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Uber neuere Impfstoffe gegen Flecktyphus.

(Rickettsien-Impfstoffe aus dem Dottersack
bebriiteter Hiithnerembryonen.)

Von
R. Otto und R. Wohlrab.

Mit 4 Abbildungen im Text und 1 Tafel.

Unsere Versuche, brauchbare Fleckfieherimpfstoffe zu gewinnen, waren
auf der Erkenntnis begriindet, daB bei der Fleckfieberbekéimpfung, be-
sonders in Europa, die Schutzimpfung mit abgetiteten Erregern die ge-

gebene Methode ist [vgl. R.Orro u. R. WonLras (1)], wie dies auch
WEeIGL (2) betont hat. Ebenso hat Zinsser (3) mit Nachdruck bereits auf
diesen Punkt hingewiesen. Zur Herstellung solcher Impfstoffe
miissen geniigende Mengen von Rickettsien gewonnen werden.
Dies geschah bisher meist durch Ziichtung in der Laus. Zur Herstellung
des Impfstoffes wurde der Darminhalt infizierter Liuse verwandt.

Ein solches Verfahren wurde zuerst von Rocma-Lima versucht, dann aber syste-
matisch im groBen Umfange von WEercL und seinen Mitarbeitern ausgebaut. Mit dem
Weigl-Impfstoff sind bereits in groBerem Umfange erfolgreiche Schutzimpfungen gegen
Flecktyphus in Polen, China und Abessinien durchgefiihrt worden.

Neben der Ziichtung der Rickettsien in der Laus, die immerhin nur
unter gewissen Voraussetzungen moglich und mit erheblichen technischen
Schwierigkeiten verbunden ist, hat man spéiter auch andere Methoden
zur Rickettsiengewinnung angewandt, und zwar wurden von uns
[vgl. R. Otro (4)] versucht:

L die Rickettsienziichtung im Tierkorper (in Miusen und Ratten),

II. die Rickettsienziichtung in Gewebezellen in vitro (besonders in der
sogenannten Maitlandkultur) und
IIT. die Methode der Hiihnerembryokultur nach GooppASTURE bzw. Cox.

Uber das Ergebnis mit den nach den ersten beiden Verfahren
im hiesigen Institut hergestellten Impfstoffen haben Orro und

Arb. a. d. Staatl. Inst. f. exp. Ther. u. d. Forschungsinst. f. Chemother. zu Frankfurt a. M. XL. 1




2 _ R. Otto und R. Wohlrab,

WoHLRAB (5) vor lingerer Zeit berichtet. Sie gewannen dabei die Impi-
stoffe einmal nach der Technik von Zinsser aus rontgengeschidigten,
intraperitoneal infizierten Miusen und andererseits durch Ziichtung in
vitro nach der Methode von Nige und LANDSTEINER, die von ZINSSER und
Maccr1aveLLo der Ziichtung im groBen angepaBt worden war. Mit diesen
Methoden erhielten wir ein regelméBiges Wachstum nur beim murinen Fleck-
fiebervirus. Nahere Angaben iiber die Herstellung unserer Impfstoffe
finden sich in der oben erwéihnten Arbeit. Die Priifung der Immuni-
sierungswirkung der gewonnenen Impfstotfe wurde an Miusen und
Meerschweinchen vorgenommen. Allerdings konnten die Priifungen in
den Versuchen an Meerschweinchen seinerzeit nur an einer geringen Zahl
von Tieren durchgefiihrt werden. Aus den Versuchszusammenstellungen
ging aber hervor, daB bei den angewandten Impfstoffmengen und der Im-
munisierungsart (3malige sk. Applikation in je 5 Tagen Abstand) mit den
Méuseperitonealimpfstoffen eine sehr gute Immunisierungs-
wirkung gegen das homologe murine Virus bei den Miusen
zu erzielen war; sie war auch an Meerschweinchen noch deutlich nachweis-
bar, wenn sie auch dem Anschein nach nicht in gleichem AusmaB auftrat.
Impistoffe aus den in Maitlandkulturen geziichteten Rickettsien (muriner
Typ) entwickelten gleichfalls eine geniigend sicher nachweisbare Immunitit,
die auch hier in den Mauseversuchen iiberzeugender als bei denen mit Meer-
schweinchen hervortrat.

Da einerseits bei dem Maitlandverfahren die Gewinnung groBerer
Mengen der Rickettsia mooseri doch unsicher war, und andererseits die
Anpassung der Ri. prowazeki an beide Methoden nicht moglich war, haben
wir diese Verfahren aufgegeben und uns zur Gewinnung der Rickettsien
der Hﬁhnerembryokultur, und zwar der Dottersackmethode
von Cox zugewandt.

Die Methode der Hiihnerembryokulturen zur Virusziichtung, wobei
die Chorion-Allantoismembran beimpft wird, haben zuerst GOODPASTURE,
Wooprurr und Buppinea angewandt. Sie ist spéter auch fiir die Rickett-
sienziichtung von Zinsser und Z1a, dann von WENCKEBACH, BRUYNOGHE
und Japiv, Kivura und Mivazawa, sowie (mit gewissen Abanderungen) von
BarYxIN, KoMpaNETz und Botscmarowa benutzt worden. Eine gentigende
Ausbeute an Rickettsienmaterial, wie es bei Impistotfen benstigt wird,
war indessen mit diesen Methoden nicht erreichbar. Aus diesem Grunde
gingen wir zu der Hiihnereikultur nach dem Verfahren von Cox iiber.
Cox beimpft den Dottersack des bebriiteten Hithnerembryos (6).

Bei seiner Methode konnte er die verschiedenen Rickettsienarten in Serien-
Passagen weiterfiihren, so die des Felsengebirgsfiebers, des endemischen und epidemi-
schen Fleckfiebers, des fidgvre boutonneuse, des brasilianischen Fleckfiebers und einer
neuen nicht identifizierten Rickettsienart, die aus Amblyomma maculatum isoliert
worden war. Er fand die Dottersackaufschwemmung von Felsengebirgsfieber und
endemischem Fleckfieber 100—1000mal so infektids als das Gewebe des sich ent-
wickelnden Hiihnerembryos bzw. das der Tunica vaginalis des Meerschweinchens und
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annéhernd so infektids wie das Zeckengewebe. Mit Ausnahme des européischen Fleck-
fiebervirus wurden bei allen untersuchten Krankheiten Rickettsien leicht und regel-
méBig im Dottersack gefunden.

Auch uns gelang eine Vermehrung des murinen Virus (Ri. mooseri)
auf diese Weise leicht. Im Gegensatz zu obigen Mitteilungen von Cox
lieB sich aber von WoHLRAB zeigen, daB sich auch gewisse Rickettsia
prowazeki-Stimme in reichlicher Menge im Dottersack vermehren kénnen
und nachweisen lassen. Wie wir erst aus einer spiteren Arbeit von Cox ©)
ersehen, ist ihm gleichfalls die reichliche Vermehrung der Ri. prowazeki
im Dottersack gelungen, und zwar mit einer RegelmiBigkeit, wie wir sie
nicht beobachten konnten. Auch Cox hat aus derartigem Rickettsienmaterial
wirksame Impfstoffe gewonnen. Die verschiedenen, von uns hergestellten
Dottersackimpfstoffe sind in den folgenden Ausfithrungen mit I, bis I
bezeichnet, wenn es sich um Impfstoffe handelt, die mit der Ri. prowazeki
gewonnen wurden. Die mit der Ri. mooseri gewonnenen Impfstoffe tragen
die Bezeichnung ITa, IIb, II, und Il

Die Infektion des Dottersacks erfolgte am 5. bis 6. Tag nach der
Bebriitung des Eies. In der Regel fanden sich dann bei einer Serie von
etwa 20 infizierten Eiern bei 4—6 nach etwa 15—16 Tagen reichliche
Rickettsien im Dottersack (vgl. die am Schlusse der Arbeit folgenden
photographischen Aufnahmen). Fiir die Impistoffgewinnung wurde
der bei mikroskopischer Durchmusterung rickettsienreich befundene Dotter-
sack aus der Eischale vorsichtig in physiologische Kochsalzlgsung ge-
bracht und nach Zerkleinern mit so viel Formalin versetzt, daB zunichst
ein Formalingehalt von 0,5 9, entstand. Nach einigen Tagen wurde dann
durch Zufiigen physiologischer Kochsalzlosung die Konzentration auf etwa
0,25 % Formalin eingestellt. Die ersten Ri. prowazeki-Formalinimpfstoffe
I; und I, und der murine II;;, wurden auBerdem nach Abfiillung einmal
30 Minuten bei 56° im Wasserbad gehalten, wihrend der Impfstoff II,,
iiberhaupt nicht inaktiviert wurde. Da der Formolzusatz beim Impfen
stirkere voriibergehende Schmerzen setzt, die allerdings schon nach 5 Min.
vollig nachlassen, wurde spiter von Formalinzusatz abgesehen und die
Impistoffe von I; ab mit 0,5/, Phenolgehalt bereitet. Nur beim Impf-
stoff I, wurde auBer 0,4 %, Phenol noch 0,1 % Formalin zugesetzt. Eine
Wiarmeinaktivierung fand bei den Impfstoffen I und I, einmal fiir 60 Mi-
nuten bei 56° nach der Abfiilllung in Flischchen statt. Bei dem Impf-
stoff Iy, Ig. und s, I, und allen weiteren wurde zweizeitig inaktiviert, das
erste Mal vor Abfiillung 60 Minuten bei 56—60° im Wasserbad, das zweite
Mal nach Abfiillung und VerschluB der Flischchen wieder bei 56° im
Trockenschrank. Nach Sterilitits- und Virulenzpriifung erfolgte die Ab-
gabe der Impfstoffe, die alle vorher bereits bei Impfungen im Institut er-
probt werden konnten.

Die Sterilitatspriifung erfolgte durch Verimpfen des frisch be-
reiteten Impfstoffes nach der ersten Inaktivierung. Dabei wurden die
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schon berichtet worden. In der Tabelle I sind die Ergebnisse der bis- ]

| i der staatlichen Priif der Sera usw. gebriuchlichen bakteriologischen .
:; hel dar staatlichon Pritfung der Ss . n 0'08 her vorliegenden Meerschweinchenversuche zusammengefaBt. Die

itk Methoden angewandt. Eine zweite Sterilitétspriifung nahmen wir nach

H' ; ’}"f der Abfiillung des Impfstoffes an Stichproben vor. Die Avirulenzpl:iifung ¥§522};ir§2;n a?lfunudn; Z;?:nwgiz Erig eba?i?ﬁe I%ét 121611 ];th moos f};i- !
"‘ |.|’ H‘ geschajh durch ip. Injektion des ]ir.isqh bereiteten Impfstoffes bei Meer- de n? Homologen Vi’rus (a)zun din eianezva;tenl \;‘:rsuc]}ll's:e?;lne ?;)) g:g:;lgb:: ’
w'.’l ' ;m] schwelnc}{en na.ch e dersten. Ipa t1v1egung. fstolf Eiwolb tnd dem heterologen Virus gepriift. Wie aus der Tabelle ersichtlich ist ‘hatten I
LEe Ob eine weitgehende Relnlgupg es In.lp stoils von Eigelb un die immunisierten Tiere sine #ut I tat "b, d i
“:H ‘,‘ von Eihautgeweben notwendig ist, mag bislang in bezug auf Vertr‘ag- homologen Virus (Tab, Ia Dig :B m;{m;lnl_ }?l dgegf%nu er :m |
I ! !“,; lichkeit und Wirkung des Impfstoffes unnitig erscheinen. Die Vertriglich- 8 - 18). Die grofe Mehrzahl der immunisierten |
l{;“'j;-’ | keit des Phenolimpfstoffs ist sehr gut, bis auf eine mébige Lokalreaktion Ubersichtstabelle 1. |
1l ‘ blieben Allgemeinerscheinungen bisher aus. Da Eigelb mit sehr geringem

; ) Ergebnis der Immunisierungsversuche an Meerschweinchen. |
Ri.-Gehalt ebenfalls immunisiert und wie aus der Kurve 1 zu ersehen ist, |

o . . scher Zeit oder mit positiven Temperaturkurven nach verlineerter Inkuba-
Uber unsere Erfahrungen mit den ersten aus Dottersicken ge- tionszeit. p p :

wonnenen Ri. mooseri-Impfstoffen ist kurz an anderer Stelle (R.O110) ; — = Meerschweinchen mit regelrechten Temperaturkurven (kein Fieber).

‘ 1 g ; . Ver- I
| "‘ sogar noch' besssar af,ls dafs Ri.-reiche entsprec}.lende Dottersafakm?terlal suchs Tomuiisirks Tiase Kontrolltiere Benioritamagn '
|' j (was allerdings ein einmaliger, aber sehr beachtlicher Befund sein diirfte), reihe ' ‘
A1 R 7 . s X . = i
‘.J h ] 80 ist auch von dieser Seite kein AnlaB geboten, weitgehende Reinigungen 5) Woarieliweihen mit T ;
itk durchzufiihren. Rickettsia mooseri immunisiert| Meerschweinchen ) ] |
I | Trotzdem wurde, als die Nachfrage nach Impfstoff geringer wurde, _ T R%g]}fgggfa?%ogleﬁ-i- ;
M! versucht, bei den neueren Impfstoffen moglichst die Zellbestandteile der ‘ Anzahl der Wgee: o Hf— - ==l g2 Tiere|T|H/— — ' [
‘H | Eihdute durch Zentrifugieren bei sehr geringer Tourenzahl im Sediment T |
,‘[J ‘ bzw. das Eigelb bei sehr hoher Tourenzahl im AbguB zu entfernen. > [P HarkioR 1) (6| — - &) 1 3 O’gcfgrlgm]éﬁi%%xj?;}p_
“}j ?'r“ ‘ Die Reinigung bei geringer Tourenzahl wurde aufgegeben, weil bei der 2 40, T2 7 5| 15 |4 — 105 cem 1/300° Meer- |
114 | | Konsistenz des Materials zu viel Rickettsien mit niedergeschlagen wurden. 8. [5( ,, Imy|1| 7 7 S enehielzpliin iy, i
' | | Beim Ausschleudern des 8000 Tourenabgusses bei 15000 Touren Um- = ST T £ |
£ drehung gehen in das Sediment noch Rickettsien iiber. Aus &#uBeren Griin- ‘ SIS iz 4 |
It Il den muBten wir es bei der Durchschleuderung mit 8000 Touren bewenden 34 4 |
(1] ‘n | lassen. b) - kMeqrschweinc_hgn mit nicht immunisierte . Infektionen mit ’ !
””: ! Bei' don Tmpfstoffen I, und den weiteren Ri. prowazeki-lmpfstoffen ' ickettsia mooseri immunisiert Meerschweinchen Rickettsia prowazeki: \
e sowie bei dem Rickettsia mooseri-Impfstoff IT; verfuhren wir also in folgen- 1. 12 (Impfstoff II,) [— — 12 15 111 3 [0,6 cem 1/500 Meer- "
b il der Weise bei der Verarbeitung des rickettsienhaltig befundenen | oo ey ) (5|8 1| 20 |igla _ schweinchengehirn ip.
i | i g 2
B Dottersacks: ‘
{ o . . . - 26 5|8 13 35 27 b |
i Der in physiologischer Kochsalzlgsung, die 0,5 % Phenol enthilt, ‘ _ LI 1
il 1 ' aufgenommene Dottersack wird 24 Stunden mit Glasperlen in einer Schiittel- 21 8
il - - ‘ : N nn eine ‘ c) . Meerschweinchen mit nicht immunisierte Infektionen mit
i; I !r flasche geschutt'eh;, durch eine Doppellage Gaze fﬂtl:lel‘t und da_nn ; Rickettsia prowazeki immunisiert Meerschweinchen Rikettsia prowazeki:
iy Stunde lang bei 8000 Touren zur Entfernung des Eigelbes zentrifugiert. |
I ‘;‘;1 Der Uberstand wird abgegossen, das Sediment erneut mit frischer 0,5 o 1. 19 (Impfstoff I,) [1]|14 4 20 |16 4 . — 0,6 cem 1/500 Meer-
R 3 . 5ol Kochsalels ot d “wieden darc schweinchengehirn ip.
e phenolhaltiger physiologischer Koc salzlosung versetzt und wiede dur e 2. 19(¢ ,, IL—L)8| 6 5 13 |11)1 1 10,5cem1/15—1/20 Meer- |
(i geschiittelt. Danach wird nochmals 1 Stunde bei 8000 Touren zentrifugiert | schweinchengehirn ip. I
f I und der verbleibende Uberstand wiederum abgegossen; das Sediment wird . 38 920 91 8 275 1 f
; :“; dann in 0,6°/, phenolhaltiger Kochsalzlosung aufgenommen, und zwar 29 6 I
e jeweils ein Dottersack in 25 ccm. Nach Auffiillung des Impfstotfes auf die ) & l
"'“ i Endkonzentration und nochmaliger Durchschiittelung wird der Tmpfstoff Zeichoneridarung: '
i onz I . . oo . . b
I) EHE 1 X I N : + = Meerschweinchen mit positiven Fleckf eberte aturkurven nach typischer
‘ﬂj |! il 1 Stunde bei 56—60° gehalten und dann in Flischehen abgefiillt, die noch- [kdbetonit, L e P
!u[ 5 j mals 1 Stunde auf 56° erhitzt werden. 3 +/—= Meerschweinchen mit schwach positiven Fleckfiebertemperaturkurven in typi-
i
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Tiere (34 von 42) erwies sich, nach dem Verlauf der Fieberkurve beurteilt,
mehr oder weniger immun. Nur 8 Tiere zeigten eine deutliche Fieberkurve,
wihrend von 30 Kontrolltieren 26 prompt mit typischen Kurven auf die
gleiche Infektion (0,5 ccm 1/500 Meerschweinchengehirn ip.) reagierten.

Sehr deutlich geht die mit Ri. mooseri-Impfstoffen erzielte
Immunitéat gegen das homologe (murine) Virus auch aus den nach-
stehenden Sammelkurven der téglichen Temperaturmittel der immunisierten
und der Kontrolltiere hervor. Aus dem Kurvenverlauf auf Textabb. 1
ist ersichtlich, da im Gegensatz zu den Kontrolltieren sowohl bei den
Tieren, welche mit Eihdute-Impfstoffen als auch denen, die mit Eigelb-
Impfstoffen immunisiert waren, die Temperaturkurven im Mittel deutlich
niedriger blieben als bei den Kontrolltieren. Dabei ist nach dem Kurven-
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Abb. 1. Sammelkurven der téglichen Temperaturmittel der gegen murines Fleck-
fiebervirus immunisierten Meerschweinchen und der Kontrolltiere. a) 14 mit
Rickettsia mooseri-Eihéiute-Impfstoff ITa immunisierte Meerschweinchen (s. Tab. I, a2).
b) =——=———15 mit Rickettsia mooseri-Eigelb-Impfstoff IIb immunisierte Meer-
schweinchen (s. Tab. I, a3). ¢) 15 Kontrolltiere.

verlauf mit dem Ri. mooseri-Eigelb-Impfstoff IIb ein besseres Resultat
erzielt worden als mit dem Ri. mooseri-Eihiute-Impfstoff ITa.

Der Unterschied zwischen beiden Eierimpfstoffen ITa und IIb bestand
darin, daB zur Herstellung des Impfstoffes ITa hauptsichlich die rickettsien-
reichen Eihdute (Dottersack) benutzt waren, wihrend der Impfstoff ITh
aus einem Teil des rickettsienarmen Eigelbs der Dottersicke von ITa ge-
wonnen wurde.

Von 14 mit Ri. mooseri-Eihdute-Impfstoff ITa immunisierten Tieren
zeigten 5 kein Fieber und von den iibrigen 9 zeigten 7 Spitkurven. Von
15 mit dem Ri. mooseri-Eigelb-Impistoff IIb immunisierten Tieren zeigten
hingegen 7 fieberfreien Verlauf, wihrend 8 positive Fleckfieherkurven
zeigten, von denen aber 7 Spitkurven waren. Von den 15 mit der gleichen
Virusmenge infizierten Kontrolltieren zeigten 14 eine typische Fleckfieber-
kurve, nur ein Tier blieb ohne Fieber (inapparente Infektion ?). ]

Auch gegeniiber dem heterologen Virus (Ri. prowazeki) erwies
sich die groBe Mehrzahl der in gleicher Weise und mit dem - gleichen
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Ri. mooseri-Impfstoff immunisierten Tiere (vgl. Tab. Ia) mehr oder
weniger immun (Tab. Ib). Von 26 Tieren zeigten nur 5 eine typische Fleck-
fieberkurve, wihrend von 85 Kontrolltieren 27 typisch positiv reagierten.
Das murine Virus immunisierte also bei mehrmaliger Appli-
kation (2mal 0,5, 1mal 1 cem subkutan) nicht nur gegen die Infektion
mit homologem, sondern auch recht gut gegen die mit hetero-
logem, klassischem Virus. Deutlich geht dies wiederum auch aus der
spiter niher zu besprechenden Kurventafel 2 hervor. Dort hat der Ri.
mooseri-Impfstoff ITa nur 5 Tieren keinen Schutz gewihrt; von 14 Tieren
blieben auf Ri. prowazeki-Infektion 1 fieberfrei und 8 hatten Spatkurven.
Die 20 Kontrolltiere brachten 16 typische und 4 Spatkurven. Dies erscheint
fiir praktische Schutzimpfungen mit murinem Virus gegen Flecktyphus
recht bemerkenswert.

Von anderen Autoren wurde auch eine kreuzweise Immunitit fest-
gestellt, dabei aber immer betont, daB die Tmmunitit durch murines Virus
eine erheblich schwéichere Kreuzimmunitit erzeugt als umgekehrt. -

So fanden Zinsser und seine Mitarbeiter und spiter auch Veintemillas, daB
die mit murinem Ri.-Tmpfstoff (aus der Ratte) erzeugte Immunitit gegen heterologes
Virus zwar deutlich, aber schwicher war, wie die gegen homologes Virus. - Immerhin
méchten wir, ebenso wie Veintemillas, aus unseren Versuchen schlieBen, daB es
eine hbeachtenswerte Kreuzimmunitit gibt, und daB daher auch die Vakzinierung
mit Rickettsia mooseri-Impfstoffen gegen Flecktyphus nach den tierexperimentellen
Befunden in Frage kommt. Wir beabsichtigen, dieser Frage noch weiter nachzugehen,
da ja die Ziichtung der Ri. mooseri im Dottersack in reichlichen Mengen gelingt und
selbst im Zellkulturverfahren und in Maitlandkulturen gut moglich ist.

Als sich im vergangenen Sommer bei unseren Versuchen ergab, daB
fiir die Fleckfieberimpfstoffe auch geniigende Mengen der Ri. prowazeki
im Hithnerdottersack zu gewinnen sind, gingen wir hauptséchlich zur Her-
stellung von Impfstoffen mit der Ri. prowazeki iiber. Die
Brauchbarkeit dieser Impfstoffe lie§f sich sowohl tierexperimentell als auch
klinisch erbringen, in letzterer Beziehung insofern, als der Impfstoff bei
mehreren Impflingen (s. Tab. III) eine deutliche Steigerung der Weil-
Felix-Reaktion ergab und bei der Injektion keine besonderen Reaktionen
veranlaBte.

Nach Tabelle Ic blieben von 38 immunisierten Meerschweinchen
29 ohne typisches Fieber, davon waren 9 vollig fieberfrei, 20 hatten 50g.
Spitkurven und 9 zeigten regelrechte Temperatursteigerungen, wihrend
von 33 Kontrolltieren 27 regelrecht fieberten. -

Die Wirkung des Ri. prowazeki-Impfstoffs gegen das klassi-
sche Virus im Tierexperiment ist sehr gut auch aus dem Kurvenverlauf,
wie ihn die Textabb.2 darstellt, zu ersehen. Auf dieser Tafel sind die
Sammelkurven der tdglichen Temperaturmittel der gegen Flecktyphus ho-
molog bzw. heterolog immunisierten Meerschweinchen in Vergleich gesetat
mit der Sammelkurve der mit dem gleichen Virus infizierten Kontrolltiere.
Aus dem Kurvenverlauf 148t sich deutlich erkennen, daB beide Impfstoffe,
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H ,H der homologe und der heterologe, bei den Meerschweinchen Immunitit erhielten. Auch diese Versuche miissen wir noch wiederholen, da die damals A
‘J-;J“,?‘{” erzeugt hatten. Es zeigt sich hier wiederum, daB mit dem homologen uns zur Verfiigung stehenden Weigl-Tmpfstoffe wohl schon slteren Datums i
]"fi" Ri. prowazeki-Impfstoff die stirkeren Immunititsgrade erzielt waren und die Zahl der Versuchstiere noch zu gering ist. Unsere ersten ‘
H:| | wurden. Impistoffe sowie einige, welche wir in letzter Zeit herstellen konnten, |
‘}f i‘ ALl Von 19 mit Ri. prowazeki-Impfstoft I; (vgl. Tab. Ic 1) immunisierten ergaben einwandfrei gute Resultate, wie aus einigen beigefiigten Kurven 1
il it J Tieren blieben 4 ganz fieberfrei, 15 zeigten positive Kurven, aber darunter J
lif .f it waren 14 Spitkurven. Von 14 mit Ri. mooseri-Eierimpfstoff ITa immuni- i V. ;
il .F sierten Tieren (vgl. Tab. Ib 2) blieb eins fieberfrei, wihrend 13 positive Tag nach 5 4| |6'|57f[ fgfb of"fxr’i{z"3"4'I5'|1§Zl”8"9'ho"""'2413"'4"'51125117"18'['9"2012" fj
Hi Tem}?eratur_kurven zeigten, darunter wiederum 8 Spitkurven. Alle 20 Kon- J"fe::':" oarivn Meerschweinchen 986 (1) i
it " trolltiere zeigten bei der gleichen Infektion typische Fieberkurven, 4 Spit- ) ‘
L kurven. Deutlicher treten die Unterschiede in der Sammelkurve 2 hervor. Rt 2 |
i ‘ ‘ Uber die Art der beiden Tmpfstoffe ist folcendes zu bemerken: Der 390 — |
L o . P SBnCoe - \ :
il Eierimpfstoff I, ist ein aus Ri. prowazeki-reichen Eihiuten (Dottersack) 380 ] I
,‘ ;1“: J o Meerschweinchen 987 (Igr2)
'H;‘-_‘ A‘f;i‘ | 10| 1213 | 14|15, 16.| 17.| 18.| 19.| 20 | 21. | 22.] 23 |24.] 25 26 27, 28 29.| 30.| 31. i 400 F I
;;“\1' _T,f]?e[(‘ﬁg: 23] als]e|n]e| ool n|]m]a|s]e]17]e] e 20.| 21, 3 |
A Temp. Unfektion| g
1 \} 4 10. 8,39 1 N N N |
Q," I 40.2 B — 380 _u [ |
y: { | ::':: ] A = oy Meerschweinchen 988 (1g,3) ‘I
il 39,60 T Y N 400 ’ ( ]
\‘ ‘H 39,40 /~ = = = ‘I 390 e et |
1 | 39,20 - e i i i el ~ AT | N |
a I 309,00 e —/"\\/ 2N s o i ane i
1 : ) ~] 47 T+ S~ NV F Jio Meerschweinchen 989 (Is/3) l‘
{ 38,80 = = | N \ ; '
‘l‘ " 38,60 J——L ! [ 400 ' '
e N
WiH Abb. 2. Sammelkurven der tiglichen Temperaturmittel der gegen Flecktyphus homolog - oo ~TN Y 4 “% i
[ bzw. heterolog immunisierten Meerschweinchen und der Kontrolltiere. a)————— 19 mit 380 M l il
1 Rickettsia prowazeki-Impfstoff I, immunisierte Meerschweinchen (s. Tab. I, ¢ 1). Meersduieivehan Sopitl f
it D)o SR 14 mit Rickettsia mooseri-Impfstoff I1Ia immunisierte Meerschweinchen 410 i Us/3) I
i (s. Tab. I, b 2). o) 20 Kontrolltiere, '
“ ' 400 ’
I hergestellter, ungereinigter Impfstoff, wihrend der Impfstoff ITa dem oben 3904 || o 1
}'; beschriebenen (s. Abb. 1) entspricht und einen aus Ri. mooseri-reichen : 55 dilh M il
|l Eihéuten gewonnenen Impfstoff betrifft. ) : i
”‘\: Leider waren unsere Arbeiten im vergangenen Herbst und Winter durch eine ‘ Abb. 3. Versuch vom 22. 5. 40. I). Immunisierte Tiere 986—990. Infektion
i ‘,:'! Meerschweinchenstallseuche sehr gestért. Ein grofier Teil der Tiere litt an Pneumonien; mit 0,5 com 1/22 Gehirn Me‘ersch\gvemchen Nr. 18 sc. Rickettsia prowazeki-Virus
i f I durch diese Infektion wurde der Verlauf der fiirdie Beurteilung der Fleckfieberinfektion LWy Iof; und Tg/y sind die Nummern der gepriiften Impfstoife.
}J I so wichtigen Temperaturkurve stark beeintrichtigt. Wir muBten daher bei einem i : s E ! d :
i Teil unserer Versuche die Fieberkurve fiir die Beurteilung der Brauchbarkeit der - - crsichilich ist. Sie diirften guten Weigl-Impfstotfen nicht nachstehen (Fieber-
i iw' I Ri. prowazeki-Impfstoffe ausschalten. Tmmerhin bleiben noch die in der Tabelle I ¢ 2 1 kurven auf Textabb. 3 u. 4).
i aufgefiihrten Tiere tibrig, welche ihrerseits die Wirksamkeit des Impfstoffs klar er- . . . "
fi I fi kennen lassen. Bei den iibrigen Impfstotfen waren wir damals zeitweise gezwungen, I.I_l Tabelle IT sind die Ergel?nlsse der Immu.nlm?rungs‘_zersu(}h.e
e i den Hauptwert bei der Beurteilung ihrer Brauchbarkeit auf den mikroskopischen an Méusen zusammengestellt. Die Miuse wurden teils mit der Ri. mooseri,
l il Rickettsienbefund des Dottersackmaterials zu legen. teils mit der Ri. prowazeki immunisiert, und zwar erhielten die Tiere 2mal 0,1

| Bemerken mochten wir bei dieser Gelegenheit noch, daB die Ergebnisse und bei der 3. Injektion 0,2 cem Tmpfstoff subkutan. Die Miuseversuche
der in der Tabelle Ic aufgefiihrten Versuche nicht schlechter waren, als die ergaben ebenso wie die Meerschweinchenversuche eine deutliche Immuni-
Ergebnisse, welche wir bei der Immunisierung mit Weigl-Impfstoffen tat sowohl gegen das homologe wie gegen das heterologe Virus,
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Ubersichtstabelle 1I.
Ergebnis der Immunisierungsversuche an Miusen.

Ver-
suchs- Immunisierte Tiere Kontrolltiere Bemerkungen
reihe i

a) Miuse mit Rickettsia mooseri | nicht immunisierte

immunisiert Miuse

Infektionen mit

Anzahl der Tiere |+/skr. |lir./— (22801 | ¢iger | ey, | Rickettsia mooseri:

1. |29 (Impfstoff IT 1a)| 5 24 30 12 18 |0,25¢em 1/1000MAuse-
gehirn ip. = 1000-

2. 180( ,, II1b) 9 21 fache Grenzinfek-
tionsdosis
59 14 45 30 12 18
b) |Méuse mit Rickettsia prowazeki| nicht immunisierte
immunisiert Miuse
1. |30 (Impistoff I,) 16 14 30 25 5 |0,26ccm1/1000Miuse-
gehirn ip.
2. 120 ( B I;) 8 12 20 10 10 ;0,25 cem 1/120 Miuse-
gehirn ip.
50 24 26 50 35 15
Zeichenerklirung :

/skr.=In typischer Zeit eingegangene bzw. schwerkrank gewordene Mause,
Ikr./— = leichtkranke oder véllig gesund gebliebene Miuse.

doch war hier die Immunitst gegen das homologe Virus stirker ausgeprigt.
Leider ging die Infektion bei den Kontrolltieren in diesen Versuchsreihen
weniger regelmifig als frither an insofern, als bei ihnen nicht immer 70 %
nach der Infektion sichtbar erkrankten.

Zum Schlusse michten wir noch folgende bemerkenswerte Beobach-
tungen berichten. Zunichst zeigte sich bei den Meerschweinchen, welche
wir zur Feststellung der Avirulenz des Impfstoffes mit 1 ccm inaktivierten
Impfistoff ip. infiziert hatten, daB diese einmalige Dosis von 1 cem
keine erkennbare (allgemeine oder lokale) Immunitét hinterlieB. Diese
Meerschweinchen erkrankten bei der spateren Infektion ebenso wie die
Kontrolltiere. Dieser Befund kann nicht liberraschen, denn wir wissen ja,
daB im Tierversuch und auch beim Menschen selbst nach iiberstandener
Infektion keine absolute Immunitéit zuriickbleiben kann und daB auch
sonst die Schutzimpfungen mit abgetiteten Erregern immer nur einen
experimentell nachweisbaren Schutz im Tierversuch hinterlassen, wenn
mehrfache Injektionen zur Schutzimpfung benutzt werden. Auch beim
Menschen wird es sich nicht anders verhalten.

Auch iiber die Impfstoffherstellung miissen noch weitere Er-
fahrungen gesammelt werden. 1). Es zeigte sich daB das mehrmalige
Erhitzen auf 56° bzw. 60° (und bei dem formalinisierten Impfstoff selbst
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die einmalige Erhitzung) eine gewisse Abschwichung der immunisierenden
Wirkung verursachte. Wenn wir trotzdem die Inaktivierung des (spater
phenolisierten) Impfstoffes bei 56 bzw. 60° beibehalten haben, so geschah
dies, um bei unklarem Ausfall des Tierversuchs Infektionen sicher aus-
schlieBen zu konnen, und um nach dem Umfiillen sterile Impfstoffe zu
behalten.

V.1940 0.
22123]2425126[27|28}29)30031 1. | 2.| 3. 4] 5. 6] 7. 8. 9.10) nh2)isialis)ieh7.isholeal)22]

Tagnach[TTv[ T [ [SI T T o [ [l [ [ [ R[] | ]]F
Jnfektion T Jnfektion
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, T
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410

400

=L IENATT

Meerschweinchen 33
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Abb. 4. Versuch vom 22.5.40. II) Kontrolltiere29—33. Infektion mit 0,5 ccm
1/22 Gehirn Meerschweinchen Nr. 18 sc. Rickettsia prowazeki-Virus ZW,.

2). In einem Fall konnten wir beobachten, daB bei den Dotter -
sackimpistoffen die aus dem Eigelb hergestellten deutlich
besser wirkten als die aus den Eihiuten gewonnenen. Im
ersten Falle wirken anscheinend neben den Rickettsien noch irgendwelche
in das Eigelb in Losung gegangene oder abgesonderte Ri.-Bestandteile
als Antigen mit. Wir haben bereits friiher darauf hingewiesen, daB die
Wirksamkeit rickettsienarmer Impfstoffe kaum anders zu erkliren ist
als durch Mitwirkung geloster Rickettsienteile (Endotoxine?) oder Toxine.
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Die giinstigsten Resultate erhielten wir mit den Impfstoffen I, Iy,

! ment Polen gaben wir Impfstoffe an die Wehrmacht, die Auslandabteilung |
L" und Ig/s. T, war ein Impfstoff, der nur 30 Minuten bei 56° inaktiviert war

der Reichsérztekammer (Umsiedlung) und an Arbeitslager ab. Im ganzen

i

und Ig/, ein solcher, der aus atypischen Formen (viel Diplostiibchen) herge-
stellt war, die aus Eiern stammten, zu deren Beimpfung eine Ri. prow. ausg
Maitlandkultur verwandt war. In einer Reihe von Eiersubpassagen wurden
diese fiir Rickettsien nach Giemsa zu rot sich férbenden, in ihrer Morpho-
logie sich aber von der Ri. prow. kaum zu unterscheidenden Diplostabchen
fortgefiihrt; sie brachten die Eierembryonen in &hnlicher Weise wie Rickettsia
mooseri schon friihzeitig zum Absterben und wuchsen in groBer Zahl und
oft kolonieartig. Da die Embryonen dieser Eier sehr klein waren, wurden,
sie daher im ganzen zur Impistoffbereitung /Tgf,) verarbeitet.

In den Eierserien fanden sich oft neben typischen Rickettsien in einigen
Eiern, in anderen fiir Rickettsien zu plumpe, kleine kokkoide Formen, die
sich auch farberisch etwas grober der Giemsafarbe gegeniiber verhielten,
Aus diesen entstand Impfstoff Ig/s, wahrend die mit typischen Rickettsien
bewachsenen Dottersiicke derselben Ziichtungsreihen den Impfstoff I,
lieferten. Bei den Immunitétspriifungen der mit Tg/o- und Tg/s-Impfstoffen
immunisierten Tiere erwies sich der mit den Diplostabchen (Tg/,) ebenso
wirksam, wie der mit den kokkoiden Formen hergestellte I/, Die nach-
folgenden Temperaturkurven sollen dies aufzeigen. Die Diplostibchen
enthaltenden Dottersicke waren im tibrigen voilvirulent. Die Stibchen-
formen lieBen sich in Eiern bis zur 6. Passage fortfiihren und vermehren.
Leider erwiesen sich die Eier bei den Passagen in der 7. Generation als
mischinfiziert.

Fast alle unsere im Tierversuch erprobten Impfstoffe wurden von ung
zu Schutzimpfungen beim Menschen abgegeben. AuBer einigen In-
stituten und Gesundheitsimtern in Deutschland und im Generalgouverne-

Tabelle III.
Ergebnisse der W.F.R. bei Schutzgeimpften.

4 / negativ ’ positiv
ezeichnung An-
der Sera zahl] .o | 0 ) o888 |8 :80 Bemerkungen
& 2L |08 F | 2|5
bl b ~ i hee | ™~ s 6 o= |
Normale Kontroll-| 12 i & | 6 1 . . . A . |Im Institut ausge-
sera fithrte Untersuch-
ungen, gegen 0Xjy,
Sera von Schutz-| 30 — 3 9% 187" 7 . A . |Ablesung nach zwe;—
geimpften (Impf- stiind. Aufenthag
stoffe I,—I,) im Brutschrank 37
Sera von Schutz-| 14 2 1 1 4 6 2 L . |Im Hambu_rger
geimpften  in Tropeninstitut an-
Hamburg (Impt- gestellte Reaktionen
stoffe I, und II,) (gegen 0X;o u. 0Xp)

wurden von uns bisher fiir 800 Personen Impistoff geliefert. Nach den |

uns bisher zugegangenen Berichten wurden die Injektionen gut vertragen.
Es wurde bei der ersten und der zweiten Injektion 0,5, bei der dritten
1,0 com subkutan gegeben. Mit dem Blut eines Teils der Geimpften konnten
wir spéter die Weil-Felix-Reaktion anstellen. Wir fanden vielfach erhghte
Titer gegeniiber Normalserumkontrollen (s. Tab.IIT) und konnten bei
verschiedenen Personen deutliche Steigerungen der Titer gegeniiber dem
Proteus X 19 vor der Impfung feststellen. Einige Beispiele sind in der
nebenstehenden Liste aufgefiihrt. Bei 13 vor und in der Regel 2—3 Wochen
nach der Schutzimpfung ausgefiihrten Weil-Felix-Reaktionen ergaben sich
folgende Titersteigerungen:

Imal keine Steigerung,

7mal um 1 Stufe,

3mal um 2 Stufen,

1mal um 4 Stufen, also in diesem Falle von 1 : 25 —auf 1:200 4.

Fir die Beurteilung der Wirksamkeit der Tmpfung haben wir noch
keine geniigenden Grundlagen. Wir hoffen, spiiter dariiber berichten zu
kinnen.

Zusammenfassung.

Es wird iiber neuere Versuche zur Gewinnung von Impfstoffen
gegen Flecktyphus berichtet, zu deren Herstellung in der Haupt-
sache im Dottersack bebriiteter Hithnerembryonen geziichtete
Rickettsien benutzt wurden. Die Impistoffe ergaben im Tierversuch
gute, immunisierende Eigenschaften. Soweit bisher festgestellt werden
konnte, wurden die Injektionen des Impistotfes bei Schutzimpfungen gut
vertragen und hinterlieBen bei vielen Personen eine deutlich nachweisbare
Steigerung des Bluttiters gegen die Proteus X 19-Bazillen (W.-F.-R.).
Weitere Untersuchungen zur Verbesserung der Impfstoffe sind im Gange.

Fiir ihre aufopfernde und sachverstindige technische Hilfeleistung bei den
Fleckfieberarbeiten haben wir Friulein Lunt HErz besonders zu danken.
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Aus dem Staatl. Institut fiir experimentelle Therapie und dem Forschungs-
institut fiir Chemotherapie zu Frankfurt/Main (Direktor: Geh. Med.-Rat
Prof. Dr. R. Otro0).

II.

Experimentelle Chemotherapie des Fleckfiebers.

Von
R. Wohlrab.

Mit 6 Kurven im Text.

Fiir die Einrichtung eines Laboratoriums fiir Fleckfieberforschung im
Frankfurter Forschungsinstitut fiir Chemotherapie zur Fortfiihrung der
von R. Orro im Institut ;,,Robert Koch* in Berlin begonnenen Arbeiten
waren verschiedene Momente maBgebend. In der Hauptsache sollten neben
reinen Forschungszwecken, wobei die Rickettsien als Virusmodell ange-
sprochen wurden, die Arbeiten dazu dienen, chemotherapeutisch wirksame
Priparate zu finden und andererseits einen brauchbaren Impfstoff als
Ersatz fiir den umstandlich aus Lausen zu gewinnenden Impfstoff (26).

Als mir 1935 der Auftrag zuteil wurde, an den chemotherapeutischen
Arbeiten experimentell mitzuarbeiten, lag nach einer kritischen Priifung
der bis dahin vorliegenden chemotherapeutischen Tierexperimente der
Gedanke nahe, die neuen Ergebnisse der Fleckfieberforschung fiir unsere
Zwecke nutzbar zu machen. War man frither allein bei experimentellem
Arbeiten mit Fleckfieber auf Affen und besonders, weil leicht erreichbar
- und billiger, auf Meerschweinchen angewiesen, so traten mit Entdeckung
und Abtrennung einer murinen Fleckfiebergruppe von dem klassischen
Flecktyphus die Muriden als gut empfingliche Versuchstiere hinzu. Was
speziell die Maus als Versuchstier betrifft, so hatten LaiGreT und Japin
1932 (15) iiber erfolgreiche Passagen des murinen Virus bei der weiflen
Maus berichtet. Auf die Schwere der Infektion haben hierbei zuerst ver-
schiedene japanische Autoren, spiter dann auch Orro und SCHAFER,
WorLraB und Orro und WorLrAB (31, 51, 32) hingewiesen.

In dem Anfangsstadium, in dem sich die chemotherapeutische Forschung
bei den Rickettsiosen und den verwandten Viruskrankheiten befindet, in
welchem die Aufgabe darin besteht, rein orientierende Versuche ohne die
Moglichkeit gezielten Vorgehens anzustellen — es ist auBer dem Neosalvarsan
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bei der Pferdebrustseuche und neuerdings dem Prontosil beim Lympho-
granuloma inguinale, keine Substanz bekannt, die irgendeinen noch so
geringen spezifischen Einfluf hat —, ist es unwesentlich, ob zur Test-
infektion der uns naheliegende Flecktyphus oder aber eine diesem nahe
verwandte Krankheit, das murine Fleckfieber, verwendet wird. Das murine
Fleckfiebervirus aus verschiedenen Teilen der Welt verursacht bei den
weilen Laboratoriumsméiusen eine heftige Erkrankung mit einem in hohem
Prozentsatz todlichem Ausgang, wihrend es die Meerschweinchen, wie
auch das Flecktyphusvirus, durch das im iibrigen Miuse nur inapparent
zu infizieren sind, nur mit einer typischen Fieberreaktion erkranken l:ift.

Die bestechende Exaktheit des chemotherapeutischen Versuchs-
modelles bei den Trypanosomeninfektionen der weiBen Miuse besteht vor
allem in der Tatsache, 100 %ig auf tot auswerten zu konnen. Diesen Vorteil
bietet nicht voll in diesem AusmaB, aber doch in geniigendem Grade, die
Fleckfieberinfektion der weifen Maus. So wurde begonnen, eine den
Besonderheiten der Fleckfieberinfektion der Miuse gerecht
werdende chemotherapeutische Technik zu entwickeln, die durch
Beachtung variationsstatistischer Uberlegungen eine gute Sicherheit der
Versuchsergebnisse besitzt. Leider hat mich im Jahre 1936 eine viele
Monate lange Unterbrechung durch eine Laborinfektion an der Arbeit ver-
hindert; in dieser Zeit wurden die Versuche von W. ScHAFER teilweise fort-
gefiihrt. Uber die erzielten Ergebnisse haben R.Orro und W. ScHAFER
berichtet (31). Gepriift wurden eine Reihe von Priiparaten, von denen
genannt seien: Cerisulfat, Viktoriablau, Methylenblau usw.

Aus der Volksheilkunde ist kein Heilmittel fiir das Fleckfieber bekannt
geworden. Die moderne Entwicklung der Chemotherapie hat dann ver-
ursacht, daB sowohl von klinischer als auch von experimentell-therapeuti-
scher Seite heterogene Priiparate empfohlen worden sind.

Die Auswahl der zu priifenden Substanzen erstreckte sich zu-
néchst auf solche, denen in der Literatur irgendein EinfluB nachgesagt
wurde, dann zum Teil auf deren Verwandte (z. B. Chinosol und andere
Chinolin-Abkémmlinge), ferner auf sonst in der Praxis benutzte Chemo-
therapeutika und auf neue im Forschungsinstitut hergestellte Verbin-
dungen, die zum Teil fiir das Fleckfieber speziell synthetisiert wurden,
wie Viktoriablau - Abkommlinge, oder fiir andere Infektionskrankheiten
hergestellt wurden, wie z. B. Chaulmoograpréiparate, Goldverbindungen usw.

Die bei verschiedenen Infektionskrankheiten als wirksam befundenen
Substanzen sind an kranken Menschen vor allem in den Fleckfieber-
epidemien des Weltkrieges und Nachkrieges versucht worden, ohne da
eine allgemein anerkannte Wirkung mit irgendeinem der benutzten
Therapeutika erzielt wurde. Es sind auf diese Weise damals und schon
friiher z. B. verschiedene Proteine, wie Pferdeserum, Eigenserum, BESREDKAS
sensibilisierte Typhusvakzine und sterile Mileh (4, 16, 21, 37, 22, 39),
Jod mit Serum (2), ferner Chinin (34, 42), Optochin (14), Optochin und
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Kampfer (20), Atophan und Kalziumehlorat (43), Chinosol (33), Urotropin (6),
Neohexal, eine Verbindung von Urotropin und Sulfosalizylsiure (6), Nukleo-
hexal, eine Verbindung von Nukleinsiure und Hexamethylentetramin (17,23)
und verschiedene kolloidale Ag-Praparate wie Kollargol, Fulmargin und
Methylenblausilber (5, 11, 44, 46)) empfohlen worden.

Die therapeutischen Erfolge waren nie so iiberzeugend, daB nicht bis
heute auch von erfahrenen Fleckfieberéirzten weitere Chemikalien erprobt
werden. Allerdings berichtet VeinteEminras (49), der Urotropin, Hg-
bichlorid, -cyanat und -chromat sowie ammoniakalisches CuSO, ohne

Tabelle 1.
Bei Meerschweinchen und Affen gepriifte Chemotherapeutika gegen
Flecktyphus.
[ Therapeuti-
Priparat Autor Tierart sche
’ Wirkung
Atoxyl Gavino und Girarp | Affen ohne Erfolg
Salvarsan (1911) =, %
Trypanblau 5 %
Argoﬂairin Orro u. PAPAMARKU | Meerschweinchen ohne Erfolg
Sublimat (1920) = 5
Chininhydrochlorid . 5
Optochin ; "
Trypatlavin ' o
Gold- und Silber- Orro (1927) Meerschweinchen | ohne Erfolg
priparate
Trypaflavin OTT0 u. WINKLER Meerschweinchen | ohne Erfolg
(1928)
Kollargol Remmanx (1930) -| Meerschweinchen | gut)p & S.-
Trypanblau » 4 Blok-
Na-Chaulmoograt sl
Chinesische Tusche ' :
Die Salze fast aller BrEINL u. JomN Meerschweinchen wechselnd
Metalle, darunter (1932)
Rubidiumnitrat ‘ gut
Céasiumsulfat ”
Tryphal Fisuer (1932) Meerschweinchen | ohne Erfolg
Tryparsamid (bei Rocky
Methapen Mountain
Germanin spottedfever)
Sdt. 386 B Ronse (1935) Meerschweinchen | unsicher
(Antimon - Arsen)
Solganal B ohne Erfolg
Césiumnitrat Wourras (1939) Meerschweinchen | ohne Erfolg
Rubidiumsulfat » ”
Prontosil TorrinG (1939) Meerschweinchen ohne Erfolg
Sulfapyridine (bei R.M.S.F.
und murinem
Flecktieber)

Arb. a. d. Staatl. Inst. f. exp. Ther. u. d. Forschungsinst. f. Chemother. zu Frankfurt a. M. XL. 2
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Erfolg anwandte, daf eine Behandlung mit Brechweinstein und Jodkali
von bestem Erfolg seien. Piston und Bucco (35) geben ein Gemisch von
Quecksilberoxyzyanid und Kongorot und TEUENT (45) Atebrin als gut an.

Die von verschiedenen Autoren im Tierversuch gepriiften Préparate
sind mit ihrem therapeutischen Erfolg in Tabelle 1 aufgefithrt. Auch
darunter ist eigentlich kein Priiparat, dessen Einwirkung so deutlich ist,
dal man sich Giinstiges fiir die Therapie beim Menschen versprechen kénnte.
Bei den Versuchen von Remann handelt es sich um in der menschlichen
Therapie wohl kaum anwendbare Blockaden des Retikulo-Endothelial-
Systems (R.E.S.), wihrend die Erfolge von BREINL und Joun mit den Salzen
der seltenen Alkalimetalle, Rubidiumsulfat und Césiumnitrat, an Meer-
schweinchen nicht wiederholt werden konnten, und im iibrigen ebenfalls
nicht, wie weiter unten ausgefiihrt werden wird (b2) an Méausen.

Der Mauseversuch als Modellversuch fiir chemotherapeutische
Untersuchungen. :

In einer friiheren Arbeit wurden die Nachteile dargestellt, die der
Meerschweinchenversuch chemotherapeutischem Arbeiten bietet, und es
wurde seine Versuchssicherheit festgestellt. Zusammenfassend lieB sich
sagen, daf die Versuchssicherheit des Einzeltieres beim Arbeiten mit Meer-
schweinchen zumindest nicht groBer ist als die beim Benutzen von Mausen.
Dabei fillt die Wahl natiirlich auf die Méuseinfektion, einmal wegen der
Mdglichkeit einer objektiveren Bewertung (klinischer Krankheitszustand
bzw. Tod oder gesund bzw. Leben beim Miusemodell gegeniiber einer ein-
fachen Fiebererhebung oder Normaltemperatur beim Meerschweinchen-
modell), zum andern wegen der Méglichkeit mit Miusen in groBen Reihen-
kollektiven zu arbeiten.

Der Ablauf der experimentellen Infektion weiBer Miuse mit murinem
Fleckfieber (51) verlauft so gleichartig, daB bei erfiillter Voraussetzung
geniigend groBer Tierreihen und eines gut virulenten Rickettsia mooseri-
Stammes Zweifel in der Infektionsheurteilung nicht entstehen.

Das von uns benutzte Virus, eine Rickettsia mooseri aus Mexiko 1),
wird in Peritonealpassagen (Infektion mit Gehirn) weitergefiihrt. Das
Gehirn einer Maus, am 1. Tage ihres schweren Krankheitszustandes ge-
totet, wird mit Glasperlen in einer Pulverflasche zerschiittelt und kann
dann (haufig bis zu 8000 000fach) verdiinnt werden, ehe die Grenzinfektions-
dosis erreicht ist. Als hinsichtlich des Infektionserfolges bestindigste Ver-
diinnung hat sich uns die 2000fache bewihrt, von der 0,25 cem ip. gegeben
werden, also 1/8000 Mausegehirn. Um eine grobe iiberschlagsméfBige Kon-
trolle des Infektionstiters zu haben, lassen wir die 10-, 100- und 1000fache
Verdiinnung hiervon in kleiner Tierreihe mitlaufen.

1) s. R. Orro u. R. WonLRAB »»Fleckfiebergruppe in Hdhch. d. Viruskrank-
heiten, G. Fischer, Jena.
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Das Einzeltierkollektiv zihlt 25 Msuse. Kleinere Reihen von 5

-und 10 Tieren, wie sie anfangs benutzt wurden, haben sich als unbrauchbar

erwiesen. Bei so Kkleiner Tierzahl kommen zu héufig Scheinerfolge vor,
die sich dann in der Wiederholung als zufillig erweisen. Umgekehrt kann
aber eine geringe, positive Wirkung eines Priiparates durch eine zufillige
Schwankung der Krankenzahlen in entgegengesetzter Richtung verdeckt
werden, und da eine Wiederholung nicht nétig erscheint, dem Beobachter
entgehen. Es werden 200—250 Tiere in einem Versuchsansatz in-
fiziert. Dazu werden 35—45 Minuten Zeit gebraucht. Das ist die
lingste Zeit, in der die Verdiinnungen in den eisgekiihlten Flischchen
sich ungefihr in ihrer Virulenz konstant erhalten. Allzu haufiger
Spritzenwechsel oder Abbrennen der Kaniile zwischen den einzelnen In-
jektionen sind dabei natiirlich nicht moglich. Mischinfektionen durch

. die Injektionstechnik sind vorgekommen, aber sie sind nicht hiufig. Auf

200 Méuse kamen erfahrungsgeméB 0 bis hochstens b Ausfille. Bei groBeren
Ausfallen war mit einer Mischinfektion des Infektionsmaterials zu rechnen.

Die Verdiinnung mit physiologischer NaCl-Losung, wie auch ich sie
vornahm, ist jedenfalls wohl nicht die giinstigste Art, wie aus den Resistenz-
untersuchungen von Orto und CHou (27) hervorgeht, und mit verbesserten
Aufschwemmungsfliissigkeiten, wie einem geringen Serumzusatz, mag das
Virus linger haltbar sein. Jedoch geniigten 8—10 Versuchskollektive in
einem Ansatz vollig fiir unsere Zwecke, da mehr als 200 Miuse téaglich
(und zum Teil sogar mehrmals téglich) mit verschiedenen Applikations-
arten, mit manchmal schlecht emulgierbaren oder losbaren Substanzen
nicht gut zu verarbeiten sind. Damit aber auftretende Schwankungen der
Infektionskraft sich gleichméBig auf die einzelnen Kollektive verteilen,
werden diese 8—10 Kollektive alternierend in ihren einzelnen Tieren in-
fiziert. Nach der ersten Maus in jedem Kollektiv in aufsteigender Reihen-
folge, riickwarts jede zweite, in aufsteigender Reihenfolge wieder jede
3. Maus, riickwérts jede 4. usw.

In jeder Versuchsreihe wird ein Kollektiv zu 25 Miusen als Infektions-
kontrolle unbehandelt gelassen. An diesen Kontrollen sei der Verlauf
der Infektion und die Beurteilung des Infektionsmodelles
nach meinen Beobachtungen dargestellt.

Nach der Infektion und einer Inkubationszeit von 6—8 Tagen, die
Lénge richtet sich nach der Stirke der Infektion, werden die Mause krank.
Die Krankheit zeigt sich klinisch am deutlichsten am gestriubten Fell und an
der Lichtscheu der Tiere; es entwickelt sich eine serise, spiter teilweise
eitrige Konjunktivitis und zugleich auch eine diarrhoische Darmentziindung,

- anfangs hervorgerufen durch eine schwere, serise Rickettsienperitonitis (51).

Das Krankheitsbild entwickelt sich sehr schnell weiter, 24—48 Stunden,
selten 72 Stunden nach dem letzten Tage der Inkubationszeit, ist der Hohe-
punkt der Erkrankung mit dem Abgang von 2/, der Miuse in den Tierreihen
erreicht, um ebenso schnell wieder bei dem Rest der Tiere abzuklingen.

2% .
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il
1 Die Beurteilung des Infektionserfolges wurde vor AbschluB der In- 81.6-18.4 )
il kubationszeit, also am 6. Tag post infectionem (p.i.) begonnen und tiglich Mg5) = —’?5—~ = 7,709, oder tabellarisch: A
| bis zum 14. Tage p.i. protokolliert. !
Sie unterscheidet 4 Stufen der Erkrankung, nimlich: 1m 2 m 3 m
— = glatt oder nicht krank. Miuse 19 39 e
& { + = leicht krank oder Zustand unsicherer Gesundheitsbeurtei- - = = =n
lung (hat nur Wert als Hilfsbeobachtung, um den groBen Tierzahl — 25, p — 81.69/, — N et A16,5 148
; = 25, p = 81,6°, = 20,4 Mause A
Unterschied zwischen glatt und krank der nichsten Stufe i ™ bis 22,3 243 > 26

zu iiberbriicken); dieses ---Stadium der Miuse zeigt das
Ende der Inkubationszeit an.

2. 4+ = krank, unverkennbar gestriubtes Fell und dadurch auf-
getrieben erscheinendes Abdomen, FreBunlust, beginnende

Tabelle 3.
15 Infektionskontrollkollektive zuje 25 Miusen. Auswertung auf, Tot“ (1).
Infektionsdosis: 0,25 ccm Miusegehirnemulsion 1/2000 ip.

. v ais Versuch +/25Y)
Konjunktivitis.
3. +-+-+ = schwerkrank; dabei treten zum vorbeschrichenen Zustand I 146 12
noch tonisch-klonische Krimpfe (Zittern), Bewegungsarmut igg ig
oder -unmoglichkeit, Aszites, ausgebildete Konjunktivitis 170 14 :
mit Verklebung der Augen und Durchfiille hinzu. ig% %g
4. T = tot. i i
In Tabelle 2 sind aus 15 Reihenversuchen die Infektionskontroll- 19 2
kollektive mit ihrem téiglichen Anfall von f und ++44 aufgefiihrt. ﬁ %g
- Tabelle 2. 54 18
15 Infektionskontrollkollektive zu je 25 Miusen, infiziert mit 0,25 cem 53 22
1/2000 Miusegehirnemulsion (Rickettsia mooseri) ip. Taglicher Anfall gO ig
der  und +++ (Schwerkranken). (Insgesamt 375 Miuse.) 118 23
Tag Kollektivnummer Summe 259/375
nach der % il
I&fﬁi{' 1 (2|83 |4 |5 |6|7(-8]9|10/11{12|13|14|15 1) /26 = Anzahl der eingegangenen Tiere des Kollektives zu 25 Tieren. f
; 1
(7;: i (1) g 8 g g 8 8 8 g 8 g Z (2) g %% %ig Beriicksichtigt man nur die T, ﬁe sie fiir die gleichen Kollektive in 4
8. 8| 2| 8| 4| 1| 8| 3| 8| 2| 8| 4|10| 5|14|16| 96|25,60 Tabelle 3 aufgefiihrt sind, so ergibt sich bei 259 T von 375 Mausen oder I8
18: 8 12 g 2 g % 2 13 12 S g 8 (1) % g 1i8 ?g:g?; GQ,OG%eine m.ittlere Fehlerabweichung von 9,24 %,; auf 25 Miuse bezogen ‘
11. 21 0| Of 4) 1| 1) 1| 2|1 0| 1| 0| 3| 0| 0| 16| 4,27 wieder tabellarisch:
2. | 0 0] O] O] O/ O| O O| 0| 0] 0| 0| 0] O] O] 0O
8. | 0 O O] O] O O O O 0] O] O] O] 0/ 0] 0/ 0fO ! 1m 2 m 3 m
14. 00013000‘0000000 4| 1,07 ,
| Summe| 21 | 18 | 17 | 19 | 16| 19 | 16 | 23 | 24|28 19| 24 | 22 21| 24| 306 | 81,60 ‘ Minse | 23 + 4,6 + 6,9
{44

f | Bei einer Gesamterkrankungsziffer (+ und ~+-++) von 306 von 375 Tieren 'I Tierzahl = 25, p = 69,069/, = 17,3 Mauseilvt?; ig’g ;i”; ;Z’; I
It oder 81,60 % betrigt die einfache mittlere Fehlerabweichung -+ 2 9, die . : . : f
1l Bfache + 6 %. Bezieht man nicht auf 375, sondern auf die Kollektiv- An Hand dieser 2 Zahlenreihen ist sofort eine allgemeine Ubersicht |
stirke von 25 Tieren, so folgt nach der Formel g maglich, in welchem wahren AusmaB in einem Reihenversuch Unterschiede
. J | s p(lT—p) | ~ im Infektionsbefall der einzelnen Kollektive auftreten. Diese Beurteilung i
) ) —VT’ ist aber nur grob zusammenfassend. Ein Bezug auf die zeitlich verschie- ‘ |'
. 305 : ) L . dene Entwicklung des Infektionsbefalles in den Kollektiven ist nicht darin
wobel p=100%=81,6°/ o i3 durehsohniialiche Brleankung SRy enthalten. Um guch in dieser Richtung ein Urteil zu gewinnen, werden %J
+++) und n die benutzte Tierzahl darstellen, die Befunde in eine Punktwertung verindert und diese als Durchschnitts- '
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wertung der Kollektive umgerechnet und kurvenmiBig niedergeschrieben,
so daB in der Abszissenachse die Tage und in der Ordinatenachse die Durch-
schnittsbewertungen: glatt und leicht krank oder -+ =1, krank oder
+-+ =2, schwerkrank oder +-+4 =3 und tot oder T =4 zu stehen
kommen.

Die Moglichkeit, daB ein Therapeutikum die Inkubationszeit hinaus-
schiebt, ohne im Endeffekt auf den Ablauf der Schwere der Krankheit
einen EinfluB zu haben, ist nicht nur denkbar, sondern tritt in anderen
chemotherapeutischen Modellversuchen héufig auf (Kanarienvogeltest,
The.-, Ca.-Versuche). Schon die Kenntnis einer solchen Wirkung kann fiir
die menschliche Therapie von Wichtigkeit sein. Die Zustindigkeit der
tierexperimentellen Chemotherapie geht im allgemeinen nicht iiber eine
mehr oder weniger gute Orientierung fiir die Wirkung am Menschen hinaus,
so daB von vornherein nicht vom Tierversuch auf die menschliche Therapie
geschlossen werden darf. _
- Tabelle 4.

Erkrankungsindizes von 15 Infektionskontrollkollektiven zuje 25 Midusen.
Tagesmittelwerte und ihre Standardabweichungen.

Krankheitstage 1% 2. 3. 4. b. 6. T

Punktwertung der 206 | 292 | 284 | —
15 Infektions- 152 | 176 | 256 | 304 | 312 | 308 | — 300
kontrollkollektive | 104 216 | 284 308 | 304 | — 292
zu je 25 Miusen 160 280 | 304 | 300, 300 | 288 —
=g 244 | 272 | 262 | — 262 | —

268 | 308 | 324 | 344 | 344 | —

224 | 252 | 264 | 276 | — 268

284 | — 376 | 368 | 364 | 368

260 | 316 | 348 | — —

264 | 328 | 364 | 356 | — 340

266 | 316 | 316 | 324 | — 324

360 | 380 | 376 | —

216 | 224 | 308 | — 352

252 | 3081 330 | — 334

344 | 364 | 3876 | 380

| 4304 \ 4842 ( 3624 1 2598
Tagesmittelwert =M 3,07 | 3,23 | 3,29 | 3,25

Standardabwei-
chung desselben

1o = 4+

2 ¢ = +

In Tabelle 4 und Kurve 1 ist eine Punktwertung fiir die Infek-
tionskontrollen durchgefiihrt. Bei den zwischen 6—8 Tagen schwanken-
den Inkubationszeiten ist es unangebracht, schematisch nach dem Tag
der Infektion zu ordnen. Als Stichtag wird vielmehr der Tag, an dem das
Einzelkollektiv zuerst den Mittelwert 2 (-~ oder krank) und mehr er-
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reicht, gewihlt, und alle 15 Infektionskontrollkollektive so zurechtgeriickt,
daB dieser Stichtag den 3. Krankheitstag ergibt.

Tabelle 4 enthdlt die zurechtgeriickten Tageswerte der ein-
zelnen Kollektive (a), die Mittelwerte der einzelnen Tage (M),
ihre einfache und zweifache Standardabweichung (s). Auf der
Kurve 1 sind mit gestrichelten Linien die 2fachen Standardabweichungen

Fa = F

1 f
8. Q.
Krankheitstag.

Kurve 1. Zeitlicher Verlauf der Fleckfiebererkrankung bei 15 Infektionskontroll-
kollektiven zu je 25 Miusen (vgl. Tab.4). ————TKurve der Mittelwerte der
Fleckfiebererkrankung. Der 3. Krankheitstag ist der Tag, an dem als Mittelwert des
Einzelkollektives zuerst 2 oder mehr erreicht wird. — —— Kurven der 2fachen
Standardabweichung der Mittelwerte (4 2 o).

der Mittelwertkurve (ausgezogene Linie) eingezeichnet. Hierzu ist fiir
Tabelle 4 nach der Formel
~V X(a—M)?
G|/ =N _ "~/
n—1

die mittlere Abweichung vom Mittelwert errechnet, wobei a die Werte
der Tabelle 4, M den Mittelwert des jeweiligen Tages und n die Zahl der
Kollektive darstellen. '

In den Kurventafeln, in denen die einzelnen Chemotherapieversuche
aufgezeichnet werden, wird mit gestrichelten Kurven dieser Bereich der
2fachen mittleren Abweichung vom Mittelwert aller Infektionskontroll-
kollektive begrenzt und als unmittelbarer Bezug die Mittelwertkurve des
den jeweiligen Therapieversuchen entsprechenden Infektionskontrollkollek-
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Tabelle 5. Tabelle 5 (Fortsetzung).
Gepriifte Substanzen, deren Toxizititsdosen und chemotherapeutische Bemerkungen:
. — = ohne Er-
Wirkung. fOI%.
? = besser
i Bemerkungen: Toe, bosics Dos. tolerata _2'1_15 entspre-
| — = ohne Er- Substanz Darreichung i maxima bzw. |chende Infellﬁ-
\ Y. FRR, gebrauchte Dosis|j homsoniror
Dos. toxica | Dos- tolerata | ais antepre falle obne Er-
Substanz Darreichung nim maxima bzw. |chende Infek. in in fOIg"g?erI:n-
; 2 gebrauchte Dosis 152?3‘,5;?111;122; £ = —
fz;]lls ohne Er- 31. a-oxy-cinnamyl-phosphor-
in g in g e ‘ saures Na . . . . . . .. iv. 2% in 3 Tagen [0,0033 0,002 — :
- - |82. Tridthyl-cinnamoyl-oxy- o
L AGIPHA . v v 5w 5 w3 iv. 2% in 3 Tagen |0,00006 0,00005 s 1 dthyl-ammonium-jodid. . .[sc. 5x in 7 Tagen |0,0005 0,00033—0,0002 — !
2. Kal. antimonyltartrat | 88. Tridthyl-cinnamoyl-oxy- f
(Brechweinstem) . . . . . iv. 2x in 3 Tagen |0,0015—0,001[0,001—0,003 +? dthyl-ammonium-rhodanid .[iv. 2x in 3 Tagen |0,0002 0,00014 +?
3. wie vor + Kaliumjodid . .|liv. 3 x in 5 Tagen 0,0003 +-0,0003 — 34. N-Cinnamyl-thiocarbamid-
4. Kollargol . . . .. ... iv. 5x in 6 Tagen |0,0001 0,00005 — siure-S-cinnamylester in
5. Argochrom ol. olive: . = < « 5 w o 5 = p.os 5x in 6 Tagen (0,02 0,01 — #
(Methylenblau-Silber) . . .liv. 8x in 5 Tagen [0,0003 0,00025 — BB(35. Clupein . . . ... ... iv. 0,005 0,002 = i
6. Arsen-Antimon-Verbindung [sc. 3x in 8 Tagen |— 0,00133 47 36. Colchicin . . . . . . . .. iv. 2x in 3 Tagen |0,00001 0,000005 — '
Sdt. 386 B- (I.G.) . . . . . +1x Y% Dosis se. 0,00002 0,00001
. am 5. Tag ~|87. Cu kolloidales . . . . . . iv. 3x in 4 Tagen |— 0,00006 — |
7. Azoarsingdure. . . . . . . iv. 2x in 3 Tagen |— gesittigteLosung — i 38. Emetin . . . . . . ... iv. 0,00028 0,00025 +7? 1
8. 4-Cetylamino-azobenzol- sc. 0,0005 {1
4’-arsinsgure . . . . . . . sc. 4x in 5 Tagen 0,002 0,00138 — ! 39. Na-Salz der Cyclohexyl- i
9. Solarson. . .. . . .. .. iv. 2 in 8 Tagen |— 0,0005 = nonyl-essigsdure. . . . . . sc. — 0,002 = '
— andere Fettsduren s. Chaul- I
10. Neosalvarsan . . . . . . . iv. 0,004 0,0085 - moograverbindungen und |
sc. 0,0025 0,002 ] Cinnamylverbindungen 1
11. Atophanyl intravenosum . .|iv. 0,1 0,0667 2 - 140. Germanin . . . . . . . . iv. 2x in 3 Tagen |0,0067 0,005—0,004 — '
12. B-Auro-mercapho-a-amino- ~ |41. Hydrargyrum oxycyanat. .|iv. 3x in 5 Tagen |0,00002—0,0001 [0,00002 — ,
propionsdure . . . . . . . iv. 0,004 0,002 — 42. Hydrargyrum + Kongorot .|iv. 2 X in 3 Tagen |0,000024-0,005" [0,00002-0,000005 —
13. p-Acetylamino-rhodanbenzol|sc. s 0,001—0,0004 — ; 40,0005
14. Hydrochlorid des 2-Amino- |sc. 0,1—0,02 0,02 P - [43. Formicin . . . . . . ... iv. 2x in 8 Tagen |0,00002 0,0000167 =
benzthiazols . . . . . . . p.0s 0,005 0,0033 +? l 44, B-Indolcarbonsiure . . . .[iv. — 0,016 — |
. 0,005 0,0033 : =i | |45. Kaliumjodid . . . . . . . iv. 3x in 4 Tagen |0,01 0,005 +7? ‘
15. 2-Acetylamino-benzthiazol . |sc. 0,02 0,013 Spatnekros. - |46. Kaliumpermanganat . . .[iv. 3x in 5 Tagen |— 0,0004 e :
16. Césiumnitrat an Meer- ) 0,05 g pro 350 g \ 47. Kongorot. . . . . . . . . iv. 0,0075 0,005 — i
schweinchen . . . . . . . sc. 6x in 6 Tagen |— Meerschweinch.] — ‘ sc. 0,010—0,005 —_ il
1. Céi.s'iumsulfa,t ....... iv. — 0,01 — ” - |48. Methylenblau . . . . . . iv. 3x in 5 Tagen |— 0,001 — It
18. Cerisulfat. . . . . . . . . iv. 0,001 0,0008 — i s. a. Argochrom ’
19. Ceromitrat . . . . . . . . iv. ,01 0,001 — 49. Nucleotrat (Nordmark) l i
20. Chaulmoograsaures Na . .|iv. — 0,002 leichte — ! Originallésung . . . . . . sc. 0,05 0,02—0,0133 — '
- Krampfe 50. Osmiumsiure-diester des i
21. Mercuriazetat-chaulmoogryl-jse. 4x in 6 Tagen |0,005 0,001 — Binakons = : . » ¢ o o o« se. 0,0005 0,00025 + 7 it
thiolat in OL oliv. . .”. .|p.os 4x in 6 Tagen |0,001 0,0005 51. Tetramethylithylen — 0sO, |sc. 0,002 0,001 - it
22. Dimethyl-benzyl-chaulmoo- i e i - 4
gryl-ammonium-bromid se. 0,0002 = Oxydationsmittel s. Kalium- i
(Zephirol-Verbindung) . . .[iv. 0,00015 0,0001 permanganat, Porphyrexid |
23. Chaulmoogroyl-cholin-jodid . [sc. 0,005 0,002 +? 52. B-Octylphenol. . . . . . . p.os. 0,00004 0,00002 == i
24, Trimethyl-chaulmoogryl- |sc. 0,0001 0,00005 — sc. 4x in 8 Tagen |0,00067—0,00033|0,00067—0,00083|  — Il
ammonium-jodid . . . . . .08 0,001 53. Plasmochin . . . . . . . iv. 0,0003 0,00015 - i
‘ 25. Chaulmoogroyl-cholin- SC. 0,01 0,005 42 |54. Porphyrexid . . . . . . . iv. 0,001 0,0005 = I
‘ rhodamid . .. . . .. .. iv. 0,005 0,001 ‘ sc. 0,040 o |
‘ 26. Tridthyl-chaulmoogroyl- sc. 0,01 0,005 o 55. Prontosile s. Tab. 6 |
dthyl-ammonium-rhodanid .|iv. 0,001 0,0005 17 ~ |96. Rhodanverbindungen s. J
; . 3 X 0,0004 I Chaulmogra- + Cinnamyl- i/
i 27, Chininhydrochlorid . . . .[iv. 0,002 0,0001 == ' verbindungen 1
29. Chinosol in ol. oliv.. . . .|sc. 0,001 0,0008—0,0006 = 57. Rubidiumsulfat . . . . . . iv. 2x in 3 Tagen (0,01 0,001 +2 il
| iv. 0,0012 0,0008 — 58. S3dt. 386 B s. Arsen-Antimon I
i Atophanyl 99, Strontium jodatum . . . .|iv. i
Plasmochin s. dort 60. Tryparosan . . . . . . . iv. !
Yatren ’
.Bucupin . . . ... ... iv. 0,001—0,0006'0,0005 6L Undecylensaures Na. . . . in 3 Tagen
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Tabell . ; : : ; I
L sondern auch die hohe Gefahr der Laboratoriumsinfektion legen dies nahe. -

tix(es eingezeichnet, so daB in dem AusmaB der Kurvenabweichung von
beiden sofort die Bedeutung etwaiger therapeutischer Erfolge iiber-
sehen werden kann. Eine Auswahl dieser Protokollkurven sind im An-
hang gegeben.

Geprufte Substanzen und ihre Toxizitatsdosen.

Eine wichtige Vorarbeit bei chemotherapeutischen Versuchen ist die
Feststellung der Dosis toxica minima und Dosis tolerata maxima und da-
n.ach die Festsetzung der Dosis therapeutica der einzelnen Praparate und
dl.e der moglichen Applikationsarten. Um gewisse Grundsitze in der Dar-
reichung und Dosierung einzuhalten, war eine Beschrankung notwendig;
80 virurde als Dosis therapeutica immer die Dosis tolerata maxima bei mehr-,
maliger Applikation gegeben; ferner wurde spater moglichst danach ge-
st.rebt, sowohl iv., wie sc., wie auch per os zu applizieren. Da keine Substanz
die Fleckfieberinfektion der Maus eindeutig beeinfluBte, ist die Angabe einer
kurativen Dosis und eines therapeutischen Index natiirlich unmoglich.

In Tabelle 5 seien alle gepriiften Substanzen hinsichtlich ihrer
Dos. tox. min. und Dos. tol. max. nach mehrmaliger Darreichung aufge-
fithrt, und zwar immer fiir die weiBe Laboratoriumsmaus, berechnet auf
_1 cem fiir .das 20 g-Tier, wobei bemerkt sei, daB das Gewicht unserer Miuse
immer zwischen 12 und 16 g schwankte, diese also einen recht gleichartigen
Alterszustand aufwiesen.

Bei der Eigenart des Infektionsablaufes des Méusefleckfiebers, 6—8 Tage
Inkubation, Tod nach 1—3tigiger Krankheit (b Tage Kranksein bei den
du.rchkommenden Tieren), ist es notwendig, die Therapie in die Inkubations-
zeit zu legen. Nicht nur die Kiirze und Schwere der akuten Krankheit,

sonders beim kranken Tier (9, 10), und schlieBlich auch eine 2—3fache
Agglutinintitersteigerung (50) festgestellt. Chinosol, Yatren, Plasmo-
chin und Atophan bleiben beim Fleckfieber ohne jede therapeutische
Wirkung, ebenso auch Chininsulfat und Hydrochlorid, das auch schon
von Orro und ParaMARKU (30) an Meerschweinchen als unwirksam be-
funden wurde. Hier seien noch die Angaben einer therapeutischen Wirkung
des Optochins erwihnt (20, 14, s. dagegen OTTO u. PAPAMARKU im Meer-
schweinchenversuch).

Wéhrend des Weltkrieges hatten einige praktische Therapeuten fest-
gestellt, daB Silberpriparate zumindest die Temperatur und den typhésen
Zustand, dann aber auch den Krankheitsausgang giinstig beeinfluBten,
dagegen sahen einige Autoren von kolloidalem Silber keine Vorteile, oder
Arzte, die Silber empfohlen hatten, sahen spiter anderes als giinstig
an (b, 11, 42, 44, 46). Auch im Tierversuch beim Meerschweinchen waren
die Meinungen geteilt. Remann (38) blockierte erfolgreich das R.E.S.
gegen Flecktyphus, das gelang ihm allerdings auch mit Na-Chaulmoograt
und Trypanblau. Chinesische Tusche wirkte sogar am besten. BREINL
und Jomn (3) behandelten mit AgNO; erfolgreich, wihrend Orro und
Paramarkvy (30) mit Argoflavin nichts erreichten. Nun, auch im Mause-
versuch waren Kollargol und Argochrom (Methylenblau-Silber)
ohne jeden EinfluB.

Von neueren Angaben guter therapeutischer Effekte verdienen be-
sonders Erwihnung die von F. VEintEMILLAS (La Paz) (49), der iiber fiir
Flecktyphusarbeiten recht groBe Krankenzahlen berichtet. Die in Argen-
tinien iiblichen Behandlungen mit Urotropin, Hg-bijodid, Hg-cyanid,

Hg-chromat und Kupfersulfat gaben ihm keinen Erfolg. Er hatte bei
827 Kranken 26 %, Todesfille. 5—10 cem 1%ige Brechweinstein- und

= el

|
|
———
=

1 g Teilweise wurde die Behandlung sogar vor der Infektion begonnen, immer |
I 5 e ] aber am 1. oder 2. Krankheitstag des Kollektives beendet. | '
| Substanz Darreichung D t;lsl.hfioxica. m%i;ilfl(;}eﬁaégg‘. dﬁ;de: tlsr?fr:ﬁ- . . ‘ F
"% lgebrauchte Dosis|y domskontrol- Chemotherapeutische Untersuchungen. ;
fn in g f%%;?;;;?‘ . Bei. der ]')urchsi.cht der Literatur nach therapeu_tischen Hinweisgn, :
62. Undeoylonsiureostor ; " dlfe_ wenigen sind weiter vorn zusammen alffgeﬁih.rt, fiel als &ltester eine
63. Uranynitrat . . . . . . . |iv. 005 87881 - Mitteilung von A. PENAFIEL (33) an, der Chinosol in 1—2 g-Dosen pro die
gg: ‘L;Illlilttgil Sblgl?b' 6 e ’ als- bestes Antlpyrgtlkum anglpt. W. PrIEWE (36) fan.d diese Substanz ‘
B VAL & e o o[V BX I b Tagen | 0,02 0,0167 — be}emer ?,nderen Viruskrankheit, der Pferdebrustseuche, in spéiteren Krank-
- i?istgoéo-'vfkt}) G iv. 0,00004 0,00003 _ hel.tsst.adlen .als dem Neosalvarsan ﬁberleggn, von TRA.U’I‘W‘EIN (48) W.erden 1
gesittigte Losung . . . . . iy - i o Chmoln}e b.el Maul- und Klauenseuche als w1rks;?m be'zelc}lnet. Zum Chinosol 0
68. Vitamin C . . .. . . . . iv. 5 in 10 Tagen| — 0,005 (Oxychinolin) gehoren als nahe Verwandte die Chinoline und bekannten i
60, Tatrer, . . oo f“; 2x - 8,8}5 Therapeutika Atophan, Yatren und Plasmochin. Vom Atophan wird von -“ ‘
70. Zephirol (s. a. Chaulmoogra-|sc. 5x in 9 Tagen| 0,01 0.0067 - STARKENSTEIN und ZITTERBART (43) eine gut therapeutische Wirkung bei I
. gl A%ﬁg?g&gﬁﬁdu'ng‘e@ . B 0.01 B Flecktyphus l?ehau}_)tet. Bei der Chinolingruppe haben W. HEUBNER und
i seine Mitarbeiter eine protrahierte Steigerung des Stickstoffwechsels, be- 1
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Jodkalilésung iv. gegeben, driickte die Todesfille bei 176 Kranken (nach
einer ersten Veroffentlichung) auf 16 % bei weiteren 500 so behandelten
Erkrankungen auf 10 9,. Die Infektion wird 10—12 Tage verkiirzt und
das Fieber zum Teil sofort kritisch oder zum Teil nach mehrmaligem Be-
handeln lytisch gesenkt. Zu beriicksichtigen ist aber dabei die rassische
Zusammensetzung der Kranken, da Indianer sowieso nur 10 9%, Todesfille
gegen 50 9, der WeiBen haben. Weder Brechweinstein oder Jodkali
allein, noch beides in Kombination gegeben, hatten irgendeinen Einflug
in unseren Priifungen. Schon Nicorre und CoNsgrL (25) gaben Brechwein-
stein ohne Erfolg beim Flecktyphus in Tunis.

Auch die nach Pistox und Bucco (1936) wirksame Mischung von
1%igem Hg-oxyeyanat mit 0,5%iger Kongorotlosung im Verhiltnis
von 2:1ist im Mauseversuch ohne jeden Erfolg gewesen — M#HLENS (24)
erschien Sublimat und Novasurol von gewissem EinfluB —, und schlieBlich
ist auch das von TEvENT (1936) (45) empfohlene Atebrin, das die Z.N.S.-
Symptome giinstig beeinflussen soll, ohne Wirkung geblieben.

Von in Tierversuchen als wirksam befundenen Chemikalien ist von
mir in einer fritheren Arbeit bereits berichtet worden, daB die von Brerng
und JouN empfohlenen Rubidium- und Casiumsalze unwirksam sind. Auch
im Mauseversuch gaben sie keinen Erfolg. In der Tabelle 5 sind im einzelnen
Céasiumnitrat und -sulfat, Cerinitrat und Cerosulfat, Strontium-
jodid und Rubidiumsulfat, das die Inkubationszeit um 1 Tag ver-
léngerte, aufgefiihrt.

Die Priifung der therapeutischen Eignung bei unserer Krankheit er-
streckte sich auch allgemein auf wohlbekannte Chemotherapeutika, und
besonders auf bei Viruskrankheiten empfohlene Substanzen. Arsenikalien,
von denen im Anfang der Salvarsanira Gutes erhofft und zum Teil auch
gesehen wurde, haben sich als vollig unwirksam erwiesen. An Miusen
wurden Neosalvarsan, einige Arsinsiure-Verbindungen?!) und eine
von der I.G.-Farben Elberfeld freundlichst zur Verfiigung gestellte Arsen-
Antimon-Verbindung Sdt. 386 B, deren gute Wirkung bei Bartonellen-
erkrankung der Ratten von Kixurm (12) festgestellt wurde, als vollig un-
wirksam befunden. Ebensowenig vermochten Acabrin, Auro-Verbin-
dungen, Clupein, Colchicin, Emetin, Germanin, Tryparosan
etwas auszurichten.

AuBer der Salvarsanwirkung bei der Pferdebrustseuche ist uns von
einer Substanzengruppe eine Wirkung auf Viruskrankheiten als zum Teil
sicher, zum Teil als wahrscheinlich bekannt, von den Prontosilen 2). Als
sicher gilt die Heilwirkung von Prontosilen (vor allem Prontosil album)
bei dem Lymphogranuloma inguinale, sowohl im Tierversuch als auch
in der klinischen Behandlung (1), bei dem Herzwasser einer tierischen

1) Von Herrn Dr. BurscHKIES (Forschungsinstitut fiir Chemotherapie) mir
iiberlassen.

2) Diese Prontosile wurden Herrn Geheimrat OrTo von Herrn Professor KIxuTH
zur Verfiigung gestellt.
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Rickettsiose (13) und bei dem Trachom, wihrend die giinstigen Ergebnisse
bei Choriomeningitis der Miuse und bei der Hundestaupe nicht zu wieder-
holen waren (Zusammenstellung s. bei Bir). Eine von McKinLEY, Muck
und AcreE (19) gefolgerte Unwirksamkeit von Prontosil bei Kanin-
chenfibrom wird durch ihre Protokolle nicht nur nicht belegt, sondern die
Ergebnisse 5/11 positive Tumoren bei mit Prontosil behandelten Kaninchen
gegen 16/18 bei den Kontrollen legen sogar das Gegenteil, eine giinstige
Beeinflussung nahe.

Die positiven Ergebnisse einer Prontosiltherapie bei dem Herzwasser
sowie neuerdings bei den von einigen Autoren den Rickettsiosen zugerech-
neten Trachom und Lymphogranuloma inguinale lieBen fiir das Fleckfieber
auch eine Wirkung erhoffen. Leider waren von 24 verschiedenen Pronto-
silen der I.G.-Farben Elberfeld in meinen Priifungen (s. Tabelle 6 und
Kurven) 23 ohne Wirkung. Auch Topping (47) hatte 1939 mit Prontosil
und Sulfapyridine bei R.M.S.F. und Rickettsia mooseri-Infektionen bei
Meerschweinchen keinen Erfolg.

Von den 6 gepriiften Azoprontosilen war aber eines in einem Versuch von
ausgesprochener, statistisch gesicherter Wirkung; s. Tab. 6, 3; 7,2 und Kurve
4,5, 6. Von 25 Mausen des Kollektives der Infektionskontrolltiere gingen 22
ein, von 24 Miusen des Kollektives 4’-Sulfonamid-2,4-diaminoazobenzol-
6-carbonsiure 1/50 (Dos. tol. max.) per os hingegen nur 6; bemerkenswerter
weise nutzte im gleichen Reihenversuch das gleiche Priparat 1/200 (Dos. tol.
max.) sc. nichts. Die Infektion war ausgesprochen stark. In den Kontroll-
reihen mit fallenden Infektionsdosen gingen sémtliche 3 Miuse mit 0,25 cem
1/20000 und 1/200000 Gehirn und eine der 3 mit 0,25 eem 1/2000000 ip.
infizierten an dem Fleckfieber ein, und es lieBen sich Rickettsien nachweisen.
Entsprechend dem hohen Titer des Infektionsmaterials liegt die Kurve
ihrer Mittelwerte und die der iibrigen in diesem Reihenversuch erfolglos
behandelten Kollektive mit einer Ausnahme in dem oberen Teil des Be-
reiches der 2fachen Standardabweichung vom Mittelwert aller Infektions-
kontrollen. Die Mittelwertkurve des Kollektives mit der giinstigen Be-
handlung befindet sich trotzdem noch zum Teil auBerhalb der 3fachen
Standardabweichung aller Infektionskontrollen. Die Sicherung des Ver-
suchsergebnisses aufgezeigt an der Haufigkeit, mit welcher der mittlere
Fehler der Differenz zwischen den T-Zahlen des Infektionskontrollkollek-
tives (22/25) und des in Frage stehenden Kollektives (6/24) in dieser
Differenz enthalten ist, betrigt:

Differenz s

= 4,455
Mpig,
(mDiff :VMLQ, die bekannte Formel fiir diese Zweckel)).
) Dy -1y

1) Neuerdings hat H. v. ScusLLING eine verbesserte mathematisch vollig ein-
Wandfreie Formel fiir derartige Berechnungen angegeben. Die von mir benutzte Formel
Nach ErNa WEBER gibt aber auch nach seinen Untersuchungen zuverlissige Werte;
er berechnet im vorliegenden Falle 4,455 statt 4,409,

e
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Tabelle 6.
Chemotherapeutische Wirkung prontosilartiger Verbindungen.
Dosis tolerata ]3iehand-
. ; max. bzw. ge- ungs-
Substanzen Darreichung bravchin Dgsis erf(f)glg
in g *)
A.Sulfonamid-Azo-Ver-
bindungen
1. Prontosil rubrum . .| sc. 0,0125 + ?
per os 3x in 4 Tagen 0,015 4 ?
2. Prontosil solubile . . | iv. 1/100 —
sc. 1/10 —
per os 1/5 -
3. 4'-Sulfonamid-2,4-di- sc. 4x in 5 Tagen 0,005 —
amino-azobenzol-6-car- | per os 5x in 6 Tagen 0,02 +
bonsiure
4. KL69S .. o ov . .ol se. 4x in 5 Tagen 0,0033 + ?
0. KLB48I.. < 5 v « : s per os 4x in 5 Tagen 0,1 —
6. K11229 . . . . .. sc. 3 in 3 Tagen 0,0033 +?
. ; : per os 4X in 5 Tagen 0,01 + 2?2
B. Sulfanilamid-Verbin-
dungen
7. Prontosil album . . .| sc. 0,04 + ?
8. Benzylsulfanilamid . . | se. 2x in 4 Tagen 0,08 —
9. r-Phenylpropyl-sulfanil-
amid—ae,y-disulfosaures
Natrium . . . . . . per os 2X in 3 Tagen 0,2 —
10. Sulfanilsiure-p-amino-
aniid . . .. . . . per os 2x in 3 Tagen 0,075 —
11. p-Aminobenzyl-sulfanil-
amid . . . . . . .. sc. 2% in 4 Tagen 0,03 —
12, Astrosol . . . . . . sc. 2% in 4 Tagen 0,1 +(?)
13. Sulfanilsdure-p-di- )
dthyl-aminoanilid sc. 2X in 3 Tagen 0,1 —
14, Be 365 . . « : » + . sc. 0,04 4 ?
per os 0,02 +?
15. Be 451 . . . . . .. s¢. 2x in 4 Tagen 0,04 —
16.Be 701 = . « « & & s sc. 0,083 —
per os 0,033 —
17. Be 704 . . . . . .. se. 2X in 4 Tagen 0,04 —
18.-M 965 .« . " . & » sc. 2X in 4 Tagen 0,005 —
LR M 162 & o o o : per os 2x in 2 Tagen 0,066 —
20. M 1182. . . . . . ., v, 0,02 —
8¢ 0,033 —
per os 0,2 —
21. M 1187. . . . . .. sc. 0,05 + ?
C. Disulfanilamid-Ver-
bindungen
22. Uliron . . . . . . = | 8C: 0,02 +?
per os 3x in 4 Tagen | 0,05—0,025 —
23. Neo-Uliron . . . . . sc. 0,01 4 ?
. per os 0,04 +2
D.Sulfon-Verbindung
24. B992 : v w v w5 . per os 0,1 —

*) 4+ = gesicherter Behandlungserfolg. ) . -
+? = ungesicherter Behandlungserfolg, behandeltes Tierkollektiv hat geringere
Absterbe- und Erkrankungszahlen als das Infektionskontrollkollektiv.
— = gleiches oder schlechteres Erkrankungsverhiltnis als bei den Infektions-
kontrollen.

Da bei der Durchfiihrung des Versuches eine gleichméBige Infizierung
gewahrleistet war, muB in diesem Versuch eine therapeutische Beeinflussung
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erfolgt sein. Leider lieB sich die Eindeutigkeit dieses Ergebnisses in ins-
gesamt noch 15 Wiederholungen nie reproduzieren, immerhin gaben aber
9 mehr oder weniger genaue Wiederholungen in einer Zusammenfassung
noch eine Sicherung des positiven Befundes.

In Tabelle 7 sind die Versuche mit 4’-Sulfonamid-2,4-diaminoazobenzol-
6-carbonsdure zusammengefaBt. Nur Versuch 2 spricht eindeutig fiir eine
therapeutische Wirkung. Von den 9 als Wiederholungen zu wertenden
Versuchen (3—11) verhalten sich 6 mehr oder weniger besser als die je-
weiligen Infektionskontrollen, 2 verhalten sich gleich und nur einer (9)
bringt ein um 1—2 Tiere schlechteres Verhaltnis von T und schwerkrank
zur Gesamttierzahl als die zugehorigen Kontrollen. Bei einer volligen
Nutzlosigkeit des Préparates miifite man erwarten, daB in 10 Versuchen
ebenso viele Kollektive sich schlechter wie besser als das jeweilige Infektions-
kontrollkollektiv verhalten.

Eine rechnerische Zusammenfassung' der 10 mit dem Préparat per os
behandelten Tierreihen ergibt, daB von 239 Mausen 107 schwerkrank waren,
davon gingen 88 ein, und daB von den 240 Infektionskontrollen 139 schwer-
krank waren, wovon 122 eingingen. Bei einer Errechnung der Versuchs-
sicherheit der Differenzen ergibt sich, daB die Unterschiede zwischen +
und schwerkrank bei behandelten und nicht behandelten Miusen 2,88mal
und bei den | allein 3,09mal den einfachen mittleren Fehler iibersteigen.

Die Zusammenfassung ist nicht villig einwandfrei, weil verschiedene
Infizierungsstirken (0,25 ccm 1/2000 bis 1/200000 Gehirn ip.) und ent-
sprechend besonders stark verschiedene Krankheitshefallprozente zusammen-
kommen. Jedoch ist einer unreellen Verbesserung der Ergebnisse dadurch
abgeholfen, daB fiir jedes behandelte Kollektiv sein entsprechendes In-
fektionskontrollkollektiv aufgefiihrt ist, auch dann, wenn dasselbe mehr-
mals erscheint. Eine Zusammenfassung scheint durchaus erlaubt, wenn
beiden zu vergleichenden Seiten in gleichem MaBe Vor- und Nachteile
durch die Art der Zusammenfassung zugefithrt werden.

Es laBt sich im ganzen mit einiger Sicherheit sagen, daB das Azo-
prontosil 4'-Sulfonamid-2,4-diamino-azobenzol-6-carbonsiure in peroraler
Darreichung das Miusefleckfieber in geringem AusmalB giinstig beeinfluBt,
und daB eine Anwendung bei der menschlichen Krankheit wohl zu ver-
suchen wire.

Um die geringe Wirkung zu verstirken, und um doch vielleicht die
Wirkung des ersten Versuches zu erreichen, wurde eine Kombinations-
behandlung mit spezifischen Immunsera und mit Nucleotrat, einem Prii-
parat, welches auf das leukopoetische System einwirkt, durchgefiihrt.
Auch in dieser Kombination war der therapeutische Einfluf des Praparates
nicht zu verbessern.

Da in unserem Institut fiir die Chemotherapie der Lepra vor allem
Chaulmoogra- und Cinnamylverbindungen synthetisiert werden,
standen eine groBe Reihe derartiger neuer Substanzen zur Verfiigung, die
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Tabelle 7.

6-carbonsiure beim murinen Fleckfieber der weiBen Maus.
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Die Wirkung von 4’-Sulfonamid-2,4-diamino-azobenzol-

Anwendung

am

Tag vor
Infek-
tion

, der
,, hach

Infektion mit
Méuségehirn und
Inf.-Stirke

Schwerkrank und |
Kollektivzahl

T
Kollektivzahl

Infektiong.
kontrollen

P
Tk J-zahl,

Schwerkrank
Kollekti

.l‘
Kollektivzahl

+ Mee.-Se-
rum sc.2)
Mee.-Serum

allein?)
per os
+Mee.-Se-
rum sc.?)
Mee.-Serum
allein?)
per os
+ Mee.-Se-
rum sc. %)
per os
+Mee.-Se-
rum sc.?)
per os

sc.

Nucleotrat
allein

per os

sc.
Nucleotrat
allein

+ Nucleotrat

-+ Nucleotrat

—140+1+3

BT
—140+1+3+7
—140+1+3
=
1304143
—1¥0+1+8+6

—140+1+3+6

+142+4

+6-+7+9
+54+6+7+8-+10
+7%+8%
+142484546
+14+24345+46
+14248+5+6

+14243+5
+14+24-845

414248345

+1-4+2+4
+1+4244

41484
2484445467
1248 4+4+4546+7
+2+48+4+5+6-+17
+2+43 444547

+2+3-+44-54-7

0,25 cem 1/2000
mehr als 1000fache
Dosis inf. min.

0,25 cem 1/2000
= 100fache Dosis
inf, min.

0,25 cem 1/200000
Grenzinf.-Dosis!

dgl.

0,25 cem’ 1/20000
Grenzinf.-Dosis
dgl.

0,25 cem 1/2000
Grenzinfektion
(groBle Hitzel)

0,25 cem 1/200000
Grenzinf.-Dosis

0,25 cem 1/20000
Grenzinf.-Dosis

dgl.

dgl.

0,25 cem 1/2000
100—1000fache
Dosis inf. min.

0,256 eem 1/2000
Grenzinf.-Dosis
(GroBe Hitze!)

dgl

0,25 cem 1/20000
Grenzinf.-Dosis

dgl.

0,25 ccm 1/2000
100—1000fache
Dosis inf. min.

dgl.

Do
Do
—
[\
ITSg

5/25
11/25

12/25

18/18

15/17
25/25

24/25

(3]

.
—
Do

i

13/25

4/24
6/19
5/23

4/13
9/23

5/2b
9/25

6/25

15/18

9/17
95/25

24/25

Do
Do
—
DO
(2

12/25

9/23
13/25
15/25

15/25
24/25

24/25
12/25

12/25
15/25

15/25
94/25

24/25

1) — = ohne Erfolg, + = erfolgreich, + ? = ungesicherter Erfolg, () = Kom-
binationshehandlung. y
2) Serum von rekonvaleszenten, mit Rickettsia mooseri infizierten Meerschweinchen.
3 % prowazeki

2

2 LR

”

LR
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natiirlich auch an anderen als siurefesten Bakterieninfektionen zu priifen
sind. In Tabelle b sind die verschiedenen Verbindungstypen, vor allem
Zephirole und Rhodanide, aufgefiihrt. Sie waren alle ohne Erfolg.

Auch von Oxydationsmitteln, wie Formicin, Kaliumpermanganat
und Porphyrexid, war nichts Giinstiges zu erhalten. Viktoriablau und eine
Viktoriablau-Plasmochin-Verbindung, die ebenfalls von der chemotherapeuti-
schen Abteilung (Professor WAGNER-JAUREGG) stammen, waren leider ohne
Wirkung, und schlieBlich wurden auch erfolglos 2 Osmiumpriiparate,
2 Benzthiazole und einzelne andere Substanzen, die aus Tabelle 5 zu ersehen
sind, angewendet, wenn man von einzelnen, eingetretenen Inkubations-
zeitverlingerungen absieht (s. Kurve 2).

Unspezifische und spezifische Behandlung mittels Sera.

Es bleibt nur noch nebenbei hinzuzufiigen, daB auch versucht wurde,
mit dem Mausemodellversuch die bekannte unspezifische Therapie des
Fleckfiebers zu priifen und einen Uberblick iiber die Moglichkeiten einer
Serotherapie zu gewinnen. Normales Pferdeserum, das frither vielfach
angewandt wurde (37), war ohne jeden Erfolg, ebensowenig wurde der
Infektionsbefall durch eine langdauernde Vitamin-C-Vorbehandlung ver-
ringert. Gute Erfolge haben aber jeweils Gaben von Meerschweinchen-
immunsera gezeigt, wie aus Kurven 5 und 6 zu ersehen [vgl. Befunde von
WEIL u. BreEiny, DoERR u. P1Eck, OrT0 u. MUNTER?) (28)]. Von 25 Miusen
gingen nach Meerschweinchenimmunserumbehandlung nur 5 ein, wihrend
von den 25 Kontrollen 23 Miuse eingingen. Diese Ergebnisse lassen sich
gut wiederholen. Doch wird hieriiber weiteres zu arbeiten sein.

Zusammenfassung.

Es wird eine Modellversuchsanordnung fiir chemotherapeutische
Arbeiten mit murinem Flecktyphus (Rickettsia mooseri) und die Auf-
arbeitung der Befunde beschrieben.

67 verschiedenste Substanzen, bekannte oder fiir Flecktyphus emp-
fohlene Chemotherapeutika darunter, sind ohne jeden Erfolg gepriift
worden. Weiterhin wurden 24 verschiedene Prontosile gepriift.

Von diesen hat nur ein Azoprontosil, 4’-Sulfonamid-2,4-diamino-
azobenzol-6-carbonséure, bei peroraler Verabreichung in einem Versuch
einen statistisch gesicherten deutlichen EinfluB, das zwar in 9 weiteren
Wiederholungen nur einen geringen, im Einzelversuch ungesicherten, in
der Zusammenfassung aller Versuche aber ebenfalls gesicherten EinfluB
erkennen lief. Damit liBt sich wohl eine Erprobung des Priparates im
Versuch an kranken Menschen begriinden, zumal da die Therapie des Fleck-
typhus bislang im allgemeinen nur rein symptomatisch gefiihrt werden kann.

1) Orro und Mu~nTER fanden auch Menschenrekonvaleszentenserum wirksam

im Tierversuch; besonders bei gleichzeitiger Anwendung von Serum und Trypaflavin
glauben sie einen giinstigen EinfluB gesehen zu haben (28).

Arb. a. d. Staatl. Inst. f. exp. Ther. u. d. Forschungsinst. f. Chemother. zu Frankfurt a. M. XL. 3
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AnschlieBend wird gezeigt, da eine unspezifische Therapie mit Pferde-
normalserum bei den Miusen ohne Erfolg, eine Therapie des Miusefleck-
fiebers mit Meerschweinchenimmunserum aber von sehr guter Wirkung
ist, womit die Moglichkeiten einer Serumtherapie des Flecktyphus
erneut gesichert erscheinen.

Bemerkungen zu den nachfolgenden Kurven.

In den Kurven 2—6 sind einige Reihenversuche im Auszug dargestellt. In der
Abszissenachse bedeuten
1 = nicht oder leicht krank.
2 = krank.
3 = schwerkrank.
4 = +,
Es handelt sich bei jeder Linie um Kollektive zu 25 Mausen. Die beiden lang-
gestrichenen Linien sind die Grenzen der 2fachen Standardabweichung, errechnet aug
dem  Verhalten von 15 einzelnen Infektionskontrollkollektiven,

La

1 ] 1
12 13. 14.
Tag nach Jnfektion

Kurve 2. Chemotherapieversuch I, 160—168. Infektion: 0,25 cem 1/2000 Miuse-

gehirnemulsion ip. = einfache Infektionsdosis. Infektionskontrollkollektiv.

— —— 2fache Standardabweichung der allgemeinen Fleckfieberinfektion hei Miiusen.

Tetramethylithylen-0s0, 0,0002 g iv.am 5. Tag nach Infektion. — - — Tetra-

methylithylen-0s0, 0,001 g sc. am 2. Tag nach Infektion. — - - - — Osmiumsiurediester

des Pinakons 0,00025 g sc. am 2. Tag nach Infektion, — + — Kongorot 0,01 g sc.
am 2. Tag nach Infektion. '

Kurve 2 zeigt Priiparate, welche die Inkubationszeit um einen Tag herausschieben.
Rubidiumsulfat verhielt sich #hnlich.

Kurve 3 zeigt eine gewisse ungesicherte Wirkung der Sulfanilamidverbindung
Astrosol.

Kurve 4 zeigt die Wirkung der im Text eingehend hehandelten 4'-Sulfonamid-2,4-
diaminoazobenzol-6-carbonsiure und des Chaulmoogroylcholinjodid, dessen Einwirkung
hier ungesichert, auch nicht zu wiederholen war.

Kurve 5 und 6 zeigen die Wirkung des Serums von flecktieberimmunen Meer-
schweinchen,
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In Kurve 5 ist ein Versuch protokolliert, in dem die kurative Wirkung des Meer-
schweinchenimmunserums von einer Mischinfektion, die von 4'-Sulfonamid-2,4-
diaminoazobenzol-6-carbonsiure beeinflufit wird, iiberdeckt wird.

=

1 1 1

. 12, 13, 14.

Tag nach Jnfektion
Kurve 3. Chemotherapieversuch II 84—42. Infektion: 0,256 cem 1/2000 Miusegehirn-
emulsion ip. = 10fache Dosis 80 % $/+ -+ . Infektionskontrollkollektiv.
——— 2fache Standardabweichung der allgemeinen Fleckfieberinfektion bei Miusen.
Astrosol 0,1 g se. 1 Tag vor, am 2. Tag nach Infektion, —--- — p-Amino-
benzyl-sulfanilamid 0,03 g sc. 1 Tag vor, am 2. Tage nach Infektion. 5 weitere Kollek-

tive laufen in der Nihe oder iiber der Infektionskontrollkurve.

}»4

- 35
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1. 12 13-
Tag nach Jnfektion

Kurve 4. Chemotherapieversuch IT, 54—64. Infektion: 0,25 cem 1/2000 Miusegehirn-
emulsion ip. = iiher 1000fache Dosis 80 % T4+ +. Infektionskontrollkollek-
tiv. ———2fache Standardabweichung] der allcemeinen Fleckfieberinfektion bei
Miiusen. 4’-Sulfonamid-2,4-diaminoazobenzol-6-carbonsiure 0,02 g per os
1 Tag vor, am Tag, 1 u. 3 Tage nach Infektion. — ---_— Chaulmoogroyl-cholin-
jodid, 0,002 ¢ sc. 1 Tag vor, am Tag, 1 u. 3 Tage nach Infektion. 5 weitere Kollektive
laufen in der Nihe der Infektionskontrollkurve, o
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Tag nach Jnfektion

Kurve 5. Chemotherapieversuch II, 108—118. Infektion: 0,25 ccm 1/20000 Miuse-

gehirnemulsion ip. = 10fache Minimalinfektionsdosis. Infektionskontroll-

kollektiy. =— —— Meerschweinchenimmunserum 0,25 ecem se. am 1., 2., 3., 5., 6. Tage

nach Infektion. -------- wie vor + 4'-Sulfonamid-2,4-diaminoazobenzol-6-carbomn-
siure 0,02 g per os jeweils 2 Stunden nach Serumgabe.

F4

- 3.5

- 2.6

6. e 8. 9. 10. 11. 12 13
Tag nach Jnfektion

Kurve 6. Chemotherapieversuch II, 118. Infektion: 0,25 cem 1/2000 Mausegehirn-

emulsion ip. = 100facl?e Dosis 80 % +/+++. Infektionskontrollkollektiv.

— —— 2fache Standardabweichung der allgemeinen Fleckfieberinfektion bei Mausen.

------- Meerschweinchenimmunserum 0,25 cem 1/1 am 1., 3. Tag nach Infe.ktm]i,

0,25 ¢em 1/2 am 2., 5. Tag nach Infektion. — - - - — wie vor -+ 4-Sulf0nam1d-21,) -

diaminoazobenzol-6-carbonsiiure 0,02 g per os jeweils 2 Stunden nach Serumgabe.
5 weitere Kollektive laufen in der Nihe der Infektionskontrollkurve.
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Aus dem Forschungsinstitut fiir Chemotherapie zu Frankfurt a/Main
(Direktor: Geh. Med.-Rat Prof. Dr. R. Otto) und einem Feldlaboratorium.

11

Die Verwendung getrockneter Blutstropfen
fiir Zwecke der klinischen Probeagglutination.

Von
R. Kudicke und W. Steuer.

Die serologisch-diagnostischen Methoden sind Arbeitsweisen, deren
Austiihrung Speziallaboratorien und geschulten Kriften vorbehalten ist.
Der praktische Arzt, der Kliniker und der Seuchenhygieniker wird dies
bei akuten Infektionskrankheiten erst dann als Nachteil empfinden, wenn
infolge ungiinstiger #uBerer Verhaltnisse die Zeitspanne zwischen Abnahme
bzw. Absendung des Untersuchungsmaterials und Eintreffen des Unter-
suchungsergebnisses ungebiihrlich groB wird.

Das Bediirfnis nach einer Methode, die es ermoglicht, wenn auch nicht
am Krankenbett selbst, so doch ohne Inanspruchnahme eines Spezial-
laboratoriums eine Entscheidung iiber Vorliegen oder Ausschluf einer ver-
muteten Infektionskrankheit zu fillen, ist demnach — soweit die sero-
logische Untersuchung iiberhaupt in diesem Sinne verwendet werden kann —
wohl vielfach vorhanden. Erhohter Wert kommt einer solchen Methode
unter Verhdltnissen zu, wie sie in Kriegszeiten einzutreten pilegen.

Allgemeine Verkehrs- und Postbeschréinkungen erméglichen dann eine
Verbindung mit dem Laboratorium (Feldlaboratorium) oft nur in unsicherer
oder zeitraubender Weise. Gerade in solchen Gebieten ist aber die Gefahr
der Seuchenausbreitung durch die Truppenmassierung und starke Be-
volkerungsbewegung nicht selten eine recht groBe. Der Truppenarzt und
der fiir die Seuchenbekéimpfung zustindige Hygieniker miissen rasche
Entscheidungen fillen. Aus dieser Notwendigkeit heraus haben wir eine
Schnellmethode ausgearbeitet, die geeignet ist, den praktischen Bediirf-
nissen moglichst gerecht zu werden.

Wir haben uns dabei zungchst auf die Diagnose des Fleckfiebers
beschréinkt, mochten hier aber gleich bemerken, daB die Methode wahr-
scheinlich auch bei der Diagnose des Abdominaltyphus, Paratyphl}S,
der Baneschen Krankheit und vielleicht auch der Ruhr sich niitzlich
und brauchbar erweisen wird.

Verwendung getrockneter Blutstropfen f. Zwecke d. klin. Probeagglutination. 39

Als Ausgangsmaterial dienen uns getrocknete Blutstropfen, die aus
dem Ohrlippchen oder der Fingerbeere gewonnen sind. Die Verwendung
getrockneten Blutes zur Krankheitserkennung hat bereits CHEDIAK bei
Luetikern mit Erfolg vorgenommen. Auch uns erwies sich das Trockenblut
zu der beabsichtigten serologischen Reaktion, der Schnelldiagnose des
Fleckfiebers, im Laufe unserer Versuche als gut geeignet. Die Bezeichnung
;»klinische Probeagglutination‘ soll gleichzeitig die Grenze der Methode
aufzeigen: sie soll die Werm-Frrixsche Reaktion dort nicht ersetzen, wo
eine Kenntnis des Endtiters wiinschenswert ist (s. unten).

Vorversuche.

Die orientierenden Vorversuche iiber die praktische Brauchbarkeit
der Methode wurden in der Weise begonnen, daB ein aus dem Ohrlippchen
mit der Ose auf den Objekttrager gebrachter und dort ausgebreiteter Bluts-
tropfen nach Eintrocknung mit verschiedenen Mengen physiologischer
Kochsalzlésung zu einer Hémoglobin-Serumlosung verrieben wurde. Eine
Ose dieser Losung wurde mit einer gleichgroBen Ose einer Aufschwemmung
von' B. Proteus-0X-19 vermischt und im héingenden Tropfen unter dem
Mikroskop bei schwacher VergroBerung beobachtet. Spiter erfolgte die
Ablesung unter Fortlassung des héingenden Tropfens direkt auf dem Objekt-
trager mikroskopisch (schwache VergroBerung) bzw. mit der Lupe. Letztere
Ablesungsart wurde bald ausschlieBlich verwendet, da sie ebenso klare
und deutliche Ergebnisse lieferte. Blute mit hohem Titer (WeIL-FELIX)
agglutinierten hierbei sofort und stark (grobe Schollenbildung), wihrend
solche mit niederem Titer erst nach einigen Minuten und dann feinkorniger
zusammenballten. Nachdem die Eignung des Trockenblutes bzw. der aus
ihm gewonnenen Hémoglobin-Serumlosung fiir die Zwecke der Agglutination
grundsétzlich festgestellt war und sich bei zahlreichen Blutpréiparaten
immer wieder ergeben hatte, daf das gewiinschte Resultat leicht und schnell
zu erhalten war, suchten wir eine quantitative Abstufung der Reaktion —
soweit sie bei dem Charakter einer Probeagglutination notwendig und
wiinschenswert ist — zu erreichen.

Zunéchst bemiihten wir uns, die GroBe des zu entnehmenden Bluts-
tropfens zu normalisieren. Wir verwandten eine Ose aus Platindraht von
2 mm Durchmesser. Die Drahtdicke betrug anfangs 0,4, spiter 0,6 mm.
Auch bei Verwendung einer solchen Ose ergeben sich Unterschiede in der
TropfengroBe. Es hiingt das einmal wahrscheinlich von der Viskositat
des Blutes ab, weiter von der Art der Entnahme, schlieBlich auch von
der Blutmenge, die der gesetzten Hautwunde entquillt. Viskositétsunter-
schiede glaubten wir in Kauf nehmen zu kénnen. Den anderen Schwierig-
keiten suchten wir dadurch zu begegnen, daB wir das zu untersuchende
Blutquantum stets durch flaches Auflegen der Osenbreite aus dem
quellenden Blutstropfen heraushoben und den letzteren moglichst grof
wihlten.
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Hierbei faBt die 2-mm-Ose meist 0,003 cem Blut, wenn auch die mit
feinen Pipetten und mit Hilfe von Filterpapier vorgenommenen Mes-
sungen noch leichte Unterschiede ergeben haben. Diese fallen jedoch,
wie die spéteren Tabellen erweisen werden, bei der vorliegenden Methodik
nicht wesentlich ins Gewicht. Der Fliissigkeitsanteil eines normalisierten
Tropfens kann entsprechend den Verhaltnissen bei gesunden Menschen mit
ca. 50 % angenommen werden (0,0015 cem). Der Trockenriickstand des
Tropfens von 0,003 cem betrigt nach den allgemeinen Angaben 21—22 9
des Vollbluts. Die Mengen, mit denen gearbeitet wird, sind also sehr
gering.

Es erwies sich als vorteilhaft, den Blutstropfen auf dem Objekttriger
so auszubreiten, daB er eine Fliche von etwa 1 e¢m Durchmesser bedeckt,
Er trocknet so schneller und es 18t sich dann auch die Hémoglobin-Serum-
losung leichter herstellen. SchlieBlich blittert er auch bei einem Transport
weniger leicht ab. Im iibrigen ist der getrocknete Blutstropfen sofort und
auch nach lingerer Zeit brauchbar. Mehrere Tage und Wochen alte, bei
Zimmertemperatur, im Brutraum und im Eisschrank gelagerte Tropfen
zeigen, wie die entsprechenden Versuche ergaben, nur geringe Beeinflussung
(Abschwiéchung) der Reaktionsfihigkeit. Das entspricht der bekannten
Tatsache, da die Eintrocknung die Agglutinine nicht schadigt. Ein Trocknen
iiber der Flamme darf jedoch nicht vorgenommen werden ; die Beobachtungen
haben dabei eine deutliche Minderung der Agglutinationsfihigkeit ergeben.
Verunreinigungen mit Salzen, Siuren, Alkalien diirften die Agglutination
ebenso hemmen wie bei Seren.

Die weitere Behandlung des getrockneten Blutstropfens wurde im Laufe
der Vorversuche verschieden gehandhabt. Zuerst wurde mit einer zweimal
so groBen Ose den in der erwéihnten Weise abgenommenen und ausge-
breiteten Blutstropfen ein Tropfen Kochsalzlosung zugefiigt, bis zur volligen
Lgsung des Tropfens verrieben, mit gleicher Ose ein Tropfen dichte Bakterien-
aufschwemmung hineingebracht und das Resultat ermittelt. Da bei der
Verreibung des Trockenblutes mit der Ose zuweilen nicht ganz verreibliche
Faserchen oder Flickchen, offenbar Fibrin- und Zellreste, entstanden, die
die Beurteilung storen konnten, wurde spéter davon abgesehen. Die Himo-
globin-Eiweiflosung entsteht auch ohne Verreiben, wenn man nur die
Fliissigkeit eine Zeitlang auf dem eingetrockneten Tropfen belat und dann
den Objekttriger vorsichtig hin und her schwenkt. Die ungeldsten Bestand-
teile bleiben dabei am Objekttriiger haften und stéren die Realtion nicht.

. Bei der angegebenen Methode zeigten nun Blute mit Weil-Felix-Titern, die er-
fahrungsgemiB unspezifisch sein kénnen (1: 50, 1: 100) ebenfalls positive Ausschlige.
Die Zahl solcher unspezifisch reagierender Seren ist nicht so gering, wie vielleicht zu-
nichst angenommen wird. Unter 426 nach WeiL-FrLix ausgefiihrten Reaktionen
waren bei dem von uns untersuchten Material unspezifisch: 1: 50+ = 86; 1:100-=
=7; 1:100+ = 5. Deshalb wurde versucht, die Lisung des Blutstropfens so vor-

zunehmen, daB die Trockenblutprobeagglutination (TrBA) erst oberhalb der unspezi-
fischen Zome positiv ausfiel. Es wurde zuniichst eine stirkere Verdiinnung durch
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Mischung mit mehreren Osen Kochsalzlosung hergestellt, wobei nach Zufiigung von
5 Osen eine Ausschaltung der positiven Ergebnisse mit Bluten vom Titer 1: 100 erreicht
schien. Eine Ose der so hergestellten Verdiinnung und eine Ose Bakterienaufschwem-
mung wurden hierbei auf einem zweiten Objekttriiger zusammengebracht. In den folgen-
den Versuchen wurde die Kochsalzlosung mit einer Mikropipette abgemessen und in
verschiedenen Mengen den einzelnen Tropfen ein und desselben Blutes zugefiigt. Dieses
Verfahren behielten wir bei.

Eine wesentliche Vereinfachung lie§ sich schlieBlich dadurch erzielen,
daB unter Weglassung der Kochsalzlosung die Bakterienaufschwemmung

* in verschiedenen Mengen (0,01 bis 0,08 cem) den einzelnen Tropfen eines

Blutes direkt mit der Mikropipette hinzugefiigt wurde. So erfolgte die
Abstufung der TrBA in zweifacher Weise: Durch die Blutverdiinnung
und durch die verschiedene Bakterienquantitiit.

Die Versuchsreihen ergaben, daB zweckmiBig von einem Blut 3 Tropfen
hergestellt und mit 0,02, 0,04 und 0,08 ccm Bakterienaufschwemmung ver-
setzt werden. Die Serumverdiinnung kann dann grob angenommen werden
wie folgt: 0,003 Blut =0,0015 Serum -+ 0,0015 Blutkorperchen. 0,0015

. Serum + 0,02 Bakterienaufschwemmung = Verdiinnung 1: 13; 0,0015 Se-

rum 0,04 Bakterienaufschwemmung = 1: 27; 0,0015 Serum -+ 0,08 Bak-
terienaufschwemmung = 1:53. DaB dabei spiiter vielleicht noch die
mittlere Titerstufe (0,04 cem Bakterienaufschwemmung) in Wegfall kommen
kann, ist nach den bisherigen Ergebnissen nicht unwahrscheinlich, muf
aber von den weiteren Erfahrungen abhingig gemacht werden. Das Ergebnis
der Trockenblutreaktion wurde in 3 Zeiten mit bloBem Auge bzw. einfacher
Lupe nach 1, 5 und 10 Minuten nach jeweils mehrmaligem Hin- und Her-
schwenken des Tréigers abgelesen. Die Ablesung erfolgt am besten im auf-
fallenden Licht gegen eine schwarze Unterlage, in Zweifelsfillen auch im
durchscheinenden Licht gegen das Fensterkreuz. Als Kontrolle der Homo-
genitidt der Bakterienaufschwemmung empfiehlt es sich, diese sofort nach
ihrer Zumessung, noch vor Beginn der Blutlosung, genau zu betrachten.
Diese Priifung bietet auch gleichzeitig eine Vergleichsméglichkeit mit ihrem
spateren Zustand.

Wir haben verschiedentlich beobachtet, daB Bakterienaufschwemmun-
gen, die im Eisschrank aufbewahrt waren, zuniichst langsamer, reagierten
als solche, die bei Zimmertemperatur gestanden hatten. Die Temperatur
spielt also bei der Schnelligkeit, mit der die Agglutination eintritt, zweifellos
eine Rolle, was ja auch sonst bekannt ist. Deswegen sei bemerkt, daB alle
unsere Versuche bei Zimmertemperatur angestellt worden sind, die freilich
infolge mannigfacher Schwierigkeiten nicht ganz gleichméiBig war.

Erwiahnt werden soll schlieBlich noch, daB wir im Laufe der Vorver-
suche auch eine mittels Aqu. dest. bereitete Blutlosung als Ausgangsmaterial
fiir die Probeagglutination benutzten. Die Losung wurde in den zur Blut-
korperchenzihlung verwendeten Pipetten hergestellt und dann in ver-
schiedenem Verhéltnis mit Bakterienaufschwemmung gepriift. Auch diese
Methode erwies sich fiir die beabsichtigten Zwecke als gut brauchbar. Wie
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wir bei Durchsicht der uns zugiinglichen Literatur spiter feststellten, hat
in &hnlicher Weise DizrnuoFER (Zbl. . Bakter. Ref. Bd. 113, S. 163) eine
Schnellmethode zur Ermittlung Brucella-infizierter Tiere angegeben. Ferner
haben, wie noch erwéhnt sei, MHLENS und ST0JANOFF wihrend des Welt-
krieges beobachtet, daB Seren, die eine positive Weil-Felix-Reaktion von
1:100 nach 2 Stunden aufwiesen, schon vorher bei einer orientierenden
Agglutination auf dem Objekttriger in einer Verdiinnung von 1:25 Hiuf-
chenbildung ergaben (Zbl. f. Bakter. Ref. Bd. 68, S. 516). Praktischer,
handlicher und noch einfacher erscheint uns aber die Verwendung ge-
trockneter Blutstropfen. Sie LBt auch einen bequemen Transport des
Materials zu, wenn die Reaktion an einem anderen Ort gemacht wird, und
eine leichte Aufbewahrung, wenn eine spatere Wiederholung, insbesondere
zu Vergleichszwecken, vorgenommen wird.

Endgiiltige Technik.

A. Tnstrumente: Ein Flischchen Alkohol, Watte, eine Frankesche Nadel
oder Stechfeder, Objekttriger (am besten mit Hohlschliffen), eine
Normalése (2 mm lichte Weite; 0,6 mm Drahtdicke), eine oder
mehrere Mikropipetten (evtl. mit aufgesetztem Gummihiitchen).

B. Reagenzien: Zur Herstellung der Bakterienaufschwemmung wird eine
18stiindige Proteus-OX-19-Kultur mit 4 cem Kochsalzlisung (0,9 %)
abgeschwemmt und 1 Stunde im Wasserbad von 750 abgetitet.
Bakteriengehalt: ca. 1,5 Vol.%,. Nach Sterilitdtsprobe ist die Auf-
schwemmung gebrauchsfertig. Die Empfindlichkeit der abgetoteten
Keime kommt der lebender Aufschwemmung gleich. Die Agglutina-
tion ist sogar noch etwas kompalkter. Karbolisierte und formolisierte
Keime, desgleichen das Biensche Diagnostikum, haben sich als
wesentlich unempfindlicher erwiesen.

C. Blutentnahme. Reinigung des Ohrléppehens, Einstechen mit der
Stechfeder. Mit der Normalése werden nacheinander 3 Tropfen aus
dem herausquellenden Blut so abgenommen, daf die flache Osen-
rundung in das Blut hineingetaucht und in der gleichen Weise heraus-
gehoben wird (bikonvexer Tropfen). Die Tropfen werden auf dem
Objekttrager nebeneinander mit gewissem Zwischenraum bis zu
einem Durchmesser von ca. 1 c¢m ausgebreitet und so bei Zimmer-
temperatur getrocknet. ZweckmiiBig ist Verwendung von Objekt-
trdgern mit 3 Hohlschliffen.

D. Ausfithrung der Reaktion. Zum ersten Tropfen werden 0,02 cem,
zum zweiten 0,04 cem und zum dritten Tropfen 0,08 com der obigen
Bakterienaufschwemmung mit der Mikropipette hinzugefiigt und
iiber ihn ausgebreitet. Die Homogenitit der Bakterienaufschwemmung
wird sofort gepriift. Dann wird die entstehende briunliche Hamo-

Verwendung getrockneter Blutstropfen f. Zwecke d. klin. Probeagglutination. 43

globin-Serumlosung durch behutsames Hin- und Herneigen des
Tragers mit der Balkterienaufschwemmung gleichmiiBig vermischt.

E. Beurteilung der Reaktion. Nach 1, 5 und 10 Minuten wird die
Reaktion unter Hin- und Herschwenken des Triigers abgelesen.
Zwischendurch wird der Objekttriger zur Verhiitung einer Ver-
dunstung zweckmiBig auf ein Stiick angefeuchtetes Fliespapier
unter den Deckel einer Petrischale gelegt. Blute mit einem Titer
von 1:200 ab (Weil-Felix) ergeben entsprechend der Hohe des
Titers alsbald oder nach den Wartezeiten eine grobschollige, mittel-
oder feinkornige Agglutination.

Untersuchungsergebnisse.

Im folgenden seien zuniichst die zur Priifung der Methode mit Tropfen
von eingesandten Bluten gewonnenen Ergebnisse in 71 Fillen zusammen-
gestellt. Die Blute wurden z. T. vor, z. T. nach Serumentzug aufgeschiittelt
und zur Tropfenentnahme benutzt. Der Serumanteil der einzelnen Tropfen
schwankt daher in gewissen Grenzen, was auch im Resultat deutlich zum
Ausdruck kommt. Ferner sei iiber die Vergleichbarkeit der TrBA mit der
Weit-FeLixsehen Reaktion und der Weri-Ferixschen Reaktionen unter-
einander?) noch folgendes vorweggenommen: Die Serummengen und Ver-
diinnungsgrade sind bei der WrrL-Frrixschen Reaktion, bei Verwendung
der iiblichen MeBpipetten und der iiblichen Arbeitsweise meist vom Nenn-
wert nach beiden Richtungen hin etwas verschieden. Die Empfindlichkeit
der jeweiligen Bakterienmenge kann eine wechselnde sein. Ein subjektives
Moment liegt ferner in der Ablesungsart. SchlieBlich sind die einzelnen
Titerstufen nur Stichproben in groBen Abstinden. Gleichtitrige Sera brauchen
daher bei genauer Untersuchung nicht gleichwertig zu sein und sind es auch
kaum genau. Ist die Vergleichbarkeit Wer-FrrLxscher Reaktionen unter-
einander bereits keine strenge (s. a. GARDNER, Zbl. f. Bakter. Ref. Bd. 127,
S. 12), so ist ein Vergleich mit einer anderen Reaktion, im vorliegenden
Falle der mit anderen Konzentrationen arbeitenden Probeagglutination,
noch weniger streng durchzufiihren. Immerhin L:iBt sich nachweisen, daB
die TrBA gleichsinnig verliuft. Bei den Untersuchungen wurde stets die
Probeagglutination zuerst vorgenommen (Ablesung nach 1—10 Minuten)
und dann die gleichzeitig angesetzte WeiL-Fernixsche Reaktion nach
ca. 20 Stunden abgelesen (s. Tabelle I, S. 44).

Die Spezifitit der Probeagglutination und ihre Gleichsinnigkeit mit
der WerL-Ferixschen Reaktion ist aus der Tabelle eindeutig erkennbar.
Alle Blute mit einem Serumtiter von iiber 1: 200 haben positiv oder stark
positiv reagiert, alle Blute mit einem Titer unter 1: 100 einwandfrei negativ.
Von 4 Proben mit einem Serumtiter 1:100 reagierte eine positiv im ersten
m& die Weil-Felix-Reaktion siehe bei Orto u. MunTER, Hdb. d. path. Mikro-
org. Bd. VIII, S. 1167 (1930).
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Tabelle I.

Ubersicht iiber die Ergebnisse der WeirL-Frrixschen Reaktion und der

gleichzeitig durchgefiihrten Trockenblutprobeagglutination mit ge-

ronnenem (eingesandtem) Blut bei 71 Fleckfieberverdichtigen bzw.
-kranken. (Alter der Blutstropfen 0—8 Tage.)

Trockenblutprobeagglutination mit Proteus-X-19-Aufschwemmung

Weil-Felix- (abgetitet bei 750)

Reaktion

1: 50 negativ
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Tabelle I (Fortsetzung).

Weil-Felix-

Reaktion

Trockenblutprobeagglutination mit Proteus-X-19-Aufschwemmung

(abgetotet bei 75°)
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Zeichenerklirung:

a) bei WFR.: 4 = positiv + zweifelhaft positiv.
b) bei TrBA: -+ = zweifelhaft

+ = feinkérnige Agglutination

++ = mittelkérnige Agglutination
+++ = grobkérnig, grobschollige Agglutination
o = fast reines Serum, © = stark hiimolys. Blut
—[—/— = Resultat nach 1, 5 und 10 Minuten.

Tropfen; von sieben Bluten mit dem Titer 1: 200 war die Reaktion bei zwei
im ersten Tropfen zweifelhaft, bei den iibrigen positiv, bei vier auch noch
im zweiten Tropfen. Demnach wire die Methode nicht in jedem Fall ge-
eignet, einen Titer von 1: 200 zu erfassen, wiihrend hghere Titer mit Sicher-
heit ermittelt werden.

Als ausschlaggebend fiir die praktische Brauchbarkeit der TrBA muB
aber ihre Bewidhrung bei Verwendung nativer getrockneter Blutstropfen
angesehen werden. Die unter dieser Bedingung bei 70 Fleckfieberver-
déchtigen bzw. Kranken vorgenommenen Untersuchungen sind in der
Tabelle IT, S. 46 dargestellt. Fiir ihre Lesung gilt das zu Tabelle T Ge-
sagte; dazu ist noch zu bemerken, daB aus suBeren Griinden die Dicke
des Osendrahts bei dem groBeren Teil der Blutentnahmen 0,4 mm, spiter
dagegen 0,6 mm betrug, wodurch die TropfengriBe nicht ganz einheit-
lich ist.

Wie die Tabelle IT, S.46 erkennen 148t, haben Kranke, bei denen die WEIL-
Ferixsche Reaktion vollig negativ ausgefallen war, auch in der Trocken-
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blutprobe einwandfrei negativ reagiert. Ebenso negativ war das Ergebnis
bei einem Serumtiter bis 1:100. Leider ist jedoch die Zahl dieser Proben
nur gering. 5 Kranke mit einem Weil-Felix-Titer 1 : 200 reagierten deut-
lich positiv, wenn auch in Schnelligkeit und Stirke des Ausschlags Unter-

schiede bemerkbar waren. Vollig einwandfrei positiv. war das Ergebnis -

bei 43 Kranken, deren Weil-Felix-Titer 1:400 und mehr betrug.

SchluBfolgerungen.

Wir halten uns nach diesem Ergebnis fiir berechtigt, zu schlieBen, daB
die angegebene Trockenblutmethode, wenn sie im zweiten oder auch dritten
Tropfen sicher positiv ausfillt — was der Geiibte leicht erkennen kann —
im gleichen Sinne zu verwerten ist, wie eine positive Weil-Felix-Reaktion.
Ein Titer von 1:400 und mehr wird dabei mit Sicherheit erkannt, wenn
auch nicht gemessen. Es scheint auch so, als wenn der Titer 1:200 mit
RegelmaBigkeit wenigstens durch Agglutination im 1. Tropfen angezeigt
wiirde, 1:100 dagegen nicht mehr. Angesichts der geringen Zahl der ein-
schligigen Proben und der in Tabelle I wiedergegebenen Ausnahmen wird
man jedoch vorlgufig beziiglich dieser Titerzone in der Beurteilung vor-
sichtig sein und die Erginzung durch die typische Weil-Felix-Reaktion
verlangen miissen.

Da die TrBA ohne Miihe fiir den Arzt und ohne Belistigung fiir den
Patienten unter Umstéinden taglich angestellt werden kann, wird es mog-
lich sein, ein Ansteigen des Serumtiters auf jeden Fall zu erkennen und
damit einen Teil der etwa moglichen Fehldiagnosen auszuschalten. Wo eine
schwach positive Reaktion nicht zu einer deutlich positiven wird, bleibt
wiederum nur die typische Weil-Felix-Reaktion iibrig. Eine bei Wieder-
holung stets negative TrBA scheint uns gegen Fleckfieber zu sprechen,
doch bediirfen unsere Untersuchungen nach dieser Richtung noch der Er-
génzung.

Ob sich durch Verwendung des héingenden Tropfens und Verlingerung
der Beobachtungsdauer in diesen Fillen eindeutige Unterschiede zwischen
dem Titer 1:200 und 1: 100 darstellen lassen, wissen wir noch nicht. So
sind also bei der Bewertung negativer oder schwacher Reaktionen Vor-
behalte unerliBlich. Die einwandfrei positive Agglutination in 2 oder
3 Tropfen berechtigt dagegen zu den gleichen Schliissen wie die typische
Weil-Felix-Reaktion. ‘

Wir empfehlen die Methode zur Nachpriifung.

Nachtrag bei der Korrektur.

Inzwischen sind uns zwei Arbeiten bekannt geworden, in denen gleiche
oder dhnliche Ziele verfolgt werden wie in der unsrigen. CASTANEDA U.
Stva (Ref. Zbl. f. Bakt., Bd. 137, S. 40) verwenden Frischblut oder
Serum und mischen es mit Hilfe einer Ose auf dem Objekttréiger mit einer
Proteus-0X-19-Aufschwemmung in 1,1proz. Natr.-citr.-Losung, der 0,2%
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Formalin zugesetzt ist. Die positive Reaktion ist erkennbar an der Bildung
eines weien Ringes an der Tropfenperipherie und tritt nach Angabe der
Autoren bereits nach 1 Minute ein. Die Arbeit ist bereits 1938 erschienen,
war uns aber bei unseren Versuchen nicht bekannt.

Weiter haben EYER u. GRUETZNER?) inzwischen eine Arbeit veroffent-
licht, die ,,Agglutininanalyse nach WrrL und Frrrx im Massenversuch®
betitelt ist und sich ebenfalls kleiner Blutquanten bedient, im Gegensatz
zu uns und den Obengenannten aber mit den iiblichen Konzentrationen
arbeitet. Aus der Arbeit interessiert hier die Art, wie die Frage der Nor-
malisierung des Blutstropfens gelost ist. Ever und GRUETZNER verwenden
dazu eine zylindrisch gestaltete Platindse, wie sie frither bereits Smica
benutzt hat. Es ist das offenbar eine Verbesserung. Noch besser ist wahr-
scheinlich die Abmessung des bendtigten kleinen Blutquantums mittels
einer geeichten Kapillarpipette.

1) Z. f. Hyg. u. Inf. Bd. 122 S. 589.

Arb. a. d. Staatl. Inst. f. exp. Ther. u. d. Forschungsinst. f. Chemother. zu Frankfurt a. M. XL.
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:Aus‘ dem“Staatl. Institut fiir experimentelle Therapie und dem Forschungs-
institut fiir Chemotherapie zu Frankfurt a. Main (Direktor: Geh. Med.-Rat
Prof. Dr. R. Otro).

IV.

Zur Frage der Pathogenitit und Infektiositit
von Kulturspirochiten des Pallida-Typus.

Von
B. Albrecht.

Mit 1 Abbildung im Text.

Es war selbstverstindlich, daB man, nach der 1905 erfolgten Ent-
deckung .der Spirochaeta pallida, die in der Bakteriologie gewonnenen
Erkenntmsse und Methoden auf den Erreger der Syphilis anzuwenden
s1cl} bemiihte. Vor allem war es ihre Kultivierung, die man auf den ver-
s.(?,hle(%enen Wegen erstrebte, um damit die Ausgangsstellung zu schaffen
fiir dle. Immunitétsstudien, die nach den mit den Bakterien gewonnenen
Ergebm?sen auch fiir die Syphilis verlockend erschienen. Die Handbiicher
geb(e:n ein Spiegelbild der jetzt schon Geschichte gewordenen, leider ver-
geblich gebliebenen Bemiihungen. Die Ziichtung der Spiroch,aeta pallida
wurde mit allen bei Bakterien erprobten Verfahren versucht. Und dafl auch
heute_ noch dann und wann ein neues Verfahren angegeben wird, kann als
Beweis angesehen werden, daB die bisherigen zu keinem befriedigenden
%Erfolge.gefiihrt haben. Es ist hier nicht der Ort, einen Uberblick zu geben
_uber die von zahlreichen Autoren ausgefithrten Ziichtungsversuche und
ihre Ergebnisse. Den heutigen Standpunkt in der Frage, ob sich die Spiro-
chaeta pgllida auf kiinstlichen Nahrboden kultivieren 136t bringt auf
Grund seiner jahrelangen und umfangreichen Arbeiten JAHN];L zum Aus-
d{uck, wenn er sagt: ,,Es gibt zur Zeit keine Methode, welche die beliebige
Ziichtung der Spirochaeta pallida ermoglicht. Alle von uns untersuchten
.dlu?ch andere Autoren angelegten Kulturen, sog. Pallidae, stimmen Wede;
in lhren'morphologisehen, noch in ihren firberischen, noch in ihren biologi-
sghen. Eigenschaften mit der Spirochaeta pallida iiberein, hingegen besitzen
sie Elgens.chaften von unter gleichen Bedingungen geziichteten saprophyti-
schen Spirochiten der Genitalregion des Menschen. Diese 1934 ausge-
sprochenen Sitze sind bisher nicht erschiittert worden und werden von
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uns auf Grund unserer Beobachtungen an fremden Spirochitenkulturen
und an Kulturen aus eigenem syphilitischen Kaninchenmaterial als richtig
anerkannt. Wenn trotzdem aus syphilitischem Material gewonnene Spiro-
chitenkulturen immer noch schlechtweg als Pallidakulturen bezeichnet
werden, ohne den Beweis dafiir zu erbringen, da8 es sich tatsichlich um
Pallidae handelt, so richtet sich das Ubergehen der oft miihevollen Arbeit
anderer selbst. Solange solche Kulturen ein Laboratoriumsleben haben,
kann man nichts dagegen einwenden, wenn ein Entdecker sie mit dem
Namen belegt, den er fiir richtig hilt. Werden sie aber der Offentlichkeit
iibergeben oder gar therapeutisch verwandt, so muf unserer Meinung nach
der strengste MaBstab angelegt werden, den die wissenschaftlichen Kennt-
nisse zu bieten haben. Von diesem Standpunkt aus miissen die
Spirochitenkulturen beurteilt werden, die seit einiger Zeit
zur Vakzinetherapie der Lues benutzt werden. Neben Handels-
priparaten finden in den letzten Jahren vornehmlich die von HILGERMANN
geziichteten Spirochitenkulturen in der Vakzinetherapie Verwendung
(HILGERMANN, SPITZER, NEUBER, BENEDEK, BRECHER, KERTESZ, ANGEL-
BERGER, BRUDER) und werden als Pallidavakzine bezeichnet. Fiir eine
Klsrung der Frage, ob auch diese zur Vakzineherstellung benutzten Stimme
wirkliche Pallidastimme sind, tritt ZiELER ein. ZierEr scheint, unab-
héngig von der Frage, ob eine ,,Beeinflussung und Heilung der Syphilis
durch spezifische Impfung® moglich ist, jedenfalls in bezug auf die HiLGER-
maNNsche Spirochitenvakzine ,,die wichtigste Forderung zu sein, daf erst
einmal festgestellt wird, ob die HiLeErmaNNschen Spirochiiten echte Syphilis-
spirochiiten sind“. Da in unseren Instituten mit dem HircErMANNschen
Spirochiitenstamm seinerzeit Untersuchungen ausgefiihrt wurden, halt
Z1ELER es fiir sehr dankenswert, die zu Lebzeiten Korirks ausgefiihrten
Untersuchungen, deren Veroffentlichung infolge der Erkrankung KorLEs
unterblieb, mitzuteilen. Sein Nachfolger, Geheimrat Orro, hat sich diesem
Vorschlag nicht verschlossen und mir gestattet, die diesbeziiglichen und
weitere Ergebnisse zu publizieren. '
Richtunggebend fiir unsere tierexperimentellen Arbeiten mit Kultur-
spirochsiten war die Uberlegung, Spirochétenkulturen zu einer spezi-
fischen Immunotherapie zu verwenden. Es wurde hierbei vor allem
der Frage eine besondere Bedeutung beigelegt, ob die sog. Pallidastimme,
die uns in Kulturen zur Verfigung standen, pathogen sind. Sie interessierte
KoLLE, vom immunbiologischen Standpunkt aus, mehr als ihre Ziichtbar-
keit. KoLrEs Ansicht nach war die Anwendung der Kocmschen Trias auf
die Kulturspirochiten vom Typus der Pallida eine Selbstverstandlichkeit,
und er hielt diesen Nachweis fiir den SehluBstein in der Beweisfiihrung
fiir eine Identitdt der Kulturspirochiiten mit der Pallida. Er vertrat vollig
die Gedankenginge von NogucHi, der 1911 als erster mit vom Menschen
stammenden Material durch Verimpfung von Reinkulturen auf Kaninchen
typische syphilitische Lésionen erzeugte, und die Pathogenitét des Materials
; : o
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als Ha.mpterfordernis ansieht fiir den Nachweis der Pallida. Der Ausfall
des Tierexperimentes war Korie fiir die Entscheidung, ob es sich bei
Kulturspirochéiten um Pallidae handelt, wichtiger als die Heranziehung
morphologischer Momente, eine Ansicht, die TomasczEwWSKI bereits 1912
vert_reten hatte. Den Einwand, daB Spirochiten in der Kultur selbst nach
wenigen Passagen ihre Pathogenitit vollig eingebiiBt haben sollten, lie
er nicht gelten. Wohl machte er die Konzession, da$ alte Passagen in ihrer
Virulenz herabgemindert sein konnten, doch miiBten sie sich, seiner Ansicht
nach, durch Tierpassage wieder aktivieren lassen, wenn es sich um patho-
gene Spirochiten handele. Koirie war von der Geltung der These iiber die
,,Wleder(?rzeugung der gleichen Krankheit mit demselben reingeziichteten
Erreger in einem bisher gesunden Organismus auch fiir die Pallida fest
iiberz.eugt und scheute keine Kosten, an einem groBen Tiermaterial diese
fir die Immunitét der Syphilis wichtige Frage zu kliren. Mir wurde damals
der Auftr;-;tg zuteil, die notwendigen Untersuchungen auszufiihren.

An die Spitze aller Betrachtungen iiber die Pathogenitat der Spiro-
chitenkulturen muB man m. E. die Uberlegung setzen, die F. Horrmany
u.‘E. Hormany in die Worte fassen, daB bei der Verimpfung von Kultur-
sp}rochaten auf geeignete Tiere ,selbst die Erzeugung des Kaninchen-
priméraffektes immer noch den Gedanken offen 1aBt, ob nicht neben der
dadurch nachgewiesenen Pallida eine andere feine Spirochétenart in der
Kultur vorhanden sein kann, was bei der groBen Variabilitidt der Formen
nicht ganz auszuschlieBen ist*. Auch nach NogucHr kann man selbst dann
wenn die Kulturen mit dem Material typischer syphilitischer Lésionen’
d(_as Mensghen angelegt wurden und Spirochsiten gewachsen sind, ohne das
Tleref.(perlment dennoch solche Spirochiitenkulturen nicht mit Sicherheit
als Teine Pallidakulturen bezeichnen, da in ihnen auch noch andere morpho-
logisch der Pallida sehr nahestehende Spirochiten zugegen sein konnen.
Es bleibt sich deshalb bei der Beurteilung der Pathogenitiit von Spirochéten-
kulturen gleich, ob den Autoren wirklich Reinkulturen oder nur Misch-
kulturen zur Verfiigung gestanden haben. Von ausschlaggebender Be-
deufzung ist allein die Frage der Pathogenitit. LaBt man die negativen
Verimpfungsergebnisse auBer Ansatz, die SCHERESCHEWSKY, MUHLENS,
Levaprri, UHLENHUTH U. Murzer, ArnmEIM, GRiTZ W. a. hatten, so
hak{en Positive Resultate nur wenige erzielt. Und unter ihnen noch ver-
s?hledene, deren Resultate nicht eindeutig waren. Die dlteren Arbeiten
z1e1e.n darauf hin, den Beweis zu fiihren fiir die atiologische Rolle, die die
Pallida bei der Syphilis spielt (BRUCKNER u. Garasesco, W. H. Horr-
MANN, SOWADE). Von diesem Gesichtspunkt aus sind die meisten Arbeiten
zu beurteilen, in denen versucht wurde, mit Spirochétenkulturen Syphilis
experimentell bei Tieren zu erzeugen'). DaB man mit Spirochitenmisch-

1? Bei‘d.er zerstreut l.iegenden alteren Literatur will ich die beweisenden Be-
funde im Originaltext bzw. in Ausziigen (s. Anhang) zum Abdruck bringen, sofern sie
an Kaninchen ausgefiihrt wurden.
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kulturen aus menschlichem Ausgangsmaterial beim Kaninchen eine syphi-
litische Orchitis erzeugen kann, bewiesen zuerst BRUCKNER u. GALASESCO
1910, die durch Verimpfung von 1 cem einer zweiten Kulturpassage auf
einen Kaninchenhoden in diesem eine typische syphilitische Orchitis mit
Spirochétenbefund erzeugen konnten. Da der nicht geimpfte Hoden eben-
falls syphilitisch erkrankte, kann man mit einiger Sicherheit annehmen,
daB in der Kultur tatsichlich Pallidae enthalten waren. Ob es in ihr aber
zu einer Vermehrung der Pallidae in der Kultur gekommen war oder ob
es sich bei der kleinen Passagenzahl nur um konservierte Exemplare ge-
handelt hat, ist nicht entschieden worden. Nach unseren Erfahrungen
kann man noch gut mit einer Konservierung rechnen, da zwischen der Ab-
impfung vom Ausgangsmaterial und der Verimpfung auf das Tier nur eine
Frist von einem Monat lag.

Die gleichen Bedenken, daB es sich nicht um kulturell vermehrte,
sondern nur um konservierte Spirochéten handelt, miissen, wie bei BRUCKNER
u. GALASESCO (s. Anhang) auch bei SowaADE (s. Anhang) geltend gemacht
werden, der 1911 mit einer ersten Generation seiner Mischkultur eine
,,syphilitische Allgemeinerkrankung beim Kaninchen durch intrakardiale
Kulturimpfung* erreichte. SowapE entkriftet zwar seine eigenen dahin-
gehenden Bedenken durch die Tatsache, da in dem zur Verimpfung kom-
menden Material zahllose Spirochéiten gefunden wurden, ,,wie sie selbst
bei den spirochéitenreichsten Priparaten von menschlichem Substrat nicht
annghernd beobachtet werden. Hoher sind jedenfalls seine mit héheren
Kulturgenerationen ausgefithrten positiven Infektionsversuche zu be-
werten, bei denen er bmal einer ersten, 4mal einer zweiten und Imal einer
vierten Kulturgeneration das Infektionsmaterial entnahm. SowaDE glaubt
durch seine erfolgreichen Tierimpfungen mit Kulturspirochdten ,,die von
verschiedenster Seite vermutete Avirulenz der Kulturspirochiten wider-
legt“ zu haben. Fiir unsere Untersuchungen sind die von SOWADE von
geringerer Bedeutung, als er sich hauptsichlich darauf beschrinkte, an
seinen Kaninchen und Affen durch intrakardiale bzw. intravendse In-
fektion und durch Infektion in die Leber eine Allgemeinsyphilis zum Beweis
tiir die Erregernatur der Pallida zu erzeugen. Nebenbei bemerkt, konnte
man beim Studium von Sowapgs sehr ausfiihrlichen Protokollen den Ein-
druck gewinnen, daf die Adaption von menschlichem Luesmaterial an
Kaninchen miihelos gelingt. DaB dem nicht so ist, wird jeder bestétigen,
der solche Ubertragungen vorgenommen hat. Sowapk gelang iibrigens
ebensowenig wie BRUCKNER u. GALASESCO eine zweite Fortziichtung
ihrer Spirochéiten in irgendeinem Néhrboden.

Nocucui war dann der erste, der durch Verimpfung von Reinkulturen-
material mit Erfolg typische syphilitische L#sionen bei Tieren erzeugte
(s. Anhang). Er verwendete zwei vom Hodensyphilom des Kaninchens
erhaltene Stdmme der reingeziichteten Pallida als Infektionsmaterial und
erhielt so bei einer Anzahl Kaninchen eine typische syphilitische Orchitis.
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Es folgten dann 1911 W. H. HoFFMANN (s. Anhang) und SEMAMINE (1912)
(s. Anhang), die mit Spirochitenkulturen Kaninchen erfolgreich infizieren
konnten. W. H. HorrmaNN vermochte mit der 77. Passage der MUHLENS-
schen Kultur wie mit einer eigenen Reinkultur eine syphilitische Orchitis
beim Kaninchen hervorzurufen und aus ihr wieder eine Kultur durch
Riickiibertragung zu gewinnen. Uber Versuche mit friiheren Passagen
seiner- Reinkultur berichtet MtmLENS, daB seine »samtlichen Versuche,
Tiere mit Kulturspirochéten syphilitisch zu infizieren, negativ ausfielen.
Die meisten Kaninchen bekamen wohl Hodenanschwellungen, die jedoch
bald erweichten und in ihrem Innern nur Bakterien enthielten. Die von
W. H. Horrmann als sehr wichtig angesprochene Applikation von groBen
Kulturmengen wandte auch SEMAMINE an. Trotzdem waren seine Versuche
eine Zeitlang bei zahlreichen Tieren stets negativ. ,,In der Regel trat die
Entziindung 1—2 Tage nach der Infektion auf, nach 5—15 Tagen bekamen
die meisten der geimpften Kaninchen entweder allgemeine oder knotige,
erbsen- bis walnuBgroBe Hodenanschwellungen, die entweder weicher
wurden oder sich in kisige Massen umwandelten und mit Krustenbildung
durchbrachen. Die richtige Induration fehlte gewohnlich! Die Tiere lebten,
nachdem die Erscheinungen an den Hoden abgeklungen waren, gewhnlich
recht lange oder ,,starben an einer Seuche unter Erscheinungen, die denen
der Allgemeinsyphilis #hnlich sind: Abmagerung, Haarausfall, struppiges
Haarkleid usw.*“ ,,Doch konnte ich keine Spirochaeta pallida weder im
Hodengewebe noch in den Eingeweiden finden*, schlieBt SEyMAMINE. Wegen
der Verluste bei der intrakardialen und intravenssen Infektion hat Smaa-
MINE sich dann ausschlieBlich auf die Hodenimpfung beschriinkt. Nach
zahlreichen vergeblichen Versuchen, bei denen Smmaming die verschieden-
sten Impftechniken anwendete, gelang es ihm endlich, ein positives Re-
sultat zu bekommen (s. Anhang). SmMamiNE konnte einen geziichteten
Pallidastamm bis in die zweite (!) Tiergeneration iibertragen.

Ob die von TomASCzEWSKI einem Kaninchen intravends eingespritzte
Mischkultur der 4. Generation eine sichere Allgemeinsyphilis erzeugte,
muB auf Grund unserer Kenntnisse der intrayenssen Infektionsversuche
mit aus Schankern gewonnenen Spirochiten m. E. bezweifelt werden. Vor
auem ist die nach 23 Tagen aufgetretene ,erodierte Papel am Priputium
n_nt positivem Spirochitenbefunde* nach Zeit und Ort eher fiir ein Symptom
einer Spirochaeta cuniculi-Infektion zu deuten als fiir eine Erscheinung
de.r .Allgemeinsyphilis. Inwieweit die 1914 und 1919 bekanntgewordene
origindre Kaninchenspirochiitose bei den vor dieser Zeit ausgefiihrten
Untersuchungen eine Rolle gespielt hat, wird sich heute leider nicht mehr
feststellen lassen. Doch muB man bei ihrer seinerzeit starken Ausbreitung
damit rechnen, daB sie das Untersuchungsbild mancher Forscher beeinfluBt
haben kann, vor allem derer, die sich zur Diagnose der Pallida nur des
Mikroskopes bedienten. DaB TomASCZEWSKI moglicherweise #hnliche
Krankheitsprozesse beobachtet hat, geht aus seinem Protokoll (s. Anlage)
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hervor, wenn er betont, daB das oben erwihnte positiv gewordene Tier
,heu angekauft und von Beginn an in einem sorgfiltig gereinigten Kifig
allein untergebracht* war, ein anderes an der Anovaginalfalte eine erodierte
Papel mit sehr zahlreichen Spirochidten aufwies. Eine Erscheinung, die
auf das Bestehen der Kaninchenspirochitose schlieBen laBt.

Durch Verwendung einer hohen Passage der Rerrerschen Reinkultur
konnten Murzer u. NorHHAAS eine umschriebene Orchitis hervorrufen
und die Weiterziichtung im Kaninchen durch 5 Passagen fortsetzen, wie
Murzer 1927 mitteilte.

SCHERESCHEWSKY infizierte mit der 2. und 3. Generation eines Kultur-
stammes, der aus einer extragenitalen, am Oberschenkel einer Frau gelegenen
Papel in sterilem Pferdeserum geziichtet war, Kaninchen an Augen und
Hoden. Nach 12 Tagen trat bereits eine pralle Schwellung der Hoden auf.
Im eitrigen Sekret konnten Spirochéten vom Pallidatypus, ohne sichtbare
Beimengung anderer Bakterien, festgestellt werden.

Die 5 Wochen nach der Infektion beobachtete ,typische Keratitis
parenchymatosa ohne. Pannusbildung®, die SCHERESCHEWSKY mit der
Spirochitenwirkung seiner Pferdeserumkultur in #tiologischen Zusammen-
hang brachte, war ein Irrtum, wie ScHIECK es darlegt. Es ruft namlich
das Pferdeserum, ohne jede Beimengung, in der Keratitis anaphylactica
die gleichen Verinderungen am Kaninchenauge hervor.

Neuere Untersuchungen auf dem Gebiet der Ubertragbarkeit von
Kulturspirochéten auf Tiere wurden in den letzten Jahren fast ausschlieB-
lich im Ausland angestellt. So hat OcanNEssaN (1931) mit einer Spirochéten-
mischkultur, die zwei Jahre auf dem Nihrboden von AwrisTowskr fort-
geziichtet worden war, Kaninchen nicht infizieren konnen. Eine nach der
ForrnERschen Plattenkulturmethode gewonnene Oberflichenkultur erwies
sich O. ebenfalls nicht als pathogen. Eine besondere Bedeutung gewinnen
die Mitteilungen von GammEL u. EcKER (1931), nach denen, da kein La-
boratorium iiber eine virulente Pallidakultur verfiigt, das Committee on
Research in Syphilis, Cleveland/Ohio den Auftrag gab, Versuche in dieser
Richtung zu unternehmen. In jahrelangen Versuchen mit iiber 100 Nahr-
boden gelang es nicht, eine Pallidakultur zu erhalten, die lénger als 48 Std.
virulent blieb. Um Begleitbakterien tunlichst zu vermeiden und die Ver-
suche auf breiterer Basis ausfiihren zu konnen, wurde als Ausgangsmaterial
fast nur Tiermaterial gewahlt, und zwar Hodenstiickchen von Kaninchen
mit Orchitis ohne Schankerbildung. In der Hauptsache wurden zwei eigene
und der Nicmors-Stamm verwendet. Nach den Verff. ist ein Nédhrboden,
auf dem virulente Syphilisspirochéten regelmiBig geziichtet werden konnen,
unbekannt.

Omva (1932) sah weder bei Kulturen, die auf ScHERESCHEwsHYschem
Nihrboden aus Kaninchenmaterial gewonnen waren, noch bei Kulturen
des Krodschen Stammes eine Pathogenitit fiir Tiere. Von Interesse fiir
die Ziichtbarkeit der Pallida mag die Beobachtung sein von AKSJANZEW-
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Markin (1933), der in Oberflichenkultur verschiedene Pallidastimme
(Nosucur-Kormer, NicuoLs, Aristowsky-Hoerrzer 1 und IT) ziichten
konnte, aber nicht den TruFrI-Stamm aus Kaninchenhoden.

In lebenden Gewebskulturen kultivierten Kast u. KoLMER (1933)
die Spirochaeta pallida und sahen bei zahlreichen Verimpfungen der Kul-
turen auf Kaninchenhoden niemals syphilitische Verdnderungen. Den
gleichen Autoren ist es aber (1933) unter sehr vielen vergeblichen Versuchen
ein einziges Mal gegliickt, aus einem Kaninchenschanker (Stamm Nicmors-
Houem) die Syphilisspirochite zu ziichten. Mit 4-, 7- und l4tagigem
Kulturmaterial und ebenso mit den ersten Subkulturen wurden Kaninchen
in den Hoden geimpft. Keines der Tiere zeigte innerhalb von 3 Monaten
irgendwelche klinische Erscheinungen. In einem Falle aber ergab die Unter-
suchung der Popliteallymphknoten eines mit einer 4 Tage alten Kultur
geimpften Kaninchens zahlreiche Spirochéiten. 4 Wochen nach der Weiter-
verimpfung entstand eine syphilitische Orchitis, die die Ansicht der Verft.
stiitzte, eine Vermehrung der Pallida erreicht zu haben.

E. HorrmMaANN u. FromN, die eine direkte virulente Reinkultur von
»ganz pallidaghnlichen Spirochiiten* aus einem Kaninchensyphilom des
NicmoLs-Stammes 1934 isolieren konnten, geben iiber den Tierversuch
folgendes an: ,,Im Tierversuch entstanden bei einem weien Kaninchen-
bock?) in beiden Hoden deutliche Knitchen nach etwa 30 Tagen; darin
wurden auch im Schnitt typische Spirochaetae pallidae am 35. Tage nach
der Uberimpfung der 5. Passage der Reinkultur gefunden.“ Nach E. Horp-
MANN konnte ,,eine neue Reinkultur aus anderen geschlossenen Syphilomen
aber nicht wieder gewonnen werden®. , Ferner gelang es weder bei uns
noch im Korreschen und Jannerschen Laboratorium mit weiteren Passagen
unserer Reinkultur nochmals einen positiven Impferfole bei Kaninchen
zu erzielen, wohl aber wiesen sich an allen diesen Stellen die mit unserer
Kultur geimpften Kaninchen als wohlempfinglich gegen Nachimpfung mit
dem Nicrors-Stamm.“ E. Horrmany, der das einmalige positive Ergebnis
nur als Zufallsbefund gedeutet wissen will, spricht diesem positiven Impf-
erfolg keine Beweiskraft zu. So viel geht aber aus den in Tab. X zusammen-
gefaiten Verimpfungen von Hoden und Lymphknoten des Kaninchen
Nr. 504 hervor, daB in der Passage V der E. HorrmaNNschen Spirochéten-
kultur pathogene und in rund 25 Tierpassagen weiterverimpfbare Pallidae
enthalten waren.

WEeLFERZ Will (1936) mit einer aus syphilitischen Patienten gewonnenen
Spirochétenkultur neben negativen Verimpfungsresultaten einmal einen
Priméaratfekt erzielt haben, in dessen Reizserum Spirochéten jedoch nicht

1) Die 1934 in Bonn bei E. Horrmany und in Frankfurt a. M. vom Verf. vor-
genommenen Verimpfungen von Hoden und Lymphknoten dieses Tieres (Nr. 504)
sind mit den an beiden Orten, in Bonn bis 1939, fortgefiihrten Passagen in Tab. X
zusammengestellt. Herrn Prof. Grijrz-Bonn, der mir, auf Veranlassung seines Vor-

gangers, die hierzu notwendigen Protokolle der Bonner Hautklinik zur Verfiigung
stellte, spreche ich auch an dieser Stelle meinen verbindlichsten Dank aus.

Zur Frage der Pathogenitit u. Infektiositidt von Kulturspirochiten usw. 57

gefunden wurden. CresPEL hat (1938) unter Benutzung der von WELFERz
angegebenen Kulturmethode aus Syphilitikerblut wohl eine Vermehrung
der Spirochéten in einem (!) von 23 Versuchsrohrchen feststellen konnen,
zur Priifung der Virulenz 1 ccm der Kultur aber nur einer Maus unter die
Riickenhaut gespritzt, iiber das Ergebnis der Weiterverimpfung von Leber
und Milz der nach 1 Monat getoteten Maus aber nichts angegeben.

Mit Kulturspirochdten (Stamm Kazansky und Rerrer) hat Ko-
LESSINSKAJA (1939) befruchtete Eier infiziert. Eine Anderung der Eigen-
schaften der Kulturspirochdten in Richtung einer etwaigen Virulenz trat
aber, wie die Autorin mitteilt, nicht ein.

GricoriEFF priifte (1939) einen seiner beiden aus dem Blut Kranker
mit seronegativer Lues gewonnenen reinen Spirochéitenstimme auf seine
Pathogenitit hin. Die intravendse Verimpfung der 5. Generation auf ein
Kaninchen verursachte in 25 Tagen keinerlei Krankheitserscheinungen,
wohl aber riefen Leber und Milz, die einem anderen Tier intraskrotal ein-
verleibt wurden, bei diesem nach 4 Monaten eine typische Orchitis hervor.
Der Lymphknotenbrei wurde die Ursache fiir eine Sklerose mit reichlichen
Spirochéten und typischem histologischem Befunde nach 5 Monaten und
eine nachfolgende generalisierte Syphilis. Von diesem Kaninchen ent-
nommenes Material aus Sklerose und einem spdt entstandenen Hoden-
knoten wurde 3 weiteren Tieren verimpft. Bereits nach einigen Wochen
bildeten sich bei allen typische Schanker mit zahlreichen Spirochiten.
Auch die Passage iiber Miuse gliickte. Der kultivierte Stamm entfaltete,
nach des Verfassers Ansicht, nach einmaliger Kaninchenpassage volle
pathogene Eigenschaften und bewahrte seine Virulenz auch nach der Passage
durch eine weiBe Maus.

Aus obiger Zusammenstellung geht zundchst hervor, daf die
Spirochéten-Mischkulturen die Spirochéten-Reinkulturen zahlenméBig iiber-
wiegen. Eine Tatsache, die im Erreger allein nicht ihre Erklirung finden
kann. Nach unseren heutigen Kenntnissen und eigenen Erfahrungen sind
ferner ausschlaggebend Ausgangsmaterial und Nihrmedium. Ganz all-
gemein ist bei dem Anlegen von Spirochitenkulturen, wegen des gleich-
zeitigen Vorkommens von saprophytischen Spirochéten beim Menschen
und ihrer gleichen Kultivierbarkeit, das Ausgehen von luetischen Lésionen
des Menschen nicht zu empfehlen. Es kimen dann héchstens geschlossene
Prozesse dafiir in Frage und hier vor allem die Lymphknoten. Diese An-
sicht haben Nocucui, E. HorrManN u. E. HorMANN bereits vertreten.
Nach ihrer Ansicht ist ein reines, aus der Tiefe vollig geschlossener Ef-
floreszenzen, inshesondere den Lymphknoten entstammendes Ausgangs-
material von groBer Wichtigkeit fiir den Beweis der Reinheit einer Kultur.
Stammt das Ausgangsmaterial aus Effloreszenzen, die saprophytische
Spirochéten beherbergen konnen, so schlieBen auch alle Desinfektions-
methoden die Moglichkeit einer Mischkultur nicht aus. Bewidhrt hat sich
seinerzeit das Ausgehen von einer Driise MUHLENS beim Anlegen einer
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Kultur; er benutzte auf Anraten von E. Horrmany die Driise eines Sekun-
dérsyphilitischen als Ausgangsmaterial fiir eine Spirochitenkultur und
gewann dabei seine Reinkultur. Die Verwendung von Gewebsstiicken
fiithrte !oei SCHERESCHEWSKY zum Entstehen einer Mischkultur.

B‘el unseren Untersuchungen haben wir diese Tatsache weitgehendst
bestétigen konnen und bezogen hinterher in den Kreis unserer kulturellen
Vprsuche nur Lymphknoten oder geschlossene Hodensyphilome vbn Ka-
n.mchen ein. Ich halte zur generellen Klarung der Frage iiber die Gewinnung
einer Reinkultur der Pallida fiir das erste Erfordernis, zuniichst nur von
Kanlnchenmaterial auszugehen und auf die Ziichtungsversuche aus mensch-
lichem Material zu verzichten, weil dabei die Gefahr der Verunreinigung
durch saprophytische Genitalspirochiiten geringer, wenn nicht ganz aus-
geschaltet ist. Ein weiterer ebenso wichtiger Grund wire die unbegrenzt
zur Verfiigung stehende Menge von geschlossenen Prozessen und die Wahl
der Terminbestimmung.

Ebenso wichtig wie das Ausgangsmaterial erscheint mir der Néahrboden
zu sein. Und zwar deshalb, weil die gebriuchlichsten Néhrmedien Zusitze
von Organstiickchen einer Tierart enthalten. Wenn Erfahrungen dariiber
aa.lch anscheinend nicht vorliegen, daB Spirochiten aus Organen solcher
Tlgre geziichtet wurden, so gibt doch das Vorkommen von Spirochéiten
beim Kaninchen und beim Meerschweinchen (beim Kaninchen ist vor allem
an das Treponema cuniculi zu denken, beim Meerschweinchen an drei in
Deutschland bisher beobachtete Spirochitenarten) zu Bedenken AnlaB
DaB andere Spirochitenarten aus der Umwelt auch Eingang in den Tier:
kérper finden, mag nur nebenher erwihnt sein. Konnen die Néhrmedien
gekocht werden, wie die Tarozzi-Leberbouillon, so ist die Gefahr einer
Infektion des Nihrmediums durch saprophytische Spirochiiten praktisch
gfebannt. Néhrboden mit einer geringeren Erhitzung, vielleicht auch nach
einer Pasteurisierung, diirften immerhin als verdichtig angesehen werden
miissen, sofern sie Organstiickchen enthalten. Aber auch bei der Verwen-
dung besten Ausgangsmaterials und bester Nihrmedien wird man der
Z.iichtung von Pallidakulturen m. E. so lange nicht Herr werden als man
nicht die bei Bakterien bewahrte Methode der Einzell-Kultl,lr diesen
Zwecken. dienstbar macht. Die bisher beobachtete Vielgestaltigkeit der
qumen In Spirochitenkulturen und die daraus resultierende Unmoglich-
keit, .auf Grund der Morphologie Differenzierungen vorzunehmen ge-
schwc?lge denn die Pallida zu erkennen, sind die wesentlichste Grun,dlage
tiir die Tatsache, daB ,,die Ziichtung der Spirochaeta pallida zu den unge-
losten Problemen der Mikrobiologie gehort, wie VASARHELYT es 1932 auf
Grund seiner umfangreichen Arbeiten formulierte. Erst mit der Einzell-
K"ultur wird man die Grenzen zwischen Rein- baw. Mischkultur erkennen
konnen und einen Weg haben, auf dem man die Fragen der Ziichtbarkeit

un_d de.r Pathogenitit direkt losen kann. Solange man von dieser Moglich-
keit keinen Gebrauch gemacht hat, werden alle Arbeiten und alle Miihen
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immer nur erneut die Schwierigkeiten erkennen lassen, mit denen das
Studium der Spirochétenkulturen verbunden ist.

Als Resultat aller mitgeteilten Untersuchungen, die auf Voll-
standigkeit wegen der schwierigen Beschaffung einzelner ausléndischer
Literatur leider keinen Anspruch erheben kionnen, mit Spirochitenkulturen
beim Kaninchen eine Syphilis zu erzeugen, muf leider festgestellt werden,
daB es nur einigen Forschern gelang, in wenigen Passagen weiterverimptbare
syphilitische Prozesse beim Versuchstier zu erzeugen. Eindeutig gelungen
scheint es zu sein W. H. HoFFMANN mit dem Stamm MUHLENS und seinem
eigenen Stamm. Weiterhin NocucHl mit verschiedenen Stimmen und
Murzer u. Noruuaas mit dem Rerrerschen Spirochétenstamm. E. Horr-
MANN u. FroEN mit dem Nichols-Stamm (1934) und aus der letzten Zeit
(1939) GricoriErF, der, wie SHMAMINE, zwei Passagen im Kaninchen
weiterziichten konnte.

Wie sind nun diese positiven Ubertragungsresultate zu bewerten,
wenn man sich den heutigen Standpunkt in der Frage der Ziichtbarkeit
der Pallida (s. JAENEL, VASARHELYI, GAMMEL u. ECKER) zu eigen macht?
Tatsache ist, daB die in unseren Laboratorien befindlichen Spirochéten-
stimme des Pallidatypus fiir Tiere nicht pathogen sind. Und Tatsache
ist auch (s. Anhang), daB mit Pallida-Kulturen syphilitische Prozesse bei
Tieren hervorgerufen werden konnten. Ein Weg ldBt sich nicht finden,
diesen Widerspruch der beiden Tatsachen zu kliren. Alle Vermutungen,
welche Faktoren bei ihrem Zustandekommen geherrscht haben konnen,
bringen keine Erklirung. Entweder sind alle Autoren, die iiber eine krank-
machende Wirkung ihrer Spirochéten-Kulturen berichten, einer Téuschung
zum Opfer gefallen oder es bestanden damals Bedingungen beim Erreger
und im Nihrboden, die heute nicht mehr reproduzierbar sind. Die erste
Moglichkeit ist in Anbetracht des Namens der Autoren von der Hand zu
weisen. Vom heutigen Standpunkt aus ist es nur zu bedauern, dafl gegen-
seitige Nachpriifungen nicht vorgenommen wurden, so dal alle Resultate
nur den Wert von Einzelergebnissen haben. Es war so, ,,dal ausgezeichnete

Spirochétenkenner ihre Kulturen beziiglich ihrer Echtheit und Reinheit
anzweifelten*, wie E. HorrManN u. E. Hormann den Zustand darstellen.
So bezweifelte z. B., ich folge den genannten Autoren, NocucHaI die Kul-
turen von MunreENs und von W. H. Horrvann, W. H. HorrMANN die von
SowapE, LEvapiTi wieder die von NocucHI. Die andere Moglichkeit der
nicht mehr reproduzierbaren Bedingungen muf man wohl auch ablehnen,
da die Untersuchungen in den verschiedensten Gegenden der Welt und
unter den verschiedensten Bedingungen und Zeiten ausgefithrt wurden.
Die Ursache fiir den Widerstreit der Tatsachen mag in den verdnderten
Gesichtspunkten zu suchen sein, unter denen die Ergebnisse gewertet
wurden. Wir wissen heute, daB man bei der Vielgestaltigkeit der Kultur-
spirochdten mit dem Mikroskop allein weder Pallidae eindeutig erkennen,
geschweige denn als mogliche Reinkultur gegen andere Spirochiiten
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abgrenzen kann. Und das Mikroskop war in der Friihzeit der Spirochéten-
kulturen das alleinige Beweismittel mit all seinen moglichen Fehlerquellen.
W. H. HorrMANN meinte 1911 bereits, daB bei der ,»Unmoglichkeit, die
Spirochaeta pallida an der Form allein unzweifelhaft als solche zu er-
kennen, dem Tierversuch ,,in zweifelhaften Fillen die entscheidende Be-
deutung fiir den Nachweis der Spirochaeta pallida zukomme, wenn nicht
ein firberisches oder auch ein Ziichtungsverfahren gefunden wird, ,,um
die Spirochaeta pallida von a 'en anderen und namentlich den in der Form
ihr &hnlichen Spirochdten sicher zu unterscheiden® W. H. Horrmanns
Wiinsche betr. solcher Methoden haben sich zwar nicht erfiillt, doch stehen
dem heutigen Untersucher andere Mittel (Laufbilder, Mikromanipulator),
vor allem die aus der experimentellen Syphilisforschung entwickelten Me-
thoden des Tierversuches (Verimpfung von Lymphknoten, Superinfektioh)
und eine grofere Kenntnis der pallidasihnlichen Spirochéiten zur Verfiigung.

Wenn man die Existenz von Pallida-Kulturen iiberhaupt ablehnt, so
kommt man an der Frage nicht voriiber, wie es zu erkliren ist, daB mit
den sogenannten Pallida-Kulturen typische syphilitische Verénderungen
beim Versuchstier erzeugt werden konnten. Hierfiir gibt es m. E. nur eine
Erklarung: Das unmoglich reine syphilitische Ausgangsmaterial hat sich
infolge begiinstigender Umstéinde in der Kultur in irgendeiner Form lebend
gehalten, vielleicht sogar vermehrt, hat bei der Verimpfung auf das Tier
eine krankmachende Wirkung entfalten kénnen, ist abgestorben und dann
von den lebenstiichtigeren, weil anspruchsloseren saprophytischen Spiro-
chiten der Kultur iiberwuchert worden. Man hitte es also mit einer
Konservierung des syphilitischen Ausgangsmaterials zu tun
und nicht mit einer durch Kultur erreichten Vermehrung.
Diese Erklirung wird den Tatsachen gerecht, daB alle sogenannten Pallida-
Kulturen nach mehr oder weniger zahlreichen Passagen ihre Pathogenitit
verloren haben und sich doch fast miihelos jahrelang fortziichten lassen,
weil nur die Saprophyten noch vermehrungsfihig geblieben sind. Mit An-
nahme dieser Erklirung wiirde das Urteil gefallt sein iiber virulente, dann
apathogen gemachte Spirochitenkulturen, sofern man ihre (verlorene)
Virulenz als Beweis fiir ihre Pallida-Natur benutzt.

Eigene Untersuchungen.

Unser Beitrag zur Klirung der Frage iiber die Kulturspirochéten des
Pallida-Typus bestand darin, da$ wir Kulturstimme verschiedener Autoren
an einem umfangreichen Tiermaterial auf ihre Pathogenitiit und Infektiositit
hin priiften. Wir verfuhren dabei, um mogliche Einwénde auszuschalten,
80, daf§ wir zu den Versuchen nur die vom Autor uns direkt iiberlassenen
Passagen verwerteten. Selbstverstindlich haben wir von den uns iiber-
lassenen Kulturen, unter Verwendung der von den Autoren angegebenen
speziellen Nahrboden, Subkulturen angelegt, doch fanden sie auf meinen
Vorschlag hin niemals Verwendung zu Pathogenititspriifungen. Es mag
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hier erwiahnt werden, daB wir die Angaben iiber die Brauchbarkeit der
jeweiligen Nihrboden im grofen und ganzen bestétigt fanden zur Fort-
ziichtung der Spirochétenkulturen, doch haben wir mit keinem der ange-
wandten Nihrboden aus Kaninchensyphilomen oder Kaninchenlymph-
knoten unseres eigenen Tiermaterials einen neuen Stamm trotz vielfiltiger
Versuche herausziichten konnen. Auf Grund unserer Erfahrungen bei der
Herausziichtung von Pallida-Stdmmen aus menschlichem Material haben
wir diese nur in kurzen Reihen zu kultivieren versucht. In der Hauptsache
gingen wir aus den auch von anderen Autoren (NogucHi, E. HOFFMANN)
angegebenen Griinden lieber von dem Kaninchenmaterial aus, weil wir in
ihm bessere Arbeitshedingungen durch die griBere Reinheit garantiert sahen.

Wir waren uns bewuBt, daB wir bei Verwendung der iiberlassenen
Kulturen u. a. den Unsicherheitsfaktor der Transportschadigung in unsere
Rechnung mit hineinnahmen. Doch suchten wir diesen Fehler weitgehendst
auszuschalten durch VorsichtsmaBregeln (Transport der Kulturen in einer
Thermosflasche durch Boten, Verwendung der Kulturen erst nach Brut-
schrankaufenthalt) und durch Kontrolle des Zustandes der Spirochiten
nach Eingang, nach Brutschrankaufenthalt und vor der Verimpfung.
Waren irgendwo bedeutende Schwankungen der Zahl, der Beweglichkeit
oder im Aussehen festzustellen, so schieden diese Kulturen aus. Es war
dies aber nur einmal der Fall.

Es wiirde den Rahmen dieser Verdffentlichung iiberschreiten, wenn
ich alle von uns mit Kulturspirochiten vorgenommenen Untersuchungen
auffithren wiirde. Da wir mit der Tatsache rechneten, daB die Spirochéiten
in ihrer Virulenz durch eine lingere Passagenreihe abgeschwicht sein
konnten, mochte ich mich nur auf die beiden Kulturstimme beschrinken,
die uns in verhéltnismaBig jungen Passagen zur Verfiigung standen.
Es sind dies die Stémme von HiLceErMANN und E. HorFvann. Beide Autoren
haben uns in freundlichster Weise und zu jeder Zeit ihre Kulturen zur Ver-
fiigung gestellt. Wo die ortlichen Verhiltnisse es gestatteten, wie im Falle
E. Horrvann, wurden alle unsere Wiinsche in der Terminfestlegung be-
riicksichtigt, so daf wir in jedem Falle mit einwandfreiem Material und
ausgesuchtem Tiermaterial arbeiten konnten.

Fiir unsere Untersuchungen legten wir den Begriff Pathogenitit in
folgenden Forderungen fest:

Eine Spirochétenkultur vom Pallida-Typus ist pathogen, wenn sie,
intratestikulir beim Kaninchen verimpft, in dem beimpften Kaninchen-
hoden spirochétenhaltige Prozesse erzeugt, die in Form und Konsistenz,
makroskopisch und im Schnitt den Hodenverinderungen gleichen oder
dhneln, die man durch Verimpfung der Spirochaeta pallida aus Kaninchen-
passagen auf Kaninchenhoden erhilt.

Wir haben, wie man sieht, die Frage der Pathogenitit nicht gleich-
gesetzt mit der der Identitit. Um diese zu erfiillen, hétten die erschienenen
Prozesse sich in der bei der experimentellen Kaninchensyphilis angewandten
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Methodik auf weitere Tiere gleicher Art einmalig oder in Passagen iiber-
tragen lassen miissen. Dariiber hinaus hétte die Riickiibertragung der in
den verinderten Hodenpartien vorhandenen Spirochéten in ein Kultur-
medium moglich sein miissen.

Unter ausgesuchtem Tiermaterial haben wir solche Kaninchen ver-
standen, deren Rasse, Alter, korperliche Beschaffenheit (guter Futter-
zustand, gut ausgebildete und unbeschidigte Hoden) uns erfahrungsgemsiB
die hochste Ausbeute an Hodensyphilomen zu garantieren schienen. Wie
bei der experimentellen Kaninchensyphilis verwandten wir auch zu diesen
Versuchen von Kaninchen die sogenannten Mittelrassen (verschiedene
Silberkaninchen, Hermelin, Havanna), die sich als besonders empfianglich
fiir Syphilis bewshrt haben. '

Die Pathogenitatspriifung spielte sich in folgender Weise ab: Ka-
ninchen bekamen in jedem Falle die Kulturemulsion intratestikulir ein-
gespritzt. Da wir das Hodensyphilom als einen wichtigeren Beweis an-
sahen fiir die Pathogenitit einer Kulturspirochite als eine Allgemeinlues,
haben wir auf jede andere Infektionsmethode verzichtet und wihlten die
mit dem groBten Sicherheitsfaktor aus. Zu diesem EntschluB trug ferner
die Uberlegung bei, daB bei einer Hodeninfektion sich die beste Moglich-
keit zu weiteren Passageimpfungen bietet. Die Tiere wurden dann in regel-
méBigen Zeitabstéinden untersucht, ob sich an den Hoden Verdnderungen
zeigten. Wire dies der Fall gewesen, so hitte der mikroskopische Spiro-
chitennachweis das Angehen der Infektion beweisen miissen. Im Falle
des Nichtangehens der Infektion wurden den Kaninchen, nach der bei der
experimentellen Syphilis bewéhrten Methode, zum Nachweis einer latenten
Infektion die verschiedenen Lymphknoten der einen Korperseite aus spiter
zu erwihnenden Griinden exstirpiert und auf andere Kaninchen weiter-
verimpft. Verlief die Lymphknotenverimpfung in einer bestimmten Zeit
negativ und fehlte somit der Beweis fiir das Vorliegen einer syphilitischen
Infektion, so wurde das Ausgangstier mit einem unserer Pallida-
stdmme superinfiziert. Fiir den Fall, daB die Superinfektion nicht
anging, wurden dann zum Nachweis einer moglichen latenten Superinfektion
die Lymphknoten der anderen Korperseite exstirpiert und auf weitere
Kaninchen verimpft. Mit diesen Sicherungen glauben wir alles getan zu
haben, um eine irgendwie haftende Infektion zu erfassen.

Als Infektionsdosis wihlten wir zunsichst je Hoden 0,3 cem Kultur-
fliissigkeit, so daB jedes Tier mit 0,6 cem intratestikular infiziert wurde.
Allméhlich gingen wir dann auf je 0,5 cem herauf, um moglichst viele Spiro-
chiten zu erfassen. Die Massierung des Infektionsmaterials bis zu der ge-
nannten obersten Grenze erschien uns notwendig fiir den Fall, daB nur wenig
lebensfahige Spirochéiten in der Kultur vorhanden sein sollten. Die Dosis
noch zu steigern, war bei der GroBe der von uns verwandten Kaninchenrassen
nicht zu verantworten, da wir das Untersuchungsergebnis durch unspezi-
fische, sich bis zu Nekrosen steigernde Orchitiden nicht gefihrden wollten.
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Wenn W. H. HorrMANN aus dem genannten Grunde seinerzeit eine
Verwendung ganz groBer Dosen empfahl und 2—3 cem einer dicken Kultur-
emulsion in das Hodengewebe einspritzte, so halte ich das fiir unmoglich,
weil der Hodenkérper solch eine Menge gar nicht fassen kann. DaB man
2—3 cem aber intraskrotal zu applizieren vermag, bezweifele ich nicht
bei groBrassigen Tieren.

Da die weiBe Maus sich auch als geeignet fiir gewisse Syphilisstudien
erwiesen hatte (SCHLOSSBERGER), wurden beim Stamm HILGERMANN auch
diese Tiere verwandt. Und zwar ging Koirie dabei von der Uberlegung
aus, daB die in der Kultur moglicherweise abgeschwichten Spirochiiten
in der Maus, die selbst nicht manifest an Lues erkrankt, gewissermaBen
angereichert werden konnten.

Hilgermannsche Kulturspirochéten.

Inwieweit unser Bestreben, moglichst junge Kulturen zu den Tier-
versuchen zu verwenden, bei den HineErmannschen Kulturspirochiten
gegliickt ist, kann aus folgenden Griinden nicht beurteilt werden.

HireErmMANN gibt in der fiir seine Spirochétenkulturen grundlegenden
Veroffentlichung 1931 nur an, daf ,es gelang, im Laufe der jahrelang
fortgesetzten Néhrbodeniibertragung pathogenen Spirochitenstimmen ihre
Virulenz zu nehmen‘. ,,Bei Priifung im Tierversuch waren die gleichen
virulenten Ausgangsstimme vollig apathogen geworden.“ Da HILGER-
MANN seine Spirochitenstimme als ,,Originalkulturen aus Primiraffekten,
Papeln in direkter Ziichtung bezeichnet, so kann man annehmen, daB
seine Ausgangsstimme pathogen gewesen sind. Mindestens stammen sie
aus pathogenem Material. Wann und nach wieviel Passagen sie ,,bei Prii-
fung im Tierversuch villig apathogen geworden sind, wissen wir nicht.
Wir kennen auch nicht die Methodik, mit der HILGERMANN arbeitete. Die
von uns sofort nach Erscheinen seiner oben erwéihnten Verdifentlichung
erbetenen und uns bereitwilligst zugesandten Kulturen trafen am 15. IV.
1931 ein. Es waren die 17., 22., 33. und 40. Passage eines Stammes. Wir
hatten erwartet, verschiedene Stdmme zu bekommen, begniigten uns aber
mit diesem einen, nicht niher bezeichneten Stamm. Auf unsere weitere
Bitte nach anderen und moglicherweise jiingeren Kulturen erhielten wir
am 8. VIIL 1931 eine Passage Nr.4. Koiirk unterlieB es damals, die Dif-
ferenz aufzukldren, ob es sich um eine junge Kultur eines weiteren Stammes
oder eine alte Kultur des gleichen Stammes handelt, dessen #ltere Passagen
wir bereits in Hénden hatten. Fiir unsere Arbeiten war es auch zunichst
nicht wichtig, da wir nur Originalkulturen des Autors haben wollten. Diese
Tatsachen miissen bei der Beurteilung der Versuche beriicksichtigt werden.
Weisungsgemi wurden die in der ersten Sendung uns iibermittelten Kul-
turen im Brutschrank bei 37° aufgehoben und am 17. Tage nach Eingang
(2. V. 1931) von Korie selbst geoffnet und mikroskopiert. Durch den
Brutschrankaufenthalt wollte KoLLE etwaige Transportschiden ausgleichen
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und den Kulturen Zeit lassen, sich nétigenfalls zu regenerieren. Die am

8. VIIL. 1931 eingetroffene Passage Nr.4 wurde, nach 4téigigem Brut-

schrankaufenthalt, am 12. VIIL 1931 von mir gedffnet, in Gegenwart von

Korrg, und von uns gemeinsam mikroskopiert.

Mikroskopische Ergebnisse:

Passage 17, eingetroffen am 15. IV. 31: Wenig unbewegliche Spirochiten, Gewirr

geoffnet am 2. V. 31 von Bakterienfiden.

Passage 22, del. MéBig viel unbewegliche Spirochiten in
verschiedener Lénge. In Fiden liegende
Stabchen.

Passage 33, dgl. Spirochéiten in verschiedenen Formen.
Zahlreiche bewegliche und unbewegliche
Bakterien.  Spirochidten teilweise be-
weglich.

Passage 40, 3 Verschieden lange unbewegliche Spiro-
chiten in méabBiger Anzahl unter zahl-
reichen kiirzeren und lingeren Stébchen.

Passage 4, eingetroffen am 8. VIIL. 31: Zwei unbewegliche Spirochédten im Pri-

geoffnet am 12. VIII. 31 parat (1 Ose).

Mit diesen Kulturen, die, bis auf Passage Nr. 4, séimtlich Bakterien
der verschiedensten Gestalt neben den beweglichen und unbeweglichen
Spirochéten enthielten, wurden 16 Kaninchen im Direktversuch intra-
testikulir an beiden Hoden infiziert. Wie Tabelle I zeigt, haben diese
Tiere in lingstens 289 Tagen keine Erscheinungen an den Hoden oder
Allgemeinerscheinungen gezeigt, die fiir das Haften einer syphilitischen
Infektion hétten sprechen konnen. Auch die Sektion der 11 im Versuch
gestorbenen Tiere bot keine Merkmale einer syphilitischen Infektion. Anzu-
nehmen ist nur, daB die an einer Peritonitis eingegangenen Kaninchen
Nr. 1492, 1498 und 5612 diese dem Gehalt des Infektionsmaterials an
Bakterien zu verdanken haben. Bei den iibrigen waren Pneumonien,
Tympanitis und eine Enteritis die Todesursachen.

Den iiberlebenden Tieren (Tabelle IT) wurden, zum Nachweis einer
moglichen latenten Syphilisinfektion, nach den Methoden der experimentellen
Kaninchensyphilis, die rechten Inguinal- und Popliteallymphknoten ex-
stirpiert zu einer Zeit, als man mit dem Angehen einer Direktinfektion
nicht mehr rechnen konnte. Wir beschrinkten uns auf die Lymphknoten
nur einer Seite, um die der anderen Seite fiir weitere Verimpfungen zur
Verfiigung zu haben. Die exstirpierten Lymphknoten wurden mit der
Schere zerkleinert und weiteren 9 Kaninchen sk. an beiden Hoden appli-
ziert. Bringt man die interkurrent eingegangenen Tiere in Abzug, so bleiben
im Versuch 5 Tiere iibrig, an denen sich in der bis zum 434. Tage ausge-
dehnten Beobachtungszeit an den Hoden keinerlei Symptome feststellen
lieBen, aus denen man auf eine Infektiositit der verimpften Lymphknoten
hiitte schlieBen konnen. Damit war der Beweis erbracht, daB die Verimpfung
der Spirochiitenkulturen auch keine latente Syphilis bei den Kaninchen
der Tabelle I gesetzt hatte. '
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Tabelle I.
Pathogenitit der HILGERMANNschen Spirochéitenkulturen bei Kaninchen.

a) Klinischer Befund.

Infektion Klinischer
Befund

in T Ge-
Kulturpassage Hipp2 fiaoil storben

bds.
intratest.
mit %
je .| Ankunft | Offnung |negativ|positiv

0,3 ccm 15.TV.31 | 2. V. 289
289
289

93

12. VIIIL. 31

EE)
29

”

Tabelle II.
Pathogenitit der HiLGERMANNschen Spirochitenkulturen bei Kaninchen.

b) Verimpfung von Lymphknoten zum Nachweis einer latenten Infektion.

Verimpfung der rechten Inguinal- und Popliteal-Lymphknoten

Vol infiziert
M.-St. mib Tage aut Ergebnis in Tagen
Ko, Kultur- nach der | Kaninchen

assage Infektion Nr.
Nr. B Nrg negativ | positiv

Ge-
storben

1483 40 267 M.-St. 1728 41
1484 2 267 v 1729 362
1485 % 267 5 1730 33

1491 22 : L 267 M.-St. 1731 262

1495 NN 268 M.-St. 1732 361
1497 268 » 1733 291

Tr.-Kan.-
N

r.
5610 25. I. 32 166 Tr. 5720 47
5611 166 , D721 434

5613 ! A 166 5 5722 434

Arb. a. d. Staatl. Inst. f. exp. Ther. u. d. Forschungsinst. f. Chemother. zu Frankfurt a. M. XL.
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Tabelle III.
Pathogenitit der HincerMANNschen Spirochéitenkulturen bei Kaninchen.
¢) Superinfektion der mit Kulturspirochiten infizierten Kaninchen mit der Sp. pallida.

Superinfektion mit Schankerstiickchen

Infiziert sk. an beiden Hoden

mit
%Eiro- Tage nach der | von Ergebnis | Ge-
%ﬁtt?;; Kul- | Ver- |gan. Sp. pallida-| in Tagen |storben
aSdace tur- | impfung
p N g infek- |d. Lymph-

L tion | knoten

nega-|posi-

Nr. | Stamm Pl Lvss

40 18.11.82| 289 22 M.St. XXII %g
49

” LR 2 12 LR
99 LR (2] 2 LR

22 9.11.32 | 280 12 Nichols 34

9.11.32 | 280 12 Nichols P

11. I11. 82 45 28
bR} 2 28
kRl bR 56

Tabelle IV.
Pathogenitit der HiLeErRMANNschen Spirochitenkulturen bei Kaninchen.

d) Superinfektion der mit Lymphknoten von Kultur-Kaninchen infizierten Kaninchen
mit der Sp. pallida.

Superinfektion mit Schankerstiickchen

Infiziert sk. an beiden Hoden

mit Lymph-
knoten von
Kaninchen Mfﬁ‘gger
aus Kultur- Infektion
passage mit Lymph- | Kan. | Sp. pallida-
Nr. knoten Nr. Stamm

Ergebnis

Yo in Tagen

negativ | positiv

1729 40 24.1.33 362 5880 Truffi 49

1732 24.1.33 361 5880 Truffi 17
1733 14. XI. 32 2571 Nichols 16

Tr.-Kan.-
Nr. .
5721 4,1V.33 5919 Truffi 48
5722 Eh ) b2 bR 48

Als weitere Beweismethode wandten wir die in der experimentellen
Syphilisforschung mit Erfolg angewandte Methode der Superinfektion an
zum Nachweis einer moglichen Luesinfektion. Zu diesem Zwecke Wurde.n
die aus Tabelle I iibrig gebliehenen 9 Kaninchen sk. an beiden Hoden m}t
Pallidamaterial aus Kaninchenschankern infiziert (Tabelle IIT). Um die
Variationsbreite in Riicksicht auf die benutzte Spirochitenkultur zu ver-
groflern, wurde zur Superinfektion Schankermaterial von drei Pallldfz-
stdimmen benutzt (Stamm M. St. XXII, Stamm Nichols, Stamm Truffi).
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Nach Abzug eines am 1. Versuchstage interkurrent eingegangenen Tieres
wurden die anderen 8 Kaninchen positiv und bekamen typische Hoden-
syphilome. Womit der Beweis gefiihrt war, daf das zu ihrer Infektion
(Tabelle T) benutzte Material Pallidae nicht enthalten haben konnte. Die

‘in Tabelle IT zusammengefaBten Kaninchen, denen die Lymphknoten der

Ausgangstiere aus Tabelle T appliziert worden waren, wurden, um die Be-
weiskette zu schlieBen, ebenfalls mit Pallidastammen (Stamm Nichols,
Stamm Truffi) superinfiziert. Auch sie verhielten sich wie normale Ka-
ninchen und bewiesen mit ihrem 100proz. Angehen der Schanker, daB sie
frei von Syphilis waren. Mit diesem Versuch waren die der experimentellen
Syphilisforschung zur Verfiigung stehenden Methoden erschopft. Weder
der Direktversuch, noch die Verimpfung der Lymphknoten,
noch die Superinfektion hatten den Beweis bringen konnen,
daB die zur Untersuchung benutzten Spirochétenkulturen
von HILGERMANN tierpathogene syphilitische Spirochéiten ent-
halten haben.

Mit den 5 gleichen Kulturpassagen, die zur Infektion der Kaninchen
verwandt wurden, erfolgte am selben Tage die Infektion von je 10 Miusen.
Es wurden demnach im ganzen in diesen Versuch 50 Miuse eingesetzt.
Jede Maus erhielt sk. 0,5 cem der Spirochéitenkultur. Von den 50 Miusen
starben interkurrent 2 der Passage 40, 2 der Passage 22 und 4 der Passage 4,
so daB zur weiteren Untersuchung 42 Tiere iibrig blieben (Tabelle V). Nach
252—3b0 Tagen wurden diese 42 Mzuse getotet. Thre beiderseitigen Sub-
iliakal- und Axillarlymphknoten wurden je einem Kaninchen sk. auf den
rechten Hoden, ihre Gehirne auf den linken Hoden verimpft. Bringt man
die im Laufe des Versuches gestorbenen 21 Tiere in Abzug, so bewies das
Nichtangehen einer Infektion an den Hoden der iibrigen
21 Tiere doch zur Geniige, da8 sich in den Lymphknoten und im
Gehirn der mit Spirochatenkulturen infizierten Miuse keine
Pallidae befunden haben. Die Methode der Superinfektion zum Nach-
weis einer syphilitischen Infektion kam auch bei den iiberlebenden 21 Ka-
ninchen zur Anwendung. Aus Tabelle VI geht hervor, daB, nach Abzug
eines interkurrent eingegangenen Tieres, 17 Tiere manifeste syphili-
tische Erscheinungen an den Hoden bekamen. Bei den Kaninchen
Nr. 1912 und Nr. 1822 traten in 368 bzw. 369 Tagen keine Erscheinungen
auf. Die positive Verimpfung ihrer beiderseitigen Inguinal- und Popliteal-
lymphknoten auf je ein weiteres Kaninchen brachte den Beweis, daB sie
sog. Nuller, also nur latent syphilitisch infiziert gewesen sind. Kaninchen
Nr. 2356, das mit den genannten Lymphknoten von Kaninchen Nr. 1818
sk. an den Hoden infiziert worden war, starb interkurrent am 19. Tage
nach der Impfung.

Auf den miglichen Einwand, daB wir mit zu hohen Passagen und zu
alten Kulturen unsere Tierversuche ausgefithrt haben, wire zu erwidern,
daB wir uns dabei von der Regenerationsfihigkeit der Spirochéten, wie

b*
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[l
Tabelle V. : Tabelle VI. l‘t
Pathogenitdt der HincErRmMANNschen Spirochitenkulturen bei Miusen. Pathogenitit der HILGERMANNschen Spirochitenkulturen bei Méusen.
a) Verimpfung von Subiliakal-, Axillarlymphknoten und Gehirn zum Nachweis einer b) Superinfektion mit Sp. pallida der mit Lymphknoten und Gehirn von Kultur- f !
latenten Infektion. ‘ | méusen infizierten Kaninchen. ‘ﬁ
Infiziert sk. Bds. Subiliakal- und Axillarlymphknoten b Negativ
mit 0,5 cem verimpft auf den rechten Hoden, infiziert mit bds. A T 1
Kultur von Gehirn auf den linken Hoden ‘ Subiliakal- u. Superinfiziert mit Schankeremulsion '
M Ge \ Axillarlymph- bzw. Schankerstiickchen
aus ; ™ knot d =]
Nr. Tage Mvosli y Elrgf;m;!l storben é\{" G’;‘fﬁﬁﬁ :71(1)111 2
Passage nach der Kanin g . 5 8 gl
L o . Kulur- | o7 osi : Ili\Ian' Tage Ergebnis | 2 i
5 = = - | T 5]
infektion Nr. negativ ptiv f nach . o in Tagen |© i
“) Maus am am der |sk.| ntra- 1 £
I Nr. Infek- test. |Kan, S%)_apa- nega-|posi- {
1972 | 40 5. V.31 |14.1V.32| 345 1795 314 4' tion Nr.| goi | itv | tiv i |
1973 . - 35 o 1796 314 i Stamm !
1974 55 a5 5 o 1797 314 . 1
1975 0 5 - » 1798 307 T 1795 | 1972 | 14. IV. 32 | 22. II. 33| 814 intra-| 2069/ M.-St. I 58 1
1976 v A - 5 1799 314 test. ;,
1979 9 oy 5 39 1800 264 1' I 1796 | 1973 39 29 2] i3} 29 29 58 ¢
1980 55 55 . - 1801 272 T 1797 | 1974 55 2 5 oA = 5% 58 ]
1981] » ”» ”» 1802 814 1799 | 1976 » ”» ” ”» » 4 58 f"
1982 83 | 5. V.31 [15.IV.32| 346 | 1803 | 313 : g (LB ” ” o £ i
L R " ” ” 1808 "1 20 ¥ 1806 | 1985 | 15.1V. 32 | 23. 11 33| 1 | 2074| M-ShIIT 57 1
1984 iy - 55 i 1805 105 T A
1985 1806 314 1808 1987 9 ') 99 tE) ') 99 57 e i
1986 | .. i - i 1807 263 4 1811 | 1990 | 18. V. 82 - 311 ol % 57 1
1987 - g . | 1808 | 314 1812 | 1991, " " n | w| »  |369% :
1988| . . . 1809 | 258 1 e & 4 m e | e Bl
Ll R ” 2 7 AELD " 22 T 1816 | 1997 | . |2 11 33| 370 » | 208aM.stXTIT 5
1990 5 B 18. 1V. 32 348 1811 331 1817 | 1998 2 T 2 L 5
1991 - 1 ] 1812 331 ” . " no | . 6 .
1818 | 1999 29 ) 29 2] 7 9 368* i
1993 | 22 b. V.31 [18.1V.32| 348 1813 233 + 1821 | 2002 | 19. IV. 32 » 309 I 3 56
1994 | ,, " ” 5 1814 331 1822 | 2003 ”» ” 2 ”» ”» » - |B368*
1996 i . X 4 1815 332 1829 | 2010 | 20. IV. 32 ke 308 % v - 56
1997 | ., . ’y l 1816 332 1830 | 2011 o 27. II. 83 | 313 |sk. 5907 Trutfi 15
1998 |, 5 ” 5 1817 332 1832 | 2092 ”» ”» w | o % » 13 1
1999 |, " ’ . 1818 332 1833 | 2095 ”» » wo | e 7 . 56
2000 " 53 19. 1V. 32 349 1819 206 T 1
2001 | ,, o » » 1820 109 T 't'* B% Kani?chendNr.%S}iQ und Nr. 1822 wurde die syphlﬂitisltihe Infektion durch t
V. IV 1821 il positive Verimpfung der beiderseitigen Inguinal- und Popliteallymphknoten nach |
3883 i 8. W Bl 118 TV 30 B ~1§22 331 217 bzw. 105 Tagen festgestellt an M.-St.-Kaninchen Nr. 2355 und 2357. ‘
2004 " iy i " 1893 9 ¥ Kaninchen Nr. 2356, infiziert mit den genannten Lymphknoten von Nr. 1818 x
2005 :: :: :: :: 1824 41 + starb interkurrent am 19. Tage. |
2006 %", T, o " 1825 29 1 L 2 . : a1 502 '
2007 |, i 5 . 1826 331 T ohne Uberimpfung sogar iiber ein Jahr ihre Fortpflanzungsfahigkeit be-
3883 55 » 20.1v.82 | 350 }ggg %gg _1; halten. Wie alt die HreErmaNNsche Kultur in der ,,jahrelang fortgeziich-
2010 | ., i 2 ) 1829 310 teten Nahrbodeniibertragung* war, als wir sie erhielten, wissen wir genau
D ” » ” 1820 L so wenig wie das Alter der einzelnen Passagen. Fiir uns erschien das Vor-
gggg 4 |12, VIIL.81|20.IV.32 | 252 %ggg g%g handensein von Spirochéten iiberhaupt wichtig. Zudem schlieBen nach
2096 | 3 i ¥ 1834 36 + unseren mit der Pallida vom Kaninchenschanker gewonnenen Erfahrungen ,
gggg ”» » » » %ggg 13? }r“ selbst unbeweglich erscheinende Spirochiiten eine Infektiositit nicht aus. ‘
2100 | . ' i v 1837 195 F Da wir jeweils nur eine Ose mikroskopierten, kinnen Angaben nicht ge-
macht werden, in welchem Verhiltnis unbewegliche und bewegliche Spiro- ‘
eingangs erwahnt, leiten lieBen, die wir oft feststellen konnten. Nach chiten in dem zur Verimpfung kommenden Gesamtmaterial vorhanden
RukawiscaNiKowa soll die Spirochaeta pallida im kiinstlichen Néhrboden Warel.
5
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E. Hoffmannsche Kulturspirochiten.

Die E. Horrmannschen Kulturspirochiten wurden mit den gleichen
Methoden auf ihre Pathogenitéit und Infektiositit hin gepriift wie die
Hirecermannschen. Nur wurde von den Miuseversuchen Abstand ge-
nommen. Obwohl heute kein Zweifel mehr besteht, daB die von E. Horr-
MANN u. Froun (1934) geziichtete Spirochite, aus einem mit dem NicHOLS-
Stamm infizierten Kaninchen, keine Pallida ist — E. Horrmany selbst hat sie
als Nicht-Pallida erkannt und bezeichnet —, sollen die Untersuchungen iiber
diesen Kulturstamm hier doch Platz finden, da wir damit einen weiteren
Beitrag liefern kinnen zur Frage der Entstehung von sog. Pallidakulturen
und gleichzeitig einen Beweis fiir die Richtigkeit der von uns bei der HiLcER-

Tabelle VII.
Pathogenitit der Horrmannschen Spirochitenkulturen bei Kaninchen.
a) Klinischer Befund.

Infektion Klinischer

Befund

: in T Ge-
Kulturpassage e o P R =54

bds.
intratest.

mit =

je . | Ankunft | Offnung |negativ | positiv

2419 0,5 ecm 25.1.34 | 25.1.34 | 530
2420 530
2421 530
2422 177
2423 532
2424 532

2433 il 2 | 5 135
2434 515
2435 515
2436 3 515

2473 |9. IIL. 84 9. IIL 34|9. IIL. 34| 392
2474 . o - 341 t

MANNschen Spirochitenkultur angewandten Methodik. Die E. HoFrMANN-
sche Kultur 1Bt bindende Schliisse zu auf das Alter der uns zur Verfiigung
gestellten Passagen. Wir erhielten zur Bearbeitung die wahrscheinlich 16.,
die 29. und die 36. Passage. Da E. Horrmann u. FrouN angeben, daB sie
die Kulturen alle 2—3 Tage iiberimpft haben, wire das Alter der iltesten
in unseren Hénden befindlich gewesenen Kulturpassage mit hichstens 48,
das der jiingsten mit hochstens 108 Tagen anzusetzen. Bei der mikroskopi-
schen Untersuchung der uns iiberlassenen, in der Horrmannschen Klinik
angelegten Kulturen sowie der von uns iiber lange Zeit und in gréBeren
Zeitabstéanden fortgefiihrten Passagen konnten wir zundchst das Freisein
von jeglichen anaeroben und aeroben bakteriellen Keimen feststellen. Die
E. Horrmannsche Kultur war also eine Spirochéten-Reinkultur. In
dieser Tatsache konnen wir einen Beweis sehen fiir die auch von uns ver-
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Tabelle VIII.
Pathogenitit der HorrmaNNschen Spirochitenkulturen bei Kaninchen.

b) Verimpfung von Lymphknoten zum Nachweis einer latenten Infektion.

Verimpfung der bds. Inguinal- und Popliteal-Lymphknoten

infiziert G
mit Tage auf Ergebnis in Tagen

Kultur- nach der | Kaninchen

passage Infektion Nr.
Nr.

storben

negativ | positiv

167  [25.VIL 34 M.-St.2552 | 43
. 2553 | 299
i 2554 | 299
N 2555 | 172
. . 2556 | 299

26.VII. 34 M.-St. 25568 109
2 ,» 2559 298
” 5 2660 160

5.1IV.35| 392 M.-St. 2699 185

Tabelle IX.
Pathogenitit der HorFmannNschen Spirochitenkulturen bei Kaninchen.

¢) Superinfektion der mit Kulturspirochéiten infizierten Kaninchen mit der Sp. pallida.

. Superinfektion mit Schankerstiickchen bzw. -Emulsion
Infiziert sk. und intratest. an beiden Hoden

it
SIII)II-IIO_ Tage nach der | von Ergebnis
f{hﬁen' Kul- | Ver- intra- in Tagen
1L UL tur- | impfung | SK. | test. |Kan.|Sp. pallida- )
pal%sage infek- |d. Lymph- Nr.| Stamm [R€ga-|posi-
T tion | knoten tiv | tiv

16? 19.VIL 35| 530 349 s 2916/ Nichols - 37
2 7 A9 = 2 LR 1
37

11.VIL35| b32 | 881 ' 2781|M.-St. XXII 35
tE) 3 35
2434 10.VIL. 35 sk. 70

2435 . sk. 70
2436 : sk. 70

tretene Ansicht, daB nur das Ausgehen von Syphilomen des Kaninchens,
und zwar von moglichst geschlossenen, aus dem auch die E. HoFFMANN-
sche Kultur stammt, wirklich Aussicht auf den Erfolg hat, eine Reinkultur
zu bekommen. In morphologischer Hinsicht konnten wir bei unseren
Untersuchungen die Angaben von E. HoFFMANN bestéitigen.

Die in Tabelle VII niedergelegten Infektionsversuche zeigen ein Hinauf-
gehen mit der Infektionsdosis gegeniiber denen der Tabelle I. Es war dies
bedingt durch die GroSe der Versuchstiere und Reinheit des Materials.
Von den 12 Kaninchen blieben im Direktversuch alle er-
scheinungsfrei. Auch die bereits am 135. und 177. Tage interkurrent
gestorbenen Kaninchen hatten lange genug gelebt, um ein Haften der In-
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fektion erkennen zu lassen, wenn man den bei der experimentellen Syphilis
gewonnenen MafBstab anlegt. Die Verimpfung der beiderseitigen
Inguinal- und Popliteallymphknoten (Tabelle VIII) verlief eben-
falls bei allen Tieren negativ. In Abzug bringen miiBte man das vor-
zeitig gestorbene Tier Nr. 2552, das bereits am 43.Tage ausschied. Die
Superinfektion der Ausgangstiere (Tabelle IX) hatte zum Ergebnis,
daB von den 8 Tieren 7 Stiick einen typischen Hodenschanker
bekamen. Nur Kaninchen Nr. 2420 blieb erscheinungsfrei. Die Verimpfung
seiner Lymphknoten und die Superinfektion unterblieben. Aber auch ohne
diese diirfte der Beweis erbracht sein, daB die Superinfektion ein positives
Ergebnis hatte.

Eine Vertffentlichung der gesamten Versuchsprotokolle erscheint bei
den zusammengefafBten Tabellen nicht mehr notwendig. Protokollausziige
von den zuletzt behandelten Tieren aus Tabelle IX mogen hier folgen und
als MaBstab gelten fiir die Sicherheit einer der angewandten Methoden,
der Superinfektion.

Kan. Nr. 2419.

9. 7. 1935. Superinf. bds. sk. mit Schankerstiickchen von Nichols- Kan.
Nr. 2916.

13. 8. 1935. Bds. haselnuBigrofe Schanker.

15. 8. 1985. Spirochdtennachweis: Bds. Sp. -4+ gut beweglich.

Kan. Nr. 2420.
. 1935. Superinf. wie Kan. Nr. 2419.
. 1935. Bds. walnuBgroBe, trockene Schanker.
. 1935. Spirochdtennachweis: Bds. Sp. +++ gut beweglich.

Kan. Nr. 2423.

. 1935. Superinf. bds. intratest. mit Schankeremulsion von M. St.-Kan.
Nr. 2731,

. 1935. Bds. haselnuBgroBe Schanker.

. 1935. Spirochitennachweis: Bds. Sp. +--+ gut beweglich.

Kan. Nr. 2424.
. 1935. Superinf. wie Kan. Nr. 2423, °
. 1935. Bds. haselnuBigrofie Schanker.
. 1935. Spirochdtennachweis: Rechts Sp. -+ gut beweglich.
Links Sp. +++ ,, ”

Kan. Nr. 2434,
Superinf. bds. sk. mit Schankerstiickchen von T/N-Kan. Nr. 561.
Rechts vereitert, links o. B.
Bds. pflaumengro8, trocken.
Spirochétennachweis: Bds. Sp. +--+ gut beweglich.

Kan. Nr. 2435.

Superinf. wie Kan. Nr. 2434,

Rechts vereitert, links o. B.

Rechts o. B. Links haselnuBgroBer Schanker.
Spirochidtennachweis: Links Sp. -+ -+ gut beweglich.
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Kan. Nr. 2436.

10. 7. 1935. Superinf. wie Kan. Nr. 2434.

13. 8. 1935. Rechts o. B. Links vereitert.

16. 9. 1935. Bds. walnuBgroBe, trockene Schanker.

18. 9. 1935. Spirochétennachweis: Bds. ++4+ gut beweglich.

”

n n ”
pfung von

556 557 558

”n
”
”

»  [fodenemulsion infratest. an berden ffoden
gen Tiermangel.*

»  Poplifeal-Lymphknofen sk. »

n  Inguinal -
»  Subiliacal~

»  Praesacral -

252 Tagen
Kursiv in Bonn geimpfie und beobachtete Tere

Verimpfung von Hodenstickchen sk. an beiden foden
n
”
n
”
”

Schanker - pasitiv
Spirochdfen - positiv

geftdtet nach
efiihrt, und zwar abwechselnd durch Im
nn abgebrochen we

i

Sttt
e e e

u3bos ggz ur Aipbau
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Tabelle X.
en weiter,

Kaninchen
Vr 504

(Mitteilung von Prof. Grtrz-Bonn.)

Jje

S R wwnp-hny yu vonyafiy - saing
ke Yoy by 97 Y §2HZ YN UBY

Schankermaterial und Popliteallymphknoten,

q5ccm Aulfur ¥

infiziert in

25.1.34% Frankfurt/M 2425
*,,vom 28. III. 34 bis 25. V. 39 laufend in 23 Passag

72.XL.33. /n Bonn infiziert mit

Auch bei der E. Horrmannschen Spirochitenkultur liefert der negative
Ausfall der Direktinfektion, der Lymphknotenverimpfung und der Super-
infektion, wie bei der HiLcERMANNschen Kultur, den Beweis, daf zumindest
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von der 16. Kulturpassage ab tierpathogene syphilitische Spirochiten
in den Kulturen nicht enthalten waren.

Die Tatsachen, daB die 5. Kulturpassage (s. Tab. X) noch virulente,
in rund 25 Tierpassagen weiteriibertragbare Spirochiten enthielt und daB
die spateren Kulturpassagen nach den in Bonn, Miinchen und Frankfurt a. M.
vorgenommenen Untersuchungen (s. S. 56) apathogen waren und sich jahre-
lang fortziichten lassen, machen die E. Horrmannsche Kulturspirochéte
zu einem Beispiel der oben erwihnten Theorie fiir das Apathogenwerden
der sog. Pallidakulturen. Ferner geben sie eine Handhabe zu der Fest-
stellung, daB selbst mikroskopische Spirochiten-Reinkulturen
pathogene und apathogene Spirochéiten nebeneinander enthalten
konnen und stiitzen die Erklirung, da8 pathogene Spirochétenkulturen
nicht durch Abschwichung apathogen werden, sondern durch Zugrunde-
gehen der pathogenen und Weiterleben der apathogenen Spirochiten.

Wenn es bisher nur maglich war, in einigen wenigen (1—b) Tierpassagen
pathogenes Kulturmaterial weiterzuverimpfen, so stellt die Tatsache, daB
die E. Horrmannsche Kulturspirochéite in rund 25 Tierpassagen, die leider
abgebrochen werden muBten, sich weiterziichten lieB, etwas Einmaliges
dar. Eine umfassende Erklirung hierfiir wird man schwer geben konnen,
doch scheint es mir notwendig, einige Punkte zu erwihnen, die moglicher-
weise ursdchlich daran beteiligt sein konnen. Zunichst hat E. Horraxy
mit dem an das Kaninchen gut adaptierten NicmOLS-Stamm gearbeitet
und ist damit den Schwierigkeiten aus dem Wege gegangen, die sich bei
der ersten Ubertragung von menschlichem Luesmaterial auf Tiere und ihrer
Adaptierung an diese einstellen. Weiterhin hat E. Horrmany, im Gegen-
satz zu den fritheren Untersuchern, die Tatsache gekannt, daB nicht alle
Kaninchen fiir eine manifeste Luesinfektion empfanglich sind, wie z. B.
die Schankerausbeute von 100 9, in einer Passage und nur 16,6 %, in der
néchsten Passage der in Bonn infizierten Tiere (Tabelle X) beweisen. Ge-
stiitzt auf diese Erfahrung, verwandte E. Horrmany neben groferen Tier-
reihen die modernen Methoden der experimentellen Syphilisforschung
und konnte so einem AbreiBen seiner Tierpassagen vorbeugen.

Zusammenfassung.

1. Verschiedene Passagen von zwei Kulturspirochitenstimmen (Spiro-
chétenmischkultur HiLeermany und Spirochiten-Reinkultur E. Horruann)
wurden auf ihre Pathogenitéit und Infektiositit hin untersucht.

2. Die Untersuchung von Stamm HirGermany wurde an insgesamt
74 Kaninchen und 50 Miusen, die von Stamm E. HoFrMany an 21 Kanin-
chen ausgefiihrt.

3. Im Direktversuch lieBen sich bei intratestikulirer Applikation in
lingstens 532 Tagen keinerlei Erscheinungen am Kaninchen feststellen,
die auf eine syphilitische Infektion hitten schlieBen lassen kénnen.

N—
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4. Die Verimpfung von Lymphknoten bzw. Gehirn der Kaninchen
und Mause auf normale Kaninchen bewies durch ihren negativen Ausfall,
daB die verimpften Spirochitenkulturen keine latente Syphilis bei Kanin-
chen und Miusen verursacht hatten.

5. Die mit verschiedenen echten Pallidastimmen vorgenommene
Superinfektion war bei allen kulturinfizierten Tieren positiv und bewies,
da die superinfizierten Tiere sich wie normale infizieren lieBen, das Fehlen
jeglicher syphilitischen Infektion durch die Kulturspirochiten.

6. Die im Tierversuch gepriiften Spirochiitenkulturstimme HiLcer-
MANN und E. HorFMANN waren in allen untersuchten Passagen fiir Ka-
ninchen apathogen und zeigten nicht das fiir die Spirochaeta pallida spe-
zifische Verhalten.
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Anhang.

Bruckner, 1., et Garasesco, P., Orchite syphil. chez le lapin par cultures
impures de spirochétes. (C.r. Soc. Biol. Paris 68, 684, 1910.)

»» Vingt-quatre heures aprés, le testicule avait doublé de volume, sa consistance
avait augmenté, et la peau quile recouvrait était rouge et chaude. Les jours suivants,
le testicule a diminué progressivement de volume, la peau a repris sa coloration nouvelle,
et, & la fin de la semaine, rien ne faisait soupgonner I'inoculation subie.

Aprés deux mois environ, les deux testicules sont devenus plus durs, et, soixante-
dix jours aprés I'inoculation, nous observames un edéme mou, gélatineux, enveloppant
des deux testicules: 'cedéme grandit trés vite, et par ponction nous avons retiré une
abondante sérosité citrine, transparante, qui contenait, & coté de quelques globules
rouges et de quelques leucocytes, d’innombrables spirochétes typiques comme forme,
dimensions et colorabilitd.

Sowapg, H., Die Kultur der Sp. pallida und ihre experimentelle Verwer-
tung. (Arch. Dermat. [D.] 114, 247, 1913.)

»Kaninchen 51. Albino, ausgewachsen, weiblich, zur Zeit tragend, 1. XII. 10
mit 4 cem  spirochéitenreicher verflissigter Kultur B 2 intrakardial geimpft. . .
10. XII. 10. Wirft 4 ausgetragene kriftige Albinos. ... 2.III. 11: Das Tier zeigt an
der Innenfliche heider Loffel ein kleinpapuléses, spérliches Exanthem, ein derbes,
papuléses Infiltrat an der Druckstelle des Nummernknopfrandes im Ohr, strich-
formige Infiltrate im Verlauf einzelner feiner Ohrvenen (Spirochitenembolie ?). Im
Dunkelfeld zeigt das Reizserum einer Papel Spirochaetae pallidae, ebenso Ausstriche
nach Giemsa gefirbt, auch im Schnitt (Silberimprignation) Spirochaetae pallidae
nachweisbar. Bis 20. ITI. 11 statusidem. An diesem Tage wird festgestellt: Vermehrung
der papulésen Effloreszenzen auf der Innenfliche beider Létfel, fortgeschrittene strich-
f6rmige Infiltrate im Verlauf der Ohrvenen, zahlreiche bis linsengroBe derbe Infiltrate
am freien Rand beider Loffel, ganz vereinzelte stecknadelkopfgroBe, zum Teil leicht
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schuppende Papeln auch auf der AuBenseite der Loffel. An der linken Loffelwurzel
ein pfennigstiickgroBes, mit dicker Kruste bedecktes Infiltrat. Auf dem Nacken des
Tieres in einem Gebiet von Kleinhandtellergrofe Haarausfall, daselbst ein klinisch
typischer ulzero-serpigindser Herd, vereinzelte papulo-pustulése Effloreszenzen auf
dem ganzen Riicken. Im Ausstrich verschiedener Effloreszenzen sowohl im Dunkel-
feld wie im Giemsapriparat Sp. pallidae. ... 29. IIT. Erscheinungen in Riickbildung,
Krusten iiberall abgefallen. ... 7. IV. 11. Tm Dunkelfeldpriiparat von der Druck-
papel im Loffel unbewegliche und gut bewegliche typische Pallidae. Anfang Mai 1911
frei von Erscheinungen. . .. 19. VL. 11: Rezidiv, namentlich wieder in Form eines
papuldsen Exanthems und strichférmiger bis bleistiftdicker Infiltrate im Verlauf von
Lotfelvenen und einzelner papulopustuléser Effloreszenzen auf dem Riicken. .
Anfang August waren die Rezidiverscheinungen simtlich verschwunden.

Kaninchen 53. Albino, weiblich, 4 Monate alt. ... 9. IV. 11 mit 114 cem spiro-
chiitenreicher Stammkultur Le B. intrakardial geimpft. . . . 80. V. 11: Klinisch
typische Iritis specifica sinistra! Augenbefund: Ziliare Injektion, hochgradige Hyper-
dmie der IrisgefiBe. ... 18. VII. 11: Starker Haarausfall. . . . 26. VIL 11: An der
linken Loffelwurzel iiberlinsengroBes flaches braunrotes Infiltrat mit zentraler Borke. . . .
3. VIII. 11: Infiltrat wieder verschwunden.

Kaninchen 66. Weiblich. 14. VI. 1911. Injektion mit 1 cem spirochitenreicher
Mischkultur, verdiinnt mit 1 cem physiologischer Kochsalzlsung in die rechte Carotis
communis. . . . 11. IX. 11. Auf der Bauchhaut findet sich ein kleinhandtellergroBer
papulo-pustuldser, serpiginds ausgebreiteter Herd. . . . Die Untersuchung der Rand-
partien des Hautherdes der Bauchhaut nach LevapITI ergab positiven Spirochiten-
befund.

Kaninchen 68. Junges mannliches Tier. . .. 14. VI. 1911 mit % cem sehr spiro-
chitenreicher Kultur 120 in die rechte Carotis communis geimpft. Kollaps. 1. IX.
Auf der Skrotalhaut iiber dem linken Hoden eine zehnpfennigstiickgroBe dicke braune
Kruste, nach deren Entfernung ein Ulkus mit leicht wallartig verdickten Réindern
erscheint. Bei der Palpation stellt sich der ganze. ProzeB als ein kirschgroBer Tumor
dar, der mit dem unteren Pol des darunterliegenden Hodens fest verldtet ist. Im
Giemsapriparat vom Rand des Ulkus: Spirochéten +. Regiondre Lymphdriisen
nicht geschwollen. 6. IX. Exitus. Bei der Obduktion findet sich eine Periorchitis
diffusa syphilitica des linken Hodens, sonst kein Befund an inneren Organen.

Kaninchen 80. Ausgewachsenes Tier. 20. VI. 1911. Mit 1 cem Kultur 137
intraarteriell . . . geimpft. 7. VII. Starke Abmagerung, struppiges Aussehen. . .. 4. IX.
In Summa 3 Paronychien, je eine am Daumen der Vorderpfote, eine an der Mittelzehe
der linken Hinterpfote. Charakteristisches klinisches Bild, entziindliche derbe Schwel-
lung um den ganzen Nagel herum. Im Dunkelfeld keine sicheren Pallidae, im Giemsa-
ausstrich Sp. pallidae +. ... 8. IX. Exitus. In Schnittpréparaten des Kondyloms
(Silberimpriignierung nach Levaprri) vereinzelte Spirochiiten.

Kaninchen 81. Weiblich. 20. VI. 1911. Mit 0,5 ccm sehr spirochétenreicher
Mischkultur 137, erste Generation, mit der gleichen Menge Kochsalzldsung verdiinnt,
in die rechte Carotis communis geimpft. Bis Mitte Dezember 1911 keine Erschei-
nungen. . . . 11. XIT. 1911. Mit 3 cem Mischkultur, Stamm E. zweite Generation
(aus einem tertidrsyphilitischen ProzeB gewonnen) . . . in die linke Carotis communis
geimpft. . . . 15. I. 1912. Ausgedehntes, oberflichlich ulzeriertes Infiltrat auf der
linken Seite des Kreuzbeins dicht an der Schwanzwurzel. Das linke untere Augenlid
ist samt Konjunktiva ektropioniert; entsprechend der Mitte dieses Lides ein mit kleiner
Kruste bedecktes Infiltrat. . . . 16. I. Das Infiltrat am linken unteren Augenlid ist
grober geworden, im Dunkelfeld zeigen Abstrichpriparate sichere Sp. pallidae in sehr
grofer Menge. '
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Kaninchen 111. 24. X. 1911. Mit 0,75 cem Mischkultur im Verhiltnis 1 : 3 mit
Kochsalzlosung verdiinnt, in die rechte Carotis communis geimpft. . .. 5. XII. Skrotal-
haut iiber dem rechten Hoden gut linsengroB geschwiirig zerfallen, mit dicker Kruste
bedeckt, der darunter liegende Hoden ist stark verdickt und scheint mit dem Ulkus
im Zusammenhang zu stehen. . .. 2. I.1912. Ulzeriertes Infiltrat auf der Adduktoren-
seite des Oberschenkels der rechten Hinterpfote und kirschkerngrofBer, etwas fluk-
tuierender Tumor auf der Beugeseite desselben Oberschenkels. Spirochidtennachweis
gelingt weder im Dunkelfeld noch im Giemsapriparat. . . . 6. I. Rechter Hoden ope-
rativ entfernt. Typische Periorchitis diffusa syphilitica.*

Nogucnr, H., Uber die Gewinnung der Reinkulturen von pathogener
Sp. pallida und von Sp. pertenuis. (Miinch. med. Wschr. 1911, 1551.)
»»Bis jetzt ist es mir gelungen, bei 2 von 8 Kaninchen, welche mit dem ersten
Pallidastamme (rein) geimpft waren, und bei 8 von 4 Kaninchen, welche mit dem
zweiten Stamme der reinen Pallida beschickt waren, typische Hodensyphilis mit iiber-
raschend zahlreichem Spirochéitenbefund zu erzeugen.*

Nogucar, H., A method for the pure cultivation of pathogenic treponema
pallidum (spirochaeta pallida). (J. exper. Med. [Amer.] 14, 105, 1911.)

,»0 far only two strains of pure cultures have been carefully testes for their
virulence. Both strains have produces typical lesions in the testicle of the rabbit.
The lesion became mnoticeable about two weeks after inoculation, and the testicles
were excised, under anesthesia, at the end of about four weeks for examination (dark
field, and Giemsa, Levaprrr, and the usual methylene blue and eosin stains). The
first strain (cultivated in October, 1910, in the mixed state, and purified through
a Berkefeld filter in January, 1911) was inoculated into eight rabbits on February 2,
when a ten day old culture in a serum water tissue medium was used. Two rabbits
showed lesions in the course of two to five weeks. The testicles were excised under
anesthesia on March 8 and showed typical syphilitic orchitis with an abundance of the
pallida. The second strain (cultivated impurely in March — from the 6th to 26th — and
purified in a serum agar tissue medium on April 16, 1911) was inoculated into
four rabbits on April 26, when a seven day old culture in a serum water tissue
medium was used. Three of the four rabbits showed typical lesions in three to
five weeks. The aspirated tissue juice from the swollen testicles contained an
enormous number of actively motile pallida. One of the positive animals was
castrated on May 24, 1911, and the histological examination revealed the appearance
shown in the illustrations.*

Horrmann, W. H., Die Ubertragung der Syphilis auf Kaninchen mittels
reingeziichteter Spirochiten vom Menschen. (Dtsch. med. Wschr. 1911,
1546.)

»»Gerade durch die Menge der eingefiihrten Spirochiten waren diese Versuche,
glaube ich, von meinen fritheren Versuchen grundsitzlich verschieden.

Ich habe auf diese Weise eine Reihe von Kaninchen behandelt. Bei allen Tieren
trat in den ersten Tagen eine starke Schwellung und Reizung der Hoden auf, die spiter
zuriickging. Doch blieben stets deutliche Reste der Entziindung an den Hoden zu-
riick, die in einzelnen Fillen zu fibroser Verdickung des ganzen Hodens fiihrten,
in anderen zur Bildung umschriebener, bis erbsen- und bohnengroBer Knoten AnlaB
gaben.

Die beiden am lingsten im Versuch befindlichen Tiere, die vor 7 Wochen mit
Kulturspirochéten gespritzt waren, fielen mir nun am 2. August durch starke Abmage-
rung und Schwéche, struppiges Haarkleid und elendes Aussehen auf, so daB ich ihren
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baldigen Tod voraussah. Ich lieB sie aus diesem Grunde téten. Als ich die verdickten
und hockerig-derb sich anfiihlenden Hoden durchschnitt, fand ich auf dem
Durchschnitt ein speckiges, saftreiches, rétlich-weilSes, schwieliges Gewebe, wie
ich es bei syphilitischen Hodenentziindungen der Kaninchen sehr haufig gesehen
hatte.

Bei Untersuchungen im Dunkelfeld fand ich dieses chronisch entziindliche Ge-
webe durchsetzt von grofien Massen von Spirochiten mit deutlicher Eigenbewegung,
die in jhrem Aussehen ganz denen aus der Reinkultur glichen und damit wiederum,
beim jetzigen Stand unserer Kenntnisse, in ihrer Form nicht von der Spirochaeta pallida
zu unterscheiden waren, wie wir das schon mehrfach hervorgehoben haben. Ich habe
dieses spirochéitenreiche Gewebe auf eine Anzahl anderer Kaninchen unter die Hoden-
haut verimpft, um zu beobachten, ob eine Weiterziichtung und vielleicht eine Steige-
rung der Pathogenitdt moglich ist.*

Sumaming, T., Uber die Reinziichtung der Spirochaeta pallida und der
nadelformigen Bakterien aus syphilitischem Material, mit beson-
derer Beriicksichtigung der Reinkultur der Spirochaeta dentium
und des Bac. fusiformis aus der Mundhéhle. (Zbl. Bakter. I Orig. 65, 311,
1912.)

»Kaninchen 108 am 26. November 1911 erhielt 21 cem Aufschwemmung von
spirochétenreicher Reinkultur aus Serumagar mit fliissigem Nihrboden (8 Tage alt,
erster Stamm) in der oben erwihnten Weise in beide Hodensiicke injiziert. Am
29. November fand ich bei der Punktion lebende Spirochiten. 25. Januar 1912 an der
Injektionsstelle ein ziemlich derbes Knétchen und verdickte Haut. Dieses Knotchen
habe ich gequetscht und darauf das Tier weiter beobachtet. Am 1. Februar bemerkte
ich an der Stelle des Knétchens eine ca. stecknadelkopfgroBe frische Wunde, wie zer-
nagt. 7.Februar 1912. Jene neue wundartige Stelle ist unter eigenartiger Krusten-
bildung vergréBert. Obwohl wir in der Umgebung der betreffenden Stelle micht so
deutliche Induration bemerkt haben, wie sonst gewdhnlich bei Kaninchensyphilis
sich zeigt, so habe ich doch wegen des eigenartigen Aussehens der kranken Stelle auf
Spirochdten untersucht. In 2 von 14 Priiparaten habe ich lebende Spirochdten mit
lebhatter Eigenbewegung gefunden, welche Herr Prof. BRucxk und noch andere Herren
in der Nrisserschen Hautklinik ohne weiteres fiir typische Pallida gehalten haben.
10. Februar. Befund derselbe (Herrn Dr. PrRAUSNITZ gezeigt). 13. Februar. Nachdem
ich heute wieder lebende Spirochaetae pallidae gefunden (Herrn Geheimrat PFEIFFER
gezeigt), habe ich davon Gewebsstiickchen entnommen und einerseits in den von mir
hergestellten Nihrboden, andererseits unter die Hodenhaut von 8 neuen Kaninchenm
verimpft. In den nach Levapir: gefirbten Gewebsstiickchen fanden wir viele Spiro-
chiten. In den angelegten Kulturen fand sich schon nach 7 Tagen sicheres Wachstum
beweglicher Spirochéten. Die geimpften Tiere verhielten sich folgendermafien: Zwei
Kaninchen zeigten an der Impfstelle Krustenbildung, die Umgebung war diesmal
deutlich induriert. Die mikroskopische Untersuchung am 4. April ergab im Dunkelfeld
zahlreiche typische, lebhaft bewegliche Pallidae. Am 9. April zeigte ich frische Aus-
striche Herrn Geheimrat Prerrrer und einigen Herren der hiesigen Hautklinik.
Diesen letzten Fall, nimlich den Befund in der zweiten Tiergeneration, habe ich in der
Literatur noch nicht gefunden.*

Tomasczewski, E., Ein Beitrag zur Zichtung der Sp. pallida. (Berl. klin.
Wschr. 1912, 792.)

»29. II. 1912, Kaninchenbock 988 erhilt 5 cem einer 9 Tage alten Kultur der

4. Generation intravends (Ohrvene) injiziert. Am 22, IIT. 1912 am Priputium eine

deutlich erhabene ovale, von einem Halo umgebene, eben erodierte Papel. Im Ge-
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webssaft der Papel bei Dunkelfeldbeleuchtung schwach lichtbrechende, windungs-
reiche, lebhaft bewegliche Spirochéten; im Giemsapriparat vereinzelte, blaBrote,
windungsreiche und spitz endende Spirochiiten. Das Tier war neu angekauft und von
Beginn an in einem sorgfiltig gereinigten Kifig untergebrachs.

,,Kaninchenweibchen 739. Am 23. II. 1911 intravends mit syphilitischer Orchitis
von Kaninchen 711 (31. Passage) geimpft; am 17. III. 1911 an der linken Anovaginal-
falte eine groBe erodierte Papel mit sehr zahlreichen Spirochéiten.

sKaninchenbock 928: Am 18. XII. 1911 intravends geimpft mit syphilitischer
Orchitis von Kaninchen 889 (36. Passage); am 18. I. 1912 Analpapel mit zahlreichen
Syphilisspirochéten.*
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