Degeneration. Gelingt es doch meistens, diese
Abarten durch Weiterziichtung in den gewdhnlichen Typ zuriickzuverwandeln,
wie andererseits Kalkbrenner zeigen konnte, daf durch den Aufenthalt auf
wenig zusagenden Nihrboden jeder normale Influenzabacillus zu atypischen
Wuchsformen veranlaB3t werden kann.

Ahnliche Absichten leiteten auch Hildegard Lemm. Sie priifte das Blut
gesunder Bacillentriger, die mehrfach Gripperezidive iiberstanden hatten, wie
auch das Blut akut an Influenza Erkrankter. Die im Sputum bzw. Rachen-
abstrich gefundenen Bacillen hatten teils kokkoiden, teils stabchenférmigen
Charakter. Dementsprechend beeinflufiten die Sera nur die eine oder die andere
Art, wihrend der sog. pleomorphe Typ von beiden Serumgruppen agglutiniert
wurde. Zwei mit je einem der beiden Bacillentypen hergestellten Kaninchen-
sera gaben jedoch nicht so eindeutige Resultate. Die kokkoide Form hatte,
wie festgestellt werden konnte, als Antigen eine geringere und auch kiirzer
andauernde Wirkung als die stdbchenférmige, indem sowohl die Krankensera
dieser Kategorie wie auch das mit ihnen hergestellte Kaninchenserum erstens
nur einen viel niedrigeren Titer aufwiesen als die andere Art und zweitens die
Agglutinine auch viel schneller aus dem Blut verschwanden.
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Von anderen Arbeiten wire weiter die von Neufeld und Papamarku
anzufithren, die mit einem aus 3 Stdmmen hergestellten, also polyvalenten
Serum vom Titer 1 : 400 42 Kulturen priiften mit dem Ergebnis, daB 18 bis
zu einer Verdiinnung 1 : 200—400, 5 bis 1 : 100, 8 bis 1 : 50 und 6 gar nicht
beeinfluffit wurden. Auch Sobernheim und Novakovicz berichten, daf3
spezifische Sera eine stark agglutinierende Wirkung auf ibre Influenzastimme
ausiibten. Dagegen konnten Seligmann und Wolf nur eine Beeinflussung
des homologen Stammes finden, und sie kommen daher zu dem SchluB, daB
der Typus des Influenzabacillus in serologischer Beziehung nicht so einheitlich
sei wie etwa Typhus und andere Bakterien. Die Influenzabacillen scheinen
vielmehr mit Coli-, Proteus- und anderen saprophytisch vorkommenden Keimen
darin iibereinzustimmen, daB jeder Stamm eine andere Agglutinin erzeugende
Substanz besitze. Eine gleiche Beobachtung machte auch Fleming, zieht
jedoch auf Grund seiner Versuche mit Krankensera den vorsichtigeren und
richtigeren Schluf}, dafl nicht jeder Stamm fiir die Agglutination geeignet sei.

Kristensen, von der Ansicht ausgehend, dafl die Bedeutung der Influenza-
bacillen fiir die Atiologie der Influenza abhinge von ihrer serologischen Einheit-
lichkeit, priifte eine grofle Zahl von Kulturen gegen 14 verschiedene Immun-
sera auf ihre Agglutinierbarkeit. Es mul} zunichst auffallen, dal die Titer
dieser Sera relativ niedrig sind: 5 weisen nur einen Titer von 1 : 200 und nur
ein einziges einen solchen von 1 : 800 bis 1 : 1600 gegeniiber dem homologen
Stamm auf. Die restlichen Sera zeigten zwischen diesen beiden Zahlen gelegene
Werte. Die Aufschwemmungen wurden mit einem Gemisch von 0,3 proz. Koch-
salz- und 0,3 proz. Phenollsung hergestellt und die Bindung 4 Stunden lang
bei 50° vorgenommen. In Kreuzversuchen mit 4 Seren und ihren homologen
Stimmen war eine Reaktion nur zwischen den zusammengehorenden Seren und
Stdmmen zu erzielen. Bei der Priiffung der iibrigen mehr als 100 Stamme mit
den 15 Seren war in den meisten Fiallen iiberhaupt keine Beeinflussung fest-
zustellen, nicht einmal in einer Verdiinnung von 1 : 50, eine Tatsache, die als
sehr auffillig bezeichnet werden mufl und wahrscheinlich in der angewendeten
Technik ihre Erklarung findet. Engere Beziehungen ergaben sich nur zwischen
den von Meningitiden herrithrenden Stammen.

In einer neueren, wihrend der Drucklegung dieser Arbeit erschienenen Ver-
offentlichung iiber die Konstanz und Variabilitit bei dem Pfeifferschen
Influenzabacillus hat Kristensen von denselben Patienten zu verschiedenen
Zeiten und von verschiedenen Korperstellen stammende Bacillen auf ihr sero-
logisches Verhalten gegeniiber Kaninchenimmunsera im Kreuzversuch gepriift.
Es handelt sich um drei Fille von Influenzabacillen-Meningitis, bei denen die
aus der Lumbalflissigkeit gewonnenen Stimme mit verschiedenen aus dem
Rachen bzw. aus dem Blut stammenden Kulturen verglichen werden. In dem
ersten Fall erwiesen sich die innerholb 5 Wochen aus dem Rachen geziichteten
5 Staimme und der Lumbalstamm als identisch. In dem zweiten bestand zu
Anfang zwischen den drei zusammengehorigen Stémmen eine serologische Einheit-
lichkeit, nach ein Vierteljahr langer Weiterziichtung aber &nderte sich das Verhalten
des Spinalstammes betrachtlich. Daraufhin angestellte Versuche mit aus Einzel-
kolonien gewonnenen Subkulturen zeigten zwischen diesen relativ grofle Unter-
schiede. Auch im dritten Fall variierten die Subkulturen in ihrer Agglutina-
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bilitit, indem die am wenigsten agglutinable nur in einer Serumverdiinnung
von 1:200, die am stidrksten agglutinable in einer Serumverdiinnung von 800
beeinflult wurde. Wenn Kristensen seine Ergebnisse dahin zusammenfaBt,
daB} trotz vorkommender Variationen die Konstanz der Eigenschaften des In-
fluenzabacillus so ausgeprigt sei, daf die groBe Inhomogenitit innerhalb dieser
Bakterienart gegen die Annahme ihrer Erregerschaft der Influenza spreche, so
scheint mir das nicht ganz berechtigt zu sein. Denn ein Stamm, der bei Fort-
ziichtung unter genau gleichen Verhaltnissen derartige Verinderungen aufweist,
laBt es nicht verwunderlich erscheinen, dafl sich zwischen den bei verschiedenen
Patienten gefundenen Stammen gréBere Unterschiede finden, die vielleicht durch
die Einwirkung verschiedenartiger und verschieden starker Antikorper bedingt
sind, ganz zu schweigen von der Tatsache, daB wir ja auch bei anderen In-
fektionskrankheiten Ahnliches feststellen kénnen.

Umeno, Watanabe und Sato, die in 0,4proz. Kochsalzlosung abge-
schwemmte und dann abgetotete Bacillen gegen ein mit 18 Stimmen her-
gestelltes polyvalentes Pferdeserum priiften, hatten dabei positive Resultate.
Die Zahl der gepriiften Stimme — nach den beigefiigten Tabellen scheinen es
nur 2 gewesen zu sein — ist aber sehr klein, zudem waren es anscheinend homo-
loge Kulturen, so daB sich irgendwelche SchluBfolgerungen iiber die serologische
Einheitlichkeit nicht ziehen lassen. Zahlreich angesetzte Versuche mit Normal-
serum zeigten eine Agglutination hochstens in einer Verdinnung von 1 : 40,
sind also als negativ anzusehen.

Die immerhin noch nicht restlos befriedigenden Ergebnisse, die bisher ge-
schildert worden sind, scheinen eine Erklarung zu finden in den Versuchen
Bielings und seiner Mitarbeiter. Die von ihnen hergestellten hochwertigen
Sera, gewonnen durch Immunisierung von Kaninchen und Pferden, wurden mit
formolisierten und durch Papier filtrierten Bacillenaufschwemmungen versetzt,
da die Agglutinabilitat frischer Aufschwemmungen auch bei Verwendung des-
selben Stammes geringe Schwankungen zeigte, die durch diese Behandlung be-
seitigt werden konnten. Die Beurteilung der nach 2stiindigem Aufenthalt im
Brutschrank und Stehen iiber Nacht bei Zimmertemperatur erzielten Resultate
erfolgte durch makroskopische Betrachtung der Unterschiede in der Sedimen-
tierung. In den positiven Versuchen sind die Bacillen als feiner und gleich-
mafiger héutchenartiger Niederschlag auf der Glaswand der ganzen Kuppe
ausgebreitet. Bei kompletter Agglutination ist die iiberstehende Fliissigkeit
vollig klar, die Hautchen sind scharfkantig, der Rand hie und da umgeschlagen.
Bei nichtkompletter Agglutination ist die iiberstehende Fliissigkeit mehr oder
weniger getriibt, und schlielich ist das nach der Art der negativen Reaktion
knopfartige Bacillensediment von einem zarten Hiautchen wie von einem Schleier
bedeckt.

Bei sehr vorsichtigem Aufschiitteln des Hdutchens kann man bei starker
Reaktion dichte Flocken aufwirbeln, sanftes Schwenken erzeugt jedoch schon
eine diffuse Triibung, in der mit bloBem Auge h#ufig Kérnchen iiberhaupt
nicht mehr zu sehen sind.

Unter Benutzung dieser Technik konnten in eingehenden Versuchen mit
direkter Agglutination und Castellanischer Absittigung 2 Arten des Influenza-
bacillus differenziert werden: monovalente und polyvalente.
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Zur Herstellung agglutinierender Sera sind nur die letzteren geeignet, da
die mit monovalenten Stimmen gewonnenen Sera nur den homologen Stamm
agglutinieren, wahrend Sera aus polyvalenten Stimmen sowohl den Behand-
lungsstamm wie auch andere polyvalente und monovalente beeinflussen. Aller-
dings erfolgt die Agglutination heterologer Stamme nicht immer bis zur Titer-
grenze des Serums, wie auch durch die heterologen Stamme nicht alle Aggluti-
nine fiir den homologen Stamm aus dem spezifischen Serum herausgenommen
werden.

Unter Benutzung einer Mischung von 3 polyvalenten Influenzastimmen als
Antigen agglutinierten von den Sera Grippekranker in einer Verdiinnung von
mehr als 1 :20

in der 1. Krankheitswoche . . . . . . . etwa die Hilfte,
’ 2 2. LY P S P ’9 zwei Drittel,
s 35 3. e e e e e ,, neun Zehntel.

Die gefundenen Hochsttiter waren in der 1. Woche der Erkrankung 1 : 80,
stiegen fiir die néchsten Wochen auf 1 : 320, um dann allméihlich abzufallen.
Durch wiederholte Untersuchung verschiedener Patienten konnte folgender Ab-
lauf des Influenza-Widal festgestellt werden:

1. Krankheitswoche . . . . . . . . 1: 104,
3. e e e 1: 80+,
5. e e e e e e e 1:10+.

Bieling schliet aus seinen Beobachtungen, dall bei Verwendung eines ge-
eigneten Antigens fast durchgingig im Laufe der Erkrankung ansteigende
Mengen von Influenzaagglutininen im Serum festzustellen sind. Das Vor-
handensein der Agglutinine und ihr Ansteigen im Verlaufe der Erkrankung
zeigt, daB den Influenzabacillen zum mindesten eine besondere Bedeutung fiir
das Zustandekommen und den Ablauf der Grippeerkrankung zukommt. Ich
werde im Laufe meiner Ausfithrungen auf die Bielingschen Erkenntnisse noch
zuriickkommen sowohl was die von ihm benutzte Methode der Ablesung wie
auch seine SchluBfolgerungen angeht, die er aus seinen noch nicht erwihnten
Erhitzungsversuchen zieht.

Im AnschluB daran sei noch eine Arbeit von Gottschalk erwiahnt, deren
serologische Untersuchungen gleichfalls von Bieling ausgefiihrt worden sind.
Die Ergebnisse decken sich im allgemeinen mit denen von Bieling und
Weichbrodt.

Bisher ist eine Besprechung der amerikanischen Literatur unterblieben. Die
zahlreichen und eingehenden Arbeiten der Amerikaner auf dem Gebiet der
Influenzaserologie sind zum gréBten Teil bis vor kurzem bei uns unbekannt ge-
wesen, und auch heute ist es infolge der sattsam bekannten Schwierigkeiten
kaum moglich, eine Ubersicht iiber die gesamte Literatur zu erhalten. Ich hoffe
aber doch wenigstens iiber die hauptsichlichsten berichten zu kénnen, wenn
mir auch zum Teil nur Referate zur Verfiigung standen.

Um es vorwegzunehmen, so sind die dort erhobenen Befunde und daraus
gezogenen Schlulfolgerungen einander beinahe diametral entgegengesetzt. Nun
zu den einzelnen Arbeiten.
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In Fortfiihrung ihrer bereits erwihnten Studien hat Martha Wollstein
sowohl die von ihr isolierten Stimme der Pandemiezeit im Vergleich mit den
aus fritheren Jahren stammenden untersucht, als auch das Blut Erkrankter auf
seinen Gehalt an Agglutininen gepriift. Beziiglich ihrer Technik wire zu sagen,
daB sie viel mit Spontanagglutination zu kdmpfen hatte, die nur teilweise da-
durch zu beseitigen war, dafl die Aufschwemmungen mit Aqua dest. hergestellt
wurden, wihrend die Serumverdiinnungen mit physiologischer Kochsalzlésung
erfolgten. Nach 2stiindiger Aufbewahrung der Versuchsreihen bei 55° war von
Agglutination noch wenig zu sehen; die Ablesung konnte erst nach 18—20stiin-
digem Stehen bei Zimmertemperatur vorgenommen werden. Wollstein kommt
zu dem SchluB, daB die Agglutination der verschiedenen Stdmme durch spezi-
fische Kaninchensera ungleichmifig und nicht zufriedenstellend sei. Bessere
Ergebnisse wiesen die Priifungen der Krankensera auf. Die Agglutinations-
reaktion trat regelmafig am Ende der 1. Woche auf, stieg wihrend der 2. an
und blieb fiir eine Zeit von 2—4 Monaten nachweisbar. Sie war am deutlichsten
bei Patienten mit postgripposer Pneumonie. Die Reaktionen der Patienten
zeigen nach der Ansicht der Autorin die parasitire Natur des Influenzabacillus
an, sie sind aber nicht geniigend besténdig und reichen nicht aus, um zu zeigen,
daB das Pfeiffersche Stibchen das spezifisch erregende Moment der Epidemie
sei; sie zeigen jedoch an, daBl der Influenzabacillus ein sehr haufiger sekundérer
Eindringling bei der Influenza sei und dafl seine Gegenwart den Verlauf des
pathologischen Prozesses beeinflusse.

Eine groBere Reihe von Arbeiten wurde ausgefiihrt, um die serologische
Einheitlichkeit der Pfeifferschen Bacillen festzustellen. Thren Ausgang nahmen
diese Untersuchungen von einer Uberlegung Parks und seiner Mitarbeiter, daB
namlich die pandemische, blitzartige Verbreitung der Influenza die Annahme
eines einzigen #tiologischen Faktors notwendig mache. Entsprechend dieser An-
nahme geniige es nicht, einen obligat hamoglobinophilen Bacillus in allen oder
der Mehrzahl der Fille von Influenza nachzuweisen, um die urséichlichen Zu-
sammenhinge der Pfeifferschen Bacillen mit der Influenza sicherzustellen.
Es miisse auBerdem noch durch biologische Reaktionen, wie z. B. der Aggluti-
nation, nachgewiesen werden, dafl die von Influenzakranken, die nicht mit-
einander in Kontakt gestanden haben, erhaltenen Kulturen serologisch iden-
tisch seien.

Die Technik bei allen diesen Arbeiten war im grofen und ganzen die gleiche;
Besonderheiten werden von mir jedesmal hervorgehoben werden. Bei fast allen
Versuchen wurden die Serumaufschwemmungsgemische 2—6 Stunden bei einer
Temperatur von 45—53° gehalten und iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen-
gelassen. Die Ablesung erfolgte in der iiblichen Weise durch Beurteilung der
Kérnchenbildung und Sedimentation. Schwierigkeiten durch Spontanaggluti-
nation, auf die von den meisten Autoren besonders hingewiesen wird, wurden
teils durch Herabsetzung der Kochsalzkonzentration, teils durch Verreiben der
Bacillen an Stelle des Abschwemmens, teils aber auch dadurch iiberwunden,
daB bei weiterer Fortziichtung diese Erscheinung von selbst verschwand.

Die erhaltenen Ergebnisse der so angestellten Agglutinations- und Absorp-
tionsversuche, wie auch die daraus gezogenen Schliisse stehen, wie bereits ge-
sagt, einander diametral entgegengesetzt gegeniiber.

Ergebnisse der Hygiene. VII. 16
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]

Ich beginne mit den Gegnern der Pfeifferschen Anschauung.

Valentine und Cooper: Sie untersuchten zunichst eine Gruppe von
9 Influenzastimmen, die aus Sektionsmaterial der Pandemie stammten, und
zogen zum Vergleich eine Kultur gleicher Herkunft aus dem Jahre 1914 heran.
Von den mit diesen Stammen hergestellten 10 Sera, deren Titer zwischen 1 : 700
und 1 :1000 schwankte, agglutinierten 4 nur ihren homologen Stamm. Ein
Serum beeinflulite 6, ein anderes 8 Stamme, wenn auch nicht bis zur Titergrenze.
Ein Stamm, dessen Serum zu der Gruppe der 4 nur ihre homologe Kultur agglu-
tinierenden gehorte, reagierte seinerseits aber mit 5 anderen Seren. Durch Ab-
sorptionsversuche jedoch zeigte es sich, dafl simtliche Receptoren nur durch
die homologen Stimme aus dem Serum entfernt werden konnten, wihrend die
heterologen Kulturen nur die Agglutinine fiir sich selbst herausnahmen, die fiir
den homologen Stamm aber fast unbeeinflult lieBen. Weitere Untersuchungen
wurden in der gleichen Weise mit 73 Stdmmen verschiedener Herkunft aus-
gefiihrt: nur je 2 Stdmme erwiesen sich als identisch.

Von der Annahme ausgehend, dafl in engerem Kontakt stehende Personen
vielleicht bessere Resultate erwarten lieBen, wurde das Material einer von In-
fluenza durchseuchten Matrosenabteilung und eines Waisenhauses untersucht.
Aber auch hier war das Ergebnis das gleiche, wie oben geschildert. Da-
gegen erwiesen sich bei der Matrosengruppe die von denselben Patienten in
Zwischenrdumen mehrerer Tage gewonnenen Kulturen mit einer Ausnahme als
identisch.

Besonderen Wert legen Valentine und Cooper auf die Beobachtung, die
sie bei einer Familie von 6 Ko6pfen machen konnten, die alle gleichzeitig an
Influenza erkrankt waren. Es wurden 5 monovalente Sera mit je einem Stamm
einer Person hergestellt. Bei direkter Agglutination beeinfluBlten die Sera die
Bacillen kreuzweise. Bei der Absorption jedoch zeigte sich das oben geschilderte
Verhalten, daB nur der homologe Stamm sidmtliche Receptoren aus dem Serum
entfernte. Einer dieser Familienstdémme wurde von den anderen Seren iiber-
haupt nicht beeinfluft, ebenso wie auch das mit ihm hergestellte Serum die
anderen Stimme nicht zur Agglutination brachte.

Die SchluBfolgerungen, die die Verfasser aus ihren Beobachtungen ziehen,
gehen darauf hinaus, daf wir es unter dem Begriff des Influenzabacillus mit
einer Gruppe von Organismen heterogenen Charakters zu tun hitten, soweit
dies durch serologische Reaktionen bestimmt sei. Identische Stamme seien zwar
anzutreffen, jedoch wire dies selten der Fall. Das Vorhandensein einer Vielheit
von Rassen aber spreche gegen die atiologische Bedeutung des Influenzabacillus.
Diese Ansicht, so schlieBen die Autoren, sei nur zu widerlegen durch den Beweis,
daB die Influenzabacillen durch schnellen Wechsel ihres Receptorenapparates
besonders unter dem Einfluf dieser Absorptionsversuche fihig seien. Ein an-
derer Beweis gegen diese Auffassung wire der Nachweis, daf sie nicht ein einziges
Mal den epidemieerregenden Stamm vor sich gehabt hatten. Die erstere An-
nahme wird fiir unwahrscheinlich erklirt, die letztere besonders mit Riicksicht
auf die Benutzung von Stdmmen zuriickgewiesen, die aus einer Gruppe in engem
Kontakt lebenden Personen isoliert waren.

Coca und Kelley, die diese Versuche mit 18 selbstgewonnenen Stémmen
und 8 monovalenten Immunseren nachpriiften, hatten dieselben Ergebnisse und
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gelangten gleichfalls zu dem Schluf}, dafi der Influenzabacillus als Ursache der
Pandemie nicht in Frage komme.

Die gleiche Absicht wie die eben Genannten verfolgten Povitzki und
Denny. Sie untersuchten 190 verschiedene Staimme vermittels 30 spezifischer
Seren und befaBBten sich hauptsichlich mit der Frage, ob ein vorherrschender
Typ des Influenzabacillus zu finden wire, der dann als Erreger der Pandemie
zu gelten hitte, ferner ob die bei einer Person zur gleichen und zu verschiedenen
Zeiten gefundenen Influenzabacillen demselben serologischen Typ angehéren.
Von 7 aus Meningitisfillen isolierten Kulturen waren 4 vollkommen identisch.
Die anderen 3 gehorten jeder einem besonderen Typ an. Von den iibrigen Stam-
men, darunter 18 atypischen, die fiir den Bacillus X von Pritchett und Still-
mann gehalten werden, erwiesen sich 5 von verschiedenen Individuen stam-
mende auch im Absorptionsversuch als identisch. Zahlreiche andere Stimme
wurden zwar bis zu einem hohen Titer durch heterologe Sera beeinflult, durch
den Castellanischen Versuch aber als nichtidentisch gekennzeichnet. Auch
hier wird besonders auf die Ergebnisse der Untersuchung bei einer Familie hin-
gewiesen, von der die Mutter und 4 Kinder gleichzeitig zur Beobachtung kamen.
Es wurden von jedem Mitgliede dieser Familie 10—20 Kolonien rein geziichtet
und 2 Sera (Serum Mutter und Serum Alfred) hergestellt. Die Priifung der
Kulturen gegen diese Sera ergab folgendes: Bis auf 2 waren alle Staimme der
Mutter untereinander identisch und aullerdem stimmten mit diesen je einer von
3 Kindern iiberein. Das Serum Alfred erwies 4 Staimme dieses Patienten und
einen einer Schwester als gleichartig. Alle anderen gewonnenen Kulturen aber
waren verschieden. Es geht jedoch aus der Arbeit nicht hervor, ob alle Staimme,
die erhalten worden waren, gepriift worden sind, ob noch irgendwelche anderen
Zusammenhinge gefunden wurden oder ob die anderen Stimme jeder einen
serologischen Typ fiir sich bildeten.

Weitere Untersuchungen erstreckten sich auf die Priifung von je 10 Kolo-
nien, die gleichzeitig von einem Individuum geziichtet worden waren. Sie er-
wiesen sich als gleichartig, ein Ergebnis, das gegeniiber den bei der Familien-
untersuchung erhobenen Befunden etwas widerspruchsvoll erscheint. Die Prii-
fung auf die Bestiindigkeit des Typus der Bacillen, die lingere Zeit von einer
Person beherbergt werden, ergab kein einheitliches Resultat. Wahrend in einem
Falle noch nach einem Jahr derselbe Stamm nachgewiesen werden konnte, waren
in einem anderen serologisch verschiedene Kulturen zu finden.

Park und Cooper beobachteten mehrere Fille von Bacilleniibertragung im
Laboratorium und untersuchten die infizierenden wie auch die aus den infizierten
Personen herausgeziichteten Bacillen auf ihre serologische Einheitlichkeit. Ob
aber die bei 2 Personen im Anschlul an die Infektion aufgetretenen Krankheits-
erscheinungen — hei dem einen nach 4, bei dem anderen erst nach 14 Tagen —
tatsiachlich auf diese Infektionen zuriickzufiihren sind, erscheint mir bei der
bekannten Kiirze der Influenzainkubation zweifelhaft. Aus dem Rachen dieser
beiden wie auch einer anderen Person, die iiberhaupt nicht erkrankte, heraus-
geziichtete Stamme wurden durch Agglutination und Absorption als identisch
festgestellt mit den Kulturen, die bei den Versuchen in den Kérper der be-
treffenden Person gelangt waren. Auf Grund dieser Beobachtungen kommt der
Verfasser zu dem SchluB: Ein infektionstiichtiger Stamm behalte seine iden-

16*



244 Herbert Lubinski:

tischen Charakteristica wihrend Infektion, Krankheit und Genesung. Es miiite
also erwartet werden, dafl auch die die Epidemie erregenden Stimme gleich-
artige typische Merkmale aufweisen. Die Tatsache, daB gerade das Gegenteil
der Fall sei, wire demnach als strikter Beweis gegen den Influenzabacillus als
Erreger der Pandemie anzusehen.

Die eben geduBerten Zweifel an dem Zusammenhang der Erkrankung mit
den Laboratoriumsinfektionen werden bestirkt durch die Tatsache, daB die
meisten Versuche einer kiinstlichen Infektion des Menschen mit Influenza-
bacillen negativ verlaufen sind (Lister und Taylor, Rosenau, Wahl,
Whithe und Lyall); nur der bekannte Fall des Pathologen Kretz macht
hiervon eine Ausnahme. Die Erklirung fiir die Ergebnislosigkeit der Versuche
diirfte in der von Blake und Cecil gemachten Beobachtung liegen, daB bereits
wenige Passagen iiber kiinstliche Nahrboden geniigen, um die Virulenz der
Influenzabacillen vollig zum Schwinden zu bringen. Demgegeniiber steht eine
interessante Mitteilung von Henry Dick, der eine direkte Ubertragung vom
Kranken auf einen Gesunden beobachten konnte. Eine Pflegerin infizierte sich
bei einem schwerkranken Soldaten, in dessen Sputum auBer Influenzabacillen
vorherrschend hdamolytische Streptokokken nachzuweisen waren, die sich auch
im Blut fanden. Bei der Pflegerin hingegen fehlten die Streptokokken, dagegen
fanden sich Pneumokokken und Influenzabacillen, und zwar letztere bei Be-
ginn der Erkrankung in Reinkultur: sie wurden erst beim Auftreten einer
Pleuritis von Pneumokokken iiberwuchert, wihrend das Pleuraexsudat selber
im Ausstrich wie auch kulturell nur Influenzabacillen aufwies.

Der gemeinsame Befund bei Infizierendem und Infiziertem sind also die
Influenzabacillen, wihrend die die Komplikation herbeifiihrenden sekundiren
Infektionserreger verschiedenartig waren. Hier also, wo keine Abschwichung
durch kiinstliche Weiterziichtung eingetreten ist, folgt der Ubertragung prompt

die Erkrankung.
Nach dieser kleinen Abschweifung kehre ich zum Thema zuriick. Es wire

noch zu erwiahnen die Arbeit von Small und Dickson, die die ihnen zur Ver-
fiigung stehenden 10 Influenzastdmme in 4 serologische Gruppen einteilen und
feststellen, daB 709, ihrer Bacillen zu 2 Gruppen gehéren. Die geringe Zahl
1aBt natiirlich keinerlei allgemeine Schliisse zu; wahrscheinlich handelt es sich
nur um Zufallsergebnisse.

Chesny untersuchte 12 Stimme, von denen er 4 als miteinander identisch
ansieht, wihrend die anderen keinerlei Zusammengehérigkeit nach seiner An-
sicht zeigten.

Eine sehr bedeutungsvolle Beobachtung veroffentlichten Anderson und
Schulz. Sie isolierten bei einem an Meningitis erkrankten Kinde 5 Stimme,
und zwar aus dem Lumbalpunktat, dem Rachen, der Nase, der Trachea und
dem Blut. Alle 5 waren serologisch untereinander verschieden. Trotzdem nehmen
sie, meiner Ansicht nach mit vollem Recht, eine gemeinsame Herkunft aller
5 Stamme an und erkliren die serologische Verschiedenheit damit, daB die
Bacillen in den verschiedenen Organen eine Umwandlung erfahren haben.
Die Beobachtung steht mit den oben geduBlerten Ansichten iiber die strenge
serologische Einheitlichkeit der einer Person angehorenden Bacillen in striktem

Widerspruch.
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Summarisch seien noch Jordan und Sharp, Maitland und Cameron,
Bell, Utheim genannt. Sie alle erzielten bei Priifung von Stimmen aus den
verschiedensten Quellen — von Leicht- und Schwerkranken, Gesunden, aus
Leichenmaterial, vor der Pandemie und wihrend ihres Wiitens gewonnen —
dieselben Resultate der serologischen Verschiedenheit und kommen ebenfalls
zu einem den Influenzabacillus ablehnenden Schluf.

Demgegeniiber stehen zunichst die Befunde von Hunton und Hannum.
Diese Autoren stellten sich durch Immunisierung eines Pferdes mit 10 ver-
schiedenen Stdmmen ein polyvalentes Serum her. In einer Serumverdinnung
von 1 : 320 zeigten 5 der zur Immunisierung verwendeten Stimme eine kom-
plette, 2 eine gute, 2 eine schwache und 1 gar keine Agglutination. Bei einer
Serumverdinnung von 1 :160 war das Ergebnis: 7 Stimme komplett, 2 gut
und 1 gar nicht agglutiniert. Bei 1 : 80 wurden sidmtliche Stimme zu kom-
pletter Agglutination gebracht. Das mit einem Immunisierungsstamm absor-
bierte Serum hatte fiir 2 andere Immunisierungs- und 2 heterologe Stimme
die Agglutinationsfahigkeit vollig verloren. Versuche mit 2 monovalenten
Kaninchensera fielen gleichsinnig aus. Die Absorption erfolgte hierbei durch
heterologe Stimme und sowohl fiir den Immunisierungs- wie auch den Ab-
sorptionsstamm waren die Agglutinine bis auf einen geringen Rest entfernt. Aus
weiteren Versuchen iiber die schiitzende Wirkung dieser Sera im Tierversuch
kommen die Verfasser zu dem Ergebnis, dal Influenzabacillen, aus Quellen stam-
mend, die lokal weit voneinander entfernt sind, und ebenso Stimme, gewonnen in
pandemiefreier Zeit, innige Beziehungen zueinander aufweisen, und dafl bei der
serologischen Priifung kein Beweis dafiir erbracht worden sei, der gegen die
Annahme der Influenzabacillen als Ursache der Influenza spriche. Die Resultate
zeigen, dal mit direkter Agglutination zwar Differenzen geringen Grades in der
Reaktion zwischen verschiedenen Stimmen vorhanden seien, daf} diese Unter-
schiede aber bei Benutzung der Absorptionsmethode véllig verschwinden.

Auch Roos berichtet, dal bei seinen Versuchen mit Kreuzagglutination und
Absorption verschiedener Stimme sich keine Unterschiede ergeben haben und
daB die Influenzabacillen offensichtlich in der Gattung nicht verschieden sind.
Gay und Harris, die ebenfalls ein mit 10 Stammen hergestelltes Immunserum
benutzten, erhielten mit dem gréBten Teil der gepriiften Staimme eine positive
Reaktion, wihrend nur 2 heterogene Stamme versagten. Noch bessere Resul-
tate hatten sie bei der Untersuchung von Patientensera. Einen einzigen Stamm
als Antigen benutzend, konnten sie eine Agglutination in einer Serumverdiinnung
von 1:80 und dariiber bei 889, der akut Kranken beobachten, wihrend Re-
konvaleszentenserum sich in ungefahr 2/; der Fille positiv verhielt. Dieselben
Sera ergaben mit einem anderen Stamm absolut negative Resultate, wieder ein
Beweis fiir die Notwendigkeit der sorgfaltigen Antigenauswahl.

Harris hat dann weiterhin zusammen mit Duval das Blut von 200 Per-
sonen untersucht, die alle Stadien der Influenza darstellten. Mit wenigen Aus-
nahmen gaben alle eine positive Reaktion, viele in einer Verdiinnung von 1: 80 und
dariiber, wihrend das Blut Gesunder hochstens bis 1:20 agglutinierend wirkte.
Der friiheste Termin fiir das Auftreten der Agglutinine war der 3. Krankheitstag.

Eine kritische Wiirdigung der Literaturangaben wird erst im Zusammenhang
mit meinen eigenen Untersuchungsergebnissen erfolgen.
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Eigene Untersuchungen.

Nachdem bereits frither Leichtentritt wie auch Lowenhardt im hiesigen
Institut versucht hatten, die Agglutination der Influenzaforschung dienstbar zu
machen, ohne jedoch zu verwertbaren Resultaten zu gelangen, habe ich, an-
geregt durch die Mitteilungen Bielings zu Beginn des Jahres 1920 diese Ver-
suche wieder aufgenommen.

Stimme. Die von mir benutzten Kulturen sind zum grofiten Teil im Laufe
der Zeit von mir selbst aus dem zur Untersuchung eingesandten Material isoliert
worden. Sie stammen aus allen méglichen Quellen: von Sektionen, akut und
chronischen Influenzakranken, Meningitiden, Eiterungen und Entziindungen,
von Dauerausscheidern und Bacillentrigern. Nur wenige Stimme wurden der
Institutssammlung entnommen und rithren aus der Zeit des ersten Auftretens
der Pandemie im Jahre 1918 her. Einige Kulturen habe ich mir aus besonderen
Griinden schicken lassen, und ich bin dafiir Herrn Privatdozenten Dr. Bie-
ling, Herrn Privatdozenten Dr. Kristensen, Herrn Prof. Schmidt und
Herrn Dr. Levinthal zu Dank verpflichtet. Es handelt sich um die Stimme
H1, H3 und H6 aus dem Bielingschen Laboratorium, den Stamm W. L.,
der als besonders gutes Antigen von Herrn Dr.Levinthal mir iibersandt
wurde, den Stamm G P 4b, der in Kopenhagen aus einem Meerschweinchen
geziichtet worden ist, und die Stamme Halle Sch und Halle Li, Vertreter des
kokkoiden Typus.

Nidhrboden. Die Aussichten erfolgversprechender serologischer Versuche
héingen noch mehr wie sonst die Ziichtung der Influenzabacillen von der Nihr-
bodenfrage ab. Bisher war im Institut fast ausschlieBlich der Pfeiffersche
Taubenblutagar in Verwendung gewesen, der zwar fiir die Ziichtung des In-
fluenzabacillus ausgezeichnete Ergebnisse aufweist, fiir serologische Zwecke je-
doch weniger geeignet erscheint, da die roten Blutkérperchen, die aus der Auf-
schwemmung nicht vollig herauszubekommen sind, sowohl bei der Immunisie-
rung, wie auch bei der Antigenherstellung stérend wirken. Nun waren unter-
dessen zwei neue Influenzandhrboden angegeben worden, der eine von Hun-
deshagen, der andere von Levinthal, beide auf dem Prinzip beruhend, die
im Hamoglobin enthaltenen, fiir die Influenzabacillen notwendigen Wachstums-
stoffe durch AufschlieBung dem Agar zuzufiihren. Der Hundeshagensche
Niahrboden hat sich mir in der Praxis nicht so bewihrt, da er erstens undurch-
sichtig und zweitens sehr weich ist. Dagegen konnte ich mit dem Levinthal-
schen Agar ausgezeichnete Erfolge erzielen. Die Herstellung geschah mit ge-
ringen Abweichungen nach den Vorschriften des Autors. 300 ccm 2!/, proz.
Nahragars werden verfliissigt, auf ungefahr 70° abgekiihlt und 15 ccm defibri-
niertes Blut — meist verwenden wir solches von Kaninchen — erst tropfen-
weise und dann in gréBeren Mengen unter Umschiitteln zugesetzt. Das Gemisch
wird dann, nicht direkt iiber der Flamme, wie es Levinthal angibt, sondern
im Wasserbade 3mal zum Aufkochen gebracht. Auch auf die Wattefiltration
habe ich verzichtet, da infolge der langen Dauer dieses Prozesses nach unseren
Erfahrungen leicht Verunreinigungen vorkommen. Wir stellen den fertig ge-
kochten Agar fiir mehrere Stunden in eine Temperatur von 56° (Paraffin-
schrank). Dabei setzen sich die ausgefallenen Serum-Himoglobingerinnsel ab
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und es kann durch vorsichtiges Dekantieren eine Anzahl klarer, durchsichtiger
Platten gewonnen werden. Die letzten Platten allerdings sind undurchsichtig
und dhneln im Aussehen dem Schokoladenagar der Amerikaner. Sie sind jedoch
zur Fortziichtung von Reinkulturen und Herstellung von Aufschwemmungen
ebenso brauchbar wie die klaren. Die Ausfithrung mufl, worauf Levinthal
schon besonders hinweist, mit groB3ter Sorgfalt unter genauer Beobachtung aller
Vorschriften geschehen. Trotzdem kommt es vor, dafl zuweilen einzelne Nihr-
boden ein schlechteres Wachstum aufweisen.

Auf die Bedeutung einer genauen Reaktionseinstellung weisen Winshell
und Stillmann hin, die bei einer Wasserstoffionenkonzentration von pg 7,9
viel schlechtere Resultate erzielten als bei 7,5. Leichte Verinderungen der
Alkalescenz geniigen, um schédigend zu wirken. Ich verweise auch auf die
Arbeit von Olsen iiber die groBe Bedeutung der Salzkonzentration und des
Agargehaltes.

Noch andere Faktoren aber scheinen eine Rolle zu spielen. So machte ich
in jiingster Zeit erst folgende Beobachtung. Wihrend jahrelang Kaninchenblut
zur Verwendung gelangte, das in kurzer Frist verbraucht wurde, war ich neuer-
dings gendotigt, mit Pferdeblut zu arbeiten. Aus dufleren Griinden muBte ich
eine groflere Menge auf Vorrat nehmen, die im Eisschrank aufbewahrt wurde.
Zunichst war das Wachstum der Influenzabacillen so ausgezeichnet wie immer,
nach 4 Wochen jedoch — es wurde immer noch dasselbe Blut benutzt — wuchsen
die Bacillen immer schlechter, um schliefllich iiberhaupt nicht mehr anzugehen.
Die Schuld hieran kann nur an dem verwendeten Blut liegen, da dieselbe Agar-
serie bei Benutzung frischen Blutes wieder die gewohnten guten Resultate ergab.
Moglicherweise ist eine Erkldrung fiir diese Erscheinung darin zu suchen, daf
die fiir das Wachstum der Influenzabacillen notwendigen, im Hamoglobin ent-
haltenen Vitamine durch die wihrend des Winters ausschliefliche Heufiitterung
der Pferde an und fiir sich schon gering, wihrend des langen Stehens durch die
oxydierenden Fermente des Blutes in ihrer Wirksamkeit vermindert oder gar
vollig abgebaut wurden.

Vorteilhaft ist es auch, die Platten nicht sofort in Benutzung zu nehmen,
sondern zunichst einmal fiir 24 Stunden in den Brutschrank zu stellen, einer-
seits zur Sterilititskontrolle und Gewinnung von Kondenswasser, dann aber
auch deswegen, weil ein besseres Wachstum erzielt wird. Als Grund hierfiir
nimmt Levinthal ein Hineindiffundieren der wachstumsférdernden Bestand-
teile in den Agar wihrend dieser Zeit an. Notwendig erscheint es auch aus den
angefithrten Griinden, bei jeder neuen Serie eine Wachstumskontrolle vorzu-
nehmen.

Auf einem richtig zubereiteten Nahrboden wichst der Influenzabacillus, um
Levinthal selbst zu zitieren, in dichtem Rasen oder iippigen, ganz farblosen
Kolonien, die das winzige Tautropfchen der Pfeifferschen Taubenblutplatte
um das Vielfache an GroBe und Bakterienmasse iibertreffen.

Herstellung der Sera. Sie erfolgte in der Weise, daB Kaninchen die in physio-
logischer Kochsalzlosung aufgeschwemmten Bacillen in steigenden Mengen intra-
vends injiziert wurden. Bei meinen ersten Versuchen begann ich mit abgetoteten
Kulturen, ging dann aber bald dazu iiber, von vornherein lebende Bacillen zu
verwenden. Die Anfangsdosis betrug /,, Normalose, mit 5tégigen Intervallen
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wurde die Menge gesteigert auf /5, 15, 1 Ose, 1/, Agarplatte, 1 ganze Platte.
Gewohnlich war dann schon ein brauchbarer Titer erreicht und 10 Tage nach
der letzten Injektion wurden die Tiere entblutet. Die Injektionen wurden von
den Tieren gut vertragen, stéirkere Reaktionen habe ich nicht beobachtet, nur
trat im Verlaufe der Immunisierung eine starke Abmagerung der Tiere auf.

Die Aufbewahrung der unverdiinnten Sera erfolgte nach Zusatz von 0,5%,
Phenol im Eisschrank. Nach langerem Stehen ging die Agglutinationsfahigkeit,
wie gleich ausfiihrlich gezeigt werden soll, merklich zuriick, eine Beobachtung,
die auch von Gay und Harris gemacht worden ist, wahrend Povitzki und
Denny angeben, daB selbst bei 2jihriger Aufbewahrung ihrer Seren kein merk-
licher Riickgang des Titers zu beobachten gewesen sei.

2 Serien von Sera wurden von mir benutzt. Die SerieI (H1, H 6, 401,
W. L., 1952, 343) zeigte bei Beginn und am Ende ihrer Benutzung bei Priifung
gegen den homologen Stamm folgende Titer:

Priifung am 25. V. 1923. 24. X. 1923.
Serum H1. .. ... ... 1: 800 1: 200
H6. ........ 1: 6400 1: 1600
401 . . . . .. ... 1: 800 1: 200
WL .. ...... 1: 800 —
1952 . . . . . . .. 1: 800 1: 100 (200)
343, . . ... ... 1: 800 1: 200

Serie IT (H 1, H 6, 1952, Halle) ergab folgende Werte:

Prifung am 29. XI. 1923. 6. I1. 1924. 16. TIL. 1924.
Serum H1. ... ...... 1: 3200 1: 400 (800) 1: 800 (1600)
H6. . .o oo ... 1: 6400 1: 1600 1: 800 (1600)
1952 . . ... ... 1: 3200 1: 800 (1600) 1: 800 (1600)
Halle . . . . ..... 1: 3200 1: 800 (1600) 1: 800 (1600)

Im Laufe der Zeit haben also samtliche Seren ihren Titer vermindert, und
zwar geht diese Verminderung ziemlich gleichméaBig auf ungefihr den vierten
Teil zuriick. Dieser Riickgang tritt, wie ich feststellen konnte, verhaltnismaBig
rasch ein, dann aber bleiben die Titer konstant, wenigstens fiir den, allerdings
1/, Jahr nicht iibersteigenden Zeitraum meiner Beobachtung. Zwar nicht jede
aus den vorstehenden Tabellen ersichtliche Verminderung ist auf das Konto
des Serums zu setzen, da auch die Stamme, wie wir spater noch sehen werden,
Veranderungen ihrer Agglutinationsfahigkeit in stirkstem MafBe unterliegen.
Zum Beweis diene das Serum H 1 der II. Serie, das bei der Priifung am 6. II.
1924 einen Titer von 1 : 400 (800) gegen seinen homologen Stamm aufwies,
wahrend die 6 Wochen spéter vorgenommene Priifung eine Agglutination auch
noch in einer Verdiinnung von 1 : 800 (1600) zeigte. Da eine Steigerung der
Agglutinationsfihigkeit eines Serums durch Stehen eine bisher unbekannte Tat-
sache ist, muB demnach die voriibergehende Verminderung auf das Antigen
zuriickgefithrt werden.

Die Auswahl der Stamme fiir die Immunisierung erfolgte nach zwei Gesichts-
punkten: Einmal wurden solche genommen, die mit den schon vorhandenen
Sera eine gute Agglutination zeigten, andererseits solche, die gar nicht beeinfluf3t
wurden. Einzelheiten gibt die folgende Zusammenstellung:
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Stamm H 1 und H 6: sogenannte polyvalente Stimme, von Dr. Bieling mir freundlichst
iibersandt.

Stamm 1820: morphologisch atypischer Stamm, aus dem Sputum eines an Bronchitis
leidenden Kindes, wurde von Serum H 1 und H 6 nicht beeinfluft.

Stamm 401: gewonnen aus dem Rachenabstrich eines Gesunden, wurde von den Seren H 1,
H 6 und 1820 nicht agglutiniert.

Stamm 1952: stammend aus einem Pleurapunktat, zeigte mit den bereits vorhandenen
Seren eine gute Agglutination.

Stamm 343: morphologisch atypischer Stamm, gewonnen aus dem Sputum eines Tuber-
kulésen; wurde von den vorhandenen Seren gut beeinflufBt.

Stamm W. L.: von Dr. Levinthal freundlichst iiberlassen, von ihm als sehr brauch-
bares Antigen benutzt.

Stamm Halle Sch.: von Professor Schmidt freundlichst iibersandt; stammt von einem
Bacillentrager und wurde von den vorhandenen Seren nur wenig beeinfluit.

Antigen. Die Herstellung des Antigens hat von jeher durch die Neigung der
Influenzabacillen zur Spontanagglutination Schwierigkeiten gemacht. Alle Ver-
suche mit Aufschwemmungen irgendwie vorbehandelter an Stelle lebender Ba-
cillen zu arbeiten, verfolgen in der Hauptsache das Ziel, diese stérende Erschei-
nung zu beseitigen. Manches ist ja seit der Einfithrung der modernen Influenza-
nahrboden besser geworden; denn sicher ist, daB die auf Taubenblutagar ge-
ziichteten Stdmme besonders zur Spontanagglutination neigen. Trotz des Ge-
brauchs Levinthalscher und auf shnlicher Basis aufgebauter Nahrboden aber
ist die Spontanverklumpung bei den Influenzabacillen nach AuBerung wohl
aller, die sich damit beschiftigt haben, immer noch sehr haufig, haufiger als
bei allen anderen agglutinablen Bacillen. Im allgemeinen wird zur Vermeidung
der Spontanagglutination der Kochsalzgehalt der Verdiinnungsflissigkeit auf
0,4 oder 0,2%, herabgesetzt. Manche haben die Aufschwemmungen vorsichtig
zentrifugiert und durch FlieBpapier filtriert, so dafl die grobsten Brockel zuriick-
gehalten wurden. Jordan und Sharp hingegen geben an, daf} es geniige, die
Kulturen bei optimalen Lebensbedingungen mdglichst haufig zu tiberimpfen, am
besten 1 Woche lang téglich, bevor man sie fiir Antigenzwecke benutzt. Sie
beweisen ihre Behauptung durch folgenden Versuch: 65 Stimme, von denen
'10%, Spontanagglutination zeigten, wurden ohne Uberimpfung 7 Tage lang im
Brutschrank und dann noch mehrere Tage bei Zimmertemperatur gehalten. Bei
allen mit diesen Stdimmen vorgenommenen Versuchen agglutinierte die Halfte,
bei einer weiteren Priifung sogar zwei Drittel spontan.

Auch ich hatte selbstverstandlich mit dieser unerfreulichen Erscheinung zu
kdampfen, besonders im Anfang, als ich mit lebenden Bacillen und 0,8 proz.
NaCl-Losung arbeitete. Nach manchen vergeblichen Versuchen — Zusatz von
Phenol, Toluol, Erhitzen auf 60°, Schiitteln mit Glasperlen — stelle ich jetzt
die Aufschwemmung wieder mit lebenden Bakterien in 0,4 proz. Kochsalzlosung
her und bemerke seit iiber 1 Jahr nur noch verhaltnismaBig selten eine Spontan-
agglutination. Kommt sie vor, so geniigt meist ein haufigeres Uberimpfen, um
die Erscheinung zum Schwinden zu bringen. Wie unbesténdig sie ist, kann man
daraus erkennen, daB Stdmmnre, die in jahrelanger Benutzung stehen und immer
gut brauchbar waren, plotzlich stirkste Spontanagglutination zeigen, die ebenso
plotzlich auch wieder verschwindet. Eine ausreichende Erklarung fiir dieses
Phinomen ist bis jetzt noch nicht gefunden worden. Wahrscheinlich spielen
allerfeinste Verinderungen des Nahrbodens eine Rolle. Ein von mir in diesem
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Tabelle

1A

Priifung der Sera H1, H6 und 1820 am 22.VI. 1922 bei 2 verschiedenen Bindungs-
temperaturen.

37° 60°

gegen 5 g
Stamm | : 50/ 100 | 200 | 400 | 800 |1600 {3200 6400 %‘g 1:50 | 100 200 | 400 | 800 |1600 [3200 | 6400 %‘g
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Sinne angestellter Versuch spricht allerdings nicht gerade dafiir, wenn man
nicht annehmen will, daB das Glas der Schale auf den Nahrboden einen Einfluf3
durch Abgabe von Alkali ausgeiibt hat. Der Versuch selbst verlief folgender-
maBen: Ein Kolbchen Levinthal-Agar wurde in verschiedene Petri-Schalen aus-
gegossen und von dem Wachstum zweier Platten Verreibungen und Aufschwem-
mungen in 0,4 proz. Kochsalzlosung hergestellt und bei zwei verschiedenen Tem-
peraturen 2 Stunden lang bebriitet. Das Ergebnis sah folgendermafien aus:

Platte I.
Aufschwemmung bei 37°
»” 2 60 °
Verreibung » 37°
2 2 60 °

— bedeutet nichts von Agglutination.

Platte II.
Aufschwemmung bei 37° . . . .
. ,, 60° . . .
Verreibung . 37° .
» » 60°

-+ sehr starke Kornchenblldung

++

o
C

N

Derselbe Stamm auf genau dem gleichen Nahrboden zeigt also einmal Spontan-
agglutination, ein anderes Mal nicht. Gleichzeitig zeigt dieser Versuch, da8 auch

1) 1. Ablesungsergebnisse nach Hautchenbildung.
2) II. Ablesungsergebnisse nach Kérnchenbildung,
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Tabelle 1 B.
Priifung derSera H1, H6 und 1820 am 24.VIL. 1922 bei 2 verschiedenen Bindungs-
temperaturen.
37° 60°
gegen | M JOFS
Stamm | 1 ;50 | 100 | 200 | 400 | 800 [1600 (32006400 3E] 1:50 | 100 | 200 | 400 | 800 |1600 320066400/ 3 E
Zid ZQ
a) Serum H1:
g1 IO A+ A = = A B D = = =] =
IL.2) +—|—+i++ -{—‘4— H) = | == | = +H++H+++ ++ | + et B Bl B
HGI' + R + + |+ + |+ 4=
IL |+ ]+ |+ |+ (DR = | = ++ |+ |+ e
Ll — === "= = = = = ==]-]-
182011‘_w___m_________g_l____
b) Serum H 6:
N B I [ o e e e I B B B R
IL | ++ ++ + |+ (D= = | -+ ]+ (B — = —
Hé L o+t [+t |+ )| ) )| ) ) ) —
IL 4+ |+ () () —’— ++ -+ ) () —
AR U (U S S S (N (' S (S S (N S U O
1820 1 R A A A O A I I R _ _ _ I A e
c¢) Serum 1820
L | — | == =] =l=]=]=1=] = | = — | — 1 — |=]—1—]=
Hly ——I——-————l———— — — — i e el el
H6 L Sl A o I N N B B € B — — BB =+ =)
II. . — ‘ — J— . . . . J— + + + f— —_— —_ _ == —
1820 L Y ++ ++H++H -+ )]+ - - |+ =+ =+
1L + =1+ I+ B == + T+ )=

das Verreiben an der Glaswand an Stelle des Abschwemmens nicht immer zum
gewiinschten Erfolge fiihrt.

Eine andere unangenehme Eigenschaft der Influenzabacillen ist die starke
Schwankung ihrer Wirkung als Antigen. Vergleicht man die Ergebnisse der mit
denselben Seren und denselben Stimmen an verschiedenen Tagen vorgenommenen
Versuche, so sind sehr haufig betrichtliche Differenzen festzustellen; um das zu
vermeiden, hat Scheller den Zusatz von Phenol mit gutem Erfolge vorgeschlagen.
Ich selbst habe davon abgesehen, Carbolzusitze zu machen.

SchiieBlich noch ein Wort iiber die Dichte der Aufschwemmung. Sie wurde
in derselben Verdiinnung hergestellt wie wir es mit unseren Typhusstdmmen zu
tun gewohnt sind.

Herstellung und Behandlung der Gemische. Die Serumaufschwemmungs-
gemische wurden in der iiblichen Weise hergestellt, indem zu fallenden Serum-
mengen die Aufschwemmung hinzugegeben wurde. Auf das direkte Hinein-
verreiben der Kulturen habe ich nicht nur wegen der Umstandlichkeit, die dieses

1) I. Ablesungsergebnisse nach Hautchenbildung.
2) II. Ablesungsergebnisse nach Kérnchenbildung.
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Verfahren mit sich bringt, verzichtet, sondern auch deswegen, weil die Menge
der dabei hereingebrachten Bacillen in den zu vergleichenden Rohrchen zu
verschieden auffallt.

Der wichtigste Faktor, von dem der Erfolg im wesentlichen abhingt, ist
wohl die Hohe der Bebriitungstemperatur und die Dauer des Aufenthaltes in
dieser. Bieling hat bei einem 2stiindigen Aufenthalt seiner Versuchsreihen im
Brutschrank keine Kérnchenbildung finden kénnen und ist daher genétigt ge-
wesen, die Hautchenbildung als Kriterium zu benutzen. Er fand sogar, daB
durch Erhitzen der Kulturen auf 60° die Agglutinationsfahigkeit herabgesetzt
wird. Seligmann und Wolf, die dieselbe Erfahrung machten und daher die
gleiche Ablesungsmethode anwendeten, konnten auch bei Kulturen, die auf 60,
80 und 100° erhitzt waren, kein anderes Resultat erzielen, erhielten vielmehr
dabei sehr haufig Spontanagglutination. Die amerikanischen Forscher hingegen
haben fast ausschlieflich ihre fertigen Versuchsreihen bis zu 18 Stunden im
Wasserbade bei 45—55° gehalten und damit positive Resultate erzielt; Gay
und Harris geben sogar ausdriicklich an, bei 37° nur negative Ergebnisse ge-
habt zu haben.

Nachdem ich mich anfénglich streng an die von Bieling angegebene Technik
gehalten hatte, bin ich, wobei ich betonen méchte, da dies ohne Kenntnis der
amerikanischen Arbeiten geschah, dazu iibergegangen, meine Agglutinations-
reihen zundchst fir 2, spiater fir 6 Stunden in den Paraffinschrank, also in
eine Temperatur von 56° zu bringen, ausgehend von den Erfahrungen mit der
Agglutination der Meningokokken. Ich wurde dazu veranlafit durch die mangel-
hafte Kérnchenbildung und die Unzuverlissigkeit der von Bieling angewendeten
Ablesungsmethode. Es zeigte sich bald, dafl ich auf dem rechten Wege war.
Ein aus dieser Zeit stammender, in der Tabelle 1 A und B dargestellter Versuch
zeigt in gleicher Weise die Uberlegenheit der hoheren Bindungstemperatur, in-
dem bei 2 mit 2 Tagen Zwischenraum angestellten Versuchen nur die bei 60°
bebriiteten Reihen ein verhaltnisméaflig konstantes Resultat zeigen. Gleichzeitig
geht aus diesem Beispiel die Unzulidnglichkeit der Beurteilung nach der Hautchen-
bildung hervor, wofiir weiter unten noch weitere Belege erbracht werden sollen.
Weitere Versuche, dargestellt in den Tabellen 2a—c, zeigen ganz gleichsinnig,
dafl die Anwendung héherer Temperaturen nicht nur nicht schadlich ist, sondern
sogar allein gute Resultate erzielen 1alt. Es tritt dies ganz besonders deutlich
bei Serum und Stamm Halle hervor. Das Serum beeinflufite den Stamm IIT nur
im Versuch ¢ und der Stamm Halle wurde selbst von seinem homologen Serum
ausreichend nur bei derselben Versuchsanordnung agglutiniert. Die besten Re-
sultate wurden erzielt, wenn die Bindung bei 60° vorgenommen wurde. Nicht
ganz so gut waren die Ergebnisse, wenn die Aufschwemmung allein vorher
erhitzt worden war. Es kann dies allerdings damit zusammenhiingen, daB ich
diese Versuchsreihen zur Bindung nur 2 Stunden im Brutschrank gehalten habe.
Ein hiufigeres Vorkommen von Spontanklumpung, wie sie Seligmann und
Wolf berichten, kann ich nicht bestétigen, vielmehr ist diese Erscheinung, wie
schon einmal erwahnt, in der letzten Zeit sehr selten gewesen, wobei ich aller-
dings nicht behaupten mochte, dafl dies auf die verwendete Temperatur zuriick-
zufiithren sei. Was mir besonders auffiel, ist die Tatsache, daf3 in den bei héheren
Temperaturen angestellten Versuchen die Zusammenballung der Bakterien viel
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Tabelle 2 A. Einwirkung der Temperatur auf den Ausfall der Agglutination.

I. Versuch mit Stamm 1952.
a) Serumaufschwemmungsgemische 2 Stunden bei 37° bebriitet:

Bezeichnung des In Verdiinnung ‘ NaCl-
Serums 1:50 | 100 | 200 400 | 80 | 1600 | Kontrolle

H1 - - | = — - - —

H6
1952
Halle

[ H |
C
|
|

b) Aufschwemmung 1 Stunde im Wasserbade auf 60° erhitzt, fertige Agglutinationsreihen
2 Stunden bei 37° bebriitet.

Bezeichnung des In Verdﬁ““‘mg NaCl-
Serums 1:50 100 [ 200 400 800 1600 | Kontrolle
H1 TR T | + o - -
H6 ++ ++ | ++ | + + | = -
1952 +++ +-+ + + + — -
Halle 4 4 + | = — - -

Tabelle 2 B. Einwirkung der Temperatur auf den Ausfall der Agglutination.

II. Versuch mit Stamm Halle.
a) Serumaufschwemmungsgemische 2 Stunden bei 37° bebriitet:

Bezeichnung des In Verdiinnung NaCl-
Serums 1:50 | 100 | 200 | 400 | 800 1600 | Kontrolle
H1 - -] - -
H6 — — —
1952 — \ — ‘ — ‘ —

Halle —

b) Aufschwemmung 1 Stunde im Wasserbade auf 60° erhitzt, fertige Agglutinationsreihen
2 Stunden bei 37° bebriitet:

Bezeichnung des In Verdiinnung NaCl-
Serums 1:50 | 100 | 200 | 400 | 800 1600 Kontrolle
H1 () - | - - | - — -
H6 () - | - — — — —
1952 (£) ‘ (£ | - ’ N — —
Halle + + | — - — — —

¢) Serumaufschwemmungsgemische 6 Stunden bei 50° bebriitet:

Bezeichnung des | In Verdéinnung ] NaCl-
Serums 1:50 100 | 20 | 400 | 80 | 1600 | Kontrolle
H1 “ | - - =] -1 -1 -
H6 (+) + | + + (+) - —
1952 + — ‘ — — 1 — ‘ - —
Halle + ++ + (+) - - -
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Tabelle 2C. Einwirkung der Temperatur auf den Ausfall der Agglutination.

II1. Versuch mit Stamm 3.
a) Serumaufschwemmungsgemische 2 Stunden bei 37° bebriitet:

Bezeichnung des In Verdiinnung NaCl-
Serums 1:50 | 100 | 200 400 | 80 | 1600 Kontrolle

H1 —‘—‘— —1—}—.—

H6 - | - 1 = | = | =
Hal = R e

Halle —

b) Aufschwemmung 1 Stunde im Wasserbade auf 60° erhitzt, fertige Agglutinationsreihen
2 Stunden bei 37° bebriitet:

Bezeichnung des In Verdiinnung NaCl-
Serums 1:50 | 100 | 200 | 400 | 800 | 1600 |Kontrolle
H1 + + (+) + | - - —
H6 + + (+) (+) (+) - —
1952 + ’ (+) (+) ‘ + ‘ + — -
Halle + — — — — ' — _

¢) Serumaufschwemmungsgemische 6 Stunden bei 50° bebriitet:

Bezeichnung des In Verdiinnung NaCl-
Serums 1:50 | 100 i 200 400 ’ 800 1600 Kontrolle
|
H1 T R —~
H6 N e - -
1952 F+ | 4+ ' + H l — — _
Halle H oL+ — —

intensiver ist als, wenn iiberhaupt, bei 37°. Ich méchte nicht verschweigen, daf3
manche Stamme auch bei 37° eine schone Agglutination zeigten, auch dies ein
Beweis fiir die Unbesténdigkeit des Influenzabacillus und an die Meningokokken
erinnernd, die ja ebenfalls bald bei 37, bald bei 56° bessere Resultate ergeben.
Die Einwirkung noch héherer Bindungstemperaturen als 60° gibt keine so ein-
heitlichen Ergebnisse, wie dies aus den Tabellen II D—E hervorgeht. Es kommt
dann leichter zu stérenden Erscheinungen, wie Spontanverklumpung, Hemmungs-
zonen und auch ginzlichem Versagen. Dagegen gibt die 1stiindige Erhitzung
der Aufschwemmung allein auf hohere Temperaturen als 60° mit nachfolgender
2stiindiger Bebriitung bei 37° verhaltnismaflig gute Resultate, wenn diese auch
die RegelmaBigkeit und Stirke der Agglutination bei der von mir geiibten Me-
thode nicht erreicht.

Methode der Ablesung. Das gewdhnliche Kriterium der Agglutination ist die
Feststellung der Bildung gréBerer und kleinerer Bakterienzusammenballungen
unter mehr oder minder starker Kliarung der Suspensionsfliissigkeit: bei beson-
ders starker Ausflockung kann man auBerdem sehr héufig vor dem Aufschiitteln
ein an den Rand der Glaskuppe angeschmiegtes Héutchen sehen, wihrend in
den negativen Fillen die Bakterien als knopfartiger Bodensatz erscheinen.
Bieling hat, wie bei der Literaturbesprechung ausfiihrlich dargelegt worden
ist, diese Hautchenbildung, da er Kornchen nicht feststellen konnte, als alleinige
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Ablesungsmethode bei der Influenzaagglutination benutzt, wobei ihm, soweit
ich es iibersehen kann, nur Seligmann und Wolf sowie Schneider gefolgt
sind. Bei Anwendung dieser Methodik muBte ich jedoch bald bemerken, daB
man sehr haufig einer Tauschung zum Opfer fillt, indem die Hiutchenbildung
zuweilen nicht vorhanden ist, wenn deutliche Kérnchenbildung beobachtet
werden kann, andererseits, und das ist das héufigere bei Influenzabacillen, die
Hiautchenbildung eine Reaktion vortduscht, wo tatsichlich gar keine da ist.
Als Beweis dafiir mégen einige Beispiele aus meinen Protokollen dienen, bei
denen durch das Phanomen der Hautchenbildung Spontanagglutination angezeigt
wurde, die gar nicht vorhanden war, und ebenso umgekehrt (5 und 7).

1. Serum H 1 /Stamm 83: 2. Serum H 1 /Stamm 484:
1: 20 ff. C C
+4+ 4+ 4+ 4+ ++ 4 ) A+ A+ -+ 4+ 4+
+++ +++ ++ ++ ++ + + |- ++ ++ ++ + + + + | =
3. Serum H 1 /Stamm 291: 4. Serum H 1/Stamm III:
C , C
— — — — — — + |+ ++ ++ 4+ ++ - - — |+
— - — — - - - |- ++ ++ ++ + + + - |-
5. Serum H 1 /Stamm 338: 6. Serum H 1 /Stamm 1818:
1: 501f. C C
++ ++ + + — — + + — — — +
+ + + + + + + + + - - —
7. Serum H 1 /Stamm 1878: 8a. Kranken-Serum Pohl / Stamm H 1:
C C
++ ++ + — — ‘ — + ++ ++ + + + |+
+ + + + + | + - — — — — - ‘ -
9. Serum 1820 / Stamm 1820: 8b. Kranken-Serum Pohl/Stamm H 3:
1:20 C C
+ = = 44+ - 4 = — + ++ ++ ++ + + +
+ ++ ++ ++ ++ H+ =+ + - - - -
10. Kaninchen-Normalserum / Stamm H 1: 8c. Kranken-Serum Pohl /Stamm H 6:
| C C
- - 4+ 4+ 4+ + + + + + =+ + =+ +
- - - = = = = |- ++ + + - - —

Ich habe absichtlich solche Fille ausgewihlt, bei denen die Kochsalzkontrolle
die Unterschiede aufweist, um dem Einwand zu begegnen, als ob die Hautchen-
bildung eben eine feinere Reaktion darstelle als die Verklumpung der Bakterien.
Es geht aus diesen Beispielen weiterhin hervor, wie unzuverlissig die Reaktion
auch beziiglich der graduellen Abstufung ist. Es ist doch kaum anzunehmen,
daB, wie Nr. 9 besonders schon demonstriert, mitten in den mit fallenden Serum-

1) Die oberen Reihen stellen die Ablesungsergebnisse nach der Methode der Hautchen-
bildung, die unteren nach der Kérnchenbildung dar.

%) Die graduelle Abstufung wird durch folgende Zeichen dargestellt: -+, +-,
+, (+) +; — bedeutet keine Agglutination. C = NaCl-Kontrolle.



256 Herbert Lubinski:

Tabelle 2 D.

EinfluB verschiedener Temperaturen auf die Agglutination.
Versuch A mit Stamm 1952.

I. Serumaufschwemmungsgemisch gebunden
2 Stunden bei einer Temperatur von

II. Serumaufschwemmunggemisch gebunden
2 Stunden bei einer Temperatur von 37°
Aufschwemmung allein vorher erhitzt auf

Bez. des| 150 | 100 | 200 | 400 | 800 | 1600 SE Bez dos | 1.50 | 100 | 200 | 400 | 800 | 1600 SE
a) 60°: a) 60°:
H1 |4+ | ++ [++[++|++] + || B | = | = | == =] |-
H6 | + | ++ [++|++| + |[(H H6 [ — | — |- —| -]~
1952 | ++ | ++ |[++|++|++| + 1952 — == ===
Halle | ++ | ++ |++| (+)| £ [(£) Halle | — | —  — | —|—|—
polyval| ++ | ++ | + | + [(H (0| |fpolyval] — | — | = —| = | =
b) 80° b) 80°:
HI | — | = | == |-/ -] H1 | + +‘+J+++—
H6 | — | —  — || — — H6 | + | + (D] £ —| -
1952 | — | — | — ' — = 1952 | ++ | ++ ++'++ + | £
Halle | — | — | — | — — | - Halle [ + | (4) (+); 4+ | -
polyval.| — | — | — [ — — [ — | (fpolyval| + [ ++ | + [(+)[(+)] —
¢) 100° c) 100°:
H1 | ()| + l—‘+ (B = HL | + [ 44 |[++|++] + [(D|E)
H6 | — | + |+ + —|— H6 + | + (+)J + | — | —
1962 | — | £ | + (+)‘ + | () 1952 | ++4 | +4 [+ |+ ()] —
Halle — — + J(-Hi' + | & Halle - | - — | = =] =
polyval| £ | — | —[—1—1— polyval. | ++ | +4+ | + [(+)| £ | —
d) 140°: d) 140°:
H1 = + | £ ()] + +‘+ H1 + TR T T G | S
H6 £ | £ | £ | £ [(H)] H6 -+ P = =] -
1952 | & | (+) | () [ ()| () (+>’ 1952 | ++ | + [(H)| —| - —
Halle | — | — |[(+H)|(P)|[(H+)] + | Halle | (+) | + |(H)| =] — | —
polyval.| — i e B B i B = ! polyval.| + | +4+ |++|(+H)| — | —

e) Ohne Erhitzung der Aufschwemmung.
H1 — — =] =1=1=1-
He6 — e el e
1952 - el B B e

Halle - - | ===
polyval.| — | — — - ==
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Tabelle 2 E.

EinfluB verschiedener Temperaturen auf die Agglutination.
Versuch B mit Stamm H 1.
II. Serumaufschwemmungsgemisch gebunden

2 Stunden bei einer Temperatur von 37°.
Aufschwemmung allein vorher erhitzt auf

I. Serumaufschwemmungsgemisch gebunden
6 Stunden bei einer Temperatur von

|Kontr.|

Bor. des | 1:50 | 100 | 200 | 400 | 800 | 1600 Eg Bez. des | 1:50 | 100 | 200 | 400 | 800 | 1600 S

a) 60°: a) 60°:

Hl H++ ++ |++] + (£ — | =] H1 == 2 N I el el

H6 |[+++ ++ |++| + | £ | — He ()] — | ===

1952 |+++|+++|++|++| + |(+) 1952 e e e e

Halle | +4+ | +4+ |(+H)] — | — | — Halle — — - = -] =

polyval| ++ | () (X)) — | — | — polyval. | + | — | —| —| —| —
b) 80°: b) 80°:

H1 — - /= —|/—-|—|—| H1 + + |+ |+ ]+
H6 [ — | — |- |~ |~]|- H6 [ ()| + |+ |+ ()] -
1952 - - =] =1 =1 1952 | ++4+ | ++ |++|++] + | (+)

Halle | — - === - Halle + | ++ |+ | = | =

polyval| — | — | — | — | —| — polyval. | ++ | ++ | + | + | (H)| —
c) 100°: c) 100°:

H1 H || =B+ |- -] HI ++ |+ |+ |+

Hé6 — - | =] == H6 |[++ | ++ |++ + | — | —

1952 - - = =|— 1 1952 | ++ | ++ |+ |+ | + | £

Halle — e el el Halle + + |+ () = | =

polyval. | — | + [(0)] — [ = | =] [polyval| + |++ |+ |+ || -
d) 140°: d) 140°:

HI | — | — | = |=|=|=|—=[H | £ || +|+]|+]|£]-

H6 - - = ——|- H6 +) [ ++ |+ (D) — | —

1952 - - =1 —=|—-1|- 1952 + |+t |+ |+ (P =

Halle — — - - -] = Halle | (4) + + | - = | =

polyval.| — e e polyval.| + + |+ =1 —1|-

e) ohne Erhitzung der Aufschwemmung:
H1 | — | — [ —=|—=|—=|=1]-

H6 [ — | — | —|—|—| =

2 | — | — ||| =]~

Halle — i B Rt i e

polyval.| — - | = ===

Ergebnisse der Hygiene. VII. 17
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Tabelle 3 A11).

Stamme gewonnen aus Sputa von Kranken mit Erscheinungen von seiten des
Respirationstraktus.

Bezeichnung des Gepriift gegen Serum
Stammes H1 H6 401 1820 Ww. L 1952 343
343 — 400 200 iiber 400 400 iiber 400
300 100 100 — 50 —_ —_—
312 50 400 — — —_ —
363 50 — — - - 400
365 100 iiber 400 e — - 100
374 100 iiber 400 — — —_ —
380 — — — 200 — -
381 200 iiber 400 100 —_ — —
351 — —_ —_ 800 50 —
386 400 400 — 400 —_ 100
390 100 400 —_ 200 100 200
415 — - - — — - .-
422 — 50 — 200 —_ —
435 e — — — — —
465 — ! — 50 100 200 100
462 200 | iiber 400 100 50 100 200
464 100 iiber 400 50 50 - 50 .
474 200 400 400 — 200 100 400
481 — 100 — 400 — 100 200
503 400 400 — 100 100 iiber 400 200
516 100 200 200 100 — 50 100
517 100 200 — 100 50 100 100
519 — 400 —_— 400 50 20 —
521 — | 800 — 800 200 200 2002)
560 50 | 100 200 — 50 100 502)
392 400 iiber 400 200 400 400 iiber 400 400
600 200 50 — 100 | 50 200 —
Halle Sch. 400 400 100 400 400 400 400
,» L 50 50 100 iiber 400 50 100 400
,, 11 — 50 50 iiber 400 —_ 100 400
,, IIT —_ 100 — 400 — 200 400
637 200 200 — 100 200 200 200

mengen angesetzten Rohrchen Ausfallszonen vorhanden sind, eine Vermutung,
die ja durch die Kornchenbildung in diesem Beispiel glanzend widerlegt wird.
Derartige Hemmungszonen mitten in den Reihen waren haufig zu beobachten,
ohne daB es immer méglich war, die Fehlerhaftigkeit so schlagend zu widerlegen.

Die Methode gibt also so viel Fehlresultate, daB sie nicht verwendbar ist.
Sie ist auch gar nicht nétig, da es bei geeigneter Versuchsanordnung gelingt,
die zuverlassigere Erscheinung der Koérnchenbildung zu erzielen.

Ich habe die Ablesung mittels des Agglutinoskops vorgenommen, und zwar
nachdem die Reihen nach der Bebriitung noch iiber Nacht bei Zimmertempe-
ratur gestanden hatten.

1) Die Zahlen geben die Serumverdiinnung an, bis zu der eine Agglutination erfolgte,

also 50 = Serumverdiinnung 1: 50.
2) An 2 verschiedenen Tagen, 13. VI und 20. VIL. 23, von demselben Patienten ent-

nommen.
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Tabelle 3 A 2.

Stamme gewonnen aus Sputa von Kranken mit Erscheinungen von seiten
des Respirationstraktus.

Bezeichnung Gepriift gegen Serum

des Stammes H1 | H6 ] 1952 |  Halle
673 100 50 | 50 50
681 50 100 100 200
684 — 50 50 100
690 50 200 — 100
692 iiber 400 iiber 400 200 2001)
695 200 100 100 —1)
699 200 100 100 —1)
711 200 400 200 400
724 100 50 — 200
732 100 — 100 100
738 200 100 50 —
737 100 — — —
739 200 100 50 —
753 100 200 50 (200) 200
754 200 400 | 100 100
772 iiber 400 iiber 400 200 iiber 400
795 200 100 50 —

Tabelle 3 B. Stimme, gewonnen aus dem Sputum Tuberkuléser.

Bezeichnung der Gepriift gegen Serum
Stamme Hi | H6 | 401 | 1820 | W.L | 102 | 343
343 — | = — — | = — |
364 — — — — — — :
498 50 — — — — 200 —
499 - 100 — 100 — 50 400
500 50 100 — iiber 400 100 100 iiber 400
513 400 |iiber 400 | — | 200 100 400 200
514 100 | 200 | — |iiberd00| 100 | iiber 400| 400
Bezeichnung des Gepriift gegen Serum
Stammes H1 H6 1952 | Halle ‘
755 200 200 100 100
3 200 100 iiber 400 400
12 iiber 400 | iiber 400 | iiber 400 i tiber 400
13 200 200 200 | 200
17 100 200 200 | 500

Ergebnisse. Die auf Grund der geschilderten Methodik angestellten Versuche
zeitigten Ergebnisse, wie sie in den folgenden Tabellen dargestellt sind und auch
schon bei den weiter oben stehenden Ergebnissen der Serumpriifungen ersicht-
lich werden. Es wiirde dauernde Wiederholung bedeuten, alle von mir im Laufe
der Zeit ausgefiihrten Untersuchungen hier protokollarisch anzufithren. Ich be-
gniige mich daher mit den Ergebnissen eines begrenzten Zeitabschnittes, und

1) An 3 verschiedenen Tagen, 11., 17. und 19. XII. 23, von demselben Patienten ent-
nommen.

17*
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Tabelle 3 C.
Stimme, gewonnen aus Fillen von Sepsis, Meningitis und metastatischen
Eiterungen.
Bezeichnung des Gepriift gegen Serum

Stammes H1 | H6 | 401 | 182 W. L. 1952 343
Halle Liquor — 50 — iiber 400 50 200 100
E 105 200 400 — 50 — 200 400
350 50 — — 100 — 100 50
349 — (50) — 100 100 200 100
E 2865 100 200 — 400 100 200 200
2785 — 200 — — — — —

Tabelle 3D. Stimme, gewonnen bei Sektionen aus der Lunge Grippekranker.

Bezeichnung des Gepriift gegen Serum
Stammes Hi | He | 40 1820 W.L | 1052 343
Kind G. 50 50 — 400 —_ 50 100
Hendrick 400 400 400 200 100 100 400
112 — 200 (400) 800 . . .

zwar vom Januar 1923 bis zum Februar 1924. Es sind in den Tabellen alle in
dieser Zeit vorgenommenen Versuche enthalten und nur diejenigen negativen
und durch Spontanagglutination unbrauchbaren fortgelassen, bei denen es durch
8—14tagige Weiterziichtung gelungen ist, doch noch ein positives Resultat zu
erzielen.

Die Ergebnisse der Priifung sind nach dem Krankenmaterial, aus dem die
Bacillen gewonnen sind, zusammengefafit worden. So umfaft die Tabelle 3 A
die Stimme von Patienten mit Erkrankungen des Respirationstraktus, wie
Bronchitis, Bronchiektasie, Bronchopneumonie usw., ausschlieflich sicherer
Tuberkulose, die sich in der nichsten Tabelle 3 B findet. Tabelle 3 C enthilt
die Stimme, die von Sepsisfillen, Meningitiden und metastatischen Eiterungen
gewonnen sind. Die bei Sektion von Grippeleichen aus der Lunge geziichteten
Influenzabacillen finden sich in Tabelle 3 D und endlich sind in der Tabelle 3 E
die Stamme zusammengefaBt, die aus Rachenabstrichen Gesunder stammen.

Betrachten wir nun diese Tabellen, so ist der erste Eindruck der eines véllig
verschiedenartigen Verhaltens jedes Serums und jeden Stammes. Verhaltnis-
mifBig am wirksamsten scheint das Serum H 6 und 1952 zu sein, was auch da-
mit iibereinstimmt, daBl die zu ihrer Herstellung verwendeten Stamme auch
von den anderen Seren recht gut beeinflult werden; es handelt sich vielleicht
hier um polyvalente Stdmme im Sinne Bielings. Am wenigsten wirksam ist
Serum 401 und von der zweiten Serie Serum Halle, was ebenfalls mit der
Agglutinierbarkeit der entsprechenden Stamme korrespondiert.

Auf der anderen Seite zeigen aber die Stimme noch viel krassere Unterschiede
untereinander. Zwar gibt es solche, die von allen oder der Mehrzahl der Seren
einheitlich gut beeinfluBt werden (z. B. Tabelle 3 E 1 Nr. 582 und W 32; Ta-
belle 3 B Nr. 12 und 13; Tabelle 3 A1 Nr. 392), auf der anderen Seite aber
findet sich zwar eine gleich gute Beeinflussung zweier Stdmme durch mehrere
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Tabelle 3E1. Stimme, gewonnen von Rachenabstrichen Gesunder.

Bezeichnung der Geprilft gegen Serum

Stamme H1 H6 401 1820 Ww. L. 1952 343
572 — — | 50(100) | 50 (100) | 100
528 100 (200) 800 50 — 100 (200)
557 100 (100) — — —
556 — (50) — — —
558 50 100 — 100 — .
559 — 100 —_ _— — —
563 100 100 —_ — —_ —_
582 iiber 400 | iiber 400 — iiber 400 200 iiber 400
575 400 400 — 100 — 200
576 200 400 — 200 400 400 .
598 — — 50 — —_— 100 100
599 200 200 200 _— 400 400 200
611 — — 50 — — — 200
618 400 400 — 50 — .- —
623 200 100 iiber 400 200 100 400 400
629 — 100 200 50 — — —
633 — 50 — — —_ — —
626 — 100 400 100 50 400 400
627 200 200 —_ 100 — 400 400
641 — — 100 100 — 200 100
659 — — — 50 — 100 100
652 — 200 — — 50 50 —
654 — 50 — — — iiber 400 100
670 100 400 — 200 200 400 400
671 200 200 400 200 50 itber 400 100
676 50 200 — iiber 400 200 400 iiber 400
688 100 400 200 200 — 200 200
694 — 200 400 400 400 —_ —
700 — 100 100 — 200 800 —
702 200 800 100 400 400 800 400
W. 29 — 50 — 50 100 100 200
,, 30 200 200 200 800 100 100 400
. 32 800 800 — 800 200 800 800

Sera, wahrend das Verhalten desselben Stammes gegeniiber anderen Seren groSe
Differenzen zeigt. So sehen wir, um ein Beispiel herauszugreifen, bei den Stim-
men 626 und 627 in der Tabelle 3 E 1 eine gleichm#Bige Agglutination beider
Kulturen durch die Sera 1820, 1952 und 343, wahrend sich bei den Seren H 1,
H 6, 401 und W. L. betriachtliche Unterschiede ergeben. Im allgemeinen kann
man sagen, dafl jeder Stamm von mehreren der zur Verfiigung stehenden Seren
beeinflult worden ist. Allerdings ist die Titerhdhe gegeniiber den heterologen
Stammen immer niedriger als gegeniiber dem homologen Stamm, besonders
wenn es sich um frisch hergestelltes Serum handelt. Ist aber nach lingerer
Aufbewahrung dieser Titer des Serums heruntergegangen, so néhern sich die
Werte fiir homologe und heterologe Stimme. Es ist mir aufgefallen, daB die
Verminderung der Agglutinationsfihigkeit eines Serums gegen den homologen
Stamm gerade bis zu der Grenze geht, bis zu der im allgemeinen auch die hetero-
logen Stimme beeinflult werden. Bemerkenswert erscheint es auch, daB ein
Titerriickgang gegeniiber den heterologen Stammen kaum zu bemerken ist.
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Tabelle 3 E2. Stimme, gewonnen von Rachenabstrichen Gesunder.

Bezeichnung der Gepriift gegen Serum
Stamme 1 ) 1052 ’ "
537 200 100 — —
24 100 50 50 —-
1 200 50 100 100
4 50 100 100 200
5 50 | 100 50 50
11 100 100 50 —
131 200 50 200 —
1311 200 100 — —
141 200 200 400 400
14 1T 400 400 200 50
16 I 100 50 — -
16 I 50 — 50 100
18 200 100 100 50
17 200 50 200 100
19 50 100 100 —
21 — _ _ _
32 400 100 200 100

Unterschiede in diesem allgemeinen Verhalten zwischen den verschiedenen
von mir nach der Herkunft des Materials zusammengestellten Gruppen finden
sich nicht.

Auch der Versuch, der von Levinthal und H. Lemm unternommen wor-
den ist, eine serologische Zusammengehérigkeit der morphologisch verschiedenen
Stimme festzustellen, ist mir nicht gegliickt. Ich hatte eine ganze Reihe von
Stammen, die, frisch herausgeziichtet, ein atypisches Aussehen boten (der Pseudo-
Influenzabacillus fritherer Anschauung). Es fanden sich sowohl kokkoide wie
auch pleomorphe Organismen mit den wildesten Erscheinungsformen — lange
schlanke Faden; dicke, plumpe Stibchen; Gebilde, die an Kiirbis- und Birnen-
form erinnern usw. Soweit diese Stamme nicht nach wenigen Uberimpfungen
eingingen — ein Zeichen schwerster Schidigung durch die menschlichen Anti-
korper —, zeigten sie kein abweichendes serologisches Verhalten, und die mit
ihnen hergestellten Sera agglutinierten die anderen Bacillen, ebenso wie sie
selbst von den Seren der anderen beeinfluBt wurden. Im iibrigen verloren sich
diese Involutionsformen allmahlich, wihrend es andererseits immer wieder vor-
kommt, daB ein alter Sammlungsstamm plétzlich atypische Wuchsformen her-
vorbringt, die ebenso schnell, wie sie kommen, auch wieder verschwinden. Be-
sonders hiufig ist diese Beobachtung dann zu machen, wenn eine neue Agar-
serie oder neue Blutart fiir die Nahrbodenherstellung zur Verwendung gelangt.
Ich bin daher auf Grund dieser Beobachtung wie auch wegen des serologischen
Verhaltens geneigt, diese morphologischen Verschiedenheiten nicht fiir ein Merk-
mal besonderer Rasse zu halten, sondern sie fiir Involutionsformen anzusehen,
wie sie uns von der Diphtherie, der Pest und den Meningokokken her wohl-
bekannt sind.

Im Laufe meiner Versuche hatte ich mehrfach Gelegenheit, von ein und
derselben Person an verschiedenen Tagen Influenzabacillen ziichten zu konnen.
Hierbei zeigte es sich, daB auch die aus derselben Quelle stammenden Bacillen
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Tabelle 4.

Ergebnisse der Agglutination beiPriifung von Stimmen, die von demselben
Patienten zu verschiedenen Zeiten gewonnen wurden.

Bezeichnung des Gepriift gegen Serum

Stammes ‘

H1 H6 401 1820 W. L. 1952 343
Schu. 25. IV.
St. I 200 200 — 50 —_ 200 —
St. II — — — — —_— —_ —
Schu. 14. V.
St. I 100 200 — 200 — 200 —
St. IT 100 200 — 200 —_ 400 —
St. 13. VL. - 800 — 800 200 200 200
St. 20. VIL. 50 100 200 | — 50 100 50

Bezeichnung des Gepriift gegen Serum

Stammes H1 | H6 | 1952 Halle | {
Lub. 12. VITL. . |iiber 400 | iiber 400 | 200 200 ]
. 15.VIIL .| 200 100 100 _
. 20.VIIL .| 200 100 100 — ’

kein einheitliches serologisches Verhalten aufweisen. Zwar kommt dies vor,
aber wie die Tabelle 4 beweist, ist das Gegenteil das hiufigere Ereignis.

Weiterhin habe ich verschiedene Male dieselbe Kultur innerhalb weniger
Tage 2mal gepriift. Auch die hierbei gefundenen Resultate weisen Differenzen
zwischen den einzelnen Priifungen auf (s. Tabelle 5), nicht nur in dem Sinne,
daB die Agglutinationsfahigkeit der Kultur gesteigert wird, sondern auch um-
gekehrt, dal sie gegen einzelne Sera zuriickgeht. Die gleiche Feststellung be-
deutet ja auch die bereits erwihnte Tatsache, daB beim ersten Versuch in:
agglutinable Stdmme nach mehrfacher Uberimpfung eine positive Reaktion
zeigen.

Unspezifische Agglutinationen. Es wurde natiirlich auch gepriift, ob die
Wirkung der Sera sich etwa auch auf Stimme erstreckte, die nach den gewdhn-
lichen Kriterien nicht als Influenzabacillen anzusehen sind. 4 verschiedene
Kulturen, die morphologisch den Eindruck von Influenza erweckten, aber ein,
wenn auch schwaches Wachstum auf Ascitesagar zeigten, auf dem zur Kon-
trolle heraufgebrachte Influenzabacillen nicht wuchsen, wurden von keinem
der Sera auch bei mehrfacher Priifung irgendwie beeinflufit. Auch 3 Keuch-
hustenstimme der Institutssammlung zeigten héchstens in einer Verdiinnung
von 1:20 geringe Spuren von Verklumpung. Die Unwirksamkeit der Sera
gegeniiber Typhus, Ruhr und anderen gramnegativen Stibchen sei nur der
Vollstandigkeit halber hier erwahnt. Leider war es mir nicht mdglich, andere
hamoglobinophile Bacillen, wie Koch Weeks, Haemophilus canis und Bac. Cohen
zu erlangen.

Vorwegnehmend mochte ich bei dieser Gelegenheit schon bemerken, dafl ich
auch die von Lemm beobachtete Neigung zur unspezifischen Agglutinations-
fahigkeit lingere Zeit aktiv(!) aufbewahrten Serums nicht bestitigen konnte.
Normalsera von Kaninchen zeigten itberhaupt keine Agglutination, und Menschen-
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Tabelle 5.

Ergebnisse der an verschiedenen Tagen angestellten Agglutinationen des-
selben Stammes.

Bezeichnung des Gepriift gegen Serum
Stammes H1 He 401 1820 W. L. 1952 343
Halle Sch.
1. 5.IX. 50 400 — 400 — 800 200
2. 17. X. 400 400 100 400 400 400 400
Halle Li.
1. 5 IX. 100 200 50 400 — 50 400
2. 17. X. — 50 — iiber 400 50 200 100
Bezeichnung des Gepriift gegen Serum
Stammes H1 H6 1052 Halle
Scheibe Sp.
1. 13.1I1 24 — — — 100
2. 29.1I 24 100 | 200 (400)| 400 50
Scheibe E.
1. 6.11. 24 100 (200) 200 100
2. 13.1L 24 400 400 100 400
13
1. 11. XTI 23 200 50 200 —
2. 14. XII. 23 200 100 — —
14
1. 11.XII 23 200 200 400 400
2. 14. XIL 23 400 400 200 50
16
1. 11. XTI 23 100 50 — —
2. 14. XII. 23 50 — 50 100
70
1. 29. XTI. 23 — — — 50
2. 14.1.24 400 400 200 400

sera, bei denen es in der Zeit der von mir angestellten Versuche allerdings schwer
ist, zwischen spezifischer und unspezifischer Wirkung zu unterscheiden, wiesen
nie einen Titer iiber 1:25 auf.

Absittigungsversuche. Von mehreren Seiten, insbesondere den Amerikanern,
ist darauf hingewiesen worden, dal gegen die serologische Einheitlichkeit der
Influenzabacillen ganz besonders der Castellanische Versuch spreche. Denn
selbst wenn eine Beeinflussung eines heterologen Stammes in direkter Aggluti-
nation erfolge, so versage doch die weitere Priifung der Identitét im Abséattigungs-
verfahren, indem nur der dem Serum homologe Stamm simtliche Agglutinine
in der Mehrzahl der Fille binde, wihrend die heterologen Kulturen nur die fiir
sie spezifischen zu beseitigen in der Lage waren und fiir den homologen Stamm
wie auch fiir andere heterologe die Agglutinine erhalten blieben oder héchstens
eine geringe Verminderung erfiihren.

Bei meinen diesbeziiglichen Versuchen habe ich mich folgender Technik
bedient: In das mit 0,4 proz. NaCl-Losung auf 1:10 verdiinnte Serum wurde
die in 24 Stunden auf 3 Petri-Schalen gewachsenen Kulturen hineinverrieben
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Tabelle 6 A. Absittigungsversuche.

Serum H 1 abgesittigt mit Stamm G. P. 4b. Unabgesittigtes Serum H 1.
. Serumverdiinnung : Serumverdiinnung:
Gepriift - : "
sogon 1:50 | 100 | 200 | 400 |800|1600 g E 1:50 100 | 200 | 400 | 800 | 1600 §l g
Stamm : =N )
H1 — == === = |F+FF+|FF |+ + | (D] = |-
H6 | — [ — | — | = |=|—|—|+++|++[++|+ | = | = | -
G.P4b |(B)|(B)| — | — |=|—|—| ++ [+F+|F++]| + |[(H)] — | —
Scheibe | — | — | — | — |[—|— | —| ++ |++| + [(H)| £ | — | —
1952 (| - - = |—-|—|—] ++ |++|F++|+F+| B} — | =
Halle | + ()] — | = [—|—|—| () |[B]| - |- |||~
W. L. — == =1=]=1=1 B e B B A
3 | — | — | = — ===+ [+ + D=1 ==
Tabelle 6 B.
Serum H 6 abgeséttigt mit Stamm E. Scheibe. Unabgesittigtes Serum H 6.
. Serumverdiinnung: Serumverdiinnung:
Gepriift - -
Sgtegen 1:50 | 100 | 200 | 400 |800|1600 §§ 1:50 100 200 400 | 800 | 1600 §§
Hl |++|++| + |+ |—|—| = ++ |++]| + | + [ (D] (D) —
H6 |++|++| + |[(H|—|—|—| ++ |++|++] + | + |(+)
G.P4b |44 |++| + | (B |—| = | | ++ [++] + [P £ | — |-
Scheibe | — | — | — | — |—|— |~ | ++ |++| + ()| £ | — | —
1952 e e e e o I B B ot S o o I S I S B 0= =) B B e
Halle | + | + | £ | « |—|—|—| ) | £ £ £ | — | = —
WL [—| - |=Z|=|=-|-| + [P =|-]- -
343 ++l++ ]+ (B === ++ [+ + [+ ()] = =
Tabelle 6 C. Abséttigungsversuche.
Serum H 1 abgesittigt mit Stamm H 1. Unabgesittigtes Serum H 1.
Serumverdiinnung: Serumverdiinnung ;
Gepriift -
sg;grz; 1:50 | 100 200 400 | 800 (1600 EE 1:50 100 200 | 400 800 | 1600 EE
H1 - === ===+ |+ + + | £
Hé -l - = === |+ |+ |+ ]+ |-
GP4b | — | — | — | = |—=|—|—| +F+ |F++| + | (| £ | —|—
Scheibe | — | — | — | — |—| — | — + + |+ == = |-
1952 + | == =1=|=1—| ++ |F++|++| + | + ()| -
Halle - - ===l =| =+t |+ |+ = ==
W. L. R e e R B e — e e e e
343 -l - = === ++ [++I++] + (P £ |-

und das Gemisch 4 Stunden bei 56° und anschlieend iiber Nacht im Eisschrank
stehen gelassen. Nachdem durch scharfes Zentrifugieren die Bacillen sich ab-
sedimentiert hatten, wurde mit dem Abséttigungsstamm eine orientierender
Agglutinationsversuch vorgenommen, und, falls die Agglutinine noch nicht
restlos entfernt waren, noch einmal eine Abséittigung in der oben beschriebenen
Weise vorgenommen. In der Regel geniigten 1—2 Absittigungen.
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Tabelle 6 D.
Serum H 1 abgeséttigt mit Stamm 1952.
i Serumverdiinnung: Serumverdiinnung:
Gepriift - "
Sosen 1:50 | 100 | 200 | 400 | 8001600 5;5 1:50 100 | 200 | 400 | 800 | 1600 ég
Stamm : N : ( z3
H1 - = = === -
H6 + | - == |—]—|-
Gsr'c}l;it: ; :—l: B Tz B Siehe obenstehend.
1952 e e el e
Halle |(+) — | — | — | —| — | —
W. L. - - = === -
343 - =] =] === 1-
Tabelle 6 E. Absattigungsversuche.
Serum 1952 abgesittigt mit Stamm H 1. Unabgesattigtes Serum 1952.
Gepriit Serumverdiinnung: : Serumverdiinnung: -
josen 1:50 | 100 200 | 400 | 8001600 §§ 1:50 100 200 | 400 500 1600 § E
Stamm : iz § : Z g
H1 | == ===~ ++ |+t + | + ] £ -
H6 (B - — ===+ |+ |+ + |+ | (H)] =
GP4b [(£) — | — | = | = == ++ |++| + | + || = |-
Scheibe | — | — | — | — ||~ || (0 [(PD| x| -] -] ==
1952 + + |+ |- =]+ |F++|F+F + |+ | (H)] -
Halle - =1 == — || ++ [+t + | ()] = | =
W. L. — | == = === i i e e e e
343 + 1 =-1=1=—1—1=1—=1++ ++l++i++] + | £ | -
Tabelle 6 F.
Serum H 6 abgesittigt mit Stamm H 6. Unabgesittigtes Serum H 6.
Gepriit Serumverdiinnung: - Serumverdiinnung:
gegen 58 55
Stamm 1:50 | 100 | 200 | 400 |800({1600| 3| 1:50 | 100 | 200 | 400 | 800 | 1600 | Z &
ZiNd A
H1 | — (|| = | === ++ |+ + || = | = | =
H6 i e B B e e il B o S e o o S S S N C DR
GP4b | — | — | = | = | === ++ |++ | + | £ | -] = =
Scheibe | — | — | — | — | —| — | — + + I+ B -] ==
1952 B+ |+ |+ === ++ |++++] + | ()] £ -
Halle | — | — | — | —|— — || + |+ (| -] -] =]|=
WL |- = | ===/ + [ = = | -] ==
343 =1l =1 —=Il=1=1=1++ |++ + (| =] = | =

Die Ergebnisse dieser Versuche, von denen die in der Tabelle 6 A—F an-
gefiihrten eine Auswahl darstellen, bestétigen im grofen und ganzen die oben
angefiihrten Beobachtungen. Allerdings konnte ich haufiger auch im Castel-
lanischen Versuch identische Stamme feststellen, als welche sich H 1, 1952 und
G P 4b erwiesen, die ihrer Herkunft nach in gar keinem Zusammenhang stehen.
Auch bei der Absittigung des Serums H 6 durch Stamm Scheibe findet sich
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eine Herabsetzung des Agglutinationstiters fiir alle gepriiften Stimme gegen-
iber dem nicht abgesattigten Serum, die so einheitlich und durchgingig ist,
daB von einem Zufall keine Rede sein kann. Haufig jedoch ist eine Verminderung
des Serumtiters fiir andere als den Absittigungsstamm i{iberhaupt nicht zu kon-
statieren. Es heiit jedoch, die Bedeutung dieser Tatsache weit iiberschatzen,
wenn man darauf einen Beweis gegen die #tiologische Bedeutung der Influenza-
bacillen aufbauen will; liegen doch die Verhéltnisse bei anderen Erregern von In-
fektionskrankheiten, worauf ich spéter noch zuriickkommen mdéchte, ganz dhnlich.

Erklirungsversuche. Das verschiedenartige Verhalten der zwei- und mehr-
mals untersuchten Stimme, wie auch die Tatsache, daB bei einer Person mehrere
sich serologisch verschieden verhaltende Kulturen gewonnen werden koénnen,
legte mir den Gedanken nahe, dafl der Receptorenapparat der Influenzabacillen
besonders schnellen und betrachtlichen Verinderungen unterworfen ist. Bestérkt
wurde meine Annahme noch durch eine Beobachtung, die ich bei einer Reihe
von Conjunctivitisfallen machen konnte. 3 Kinder einer Familie erkrankten
nacheinander an Bindehautentziindung mit positivem Befund hémoglobino-
philer, als Influenzabacillen angesprochener Bacillen. Dafl diese Bacillen die
Ursache der Erkrankung waren, bewies ich durch einen Selbstversuch, indem
ich die diinne Aufschwemmung eines aus dem Auge des einen Kindes heraus-
geziichteten Stammes in den Conjunctivalsack meines rechten Auges brachte.
Nach 6 Stunden traten die ersten Erscheinungen einer beginnenden Conjunctivitis
bei mir auf, und nach weiteren 3 Stunden konnte bereits eine eitrige Sekretion
festgestellt werden. Am nichsten Morgen fand sich das typische Bild einer
Conjunctivitis. In den Ausstrichpraparaten des Auges waren gramnegative,
zarte, morphologisch als Influenzabacillen imponierende Stibchen zu sehen.
Merkwiirdigerweise aber gelang es nicht, sie zu ziichten. Dahingegen fanden
sich in einem Abstrich der hinteren Wand meines Rachens typische Influenza-
bacillen, withrend vorher keine dagewesen waren. Die Atiologie der Krankheit
diirfte fiir diesen Fall damit sichergestellt sein. Ebenso sicher erscheint es mir,
daB die 3 Kinder sich gegenseitig infiziert haben, daf also derselbe Stamm fiir
die Erkrankung der 3 Personen verantwortlich zu machen ist. Denn es diirfte
mehr als gesucht erscheinen, hier etwa eine Infektion aus verschiedenen Quellen
annehmen zu wollen. Nichtsdestoweniger erwiesen sich bei der serologischen
Priifung die 3 Stdamme als verschieden (s. Tabelle 7). Bei allen 3 Kindern waren
gleichzeitig Influenzabacillen auch im Rachen nachgewiesen worden. Auch die

Tabelle 7. Stamm gewonnen bei einer Conjunctivitis - Endemie.

Bezeichnung des Gepriift gegen Stamm
Stammes H1 H6 1952 Halle
718 C.1) 400 200 iiber 400 400
718 R.2) 100 50 50 200
719 C. 100 400 100 (200) 100
719 R. 100 100 50 100
720 C. iiber 400 100 200 200
720 R. 50 (100) 50 50 50
Dr. L. R. 200 400 200 200

1) Stamm aus der Conjunctiva. 2) Stamm aus dem Rachen.
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Tabelle 8.

Vergleichende Agglutination der von einer Einzelkolonie gewonnenen
Subkulturen.

a) Serum H 1 gegen Stamm H 1 (homolog).

Nr. der Serumverdiinnung

Subkultur 1:50 100 200 400 800 1600 | NaCl-Kontr.
1 + ++ + (+) - — _
2 ++ + + () - _ _
3 (+) ++ —~ Al _ _ -
4 + + + - - —
5 ++ (+) (+) + — - —
6 + ++ : (+) - - —
7 ++ + (+) - - -
8 ) | H i — - -
9 + | + (+H) - -
10 + ++ (+) (+) — - —

b) Serum H 6 gegen Stamm H 6 (homolog).

Nr. der Serumverdiinnung
Subkultur 1:50 100 200 400 800 1600 | NaCl-Eontr.
1 ++ |+ + + + - —~
2 ++ |+ + - - - -
3 N + - _ - -
4 4 ++ () + —~ - -
5 + | ++ (+) — - — —
6 4+ o+ n + —~ - -
7 + + ¥ X u — _
8 £+ ¥ ¥ (1) —~ — —~
9 e R CA T - - -
10 (+) + (+) — — — _

von dort gewonnenen Kulturen zeigten keine Ubereinstimmung weder unter-
einander, noch mit den aus dem Auge des betreffenden Kindes gewonnenen,
wiewohl doch kaum anzunehmen ist, da diese Rachenstimme andere sein
sollten als die von der Conjunctiva gewonnenen. Auch mein eigener Rachen-
stamm zeigte ein anderes serologisches Verhalten als der, mit dem ich mich
infiziert hatte.

Die geschilderten Beobachtungen fithrten mich dazu, in einer Reihe von
Untersuchungen der Verdnderlichkeit der Agglutinierbarkeit der Influenza-
bacillen nachzugehen. Zu diesem Zweck wurde folgendes unternommen: Eine
gianzlich isoliert stehende Einzelkolonie wurde in der Weise ausgestrichen, daB
am nichsten Tage mit Sicherheit 10 einzelne Kolonien abgeimpft werden konnten.
Die so gewonnenen, also sicher von einer Kolonie stammenden 10 Kulturen
wurden auf ihr Verhalten gegeniiber dem homologen Serum gepriift. Es wurde
peinlichst auf gleiche Versuchsbedingungen geachtet und auch immer Nihr-
boden derselben Serie verwendet.

Betrachten wir die in der Tabelle 8a—d zusammengestellten Versuche, so
finden wir zwischen den einzelnen Subkulturen Unterschiede in 3 Richtungen: 1.in
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Tabelle 8.

Vergleichende Agglutination der von einer Einzelkolonie gewonnenen
Subkulturen.

¢) Serum H 6 gegen Stamm 343 (heterolog).

Nr. der Serumverdiinnung
Subkultur 1:50 100 200 400 800 1600 | NaCl-Eontr.
1 + ++ + (+) — _ _
2 (+) (+) + + — - -
3 [ R s + = — — _
4 + (+) (+) (£) — — -
5 ¥ ++ |+ | —~ _ -
6 ++ (+) (+) (+) + — —
7 ++ ++ + (+) — _ _
8 |+ + (-h) - - -
9 ++ |+ + + —~ . -
10 + ++ | - + - -

d) Serum H 6 gegen Stamm III (heterolog).

Nr. der Serumverdiinnung
Subkultur 1:50 100 200 400 800 1600 | NaCl-Kontr.
1 +-+ + (+) (+) + — —
2 |+ @ — - _ _
3 ++ |+t + () - -~ —
4 ++ | 1 + L () - -
5 | + - - - -
6 ++ (+) + — — - -
7 et |+ — _ _ - -
8 HERE + (+) - - -
9 ++ + + — - - -

der Hohe der Serumverdiinnung, bis zu der eine Agglutination erfolgt, 2. in
der Stiirke der Ausflockung und 3. in dem Auftreten von Hemmungszonen.
Zu 1.: DaB} es sich nicht um Zufallsergebnisse, beruhend auf Versuchsfehlern
handelt, geht aus der Haufigkeit dieser Erscheinung hervor. Eine Verminderung
der agglutinierenden Wirkung des Serums kommt bei den gleichzeitig angestellten
Versuchen nicht in Frage. Es bleibt also nur iibrig, die Unterschiede auf die
Bakterien zuriickzufiihren. AuBere Einwirkungen in Gestalt verschiedener
Zichtungsbedingungen liegen nicht vor, da die Subkulturen in Gruppen zu
vier immer auf einer Platte hergestellt wurden und auch zwischen diesen vier
diese Unterschiede sich finden. Ein weiterer Einwand, da die Differenzen auf
der verschiedenen Dichte der Aufschwemmungen beruhen, ist deswegen zuriick-
zuweisen, weil erstens einmal auf eine moglichste Gleichm#Bigkeit in dieser
Beziehung geachtet wurde; zweitens aber kann angenommen werden, daB,
wenn wirklich der Receptorenapparat der Bakterien unverindert bleibt, und
das miite er unter den vorliegenden Versuchsbedingungen tun, auf die Dichte
der Aufschwemmung zuriickzufithrende Unterschiede sich auf die Stérke der
Reaktion beschrinken. Ich kann mir vorstellen, daf3 bei einer zu dichten Auf-
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Tabelle 8.

Vergleichende Agglutination der von einer Einzelkolonie gewonnenen
Subkulturen.

eI) Serum Halle gegen Stamm Halle (homolog).

Nr. der Serumverdiinnung
Sublkultur 1:50 100 200 400 800 1600 | NaCl-Kontr.
1 + + + (+H) - () -
2 + + (+) + — - -
3 (+) + (+) (+) - — —
4 + + + + - - -
5 + (+) ¥ n - - -
6 + -+ (+) (+) (£) - -
7 ¥ (+) + - - - —
8 - + (+) — — — -
9 (+) (+) + + - - —
10 (F) + (+) + — — _

e IT) Serum Halle gegen Subkulturen von Nr. 7e I.

Nr. der Serumverdiinnung
Subkultur 1:50 100 200 400 800 1600 | NaCl-Kontr.
1 T T . + + - -
2 B e —~ - -
3 ++ (+) (+) (+) + — —
4 o+ | | + () + -
5 ++ | | 4 + + ¥ -
6 R e I e ) -
7 TR e N + (+) -
8 ot | A | + - - -
9 RRRRUN, (RN (N P + —~ -

schwemmung die Agglutinine des Serums nicht ausreichen, um sémtliche Bak-
terien zur Bindung zu bringen. Ich kann mir aber nicht denken, daf in diesem
Falle iiberhaupt keine Beeinflussung erfolgt. Es steht dem auch entgegen, dafl
in der stirksten Konzentration des Serums héufig die gleiche Reaktionsstarke
festzustellen ist, wie es z. B. beim Serum H 6 gegen Stamm H 6 (Tabelle 8b)
in den Subkulturen 1—4 der Fall ist, ohne daB3 dies aber mit der Titerhéhe
der Agglutination korrespondiert.

Zu Punkt 2, der Stirke der Ausflockung, muf ich zugeben, daf hier vielleicht
die Dichte der Aufschwemmung beim Vergleich zwischen den einzelnen Sub-
kulturen eine Rolle spielen kann. Dennoch aber geniigt diese nicht, um so
krasse Unterschiede zu erkliren, wie sie bei Serum H 6 gegen Stamm H 6 zwi-
schen Subkultur 6 und 8 einerseits und 7 andererseits bestehen.

Am meisten beweisend fiir die Verschiedenheit der einzelnen Subkulturen
scheint mir das Auftreten der Hemmungszonen zu sein, die iibrigens bei den
Influenzabacillen verhiltnism#Big haufig zu beobachten sind. Von einem ein-
heitlichen Auftreten dieser Erscheinung innerhalb der von einer einzelnen Kultur
stammenden Subkulturen ist aber nirgends etwas zu sehen. Wahllos kommen
sie bei fast allen Gruppen vor. Sie finden sich sowohl bei solchen Versuchs-
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reihen, die eine starke und bis zu hoher Verdiinnung hinaufgehende Reaktion
zeigen, wie auch bei solchen, deren Beeinflussung in quantitativer und qualita-
tiver Hinsicht nur schwach ist. Auch die Breite der Serumverdiinnung, iiber
die sich die Hemmungszonen erstrecken, ist innerhalb desselben Versuches ver-
schieden. Einmal bis 1:100 (Serum H 6 gegen Stamm 343 Nr. 2, s. Tabelle 8c),
meistens jedoch auf die Serumkonzentration 1:50 beschriankt. Diese Erschei-
nung mit der Aufschwemmungsdichte in Verbindung bringen zu wollen, er-
scheint mir ebenfalls nicht moglich, da von diesem Gesichtspunkt aus die inner-
halb derselben Reihe sicher gleiche Menge von Bakterien bei den fallenden
Serummengen und der damit einhergehenden Verminderung der Agglutinine
nur in absteigender Linie beeinflult werden konnte.

Um zu priifen, ob etwa die Entwicklung besonderer Rassen die Verschieden-
heit der Erscheinungen bedingt, habe ich weitergehend noch folgenden Versuch
mit Stamm Halle gegen Serum Halle angestellt (Tabelle 8e). Die bei der ersten
Priifung am wenigsten beeinflufite Subkultur Nr. 7 wurde noch einmal verdiinnt
ausgestrichen und abermals 9 einzelne Kolonien gewonnen. Die mit diesen an-
gesetzten Agglutinationsversuche zeigen, dal keineswegs nunmehr alle Kulturen
die gleich schwachen Resultate aufweisen, dal im Gegenteil fiir simtliche Unter-
stdmme viel héhere Agglutinationswerte zu bemerken sind. Es zeigte sich wieder
unter den einzelnen Stammen die groBte Verschiedenheit. Allerdings bin ich
geneigt, die Unterschiede, die sich zwischen den beiden Versuchsreihen e I und
e IT beziiglich der Intensitit der Agglutination ergeben, auf Differenzen zuriick-
zufithren, die vielleicht, auf Verschiedenheiten des Nahrbodens beruhend,
nicht gestatten, einen Vergleich zu ziehen. Ich muB freilich bemerken, daf
ich nicht angeben kann, worin diese Verschiedenheit des Niahrbodens be-
steht; da es aber 2 verschiedene Agarserien waren, liegt die Méglichkeit immer-
hin vor.

Es schien mir wiinschenswert, zum Vergleich auch andere agglutinable Bak-
terienarten heranzuziehen, und es wurden daher nach demselben Verfahren ge-
wonnene Kulturen von Typhus, Paratyphus B, Ruhr Flexner, Shiga und Y und
Cholera gegen ihre spezifischen Sera agglutiniert (Tabelle 9a—f).

Wihrend Typhus, Ruhr Flexner und Y verhéltnismaBig gleichmiBige Re-
sultate ergaben und der Versuch mit Shiga-Ruhr wegen des sehr niedrigen
Serumtiters fiir nicht sehr beweisend angesehen werden kann, zeigt der Versuch
mit Cholera wenigstens in der Subkultur 1 ein abweichendes Verhalten beziig-
lich der Titerhohe, das gleichmafig bei der Priifung mit 2 Seren zu beobachten
ist. Auch beziiglich des Vorkommens von Hemmungszonen zeigen sich inner-
halb derselben Versuchsreihe Unterschiede. GroBere Differenzen weisen aber
die Paratyphus-B-Stamme auf, indem von 10 Subkulturen 3 (1, 3 und 4) Spon-
tanagglutination zeigten und Nr. 6 bis zur 8fachen Serumverdiinnung beeinfluBt
wird gegeniiber Nr. 7, obgleich die stirksten Konzentrationen beziiglich der In-
tensitdt der Reaktion das umgekehrte Verhiltnis aufweisen.

Also auch Bakterien, deren Agglutinabilitit im allgemeinen als konstant an-
gesehen wird, zeigen Schwankungen, deren Ursache nur in einer Verinderlichkeit
der Mikroorganismen zu suchen sein kann. Auf Grund der in der Literatur
wiedergegebenen und von mir erhobenen Befunde stellt sich mir nun das Bild
der Influenzaserologie folgendermaflen dar:
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Die mit einem Stamm hergestellten spezifischen Sera vermogen nicht die
iiberwiegende Mehrzahl heterologer Stamme bis zur gleichen Titerhthe wie den
homologen Stamm zur Agglutination zu bringen. Wohl aber ist es moglich,
fast jeden auf Grund der sonstigen Kriterien als Influenzabacillus anzusprechen-
den Bacillus bis zu einer Titerhche zu beeinflussen, die ungefahr an der Grenze

Tabelle 9.
Vergleichende Agglutination der von einer Einzelkolonie gewonnenen
Subkulturen.
a) Typhus.
Nr. der Serumverdiinnung
Subkultur 1:2000 4000 8000 16 000 32 000 64 000 NaCl-Kontr.
1 + + + (+) + —_ —
2 + + + (+) - — —
3 + + + (+) - — —
4 + + + (-+) — — -
5 4 + + (+) - - -~
6 + + (+) (+) - - -
7 + + + (+) - — —
8 + + + + — — —
9 + + + (+) — — —
10 + + + + — - _
b) Paratyphus B.
Nr. der Serumverdiinnung
Sublultur 1:200 400 800 1600 8200 6400 NaCl-Kontr.
1 I I i + @
2 + + + (+) — — —
3 + + + + + + (+)
4 + + + + + (+) (+)
5 + + | ~ ~ -
6 + + + (+) + (£) -
7 ++ + (+) — — — —
8 + + (+) — — — _
9 ++ + + + (+) — —
10 + + (+) + — — —
¢) Ruhr Flexner.
Nr. der Serumverdiinnung
Sablultar 11100 200 400 800 1600 3200 | NaCl-Kontr.
1 ++ ++ ++ + - — -
2 ++ ++ ++ + — — —
3 +++ ++ + (+) (+) — _
4 +++ ++ ++ (+) - — —
5 ++ ++ ++ (+) - - -
6 +++ ++ + + (+) — _
7 ++ ++ + (+) + - —
8 +++ ++ (+) + — — —
9 +++ ++ ++ + + - -
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d) Ruhr Shiga.
Nr. der Serumverdiinnung
Subkultur 1:100 200 400 | 800 1600 3200 | NaCl-Kontr.
1 + (+) + - - - -
2 ++ + — — — — —
3 ++ + — — — — —
4 ++ (+) - — — — —
5 + + - — — — —
6 ++ ++ — - - — —
7 ++ ++ - — — — —
8 + (-+) - - - - -
9 4+ + (+) —~ - - —~
10 ++ | o+ | - —~ —~ —~
e) Rubr Y.
Nr. der Serumverdiinnung
Subkultur 1:100 200 400 800 1600 3200 | NaCl-Kontr.
1 ++ ++ + + + - —
2 ++ ++ ++ + (+) — —
3 ++ ++ + (-+) + + -
4 ++ ++ ++ ++ + — —
5 ++ + + (+) + — —
6 ++ ++ + (+) (+) + —
7 ++ ++ + (+) (+) - —
8 ++ + + + (+) — —
9 ++ ++ ++ + (+) — —
10 ++ ++ + + (+) + —
fI) Cholerastamm Woitas gegen Eselserum R. G. A.
Nr. der Serumverdiinnung
Subkultur 1:100 200 400 800 1600 3200 6400 12800
1 ++ +++ ++ ++ ++ + (£) +
2 +++ | +4++ +-+ ++ + (+) - —
3 ++ ++ ++ + + — — —
4 +++ ++ ++ + (£) - — -
5 ++ +++ | +++ ++ + - — —
6 +++ ++ ++ + + — — -
7 + ++ ++ + (-+) — — —
fII) Cholerastamm Woitas gegen Kan.-Ser. Hy. Br.
Nr. der Serumverdiinnung
Subkultur 1:100 | 200 | 400 800 1600 | 3200 | 6400 12800
1 ++ | ++ + + (+) l + - -
2 +++ ++ + (+) - — — —
3 +++ | ++ ++ + — — — .
4 ++ | ++ + (+) - — — —
5 + ++ + (£) — — — —
6 T S R ‘ - \ - —~
7 + ++ + + — — — —
Die NaCl-Kontrollen waren alle negativ.
18
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4

liegt, bis zu der nach langerer Aufbewahrung der Titer des Serums fiir den
homologen Stamm zuriickgeht. Wie bei anderen Bakterien gibt es natiirlich
auch bei den Influenzabacillen inagglutinable Stimme, deren Zahl aber nicht
grofer ist als anderswo. Es sind auch nicht alle Stamme in gleicher Weise zur
Herstellung spezifischer Sera geeignet, ebenfalls eine Tatsache, die nicht auf den
Influenzabacillus beschrénkt ist.

Der Begriff des polyvalenten Stammes aber, wie ihn Bieling auffaflt, ist
nicht aufrechtzuerhalten, vielmehr ist anzunehmen, dafl Bieling bei seinen ja
nur mit einer sehr geringen Anzahl von Kulturen ausgefithrten Versuchen zu-
falligerweise vollig gleichartige Stdmme vor sich gehabt hat.

Eine Einteilung der Influenzabacillen in bestimmte Rassen, sei es nach der
Herkunft, sei es nach der Morphologie, kann durch die serologischen Befunde
nicht bestatigt werden.

Aus der Tatsache, dal die Influenzabacillen von heterologen Seren nicht bis
zur Titergrenze beeinfluit werden und auch im Absorptionsversuch im allge-
meinen nicht in der Lage sind, eine Bindung anderer als der fiir den Bindungs-
stamm eigenen Agglutinine zu bewirken, haben nun Park und seine Mitarbeiter
den Schlufl gezogen, daf} diese serologischen Verschiedenheiten ein strikter Be-
weis gegen die dtiologische Bedeutung der Influenzabacillen seien, daB sie viel-
mehr, ahnlich wie Coli und Proteus sich verhaltend, auch wie diese zu den
Saprophyten zu rechnen seien. Dieser Schlul scheint mir nun keineswegs be-
rechtigt zu sein. Liegen doch die Verhiltnisse bei anderen Bakterien &hnlich:
so sind ca. 30 verschiedene Ruhrarten bis jetzt bekannt; wollte man fiir jeden
Stamm unbedingt eine Beeinflussung des Serums bis zur Titergrenze verlangen,
so wiirde sich diese Zahl, glaube ich, gewaltig vermehren.

Beim Gasbrand hat, wie Pfeiffer und Bessau zeigen konnten, fast jeder
Stamm seine serologische Eigenheit. Nun liegen ja hier insofern etwas andere
Verhiltnisse vor, als es sich nicht um einen ansteckenden Erreger handelt,
sondern um einen an dem Ort seines gewohnlichen Aufenthaltes, dem Darm,
ungefahrlichen Mikroorganismus, der nur unter besonderen Bedingungen zu
pathogener Wirksamkeit gelangt.

Bessere Vergleichsobjekte sind die Meningo- und ihre nahen Verwandten,
die Gonokokken. Seitdem Gordon die von ihm gelegentlich einer Epidemie
unter den Mannschaftsbestinden einer Garnison isolierten Meningokokken in
4 verschiedene serologische Typen einteilen konnte, ist dieser Frage, besonders
in Amerika, ausfithrlich nachgegangen worden. Eastwood, Griffith, Pon-
der, Thomsen und Wulff, Wadsworth, Gilbert und Hutton, Dopter
und seine Mitarbeiter und noch andere mehr haben sich mit dieser Frage be-
faBt. Das Ergebnis aller dieser Arbeiten lauft darauf hinaus, da nicht einmal
die 4 Gordonschen Typen ausreichen, um alle Meningokokken serologisch ein-
teilen zu koénnen, sondern dafBl noch zahlreiche Stimme vorhanden sind, die
ihrerseits teilweise wieder in Gruppen zusammengehdren, teilweise aber auch
eine serologische Einzelstellung einnehmen, indem sie nur von ihrem homologen
Serum beeinflut werden. Besonderen Wert méchte ich noch auf die mit Meningo-
kokken angestellten Abséattigungsversuche legen, da hier die Verhiltnisse fast
genau so wie bei den Influenzabacillen liegen. So teilte Griffith 131 von ihm
isolierte Stamme durch Verwendung von 19 verschiedenen monovalenten Im
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munsera in 2 Gruppen, von denen die Gruppe I auBer der Haupt- 5 Unter-
gruppen, die Gruppe II auler der Haupt- 2 Untergruppen enthielt. Die Grup-
pen I und II sind festgestellt durch direkte Agglutination, die Untergruppen
aber grenzen sich dadurch ab, da8 sie die Agglutinine fiir die anderen im Castel-
lanischen Versuch nicht banden und daB sie die Bildung von Agglutininen
hervorriefen, die von anderen Gruppen nicht gebunden wurden. Griffith be-
tont besonders, dafl die Schwankungen in der Agglutination und dem Bindungs-
vermogen der einzelnen Stimme so groBl waren, dal sich daraus erhebliche
Schwierigkeiten fiir die praktische serologische Differenzierung ergiben. Dopter
und Dujarric de la Riviére stellten fest, daB durch Absittigung mit einem
heterologen Stamm ein monovalentes Serum seine Agglutinine nur fiir den Ab-
sittigungsstamm verliert, sie aber fiir seinen homologen und andere heterologe
Stdmme behilt. In weiteren Versuchen konnte Dopter gemeinsam mit Pauron
nachweisen, daf} Sera, die Meningokokken und Parameningokokken agglutinieren,
wenn sie mit Meningokokken abgesittigt werden, nur die Agglutinine fiir diese
verlieren, wihrend die Receptoren fiir Parameningokokken erhalten bleiben.

Ahnlich liegen die Verhiltnisse bei den Gonokokken. Ich beschrinke mich
darauf, die Arbeit von J6tten anzufiihren, die in ausfiihrlicher Weise die sero-
logischen Verhiltnisse von 27 Stdmmen darstellt. 20 von diesen Stimmen
konnten in 4 Gruppen zusammengefaf3t werden, 7 aber zeigten mit den ver-
wendeten Seren keine Reaktion, stellen also anscheinend Sondergruppen dar.
Sieht man sich aber die tabellarisch dargestellten Ergebnisse genauer an, so
kann man feststellen, dal auch die nach Jottens Ansicht zusammengehérigen
Stamme keineswegs absolut iibereinstimmende Resultate ergeben, sondern daB
z. B. ein Serum der Gruppe IV zwar 6 der dazugehérigen Stimme bis zur Titer-
grenze beeinfluBlt, einen 7. aber gar nicht agglutiniert, wahrend dieser Stamm
hinwiederum mit einem anderen Serum reagiert, das seinerseits von den anderen
6 Stimmen 2 véllig unbeeinfluBt 1aBt. Ahnlich liegen die Verhiltnisse auch in
den anderen Gruppen, und so kann von einer absoluten Einheitlichkeit des
Verhaltens auch innerhalb der einzelnen Gruppen keine Rede sein.

SchlieBlich mochte ich auch noch auf die Befunde hinweisen, die sich bei
den Versuchen ergeben haben, Diphtheriebacillen durch Agglutination zu identi-
fizieren. Lippstein fand, daB die Agglutinabilitit dieser Bacillen sehr variabel
sei und die besten Resultate nur mit dem zur Herstellung des Serums benutzten
Stamme zeigen. Mit einem aus 3 Stimmen hergestellten Immunserum aggluti-
nierten nach Bell nur 809, von 130 gepriiften Kulturen. Die anderen aber
blieben unbeeinfluft.

Trotz dieser Tatsachen aber wird kein Mensch daran denken, an der &tio-
logischen Bedeutung der Meningokokken, der Gonokokken oder der Diphtherie-
bacillen irgendeinen Zweifel zu hegen. Die Agglutination ist also wohl doch
nicht fiir alle Mikroorganismen ein in gleicher Weise verwertbares Kriterium.

Die Erklirung fiir die geschilderten Erscheinungen diirfte wahrscheinlich
darin beruhen, daB der Receptorenapparat der einzelnen Individuen nicht so
einheitlich gebaut ist, wie man bisher annehmen zu diirfen geglaubt hat. Ins-
besondere scheinen, wie aus meinen Versuchen mit den Subkulturen hervorgeht,
die Receptoren der Influenzabacillen einem schnellen und ziemlich betracht-
lichen Wechsel unterworfen zu sein.

18*
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In geringerem Grade tritt diese Versénderlichkeit der serologischen Beein-
flussung sogar bei den Bakterienarten auf, deren Agglutinabilitit als gut und kon-
stant bekannt ist. Durch Ziichtung unter schlechten Ernidhrungsverhiltnissen
gelingt es ja auch bei diesen, gréBere Verdnderungen kiinstlich hervorzurufen.

Diese Variabilitdt ist ja nun eine Erscheinung, die nicht allein auf die Sero-
logie beschriankt ist, sondern sich auch auf die anderen biologischen Erschei-
nungen erstreckt und sogar so weit geht, dal bisher wohlcharakterisierte Grup-
pen nur als verschiedene Erscheinungsformen derselben Grundeinheit gelten
koénnen. Ich denke da hauptsichlich an die Versuche Morgenroths und seiner
Mitarbeiter, denen es gelungen ist, den Streptokokkus in den Viridans und
diesen wieder in den Pneumokokkus zu iiberfiithren.

Frage der Einheitlichkeit von Influenza- und Koch-Weeks-Bacillen. Im An-
schlufl hieran méchte ich mich einer Frage zuwenden, die in neuester Zeit wieder
Gegenstand hiufigerer Untersuchungen gewesen ist, ob niamlich die Influenza-
bacillen und die Koch-Weeks-Bacillen identisch sind oder nicht. Eine ausfiihr-
liche Behandlung dieses Problems ist erst kiirzlich von Knorr verdffentlicht
worden, der auf Grund seiner Literaturstudien und eigenen Versuche zu dem
Schlufl kommt, daf} diese beiden Keime identisch sind und daf der Typ der
Influenzabacillen, der mit Koch-Weeks-Bacillus bezeichnet wird, der Ausdruck
fiir die bindehautvirulentere Form ist. Es wiirde zu weit fiihren, hier noch
einmal die gesamte diesbeziigliche Literatur und alle Vergleichsmomente der
Morphologie und Biologie dieser Bakterien sowie die Klinik und Epidemiologie
der Krankheit zu besprechen. Es sei auf die erwihnte Arbeit verwiesen. Nur
mit den serologischen Ergebnissen will ich mich befassen.

Da ist zunichst eine Arbeit von Luerssen anzufiihren, der zwar keine
spezifischen Sera herstellen konnte, aber als Unterschied zwischen Koch-Weeks-
Bacillus einerseits und den hiamoglobinophilen Bacillen andererseits eine hohe
Agglutinierbarkeit der Koch-Weeks-Bacillen durch gewisse Normalsera angibt,
verbunden mit Spontanagglutination in der Kochsalzkontrolle, die erst dadurch
vermieden werden konnte, daB die Verreibung der Bacillen in Aqua. dest. erfolgt
und dann erst physiologische Kochsalzlésung bzw. Serum zugesetzt wurde. Die von
Luerssen gefundenen Werte fiir die verschiedenen Serumarten waren folgende:

Mensch. . . . . . . . .. bis zu einer Verdiinnung von 1 : 2500
Kaninchen . . . . . . . . ss 33 9 9 5 1:58000
Taube und Pute . . . . . v 33 9 ' , 1: 640
Sehwein . . . . . . ... s 35 3 - » 1: 10

Diese Erscheinung ging aber im Laufe der Weiterziichtung verloren.

Gleichfalls vergeblich versuchten Pesch und Hammerschmidt spezifische
Sera fiir Koch-Weeks-Bacillen zu gewinnen. Auffallende Ergebnisse aber erzielte
Schneider, der fiir seine simtlichen 10 Koch-Weeks-Bacillenkulturen und
2 Influenzabacillenkulturen mit den verwendeten Influenza- und Koch-Weeks-
Seren absolut gleiche Resultate erzielte, sowohl in direkter Agglutination wie
auch im Castellanischen Absdttigungsversuch. Die Beobachtungen erscheinen
mir aber deswegen nicht einwandfrei, weil als Kriterium der Agglutination die
Hiutchenbildung verwendet worden ist, die nach dem oben Gesagten nicht als
beweisend angesehen werden kann. Ahnliche, wenn auch nicht so einheitliche
Resultate erzielte Knorr, der auBer kiinstlich hergestellten Tierseren noch das
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Blut von Influenzakranken und an Koch-Weeks-Bacillen-Conjunctivitis Leiden-
den untersuchte. Bei beiden Gruppen konnte Knorr eine Beeinflussung sowohl
der Influenzabacillen wie auch der Koch-Weeks-Bacillen feststellen, wenn auch
nicht fiir alle gepriiften Stdémme: insbesondere hebt er bei den Conjunctivitis-
fallen die jedesmal stirkere Beeinflussung des Eigenstammes hervor. Eine
Erscheinung, die ja auch fiir die von mir beobachteten Fille teilweise zutrifft.
Aus seinen Versuchen schlieft nun Knorr, dafl sich die Koch-Weeks-Bacillen
serologisch genau so verhalten wie die Influenzabacillen, d. h. in die verschie-
densten serologischen Gruppen zerfallen, und daB sich durch dieses hetercloge
Verhalten die Artverwandtschaft bzw. -gleichheit offenbart.

Gegen alle diese Versuche aber habe ich einen Einwand zu erheben, der
darauf hinauslduft, daB die als Koch-Weeks-Bacillen von den einzelnen Autoren
angesprochenen Gebilde gar keine Koch-Weeks-Bacillen, sondern Influenza-
bacillen waren. Der Koch-Weeks-Bacillus ist in den européischen Breiten eine
sehr seltene Erscheinung, und es muf} auffallen, daf} alle die in letzter Zeit beob-
achteten Fille im Streukegel der Grippepandemie liegen, dal3 die gefundenen
Bacillen streng hémoglobinophil waren, wihrend die Angaben aus friiherer Zeit
doch dahin lauten, dal der Koch-Weeks-Bacillus auch auf Ascitesagar wachst:
Nun liegt natiirlich auch die von Knorr erwogene Mdéglichkeit vor, dafl die
verwendete Ascitesfliissigkeit bluthaltig gewesen sei, wenn auch vielleicht nur
spurenweise, aber doch ausreichend, um den Influenzabacillen ein Wachstum
zu ermoglichen. Jedenfalls bedarf es aber meiner Ansicht nach zur endgiiltigen
Klarung dieser Frage noch des Nachweises, daB3 in den Gegenden, wo die Koch-
Weeks-Bacillen-Conjunctivitis zu Hause ist, keine Bacillen zu finden sind, die
auf Ascitesagar ebensowenig wachsen wie zum Vergleich darauf gebrachte
sichere Influenzabacillen. Gelingt es aber, derartige Bacillen zu finden, die auf
einem Agar wachsen, der den Influenzabacillen keine Entwicklung gestattet
— und das erscheint mir immerhin méglich —, dann ist die Frage der Identitiat
der beiden Mikroorganismen in negativem Sinne gel6st, wenn auch zugegeben
werden muB, dal es sich um zwei engverwandte Arten handelt.

Blutuntersuchungen von Patienten.

Es war leider nicht moglich, die Untersuchung des Blutes Grippekranker
auf ihren Gehalt an Agglutininen in groflerem Umfange vorzunehmen, da zu
der Zeit, als die technischen Vorbedingungen hierfiir durch meine Versuche
gegeben waren, die Pandemie abgeklungen war. Es wurde mir zwar noch eine
ganze Anzahl von Blutproben eingesandt, was aber davon tatséchlich echte
Influenza darstellt, entzieht sich meiner Kenntnis und diirfte nur ein Bruchteil
des eingesandten Materials sein.

Die Ergebnisse meiner ersten Versuche muf ich unberiicksichtigt lassen, da
sie nach den Angaben Bielings gemacht sind und die Beurteilung nach der
Héautchenbildung erfolgte.

Dagegen will ich die gegen Ende des letzten Seuchenschubes gemachten
Beobachtungen hier anfiihren, obgleich die Verwendung auf 60° 1 Stunde lang
erhitzter Aufschwemmung und die 2stiindige Bindungstemperatur von 37° die
Resultate sicher in ungiinstigem Sinne beeinfluBt hat. Als Antigen wurden die
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Tabelle 10 A. Untersuchung des Blutes Grippekranker.
Bez. des Gepriift gegen Stamm
Serums H1 H3 | H6 401 | 1952 343 175 | Eig. Stamm
530 1:40 1:20 1:40 1:80 1:320
447 1:40 1:40 1:160 | 1:80 1:80
408 — . — 1:160 . — —
271 — 1:20 1:40 . . 1:160
448 1:160 . 1:160 | 1:80 1:20 1:80 .
362 1:40 1:40 1:80 1:40 — . —
581 1:80 . — .
1881 — — 1:100
1883 — 1:100 .
Ehr. . 1:120 .
4 — — — | 1:400

Die Zahlen stellen die Serumverdiinnung dar, bis zu der eine Agglutination erfolgt ist.

Reaktion nicht ausgefiihrt.

— Reaktion negativ.

Tabelle 10 B. Untersuchung des Blutes von Encephalitiskranken.

Bez. des Gepriift gegen Stamm
Serums | ™gr H3 H6 | 343 | 1952 | 401 | 175
[l )
383 1:80 1:160 | 1:160 | 1:80 1:320 |
371 — — [ 1:160 | 1:40 | 1:40 | —
375 1:80 | 1:40 | 1:40 . 1:80 — —
454 1:40 — 1:40 1:40 — 1:80
340 1:20 | 1:20 | 1:80 . 1:40 1:20 -
445 1:40 | 1:40 | 1:80 1:40 1:20 i
473 1:40 — — 1:80 1:80 1:40 |
Tabelle 10C. Untersuchung des Blutes metastatischer I.-B.-Erkrankungen.
Gepriift gegen Stamm
H1 H6 | 192 | 343 | W.L | Halle | Eig Stamm
|
Fall 1 1:20 1:40 1:40 . i:40 1:320
» 2 1:80 1:40 — 1:40 — . 1:160
» 3 1:40 1:160 1:40 1:40 : 40 .
» 4 1:40 1:160 1:20 1:40 : 80 1:160(320)
» B — 1:320 . : : . 1:160
» 6 1:80 1:80 1:40 1:320 |1:640

3 aus dem Bielingschen Laboratorium der Hochster Farbwerke mir zu-
gegangenen Stimme H 1, H 3 und H 6 benutzt. H 1 erwies sich als véllig un-
wirksam, H 3 gab nur in mifigem Grade brauchbare Resultate; am besten
bewidhrte sich H 6, indem dieser Stamm sowohl am h#ufigsten wie auch am
hochsten agglutiniert wurde.

12 Sera wurden in dieser Zeit untersucht, von denen 6 ein vollig negatives
Resultat mit allen 3 Kulturen gaben. Die restlichen 6 Sera zeigten mit Stamm
H 6 positive Reaktion in einer Verdiinnung von 1 : 80 (1 mal), 1 : 320 (4mal),
1:640 (1mal); mit Stamm H 3 2mal gar nicht, 2mal 1 :40, 1mal 1 : 80,
1mal 1 : 640.
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Mit der verbesserten Technik der 6stiindigen Bebriitung bei 60° konnte ich
dann im Laufe der Zeit eine Reihe von Untersuchungen ausfiihren, die sowohl
sporadische Falle von Grippe wie auch andere durch Influenzabacillen veranlafte
Krankheitserscheinungen betrafen.

Die ausfiihrlichen Ergebnisse gehen aus den beigefiigten Tabellen 10a—c her-
vor; als positiv wurden nur solche Reaktionen angesehen, die wenigstens mit
einem der verwendeten Antigene eine Agglutination in einer Serumverdiinnung
von iiber 1 : 40 aufwiesen. Dies war der Fall bei 11 von 29 Blutproben angeb-
lich Grippekranker (Tabelle 10a). Wenn man bedenkt, dafl ein wahrscheinlich
groBer Teil der untersuchten Fille nicht als Grippe anzusehen ist, so bedeutet
dieser Satz von 38%, immerhin ein ziemlich gutes Resultat. Ferner waren 7
von 20 Seren an Encephalitis erkrankter Personen als positiv anzusehen
(Tabelle 10b). Bei diesen Fillen lagen die aus der Anamnese ersichtlichen vorher-
gegangenen Influenzaerkrankungen zum Teil mehrere Monate zuriick, und so
wird das vielleicht gegeniiber anderen Autoren (Bieling, Gottschalk) weniger
gute Ergebnis von nur 30,5%, positiver Resultate erklarlich. Es will mir aber
scheinen, daB8 durch das Vorhandensein der Reaktion iiberhaupt der epidemio-
logisch bestehende Zusammenhang von Grippe und Encephalitis eine weitere
Bestitigung erfahrt, ohne daB es natiirlich mdéglich wire, daraus einen Schluf3
auf die Atiologie der Encephalitis zu ziehen.

Meines Wissens als einziger hat Knorr die Widalsche Reaktion bei, wie
er annimmt, sicheren Koch-Weeks-Kranken angestellt und stets mit dem Eigen-
stamm positive Resultate, teilweise bis 1: 800, erzielt, wihrend manche In-
fluenzabacillen- und Koch-Weeks-Bacillenstimme schwicher, andere hingegen
iiberhaupt nicht agglutiniert wurden. Ich habe das Blut von 4 Patienten, die
an Influenzabacillen-Conjunctivitis litten, untersucht. Bei 3 waren die Ergeb-
nisse mit verschiedenen, sonst als Antigen gut bewahrten Sammlungsstémmen
wie auch mit dem Eigenstamm voéllig negativ, obwohl die Erkrankung bereits
langer als 10 Tage zur Zeit der Blutentnahme bestand. Nur 1mal erzielte ich
folgendes, als positiv anzusehendes Ergebnis:

Es wurde agglutiniert: bis zu einer Serumverdiinnung:

Stamm H1 von 1:80

. H6 ,, 1:160

» 373 ,» 1:20

’ W. L. ,» 1:80

’ 1952 ,, 1:160
Eigenstamm 11) » 1:160
N 21) » 1:320

Ob hier die doch als eine relativ #uBerlich anzusehende Erkrankung der
Augenbindehaut oder eine vielleicht vorhergegangene oder gleichzeitig ver-
laufende Grippeinfektion die Bildung der Agglutinine veranlaflt hat, vermag ich
nicht zu entscheiden; letzteres mochte ich besonders mit Riicksicht auf den
negativen Ausfall bei den anderen Fillen als das Wahrscheinlichere ansehen.

Die besten Ergebnisse fanden sich in 5 Fillen, bei denen die Influenza-
bacillen als Ursache von Entziindungen und Eiterungen festgestellt werden

1) An verschiedenen Tagen gewonnen.
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konnten. Fall 1 betraf ein Carcinom, in dem sich Influenzabacillen angesiedelt
und zur Eiterung gefiihrt hatten.

Fall 2 und 6 waren Influenzasepsis, Fall 3 eine im Anschlufl an eine Schadel-
verletzung . wihrend des Heilungsprozesses auftretende Meningitis mit dem
seltenen Ausgang in Heilung; im Lumbalpunktat fanden sich gramnegative,
zarte Stabchen, die als Influenzabacillen angesprochen, aber nicht geziichtet
werden konnten. Fall 4 stellt eine im Anschlufl an schwere Grippe auftretende
Cholecystitis und Fall 5 eine Pleuritis purulenta dar. Mit Ausnahme des Falles 3
konnten die Influenzabacillen kulturell als die einzigen Bakterien nachgewiesen
werden, und die so gewonnenen Stimme wurden von dem Patientenserum in
sehr hoher Verdiinnung agglutiniert. Eine ausfiihrlichere Darstellung dieser
Falle habe ich in einer Zusammenstellung ,,Influenzabacillen als Eitererreger
gegeben, auf die hiermit verwiesen wird.

Kontrollen mit Seren von Scharlach-, Masern- und Diphtheriekranken waren
negativ; desgleichen gaben Schwangerensera keine iiber 1 : 20 hinausgehende
Beeinflussung der Antigene.

Ich kann natiirlich aus der kleinen Zahl meiner Befunde keine allgemeinen
SchluBfolgerungen ziehen; meine Beobachtungen aber passen in den Rahmen
der iiberall erhobenen Befunde gut hinein, von denen Levinthal zusammen-
fassend sagte: ,,Das Auftreten und die Intensitit des Widals ist in gesetz-
miBiger Weise abhingig von Dauer und Haufigkeit der Erkrankung; ganz
akut verlaufende, schnell iiberwundene Krankheitsfille lassen sowohl unmittel-
bar nach der Entfieberung wie auch einige Wochen spiter das Auftreten einer
nennenswerten Reaktion vermissen, wihrend bei schwereren und linger dauern-
den Fillen ein allmihliches Entstehen und Ansteigen des Widals zu beobachten
ist. Einen Beleg fiir diese zuletzt genannte Tatsache bieten die Falle meta-
statischer Erkrankungen an Influenzabacillen, die ich zu beobachten Gelegen-
heit hatte und die in 1009, positive Ergebnisse aufweisen.

Die zahlreichen negativen Befunde der Literatur finden durch unzuléngliche
Technik und mangelbafte Antigenauswahl im Verein mit der Tatsache ihre un-
gezwungene Erklirung, daB ein leichter Grippeanfall keine Immunkérperbildung
auslést, von den hiufigen klinischen Fehldiagnosen ganz zu schweigen.

Beziiglich des Verhaltens der einzelnen von mir als Antigen benutzten Stamme
zeigte sich bei der Untersuchung von Patientensera das gleiche Bild wie bei den
kiinstlich hergestellten Immunsera: in den meisten Féllen die starkste Reaktion
mit der homologen Kultur, deren Hohe aber 6fters auch von heterologen Stim-
men erreicht wird. Im iibrigen auch hier ein absolut verschiedenes Verhalten
der einzelnen Stimme gegeniiber den verschiedenen Seren: nur Stamm H 6 er-
weist sich wieder als das brauchbarste Antigen.

Bedeutung des Influenza-Widal. Was besagt nun der positive Influenza-
Widal fiir die Atiologie der Erkrankung? Da méchte ich zunichst einmal die
von Fiirst geduBerte Annahme zuriickweisen, dal bei der Verschiedenheit der
Agglutinabilitit von Influenzabacillen durch Krankensera ein &hnliches Ver-
halten vorliege wie bei der Agglutination gewisser Proteusstimme durch Fleck-
fiebersera, ein Vergleich, den auch andere (Flemming, Parker) in Betracht
ziehen. Meiner Anschauung nach aber ist diese Parallele nicht richtig. DaB der
Proteus nicht der Erreger des Fleckfiebers ist, kann wohl als sicher angenommen
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werden, zumal die Befunde von Proteus bei dieser Krankheit sehr vereinzelt
sind und fiir die Weil-Felixsche Reaktion brauchbare Stamme noch seltener
gefunden worden sind; in der Hauptsache kommt ja iiberhaupt nur der Original-
stamm X 19 in Frage; wir haben es also hier mit einer Paraagglutination zu tun.
Ganz anders liegen die Verhiltnisse bei der Influenza. Der Nachweis der Erreger
gelingt beinahe in jedem Fall. Und wenn auch die Verwendbarkeit der Influenza-
stamme zu Agglutinationszwecken nicht so allgemein ist wie bei Typhus, so er-
folgt die Agglutination mit dem homologen Stamm immer, und auch mit hetero-
logen Stammen ist diese in grofer Zahl zu erreichen. Die Annahme einer Para-
agglutination ist demnach wohl kaum richtig.

Beziiglich der Atiologie der Influenza allerdings laBt sich auf dem Auftreten
der Agglutinine kein Beweis dafiir grinden, daB die Influenzabacillen das
primire &tiologische Agens darstellen; es ist auch moglich, dal die Influenza-
bacillen als der priméren Infektion sehr schnell folgende Sekundareindringlinge
die Agglutininbildung auslésen. Und so bedeutet der Influenza-Widal zwar keinen
strikten Beweis, wohl aber eine Erginzung und Stiitzung der iibrigen Befunde
in dem Sinne, daB3 die Influenzabacillen als Erreger der Influenza anzusehen sind.

Komplementbindung.

Gegeniiber den zahlreichen Arbeiten, die sich mit der Agglutinierbarkeit der
Influenzabacillen und dem Nachweis spezifischer Agglutinine befassen, sind die
Versuche, vermittels Komplementbindung die Einheitlichkeit der Influenzabacillen
zu erweisen bzw. spezifische Antikorper im Blute zu finden, verhaltnismiBig
sparlich. Im allgemeinen haben diejenigen, die sich mit der Komplementbindung
befaflten, auch auf dem Gebiete der Agglutination gearbeitet, und so sind die
jetzt anzufiihrenden Namen uns keine Unbekannten mehr.

Literaturbesprechung. Wenn ich wiederum mit den deutschen Arbeiten be-
ginnen darf, so ist zunichst Odaira zu nennen, der auf Veranlassung Pfeiffers
die Bordet - Gengousche Reaktion fiir die Differenzierung der verschiedenen
hamoglobinophilen Stédbchen benutzte. Als Antigen diente eine konzentrierte
Bakterienemulsion. Die schon gekennzeichneten Unterschiede zwischen In-
fluenzabacillen, Bacillus pertussis, Bacillus Cohen und die Artgleichheit von
Influenzabacillen und Bacillus canis Friedberger, die sich bei der Agglutination
ergeben hatten, wurden auch durch die Komplementbindung bestatigt, indem
die Reaktion fiir die spezifischen Antigene in einer viel hoheren Serumverdiinnung
positive Ausschlige gab als fiir die anderen, wohl als Verwandte zu betrach-
tenden Bakterien.

Die von Odaira gedullerte Ansicht aber, da die Komplementbindungs-
versuche nicht so ausgesprochene Resultate ergeben wie die Agglutination, diirfte
wohl nicht stimmen; die von ihm beobachtete Tatsache diirfte auf die ver-
héltnism#Big schwache Wirksamkeit der verwendeten Sera zuriickzufiihren sein.

Zu weiteren Arbeiten gab dann érst der Ausbruch der Pandemie wieder Ver-
anlassung. Bieling und Joseph, deren Agglutinationsversuche im vorher-
gehenden Abschnitte ausfithrlich besprochen worden sind, befaflten sich auch
mit der Komplementbindung. Sie fanden, dafl bei Pferden mit fortschreitender
Immunisierung das Bindungsvermdgen unter Verwendung spezifischer Antigene
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von Null auf ganz erhebliche Werte steigt. Als Antigen wurde ein Gefrierextrakt
von 3 Stimmen mit 0,002 g Trockensubstanz im Kubikzentimeter verwendet;
zur Priifung selbst wurde eine Verdiinnung dieses Antigens benutzt mit 0,1 mg
spezifischer Substanz. Entsprechend der Wertbestimmung bei den Meningo-
kokkenseren wurde ein Serum als einfach bezeichnet, von dem 0,01 ccm totale
Hemmung hervorruft, und es konnten spezifische Sera hergestellt werden, die
als 8fach bezeichnet wurden, indem noch 0,00125 ccm eine komplette Hemmung
bewirkten. Jedoch gelang es nicht bei allen Tieren, derartig hochwertige Seren
zu erzielen, manche Pferde erwiesen sich sogar als voéllig unbrauchbar. Ver-
mittels dieser Seren wurde nun die Zusammengehorigkeit verschiedener Stamme
untersucht. Unter der Voraussetzung, dafl die zur Reaktion verwendeten abso-
luten Mengen von spezifischer Substanz gleich groB3 waren, waren auch die er-
haltenen Werte gleich. Leider geht aus der Arbeit nicht hervor, mit wieviel und
welchen Stimmen Bieling gearbeitet hat. Er kommt jedenfalls zu dem Schluf,
daB Unterschiede zwischen den einzelnen Stammen auf diese Art nicht festzu-
stellen waren.

Mit Patientenseren arbeitete Levinthal. Bei Verwendung geeigneter Bak-
teriensuspensionen als Antigen konnte er eine Ubereinstimmung der Komple-
mentbindung mit der Agglutination qualitativ und quantitativ in 809, seiner
Fille erweisen, wihrend 5mal die Komplementbindung den Widal und 6mal
der Widal den Bindungsversuch an Schirfe ibertraf.

Damit ist die Reihe der deutschen Autoren bereits beendet. GroBer ist die
Zahl der auslindischen Arbeiten.

Edington stellte sich aus Mischungen verschiedener Influenzastimme
3 Antigene in der Weise her, dafl 48 Stunden gewachsene Kulturen abge-
schwemmt, geschiittelt und 1 Stunde auf 58° erwdrmt wurden, worauf 0,5%,
Carbol hinzugefiigt wurde. 709, der gepriiften Patientensera zeigten in einer
Menge von 0,1 und 0,2 zwar keine komplette Bindung, aber doch deutlich spezi-
fische Beeinflussung, besonders bei Vergleich mit den Kontrollseren, die bis auf
2 Ausnahmen géanzlich negativ ausfielen. Von den beiden positiven Kontrollen
hatte eine (+-+-) 1 Monat, die andere (4) 1 Jahr vorher eine Grippeinfektion
tiberstanden.

Von den Fillen der ersten Krankheitswoche waren 91,79, positiv, von denen
der zweiten 57,1; von denen der dritten 54,5. Es fand sich also die immerhin
auffallige Tatsache, dafl die Reaktion, die man im allgemeinen als eine spit
auftretende ansieht, die besten Resultate in der ersten Krankheitswoche gibt.
Moglicherweise ist dies damit zu erkldren, dafl die bei der Influenza schneller
als bei anderen Krankheiten eintretende Allgemeinintoxikation auch schneller
die Antikérperbildung hervorruft.

In Ubereinstimmung mit den Befunden Edingtons fand M. Wollstein,
daB Gesunde keine komplementbindenden Krifte fiir den Influenzabacillus auf-
weisen, dafl hingegen Rekonvaleszenten mit mehr oder weniger RegelméBigkeit
in einer Serumverdiinnung von 1 : 5 bis 1 : 20 positiv reagieren. Als Antigen
dienten Blut- und Kochblutbouillonkulturen, von denen die ersteren nach Be-
freiung von den roten Blutkérperchen 45 Minuten auf 55° erhitzt und so, ohne
weitere Behandlung, verwendet wurden, wiahrend aus den letzteren die Bacillen
abzentrifugiert und nach 2maligem Waschen in 0,85proz. Kochsalzlosung
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aufgeschwemmt wurden. Fiir jedes Antigen wurden mehrere Stimme ver-
wendet.

Ihren Hohepunkt erreichte die Reaktion in der 2. Krankheitswoche, nahm
dann langsam ab, um nach 4 Wochen vollstindig zu verschwinden. Die besten
Resultate ergaben die durch Pneumonie komplizierten Fille.

Bei der Priifung eines mit mehreren Stémmen hergestellten Antigens gegen
ein monovalentes Kaninchenserum zeitigten 10 Stdmme positive Befunde.

Auch die iibrigen Autoren befafiten sich in der Hauptsache mit der Unter-
suchung von Patientensera. Cook erhitzte die Bakterienaufschwemmungen
1 Stunde lang auf 65° und verwandte diese als Antigen. Er fand, daB bei Prii-
fung gegen verschiedene monovalente Antigene die iiber 6 Jahre alten Personen
ein positives Resultat mit der Mehrzahl der Antigene ergaben. 8 Seren zeigten
Bindung mit allen benutzten Antigenen, die {ibrigen mit 2 und mehr. Bei den
kleineren Kindern waren die Resultate nicht so einheitlich: 3 Sera waren vollig
negativ, die anderen 8 zeigten mit dem einen oder anderen Antigen eine Bin-
dung, aber weder ein Serum noch ein Antigen zeigte irgendwie konstantes Ver-
halten.

Auf Grund seiner Befunde bei den iiber 6 Jahr alten Personen kommt Cook
zu dem SchluB, daf die Influenzabacillen pathogen sind und in vielen, wenn
nicht allen Fallen die Ursache der Infektion darstellen. Die Komplement-
bindung konne zwar, so endet er, keinen ausreichenden Beweis dafiir liefern,
rechtfertige jedoch den Schluf}, daf} die Influenzabacillen das einzige dtiologische
Agens der Influenza seien. Gay und Harris priiften sowohl Kaninchenimmun-
sera wie auch Krankensera. Ihr Antigen war folgendermaflen hergestellt: Ab-
getotete Bacillenaufschwemmungen wurden zentrifugiert, der Bodensatz mit
Alkohol absol. und Ather versetzt und iiber Calc. chlor. getrocknet, der Riick-
stand im Achatmorser verrieben und 1 mg in 2 cem phenolisierter Salzlosung
aufgeschwemmt. Das Kaninchenserum gab mit 10 so hergestellten Antigenen
komplette Bindung. Von den 29 Seren akut Kranker zeigte nur 1 positive
Reaktion, wihrend bei Vaccinierten dies in 409, der Fall war. In einer gleich-
zeitig erschienenen Arbeit von Duval und Harris aber wird entgegen den
eben berichteten negativen Resultaten mitgeteilt, dafl die Komplementbindung
keine besseren — also wohl auch keine schlechteren — Resultate gab als die
Agglutination, deren Ergebnisse, wie wir oben gesehen haben, bei diesen Autoren
recht gut waren.

Auch diese schlieBen aus ihren Befunden, dal der Influenzabacillus die pri-
mire Ursache der Grippe sei.

Howell und Anderson dehnten ihre Versuche auch auf andere bei kom-
plizierter Influenza gewshnlich nachzuweisende Bakterien aus und benutzten
unerhitzte Aufschwemmungen folgender Mikroorganismen als Antigen: 1. himo-
lytische Streptokokken, 2. nichthimolytische Streptokokken, 3. Streptococcus
viridans, 4. Pneumokokken, 5. Micrococcus catarrhalis, 6. Influenzabacillen.
AuBerdem verwendeten sie noch Filtrate von zwei Grippesputa als Antigen.
Die besten Ergebnisse lieferte der Streptococcus viridans mit 709, positiver
Resultate, wihrend die Influenzabacillen nur in 209, Reaktion zeigten. Nach
meinen eigenén Erfahrungen sind aber Aufschwemmungen lebender Bakterien
als Antigen nicht sehr geeignet.
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Kristensen benutzte seine bereits fiir die Agglutination gebrauchten Ka-
ninchensera auch fiir die Komplementbindung. Als Antigen dienten ihm Auf-
schwemmungen lebender Bakterien. Mit einem Serum erzielte er eine komplette
Bindung aller Versuchsstimme bis zu einer Serummenge von 0,005, wihrend
der homologe Stamm noch bei 0,0001 positive Reaktion zeigte. Bei einem
anderen Serum waren die Resultate vollig ungleichméfBig. Kristensen duflert
sich dahin, daB} die Komplementbindung zwar innigere Beziehungen zwischen
den einzelnen Influenzastimmen anzeigt als die Agglutination, da aber von
einer Einheitlichkeit noch keine Rede sein kann.

Umeno, Watanabe und Sato stellten sich fiir die Zwecke der Komple-
mentbindung ein polyvalentes Pferdeserum mit 16 verschiedenen Influenza-
stimmen fiir die Zwecke der Komplementbindungsversuche her. Als Antigen
diente ihnen Aufschwemmung von 1 mg Bakterienmasse in 1 ccm physiologischer
Kochsalzlosung, von der die Hilfte der gerade noch hemmenden Dosis fiir die
Versuche benutzt wurde.

Es geht aus der Arbeit nicht hervor, ob iiberhaupt mehr als ein Stamm
gepriift worden ist, auch nicht, ob dies ein homologer oder heterologer war.
Man kann aus den zahlreichen Normalserumkontrollen nur erkennen, daf3 eine
unspezifische Beeinflussung durch diese nicht stattgefunden hat.

Unter Benutzung von Herz- bzw. Lungenextrakten an Grippe Gestorbener
versuchten Scheer sowie Engel mittels Komplementablenkung die Influenza-
diagnose zu sichern. Scheer, der alkoholische Herzextrakte verwendete, konnte
in 7 Fallen noch bestehender fieberhafter Erkrankung eine -+ - - Reaktion
erzielen. Nach Abklingen des Fiebers war die Reaktion weniger deutlich, um
einige Zeit nach der Genesung negativ zu werden.

Engel arbeitete sowohl mit Herz- wie mit Lungenextrakten. Er berichtet, da
er in 609, der Grippefille positive Ergebnisse gehabt habe. Nach seinen eigenen
Angaben aber geben auch andere akute, nicht grippése Erkrankungen, und zwar
hauptsédchlich die mit Eiterungen einhergehenden Prozesse und, wie dies nicht
anders zu erwarten ist, auch die Luetikersera ein positives Resultat. Da weiterhin
bei einem Teil der untersuchten Grippesera wiahrend der Dauer der Krankheit auch
die WaR. positiv wurde, erscheint der Wert der Reaktion fiir die Diagnostik der
Influenza recht fraglich und von einer Spezifitdt kann kaum noch die Rede sein.

Die folgenden Arbeiten waren mir im Original nicht zuginglich, und ich
muBte mich daher mit Referaten begniigen.

Rapoport erzielte mit einem Influenzabacillenantigen 54,5%, positiver Er-
gebnisse bei 295 Patienten, die sich im Stadium der Rekonvaleszenz nach Grippe-
pneumonie befanden. Die meisten positiven Reaktionen fanden sich 3—4 Tage
nach dem Fieberabfall, doch waren komplementbindende Krifte auch noch
41 Tage danach in manchen Fallen nachweisbar.

Durand hatte bei 5 unkomplizierten Grippefillen nur negative, bei 4 Pneu-
monien 2 fragliche Ergebnisse. Von 4 anderen Patienten, bei denen Influenza-
bacillen nachgewiesen werden konnten, zeigten 2 in ihrem Blut komplement-
bindende Antikorper, wihrend bei dem 3. das Ergebnis als fraglich bezeichnet
wird, bei dem 4. negativ war.

Kolmer, Trist und Yagle hatten 40—509, positive Reaktionen mit In-
fluenzabacillenantigen, wihrend 389, derselben Sera auch mit hamolytischen
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Streptokokken und Micrococcus catarrhalis reagierten. Antigene aus Staphylo-
kokken und Pseudodiphtherie zeigten keine Bindung.

Fry und Lundy hatten bei Benutzung eines Influenzabacillen-Kochsalz-
extraktes in 8 Influenzafillen 6 mal ein positives Resultat. Von 32 Kontrollen
war 1 stark und 5 schwach oder zweifelhaft positiv. Jedoch gilt von diesen
Kontrollen das, was ich schon gelegentlich der Agglutination geiuBert habe,
dafB sie namlich in Grippezeiten nicht als einwandfrei anzusehen sind, wenigstens
soweit sie ein positives Ergebnis aufweisen.

Eigene Versuche.

Gemeinschaftlich mit Herrn Dr. Olitzki habe ich die mir zur Verfiigung
stehenden spezifischen Kaninchensera, die bereits zu den Agglutinationsver-
suchen verwendet worden waren, auch fir die Komplementbindung benutzt.
Es war leider infolge des durch die Ungunst der Zeit bedingten Mangels an Tieren
nicht moglich, die Versuche in dem MafBstabe durchzufiihren, wie es wiinschens-
wert wire und mir fiir eine voéllige Klirung notwendig erscheint; ich hoffe jedoch,
dies bald nachholen zu kénnen. Nichtsdestoweniger aber méchte ich meine Be-
funde hier mitteilen, weil mir diese Art des Beweises der Einheitlichkeit der
Influenzabacillen aussichtsreich zu sein scheint.

Serum. Es wurde von uns folgende Versuchstechnik angewendet: Benutzt
wurden, wie schon erwéhnt, spezifische Kaninchensera. Abgesehen davon, daB
nach Bieling eine stirkere Immunisierung fiir die Komplementbindung not-
wendig ist als fiir die Agglutination, hatten unsere Sera durch lingeres Stehen
bereits eine ganze Menge ihrer Immunkérper eingebiiBt. Das Serum wurde
wegen seiner antikomplementédren Wirkung von vornherein mit 0,8 proz. NaCl-
Losung im Verhaltnis von 1 : 4 verdiinnt. Auf diese Verdiinnung beziehen sich
die in den Tabellen angegebenen Serummengen.

Als Komplement diente frisches Meerschweinchenserum in einer Verdiinnung
von 1 :10.

Hémolytisches System. In freundlicher Weise wurde uns das hamolytische
System von der Wassermann-Abteilung der Universitats-Hautklinik zur Ver-
fiigung gestellt. Verwendet wurde die doppelt lésende Amboceptormenge.

Das Antigen stellten wir uns in folgender Weise her: 24 Stunden alte, auf
Levinthal-Agar gewachsene Kulturen wurden mit 0,8 proz. Kochsalzlésung ab-
geschwemmt, 1 Stunde lang im Wasserbad bei 58° abgetétet und dann 11/, Stunde
im Apparat mit Glasperlen geschiittelt. Durch scharfes Zentrifugieren erhielten
wir eine iiber dem Bodensatz stehende, von Bakterien freie Fliissigkeit, die
ohne weitere Zusitze benutzt wurde. Waren aber auch nur geringe Mengen von
Bakterien im Antigen noch enthalten, so geniigte dies schon zu einer Selbst-
hemmung, wie sich auch die in Vorversuchen benutzten lebenden Kulturauf-
schwemmungen aus demselben Grunde als unbrauchbar erwiesen. Die Menge
der Aufschwemmung war ungefihr konstant, indem das iippige Wachstum
zweier Petri-Schalen mit 20 ccem Kochsalzlésung abgeschwemmt wurde. Selbst-
verstindlich kann eine derartig ungenaue Wertbestimmung des Antigens nur
sehr grob vergleichbare Resultate ergeben. Es diirfte notwendig sein, fiir jedes
Antigen die hemmende Dosis festzustellen und die Hilfte der nicht mehr hem-
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menden zu benutzen. Auch die Verwendung gleicher Gewichtsmengen von
Bakterienkultur kann bei der von uns ausgefiihrten Antigenherstellung keine
genau gleichen Verhaltnisse schaffen. Die von mir eben aufgestellten Bedin-
gungen konnten aber wegen Mangel an Material nicht erfiillt werden, und so
mulliten wir uns damit begniigen, in Vorversuchen festzustellen, welche Antigen-
menge im allgemeinen einerseits keine Selbsthemmung bewirkte, andererseits
noch eine spezifische Reaktion ergab. Es wurde dies fiir 3 Antigene durch Ver-
suche mit fallenden Mengen bestimmt.

YVorversuche. Die Anordnung dieser Vorversuche war folgende: Zu einer
Serummenge von 0,05 kamen 0,4 ccm Komplement und Antigen in fallenden
Dosen von 0,3—0,1. Das Gemisch wurde mit 0,8 proz. Kochsalzlosung auf
0,75 ccm aufgefiillt und 45 Minuten im Brutschrank bei 37° gehalten, worauf
das hamolytische System in Menge von 0,7 ccm hinzugesetzt wurde. Nach
einem abermaligen Aufenthalt im Brutschrank von !/, Stunde erfolgte die erste
Ablesung, die zweite am nachsten Morgen.

Es zeigte sich nun, wie aus Tabelle 11 ersichtlich ist, dafl eine Antigenmenge
von 0,2 ccm ausreichend ist, um eine komplette Bindung zu erzielen. Angestellte
Normalserum- und Antigenkontrollen waren einwandfrei.

Tabelle 11. Komplementbindungsversuche mit fallenden Antigenmengen.

Bez. des | Bez. des Antigenmenge

Serums Antigens

0,3 0,25 0,2 0,15 0,1 0,0

H1 | ++++ | ++++ | ++++ | +++ | +++ | —
H1 | H6 | ++++ | +4+++ | +4+++ | ++++ | +++ | —
1952 | ++++ | ++++ | ++++ | | A+ | =

H1 | ++++ - F+++ | -
H6 | H6 | ++++ : FHt+ | A+ | | -
1952 | ++++ | Attt | bttt | bR | | -

H1 ++++ : +++ ++ +-+ -
Halle H6 ++++ | ++++ | ++++ | ++++ +++ -
1952 +++ +++ +++ ++ + -
H1 ++++ : +++ - — -
1952 H6 ++++ : ++++ : +++ -
1952 ++++ | ++++ | +F+++ : ++++ -
++++ kompl. Hemmung. +-++ groBe Kuppe. ++ XKuppe.
+ Kkleine Kuppe. — Hamolyse.

Hauptversuch. Notgedrungen mufiten wir darauf verzichten, mit jedem
Antigen diese Vorversuche auszufiihren, und gingen nun dazu {iber, an fallenden
Serummengen die Wirksamkeit der Sera zu priifen. Die Versuchsanordnung war
dieselbe, nur daB das Antigen in gleichbleibender Menge von 0,2 ccm und dafiir
das Serum in fallenden Dosen von 0,2—0,02 ccm verwendet wurde.

Kontrollen. Die stets gleichzeitig angesetzten Kontrollen mit Normal-
kaninchenserum, Menschenserum (Wassermann -+ und —) ergaben stets nega-
tive Resultate, ebenso wie die Antigenkontrollen, die mit 0,2 und 0,4 ccm Antigen
angesetzt wurden. Selbstverstindlich wurde auch das spezifische Serum auf
Selbsthemmung kontrolliert, und zwar in jeder der benutzten Serumkonzen-
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tration. Mit Ausnahme der stiarksten (0,2), bei der wiederholt eine leichte Hem-
mung zu konstatieren war, zeigten alle anderen Hémolyse. In den Tabellen
sind nur diejenigen Resultate angegeben, bei denen die Serumkontrolle vollig
einwandfrei war.

Ergebnisse. Aus den angefiihrten Griinden kann ich unsere Versuche nicht
als endgiiltig und voll ausreichend ansehen. Ich méchte deshalb auch von einer
genauen Besprechung der in den Tabellen 12a—d enthaltenen Einzelheiten ab-
sehen. So viel scheint mir aus den Ergebnissen doch hervorzugehen, daf erstens
einmal simtliche Antigene mit simtlichen Seren iiberhaupt eine Reaktion auf-
weisen und daf} auch, gemessen an der Serumverdiinnung, der Grad, bis zu dem
das geschieht, hoher und gleichmaBiger ist als bei der Agglutination.

Es scheint mir daher die Komplementbindung der aussichtsreichste Weg zu
sein, die Einheitlichkeit der Influenzabacillen auch serologisch zu beweisen, soweit
dies bei der von der Natur bedingten Veridnderlichkeit iiberhaupt mdéglich ist.

Tabelle 12. Komplementbindungsversuche mit fallenden Serummengen.
a) Serum H1 (1:4).

Bezeichnung Serummenge
des Antigens 0,2 \ 0.15 o1 0,07 0,05 0,02
3105 . ++++ ++++ +++ +++
Halle L. . ++++ +++ + — .
Scheibe ++++ ++++ ++++ ++-+ . +
G. P. 4b +++ + ++++ +++ + + -
III ++++ ++++ ++++ : +++ -
1085 ++++ ++++ ++++ ++++ ++ ++
349 . +4 — — — —
350 . ++++ ++++ ++++ ++ —
W. L. . ++++ ++++ ++ + —
E. 2865 . ++++ + + + —
343 : ++++ ++++ + — —
Halle Sch. +++ +++ ++ + + -
1952 . ++ ++ ++ 0+
H1 . ++++ ++++ ++++ |++++ ++++
b) Serum H 6 (1:4).
Bezeichnung Serummenge
des Antigens 0,2 0,15 [ 0,1 0,07 | 005 | o002
3105 +++ +++ +++ +++ +++
Halle L. . +++ ++ + + —
Scheibe ++++ ++++ ++++ ++++ ++ +
G. P. 4b ++++ ++ ++ ++ + +
11 ++++ +++ ++ + — —
1085 ++++ +++ ++ + — —
349 ++++ — — — — —
350 . ++++ ++++ ++++ ++ ++
W. L . ++++ ++ + — —
E. 2865 . ++++ +++ ++ +
343 . +++ ++ ++++ — —
Halle Sch. . + + — — —
1952 . ++++ +-+++ +++ ++ +
H.1 . ++++ ++++ +++ ++
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¢) Serum 1952 (1: 4).
Bezeichnung Serummenge B
des Antigens 0,2 0,15 0,1 0,07 0,05 0,02
3105 ++++ - ++ -
Halle L. . +++ ++ — — .
Scheibe ++++ | ++++ +++ +++ ++ +
G. P.4b ++++ | +++ +++ ++ ++ —
1 +++ +++ - — - -
1085 +++ +++ + - — -
349 + — —_ — — —
350 ++++ +++ - + - —
Ww. L. ++++ ++ ++ + - —
E. 2865 +4+++ + + + - -
343 . ++ ++ + - —
Halle Sch. — — — — —
1952 ++++ +++ — — —_
H1 tH++ | At | A A
d) Serum Halle Sch. (1:4).
Bezeichnung Serummenge
des Antigens 0,2 0,15 0,1 0,07 0,05 0,02
3105 +4++ | A | ++ | ++
Halle L. : +4+++ | 4+ |+t ++ +
Scheibe F+++ | A+ : 4 |+
G.P.4b ++++ | ++++ . +++ ++ —
I : +4+4++ | A+ | At ++ -
1085 +4++ | A | A+t -
349 + 4 + — — —
350 et B o o o B o o ++
W. L. . ++ ++ +
E. 2865 ++ ++ + —
343 . +++ - — —
Halle Sch. 44+ ++ + + +
1952 +++ ++ - — -
H1 A+ | A D A A -

Vaeceinationsversuche.

Ausgehend von den eben geschilderten serologischen Erkenntnissen ist man
zur praktischen Verwertung iibergegangen und hat Influenzavaccine, rein oder
auch im Gemisch, insbesondere mit den Erregern der Sekundirinfektion, thera-
peutisch und prophylaktisch versucht. Wenn ich die hierbei gemachten Erfah-
rungen, iber deren Wert natiirlich noch lange kein abschliefendes Urteil gefallt
werden kann, nunmehr einer Besprechung unterziehe, so geschieht es, weil ex
juvantibus ein Schluf} auf die #tiologische Bedeutung des Influenzabacillus még-
lich ist.

Eigene Beobachtungen stehen mir nicht zur Verfiigung, wie ja iiberhaupt
derartige Versuche in Deutschland wenig oder gar nicht gemacht worden sind.
Um so zahlreicher geschah dies im Ausland. Die meisten Autoren aber verfiigen
nur iiber ein verhiltnismiBig sehr kleines Beobachtungsmaterial. Beginnend
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mit denjenigen, die keine Erfolge aufzuweisen hatten, ist zunichst eine Arbeit
von Meyer, McRoberts, Stichel, Brown und Wollenberg zu nennen.
Nicht nur, daf sie keinen Einflul der Impfung bemerken konnten, erkrankten
von den Geimpften 107 Krankenpflegerinnen 10 nach der ersten oder zweiten
Einspritzung an Grippe. Es wird die Annahme geduflert, daB die Impfung eine
latente Infektion mobilisiert habe. Etwas Ahnliches berichtet auch Edington:
Wiahrend bei Gesunden die Impfreaktion sehr leicht war, verschlimmerte sich
bei Personen, die an Schnupfen oder Bronchitis zur Zeit der Injektion litten,
dieser Zustand ganz betrachtlich. Edington selbst, dem es so ging, konstatierte
bei sich die Symptome einer leichten Grippe mit Influenzabacillenbefund, 148t
es aber offen, ob die Impfung tatsichlich die Ursache der Erkrankung wire.
Einen Unterschied im Verlauf der Erkrankung zwischen Geimpften und Un-
geimpften konnte er nicht feststellen; dagegen war ein deutlicher Schutz gegen
Pneumonie vorhanden.

Von guten Resultaten berichtet Quarelli, der mit einer Mischvaccine
100 Personen behandelte, von denen keine erkrankt ist. Cadham teilt mit,
daB die Zahl der Pneumonien bei den von ihm prophylaktisch Geimpften nur
halb so grol war wie bei den Ungeimpften, wihrend die Todesfille sich sogar
wie 1 : 3 verhielten. Tottenham wie auch Armitage benutzten ein Misch-
vaccin von Influenzabacillen, Strepto- und Pneumokokken, therapeutisch bei
bereits ausgebrochener Erkrankung. Beide bezeichnen den Erfolg als gut.
Tottenham 14Bt es aber offen, ob es sich bei ihm nicht um an und fiir sich
leicht verlaufende Krankheitsfalle gehandelt hat. Auch Kraus und Kantor
verwendeten ein Mischvaccin dhnlicher Zusammensetzung mit gutem Erfolg.

Uber ein groBeres Material verfiigen Eyre und Lowe, die ihr Mixed-
Catarrhal-Vaccin, bestehend aus Pneumokokken, Streptokokken, Influenza-
bacillen, Staphylococcus aureus, Micrococcus catarrhalis, Bacillus pneumoniae
und Bacillus septus, an 16 000 Soldaten erprobten. Die Erkrankungsziffer der Ge-
impften zu den Ungeimpften verhielt sich wie 1:3, das Verhiltnis der Todesfille
war sogar 1:9. Ahnliches berichten auch Leishman und Wynn, bei denen
die Morbiditat der Behandelten 149/, die der Nichtbehandelten 47,3%/,, betrug.

Reine Influenzavaccine verwendeten Sahli in der Schweiz und Crofton
in England, prophylaktisch wie auch therapeutisch; beide glauben von einem
guten Erfolge sprechen zu konnen, ohne daf} sie aber zu einem abschlieBenden
Urteil gelangen.

Von ganz besonders gutem Erfolg bei einem gréBeren, unter eigener Beob-
achtung stehenden Material wissen Duval und Harris zu berichten. Auf
Grund ihrer Studien von der serologischen Einheitlichkeit der Influenzabacillen
und ihrer Bedeutung als Erreger der Pandemie iiberzeugt, stellten sie sich ein
Vaccin mit einem einzigen Influenzastamm her, indem sie 48 Stunden alte, auf
Kochblut gewachsene Kulturen mit 0,8 proz. Kochsalzlésung abschwemmten
und durch 10—15 Minuten lange Einwirkung chemisch reinen Chloroforms ab-
téteten, das unmittelbar nach der angegebenen Zeit sorgfiltig entfernt wurde.

Es wurde nur frischer Impfstoff, der hochstens 7 Tage alt war, verwendet.
Die Dosis fiir Erwachsene betrug 1 Billion Keime bei der ersten, 11/, Billionen
bei der zweiten und 1 Billion bei der dritten Injektion. Zwischen den einzelnen
Impfungen lag ein Intervall von 3 Tagen.

Ergebnisse der Hygiene. VII. 19
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Ungefdahr 5000 Personen, die unter annahernd gleichen Lebensbedingungen
standen und vor allem in gleicher Weise einer Infektionsmoglichkeit ausgesetzt
waren, wurden geimpft. Von denjenigen, die alle drei Impfungen erhalten hatten
— und das war die tiberwiegende Mehrzahl —, erkrankten 1,79, von denen,
die nur 2mal geimpft worden waren, 8%,, und bei denen, die es bei einer ein-
maligen Injektion hatten bewenden lassen, betrug die Erkrankungsziffer 249.
Es wird hervorgehoben, da die Erkrankungen bei den Geimpften besonders
leicht und ohne Komplikationen verliefen. Zum Vergleich dienten 866 unter
den gleichen Bedingungen lebende Personen, die die prophylaktische Impfung
verweigert hatten. Bei diesen betrug die Morbiditatsziffer 419%,.

Die nach der ersten Injektion auftretende Reaktion bestand in einer in
3—5 Tagen abklingenden Roétung der Impfstelle und einer Allgemeinreaktion,
die in ihrem klinischen Verlauf den ersten Stadien der Influenza sehr dhnlich
war, 6—8 Stunden jedoch nach ihrem Beginn verschwand. Die zweite und dritte
Einspritzung verlief bedeutend leichter.

Die Dauer des Impfschutzes wird von den Autoren auf Grund ihrer klini-
schen Beobachtungen wie auch auf Grund des Nachweises agglutinierender und
komplementbindender Immunkérper im Blute der Vaccinierten auf mindestens
3 Monate geschitzt. Die giinstigen Erfolge ihrer Schutzimpfung fiihren sie auf
die Beschaffenheit des einverleibten Impfstoffes zuriick, der sich von dem an-
derenorts verwendeten in der Hauptsache unterscheidet durch die Frische des
Vaccins und insbesondere durch die Methode seiner Herstellung (Abtétung
durch Chloroform), durch die der hochste Grad der immunisierenden Kraft er-
reicht wiirde.

Die Schutzwirkung und die iiberaus groBe Ahnlichkeit der Allgemeinreaktion
mit den frithen Stadien der natiirlichen Infektion sind nach Ansicht von Duval
und Harris ein strikter Beweis der Beziehungen zwischen der klinischen In-
fluenza und der kiinstlichen Tox&mie, hervorgerufen durch die Einverleibung
der Influenzabacillen, und damit ein Beweis fiir die Erregernatur der Pfeiffer-
schen Bacillen.

Wenn auch die Zahl der bisher gemachten Beobachtungen noch gering ist
und alle Versuche, die mit Mischvaccin gemacht worden sind, als Beweis nicht
dienen konnen, so scheinen mir doch die mit reinen Influenzabacillenimpfstoffen
erzielten Erfolge, insbesondere die eben ausfiihrlich geschilderten Beobachtungen
von Duval und Harris, ein weiteres Glied in der Kette des Beweises fiir die
Richtigkeit der Pfeifferschen Anschauung zu sein. Sie geben uns auch einen
Hinweis, wie man vielleicht in Zukunft die verheerenden Wirkungen der pan-
demischen Influenza wird eindimmen kénnen, dhnlich wie es bereits bei anderen
Erkrankungen gelungen ist.

SchluBbetrachtung.

Wenn ich noch einmal kurz rekapitulieren darf: Die technischen Schwierig-
keiten, die sich der Dienstbarmachung der Serologie fiir die Influenzaforschung
fritheren Untersuchern storend in den Weg gestellt haben, sind so weit beseitigt,
daB sowohl Agglutination wie auch Komplementbindung brauchbare Resultate
ergaben. Der Versuch, mittels kiinstlicher Immunsera in direkter Agglutination
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und Absorption quantitativ eine serologische Einheitlichkeit aller himoglobino-
philen, als Influenzabacillen anzusprechenden Stibchen nachzuweisen, hat eine
vollige Ubereinstimmung unter den gefundenen Stimmen nicht ergeben. Es ist
auch noch nicht gelungen, den Nachweis bestimmter serologisch zusammen-
gehorender Gruppen zu fiithren, aus denen sich eine Einteilung in Pandemie-
stamme und andere ergibt. Vielleicht gehoren die Meningitis erregenden Stimme
einer enger zusammengehorenden Gruppe an.

Wohl aber kann man fast jeden Stamm auch durch monovalente Immun-
sera zur Agglutination bringen, wenn auch die Titerhéhe des Serums bei hetero-
logen Kulturen nicht erreicht wird, was besonders bei frisch hergestellten Immun-
sera auffillt. Die Grenze der Beeinflussung heterologer Stimme liegt meist an
der Stelle, bis zu der ein Titerriickgang des Serums schon nach kiirzerer Auf-
bewahrung erfolgt. Ich mochte daher annehmen, dafl die Influenzabacillen zwei
verschiedene Arten Agglutinationsreceptoren enthalten: 1. allgemein wirkende,
2. fir jeden Stamm spezifische