VL.
Experimente iiber die bacterienfeindlichen Einfliisse des
thierischen Korpers.
Von

Dr. med. Geo. Nuttall

aus San Franeisco.

(Hierzu Taf. 1IV.)

Metschnikoff hat in den letzten Jahren die Lehre zu begrinden
versucht, dass der Schutz des thierischen Korpers gegen Infectionskrank-
heiten und die Ausbildung der erworbenen Immunitit zu Stande komme
durch die Thatigkeit von Phagocyten, d. h. von Zellen, welche die ein-
dringenden Bacterien aufnehmen (fressen) und vernichten.

Die experimentellen Arbeiten, durch welche Metschnikoff seine
Theorie gestiitzt hat, bestehen (wenn wir von den DBeobachtungen an
Daphnien absehen) wesentlich in Versuchen mit Milzbrandbacillen an
Froschen und Kaninchen sowie in Untersuchungen tber das gegenseitige
Verhaltén von Milzbrandbacillen und Leukocyten verschiedener Thiere
ausserhalb des Korpers auf dem heizbaren Objecttische.

Bei den Experimenten am Frosch fand Metschnikoff, dass Sticke
von Organen, die an Milzbrand verendeten Thieren entnommen waren,
nachdem dieselben einige Tage unter der Haut eines lebenden Frosches
gelegen hatten, keine lebenden Milzbrandbacillen mehr enthielten. Die
Sticke waren alsdann in keiner Weise mehr virulent gegeniiber empfing-
lichen Thieren. Die mikroskopische Untersuchung ergab stets in der
Peripherie des Stiickes zahlreiche Leukocyten, und in diesen fanden sich
die Milzbrandbacillen, die grossentheils degenerirt und abgestorben er-
schienen.

Die Warmbliiterversuche wurden an Kaninchen angestellt. Metsch-
nikoff brachte in Glasrohrehen enthaltene Cultur von abgeschwichten
Milzbrandbacillen unter die Haut des Ohres der Versuchsthiere, zerhrach
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dann die Rohrchen und konnte nun durch mikroskopische Priiparate
constatiren, dass der entstehende Eiter massenhaft Leukocyten enthielt,
welche Milzbrandbacillen aufgenommen hatten. Virulente Bacillen wurden
bei empfinglichen Thieren nicht aufgenommen; dagegen in reichlicher
Menge bei immunen Thieren.

Ebenso gelang es Metschnikoff durch directe Beobachtung auf dem
heizbaren Objecttisch die Aufnahme der Milzbrandbacillen durch Leuko-
cyten und ihre Vernichtung in den Zellen zu erweisen.

Alle diese scheinbar in idbereinstimmender Weise fiir die Bedeutung
der Phagocyten sprechenden Versuche lassen nun aber eine Reihe von
Einwiinden zu, welche in der nebenstehend abgedruckten Arbeit Dr. Bitter’s
ausfithrlich dargelegt sind. Ich hebe aus denselben nur den schwerwiegend-
sten hervor, der darin bestehf, dass bis jetzt noch nicht festgestellt wurde,
dass die Aufnahme der Bacillen im lebenskriftigen Zustande durch die
Phagocyten erfolgt, wihrend doch entschieden dieser Beweis geliefert wer-
den muss, ehe man die Rolle der Phagocyten als eine den Korper gegen
Infectionserreger schiitzende anerkennen kann.

Angesichts der grossen Bedeutung der Frage nach der Ursache der
erworbenen Immunitit einerseits, der noch mangelhaften Beweisfiihrung
Metschnikoff’s andererseits, erschien -eine Nachpriifung der Metsch-
nikoff’schen Resultate dringend wiinschenswerth, und ich habe daher
gern der Aufforderung des Herrn Prof. Fliigge, jene Experimente zun
wiederholen, Folge gegeben.

Vor Allem lag mir daran, festzustellen, ob die Phagocyten thatsiich-
lich lebende Bacillen aufnehmen, und obh sie es allein sind, welche zur
Bacillenvernichtung befihigt sind. Stellte es sich heraus, dass die Auf-
nahme in die Zellen nur auf einen gewissen Bruchtheil der Bacillen be-
schrinkt ist, dass dagegen ein weiterer Bruchtheil ohne Beriihrung mit
den Zellen durch irgend welche andere Einfliisse des lebenden Korpers
zu Grunde geht, so muss die functionelle Bedeutung der Phagocyten
zweifelhaft werden und es ist dann sogar moglich, dass sie nur zur Auf-
nahme solcher Bacillen befihigt sind, die bereits in Folge anderer Ein-
flisse degenerirt waren.

Zunichst habe ich die Metschnikoff’schen Experimente am Frosch
wiederholt; dann stelite ich einige vergleichende Versuche mit abge-
schwichten und virulenten Milzbrandbacillen am IKaninchenohr an;
schliesslich habe ich in grisserer Ausdehnung die Beobachtungen tiber
die Beziehungen zwischen Leunkocyten und Bacillen auf dem. heizbaren
Objecttisch controlirt.

Die Versuche wurden grosstentheils im Winter 1886/87 in Gottingen,
einige Erginzungen im Anfang des Winters 1887/88 in Breslau ausgefithrt.
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1. Versuche an Froschen.
A. Versuchsanordnung.

Kleine, etwa halblinsengrosse Stiickchen Lunge von eben an virulentem
Milzbrand gestorbenen Miusen wurden Froschen unter die Haut des Riickens
gebracht und dort verschieden lange Zeit belassen. Die Einbringung der Stiick-
chen geschah in einer Reihe der Fille (Tab. I) mdglichst aseptisch. In einer
anderen Reihe (Tab. IT) unterblieb die Desinfection der Haut der Versuchsthiere.

Die in der angegebenen Weise geimpften Frosche wurden bei einer Tempe-
ratur gehalten, die Tages diber ungefihr 16° C. betrug und Nachts nicht unter
10° C. herunterging.

Nachdem das Impfstiick verschieden lange Zeit unter der Haut der Thiere
verweilt hatte, wurde es herausgenommen und zur mikroskopischen Untersuchung
verwendet. Dasselbe hatte schon nach wenigen Tagen seine natirliche Farbe
verloren und war von einem gallertigen, graugelben Exsudate nmgeben und
durchsetzt. Von diesem Exsudate wurden die Priparate zur weiteren Unter-
suchung angefertigt. Eine geringe Menge desselben wurde auf dem Objecttriger
mit einem Tropfen sterilisirter physiologischer Kochsalzlosung versetzt. Darauf
wurde ein Deckglas aufgelegt und dasselbe, um ein Austrocknen des Priparates
zu verhiiten, wit einem Paraffinringe umzogen. Diese Priparate gestatten eine
lange dauernde ¥ntersuchung und haben den Vortheil, dass auch die Leukocyten
in ibnen lingere Zeit ihre Beweglichkeit bewahren, so dass man ein eventuelles
Aufgenommenwerden der Bacillen sehr gut beobachten kann. Zugleich wurden
immer noch einige Trockenpriparate in gewshnlicher Weise angefertigt, mit
Methylenblau gefirbt und nach Einlegung in Canadabalsam untersucht. Derar-
tige vorsichtig angefertigte Priparate schidigen, entgegen den Angaben von
Metschnikoff, nach meinen Erfahrungen weder die Bacillen noch die Leuko-
cyten in irgendwie erheblicher Weise in ihren Formverhiltnissen.

Der Rest des Impfstiickes wurde theils zur Anlage von Plattenculturen,
theils zur Impfung von Miusen verwendet.

B. Versuchsresultate.

In den aus dem Impfstiick hergestellten Priparaten fanden sich in
allen Féllen sehr reichlich Leukocyten mit vielfachem oder gelapptem Kern
und ausserdem Zellen mit einem grossen blassen Kern. In den frischen
Priparaten zeigte ein grosser Theil derselben amidboide Bewegung. Um
Uber das Procent-Verhiltniss zwischen eventuell aufgenommenen und
nicht aufgenommenen Bacillen in den Priparaten einigermaassen genaue
Anhaltspunkte zu erhalten, wurden Zihlungen versucht. Dieselben geschahen
in der Weise, dass in mehreren aufeinanderfolgenden Gesichtsfeldern die
vorhandenen Bacillen gezihlt wurden, bis die Zahl 200 erreicht war. Da-
bei wurde notirt, wie viel von diesen 200 Bacillen frei, wie viel in Zellen
lagen, Diese Zihlungen wurden an verschiedenen Stellen des Priparates
einige Male wiederholt und aus den so gewonnenen Resultaten das Mittel
genommen.
2g%
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Tabelle I

Versuche mit Frischen und virulenten Milzbrandbacilien bei 10 his 16° C.

5 . N
tz |Das Impfstiick Ergebni Die vom Impfstiick
o | wird unter- Mikroskopischer Befund an der Impfstelle der w_mgmumﬂm_zz_. geimpften Miuse
Vﬁ sucht nach: e © -sterben nach:
5 | 15 Stunden| Ziemlich viele I.eukocyten. Bacillen zum allergrossten Theil frei Einige Saprophyten.
und fast simmtlich von normalem Aussehen.
6 15 - desgl. 28 Std. B nach 28 Std.
71 16 » desgl. Nur Milzhrandcolonieen. |36 ,, B ,, 12 ,,
211 22 Bacillen theilweise degenerirt, sowohl freie wie in Leukocyten lie- " 26,
gende. 27 Procent der Bacillen in Leukocyten.
17 40 Bacillen meistens normal. Keine Aufnahme durch Leukocyten. " 49 .
18 | 42 " Involutionsformen sehr hiufig. Doch gleichmissig bei freien und - 26 ..
aufgenommenen Bacillen; 28 Procent Bacillen in Leukocyten.
19 | 47 » Bacillen meistens stark involvirt. Etwa 38 Procent der Bacillen " 21 .
in Leukocyten. Viele freie Bacillen stark degenerirt.
2 | 12 » Bacillen sehr stark degenerirt; 81 Procent in Leukocyten. " 38 ,, B , 20,
8| 89 » Wenige Bacillen. In Leukocyten konnten keine gefunden werden, | Fast nur Saprophyten. |40 ,,
Viele Saprophyten.
23 1911/, . Bacillen sehr.stark degenerirt, sowoll frei, wie in Leukoeyten. | Nur Milzbrandcolonieen. |50—60 Std.
63 Procent Bacillen in Leukocyten.
18 {100 Freie und in Leukocyten liegende Bacillen stark degenerirt. ”
ﬁim:_mm Bacillen.
24 114Y, ,, Wenige Bacillen Fast alle stark involvirt. 38 Proc. in Leukocyten. " 46 Std.
14 7 Tagen Alle Bacillen degenerirt, z. Th. in Leukocyten. . 7 Tag. B nach 28 Std.
15 10 Sehr wenige Bacillen. Alle involvirt. z. Th. in Leukocyten. m_Emo m.p_;.oc ten, 60Std. B ,, 23 ,,
wenige Milzbrandecelon.
16| 13 ,, Selir wenige Bacillen. Alle stark involvirt. z. Th. in Leukocyten. |Keine Milzbrandcolonicen60 ,, B ,. 28 ,




357

DIE BACTERIENFEINDLICHEN EINFLUSSE DES THIERISCHEN IKKORPERS.

Rl LTINS AR L
po} ydwmied atuojon

‘uegfydoadesy pun

‘UOPUY NZ UOJ[IOVY ouley

loup woy gsed JyoIN| ‘uoespuriqz[IY 01wy | walem woyfooynar] U] UAIOS IYDS PO ‘ud[{ouy djILiaudfep oo S SR E
‘uofprong AL Uadep Jiels ma3Lo
uapuniyg */63 ‘dojoopueiqz(l{ #5rury | -oqner| WOSUId U[ ‘13IJ«PUN JIA[OAUL Yavls Wapy[ ofue] 9IoIyay “ 91 | b
‘noplydordeg o1a
Waq103808 JOIN  {TORIHO[0PRBIqZ[IT] SUIY] ‘w93 H0)NOT] WL UD{[IDVY JUMN0LJ 0§ SU[[IRY I9[VWIOU U0 L T
‘unyfooynory
‘O 0F—08 Ul W[ JUAN0L () ‘O[BULION TH0U WuvY -ualjeg Siwe “O01 1T
sy koo nory
“ *heg Ul wA([ov jUa004d G9  CMIA[OAUL IS CUAIovg SImop| masuL L | oF
. 98—08 ‘u91£00NOTT UL wa[Iovy JUA00LT 1L ‘UITOIA[Ssa(T “ 031 | 68
‘uag{ooynar] ur uayjoeg
tue001 g ¥ Lg -pueSorroqy ‘fejrAfoAur Jynvy CuS[[R JI05Iue g “  ¥cel 8
‘uayfooynary
¢ 83 ur ue[[Pvg UsI0IJ (8 “JqBJes SSBI Uaf[lovg oSO (] “ 301l L8
‘uogfooynor Ul WA[[IVY 9P
A 2 4 19201 J 1% 1] S[AT], Wassold mmy, “loSynwl UOMLIOJSUOTIN[OAU] € 8E 98
‘uagfooxner] ur uajjovg
wopums €3 JB00LT T U[IOVY SJUA[0AUY Jiwap  wofooyuar [91A yorjmoaly | wepuniy 3,03 gg
- =
B L IR EL : TYORE NS | @
osngpy uegydurred .Sﬁmmﬁﬂwww__m P punjog Jayostdoysoryifg -193UN 9pInM m
yomsydwy woa 91 it A yongsyduy su(q =

Y 091 Siq 0T Injerodwa], UWIYISQLT JIW AYONSIIA

II 2P qv ],




358 G. NuTTaLL:

Die Aufnahme der Bacillen von Seiten der in das Impfstiick einge-
wanderten Leukocyten scheint, wie die umstehenden Tabellen zeigen, ziem-
lich langsam vor sich zu gehen. Nach 16 stiindigem Verweilen des Impf-
stiickes unter der Froschhaut waren, trotz reichlichem Vorhandensein von
Leukoeyten, solche welche Bacillen enthielten, nicht aufzufinden. Metsch-
nikoff behauptet allerdings schon nach 12 bis 15 Stunden reichlich ba-
cillenhaltige Zellen angetroffen zu haben.

Dagegen hatte nach 22 Stunden schon eine ziemlich bedeutende Auf-
nahme stattgefunden. In einem Falle wurden 27 Procent aller vorhan-
denen Bacillen als in Zellen liegend constatirt, in andern allerdings nur
1 Procent.

Vom Ende des ersten Tages an scheint die Menge der aufgenommenen
Bagcillen allmihlich zuzunehmen, bis bei etwa 90 bis 120 stindigem Ver-
weilen des Impfstiickes unter der Froschhaut 50 bis 70 Procent der vor-
handenen Bacillen in den Leukocyten gefunden werden. Bis zum 10. Tage
bleibt dieses Verhiltniss annfihernd dasselbe.

Dabei ist schon ziemlich frith zu constatiren, dass die absolute Zahl
der Bacillen von Tag zu Tag mehr abnimmé. Schon am 3. oder 4. Tage
Tage macht sich diese Abnahme bemerkbar. Am 13. oder 14. Tage ist
wegen der sehr geringen Menge der noch vorhandenen Bacillen die
Schitzung des Verhilltnisses zwischen freien und von Leukocyten aufge-
nommenen schon sehr schwierig. In den Leukocyten lagen in einem sol-
chen Falle etwa 30 Procent. Am 16. Tage wurde von den sehr spirlich
vorhandenen Bacillen keiner in den Leukocyten gefunden.

An den aufgenommenen Bacillen waren im Allgemeinen keinerlei stirkere
Verinderungen zu constatiren, als an.den freiliegenden Exemplaren. In
den ersten zwei Tagen boten die meisten Bacillen noch das normale Aus-
sehen dar und farbten sich mit Methylenblan auch gleichmissig intensiv.
Nach etwa 42 Stunden waren hiufiger Involutionsformen zu constatiren,
die sich im ungefirbten Priparat durch kolbige und knotige Auftreibung
und stellenweisen Zerfall der Stibchen; im gefirbten Priparat, ausser
durch die vorgenannten Merkmale, vorzugsweise dadurch charakterisirten,
dass die betreffenden Stibchen sich nicht wie gesunde Bacillen mit
Methylenblau schon intensiv blau, sondern in einem schmutzigen mehr
weniger violetten Tone farbten, der um so blasser wurde, je stirker die
Degeneration ausgebildet war. Diese Verinderungen zeigten sich
gleichméssig an freien Bacillen und solchen, die von Leuko-
cyten aufgenommen waren. Erhebliche Unterschiede in der Schnellig-
keit oder Imtensitit der Degeneration zwischen den aufgenommenen und
freien Bacilllen konnte ich nicht beobachten. Nur das steht fest, dass
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Degenerationsformen in beiden Féllen um so hiufiger werden, je linger
das Impfstiick unter der Froschhaut verweilt.

Die Menge der Involutionsformen nahm, wie schon hervorgehoben,
von Tag zu Tag zu. Nach 78 Stunden firbte sich schon der grisste
Theil der Bacillen ungemein blass, und waren kolbig und knotig aufge-
triebene Formen bei weitem hiufiger wie normale. Doch wurden auch
nach 7 Tagen noch gut gefirbte und gut geformte Bacillen aufgefunden.
Nach 13 Tagen waren unter den nur noch spirlich vorhandenen Bacillen
wenige von normaler Form, keiner von normalem Farbungsvermégen mehr
zu entdecken.

Da die Bacillen innerhalb und ausserhalb der Leukocyten
gleichmassig degenerirten und die Menge der Involutionsformen in
beiden Fallen mit der Zeit successive zunahm, so muss die Méglichkeit
zugegeben werden, dass auch die von den Leukocyten aufgenommenen
nicht sowohl der von Metschnikoff angenommenen intracelluliren Ver-
dauung zum Opfer fallen, sondern ebenso wie die freigebliebenen Bacillen
in Folge irgend welcher noch unbekannter schidlicher Einflisse absterben
und zerfallen.

Saprophyten, an deren Betheiligung beim Zustandekommen der Dege-
neration der Milzbrandbacillen von vornherein sehr wohl gedacht werden
konnte, waren anscheinend an dieser Schidigung der virulenten Bacterien
unschuldig, da sie bei der ersten Versuchsreihe (s. Tab. L) in den weit-
aus meisten Fallen sowohl mikroskopisch als auch in den angelegten
Platten vermisst wurden, und da hier Involutionsformen dennoch ebenso
rasch und ebenso reichlich auftraten, wie in den Féllen, in denen Sapro-
phyten neben den Milzbrandbacillen gefunden wurden.

Eine Abnahme oder ein Verlust der Virulenz der unter der
Froschhaut dem Einfluss der Leukocyten preisgegebenen Bacillen findet
sicher nicht statt, wie die kurzen Fristen beweisen, innerhalb welcher die
geimpften Miuse erlagen. In der ersten Versuchsreihe (Tab. I) starben zwar
die Miuse meistens bedeutend zu spit, was fiir eine Abschwachung zu
sprechen schien. Doch war nur der Impfmodus hieran schuld. Es wurden
némlich kleine Partikelchen des Impfstiickes den Méusen direct unter die
Haut gebracht. Hier gebrauchten offenbar die hauptsichlich im Innern des
Stiickes noch vorhandenen lebensfihigen Bacillen einige Zeit, um bis an
die Oberfliche durchzuwachsen und die Infection zu bewirken. Als der
Impfmodus gefindert wurde (Injection einer Aufschwemmung des Impf-
stiickes, Tabelle II), starben die meisten Miuse zur rechten Zeit. In
beiden Versuchsreihen starben die von den ersten MAusen, mochten die-
selben zu spat oder rechtzeitig gestorben sein, geimpften Mause (in den
Tabellen mit B bezeichnet) regelmissig zwischen der 20. und 23. Stunde.
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Da in neucrer Zeit wieder von Lubarsch (Fortschr.d. Med. 1888. Nr. 4)
eine Abschwiichung der Milzbrandbacillen unter der Froschhaut behauptet ist,
glaube ich auf diese in zahlreichen Versuchen gewonnenen Resultate noch be-
sonderen Nachdruck legen zu sollen.

Auch mit den auf den Gelatineplatten gewachsenen Colonieen Wmden Zu
wiederholten Malen Infectionsversuche angestellt, welche ebenfalls bewiesen, dass
eine Abnahme der Virulenz nicht stattgefunden hatte. So starb eine Maus,
welche von einer Platte, die aus einem 16 Tage unter der Froschhaut gelege-
nen Impfstiick hergestellt war und auf welcher nur noch wenige Colonieen sich
entwickelt hatten, nach 17!/, Stunden an Milzbrand. Nach Lubarsch sollen
aber die Culiuren aus dem Impfstick vom 6. Tage an niemals mehr Miuse
todten, also die Bacillen vollig abgeschwacht sein.

Als besonders beweisend sei noch folgender Versuch angefiitbrt: Einem Frosch
wurde ein kleines Stiickchen Lunge einer milzbrandigen Maus, wie gewdhnlich, unter
die Haut des Riickens gebracht. Nach 6 Tagen wurden aus dem Organstiickchen
und dem gallertigen Exsudat Plattenculfuren angelegt. Es wuchsen reichlich
Milzbrandcolonieen, doch untermischt mit einigen Saprophyten. Die Colonieen ent-
wickelten sich in der fiir virulenten Milzbrand gewohnten Zeit zur normalen
Grosse, so dass schon durch den Anblick der Platten eine Abschwiichung aus-
zuschliessen war. Von den kleinsten und kitmmerlichsten Colonieen wurden
drei Miuse geimptt, von welchen zwei nach 18-—20 Stunden, eine nach etwa
30 Stunden an Milzbrand starben. Eine von der letzien Maus geimpfte zweite
starb nach ca. 20 Stunden an Milzbrand.

Dass nicht nach noch lingerer Zeit sich unter den im Impfstiick erhalten
bleibenden Bucillen hier und da einige abgeschwiichte vorfinden, will ich durch-
aus nicht fiir unmoglich erkliren. Um aber die Abschwichung einzelner Ba-
cillen iiberzeugend darzuthun, wird man sich unbedingt des Plattenverfahrens
bedienen und die einzelnen gewachsenen Milzbrandcolonieen (denen man bei
stirkerer Abschwiichung wegen ihres kiimmerlichen Wachsthums schon fast ohne
Weiteres die Abschwichung ansehen kann) durch Thier- und Culturversuche
priifen missen. Bei directer Anlage von Stich- oder Strichculturen uud nach-
folgender Ziuchtung bei hoher Temperatur, wie Lubarsch dieselbe angewendet
hat, ist wegen der grossen Gefahr der Verunreinigung durch rasch wachsende
Saprophyten, sowie auch wegen des rascheren Wachsens und Ueberwucherns
der nicht abgeschwichten Milzbrandbacillen ein exacter Nachweis der erfolgten
Abschwichung gewiss nicht zu erbringen.

Die Behauptung von Metschnikofft, dass die Virulenz der im Impi-
stiick enthaltenen Bacillen zwischen dem 3. und 5. Tage verloren geht,
ist somit als nicht zutreffend erwiesen. Noch nach 16 bis 17 Tagen
waren virulente Milzbrandbacillen in den Impfsticken vorhanden. Es
wird natirlich die Grisse des unter die Froschhaut gebrachten Organ-
stiicks auf die langere oder kirzere Lebensdauer der Bacillen im Innern
desselben von Einfluss sein. In einem grosseren Stick werden sich langer
lebensfihige Bacillen erhalten, als in einem kleinen, da die die Vernich-
tung der Bacillen bedingenden schiddlichen Einfliisse im ersten Falle lang-
samer in das Innere des Stiickes vordringen werden. Um so sorgfaltiger
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hube ich darauf geachtet, die Impfstiicke moglichst klein und nicht um-
fangreicher, als Metschnikoff sie benutzt hat, zu withlen. Die Differenz
‘unserer Resultate ist vielmehr wohl auf die Unterschlede in der Methodik
zuriickzufiithren, indem .der von mir eingeschlagene Impfmodus und die
Cultur in Platten in zuverlissigerer Weise liber dus Vorhandensein lebens-
fithiger Baeillen zu entscheiden vermochte.

Tabelle III.
Versuche mit Sommerfrischen u. virulenten Milzbrandbacillen bei 17—2920C.

= .
% Das upfSticl) gy roskopischer Befund an Bxgebniss der D}feuvl:’l’,lf‘te{flll\‘lf;fltgk
:12 - o o 0}
g sucht nach: der Impfstelle ‘Plabtencultm sterben nach
95 1 Tag Geringe Aufnahme durch = grg
Leukocyten S
-5
96| 4 Tagen | g>N
- =" |} Allmghliche Abnahme der ) 2 e
97 6 . || Bacillen. Degeneration in Nur Milz- £87
Il ‘cloichem Maasse an den | brandcolon. Tag
98 10, l freien und aufgenommencn =R
99 s . Bacillen 573':“:
| s 3
100 14, Bacillen fast sammétlich in- | Nur Milz- 22R
volvirt brandeolon. -

Tabelle IV.

Versuche mit Froschen und 18 Tage abgeschwiichten Milzbrandbacillen
bei 10 bis 16° C.

5 ; ok Die vom Tmpf-
D Das Lmpfstick Mikroskopischer Befund an der Ergebniss dery stiick ge-
4 | wird unter- Tmpfstell | Plattencult fren M
5 | sueht nach: mpistelle attencultur |impften Mause
= |t !atelben nach:
80 | 26 Stunden| Bacillen frei. Meist gut erhalten. Nur Milz- '

brandeolon.
80 | 47 " Bacillen grossten Theils involvirt. Fast nur 68 Stunden

Ein grosser Theil in Leukoeyten. Milzbrand-
colonieen.

90 50 ’ Bacillen theils frei, theils in Leukocyten.

91 | 84 - Bacillen meistens involvirt. Fast nur 40 ..
z. Th. in Leukocyten. Milzbrand-
colonieen.
92 | 91 2 desgl. 84 .
93 5 Tagen desgl. Fast nur | 40—46 3Std.
Milzbrand-
colonieen.
9+ 7 , desgl. | 1 Tagen
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Tabelle V.
Versuche mit Froschen und virulenten Milzbrandbacillen bei 23° C.

Das Impf- a ... |Die vom Impi-
stitck wird Mikroskopischer Befund an der d%;%ﬁg&’:; stiick ge-
untersucht Impfstelle impften Mause

nach: cultur sterben nach:

26 | 28 Stunden | (Frosch todt). Die Bacillen an der Impf- — -
stelle zu langen Fiden ansgewachsen. In
Herzblut u. Leber keine Milzbrandbacillen.

27|28 (Frosch todt). Saprophyten an der Impf- — —

stelle. Milzbrandbacillen zu langen Fiden

ausgewachsen, von normalem Aussehen.
Selten Aufnahme durch Leukocyten.

28 123 (Frosch todt). Wie vorher. In Herzblut - —
und Leber einige kurze Milzbrandbacillen.

25 124 (Frosch lebendig). Milzbrandbacillen zu —_ 243/, Std.
"|langen Fiden ausgewachsen. Wenig Sa-
prophyten. 2 Proec. der Bac. in Leukocyten.

29 {48 (Frosch lebendig). Etwa 27 Procent der — 27 »
Bacillen in Leukocyten.

32|68 (Frosch todt). Ziemlich viel Saprophyten. — -
Etwa 50 Proc. Milzbrandbac.in Leukocyten.

34 168 (Frosch todt). Etwa 20 Proc. Milzbrand- — —
bacillen in Leukocyten.

30195 ,, (Frosch lebendig). ca. 31 Proc. Bacillen — 27 Std.

in Leukocyten. Ein grosser Theil der Ba-

cillen farbt sich schlecht. Doch sind eben-

soviele der degenerirten frei, wie aufge-
nommen.

33 | 7 Tagen |(Frosch todt). Etwa 12 Proc. Bacillen in| Keine 25
Leukocyten. Zahl der Bacillen bedeutend | Milzbrand-
geringer wie vorher. colonieen.

31| 9 48 Procent der Bacillen in Leukocyten. desgl. stirbt nich

Zah] der Bacillen sehr gering. Die meisten an Milzbrand.
sehr blass und involvirt und zwar eben-
sowohl die aufgenommenen wie die freien.

Da ich Anfangs meinte, dass vielleicht auch die geringere Wider-
standsfihigkeit der Frosche gegen Ende des Winters die Resultate beein-
flusst haben konnte, so habe ich im Mai 1887 noch eine Versuchsreihe
mit kriftigen Sommerfroschen angestellt, deren mit den vorigen Versuchen
iibereinstimmende Resultate in Tabelle IIT verzeichnet sind.

Versuche mit abgeschwéchtem Milzhrand (Méuse aber nicht Kanin-
chen todtend) in der oben angegebenen Weise angestellt, ergaben mikro-
skopisch im Ganzen denselben Befund wie vorher (siehe Tabelle IV). Mause
mit dem Impfstiick geimpft, starben zwischen 40 und 84 Stunden. Die
Versuche wurden nur bis zum 7. Tage fortgesetat.

Wurden die Frosche im Briitofen bei constanter Temperatur von
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etwa 23° C. gehalten, so war in den ersten Tagen eine starke Wucherung
der im Impfstiick enthaltenen Bacillen zu constatiren. Nach 22 Stunden waren
drei Frosche gestorben, wahrscheinlich in Folge zu hoher Temperatur.

Bei einem derselben konuten einige Milzbrandbacillen in Leber und
Herzblut nachgewiesen werden. Im Impfstick fanden sich viele lange
Milzhrandfaden, von denen jedoch nur sehr wenige von Leukocyten auf-
genommen waren. Bei einem 24 Stunden nach der Impfung untersuchten
lebenden Frosche fanden sich 2 Procent der Bacillen in den Leukocyten,
etwa 12 Procent der letzteren enthielten Bacillen (vergl. Tabelle V). Die
freien Individuen waren vielfach zu sehr langen, durch mehrere Gesichts-
felder gehenden Fiden ausgewachsen. Auch die Leukocyten hatten solche
lange Fiden aufgenommen, welche, um in dem kleinen runden Korper der
Zelle Platz zu haben, oft in der mannigfachsten Weise winkelig geknickt
oder spiralig gewunden waren.

Die Thitigkeit und Fresslust der Leukocyten schien durch die etwas
erhohte Temperatur gesteigert zu sein. Nach 48 Stunden waren schon
27 Procent der Bacillen in Zellen, nach 68 Stunden ca. 50 Procent,
wobel noch zu bemerken ist, dass hier die absolute Menge der vorhandenen
Bacillen ungeheuer viel grisser war, als in den Versuchen bei niederer
Temperatur.

Nach 95 Stunden waren 31 Procent der Bacillen von Leukoeyten
aufgenommen. Von dieser Zeit ab war eine deutliche Abnahme der
Bacillen zu beobachten. In den nach linger als 95 Stunden unter-
suchten Froschen treten immer mehr abgestorbene Individuen auf. Die
absolute Zahl der vorhandenen Bacillen ist aber stets noch betriichflich
grosser als in den Versuchen bel niederer Temperatur zu derselben Zeit,
was sich leicht daraus erklart, dass in letzterem Falle eine anfingliche
Vermehrung nicht stattgefunden hatte. Nach 9 Tagen waren die meisten,
sowohl frei als in Leukocyten liegenden Bacillen involvirt. Die Zahl der
degenerirten freien Bacilllen war sicher nicht kleiner, eher grosser als die
der aufgenommenen. Die von Leukocyten gefressenen waren stellenweise
nur durch gefirbte Querlinien noch zu erkennen.

Saprophyten waren in allen Fillen neben den Milzbrandbacillen in
grosser Anzahl aufzufinden. Ein Theil derselben war ebenfalls in Leu-
kocyten enthalten.

Ausser bei dem oben erwihnten Frosch, der nach 23 Stunden starb,
fanden sich niemals Milzbrandbacillen in den Organen und im Herzhlut
der Thiere.

Die Virulenz der Bacillen war bis zum 7. Tage noch vollstindig vor-
handen; eine vom Impfstiick inficirte Maus starb nach 25 Stunden am
Milzbrand. Am 9. Tage waren anscheinend die Bacillen abgestorben, da
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eine geimpfte Maus nicht mehr an Milzbrand starb und da auch auf
den Platten keine Milzbrandeolonieen sich entwickeltern.

Auffallend sind die letzterwahnten Versuche dadurch, dass die Milz-
brandbacillen zwar anfinglich sich {ppig vermehrten, aber schliesslich
doch vollstindig zu Grunde gingen und zwar rascher wie in den Ver-
suchen bei niederer Temperatur. Es fragt sich nun, ob die nachtrigliche
Hemmung des Wachsthums und das Absterben der Bacillen der Thiligkeit
der Leukocyten zuzuschreiben ist. Wir sahen zwar, dass anscheinend die
Activitit der letzteren durch die geringe Temperatursteigerung etwas
erhdht war und dass sie etwas reichlicher als in den Versuchen bei
niederer Temperatur Bacillen aufgenommen hatten, aber es war doch
immer héchstens die Hilfte der vorhandenen Bacillen, welche in Leu-
kocyten lag. Wenn wir auch von dieser Hilfte annehmen wollten, dass
sie durch Kingeschlossensein in die Zellen am Wachsthum gehindert
wurden, so ist doech nicht einzusehen, warum ebenso der freie Theil das
Wachsthum so bald einstellte und rasch zu Grunde ging. Dass die freien
Bacillen erst in Folge der Priparation frei geworden seien, wie Metsch-
nikoff bei derarticen Befunden anderen Autoren gegeniiber wohl ein-
wendet, ist ausgeschlossen. Abgesehen davon, dass die Priparation sehr
sorgfilltie in der von Metschnikoff angegebenen Weise stattfand, han-
delte es sich bei den freien Bacillen um sehr grosse Mengen und oft wm
lange, durch ein ganzes Gesichtsfeld gehende Fiden, deren Aufnahme
hichstens von einer grossen Zahl von aneinander gereihten Leukocyten
bittte erfolgen konnen. Ich darf deshalb mit Sicherheit behaupten,
dass das schliessliche Zugrundegehen wenigstens eines grossen Theiles der
Bacillen nicht ihrer Aufnahme und Verdauung durch Leukosyten zuzu-
schreiben war.

Mit Froschen, welche bei einer Temperatur von 25° bis 27° C. ge-
halten wurden, erzielte ich folgende Resultate (Tabelle VI).

Zwei Frosche wurden nach 23 Stunden todt gefunden und unter-
sucht. Im Impfstick und wm dasselbe hatte sehr starkes Wachsthum
der Bacillen stattgefunden. Die meisten derselben waren frei, nur einige
wenige lagen in Leukocyten. Im Herzblut und in den Organen wurden
nicht gerade reichliche kurze Milzbrandstibchen gefunden; auch konnten
Saprophyten ebendort in geringer Zahl constatirt werden. Ein 24 Stunden
nach der Impfung getddteter Frosch ergab dasselbe Resultat. Vier Frosche,
welche zwischen 31 und 41 Stunden nach der Impfung gestorben waren,
lieferten #hnliche Befunde. Auch hier konnten in den nicht spérlich
vorhandenen Leukocyten nur sehr selten Bacillen aufgefunden werden.

Ob diese Frosche an Milzbrand gestorben waren, ist bei der oft sehr
geringen Zahl der im Blut und in den inneren Organen gefundenen
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Tavelle VI.
Versuche mit Froschen und virulenten Milzbrandbacillen bei 25—30° C.
: Zeit der Unter-
suchung des Mikroskopischer Befund
Impfsticks

23 Stunden (Frosche todt). Die Bacillen sind zu langen Fiden ausgewachsen.
23 . Selten Aufnahme. In Herzblut u. Leber kurze Milzbrandstdbchen.

T 24 " {Frosch lebendig). Ueppiges Wachsthum der Bacillen an der
Tmpfstelle. Wenige Leukocyten. Sehr selten Aufnahme. In
Herzblnt und Leber ebenfalls Milzbrandbacillen,

RS - 1 (Frosche todt) [nicht vor der 31. Stunde]. Bacillen stark ge-
JL wuchert. Keine Aufnabme durch Leukocyten. Ziemlich viele

80 | 41 Bacillen in Herzblut und in der Leber.

D

82 | 41 .. desgl.

33 | 41 “

13 | 42 w (Frosch lebendig). Bacillen stark gewuchert. Leukoeyten nicht

selten. doch sehr selten Bacillen enthaltend. Milzbrandbacillen
1m Herzblut.

Bacillen wm so schwerer zu entscheiden, als auch nicht geimpfte Frische
bei erhohter Temperatur ziemlich rasch zu Grunde gehen.

Es kann nach diesen und den folgenden Versuchen mit noch hohever
Temperatur die Moglichkeis nicht von der Hand gewiesen werden, dass
die bei 80° und dariiber gehaltenen Frische in ihrer Lebensenergie schon
so herabgesetzt sind, dass sie kaum mehr als lebenskriiftige Thiere zu be-
trachten sind und dass ihr widerstandsloser Korper in #hnlicher Weise
von den Milzbrandbacillen durchwachsen wird, wie ich dieses bei todten
Frioschen, denen ein Stiickchen Milzbrandorgan unter die Haut gebracht
war, heobachten konnte.

Die Resultate endlich, welche bei Froschen in einer Temperatur von
290 his 37° C. erhalten wurden, sind folgende. Trotz aller Cautelen, wie
ausgiebige continuirliche Ventilation des Raumes, in welchem die Thiere
sich befanden, und reichliche Feuchtigkeit der Luft gelang es micht, die
Thiere linger, wie 14 Stunden am Leben zu erhalten. Die meisten
starben nach 5 bis 7 Stunden. Bei allen hatte iippiges Wachsthum der
Bacillen um das Impfstick stattgefunden. Bei den meisten waren auch
im Herzblut Milzbrandbacillen aufzufinden.

Ueherblicken wir die gesammten Resultate dieser Versuche an Frischen,
so zeigt sich zunichst, dass die Angabe von Metschnikoff, dass um die
in Organstiickchen unter die Froschhaut gebrachten Milzbrandbacillen
starke Leukocytenansammlung stattfindet, und dass diese Leukocyten
grosse Mengen von Milzbrandbacillen aufnehmen, vollauf bestitigt werden
konnte. Ebenso war ein Zugrundegehen der aufgenommenen Bacillen
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innerhalb der Leukocyten mit Sicherheit nachzuweisen. Darin aber weichen
meine Befunde von denen Metschnikoff’s wesentlich ab, dass ich eben-
soviele, wenn nicht mebr Bacillen, wie aufgenommen waren, ausserhalb
der Leukocyten einer vollstindigen Degeneration verfallen sah. Weiter-
hin waren in meinen Versuchen nach 16tigigem Verweilen unter dev
Froschhaut im Impfstick noch lebensfihige virulente Milzbrand-
bacillen nachzuweisen. Niemals war eine Abschwiichung der noch am
Leben gebliebenen Bacillen zu constatiren. -

Dass in den bei stark erhohter Temperatur gehaltenen Frischen die
Milzbrandbacillen lebhaft wuchern und aunch in den Korper des Thieres
hineinwachsen, dass an der Impfstelle nur eine geringfiigige Ansammlung
von Leukocyten und sehr selten Aufnahme von Bacillen stattfindet, stimmt
mit den in analogen Versuchen von Metschunikoff erhaltenen Befunden
liberein.

Das fiir die Beurtheilung der Phagocytenthitigkeit als Schutzein-
richtung des Organismus wichtigste Moment ist offenbar die Thatsuche,
dass Milzbrandbacillen unter der Froschhaut auch ausserhalb der I’ha-
gocyten in grosser Zahl zu Grunde gehen. FEs ist einleuchtend, dass
durch Feststellung dieses Befundes die Metschnikoff’schen Experimente
an Beweiskraft erheblich gelitten haben.

Die Froschversuche bilden ausser den Beobachtungen an Daphnien
_die Hauptstiitze der Metschnikoff’schen Theorie. Die Versuche an
Warmbliitern, welche von Metschnikoff in viel geringerer Zahl ange-
stellt waren, lassen schon von vornherein mehr Kinwiinde zu und sind
keinesfalls so beweisend, wie die Froschversuche. Indessen war es immer-
hin wichtig zu erfahren, in wie weit auch beim Warmbliiter nennens-
werthe Mengen von Bacillen ausserhalb: der Zellen ihren Untergang
fanden.

II. Yersuche an Warmbliitern.

Zuniichst wiederholte ich die Metschnikoff’schen Impfversuche mit
virulenten und abgeschwichten Milzbrand am Kaninchenohr.

In der von Metsehnikoff angegebenen Weise wurden sterilisirte
diinnwandige Glasréhrehen mit einer Aufschwemmung von Milzbrand-
reincultur oder von milzbrandigem Organ gefiillt, den Thieren unter anti-
septischen Cautelen in eine unter der Haut des Ohres angelegte Tasche
gebracht und nach Verschluss der Hautwunde dort zerbrochen.

A. Versuche mit abgeschwéchtem Milzbrand.

Mit diesem wurden zunfichst an vier Thieren Versuche angestellt. Der
abgeschwiichte Milzbrand entstammte einer Cultur, welche 18 Tage bei
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42° bis 43° C. gehalten war. Derselbe todtete noch Miuse, aber nicht
Kaninchen. :

In einem ersten Versuche ergab die Untersuchung des Ohres nach
22 Stunden starke Ansammlung von Leukocyten um das Impfrohrchen.
Dieselben hatten in reichlicher Menge meist sehr stark involvirte Ba-
cillen aufgenommen. Auch die freien Bacillen waren meistens stark invol-
virt. — Bei Untersuchung der zur Impfung verwandten Cultur stellte sich
iibrigens heraus, dass anch diese sehr reichliche Involutionsformen ent-
hielt. — Nach 47 Stunden war nur noch ein einziger sehr blasser Baecillus
in einem Ieukocyten liegend aufzufinden. Die Leukocytenansammlung
war fast bis zur Eiterbildung gediehen.

Im zweiten und in den folgenden Versuchen experimentirte ich mit
ganz frischen von Involutionsformen freien Culturen. Nach 16 Stunden
ergab die Untersuchung eine ziemlich bedeutende Leukocytenansammlung,
doch war dieselbe nicht so stark, wie im vorigen Versuch. Die Bacillen
waren meistens frei, nahmen aber — ein Zeichen der beginnenden Invo-
lution — zum grossen Theil die Farbe nicht mehr gut an.

Nach 22 Stunden wurden etwa 50 Procent der Bacillen als in Leu-
koeyten liegend comstativt. Oft waren lingere Fiden von mehreren Leu-
koeyten umflossen. Viele der aufgenommenen Bacillen waren sehr stark
involvirt. Nach 41!/, Stunden war die Zahl der Bacillen geringer ge-
worden; etwa 50 Procent derselben lagen jetzt in Leukocyten. Diese
sowohl, wie die [reiliegenden boten meist den Anblick ausgeprigter
Involutionsformen dar. Nach 64 Stunden fanden sich tberhaupt nur
noch sehr wenige Bacillen, aber darunter immer noch freie.

Bei den iibrigen Versuchen gestalteten sich die Befunde &hnlich.
Nach etwa 16 Stunden wurde ein zellreiches Exsudat um das Impfrohr-
chen gefunden, doch waren in demselben noch die allermeisten Bacillen
frei und zum Theil gut erhalten.

Nach 22 Stunden war ein Theil von Leukocyten aufgenommen und
dieser sowoh! wie der freie Theil bestand fast nur aus Involutionsformen.
Von da ab verschwanden die Bacillen allmihlich, aber immer lessen sich,
solange itherhaupt Bacillen aufzufinden waren, auch freie nachweisen.

Finige Versuche, welche mit dem Pasteur’schen ersten Milzbrand-
vacein angestellt wurden, ergaben dhnliche Resulfate.

Waren die Glasrohrchen mit ganz frischer Bouilloncultur solchen
Vaceins gefiillt, so fand sich nach etwa 20 Stunden um dieselben ein
seroses Exsudat mit einer miissigen Menge von Leukocyten. Die Bacillen
waren fast alle frei und etwa zur Hilfte von normalem Aussehen und
Firbungsvermiogen. Nach 30 Stunden hatte die Zahl der Leukocyten
gugenommen, die der Bacillen hatten sich vermindert. Letztere waren
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zwar meist degenerirt, aber hochstens zur Hilfte von Leukocyten auf-
genommen. Nach 45 bis 48- Stunden waren zwischen und in den reich-
licher gewordenen Leukocyten nur noch ganz spirliche, villig degenerirte
Bacillen nachzuweisen.

Wurde dagegen statt frischer Bouilloncultur eine Aufschwemmung
von einer alten Cultur auf schriger Agarfliche zur Fallung der Rohr-
chen verwendet, so dass fast nur Sporen und Involutionsformen unter die
Haut des Thieres gelangten, so war nach etwa 20 Stunden die Leuko-
cytenansammlung fast bis zur Eiterbildung gediehen. Die Bacillen waren
villig degenerivt. Im Gegensatz zu dem Befund bei Versuchen mit
frischer Cultur, in denen um diese Zeit noch die meisten Bacillen frei
waren, war hier schon fiber die Hilfte der stark degenerirten Bacillen
von Leukocyten aufgenommen. Nach 30 his 45 Stunden hatte die
Leukocytenansammlung sich noch etwas gesteigert. Innerhalb des Rohr-
chens und nahe um dasselbe hatte sich ein ziher Kiter gebildet, in welchem
Milzbrandbacillen nur mit grosser Mihe, theils frei, theils aufgenommen,
aber in beiden Féllen stark involvirt, aufgefunden werden konnten. Fremde
Mikroorganismen, welche die Eiterung hitten hervorrufen kinnen, wurden
in diesen und auch in den folgenden Versuchen vermisst.

B. Versuche mit virulentem Milzbrand.

Zuniichst wurde wieder un drei Thieren mit einer alten sporen- und
involutionsformenreichen Cultur experimentirt. Der Befund war hier An-
fangs dhnlich, wie in den Versuchen mit abgeschwichtem Milzbrand. Das
Exsudat war ziemlich reichlich und Leukocyten fast ebenso zahlreich, wice
in den vorigen Versuchen. Nach 17 Stunden war etwa der dritte Theil
der Bacillen von Leukocyten aufgenommen. Diese sowohl, wie auch die
freien waren stark involvirt. Das vweitere Schicksal der Sporen und Ba-
cillen an der Impfstelle konnte in diesen Versuchen leider nicht verfolgt
werden. Die Thiere starben simmtlich an Milzbrand.

In zwei anderen Versuchen wurde Aufschwemmung von Milz einer
eben an Milzbrand gestorbenen Maus, also sehr lebenskriftiges Material
zur Impfung verwandt. 203/, Stunden nach der Impfung fand sich an
der Impfstelle ein sehr geringfligiges Fxsudat und eine serise Durch-
trinkung des umgebenden Gewebes. Im Exsudat waren wenig Leuko-
cyten vorhanden, Keiner der letzteren hatte einen Bacillus aufgenommen.
Die Bacillen selbst waren fipplg gewuchert und simmtlich von normalem
Aussehen., — Auch spiterhin nahm das Exsudat nicht zu. Die Thiere
starben nach ca. zwei Tagen an Milzbrand.
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In den in der beifolgenden Tabelle (Nr. VII) verzeichneten Versuchen
mit virulentem Milzbrand an Kaninchen wurden etwas grissere Mengen
Impfmaterial zur Fullung der Rohrchen verwandt (0.3 ¢ im Durch-
schnitt). Es zeigte sich dabei, dass die locale Reaction ein wenig bedeuten-
der ausfiel, als in den vorigen Versuchen. Das Gewebe in der Umgebnng
des Impfrohrehens liess in allen Fillen eine starke serdse Durchtrinkung
(Milzbrandgeschwulst) erkennen. In der ndchsten Umgebung des ge-
brochenen Rohrehens fand sich bei Verwendung eines involutions-
rormenreichen Impfmaterials ein zahlreiches Exsudat, welches spiter
fast eitrig wurde. In demselben scheinen die Bacillen anfangs manchmal
gewachsen zu sein, spiter gingen sie jedoch zu Grunde und zwar der
ordsste Theil unabhingig von den Zellen. Wenn in letzteren Bacillen
gefunden wurden, so waren dieselben immer stark involvirt. Im Serum,
welches das Gewebe um das Robrchen durchtrinkte, wucherten die Ba-
cillen sehr iippig. Leukocyten waren in diesem Serum relativ wenig vor-
handen und diese hatten keine Bacillen aufgenommen.

Bei Infection mit frischen, lebenskriaftigen Bacillen war die Leuko-
cytenansammlung um das Rohrchen geringer. Zuar Eiterbildung kam es
nicht. Es degenerirten zwar auch hier einige Bacillen, doch waren die-
selben meist frei. An der Impfstelle fand dann bald eine starke Wuche-
rung der Bacillen statt und von diesen lebenskriftigen Bacillen wurde kaum
je einer in Leukocyten gesehen. Es kann hier nicht meine Aufgabe sein, die
mannichfaltigen an sich sehr interessanten Verschiedenheiten in der localen
Reaction weiter zu verfolgen. Es kdnnen nur ganz sorfiltig ausgefithrte grosse
Versuchsreihen die diesbeziiglichen Thatsachen sicher stellen. Ganz so
einfach, wie Metschnikoff und Christmas-Dirkinck-Holmfeld an-
nehmen, sind die Bezichungen zwischen virulentem und abgeschwichtem
Milzbrand auf der einen, und localer Reaction auf der anderen Seite wohl
nicht. Nach meinen Versuchen ist wenigstens die Moglichkeit nicht von der
Hand zu weisen, dass auch der grissere oder geringere Gehalt der zur
Injection verwandten Culturen an Involutionsformen auf die Stirke der
localen Reaction von Einfluss ist; vielleicht ist auch die Menge der ein-
gebrachten Bacillen nicht indifferent, — alles Punkte, iber die nur nach
eingehenden Versuchen zuverlissige Angaben mdéglich sind.

Was meine Versuche aber deutlich zeigen und wortiber sie in erster
Linie Aufschluss geben sollten, ist die Thatsache, dass, wenn Bacillen im
Exsudat zu Grunde gehen, dies bei dem weitaus grissten Theile ausser-
halb der Zellen stattfindet.

Bei Versuchen an immunen Thieren konnte ich, was die Stirke der
localen Reaction betrifft, die Resultate von Metschnikoff und Christ-
mas-Dirkinck-Holmfeld bestitigen. Fianf Kaninchen wurden nach
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Tabelle VII.

Versuche mit virulenten Milzbrandbacillen am Kaninchen.

Art des zur Impfung
verwandt. Materials

Befund
nach 20 Stunden

Befund
nach 30 Stunden

Befund
nach 45 Stunden

Thier
gestorben
nach:

6 Wochen alte
(zelatinecultur,
welche in Control-
priiparaten fast nur
Sporen und Involu-
tionsformen zeigt.

Aufschwemmung
von Milz einer an
Milzbrand gestorbe-
nen Maus. 9 Stun-
den nach dem
Tode des Thieres.
(Viele Bacillen
schon degenerirt)

8 Tage alte
Bouillonecultur
it zum grossten

Theil normalen
Bagcillen

desgl.
Injection von
0-3 cem ynter die
Haut des Ohres.

6 Wochen alte

Gelatinecultur,
fast nur Sporen
und Involutions-
formen enthaltend.

Ziemlich starke
Schwellung um das
Impfrohrehen. In
dessen nichster Um-
gebung viele Leu-
koeyten. Bacillen
sehr reichlich, zum
grossen Theile gut
gefarbt(gewachsen).
Doch auch viele in-
volvirte. Von letz-
teren ein kleiner
Theil in Leukocyten.

Schwellung um das
Impfrohrchen. In
Exsudat zieml. viel
Leukoeyten. Bacil-
len reichlich. Zum
grissten Theil
degenerirt. Kin
kleinerTheil der
letzteren in Leuko-
cyten.

Exsudat um das
Rohrehen ziemlich
reichlich. Ziemlich
viele Leukocyten.
Bacillen sehr reich-
lich, fastalle normal.
Einige degenerirte
frei. Sehr selten
Aufnahme,

Etwas weniger
Leukocyten, soust
wie vorher.

Leukocytenreiches
Exsudat. In dem-
selben nur degene-
rirte Bacillen. Ein
Theil derselben ist
von Leukocyten auf-

Im Réhrehen und
in dessen ndchster
Umgebung Kiterbil-
dung. Im Eiter nicht
viele Bacillen.
Etwa die Hialfte
involvirt. Auf-
nahme nicht
hiufig.

Im zellenreichen Ex-
sudat in der nich-
sten Umgebung des
Rohrchens ziemlich
viel Bacillen. Mehr
degenerirte wie
vorher. Selten
Aufnahme durch
Leukoeyten.

Keine Eiterbildung.
Im dbrigen wie
vorher.

Wie oben.

Im Serum aus dem
Gewebe, in der Um-
gebung des Rohr-
chens missig viele,
simmtlich normale
Bacillen. Wenig

genominen.
|

Leukocyten. Keine
Aufnahme.

Im Eitermissig viele
Bacillen, fast
simmtlich dege-
nerirt, doch
meistens frei.
Inderauseinem Ein-
schnitt in der Nihe
des Rohrchens aus
dem Gewebe quel-
lenden Flussigkeit
reichliche normale
Bacillen; wenig
Leukocyten.

Im iter um das
Réhrchen wenige
ganz degenerirte
Bacillen. Dieselben
meistens frei.
Lm Serum viele gut
gefirbte Bacillen,
wenig  Leukocyten.
Keine Aufnahme.

In der das Gewebe
in der Umgebung
des Impfrohrehens
durchtrinkenden
Fliissigkeit zieml.
reichliche Leulko-
cyten, ungemein
viele normale Ba-
cillen. Einige de-
generirte frei und
in Leukocyten.

Wie oben.

50 Stunden
an Milz-
brand.

52 Stunden
an Milz-
brand

ca. 50 Std,
an Milz-
brand.

48 Stunden
an Milz-
brand.
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Fortsetzung.
Art des zurImpfung Befund Befund Befund o T? iell; .
verwandt. Materials | nach 20 Stunden | nach 30 Stunden | nach 45 Stunden Uei;’;‘h?n
Aufschwemmung {Ziemlich starke se-Keine Zunahme der 18 Stunden
einer 10 Stunden |rose Durchtrinkung Leukocyten. Reich- an Milz-
alten Bouillon- |desGewebes um dasjliche Bacillen. Die- brand

cultur in NaCl-

Impfréhrchen. Im

selben fast simmt-

Losung. Serum wenigLeuko-|lich normal; keine
Nur normale |eyten. Bacillen fast Aufnahme. -
Bacillen. alle normal. Einige

degenerirte trei.
Ein solcher in einem
Leukocyten.

der Methode von Chamberland und Roux durch intravendse Injection
von 50°™ giner Bouilloncultur von Pasteur’schem Vacein I gegen Milz-
brand immunisirt. Etwa eine Woche nach der Injection wurden vier
Thieren unter die Haut des Ohres etwa O-.3°m einer frischen Bouillon-
cultur von virnlentem Milzbrand, einem Thiere das gleiche Quantum von
Pasteur’schem Vaccin II eingespritzt. Bei simmtlichen Thieren war
nach 24 Stunden ziemlich bedeutende Rithung des Ohres und Sehwellung
um den Impfstich herum zu bemerken. Bel Einstich in die geschwollene
Stelle entleerte sich ecin Tropfen dicken FEiters. In demselben waren
mikroskopisch reichlich Milzbrandbacillen aufzufinden, theils gut erhalten,
theils mehr weniger stark degenerirt. Der weitaus grisste Theil dieser
Bacillen lag frei. Die wenigen, welche in den Leukocyten gefunden
wurden, zeigten kein normales Aussehen, sondern erwiesen sich als de-
generirt, jedoch theilweise nicht in stirkerem Maasse, als ein grosser
Theil der freien Bacillen. Nach 48 Stunden waren alle Bacillen sehr
stark involvirt. Die Aufnahme durch Leukocyten hatte indessen kaum
zugenommen.

Da die Eiterknoten nicht schnell resorbiert wurden, sondern allmih-
lich eine mehr kisige Beschaffenbeit annahmen, so konnte ihr Inhalt
noch nach lingerer Zeit auf das Vorhandensein von Bacillen untersucht
werden. — Vermittelst der Gram’schen Methode gelang es noch nach
acht Tagen die total degenerirten Bacillen, aber fast simmtlich frei, nach-
zuweisen.

I11. Mikroskopische Beobachtungen auf geheiztem Objecttisch.

Es ist durch die vorstehend geschilderten Versuche wahrscheinlich
gemacht, dass die Vernichtung der Bacterien im lebenden Korper nicht
ausschliesslich der Thitigkeit der Leukocyten zufillt. sondern dass sich

24+
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auch noch andere Einfliisse am Zustandekommen der Degeneration der-
selben betheiligen. Am lebenden Thier lassen sich indessen immer nur
einzelne Phasen in den gegenseitigen Beziehungen zwischen Bacillen und
Leukocyten constatiren. Einen besseren Kinblick in manche in Betracht
kommende Umstinde konnte ich zu gewinnen hoffen, wenn ich in mikvo-
skopischen Priiparaten direct das Verhalten der dem Korper entnommenen
Leukocyten zu Bacillen lingere Zeit hindurch continuirlich zu beobach-
ten versuchte. So war vielleicht in derartigen Versuchen genauer festzu-
stellen, ob die Leukocyten gleich die Bacillen aufnehmen oder erst nach
laingerer Zeit, und ob virulente und abgeschwiichte Bacillen sich etwa in
dieser Beziehung verschieden verhalten. Auch versprachen derartige Be-
obachtungen genaueren Aufschluss darfiber zu geben, ob wirklich und in
welchem Umfange eine Degeneration der nicht von Leukocyten aufge-
nommenen Bacillen in thierischen Fliissigkeiten stattfindet.

Eine Anwendung dieser Methode erschien um so mehr angezeigt,
als auch Metschnikoff sich derselben bedient hatte. Derselbe fand bei
Zusammenbringen von Milzbrandbacillen mit Froschlymphe auf dem heiz-
baren Objecttische, dass nur die in den Leukoeyten liegenden Baeillen
Degenerationserscheinungen zeigen, und dass die Leukocyten von fiir Milz-
brand empfiinglichen Thieren bel analogen Versuchen in geringerem Maasse
die Fihigkeit zeigen, Bacillen aufrunebmen, als die von gauz oder be-
dingungsweise immunen Thieren.

Meine Versuche in dieser Richtung, welche anfangs nur zur Nuch-
pritfung dieser Metschnikoff’schen Behauptungen angestellt waren,
ergaben sehr bemerkenswerthe Resultate, so duss eine weitere Ausdehnung
derselben wiinschenswerth erschien. Ich habe deshalb nach einander das
Verhalten der Milzbrandbacillen und spiter auch noch einiger anderer
Bacterien im Blut, in der Lymphe und mehreren anderen Gewebsflissig-
keiten aus verschiedenen Thierspecies eingehend gepriift.

Versuchsanordnung.

Zum Zwecke der mikroskopischen Beobachtung wurden Tropfen der zu
untersuchenden Flissigkeit anf ein Deckglas gebracht, mit einer kleinen Menge
Milzbrandbacillen am Rande geimpft und nun mit Paraffin aaf einen hohl-
geschliffenen Objecttriger aufgekittet. Derartige Priparate lassen sich lange
Zeit beobachten und bei Beachtung aller Vorsichismaassregeln ist eine Verun-
reinigung derselben durch Saprophyten fiir die Zeit der Beobachtung absolut
ausgeschlossen. ‘

Zur Impfung der Tropfen wurden stets nur frische, lebenskriftige
Bacillen verwendet und zwar entweder eine dinne Aufschwemmung von Milz
einer eben an Milzbrand gestorbenen Maus oder ganz frische in sterilisirter
Kochsalzlosung vertheilte Milzbrandfaden ans einer ca. 12 Stunden alten Bouillon-
cultar.
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Die in derartigen jungen Culturen schwimmenden Flocken von dicht ver-
filaten Milzbrandfiden wurden mib einer gebogenen Platinnadel herausgefischf und
in 10 bis 12 ¢m Kochsalzlosung itbertragen. Die gleichmissige Vertheilung in

kleines Gestell, mit

Zwischen beiden }ibbildungen

B A

1echtAéWgescghl(;‘ssen, Séiteﬁénsicht.
Verschluss der seitlichen Oeffnung, sowie ein

Hillfe dessen mehrere Reservepriparate im Kasten untergebracht werden konnen.

, Frontansicht;

Links gebffnet

auf der Tischfliche der conische Deckel zum

Wiairmelkasten,

letzterer stiess anfinglich aut einige Schwierigkeiten; doch ldsst sich dieselbe in
sehr vollkommener Weise erreichen, wenn man in einem starkwandigen Prebir-
rohrehen die Fliissigkeit mit etwas sterilisirtem groben Sand oder feinstem Kies
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kraftig-schiittelt. Bs gelingt durch dieses Verfahren eine Zertheilung der Fiden
in lauter einzelne Bacillen.

Von dieser diinnen Aufschwemmung wurden die Tropfem am Rande mit
einer kleinen Platinise geimpft, sodass etwa 30 bis 100 Bacillen in einen
Tropfen gelangten. Die bei Uebertragung der Flocke in die Salzlosung mithin-
eingebrachte Bouillon war durch die Menge der ersteren so verdiinnt, dass bei
den minimalen Mengen, welche zur Impfung der Tropfen verwandt wurden, ein
otwaiges Mitibertragen von Nahrstoffen sicher nicht in Frage kam.

Sollten die Beobachtungen bei Warmbliitertemperatur angestellt werden, sov
bediente ich mich statt des hierzu bis jetzt gewbhnlich verwendeten heizbaren
Objecttisches eines Wirmekastens, welcher das ganze Mikroskop aufnimmt. Der-
selbe ist nach einer von Sachs angegebenen Idee modificirt; im Ganzen einem
von Zeiss in Jena in Handel gebrachten Apparat &hnlich, besitzt derselbe vor
diesem doch einige Vorziige. — Die Seitenwinde sind ndmlich nicht aus Holz,
sondern doppelwandig aus Metall construirt. Der Zwischenraum zwischen den
Wandungen ist an den fixen Theilen, Vorder- und Hinterwand und Boden, mit
Wasser gefiillt, bei den in Charnieren nach auswirts zn klappenden Seitenwiinden
mit Asbest. Ausserdem ist der ganze Apparat mit Ausnahme des kupfernen
Bodens mit Filz bekleidet. Durch diese Construction ist es moglich, mit Hilfe
einer kleinen Gasflamme die Temperatur im Innern idusserst genau comstant zu
halten. Um nicht bei etwa nothwendigen Verschiebungen des Objectes eine
ganze Seitenwand autklappen zu miissen, wodurch die Temperatur im Innern des
Apparates zu sehr herabgesetzt werden wiirde, ist in der linken Seitenwand in
der Hohe des Objecttisches des Mikroskopes eine ovale Oeffnung angebracht,
welche eben das Einfithren der Finger resp. der Hand und somit ein Verschieben
des Objectes ohne erhebliche Aenderung der Temperatur des Innenraumes ge-
stattet. Fir gewdhnlich ist diese Oeffnung durch einen konischen Deckel ver-
schlossen. Aus der Abbildung sind die ndheren Details in der Coustruction
leicht zu ersehen.

In einem derartigen Wirmekasten hilt sich die Temperatur mit Leichtig-
keit bis auf Bruchtheile von Graden durch lange Zeit constant und man hat vor
den heizbaren Objecttischen bisheriger Construction den grossen Vortheil, dass
die Temperatur des Objectes wirklich genau die vom Thermometer angezeigte
ist. — Die inneren Flichen der Wandungen werden beim Gebrauch mit mehr-
fachen Lagen von feuchtem Fliesspapier ausgekleidet.

A. Versuche mit Froschlymphe und Froschblut.

Das fiir diese Versuche nothwendige leukocytenreiche Plasma wurde
in der Weise gewonnen, dass einem Frosch unter aseptischen Cautelen
ein Stiickchen sterilisirte Watte unter die Haut des Riickens gebracht
wurde. Nach 24 Stunden hatte sich um dieses Wattepfropfehen soviel
Lymphe angesammelt, dass man durch Aufsaugen derselben mit einem
Capillarrohr mehrere Tropfen derselben bekommen konnte, welche in der
obenbeschricbenen Weise mit Milzbrandbacillen geimpft und lingere Zeit
beobachtet wurden. '
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An diesen Préparaten war bald nach Beginn der Unfersuchung die
Aufnahme von Bacillen durch die lebhaft beweglichen Leukocyten zu con-
statiren. Langere Fiden wurden oft von mehreren Leukocyten geradezu
umflossen, so dass rosenkranzartige Gebilde entstanden. Degenerations-
vorginge waren sowoh!l an den freien, wie an den aufgenom-
menen Bacillen nach einigen Stunden deutlich zu sehen, indessen aus-
gesprochen und prompt nur bei Temperaturen zwischen 15° und 18¢ C.

Zwel freie Bacillen, die hei 15° C. continuirlich beobachtet wurden,
zeigten nach vier Stunden deutliche Zeichen des Zerfalles. Bei 18¢ C.
wurde in lingeren freien Fiden die Involution einzelner Glieder im Ver-
laufe weniger Stunden deutlich beobachtet. XEbeuso konnte ich in mehreren
anderen Fillen bei dieser Temperatur an freien Bacilien innerhalb 3 bis
6 Stunden deutliche Verinderungen wahrnehmen.

Die Verinderungen bestanden hauptsichlieh darin, dass das Proto-
plasma des Bacillus zunichst kornig wurde und der Coutour eine mehr
unregelmissice Begrenzung annahm. Nach und nach verschwand ent-
weder die kirnige Structur wieder, der Contour erschien schart, der Ba-
cillus selbst aber wurde blasser und entschwand dem Blicke fast voll-
stindig; oder die Kornung des Protoplasmas nahm noch mehr zu and der
Bagcillus zerfiel in mehrere Stiickchen. Auch kolbige und knotige Auf-
treibung heohachtet man an den absterbenden Bucillen ziemlich oft. Ebenso
ist Quellung oft wm das Doppelte der normalen Dicke nichts Seltenes.
Alle diese Veriuderungen lussen sich an freiliegenden Bacillen sehr gut
beobachten.

Bei den in Leukocyten liegenden dagegen macht das directe Beob-
achten der Degenerationserscheinungen sich etwas schwieriger, da der ein-
mal vollstindig in das Protoplasma der Zelle aufgenommene Bacillus ohne
Zusatz von Reagentien nicht sehr deutlich zu sehen ist. Nur manchmal
sicht man im f{rischen Priiparat die Verfinderungen auch an aufgenom-
menen Bacillen sehr klar, wenn diese briickenformig iiber einer Vacuole
liegen. Nach der Firbung der Priiparate treten iibrigens auch an den
dbrigen in Zellen licgenden Bacillen die Zerfallserscheinungen sehr gut
hervor.

Zur Farbung wurde ausschliesslich eine diinne alkalische Methylen-
blaulésung verwandt, welche die Verfinderungen der Bacillen von ihren
ersten Anfingen bis zur stirksten Ausbildung in ausgezeichnet fein ab-
gestufter Weise zur Anschauung bringt, so wie dieses oben niher beschrieben
ist.  Vermittelst der von Metschnikoff angegebenen Vesuvinmethode
lassen sich feinere Unterschiede in der Degeneration der Bacillen nicht
erkennen. Dieselbe zeigt hochstens, ob ein Bacillus noch lebenskriftig,
oder ob er ganz abgestorben ist.
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Wurden die bei 15° bis 18% gehaltenen Priparate nach etwa 6 Stun-
den gefirbt, so zeigte sich, dass mindestens 50 Procent der freien
Bacillen degenerirt waren, wibrend im Anfange des Versuches in
Controlpriparaten nur normale Bacillen gefunden wurden. Die freien
degenerirten Bacillen waren in allen Priijparaten mindestens ebenso
reichlich wie die aufgenommenen.

Bei hoheren Temperaturen (23° bis 24° C.) konnte ich nach mehreren
Stunden an den freien Bacillen keine Verinderung constatiren. An den
aufgenommenen wurden in einem Falle nach 18 Stunden Veriinderungen
gesehen. ODb dieses Resultat jedoch constant ist, mochte ich auf Grund
meiner wenig zahlreichen Versuche nicht entscheiden.

Bei den vielfach angestellten Versuchen zwischen 15° bis 18° C.
war niemals Wachsthum der Baeillen zu schen, withrend sich in einem
zur Controle mit Bouillon hergestellten analogen Priiparat 8 gleichzeitig
continuirlich beobachtete Bacillen um !/, bis Y/, ihrer urspringlichen
Linge vergrissert hatten, ein Zeichen, dass es nicht die niedere Tem-
peratur der Priiparate war, die das Wachsthum behinderte.

Mehrfach wurde festgestellt, dass die Leukocyten lange Bacillenfiden
aufnchmen und in der mannigfachsten Weise kriimmen wund knitken
kinnen. — In einigen Fillen wurde um die aufgenommenen Bacillen
Bildung von Vacuolen gesehen, eine Erscheinung, welche Metschnikoff
nach Analogie mit den Amdben als Symptom der intracelluliiren Verdauung
der Bacillen seitens der Leukocyten auffasst. Nach meinen Beobachtungen
scheint ihr eine derartige Bedeutung nicht zuzukommen, da ihr Auftreten
ein ganz regelloses war. Manchmal fanden sich Vacuolen in Zellen, welche
gar keine Bacillen enthielten, dann, — und dies ist nicht so selten —
zeigte sich um manche Bacillen sofort nach der Aufnahme Vacuolen-
bildung, und endlich fehlte diese in den allermeisten bacillenhaltigen Zellen
{tberhaupt. ‘

Es ist mithin aus diesen Versucheu mit Froschlymphe nicht zu ent-
nehmen, dass den Leukocyten an der Vernichtung der Bacillen ein aus-
schlaggebender Antheil zukommt.

Beobachtungsreihen, welche in analoger Weise an hingenden Tropfen
von aus dem Herzen von Froschen entnommenen Blute angestellt wurden,
ergaben fast das nimliche Resultat. Von Anfang an wurden ziemlich
viele Bacillen von den Leukocyten aufgenommen, doch blieb stets ein sehr
grosser Theil frei. Freie sowohl wie aufgenommene Bacillen erwiesen
sich nach 5 bis 6 Stunden in gefirbten Priparaten als vollstindig degene-
rirt. An den freien konnte ich die fortschreitende Degeneration
auch im frischen Priparate sehr gut heobachten.
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Aehnlich waren die Erscheinungen im Blut einer Krote, nur dass
hier die Degeneration der Bacillen etwas schneller vor sich ging (siehe
Tab. IX).

B. Versuche mit Blut von Warmblitern.

Bei den folgenden Versuchen mit Siungethierblut wurde von dem
einem kleinen Blutgefisse oder einer kleinen Wunde entquellenden Blut
rasch mit einer Platinise ein Tropfchen auf ein Deckglas gebracht, in
oben beschriebener Weise am Rande mit Milzbrandbacillen geimpft, und
dann wurde das Deckglas mit Paraffin anf einen schon vorgewirmien
hohlgeschliffenen Objecttriger aufgekittet.

Das Priparat wurde dann sofort in den Warmekasten des Mikro-
skopes, welcher auf die Bluttemperatur des betreffenden Thieres erwirmt
war, eingebracht und dort beobachtet.

Selbstverstindlich wurde bei der Entnahme des Blutes aus dem Korper
und beim Uebertragen desselben auf dic Deckgliser die strengste Asepsis
beobachtet. Die Deckgliser, auf welche die Tropfen gebracht wurden,
waren durch Erhitzen in der Flamme eines Gasbhrenners sterilisirt. Ver-
unreinigung des Blutes durch fremde Mikroorganismen habe ich deshalb
nur sehr selten beobachtet.

Da die Blutstropfen auf dem Deckglase nach kurzer Zeit gerannen,
und die um das Coagulum f{ibrigbleibende und von diesem ausgepresste
blutig serise Ilissigkeit sich vorwiegend am Rande des Tropfens an-
samamelte, so wurden die Milzbrandhacillen stets am fiussersten Rande
des Tropfens eingebracht, damit sie auch withrend der ganzen Dauer der
Beobachtung von Fliissigkeit umgeben waren und nicht etwa mit in
das Coagulum eingeschlossen wurden. Auch erleichterte natiirlich die
grissere Durchsichtigkeit der dimnen Randschicht die Beobachtungen
wesentlich. Das Gerinnen des Blutes hebt, wie hier schon bemerkt werden
mige, die bacterienfeindlichen Eigenschaften desselben nicht auf; vielmehr
lehrten uns spéter besondere Versuche, dass auch defibrinirtes Blut
dieselben in hohem Maasse besitzt.

Ein oder zwei der jeweilig angefertigten Priiparate wurden nun unter
dem Mikroskop continuirlich beebachtet. Zuerst wurde das ganze Pra-
parat durchmustert, um zu sehen, ob schon Bacillen von Leukocyten auf-
genommen seien, dann wurden einige freie Fiden eingestellt und die an
diesen auftretenden Verinderungen comstatirt. Die nicht continuirlich
beobachteten Priparate wurden ebenfalls im Wirmekasten des Mikroskops
aufbewahrt und nach verschieden langen Zeitriumen auf die an den
Bacillen eingetretenen Verinderungen erst im frischen und dann im ge-
farbten Zustande durchmustert.
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Tabelle VIII.

Versuche mit Blut verschiedener Thierarten und Milzbrandbacillen im
hingenden Tropfen.

- - - @ 3
2 | pempe Thier- |E Zeit der |yo 1 euko-
w |ratur d. S | maximalen oy
@ | m . — cyten auf- Bemerkungen
& | Tropf | species |5 £| Degenera- genommen N
B | Grad . &> | tion nach:
1| 37-6 | Mensch | 4 1 Stunde! Viele 31 Bacillen aufgenommen.
Bacillen | 36 Bacillen degenerirt und frei.
2] 87-5 5 4 1% ., 2 In nach 1%, Stunden gefirbten
Priparaten nur noch wenige nor-
male Bacillen.
3! 37-5 - 3 ) » In gefarbten Priparaten nur noch

sehr wenige normale Bacillen,
viele degenerirte freie.

4| 387-5 ” 11y, ., " I nach zwei Stunden gefirbten
Priparat nur involvirte Bacillen,
frei und aufgenommen.

5| 37-5 v 2 T, " Im gefirbten Priparat fand sich

. nur noch ein normaler Bacillus.

6| 87-5 . 1oy, ” Sehr viele freie Bacillen stark
degenerirt.

71 87 Hund 6 |2Y, ., Missig (Thier zu Tode chloroformirt).

viele Wenig degenerirte Bacillen, davon

Bacillen | 50 Procent frei. Meistens nach
kurzer Zeit Wachsthum.

8] 37 e 6 | S » Nach 4 Stunden noch Degene-
rationsformen. Nach 24 Stunden
starkes Wachsthum.

9 317 - 4 (1Y, .. »
10|40—41| Huln 6 2y, . Viele Nur in der Mitte des Tropfens
Bacillen Degeneration.
114041 » 8 (1Y, . " Nach 24 Std. starkes Wachsthum.
12|46—41{ Taube | 8 1Y, ., » Wenig Degenerationsformen.
Nach 2!/, Stunden Wachsthum.
13| 37-5 |Immuner| 6 1 ., |Zieml viele] Nach 24 Stunden noch kein
Hammel Bacillen Wachsthum.
14| 37-5 {Hammel| 6 1Y, .. " Nach 24 Std. ippiges Wachsthum.

Im Ganzen ergaben diese Versuche, dass zwar ein Theil der Bacillen
von den Leukoecyten aufgenommen wurde, dass aber der grossere Theil
derselben frei blieh und dennoch mehr weniger stark degenerirte. Betreffs
der Aufnahme der Bacillen durch Leukocyten und der Schoelligkeit und
Ausgiebigkeit der Degeneration der freien Individuen zeigten die Blut-
arten der verschiedenen Thierspecies ziemlich bedeutende Ditferenzen.
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Tabelle IX.

Versuche mit Blut verschiedener Thierarten und Milzbrandbacillen im
hingenden Tropfen

= Tempe-| '52. Zeit der ]
% [ratur d.| Thier- |3°S maximalen VO? Leuktt‘)- B
£ | Tropf.| gspecies |5 % | Degenera- gn?)l;n?nuer-ll emerkungen
5 | Grad C. J§,> tion nach |5 i
15| 87 Kanin- | 2 [2Y, Stund.| Missig
chen viele
Bacillen
16| 387 " 1 6 " Die ersten Bacillen degenerirten
nach 3;, Stunden. Degenerirte Ba-
cillen meist frei. Nach 24 St. kein
i Wachsth., nur Degenerationsform.
J1 3T | . 6 15Y, ., . Alle Bacillen degenerirt, meist
i frei. Nach 23 Std. Wachsthum.
18 37 ‘ . 2 Jea.d ” Anfang der Degeneration nach
i 45 Minuten.,
19 37 " 4 — In zwei nach 28 Stunden unter-
suchten Priparaten Beginn des
Wachsthumsneben Degenerations-
formen. In zwei Priparaten nur

I Degenerationsformen.

20 37 1 “ —_ Im nach 23 Std. untersuchten Pri-
. parate fast nur Degenerationsform.
i Nach 47 Std. ippiges Wachsthum.

21y 81 Maus 2 Keine Wenige | Nach 1Y/, Std. hat schon Wachs-
i Degene- | Bacillen | thum stattgefunden; nach 3 Std.
i ration ist dasselbe sehr deutlich.

2 . . et

2y 87 | 1 . . fosgs

25117—19| Froseh | 4
|

5 Stund Viele Gleichmissige Degeneration der

i
i
|
1
37 4 }
| : Gle .
acllien relen u. auigenommenen Baciilen.
1 Bacillen | f g Bacill
i
\

26116—17 : - 515 o, __—
27| 1517, 8 a6 ., .
28 “ 16—17 . Krote 5 23/4 2 » |

. I | !

In den heifolgenden Tabellen (VIII und IX) ist das Verhalten der
Milbrandbacillen im Blut verschiedener Thiere iibersichtlich zusammen-
gestellt. ,

Als Zeit der maximalen Degeneration ist darin der Zeitpunkt be-
zeichnet, wo am frischen Priparat eine Zunahme der Verfinderungen
an den Bacillen nicht mehr constatirt werden konnte. Indem ich aus
einer griosseren Auzahl von Einzelbeobachtungen das Mittel nahm, gelang
es, diesen Zeitpunkt wenigstens annihernd zu fixiren. Nach Eintritt der
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maximalen Degeneration blich der Zustand der Bacillen in den weiter
auf der betreffenden Temperatur gehaltenen Priparaten eine Zeit lang
stationiir, dann trat in den Tropfen, welchen grisserc Mengen von Bacillen
zugefiigt und in welchen noch entwicklungsfihige Reste waren, allmihlich
Wachsthum ein, so dass nach einiger Zeit der ganze Tropfen sich von
einem dichten Filz von Milzbrandfiden durchwachsen zeigte. Tn anderen
Priiparaten (z. B. Vers. 16) kam es zu einer vollstindigen Degeneration
aller Bacillen, und dann blieb natirlich auch in spiterer Periode das
Wachsthum aus.

Von den maximal degenerirten Priiparaten wurde stets eine Anzahl
mit Methylenblan gefirbt, und die so gewonnenen Bilder bestitigten und
erweiterten das am ungefirbten Object erhaltene Resultat.

Zur Controle gleichzeitig bei dersclben Temperatur in einem Tropfen
Kochsalzlisung oder Bouillon gehaltene Bacillen dersclben Provenienz
zeigten, wenn im Blutpriparat schon die maximale Degeneration eingetreten
war, im ersten Fall nur normale Bacillen im zweiten starkes Wachsthum.

In den Tabellen sind die an den einzelnen Thierspecies erhaltencn
Resultate ungefihr in der Reihenfolge des REintrittes der maximalen
Degeneration der freien Bacillen zusammengestellt. — Wir schen, dass
diese Degeneration am schnellsten im Menschenblut eintritt, wo sie in
einem Falle schon nach 3/, Stunden, im Durchschnitt nach 13/, Stunden
beobachtet wurde. Doch mochte ich aus meinen wenigen Versuchen nicht
auf eine Constanz dieser Unterschiede in den Blutarten schliessen. — In
einem Falle traten schon nach 2!/, Stunden in continuirlich beobachteten
Priparaten wieder normale Bacillen auf und mach 4 Stunden war dent-
liches Wachsthum zu constativen. Es waren sehr zahlreiche Bacillen in
den Tropfen gebracht worden, und wahrscheinlich war nur ein Kleiner
Bruchtheil derselben geschiidigt.

Von Leukocyten aufgenommen waren viele Bacillen, doch lagen
immer noch die meisten frei. Wie sich der Umfang der Degeneration
der freien Bacillen zu demjenigen der in die Leukocyten aufgenommenen
verhalt, zeigt Fig. 9 auf Tafel IV. Es geht aus derselben hervor, wie
sehr die degenerirten freien Fiden die eingeschlossenen itberwiegen.

Fast ebenso schnell wie im Menschenblut trat die Degeneration im
Blute von einem immunisirten Hammel ein, wo dieselbe nach einer Stunde
maximal war. Nach 24 Stunden waren immer noch.Degenerationsformen
vorhanden, wihrend nach 26 Stunden Wachsthum constatirt_werden kounte.
Die Abbildung Fig. 8 zeigt, dass die Degeneration nicht so stark war,
wie im Menschenblut; es ist indessen méglich, dass nach einer Stunde
noch nicht das Maximum der Degeneration erreicht war, wofiir auch das
spite Eintreten des Wachsthums in diesen Priiparaten spricht. Die Zahl
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der Beobachtungen war leider zu gering, als dass ich auf die zeitliche
Differenz Gewicht legen konnte. Bei einem nicht immunen Hammel
wurde die maximale Degeneration erst nach 1!/, Stunden beohachtet und
es trat in diesen Priparaten frither Wachsthum auf.

Beim Experimentiren mit Hundeblut wurde zunichst ‘¢ine Probe
mit dem Blute eines zu Tode chloroformirten Thieres gemacht. Die
Degeneration in diesem Blute war eine geringfiigige, in den meisten Prii-
paraten fehlte sie sogar fast ganz und es tiat statt ihrer nach kurzer Zeit
Wachsthum ein. Das mangelhafte Vorsichgehen der Degeneration muss
vielleicht der Tudesart des Thieres und der relativ spiten Blutentnahme
zur Last gelegt werden, da das Blut der Hunde, wie aus den beiden
anderen in der Tabelle verzeichneten Versuchen hervorgeht und auch
durch spatere Versuche bestitigt wurde, sonst eine ziemlich energische
bacterienvernichtende Kraft besitzt, welche der des menschlichen Blutes
nahezustehen scheint. Die Hundeleukocyten sah ich nicht, wie Metschni-
koff, verfallen, sondern sogar ziemlich viele Bacillen aufnehmen.

Das Vogelblut schien nur eine geringe bacterientddtende Kraft zu
besitzen. Die Degeneration war namentlich geringfiigig, was die Menge
der degenerirten Bacillen anlangt; dagegen traten die Degenerations-
erscheinungen selr rasch ein. Auch konnte ich schnelle Aufnahme durch
Leukocyten beobachten. Aus der Abbildung Fig. 7 ist indess ersichtlich,
dass die absolute Menge der degenerirten freien Bacillen immerhin noch
recht bedeutend war.

Der geringe quantitative Effect schien hauptsiichlich dadurch be-
dingt zu sein, dass der Blutstropfen, sowie er auf’s Deckglas gebracht
war gerann, und ausser einem festen Coagulum nur ganz wenig blutig
gefirbte Fliissigkeit zurtickliess. Spitere Versuche, in denen das rasche
Coaguliren durch vorgingiges Defibriniren vermieden und eine grissere
Menge Blut verwandt wurde, lassen keinen Zweifel an der -energischen
bacterienvernichtenden Kraft des Vogelblutes aufkommen.

Langsamer, als in den bisherigen Beobachtungen, aber dafiir sehr
vollstandig, volizog sich die Zerstirung der Bacillen im Blute von
Kaninchen. Hier war im Durchschnitt nach etwa fanf Stunden das
Maximum erreicht und zeigten sich dann fast alle Bacillen involvirt. Nach
" der 28. Stunde trat auch hier gewihnlich Wachsthum ein.

Leukoecyten sah ich kurz (30°) nach dem Zusammenbringen des Blutes
mit den Bacillen letztere aufnehmen, und auch bei spiterer Durchmuste-
rung der Priparate zeigte sich, dass ein ziemlicher Theil der Bacillen in
Zellen lag, wenn derselbe auch nicht so bedeutend ausfiel, wie beim Blut
anderer Thiere. Ich kann demmach die Behauptung von Metschnikoff
dass Kaninchenleukocyten auf dem heizbaren Objecttisch ebensowenig he-
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fahigt seien, virulente Milzbrandbacillen aufzunehmen, wie im lebenden
Thier, nicht bestitigen.

Fast gar keine Degeneration, sondern unverzigertes Wachsthum
trat ausnahmslos im Mauseblut auf. Die Aufnahme durch Leukocyten
war hier eine sehr geringfigige.

Es wurden nun ausser Blut noch einige andere Gewebsﬂussml\elteh
in den Bereich der Untersuchung gezogen, wobei ich besonders mein
Augenmerk auf solche richtete, welche mdglichst wenig zellige Elemente
enthalten, um dem Einwande zu begegnen, als ob die Leukocyten dennoch
auf irgend eine Weise an der Degeneration der Bacillen schuld seien.

In dieser Beziehung ist offenbar Humor aqueus sehr geeignet;
derselbe enthilt, wie auch Metschnikoff zugiebt, sehr wenige Leuko-
cyten. Etwas mehr Leukocyten als Humor aqueus, aber auch immer
noch sehr wenige, zeigte Liquor pericardil

Tabelle X.

Versuche mit Milzbrandbacillen und einigen thierischen Ilissigkeiten im
hangenden Tropfen.

= 1 Tempe-| . : 5281 Zeit der |
% ratur d.| Thier- éﬁsg}‘f_ E 3 | maximalen Bemerkuneen
& | Tropt. species Keit =X D_egentera.- S
> | Grad C. &35 | tion mnach |
29| 38 | Kauin- | Humor | 2 | 1 Stunde Im gefirbten Prapa.ra.t sind nur
| chen agueus noch | hochgradigste Degenerations-
formen zu finden.
30| 38 - a 441 . Nach 1 Std. sind im ungefirbten
Priparat die Bacillen nicht mehr
wahrzunehmen.
31, 38 " Liquor | 2 |1 , desgl.
pericardi.
Versuche mit nachtriiglicher Impfung der Blutproben.
511G 5
o 59 |
tz | Tempe-| Thier- Art der |2-3| Impfung
« | ratar . Fliissig- |~ % |der Proben Bemerkungen
3 species keit = | nach
# | Grad C N
33| 37 Kanin- Blut 4 | 8Y, Std. Wenwe Bacillen degenerxrt
ehen Nach kurzer Zeit Wachsthum.
34| 37 - - 5 16 .. Keine Degeneration. Nach kurzer
i Zeit ippiges Wachsthum,
35| a7 - .- 5 220 . Rasches Wachsthum. Keine De-
generation
36| 37 - v 5 28 .. desgl.
]




DIE BACTERIENFEINDLICHEN EINFLUSSE DES THIERISCHEN KORPERS. 383

Trotzdem erwiesen sich in genau wie vorber angelegten Versuchen
diese drei Flussigkeiten von erheblicher bacterienschidigender Wirkung
(s. Tabelle X). Figg. 10 und 11 zeigen die ausserordentlich starke De-
generation der Bacillen im Humor aqueus eines Kaninchens nach ea. 2 Stun-
den. In Fig. 10 sind neben den degenerirten einige, die gleiche Zeit unter
denselben Bedingungen in einem Tropfen NaCl-Losung gehaltene Bacillen
gezeichnet, um den starken Unterschied augenfillig zu machen.

Es wurde weiterhin noch versucht, wie lange ungefihr ausserhalb
des Korpers das Blut seine bacterienfeindlichen Eigenschaften bewahrt.
Zu diesem Zwecke bereitete ich einige Blutproben (Kaninchenblut) in ge-
wohnlicher Weise vor, nur liess ich die Tropfen vor der Impfung erst
verschieden lange Zeit bel der Korpertemperatur des Thieres stehen. Es
zeigte sich (s. Tabelle X), dass in nach 4—16 Stunden geeimpften Tropfen
keine Degeneration, sondern gleich Wachsthum eintrat.

Ohne vorliufig auf einen Erklarungsversuch der bacterienschiidlichen
Tigenschaften thierischer Fliissigkeiten einzugehen, kinnen wir als
sicheres Resultat unserer Versuche wohl hinstellen, dass in denselben die
Zerstorung der Bacterien nicht durch die active Thitigkeit der Teuko-
cyten bedingt ist. Die erwihnten Versuchsergebnisse und ein Blick anf
die Abbildungen lussen dies klar erkennen.

Ich habe zwar bestittigen kinnen, dass ein Theil der Bacillen von den
weissen Blutzellen aufgenommen wird und in denselben degenerirt, aber ich
konnte auch beobachten, dass sich dieselben Zerfallsprocesse, und zwar in
viel grisserem Umfunge, an den reichlich vorhandenen freien Baeillen
in genau derselben Weise einstellten. Noch unwahrscheinlicher wird der
Kinfluss der Leukocyten, wenn wir in Betracht ziehen, dass in sehr leuko-
cytenarmen Flissigkeiten (Liqu. pericardii und Humor aqueus) ebenfalls
in kurzer Zeit eine vollstindige Degeneration der Bacillen eintrat. Wir
werden vielmehr durch alle diese Beobachtungen zu der Vermuthung ge-
dringt, dass auch die von den Leukocyten aufgenommenen Bacillen schon
nicht mehr vollstindig normal waren, und dass das eigentliche bacterien- -
feindliche Moment in der die Zellen umgebenden Fliissigkeit zu suchen
ist. Der Parallelismus, welcher in den meisten Versuchen zwischen der
Schnelligkeit des Eintrittes der Bacterienvernichtung und der Autnahme
durch Leukocyten besteht, spricht entschieden fiir eine solche Annahme.
Je rascher die Degeneration der frelen Bucillen erfolgt, um so mehr
tinden wir in Leukoeyten. Tritt nur langsame Degeneration ein, so
erlahmt und erlischt inzwischen die Lehensenergie der Leukocyten, und
es ist dann nur noch geringfiigige Aufnahme in die Zellen moglich,

Wir sehen heim Menschen und beim Kaninchen, wo Unterschiede in
der Aufnahme am deutlichsten hervortreten, die Leukocyten nicht inger
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als 2!/, Stunde lebendig bleiben, dagegen erreicht die Degeneration der
Bacillen beim Kaninchen erst nach ca. 8 Stunden den Hohepunkt, withrend
sie beim Menschen schon nach einer Stunde vollendet ist. Dementsprechend
ist die Aufnahme durch Leukocyten beim Mensehenblut weit reichlicher,
als beim Kaninchenblut. Im Miuseblut wurden entsprechend der sehr
geringen Wirkung desselben auf freie Bacillen, auch nur eine kleine An-
zahl Bacillen in den Leukocyten gefunden.

Dass beim Frosch trotz langsamer Degeneration doch reichliche Auf-
nahme stattfand, erklirt sich ungezwungen daraus, dass Kaltbliterleuko-
cyten ausserhalb des Iorpers bei weitem linger lebensfihig sind, als
solche von Warmbliitern. Nach 5—6 Stunden sah ich Froschleukocyten
noch ziemlich ausgiebige Bewegungen ausfihren.

IV. Culturversuche.

Aus den Versuchen mit hingenden Tropfen ist mnicht mit voller
Sicherheit zu ersehen, ob das Blut die Bacillen nur veriindert, oder ob
die als degenerirt bezeichuneten Bacillen, wenigstens zum Theil, auch
wirklich abgestorben, d. h. in gutem Nihrsubstrat nicht mehr ent-
wicklungsfihig sind. Diese Frage zu beantworten war um so wilnschens-
werther, als Fodor!, auf Grund einiger Versuche — die allerdings mit so
erheblichen Fehlerquellen behaftet waren; dass sie als beweisend nicht
angesehen werden kionnen — behauptet hatte, das Blut sei unmittelbar
nach der Entnahme aus dem Korper im Stande, Milzbrandbacillen zu
zerstoren. Auf Grund dieser Versuche hatte IFodor angenommen, duss
das rasche Verschwinden von in die Gefisse injicirten Mikroorganismen
dadurch bedingt werde, dass dieselben im Blute in kurzer Zeit getodtet
und vernichtet werden.

Herr Prof. Fliigge forderte mich daher auf, durch Culturversuche
wo moglich quantitativ festzustellen, ob und in welchem Umfange Milz-
brandbacillen im frischen, dem lebenden Thier entnommenen Blute ent-
wicklungsunfihig werden.

Das einzuschlagende Verfahren bestand im Wesentlichen darin, dass
eine geringe, durch das Plattenverfahren geziihlte Menge Bacillen dem Blute
zugefiigt und nach lingerer Beriihrung mit demselben wiederum geziihlt
wurde. Durch Variiren der Zeitriiume, wihrend welcher man das Blut
und die Bacterien in Beriihrung liess, bez. nach welchem man die Bae-
terien zusetzte, musste es dann leicht sein, festzustellen, wie rasch
das Blut die Bacterien todtet und wie lange es seine bacterienfeindlichen
Ligenschaften hewahrt.

U Deutsche medicinische TWochenschrift. 1887, Nr. 84.
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Ich habe nun in diesem Sinne eine grosse Zahl von Versuchen
angestellt mit dem Resultate, dass wirklich ganz bedeutende Mengen von
Bacillen durch das Blut entwicklungsunfihig gemacht werden.

Die Versuchsanordnung war folgende:

Das einer Arterie oder Vene entquellende Blut wurde in einer sterilisirten
etwa 50 8™ fagsenden Glasstopfenflasche, in welcher sich etwas sterilisirter feinster
Kies befand, aufgefangen. .

Die Flasche hatte bis zum Augenblick des Einlaufenlassens des Blutes im
Thermostaten bei 38° gestanden, so dass eine Abkihlung des Blutes nicht
stattfand. Nachdem die niothige Menge Blut (etwa 25 bis 30 ™) eingeflossen
war, wurde der Glasstopsel aufgesetzt und das Glas einige Male kriftig ge-
schitttelt, wobei dann durch die feinen Steinchen ein sehr vollstindiges De-
fibriniren des Blutes bewirkt wurde.

Das Defibriniren war ans zwei Griinden nicht zu umgehen. Erstens konnte
nur so die Gesammtmenge der Blutprobe auf die eingebrachten Bacterien
einwirken. Das Blut der untersucbten Thiere bildet so rasch nach der Entnahme
ein Coagulum, dass man ohne vorgingige Defibrinirung hochstens mit dem aus-
gepressten Serum die Bacillen mischen kann, gar nicht zu reden von der Schwierig-
Lkeit, derartig rasch gerinnendes Blut in mehrere Gefisse gleichméssig zu ver-
theilen. Wenn es aber auch gelingt, das nicht defibrinirte Blut in kleinen
Portionen zunichst gleichmissig mit den Bucillen zu mischen, so ist doch
spiiter eine genaue Ermittelung der Zahl der noch in ihm enthaltenen Bacillen
deshalb nicht méglich, weil das sich nach kurzer Zeit bildende Coagulum, wel-
ches einen durchaus uncontrolirbaren Theil der Bacillen einschliesst, unmdglich
bei Anlegung von Plattenculturen in der verflissigten Gelatine auch nur an-
nithernd gleichmissig vertheilt werden kanm.

Es zeigte sich indess bei meinen Versuchen, dass bei raschem Defibriniren
des Blutes mit Kies die bacterienfeindlichen Eigenschaften desselben sich mnoch
in sehr erheblichen Grade bemerklich machen.

Von dem defibrinirten Blute wurden sogleich (das Defibriniren dauert nur
wenige Secunden) Proben von etwa 0.5 bis 1™ mittelst einer sterilisirten
Pipette in kleine schon vorgewdrmte Reagensgliser gebracht, welche mit Watte-
pfropfen verschlossen und zum Schutze gegen Verdunstung spater noch mit
Gummikappen iberzogen wurden.

Bei Benutzung von Mauseblut wurden immer mehrere Thiere durch
Schlag auf den Kopf getddtet, der Thorax aseptisch eriffnet, das Blut mit einer
feinen Pipette aus dem gedffneten Herzohr entnommen, in Reagensgliser gebracht
und hier rasch durch Schlagen und Rihren mit einer Platingse defibrinirt. Diese
Art der Blutgewinnung sowie das unvollkommene Defibriniren mit der Platindse
bedingen hiufige Misserfolgze und lassen die bei Miusen erhaltenen Resultate
als nicht hinreichend beweisend erscheinen.

Die Blutproben in den Reagensglisern wurden unmittelbar pach der Ein-
fillung geimpft und dann rasch in einen auf der Korpertemperatur des be-
treffenden Thieres gehaltenen Thermostaten gesetzt. Alle diese Manipulationen
geschahen so rasch, dass eine wesentliche Abkihlung des Blutes nicht wohl
stattfinden konnte.

Zeitschr, . Hygiene. IV, 25
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Zur Impfung des Blutes benutzte ich eine gleichmiissig diinne Aufschwem-
mung von Milz einer eben an Milzbrand gestorbenen Maus in sterilisirter Na Cl-
Liosung. Von dieser Aufschwemmung wurde jedesmal dieselbe kleine Platindse
gefiillt und dem Blute zugefiigt. Aus den Tabellen ist zu ersehen, dass gewihn-
lich in einem Versuche fast die gleiche oder doch eine hinreichend genau fiberein-
stimmende Menge von Bacillen dem Blute beigemischt wurde (siehe die Zahlen
der bei den Controlplatten gewachsenen Colonieen). Einer exacteren Abmessung
der bacillenhaltigen Fliissigkeit, etwa mit einem calibrirten Capillarrohr, stand
das Bedenken entgegen, dass dabei zuviel Kochsalzlosung in das Blut gebracht
werden konnte. Uebrigens sind bei den Controlplatten Differenzen von 50 bis
100 Procent immer noch irrelevant gegeniiber den enormen und véllig beweisen-
den Ausschligen der Versuche.

Nach der Impfung der Blutproben wurde zunichst die Zahl der einge-
brachten Bacillen bestimmi. Es geschah das in der Weise, dass dieselbe Platinise-
aufschwemmung, welche dem Blute zugefiigt war, mit 8 bis 10 ®™ verflissigter
Niihrgelatine gemischt und zu einer Platie ausgegossen wurde, wobei darauf geachtet
wurde, dass alle im Glischen enthaltene Gelatine — bis auf die unvermeidlich
an den Wanden zuriickbleibenden aber bel einiger Aufmerksamkeit in allen Fallen
gleichen Reste — auf die Platte kam.

Die so hergestellten Controlplatten wurden dann in einer Temperatur
von 2290 C. gehalten, und nach ca. 24 Stonden wurde durch Ziahlung der Colo-
nieen die Menge der in das Blut eingebrachien Bacillen ermittelt.

Von den in den Thermostaten gestellten Blufproben wurden von Zeit zu
Zeit einige herausgenommen und nach Zuffigung von & ¢™ verfliissigter Nahr-
gelatine und ausgiebiger Mischung die moch in ihnen enthaltenen lebensfihigen
Bacillen in ganz gleicher Weise durch Plattencultur geziihlt. Die Platten (z.Th.
in Petri'schen Schaalen) wurden 3 bis 4 Tage in Thermostaten gehalten.

Aus diesen in verschiedenen Zwischenriumen vorgenommenen Zih-
lungen ist nun ohne weiteres zu ersehen, dass das Blut die Fihigkeit
hesitzt, eine ziemlich bedeutende Anzahl von Bacterien zu vernichten.
Ferner geht daraus hervor, dass die verschiedenen Blutarten in verschie-
denem Maasse diese Fihigkeit besitzen (siehe Tabellen XI bis XIV).

Die letzthetonten Unterschiede treten jedoch micht immer deutlich
hervor, weil die Versuche guantitativ zu verschieden waren, sowohl beziig-
lich der Blutmenge, wie der Bacterieneinsaat, und deshalb micht ohne
Weiteres miteinander verglichen werden konnen. Kinigermaassen ver-
gleichbar sind die an immunen und nicht immunen Hammeln gewonnenen
Resultate.

Beim immunen Hammel sank in einem Falle in 3!/, Stunden
die Zahl der Milzbrandbacillen von 4578 bez. 4872 auf 185 bez. 283, im
anderen Falle von 11,046 bez. 9245 auf 427 bez. 665, wihrend bei einem
nicht immunen Hammel die Zahl in 3 Stunden nur von 7938 bez. 8330
auf 6664 bez. 4782 gefallen war. Auch in dem zweiten Ialle war die
Abnahme relativ viel weniger bedeutend als beim immunen Hammel.
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Tabelle XI.

387

Versuche mit Milzbrandbacillen und Kaninchenblut.

= - . -
z | Temperatur, bei wel- Zeitdauer zwischen ] )
s | cher die Proben nach | Impfung und Anfertigung Zahl deé igexya‘;:hbenen
§ der Impfung standen der Platten olonieen
1l 31380 C. 3 Contr. sofort 94068—90000—27000
s s 2 nach 1 Std. 33070—10
» » T, 4 (U
” E4d 1 >3 5 i1 0
2 . 4 Contr. sofort 15015—18707—16095—13113
. . 2 nach 1 Std. 0—5
3 a 2 59 2 3 2""3
3 o 2 Contr. T000—86930
- v 2 nach 3 Std. 45—-153
» s 1, 4 977
» » 1, 5, 461
» s t o, 23 1668
4 o 1 2 Contr. 28—Y
' " | 2 nach 2 Std. 0—0
5 " | 2 Contr. y—11
v " 2 nach 2Y, Std. 0—0
6 " 2 Conftr. 9522000
» ' 2 nach 2 Std. 25—1
T 19—21° 2 Contr. 7000—6930
» » 1 nach 4 Std. 9
» »» i, 6 ., 23
» » | 1, 238 1 0
Tabelle XIL
Versuche mit Milzbrandbrandbacillen und Blut von MAusen.
] . 2 Contr. sofort Unzahlig
- 889 (. ’ 2 nach 2 Std. | »
2 " ‘ 1, 8 | »
» ” ! 2, 3% ., ! ’
9 ’ 2 Contr. sofort | 882538
» 38—39° (. i 1 nach 1 Std. i 665
» \ 1., 2, i 829
‘ 1., 3 . I 798
- | 1, 4, | 2499
y f 1, 5 . | 728
Versuch mit Milzbrandbacillen und Taubenblut.
12 2 Contr, sofort 25-—40
41° C. 2 nach 2Y/, St. 0—0

25~
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Tabelle XIII.
Versuche mit Milzbrandbacillen und Blut eines nicht immunen Hammels.

= | Tem ur, bei wel- Zeitdauer zwischen p

?3 cTherpg: tlz’robeer)x1 nach | Impfung ufll(.l Acfertigung | 2l dgrlge_wa(-hsenen

.3 | der Impfung standen der Platten oloniecn

=

10 ) 2 Contr. sofort 7938 -8330

37-5° C. 2 nach 1 Std. ; 4263—4312

5 2, 2, i 2499 —7321
» 2, 3, ! 6664—-4782
”» 2, 4 i 11025—3136
» 2, 5 ., Unzéihlbar
” 2, 6, \ "
, 2, 21, |

Versuche mit Blut eines Hammels, der 48 Stunden nach Impfung mit
Pasteur’schem Milzbrandvacein T getidtet war.

14 1 2 Contr. sofort | 406 —343
39—40° C. ’ 2 nach 1 Std. 72—49

" ! 2 .. 2, 93—60

. ' 2, 3 , 90—88

, | 2 4 | 65—108

. 2 . 5 | 35—13

Tabelle XIV.
Versuche mit Milzbrandbacillen und Blut von immunen Hammeln.

1] 2 Contr. sofort. | 15784872
37—38° C. 2 nach 1 Std. - 1400—1050
" 2, 8Y, . 185—283
- 2 ., 6 , 3360—9555
» r ., 8 , ! Unzahtbar

. t ., 2 } .
13 2 Contr. sofort ) 11466—-9245
390 C 2 nach 1/, Std. “ 2660—5194
” a ., 1, | 1818—2009

” 1, 2, 1764
» 2 ,,8Y, . ‘ 427—665

| " 1., 6 . | 3451

Ob dieser Unterschied zwischen immunen und nicht immunen Ham-
meln in Betreff’ der Wirksamkeit des Blutes constant ist, miissen weitere
Versuche lehren; die von mir erhaltenen Resultate kénnten immerhin von
Zufalligkeiten bedingt sein, da in den Gbrigen Versuchen die Zahl der vom
gleichen Blut jeweils vernichteten Bacillen so ausserordentlich stark variirt.

Kaninchenblut konnte in einem Versuch (siche Tabelle XI) bis
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90,000 Bacterien vernichten, wahrend in einem anderen Versuch von
7000 eingebrachten Bacillen (siehe Tabelle XT) immer noch ca. 45 bis
153 lebensfihig blieben. Auch das Blut des nicht immunen Hammels
(sichc Tabelle XIII) zerstérte im ersten Falle immerhin einige Tausend
Bacillen, wihrend im zweiten Falle nicht einmal 400 vernichtet werden
konnten. Worauf diese Differenzen zurtickzufithren sind, das ist ohne
weitere specielle Versuchsreihen nicht zu entscheiden.

In den Fallen, in welchen nicht alle Bacillen abstarben, trat nach
einiger Zeit im Blute Vermehrung der noch vorhandenen Bacillen ein. Im
Mauseblut wuchsen die Bacillen schon bald nach dem Einbringen. Man
sieht in den Tabellen deutlich, wie nach dem Lrreichen einer bestimmten
Minimalzahl, wieder ein allmihliches Ansteigen der Bacillenmenge statt-
findet. Die Zeit, nach welcher das Maximum der Degeneration bei den
verschiedenen Blutarten erreicht wurde, lisst sich nicht ganz genau fixiren;
es sind auch dazu entschieden grissere Versuchsreihen nithig. Bei Kanin-
chenblut waren einmal schon nach 1 Stunde (Tabelle XI, Vers. 2) alle
eingebrachten 15,000 Bacillen todt, wihrend in den anderen Versuchen
das Maximum zwischen der 2. und 3. Stunde zu liegen scheint. Beim
immunen Hammel scheint nach 8%/, Stunden ein weiteres Degeneriren von
Bagcillen nicht mehr stattzufinden.

Von Bedentung ist der Nachweis, dass die bacterienvernichtende
Kraft des Blutes iiberhaupt nach einiger Zeit nachlisst, und dass das Blut
dann einen guten Niahrboden fir die Baecillen darstellt.

Es beweist das, dass die bacterienfeindliche Eigenschaft nicht etwa
einem fixen desinficirenden Stoffe im gewdhnlichen Sinne zuzuschreiben
ist, man miisste denn annehmen, dass dieser Stoff bei der Zerstorung der
Bacterien selbst unwirksam werde. Auch diese Annahme ist aber nicht
berechtigt, wie die Versuche zeigen, in welchen ich das Blut eine be-
stimmte Zeit stehen liess und erst dann die Bacillen hineinbrachte. Es
zeigte sich (siehe Tabelle XV), dass nach 8 Stunden langem Stehen die
bacterienvernichtende Kraft von Kaninchenblut nur noch eine sehr ge-
ringe und also auch ohne Einbringung von Bacillen erloschen war. Es
kann daher das bacterienfeindliche Agens entweder nur ein sehr fliich-
tiger oder ein ZHusserst labiler, leicht durch andere Bestandtheile des
Blutes zersetzlicher Stoff sein, oder aber es muss sich, was von vorn-
herein wahrscheinlicher ist, um eine Fermentwirkung handeln.

Dafiir spricht z. B. eine fernere Versuchsreihe, in welcher ich Tem-
peraturen von 50 bis 55° auf das Blut einwirken liess, ehe ich die Bac-
terien zuffigte. Es zeigte sich, dass Hundeblut, das 10 und 30 Minuten
auf 52° erwirmt war, seine hacterientodtenden Eigenschaften verloren
hatte; ehenso hatte Kaninchenblut nach 45 Minuten langem Erhitzen auf
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Tabelle XV.
Versuche mit Blut von Kaninehen und Milzbrandbacillen.
(Die Proben werden erst nach lingerem Stehen geimpft).
2 Temp., bei welcher die| Die Proben Platten werden Zahl der we-
# | Proben vor und nach| werden ge- | angefertigt nach der achisenen eé f’e o6
E der Impfung standen | impft nach: Imptung: wachsenen Lolonieen
15 2 Contr. sofort 952—2000
33°¢ C. 2 Std. 2 nach 2 Std. 6—15
» 1, 2, 2, ' 145
» 6 2, 2, 672—134
» 8 2, 2, 588 —833
16 2 Contr. sofort 7000—6930
19—-21° C. 1, 1 nach 6 Std. 2
» 3 ., 1., 4, 4
s 4, 1, 8% . 46
24 i 1 ”» 1 22 22 2 97
” | 3 1, 20 175
» i 4, 1, 20 , 246
11 ; 2 Contr. sofort 7000—6930
Vor der Impfaug | 3, 1 na.ch14 Std. 108
bei 19—21° C., 4, 1 438 62
nach der Impfung 3 1, 20 , Unzihlbar
bei 87-5° C. 4, i, 2 , ”»

550 dieselben véllig eingebiisst (siche Tabelle XVI). Zehn Minuten langes
Erwiirmen auf 48 bis 50° hob dagegen die desinficirende Kraft des Blutes
noch nicht ganz auf.

Die Temperatur, bei welcher die Blutproben nach der Impfung ge-
halten werden, scheint, hei Kaninchenblut wenigstens, in den Grenzen
zwischen 19° und 38° ohne wesentlichen Einfluss auf die bacterien-
vernichtende Thatigkeit des Blutes zu sein, wie aus Tabelle XV zu ersehen.

Es kam mir ferner noch darauf an durch einige vorlaufige orien-
tirende Versuche zu erfahren, in welcher Weise andere thierische Flissig-
keiten sich den Milzbrandhacillen gegeniiber verhalten. Wir sahen schon
oben, dass Humor aqueus und Liquor pericardii auf dem erwirmten Ob-
jecttisch dhnliche Eigenschaften zeigen, wie das Blut.

Aus Tahelle XVII ist nun ersichtlich, dass fiir Liquor pericardii und
Humor aqueus auch durch die Culturversuche bacterienfeindliche Eigen-
schaften constatirt wurden. Ebenso zeigte ein sehr zellarmes pleuritisches
Exsudat vom Menschen energische hacterienvernichtende Eigenschaffen. —
In einigen anderen Versuchen mit Humor aqueus erhielt ich ibrigens
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Tabelle XVL
Versuche mit erbhitztem Blut.
% Tewmperatur, auf nglrgl};:;&E?:l?fg- wgfiageﬁn- Zahl der
« | Thierspecies | welche das Blut er- b h der : gewachsen,
g wirmt wurde en nach der gefertigt Colonieen
= : Impfung standen nach:
18 Hund nicht erhitzt 37-5° 2 Contr. 825—637
s s " 2 nach 1 Std. | 113—343
”s |10 Minuten aut 52°C, » 2, U 931—1666
" 30 Minuten auf 52°C, - 2, 1, 1372—1470
30 Knninchen} nicht erhitzt " 2 Contr. 20—44
! ” s 2 nach 1 Std. 0—0
” i " 2 ., 2 . 0—0
- - 2 . 3, 0—0
. s .- 2, 4 0-0
» - 2, 11, 0—0
" 45 Minuten auf 45°C. 2 Contr. 29—44
" v 2 nach 1 Std. 33—80
- ' . 2, 17
- 1 w 3 . 99
“ “ . 4, 171
e . - - 8 o, upzihlig
Tabelle XVIL
Versuche mit einigen thierischen Fliissigkeiten.
8 g
= Temperatur, bei Platten 7
oz A o Zahl der
s | Thierspecies | Art der Fliissigkeit welcher die Pro- werden an gewachsen.
z = ben nach der gefertigt ®Colonieen
= Impfung standen nach:
23| Mensch | Plewritisches Exsudat|  37:5° (. 2 Contr. 283—180
. » » 2 nach 1 Std 0—90
- 3, 2 ., 0—0—0
20 Hund Humor agqueus " 2 Contr. 825— 6317
» . . {2 nach 1 Std. | 254-—188
19 . Liquor perieard. " 2 1Y, 28—8+4
2t}Kasinchen| Humor aquens - 2 Contr. 1029—1174
s > ” 2 nach 2 Stll 1—0
24 " Liquor pericard. " 1, 2, 2
" Humor agueus - 2 Contr. 23—9
- " " 2 nach 2 Std. 0-0
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Tabelle XVIIL
Versuche mit Blut von Kaninchen und A. Bacillus subtilis.

:2 Temperatur, bei Zahl der
« | welcher die Proben aﬁ?:ggéixe;iiﬁ_ gewachsenen
E standen S S : Colonieen
25 — 2 Contr. sofort 13230—2246
38°C. 2 nach 2 Std. 0—0
28 — 2 Contr. sofort 268 —208
37-5° C. 2 nach 2Y/, St. 0—0
B. Bacillus Megaterium.
26 — 2 Contr. sofort 1160—1200
38° (. 2 nach 2 Std. 31—154
29 — 2 Contr. sofort 1029—-637
37-5° C. 2 nach 21, 8t. 134—0
C. Staphylococcus pyogenes aureus.
21 — | 2 Contr. sofort 6576 — 6480
37-5° C. 2 nach 21/, St. 10416—7680

erheblich geringere Anschlige, ohne dass ich vorliufig bestimmen kinnte,
worauf diese Schwankungen beruhen.

Ferner war in den bisherigen Versuchen immer nur mit Milzbrand-
bacillen experimentirt; es schien mir aber wiinschenswerth, auch einige
andere Bacterien und namentlich Saprophyten in den Kreis der Betrach-
tung zu ziehen, um zu sehen, ob auch sie der bacterienvernichtenden
Kraft des Blutes zum Opfer fallen.

Ich withlte zu diesen Versuchen Baecillus megaterium (de Bary)
und B. subtilis. Zur Impfung des Blutes wurden etwa 12 Stunden alte,
sporenfreie Bouillonculturen verwandt.

Bacillus subtilis wurde stets nach 2 Stunden vollig vernichfet (siehe
. Tabelle XVIII). Bacillus megaterinm zeigte zwar eine hedeutende Ab-
nahme, war aber nur in einem Falle giinzlich verschwunden.

Auf Staphylococcus pyogenes aureus war das Blut ohne jede Wirkung.

Alle diese Versuche sowohl mit anderen thierischen Fliissigkeiten wie
mit anderen Bacterien sind indess zu wenig zahlreich, als dass ich daraus
allgemeine Ergebnisse ableiten mochte.

Uebereinstimmend mit den bei den directen mikroskopischen Beob-
achtungen erhaltenen Resultaten konnte jedenfalls auch in den simmt-
lichen Culturversuchen constatirt werden, dass thierische Flissigkeiten
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auf Milzbrandbacillen und andere Mikroorganismen nachtheilig einwirken.
Vermochte ich in den erstgenannten Versuchen nur festzustellen, dass
die Bacillen unter dem Einflusse von Blut und anderen Gewebs-
fliissigkeiten unabhingig von den Leukocyten eine morphologische De-
generation erleiden, so ist es in diesen letzten Versuchen gelungen, den
exacten Beweis zu erbringen, dass ein sehr grosser Theil der mit diesen
Flussigkeiten in Bertihrung gebrachten Bacillen vollstindig abgetddtet
wird, und zwar in relativ kurzer Zeit.

Vielleicht ergiebt sich bhei einer verbesserten Methodik eine noch
vollkommenere Todtung der Bacterien; ich halte es wenigstens fiir mog-
lich, dass die auffilligen kleinen Reste von entwicklungsfihigen Bacterien,
welehe in manchen Versuchen auftreten, auf gewissen nicht leicht ver-
meidlichen Versuchsfehlern beruhen. — Zuweilen macht die schnelle Zu-
nahme der Zahl von entwicklungsfahigen Bacillen in den mehr als 6 Stun-
den gestandenen Proben den Eindruck, als ob bei einem Theil der Bacillen
keine vollige Todtung vorliege, sondern nur eine Art Schwiichung, von der
sie sich allmahlich erholen. Einstweilen sind wir aber jedenfalls gewdhnt
und berechtigt, die einem Desinficiens ausgesetzten Bacterien als ,,todt* zu
bezeichnen, wenn sie nach starker Verdinnung mit gutem Nihrsubstrat
sich unfihig zeigen zur Vermehrung und Colonieenbildung. Eine Auf-
klirung sowohl tber die eigenthiimlichen kleinen Reste entwicklungs-
fihiger Exemplare, wie iiber die Umstiinde, unter welchen hin und wieder
die letzterwithnte rasche Zunahme der Bacillenzahl erfolgt, kann erst
durch weitere Versuchsreihen gegeben werden.

Bei der in den Culturversuchen beobachteten Tédtung der Bacterien
ist eine Aufnahme derselben durch Leukocyten als Ursache ihres Unter-
gangs mit Sicherheit auszuschliessen. Die Behauptung von Metsch-
nikoff, dass die Vernichtung der Bacillen im lebenden Kodrper aus-
schliesslich durch Phagocytenthiitigheit zu Stande kommt, muss daher
auf Grund der Resultate meiner sdmmtlichen Versuche als nicht erwiesen
hezeichnet werden.

Welche Bedeutung fiir den Organismus die hier zum ersten Male
niher studirte bacterienvernichtende Eigenschaft seiner Sifte hat, und
worauf dieselbe zuriickzufiihren ist, dariiber michte ich vorliufig keinerlei
Hypothesen aufstellen. Erst wenn eine grossere Zahl weiterer Versuche
vorliegt, wird es mdglich sein, sich einigermaassen hegriindete Vorstellungen
iher die Qualitit und iiber die quantitativen Schwankungen dieses eigen-
thiimlichen bacterienschidigenden Mechanismus zu machen.
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(Taf. IV.)

Figg. 1 bis 5, nach Priparaten von unter die Haut von Froschen gebrachten
Milzbrandorgaustiicken gezeichnet, zeigen die fortschreitende Degeneration der freien
und der von Leukocyten aufgenommenen Bacillen, welche sich in Formverinderungen
und Verlust des normalen Farbungsvermogens kundgiebt.

Fig. 1. (Frosch Nr.21) nach 22 Stunden. Bei « und » Vacuolenbildung um
die aufgenommenen Bacillen.

Fig. 2. (Frosch Nr. 13) nach 100 Stunden. [Leukocyt mit sehr vielen Bacillen;
missig starke Degeneration der freien Baeillen.

Fig. 3. (Frosch Nv. 14) nach 7 Tagen. Schr starke Degeneration der freien
Bacillen.

Fig. 4. (Frosch Nr. 31) nach 9 Tagen. Sehr stark degenerirte freie und anf-
genommene Bacillen; doch auch noch einige von normalem oder fust normalem
Firbungsvermogen.

Fig. 5. (Frosch Nr. 15) nach 10 Tagen. Degencration der freien und auf-
¢genommencn Bacillen.

Figg. 6.bis 11, Versuche im hingenden Troplen auf erwirmtem Objecttisch.

Fig. 6. Starke Degeneration eines {reien Milzbrandbacillenfadens nach 6/, stiu-
digem Aufenthalt in einem Tropfen Froschblut.

_Fig. 7. Llilzbra,ndbacillenféidqn nach 1Y, stindigem Verweilen in Hithner-
blat. (Starke Degeneration.)

Fig. 8. Milzbrandbacillen nach 1%, stindigem Aufenthalt im Blute eines im-
munen Hammels. Missige Degencration.

Fig. 9.  Milzbrandfiden in einem Tropfen Menschenblut nach 4 Stunden.
Theilweise Autnahme der Fiden durch Leukocyten; starke Degeneration der freien
Fiden.,

Figg. 10 und 11. Milzbrandbacillen nach 2 stiindigem Aufenthalt in Humor
aqueus vom Kaninchen. Schr starke Degeneration. Bei .’ und B’ zum Vergleich
normal gefirbte Bacillen aus derselben Culturaufschwemmung nach 2stindigem
Aufenthalt in NaCl-Losung.
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