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In den letzten 15 Jahren haben sich viele der hervorragendsten 
Bakteriologen mit der Erforschung der Ursachen der erworbenen oder 
kanstlichen Immunit~t, sowie des Heilungsvorganges bei Infections- 
krankheiten besch~ftigt. 

Aber auch heute noch sind die • tiber das Wesen dieser 
Vorg~nge, deren Erkenntniss grosse Fortschritte der Therapie und Pro- 
phylaxe veranlassen wird, sehr verschieden. Beweise fQr die Richtigkeit 
irgend einer Ansicht wurden bis jetzt nioht erbracht. ~an  kann hSch- 
stens yon Theorieen reden, welche zur  Erkl~rung dieser bisher noch so 
dunkeln l~aturvorg~nge aufgestellt wurde~ Unsere • wtirde 
einen flit diese Zeitschrift zu grossen Umfang erreichen, wollten wir diese 
Theorieen in ihrer Gesammtheit erSrtern und kritisch beurtheilen. 

Wir beschr~nken uns deshalb darauf, nur diejenigen Hypothesen 
hier kurz aufzuftihren, welche der Wahrheit am n~ichsten kommen, oder 
dieselbe sogar bei der einen oder der anderen Infectionskrankhei~ im A!l- 
gemeinen speculativ erschlossen haben, ohne dass bis jetzt experimentelle 
Belege fiir diese bis heute nur hypothetischen • und Ver- 
muthungen erbracht wurden. 

Schon vor mehr als 10 Jahren hat der Eine yon uns (Emmer ich)  
die Ansicht aufgestellt und vertreten, dass die ktinstliohe Immunit~t dutch 
im Blute und in den Gewebsfltissigkeiten gelSste, ehemische Stoffe be- 
d i n s  sei, eine Ansioht, welche heute fast allgemein anerkannt ist. 
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Nencki  1 war der Erste, welcher behauptete, dass diese chemischen 
KSrper e n z y m a r t i g e r  Natur seien. In neuerer Zeit hat aueh R. Pfe i f fe r  ~ 
diese Substanzen als E n z y m e  ganz besonderer Art erkl~rt, ,,da sie n ~  
in absolut specifischer Weise auf ein einziges Bakterienprotoplasma ab- 
gestimmt sind, indem sic im ThierkSrper die organisirte Bakteriensubstanz 
zur Quellung und LSsung bringen." 

Wit werden im Folgenden zum ersten Mal Beweise fiir die • 
erbringen, class die immunisirenden Stoffe enzym-  oder fermentar t iger  
Natur sind und dass Nencki  und R. Pfe i f fe r  in dieser Beziehung ganz 
im Rechte sind. s Dagegen trifft die hnsicht, nach welcher alas Enzym 
des Immunserums nicht yon den Bakterien, sondern yore ThierkSrper 
stamme, nicht zu (hiertiber siehe unten bei VI). Weiterhin giebt es 
Enzyme, welche nicht ausschliesslich auf ein Bakterienprotoplasma ab- 
gestimmt sind, sondern auch solche, welche verschiedene Arten yon Bak- 
terien aufzulSsen vermSgen, wie z.B. alas Enzym des Bacillus pyocyaneus, 
ftir welches wir den diesbezfiglichen Beweis" dutch die folgenden experi- 
mentellen Untersuchungea erbringen werden. 

Diese Untersuchungen wurden veranlasst dutch eine sehr einfache 
Beobachtung, die gewiss schon viele Bakteriologen gemacht, abet nicht 
welter beachtet, oder nicht richtig gedeutet haben. 

Der Eine yon uns (0. LSw) beobachtete zuerst, class Bakterien-Misch- 
culturen, welehe (hath dem Resultat yon Gelatineplattenculturen) den 
Bacillus pyocyaneus in vorherrschender Zahl enthielten, dicke Bakterien- 
h~ute an der Oberfl~che und ein reichliches Bakteriensediment bfideten, 
die abet beide bei l~ngerem Stehen fast vollstandig aufgelSst wurden. 
L~sst man eine Cultur des Bacillus pyocyaneus in kiinstlicher N~hrlSsung 
bei 37~ stehen, so hat sich naeh 3 Tagen eine dicke Oberiiiichenhaut 
(aus Bacillen bestehend) gebildet. Beim Sehfitteln zerreisst dieselbe und 
die einzelnen Stficke fallen zu Boden. l~ach 3 Tagen hat sich abet wieder 
eine neue Bakterienhaut an der Oberil~che gebildet. Dieser Vorgang 
wiederholt sich bei in Intervallen yon einigen Tagen ausgeffihrtem Schfitteln 
in geeigneter-N~ihrl5sung 6 bis 8 Mal oder noeh 5fret. Schliesslich aber 
ist ein ganz geringer Bodensatz vorhanden, welcher dem Gewichte nach 
einen sehr kleinen Bruchtheil des Gewichtes der wiederholt gebildeten 

1 Sehweizer Woehenschrift fis _Pharmacie. 1891. Nr. 29. 
2 Deutsche reed. FFochenschrift. 1896. blr. 7 u. 8. 
* Dr. S c h w e l n i t z  hat fiir Hog-Cholera dargethan, dass das heilende Princil) 

ein Enzym ist ,  was uns allerdings erst nach Volleudung unserer Arbeit bekannt ge- 
worden ist. Dieses Enzyra ha~ sich jedoch aIs sehr gifCig erwiesen, wenn eine ge- 
wisse Menge bei subcutancr Injection iiberschritten wurde. The Medical ~ews. 
October 1892. 
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Bakterienoberfl~ehenh~ute. ausmacht. Untersuoht man den Bodensatz der 
einige W0chen alten Cuitur mikroskopisch, so finder man, ausser sehr 
vereinzelten St~bchen ~hnlichen Gebilden, nur _feinkSrnige, mit Fuchsia- 
15sung sich f~rbende ~ welche wohl als Zerfallsproducte der Bacillen 
aufzufassen sind, sowie runde, sich nicht f~irbende, wahrscheinlich aus Fett 
bestehende TrSpfchen und ausserdem noch verschiedenartige Krystalle. 
Somit  l~sst sich au0h mikroskopisch  nachweisen ,  dass die ge- 
saturate Oppige Bak te r i envege t a t i on  aufgel5s t  wurde. Weun 
man die Cultur 8 Tage friiher untersucht, so kann man nooh zahlreir 
mit Fuchsin sich sehr schwach f~rbende St~ibchen neben vereinzelten gut- 
geffarbten sehen, wie dies aus Fig. 2 der in dieser Zeitschrift zu ver- 
5ffentlichenden Abhandlung yon Dr. Saida, ,,Ueber die Ver~nderung der 
Bakterienzellen dutch bakteriolytische Enzyme", ersichtlich ist. Das Proto- 
plasma der ersteren ist offenbar aufgelSst. Der in einer 6 Wochen alten 
Cultur verbleibende geringe Bodensatz 15st sieh zum grSssten Theil in, 
verdiinnten Minerals~uren. 

Weiterhin fund R. Emmer ich ,  dass in Bouillonreinculturen yon 
Sehweinerothlaufbacillen nach kurzer Zeit wirkliohe Agglutination im 
Reagensglase eintritt, insofern die Anfangs gleichm~ssig in der Bouillon 
vertheilten Bacilleu sich zu seMeimigen Massen am Boden des Reagens- 
glases zusammenballen. W~hrend die Bouillon Anfangs wie dutch feinste 
Krystalle gleichm~ssig getrfibt ist, kl~rt sie sich nach 2 bis 3 Tagen und 
am Grunde des Reagensglases sitzt ein kaum linsengrosses H~ufchen yon 
Bacillen, welches beim Schiitteln wie ein Convolut in einander verschlungener 
und verklebter feinster Fasern in der FlOssigkeit flotirt, wobei die schleimJge 
Fasermasse noch am Boden festhaftet. @iesst man die ~berstehende 
Bouillon theflweise yon dem, im wahren Sinne des Wortes ,,agglutinirten" 
Bodensatz ab und iibertr~gt man etwa einen Cubikcentimenter der Bouillon, 
in weleher Theile des agglutinirten Bodensatzes schwimmen, in eine neue 
Bouillonprobe, so ist in dieser schon nach viel kfirze];er Zeit bei 250 C. 
abermals ein agglutinirter Bodensatz gebildet, der abet der ]Wenge nach 
vieI geringer ist, als der erste; und wenn man nun noch ein crier zwei Mal 
in gleicher Weise die Uebertragung vornimmt, so ist schliesslich eine 
Trfibung und e in  Bodensatz iiberhaupt nicht mehr wahrnehmbar, die 
Bacillenmasse wurde nahezu vollst~ndig bis auf mikroskopisch kaum mehr 
wahrzunehmende Quantit~iten gelSst. 

Unter Umst~nden, d. h. nach h~u~ger Uebertragung grSsserer ~[engen 
yon abgelaufenen Bouilloneulturen, werden in Folge der hierdurch be- 
dingten Anh~ufung yon bakteriolytischem Enzym die Rothlaufbacillen 
schliesslich sogar vollst~ndig gelSst und die Uebertragung der Cultur ge- 
lingt nun nicht mehr. 

1" 
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Diese und andere Beobaohtungen zeigen, dass auch  in Fliissig- 
k e i t s c u l t u r e n  Agg lu t i na t i on  und,  wie wit nooh ziffernm~ssig zeigen 
werden, vollst~ndige LSsung der Bak te r ien  beobach te t  werden  
kann,  f e r n e r ,  dass die Agg lu t i na t i on  yon Bak te r i en  n ich t  etwa 
n u t  eine E igenschaf t  der  I m m u n s e r a  i st~ Diese E r s c h e i n u n g e n  
der A g g l u t i n a t i o n  und LSsung der Bak te r i en  werden,  wie wir 
weiterhin zeigen werden~ dnroh Enzyme ve ru r sach t ,  welche sohon 
in den Cu l tu ren  n ieht  etwa erst  in dem du t ch  die p a t h o g e n e n  
B a k t e r i e n  , , umges t immten"  t h i e r i s chen  oder m e n s c h l i c h e n  
Organ i smus  gebi ldet  werden. 

Wenn dies richtig ist ~ und aus unseren Untersuchungen geht 
hervor, dass es sich so verh~l t - - ,  dann lassen sich die Erscheinungen 
der Agglutination, die kiinstliche Immunit~t, das Yerhalten yon Immun- 
serum und specifischen Bakterien in vitro, sowie der Heilungsvorgang bei 
versehiedenen bakteriellen Iufeetionskrankheiten leicht erkl~ren. 

~[an kann bei Flfissigkeitsoulturen einer grossen Zahl yon Bakterien- 
arten (Bacillus pyocyaneus, Sohweinerothlaufbacillus u. s. w.) beobachten, 
dass der totalen AuflSsung ein ,,Schleimigwerden" der am Boden~ der 
Gef~sse sitzenden Bakterienmassen vorhergeht. Dieses Schleimigwerden 
ist dieselbe Erscheinung, welche neuerdings als ,,Agglutinirung" be- 
schrieben wurde. 

Die agglutinirende Wirkung der Immunsera ist aIso keineswegs eine 
aparte, nur dem Blute oder Serum eigenthGmliche Erscheinung. 

Dass die Agglutinirung beim Zusatz yon Immunserum zur Bakterien- 
cultur nach selir kurzer Zeit eintritt, w~hrend der Beginn derselben in 
Culturen erst nach einem oder mehreren Tagen be0bachtet wir~l, ist darin 
begrfindet, dass mit dem Immunserum grSssere Mengen fertigen Enzyms 
den Culturen zugesetzt werden, w~hrend in frischen Bouillonculturen das 
Enzym erst allm~hlich neu gebildet wird. 

Wenn die Membran der Bakterien aufgelSst wird, bildet das ,,Schleimig- 
werden" oder ,,Agglutiniren" ein intermecli~res Stadium; es ist die be- 
ginnende u der Membranen. 1 Dass nun  ein Bakter ieno 
m e m b r a n e n  15sendes Enzym wohl B a k t e r i e n  schaden kann~ 
ffir das Th ie f  aber unsch~dl ich  ist, b e g r e i f t  sich le icht ,  denn 
im th i e r i s chen  Organismus kommen jedenfa l l s  keine ~[em- 
branen  vor, welche ehemisoh ident isoh mi t  denen der Bak- 
t e r i en  sind. 

Ebenso hat es nichts Befremdendes,-dass Organismen Enzyme bilden 
kSnnen, welche den ersteren selbst .wieder sch~dlich Sind; man braucht 

1 Die hypothetische Annahme specieller Agglutinine ist iibel~tiissig. 
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nur zu bedenken, dass Eiweiss 15sende Enzyme yon dem selbst aus 
Eiweissstoffen bestehenden Protoplasma (bezw. Kern) hoher, wie niederer 
Organismen producirt werden. Die uns gut bekannten Enzyme greffen 
allerdings lebendes Protoplasma nicht, sondern nur todtes an, wie z.B. 
die postmortale Pepsinwirkung auf die Magenwand z e i g t .  Dass aber 
manche Enzyme in gewisser Concentration auch l ebendes  Protoplasma 
15sen kSnnen, kann nicht abgesprochen werden und manche Beobachtungen 
sprechen sehr zu Gunsten einer solchen • Dass weiterhin Prize 
Cellulose 15sende Enzyme ausscheiden kSnnen, welche die Cellulose des 
Prizes selbst wieder 15sen, lehren uns interessante Beobachtungen R. Har-  
t ig 's .  ]~[anche parasit~re Prize dringen im Holze lebender B~ume da- 
dutch rasch vorw~rts, dass die Spitzen der ~Iycelf~den ein Cellulose 
15sendes Enzym ausscheiden, dasselbe Enzym 15st nun nach einiger Zeit 
die ~lteren Partieen des P i l zmyce l s  selbst  so radical auf~ dass man yon 
den Pilzf~den selbst nichts mehr entdecken kann; nur die vorw~ts 
dringenden Partieen bleiben eine Zeit lang yon der 15senden Wirkung des 
eigenen Enzyms versohont. 

Ganz ~hnlich verhalten sich die Bakterien, insofern in Fliissigkeits- 
culturen die ~lteren vegetativen Formen gelSst werden, w~hrend die jtmgen 
Zellen sich eine Zeit lang weiter vermehren. ]Wan finder daher in ~lteren 
Flfissigkeitsculturen Bakterienzellen in den verschiedensten Stadien der 
AuflSsung. Jedem Bakteriologen sind diese ,,Degenerationsformen" der 
Bakterien in alten Culturen wold bekannt. ]Kan hatte abet bisher nicht 
erkannt, dass die Entstehung derselben auf die Wirkung eines bakterio- 
lytischen Enzyms in  den Culturen zurfickzuffihren ist. Derartige, dutch 
das Pyocyaneus-Enzym ver~nderte Bakterienzellen, deren Protoplasma 
ganz gelSst ist, zeigt die Fig. 2 in der Abhandlung yon Dr. Saida. 

Wenn die F~ulniss einer 5- bis 10procentigen EiweisslSsung bei Lat't- 
abschluss eine Zeit lang im Gange war, kommt sie bekanntlich zum Still- 
stand, was man der den Bakterien seh~dhchen Wirkung des entstandenen 
H~S und Indol zuschreibt. 

Der Eine yon uns (LSw) hat sich indessen fiberzeugt, dass nach dem 
AufhSren der F~iulniss ein EiweisskSrper in LSsung ist, welcher ~ nach dem 
F~llen mit Alkohol~ in schwachem Alkali gelSst, baktericide, bezw. bak- 
teriolytis6he Wirkungen besass. Bei sehr vielen Bakterienculturen scheint 
der Stillstand der Entwickelung einzutreten, wenn so viel bakteriolytisches 
~Enzym gebildet ist,  dass die erreichte Concentration ausreicht~ die jeweris 
neugebildeten Bakterien zu 15sen. Dass ein yon einer bestimmten Bak- 
terienart secernirtes Enzym nicht auf die ]Kembranen S~mmt l i che r  
Bakterienarten 15send wirken kann, ist woldbegreiflich; denn es sind ffir 
~[embransubstanzen eine grosse Anzald yon Isomeren mSglich~ welche mit 
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unseren gewShnlichen chemischen M~itteln niobt zu unterscheiden sind, 
andererseits differiren die ]~[embrauen substantiell sehr erheblich bei Pilzen 
und kommen ausser Cellulose (z. B. bei der Essigmutter)auch Chitin und 
chitin~hnliche Substanzen (wenigstens bei hSheren Pilzen) und wahr- 
scheinlioh auch proteinartige Stoffe in Betracht. Bei v ie len  B a k t e r i e n -  
ar ten ,  besonders  pa thogenen ,  di i r f te  das Le tz te re  der  Fa l l  se in  
und  dami t  Wiirde in U e b e r e i n s t i m m u n g  sein, dass yon ein und  
demse lben  Enzym Membran  wie P r 0 t o p l a s m a  gelSst  werden  
kann.  1 

Die yon verschiedenen Bakterienarten secernirten Enzyme sind sicher- 
]ich 5frets versohieden, vie!leicht isomer, und  daraus w~re dann zu erkl~iren, 
dass man manchmal mit den sogenannten ,,Stoffwechselproducten" nut einer 
e inz igen  Art die Infeotion duroh dieselbe Art heflen kann, w~hrend in 
anderen F~illen eine bestimmte Infeetionskrankheit durch die ,,Stof~weehsel- 
producte" versehiedener Bakterienarten heflbar ist. Es ist aber drittens 
auch mSgheh, verschiedene Infeofionslrrankheiten dutch die sogenannten 
,,Stoffwechselproduote" einer einzigen Bakterienart in Heflung iiberzuffihren. 

Freilioh das, was man frfiher als ,,Stoffwechselproduete" der Bakterien 
bezeiohnete und die Heilung bedingen sollte, sind keineswegs solche, sondern 
unsere Enzyme. 

Wenn z. B. abgetSdtete Culturen des Erysipelcoecus Milzbrand heilen 
kSnnen (Emmerieh)  oder Gonor rhoe  (Sehmidt) ,  so l~sst sioh alas 
naoh unserer Ansicht dahin erkl~ren, dass Erysipelkokken ein Enzym pro- 
duoiren, das nioht nut die Membranen tier Erysipelkokkeu, sondern auch 
die tier Milzbrandbacillen und der Gonokokken 15sen kann. Dasselbe gilt 
yon der Anwendung abgetSdteter Pyocyaneusculturen bei Typhus (Rumpf)  
oder ~[ilzbrand (Bouchard ,  Char r in ,  Woodhead,  Wood, Hiipp.e). 

Wahrsoheinlich werden die Enzyme in den Bakterien als Z y m o g e n e  
producirt und die Enzymnatur erst ausserhalb entwickelt, in gewissen 
F~llen vielleioht erst unter Lufteinfluss. Der Umstand, dass auch die 
Presss~fte der Bakterien, wie H. B u c h n e r  zeigte, in gewissen F~llen heilen 
kSnnen, beruht jedenfalls auf einem Gehalt yon Enzym (bezw. Zymogen); 
denn Protoplasmatheile selbst sind in gu t  f i l t r i r t en ,  n ioht  m e h r  
opa l i s i r enden  Pressgften nioht anzunehmen, da das organisirte Proto- 
plasma in Wasser nioht 15sliGh ist. 

Dass vorzugsweise das Enzym e iner  b e s t i m m t e n  Ar t  geeignet ist, 
die ~[embranen derse lben  Ar t  aufzulSsen, erkl~rt sieh dadureh, dass 

t Ueber Pilzmembranen vgL auch Wis s e l in  gh,: Ja~rb. fi~r wlsssnss~af~liJ~e 
~o~anik. Bd. XXXL S. 619. Nencki  hat gezeig~, dass die ~Iembranen yon F~ulniss- 
l~ilzen stickstoffhaltig sind: 
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Membran wie Enzym Producte ein und desselben Protoplasten sind. Die 
Configuration der Plasmaproteide 1 bestimmt nicht nur die Tektonik des 
Protoplasten, sondern auch die Configuration des secernirten Enzyms und 
endlich die Configuration und Organisation der Membran der Zelle. Es 
werden also wahrscheinlich Enzym und Membran eine gewisse ~Iolecular- 
geometrie gemeinsam haben, in Folge dessen ein Eingriff des eigenen 
Enzyms in die eigene Membran der dasselbe erzeugenden Bakterien- oder 
Pilzart erleichtert wird, sobald eine gewisse Concentration des secernirten 
Enzyms erreieht ist. ~ Man kSnnte der Einfachheit halber die Ausdrficke 
conform und he te ro fo rm einfiihren. Ms conform sind z. B. St~rke mit 
Diastase, Invertin mit Rohrzuoker, als heteroform: Inulin mit Diastase, 
Emulsin mit Galactan aufzufassen. Conform w~re das Enzym des Pyo- 
cyaneus mit der Membran des Milzbrandbacilins; heteroform das Enzym 
des Pyocyaneus mit der Membran des Rothlaufbacillus der Schweine. 

Es mag hier noch darauf hingewiesen werden, dass Organismen, 
welche gewisse Polysaccharide produciren, auch stets die betreffenden 
Enzyme b esitzen, dieselben wieder zu 15sen. Thiere oder Prize, welche 
Glykogen aufspeichern, besitzen Diastase zu dessen WiederlSsung; Pflanzen,. 
welche Inulin in der Wurzel speichern, produciren auch Inulose, solche, 
welche St~rke speichern, auch Diastase, und es ist besonders yon Interesse, 
dass das Vorkommen yon Amygdalin mit dem des Emulsins (jedoch nicht 
umgekehrt) zusammengeht, dass das Myrosin sich da finder, wo das 
myronsaure Kali auch zu spalten ist. 

Andererseits beobachten wir allerdings, dass Anpassungserscheinungen 
die sch~dlichen Wirkungen der producirten activen Substanzen auf die 
eigenen Zellen vermeiden. Die Alexine einer bestimmten Blutart wirken 
z. B .  nur auf die BlutkSrperchen mancher anderer Blutarten ein, nicht 
auf die eigenen. 

Dass Alexine und die BlutkSrperchen 15sende Substanz des Blutes 
ve r sch iedene  Substanzen sind, hat Hahn  gezeigt. Dieser Umstand 
erkl~rt nun leicht die Thatsaehe, dass, wie der Eine yon uns (Emmerioh) 
zuerst beobachtete, dutch Alkalien die Alexinwirkung nach deren Verlust 

1 Der Eine yon uns (LSw) hat schon friiher (1893) bei I)iscussiou der specifischen 
•iftwirkung auf die Wichtigkeit einer gewissen Configuration der einen specifischen 
Protoplasten zusammensetzenden Eiweissk5rper aufmerksam gemacht. (I~at~rl. System 
tier Giftwirkungen, Cap. V und VL) 

Hierauf mag auch die Aufl5sung der Legumlnosenbakterlen, bezw. der daraus 
entstehenden Bakteroiden in dem Wurzelgewebe zu beziehen sein. ~Ian schreibt 
allgemein die AuflSsung der Bak~eroiden der T]l~tigkeit der Wurzelzellen zu - -  
wahrscheinlich mit Unrech~. 
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durch Erw~rmen wieder- hergestellt werden kann, aber nicht mehr die 
Blutk5rperchen 15sende Eigenschaft} 

Die ~enge des Alexins in einer gegebenen Blutart kann nut sehr 
minimal sein, wenn man bedenkt, dass die Menge der Bakterien, welche 
yon 1 c~m Blutserum get5dtet werden kSnnen, nur etwa 500000 betr~gt 
Und dass andererseits bei ErhShung dieser Zahl die Bakterien fippig im 
Serum gedeihen. Wie enorm ist jener Alexinwirkung die der ,,Immun- 
sera" fiberlegen! An 29 Millionen Cholerabacillen kSnnen, wie wit fanden, 
yon 1 ~ Choleraimmunserum in 24 Stunden vernichtet werden (s. unten). 

Die Alexine sind wahrscheinlich auch bakteriolytisch wirkende Enzyme, 
welche durch Bakterienenzyme leicht .zerst5rt werden, wenn die Bakterien- 
aussaat relativ gross ist. Jedenfalls kann nicht das gesammte Bluteiweiss 
fiir die Alexinwirkung verantwortlich gemacht werden: 

Es ist feruer auch wohl denkbar, dass eine Bakterienart geradezu 
die 15sende Wirkung einer anderen in einem Thierk5rper a u f h e b e n  
kann~ cder dass dieselbe den natfirlichen Heilungsvorgang, welcher durch 
die bakteriolytische Wirkung des yon den specifischen Krankheitsbakterien 

�9 gebildeten Enzyms verursacht ist, aufh~lt. Dies tritt ein, wenn ein Enzym 
yon der ersteren Art producirt wird, welches das Enzym der zweitenAzt 
zerst5rt. Dass Enzyme einander zerst5ren kSnnen, ist ja eine 5frets ge- 
machte Beobachtung. Wit wollen hier nut auf  eine interessante Beob- 
achtung R. H a r t i g ' s  hinweisen. Wenn die Eiche yon zwei bestimmten 
Parasiten befallen wird, n~mlich yon P o l y p o r u s  i g n i a r i u s  und Po ly -  
porus  chYadeus ~ und die 3~ycelf~den dieser Pilze sich einander im Holze 
begegnen, so bleibt das im Holze gespeicherte St~rkemehl i n t a c t ,  ob- 
gleich jeder dieser Pilze eine energisch Bt~rkemehl 15sende Diastase ab- 
sondert. Es bleibt bier wohl nut der Schluss fibrig, dass die beiden 
Diastasen in einander eingegriffen, sich vielleicht zu einem K5rper ver- 
bunden haben, der nun keine St~rke 15sende Wirkung mehr hat; die activen 
Atomgruppen haben eine Um~nderung erfahren. Man kSnnte hier einen 
allerdings entfernter liegenden Vergleich herbeiziehen, dass n~mlich optisch 
active Antipoden sich zu einer optisch inactiven u vereinigen. 

Ueber die l~atur der bakteriolytischen Enzyme werden wit nach dem 
~bschluss der diesbeziiglichen Yersuche N~heres mittheilen. ~ sei nut  
darauf hingewiesen, dass es Enzyme in verschiedenen Gruppen der Pro. 
teInstoffe giebt; die einen (wie Diastase des Malzes) ahneln den Peptonen, 
andere mehr  den Albumosen, und auch Unter den Nuoleoproteiden scheint 

1 Letzteres wurde yon F l e z n e r  (Megleal .~re~8, I894) constatirt, welcher zu- 
gleich die Rioh~gkeit der ersterw~hnten~ yon P~ E m m e r i c h  festgestellten Thatsache 
best~tig~e. 
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es Enzyme zu geben; denn ein derartiges, Blutgerinnung bewirkendes 
Enzym hat Pecke lha r ing  1 aus Muskeln erhalten. 

Bakteriolytisehe Enzyme sind auch im thierischen und menschlichen 
KSrper stets vorhanden und mSglicher Weise beruht auf ihrer Thiitigkeit 
die natfirliche Immunit~it gegen bakterielle Infectionskrankheiten. 

Der reine und neutralisir~e Magensaft hat nach London 2 eine typische 
baktericide Wirkung, welche bei einstfindiger Digestion bei 55 ~ C. nut 
dann aufgehoben wird, wenn sich hierbei ein flookiger Niederschlag aus- 
scheidet; auch diese baktericide Wirkung des Magensaftes scheint dutch 
ein Enzym verursacht zu sein. Es ist sehr wahrscheinlich, class den im 
Magen, Darm u. s. w. vorhandenen bakteriolytischen Enzymen eine wichtige 
Rolle bei der natfirlichen Immunit~it zukommt. Das grfindliche Studium 
tier bak~eriolytischen Enzyme ist auch ffir die Therapie tier Infections- 
krankheiten yon grossem Belang. 

Die Thatsaohe, dass Bakterien Fermente ausscheiden, welche ihnen 
selbst sch~dlich sind und die Bakterien, nachdem die Fermente eine ge- 
wisse Concentration erreicht haben, auflSsen, haben wir, wie erw~hnt, 
zuerst bei Culturen des Bacillus pyocyaneus festgestellt. Derselbe w~chst 
haupts~chlich nut an der Oberfl~iche tier N~hritfissigkeit fort; die in Folge 
leichten Schfittelns zu Boden sinkenden Bakterienh~ute werden immer 
wieder so vollst~ndig aufgel6st, dass selbst naeh 6w6chentlicher Cultur 
bei 370 C. nut eine kaum w~gbare ~[enge yon Bakterienresten vor- 
handen ist. 

Wenn man eme ~ouilloncultur yon Bac. pyocyaneus bei Zimmer- 
temperatur mehrere Wochen stehen l~sst, so sammelt sich am Boden ein 
z~hschleimiger ,,agglutinirter" Bodensatz an, der sich bei ener~schem 
Schfitteln fast vollst~ndig auflSst. 

Auch die Thatsache, dass Bouillonculturen yon Sehweine-Rothlauf- 
bacillen fiberhaupt nut eine geringe Triibung dutch die Bacillen zeigen, 
welche fiber ein bestimmtes ~aass nicht hinausgeht and nach einigen 
Tagen zusehends geringer wird, ist darauf zurfickzuffihren, dass ein Theft 
der Bacillen stets wieder gel5st wird, w~hrend ein anderer n~her an tier 
Oberfi~iche sich dutch oxydative Th~tigkeit gegen das Enzym wehrt und 
sich dort vermehren kann. 

t Zeitael~r. f. ~l~t~ioL L"heraie. Bd. X~II. S. 245. - -  Nach Galeo t t i  (Z. ~ ivh~/- 
e/o/. Okra/e, Bd. XX'V, S; 48) w~re die immunisirende Substanz in Choleraculturen 
ein ~ucleoproteid. Auch solche K5rper kSnnen aber Enzymnatur besitzen, welche 
eben nur veto Vorhandensein gewisser labiler Atomgruppen beding~ ist. 

London,  Arch. des ~e. blolo#. 1897. Bd. V. p. 417. 
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Die weitere Ueberlegung nun, class naoh Bouohard 1 die Pyooyaneus- 
bacillen die Milzbrandbacillen im 0rganismus zu vernichten vermSgen, wie 
dies E m m e r i c h  zuerst ffir Erysipelkokken und Mihbrand naohgewiesen 
hatte, sowie die Untersuohungen yon R u m p f  ~ fiber die effolgreiche Be- 
handlung des Typhus abdominahs dutch Pyooyaneusculturen veranlassten 
uns zun~chst, q u a n t i t a t i v e  Yersuche fiber die AuflSsung der  
Mi lzbrandbac i l t en  du t ch  P y o c y a n e u s - E n z y m  in vitro anzu-  
stellen. 

Daes  gebr~uehhch ist, Enzyme duroh die Endsilbe ,,ase" schon im 
Namen zu charakterisiren, so kSnnte man die bakteriolytisehen Enzyme 
auch als ,,Nuoleasen" Zusammenfassen, da sie die Nucleoprotetde des 
Bakterienplasmas 15sen. Wir sGhlagen vet, class man diese Bezeiohnung 
,,Nuoleasen" in Zukunft ffir die bakteriolytischen Enzyme allgemein an- 
wenden m~ge. 8 

Das bakteriolytisehe Enzym des Bacillus pyocyaneus nennen wi t  
Pyocyahase ,  zumal dasselbe nicht bless veto Bac. pyocyaneus stammt, 
sondern denselben auch auflSst. Ebenso benfitzen wit die Namen Chole- 
ruse, Diphtherase, Typhase u. s. w. f ~  die yon den betreffenden Bakterien 
stammenden Enzyme. Wie wit sp~ter noch welter begrfinden werden, 
vermSgen sich diese Enzyme der pathogenen Bakterien im Blute mit 
einem activen, wahrsoheinlich aus den Leukoeyten stammenden Eiweiss- 
kSrper zu verbinden. 

Den letzteren nennen wit P ro t e id in ,  and die Verbindung desselben 
mit den Bakterienenzymen Immunpro t e id in .  

Zur ns Unterseheidung der verschiedenen Immunproteidine ffigen 
wit noch die Namen der Bakterienenzyme dazu, untersoheiden also. 
Pyocyanase-ImmunproteIdin, Cholemse-ImmunproteIdin, Typhase-Immun- 
proteIdin u. s. w. 

Diese neue Erkenntniss best~tigt and erweitert die im Jahre 1892 
yon R. E m m e r i e h  und J. Tsuboi 4 aufgestellte Theorie der kiinstlicheu 
Immunit~t, nach welcher ein yon den pathogenen Bakterien stammeader 
EiweisskSrper im Blare des schutzgeimpften Thieres mit einem activen 
EiweisskSrper in Verbindung tritt, welcher wahrsoheinlieh aus vet Kurzem 
zu Grunde gegangenen, bezw. im Blute aufgelSsten Leukocyten stammt. 

1 .~cad. Sc/enees, 8. Avril 1888. Yon 26 mit •ilzbrand tSdtlich inficir~en und 
mit Pyoeyaneusculturen behandelten Thieren blieben 12 am Leben. 

2 Ja]:~'bi~cI:~r der 77ar~b~.rg~ Staa~kranke~an~talte~. 1896. Bd. IV. 
8 Ein Phosphors~ure abspaltendes Enzym hat Hahn auch im Hefepresssaf% 

nachgewiesen. 
4 Die Natur tier Schutz- und Hei]substanz des Blutes. Ire~handl~nge~ de8 Con- 

gre$se8 f'd~" innere J~edlc{n. 1892. S, 202ff. Wiesbaden. 
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E m m e r i e h  und Tsuboi  haben diese Ansicht, dass hierbei ein yon den 
Leukocyten stammender, baktericider EiweisskSrper in Betracht komme, 
im Jahre 1892 zuerst vor allen anderen Autoren, welche sparer diese 
~rage bearbeiteten, vertreten, was um so mehr zu bemerken ist, als ihre 

N a m e n  bei der Discussion diese% neuerdings so vielseitig bearbeiteten 
Problems nie eitirt werden. Bei der LSsung desselben haben doeh Die- 
jenigen ein grosses Yerdienst, welche zuerst die riehtige Erkls gegeben 
haben. Den yon den Leukocyten stammenden, baktericiden EiweisskSrper 
nannten Emmer ich  und Tsuboi ImmunproteIn und die die kiinstliohe 
Immunit~t bedingende, baktericide Verbindung beider EiweisskSrper be- 
zeiehneten sie als Immunproto'ldin. Jetzt wissen wit, dass der ,,yon den 
pathogenen Bakterien stammende Eiweissk6rper" ein bakteriolytisches 
Enzym ist und dass das Tmmunproteldin noch die bakteriolytischen Eigen- 
sehaften dieses Enzyms besitzt.  

Auf Grund der Versuehe yon Bouehar-,d x u. A. durften wit erwarten, 
dass unsere Pyoeyaneus-EnzymlSsung auch in vitro Mihbrandbaoillen 
vernichten, oder, besser gesagt, aufl6sen werde. Die Riehtigkeit dieser 
Annahme wurde in der That alsbald dutch das Untersuchungsresultat 
best~tigt. 

I .  A ,  f l6sung  yon ~Iilzbrandbacillen durch Pyocyane-s-Enzym. 
l~sung in vitro. 

Am 13. ~[ai 1898 wird eine kaum stecknadelkopfgrosse Menge Anthrax- 
baeillen yon einer 36 Stunden bei 22 ~ C. gewaehsenen, aus der Mih eines 
verendeten Kaninchens 
hergestellten N~hragar, 
eultur in 4 ~ Pyoeya- 
neus- Enzyml6sung ver- 
~ieben und gut gemischt. 

Nach ca. 10 Min. 
werden 0.01, 0.03 und 
0.05 oem dieser Anthrax- 

bacillen - Aufschwem- ~.~ 
mung in N~hrgelatine 
gebraeht und diese in 
Petrischalen ausgegossen. 

Alsdann wurde die 
Aufsehwemmung in mit 
Wasserstoff geffiUtem zu- 

* Malc:disa in[seti~e~. 1887--1888. 

Fig. 1. 
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geschmolzenem Reagenzglas, wie Fig. 1 zeigt, bei 220 C. aufbewahrt und 
naoh 5 und 17 Stunden abermals 0.01, 0.05 und 0.1 ccm auf Gelatineplatten 
ausges~et. Nach jeder Probeentnahme wurde wieder Wasserstoff dutch 
das Reagensglas 1/4 Stunde lang durchgeleitet und die beiden RShren 
zugeschmolzen. 

Das Wasserstoffgas wurde selbsverstfmdlich dutch vorgelegte Bleinitrat- 
und SilbemitratlSsung yon etwa beigemengtem Schwefelwasserstoff und 
Arsenwasserstoff gereinigt und dasselbe musste schliesslich noch behufs 
Entfernung etwa vorhandener Spuren yon Sauerstoff zwei mit alkalischer 
Pyrogalluss~ure geffillte Wasctiflaschen passiren. 

Das Resultat war folgendes: 

Z e i ~ 1 @m P y o c y a n e u s - E n z y m l S s u n g  
enth ie l t  Anthraxbaci l len  

Sofort nach  der Aussaat 

5 Stumden nach  der Aussaa t  

17 S tunde n  nach  der Aussaat 

40 400 

200 

0 

Dieser Versuch war unter Sauerstoffabsohluss ausgefahrt worden, weft 
auch im Thierk~rper, namentlich aber im subcutanen Bindegewebe der 
Sauerstoff den Bakterien keineswegs so leicht zur Verffigung steht, wie 
bei offenem Luftzutritt. Auf diese wichtige Frage und Versuchsanordnung 
werden wiz spRterhin noch eingehender zuriickkommen. 

Um die Verh~ltnisse denen des thierischen 0rganismus noch ~hn- 
licher zu gestalten, wurde bei einem zweiten Versuche die Anthraxbacillen- 
Aufschwemmung in Pyocyaneus~EnzymlSsung bei 37 o C., anstatt bei 220 C. 
(voriger Versuch), aufbewahrt. Gleichzeitig wurde abet auch ein Yersuch 
mit Milzbrandbacillen-Suspension in Pyocyaneus-EnzymlSsung bei Sauel'- 
stoffzutritt ausgeffihrt, um zu sehen, ob die Milzbrandbacillen auch unter 
diesen ungQnstigeren Verh~ltnissen durch das Enzym aufgelSst werden 
oder nicht. 

Ausserdem wurde absichtlich eine ungemein viel grSssere Menge yon 
Milzbrandbacillen in der EnzymlSsung ausges~et, als beim ersten Versuohe. 

Das Resultat war folgendes: 

1 ~m P y o c y a n e u s - E n z y m l S s u n g  en th ie l t  
Anthraxbaci l len  

1 bei a~rober bei ana~rober  
A u f b e w a h r u n g  A u f b e w a h r u n g  

11 060 000 11 060 000 
nicht  geziihlt  2 133 000 

�9 6 890 000 1 236 000 
n ich t  gez~.hlt 920 000 

Z e i t  

15. Jun i ,  sofort  uach  Aussaa t  
15. ,, 4 S tunden  n a c h  Aussaat 
16. ,, 24 .,, ,, . ,, 
17. ,, 48 . . . . . .  
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1 c ~  Pyocyaneus -Enzyml Ssung  
Anthraxbac i l l en  

Z e i t  
bei  a~rober bei  ana~rober 

A u f b e w a h r u n g  A u f b e w a h r u n g  

18. ffuni, 72 Stunden nach Aussaa t  

19. ,, 96 . . . .  , ,  

20. ,, 120 ,, ,, ,, 
21. ,, 144 , ,, ,, 

22. ,, 168 . . . .  ,, 

1 376 000 

654 000 

329 000 

0 

0 

730 000 

530 000 

135 000 

0 

0 

Das Endres~ltat war also bei a~rober und ana~rober Aufbewahrung 
im Wesentlichen das gleiche. In den ersten 24 Stunden wurden aber 
bei anaerober • mehr Milzbrandbacillen aufgelSst, als bei 
a~rober. 

Die grosse Verschiedenheit der beim zweiten Versuche in den ein- 
ze lnen  Zeitabschnitten nachgewiesene n Abnahme der Zahl der Anthrax- 
bacillen bei beiden Arten der Aufbewahrung ist unzweifelhaft durch die 
Art und Weise der Vertheilung der Baeillen in der Flfissigkeit bedingt. 

Zu Anfang  des Yersuches, d. h. in den ersten 24stfindigen Zeit- 
abschnitten, werden viel mehr Antraxbacillen vernichtet als in den sp~teren, 
weft zu Anfang die zahlreichen, als Einzelst~bchen oder freie St~bchen- 
kette~ in der Pyocyaneusflfissigkeit vertheilten Bakterien leicht und rasch 
(lurch das Enzym ausgelSst werden. Sp~terhin sind nur noch grSssere 
oder kleinere Conglomerate yon Bacillen, welche zum Theil sogar noch 
makroskopisch sichtbar waren, vorhanden, und in diesen sind die central 
gelagerten Bakterienzellen l~ngere Zeit gegen das Enzym gesch0tzt, so 
dass sie zun~chst nicht, sondern erst sparer dutch dasselbe aufgel6st 
werden. 

Die obigen Versuche wurden mit einer Enzyml6sung ausgeffihrt, 
welche die Pyocyanase in zu geringer Concentration enthielt. Neuere 
Versuche haben gezeigt, dass die bakteriolytisehe Wirkung tier Enzym- 
15sung dutch die Art ihrer tterstelhng ungemein gesteigert werden kann. 
Von zahlreichen bakteriolytisehen Versuchen mit Pyocyanase und Milz- 
brandbacillen ffihren wir noch die folgenden an: 

&~robe Aufbewahrung bei 37 o C. 

Z e i t i ~  Pyoc ya ne us -Enz yml 5sung  en~hielt  Milzbrandbac.  

Sofort nach der Aussaat  

2 S tunden  nach der Aussaat  

2 895 600 

0 
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Anaerobe Aufbewahrung bei 37 o C. 

Z o i t  

Sofor~ nach der Aussaa~ 

5 Minuten nach der Aussaa~ 

2 S~unden nach der Aussaa~ 

1 o e m  PyocyanaselSsung enthielt Milzbrandbacillen 

4 320 000 

92 500 

0 

Diese erstaunlich rasche und energische bakteriolytische Wirkung 
kann dutch weitere Concentration der PyocyanaselSsung noch mehr ge- 
steigert werden. 

Nach der mikroskopischen Beobachtung eines h~ngenden Tropfens wird 
zun~chst die ]Kembran tier ~51zbrandbacillen iheiIweise aufgelSst, whhrend 
die ursprfingliche Form der St~bchen und l~den, deren Protoplasma ge- 
kSrnt erscheint, noch lange erkennbar ist. Es ist abet klar, dass nach der 
AuflSsung der Membran Wachsthum und Yermehrung nicht mehr mSg- 
lich sind. Die nach 5 his 10 Minuten langer Einwirkung einer con- 
centrirten PyocyanaselSsung iibrig bleibenden Bacillen sind dutch die 
Enzymwirkung sammtlich stark gesch~digt, was an der langsamen Ent- 
wickelung und dem verlffunmerten Aussehen der Gelatinecolonieen deut- 
lieh erkennbar ist. 

Nachdem dutch diese u nachgewiesen war, dass durch die 
Pyocyanase grosse ]Kengen yon MilzbrandbaciUen ausserhalb des Thier- 
kSrpers in vitro in kf~zester Zeit aufgelSst werden, durften wit erwarten, 
dass auch die tSdtliche ]Kilzbrandinfection bei Versuchsthieren dutch die 
Einffihrung der Pyocyanase in den KSrper derselben geheilt werden kSnne. 

Da Bouchard  den Milzbrand dutch die subcutane Injection yon leben- 
den Pyocyaneusbacillen bei Kaninchen mitunter zu heflen vermochte und 
Wood, Woodhead  1 und Hfippe 2 ein ~hnliches Resultat dutch die subcu- 
tane Injection yon stefilisirten Cul turen  des Bac. pyocyaneus erzielten, so 
war zu erwarten , dass dutch die subcutane Injection yon EnzymlSsung 
die Heflung yon mit Milzbrandbacillen infieirten Thieren noch viel leichter, 
sicherer und auf vSllig gefahrlose Weise zu er~eiehen wari denn auch bei 
denVersuchen yon Bouchard ,  Charr in ,  Wood, Woodhead und Hfippe 
wurde die Heilung sicherlieh nur dt~reh das in den lebenden und sterilisi~ten 
Culturen enthaltene Pyocyaneus-Enzym herbeigefiihrt: Dasselbe ist abet 
in unserer vSllig keimfreien EnzymlSsung in zehnfach grSsserer Con- 
centration enthalten als in den Culturen. Ausserdem ist dieselbe frei 

1 ComFy. ~'end. de ~'Aead. T. CIX. Nr. 26. 
BerZin~* klin. ~roehensehr. 1889, ~Tr. 16. 
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yon den Giftstoffen aus den Bakterienzellen, welche in den sterilisirten 
Culturen der genannten Autoren jedenfalls i n  grosser ]Kenge enthalten 
waren und das Versuchsresultat ungtinstig beeinfluss~en. 

II. Versuche fiber die Heilung des ~lilzbrandes durch Pyocyaneus- 
Enzym (Pyocyanase). 

G l e i c h z e i t i g e  I n j e c t i o n  yon  P y o c y a n e u s - E n z y m  und  ] K i l z b r a n d -  
b a c i l l e n  ( l e t z t e r e  s u b c u t a n ) .  

Y e r s u c h  1. Am 26. Februar 1898 werden einem 2266 grin schweren 
Kaninchen (l~r. 1) 3 ocm einer yon 600 ecru auf 50 oom bei 20 bis 30 ~ C. im 
Yaccuum eingedampften, dialysirten und durch Chamberlandfilter filtrirten 
Pyocyaneuscultur in eine Ohrvene injicirt. Gleichzeitig werden 2 Oesen roll 
Anthrax-Agarcultur (24 Stunden bei 360 C. gewachsen) in 1 ccm Bouillon 
aufgeschwemmt und 1/2 r hiervon unter die R/ickenhaut injicirt. 

Einem 2292 grin schweren Kaninchen (l~r. 1 a), vom gleichen Wurfe wie 
das vorige, werden zur C o n t r o l e  aus der gleichen Spritze ebenfalls 1/2 ccm 
derselben Anthraxbacillen-Aufsehwemmung unter die Riickenhaut zur gleiehen 
Zeit eingespritzt. 

Am 27. Februar werden dem Kaninchen Nr. 1 nochmals 5 ccm obgenannter 
Pyocyaneusfliissigkeit in eine Ohrvene und 3 ccm derselben subcutan am 
Rticken injicirt. 

Am 28. Februar, friih 9 Uhr, also 43 Stunden nach der Injection, stirbt 
das Controlkaninchen l~r. l a. Starkes Milzbrand(Jdem des subcutanen Ge- 
webes an Bauch und Brust, Milz um das Doppelte vergr~ssert. Im Herz- 
blute, in der Mflz, Leber, ~ieren sehr viel Milzbrandbacillen. Auf einer 
mit einem Tropfen Blur bes~eten Gelatineplatte wachsen einige 100 Anthrax- 
bacillen-Colonieen. 

Das Kaninchen Nr. 1 l~isst zur gleichen Zeit keinerlei Krankheits- 
erscheinungen erkennen; dasselbe frisst viel Brod und Grtinfutter. Nieht 
die Spur einer Milzbrandgeschwulst (Oedem) iat vorhanden. Dasselbe erhiilt 
urn 11 Uhr (28. Februar ) 4 ecru obiger PyocyanaseRJsung intravenSs und 
ebenso viel subcutan am Riicken. 

kus  0-1  ~c" Blur aus einer Ohrvene entwickeln sich auf zwei Gelatine- 
platten k e i n e  1Kilzbrandbacillen-Colonieen; auch mikroskopisch sind im Blute 
keine Milzbrandbacillen zu sehen, l~unmehr wird die Behandlung sistirt. 
Das Kaninchen verh~lt sich an den folgenden Tagen wie ein gesundes und 
ist auch am 18. December noch ganz gesund und wohlgen~hrt. K~rper- 
gewicht am 18. M~rz 2324 grin. 

Das Kaninehen ist somit durch die Pyocyaninasejection yon einer schweren 
Milzbrandinfecfion, ohne irgend einen Schaden, geheilt worden. Injicirf 
wurden in toto 12 ecru Py0cyanaselSsung intraven/Js und 7 cem subcutan an 
3 auf einander folgenden Tagen. 

V e r s u c h  2. Ein gelbes, 1328 grin schweres Kaninchen erh~lt am 
25. April 1898, Nachmittags 3 Uhr, 21/2 ccm Pyoeyaneusflfissigkeit (welche 
jedoch aus Bouillonculturen unter Zusatz yon ]~annit~ im Uebrigen aber, wie 
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oben beschrieben, bereitet wurde) intravenSs und 5 corn subeutan. Unmittel- 
bar darnaeh werden dem Kaninchen ll/~. ccra Milzbrandbaeillen-Bouilloneultur 
(30 Stunden bei 360 C. gewaehsen) unter die Riiekenhaut injicirt. 

Zu gloicher Zeit warden einem grauen, 2410 ~rm sehweren Kaninehen 
zur  C o n t r o l e  nur 1.0 ccm der gleichen Milzbrandbacillen-Bouilloneultur 
unter die Riickenhaut injicirt. 

Am 26. April, Vormittags 10 Uhr, betriigt die KSrpertemperatur bei 
dem behandelten Kaninehen Nr. 2 nut 3 9 . 2 0  C. (normal), beim Control- 
kaninchen Iqr. 2a  abet 41.5  o C. 

Das behandelte Kaninchen Nr. 2, welches schon vor dem Versuehe sehr 
mager und schw~ichlich war, ist" ziemlich matt, weshalb yon der intravenSsen 
Infection der Pyocyaneusfliissigkeit abgesehen wird. Dasselbe erh~lt aber 
5 ccr~ der Pyocyaneusflfissigkeit subeutan und Nachmittags 4 Uhr nochmals 
2 c~m unter die Haut des Riiekens. 

Am 27. April, u 10 Uhr, hat das Controlkaninchen Nr. 2a 
eine mehr als nussgrosse Gesehwalst an der Impfstelle des Riickens, welche 
sich, flaeher werdend , auch fiber einen Theft des Bauches ausbreitet. Die 
KSrpertemperatur ist 41.6  ~ C. 

Das behandelte gelbe Kaninehen l~tr. 2 dagegen sieht friseher aus als 
gestern, frisst viel und die KSrpertemperatur betr~g~ nur 39.80 C. Nicht 
die Spur einer Geschwulst ist zu bemerken. Dasselbe erh~lt um 10 Uhr 
3~/s r PyoeyanaselSsung unter die Riickenhaut. 

Das Controlkaninchen l~r. 2 a stirbt am 27. April, kbends, etwa 49 Stunden 
naeh der Infection. Bei der Section finder sich eine yon der Impfstelle aus- 
gehende 5dematSse Geschwulst tiber dem ganzen Bauch und einem Theft 
der Brust. Milz sehr vergrSssert. Zahlreiche Milzbrandbaeillen im Blute 
und in den Organen. 

Am 28. April, friih 10 Uhr, ist das behandelte Kaninehen "sehr lebhaft, 
frisst viel Bred und Griinfutter und hat 39.9 ~ C. Keine'Geschwulst an 
der Impfstelle. Es werden nun nochmals 21/s PyocyanaselSsung subcutan 
injici/rt u n d  damit" die Behandlung beendet. 

An den folgenden Tagen verhiilt sich das behandelte Kaninchen Nr. 2 
ebenso und am 3. Mai betr~igt das KSrpergewieht 1302gr~, die KSrper- 
temperamr ist normal. Auch dieses Thier wurde also durch die Pyocyanase- 
behandlung yon einer schweren Milzbrandinfection, welcher das viel kr~iftigere 
Controlthier innerhalb 49 Stunden erlegen ist, so geheilt, dass zu kein~r 
Zeit unverkennbare Symptome einer Erkrankung zu beobachten waren. 

Das Thier lebt auch heute, am 25. December (nach 8 Monaten), noeh 
und ist vSllig gesund, kr~iftig und sehr gut gen~ihrt. Subcutan waren im 
Ganzen 18 oc~, intravenSs nut 21/s ccm PyocyanaselSsung injicirt worden. 

Y e r s u c h  3. Kaninchen h-r. 3, welches 2122 g~m wiegt, erh~lt am 
1, M~irz 1898, Mittags 12 Uhr i 4 ccm Pyooyaneus-EnzymlSsung in eine Ohrvene. 

Um 21/~ Uhr Nachmittags werden demselben Thiere 0 .5  ccm einer 12 ec~ 
betragenden Bouillonprobe, in welcher 5 0 e s e n .  einer fiir Kaninchen sehr 
virulenten Anthrax-Agarcultur verrieben worden waren, subcutan injicirt. 

Einem 2168 g~m sehweren Controlkaninchen (l~r. 3a) werden zu gleiche r 
zeit ebenfalls O. 5 ecru : dieser l~Iilzbrandbaeillen-ikufsehwemmung subcutan in- 



DURCH BAKT:ERIOLYTISCHE ENZY~a'E ERWORBF-~E _TM'ltV0"NIT~,To 17 

jicirt. Gleich darauf (3 Uhr) erh~lt Kaninchen Nr. 3 wiederum 4 ccm Pyo- 
eyaneus-Enzymliis~ng intraveniis und 3 ecru subcutan. 

Am 3. M~rz, u 9 Uhr, erhRlt dieses Kanlnchen nochmals 4 ccm 
Pyocyaneus-EnzymlSsung intraveniis und 3 e~m subcutan. Bei dem.selben ist 
nicht die Spur einer Milzbrandgeschwulst an der Infectionsstelle zu bemerken, 
w~ihrend beim Controlkaninchen Nr. 3a eine yon der Infectionsstelle aas- 
gehende, fiber die betreffende Bauehseite his zur Brust ausgedehnte Infiltration 
des subeutanen Gewebes ffihlbar ist. 

Um 5 Uhr Abends, also 51 Stunden naeh. der Infection, stirbt das 
Controlthier l~r. 3a, und nun wird aueh das behandelte Kaninchen Nr. 3 
sofort getSdtet, um durch die bakteriologische Untersuchung des Blutes und 
der Organgowebe festzustellen, ob noch Milzbrandbacillen vorhanden sind, 
oder ob dieselben dureh das Pyocyaneus-Enzym bereits geliist wurden. 

Blur-, Milz-, Leber- und Nierenstiickchen, sowie bohnengrosse Theile des 
subcutanen Oewebes yon d'er Umgebung der Infecfionsstelle wurden auf 
Gelatineplatten und schief erstarrte l~hragarproben zur Aussaat gebracht. 
Erstere wurden bei 220 C., letztere bei 370 C. aufbewahrt. Auf diesen 
N~ihrsubstraten, welche 8 Tage lang beobachtet warden, kam keine einzige 
Milzbrandbacillen-Colonie zur Entwickelung. Die enorme Zahl yon Milz: 
brandbacillen, welche dutch die subeutane Injection in den Orgauismus ge- 
langte, war also binnen 51 Stunden vollstiindig durch das Pyocyaneus-Enzym 
aufgeliist worden. Bei dem Controlkaninchen l~r. 3a ergab die mikroskopische 
Untersuchung, class im Blute und in der Milz grosse Mengen yon Milzbrand- 
bacillen vorhanden waren. 

Aus diesem Versuchsrestfltate glaubten wit schliessen zu dftrfen, dass 
die Behandlung der mit Milzbrand inficirten Thiere mit Pyocyaneus-Enzy m 
nicht so lange fortgesetzt zu werden braucht, als dies in den bisherigen 
Versuchen-geschehen war, und dass e i ne  ein- bis zweimalige Injection 
gr5sserer ~Iengen yon Pyocyaneus-Enzym genfigt, um auch sehr grosse 
Mengen y e n  Milzbrandbacillen im 0rganismus aufzulSsen und Heflung zu ' 
erzielen. Dass dies abet nicht so ist, zeigt der  folgende Yersuch, bei 
welchem eine encnne M'enge sehr virulenter Anthraxbacillen injicirt wurde, 
wcrauf eine nut  dreimalige Injection yon Pyccyaneus-EnzymlSsung folgte. 

V e r s u c h  4. Ein 2314grin schweres, schwarzes Kaninchen erhRlt am 
27. April, Nachmittags 4 Uhr, eine subcutane Y~-ljection yon 11/2 tom Anthrax- 
Bouilloncultur. Diese Cultur war ausserordentiich reich an Anthraxbacillen 
und.Sporen, d a  6 Stunden vorher 5 grosse Oesen einer Anthrax-Agarcultur 
in Bouillon gebracht worden waren und diese Bouillon bei 37 o C. 'aufbewahrt 
wurde. Gleich darauf erh~lt dieses Kaninchen 5 eom Pyoeyaneus-Enzym- 
lSsung-in eine ; Ohrvene und 2 oom subeutan.. 

Einem anderen schwarzen, 2328 grin schweren Controlkaninchen (Nr, 4 a) 
werden Zu gleiehcr Zeit ~ ebenfalls 11/s cem derselben Bouilloncultur subeutafi 
injieir~. 

Am 28. April~ Vormittags, frisst das behandelte Kaninchen viel und ver-, 
hRlt sich ganz normal. Das Controlkaninchen nimmt kein Futter. Um~ 
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~! Uhr werden dem ersteren 2 e~m Pyoeyaneus-EnzymlSsung in eine Ohr- 
vene und 4 ecru derselben subeutan am Riicken injicirt. 

Am 29. April, friih 61/2 Uhr, wird das Controlkaninchen tddt gefunden. 
Starke Todtenstarre. Der Tod diirfte bald nach Mitternacht erfolgt sein. 
Dasselbe starb also sehon 30 bis 35 Stunden nach der Infection. Grosse 
Mengen yon Milzbrandbacillen im Blute mad in den Organen. 

Das behandelte Kaninchen frisst und ist sear taunter. Demselben 
werden zum letzten Male um 10 Uhr u (29, April) 1 o~m Pyocya- 
neusfltissigkeit intravenSs und 3 ~em subcutan injieirt. 

Am 30. April ist dieses Thier scheinbar normal, es frisst viel und ist 
taunter, hat aber 40 .0  ~ C. Am 31. April betr~gt die Kiirpertemperatur 
40.50 C. 

Am 1. Mai, Vormittags 10 Uhr, stirbt das nieht lunge genug behandelte 
Kaninehen. Der Tod trat also genau naeh 5 Tagen ein, wiihrend das etwas 
griissere Controlkaninchen schon naeh 30 bis 35 Stunden verendet war. 

Bei der Section fiel das Fehlen des Milzbrandiidems auf. Das sub. 
eutane Gewebe der Injectionsstelle zeigte einen i~therigen, apfel~hnlichen 
Gerueh. Auf Gelatineplatten, welche mit subeutanem Gewebe besehickt 
waren, etwickelten sieh nut wenig Milzbrandbacillen-Colonieen. Zablreicher 
waren dieselben auf den mit Herzblut und Mflzstfiekehen besiieten Platten. 

kus  diesem letzten Versuche war zu schliessen, dass die Pyocyanase 
keine immunisirenden Wirkungen hat. U m  abe~ hieriiber mit  mehr Sicher- 
licit z u  entscheiden, ffihrten wit noch den folgenden Versueh aus, bei 
welchem ein Kaninchen mit Pyocyanaseinjectionen vorbehandelt und erst 
11 Tage nach dieser Vorbehandlung mit Milzbrand inficirt wurde. 

V e r s u c h  f ibe r  die I m m u n i s i r u n g  m i t  P y o c y a n a s e  g e g e n  A n t h r a x .  

Ein grosses, weisses, 2715 g~  schweres Kaninehen erhi~lt am 18. Juni 
1898 3 .5  ~:m PyocyanaselSsung subcutan. Desgleiehen am 20,  22 ,  24. 
und am 25. Juni 5 tom Pyoeyanase subeutan, im Ganzen also 19 corn 

Am 3. Juli, 10 Uhr V0rmittags, also 11 Tage nach der !etzten Pyoeyanase- 
injection, wird das Kaninchen gleiehzeitig mit einem ebenso grossen, 2722 grin 
schweren Controlkaninehen in ganz gleieher Weise durch subcutane Injection 
yon 112592000 Anthraxbaeillen inficirt. Diese Cultur war sea r  virulent. 

Am 4. Juli, u 11 Uhr, betr~gt die KSrpertemperatur des mit 
Pyocyanase vorbehandelten Kaninchens 40.7 o C., wiihrend dieselbe beim 
Centrolkaninchen n u t  40-3 ~ C. erreichte. Am 5. Juli, Vormittags 11 Uhr, 
i~t die KSrpertemperatur beim behandelten Kaninchen 41.0 ,  beim Control- 
l~aninchen 41.9  ~ C. Das weisse, mit Pyocyanaseinjectionen vorbehandelte 
Kaninohen stirbt Abends 6 Uhr, also 56 Stunden naeh der Milzbrandinfeetion, 
und um 7 Uhr, also 57 Stunden nach der Infection, stirbt das Control. 
kaninchen. Bei beiden Thieren finden sieh bei der Section die charakte- 
risfisehen ~erRnderungen des Milzbrandes und zahlreiehe Milzbrandbaeillen 
im Blute u n d i n  den Organen. Es ist also wohl zweifellos, dass die vor 
l-l-his t8  Tagen subeutan injieirte Pyocyaliase wieder aus dem ThierkSrper 
ausgesehieden odor in: demselben zerstSrt worden war. 
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IIL Immunisirung yon Kaninchen gegen Milzbrand durch 
Pyocyanase-Im munproteidin. 

Der vorige Versuch zeigte uns, dass eine eigentliche Immunisirung 
mR Pyocyanase gegen Milzbrand wenigstens mit eben solchen Quantitiiten, 
welche zur Heftung ausreichen ~ nioht miighoh ist. Vielleicht ware eine 
Immunisirung immerhin :mSghch, wenn man, wie bei Herstellung des 
Diphtherieserums, die Pyocyanaseinjectionen in steigenden Quantit~ten 
Wochen oder Monate lang hindurch .fortsetzen wfirde. 

Der Umstand, dass eine gewisse kleine Quan~it~t Pyocyanase wohl 
zur. Heilung, abet nir zur Immunisirung ausreicht, ffihrte uns zur An- 
sicht, dass wohl der grSsste Theft der Py0cyanase in den Stoffwechsel- 
processen des KSrpers zu Grunde geht: Nur ein kleiner Theft, in eine 
haltbarere Form im Thiere fibergehend, wird Zum immunisirenden Princip. 
Eine solche ~ haltbarere Form kann nach unserer Ansioht nut dadurch er- 
zielt werden, dass die Pyocyanase sich nooh mit einem anderen Eiweiss- 
kSrper des ThierkSrpers, wahrscheinlich yon den Leukocyten stammend, 
zu einem hochmolecularen und trypsinfesten EiweisskSrper verbindet, wel- 
cher nicht mehr so leicht in die thierischen Zellen diosmotisch eindringen 
kann und daher vor dem raschen Zerfall geschfitzt is~. 

Von grSsster Wichtigkeit ffir die Ausffihrung der kfinstlir Immu- 
nisirung bei Infeotionskrankheiten war e s ,  zu versuchen, ob es gel~ngt, 
diese Verbindung kfinstlioh, also ohne Zuhfilfenahme des ThierkSrpers 
herzustellen. 

Es gehngt nun in der.That, nach einer yon uns noch genauer zn 
beschreibenden, chemischen ~ethode eine bestimmte Menge PyocyanaSe 
eder anderer Bakterien-Enzyme mit bestimmten thierischen EiweisskSrpern 
in die gewfinsehte hochmolec_uliire Verbindung fiberzuffihren. 

]Kit diesem kfinstlich dargestellten Enzym-J_mmunproteidin, mit dessen 
Reindarstellung wit noch beschaftigt sind, gelingt es, Thiere dutch einige 
Injectionen kfinstlich zu immunisiren, w~hrend man, wie .erw~hnt, ~ durch 
einige Injectionen der bakteriolytischen Enzyme nut hei len,  niche: abet 
immunisiren kanm ~ Die H(~he: de r erzielten Immunit~t l~ss~ niehts zu 
wiinsche n fibrig;, dagegen mfisse n fiber die Diauer derse!ben noch Ve~uch e 
ausgeffihrt werden~ da unsere ::bi sherigen (bei !Mi!zbrand. u.  s.w.) n u t  auf 
eifien Zeitraum yon i4-Tagen ausgedehnt wurden. 

Wir lassen bier einen kurZen Bericht ~fiber die' letzteren folgen 

2* 
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1. V e r s u c h e  f iber  I m m u n i s i r u n g  yon  K a n i n e h e n  g eg en  Mi lz -  
b r a n d  d u r o h  I n j e c t i o n  d:er Y e r b i n d u n g  des P y o c y a n e u s - E n z y m s  

m i t  a c t i v e m  B l u t e i w e i s s - - - - P y o e y a n a s e - I m m u n p r o t e ~ ' d i n .  

Y e r s u c h  1. Am 20. Mai erh~ilt ein grosses, 2480 grin schweres, grau- 
braunes Kaninchen 1'/~ eQm yon kiinstlich hergestelltem Pyocyanase-Immun- 
prote~din, welches durch Berkefeldiilter flltrirt worden war, intraven6s (Ohr- 
vene) und 4 e~m subcutan, Am 21. und 22. Mai werden dem Thiere 6 eera 
genannter Blutfliissigkeit subcutan injicirt. Am 23. Mai, l~achmittags 3 Uhr, 
Injection einer aus 3 0 e s e n  Agarcultur und 10 a~n Bouillon bergestell~en, 
sehr virulenteu Milzbrandbacillen-Suspension in der Menge yon 1 eem unter 
die Riickenhaut und gleich darauf zum letzten Male 6 ~om Pyocyaneus-Enzyan- 
blur ebenfalls subcutan. Ein ebenso grosses, 2518 grin schweres Control- 
kaninchen veto gleichen Wuffe erhi~lt die gleiche Menge Milzbrandcultur, 
welche vorher 5 Mal auf Kaninchen verimpft worden war, subcutan. Nun 
wird keine Blutfliissigkeit mehr injicirt. 

Am 24. Mai fressen beide Thiere und zeigen keine Krankhei~serschei- 
nungen. KSrpertemperatur beim schutzgeimpften Kaninchen 39.4  ~ C., beim 
Controlkaninchen 39"70 C. Am 25. Mai, 8 Uhr frfih, schutzgeimpftes Ka- 
ninchen 40.0,  Controlkaninchen 41.60 0. Um I Uhr lffachmittags wird 
das Controlkaninchen todt und in starker S~arre gefunden; es starb somit 
40 bis 44 Stunden nach der Milzbrandinfection. Bei der Section finder sieh 
ein starkes l~iilzbrandSdem an Bauch und Brusk und in Ausstrichpriiparaten 
der sehr bedeutend vergrSsserten Milz sind zahllose MilzbrandbaciUen. Das 
schutzgeimpfte Kaninchen hat veto 26. Ma~ ab ganz normale Temperatur, 
frisst viel und ist sehr lebhaft;i dasselbe: nlmmt in den folgenden Tagen an 
Gewicht zu und lebt auch heute noch, am 20. :December, also nach 7 Monaten, 
in bestem Gesundheitszustande. 

Die kurze Dauer und die geringe H6he des Fiebers (nur 40 .0  ~ C. 
wiihrend einiger Stunden) beweisen, class die Wirksamkeit der Schutzimpfung 
dutch Pyocyanase-Immunprote'idin eine sehr vbllkommene war, zumal auch 
die Fres~lust und iiberhaupt das A1]gemeinbefinden des Thieres offenbar 
nicht gest6rt waren. 

Bei den folgenden Immunisirungsversachen gegen ~[ilzbrand ver- 
mittelst Pyocyanase-ImmunproteIdin wurden die immunislrten Kaninchen 
erst am 5., 9. und 12. Tage nach der letzten Schutzimpfung mit Milz: 
brandbaoillen infieirt. 

Z u  den drei ersten Injectionen wurde dieses Pyocyanase-Immun- 
proteidin ohne Zusatz irgend eines Desinfectionsmittels verwendet. D i e  
Conservierung gesehah duroh Aufbewalxung be~ 0 bi~ ~ 0 .5  o C: (Wieder- 
holtes Gefrieren Sch~digte die Wirkung izl keiner Weise.) Erst am  8. Sep- 
tember, also vet der 4 .  Schutzimpfung, wurde Toluol zugesetzt. 

Die folgende Tabelle enth~l~ die nSthigen Angaben ~b erl die Aus- 
fiihrung der Schutzimpfung. 
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Nr.l 
Kaninchen, 
lang- und 

feinhaarig, 
3 2 9 0  ~ =  

~Tr. 2 
Kaninchen, 
graubraun 
3580 

Nr. 3 
Kaninchen, 
braungelb 

3240 ~ 

Injicirt wurde P vocyanase-Immunproteidin am: Zeit u. StKrke 
4. Sept~. 6. Sept. 8. Sept. 10. Sept. 12. Sept, der Infection Resultat 

2 c c m  

.ntravenSs 
4 ccm 

subcutan 

7 e~m~ 

intravenSs 
2 c c m  

subcutan 

6 ccm 

intraven6s 
2 ccm 

subcutan 

6 c c m  

in~ravenSs 
~cm 

subcutan 

8 ocm 

intravenSs 
6 ccm 

subcutan 

6 ecru 

intravenSs 
~" ccm 

subcutan 

2 ccm 

in~ravenSs 
7 ccm 

suboutan 

2 ecm 

intraven~e 
6 ccm 

subcutan 

2 ccm 

intraven~s 
6 ocm 

subcutan 

7 ccm 

subeutan 

7 r 

.subcutan 

8 corn 

subentan 

2 corn 

intraven~s 
c c m  

subcutan 

2 c c m  

intravenSs 
6 ~cm 

subcutan 

2 oom 

intraven~s 
6 ccm 

subcutan 

17. Sept. 
Vorm. 11 h 

221 700 
~Iilzbrandbac. 

subcutan 

21.  Sept. 
Nachm. 5 h 

280 500 
Anthraxbac. 

subcutan 

24. Sept. 
Vorm. 11 h 

228470 
Anthraxbac. 

subcutan 

bleibt 
am Leben 
ohne zu 
erkranken. 

desgl. 

dosgl. 

Das Controlkaninchen zum schutzgeimpften KaMnchen Nr. 1 stammte 
yon demse]ben Wuffe,  M e  letzteres. D}eses Controlthier hatte ein K6rper- 
gewicht  yon 3417 grin und erhielt  z u r  g l e i c h e n  Z e i t  d i e  g l e i c h e  A n .  
z a h l  yon Mflzbrandbacillen subcutan injicirt ,  und zwar wie das schutz- 
geimpfte Kaninchen Nr. 1 in der ~ e n g e  yon 0 . 7  ccm elner Bouillonauf- 
schwemmung yon 24 Stunden be} 37 ~ C. gewachsener, direct aus IKilz 
geziichteter Agarcultur.  Diese A_n~hraxcultur war 14 Mal in kurzen Inter- 
~allen durch den Kaninehenk6rper gegangen~ dieselbe war so virulent, dass, 
w i e  ein anderer  Yersuch zeigte, 11 500 l~ilzbrandbaeillen den Tod eines 
grossen Kaninehens in 38 Stunden herbeifiihrten. Das schutzgeimpfte Ka- 
ninchen wurde also z u m  mindesten mit dem 20fachen, wahrseheinlieh sogar 
mit  dem 2000fachen der t6dtl/chen Dosis inficirt. Das  C o n t r o l k a n i n c h e n  
s t a r b  s c h o n  34 h i s  36 S t u n d e n  n a c h  d e r  I n f e c t i o n  m i t  1 K i l z b r a n d -  
b a c i l l e n .  24 Stunden nach der Infection mit Anthrax  betrug die K~rper~ 
tempera tur  beim Controlkaninchen bereits 4 0 . 4  ~ C., w~hrend diese|be beim 
:schutzgeimpften Kaninehen Nr. 1 noch normal ( 3 9 . 4  ~ C.) war. Beim Con- 
trolkaninehen ist eine deutliche Milzbrandgeschwulst an der Injeetionsstelle 
zu fiihlen, w~ihrend bei dem schutzgeimpften Kaninchen keine Spur einer 
solchen wahrnehmbar ist. Erst Abends 5 Uhr ist die K~rpertemperatur des 
sehutzgeimpf~en Kaninchens Nr. 1 etwas erhSht: 3 9 . 8 ,  w~ihrend die des 
Controlkaninehens 4 1 . 2  ~' C. betr~igt. Das letztere stirbt zwischen 8 und 
12 Uhr Nachts an schwerem ]~i]zbrand (nach dem Seetionsergebniss u. s. w.). 
Das sehutzgeimpfte Kaninchen Nr. 1 dagegen verh~ilt sich yon nun ab ganz 
normal; die K6rpertemperatur i s t  3 9 . 3  ~ C. I)as Thier  frisst viol und ist 
auch heute, am 29. November,  v611ig gesund. 

Das sehutzgeimpf~e Kaninehen Nr. 2 (graubraun, 3580 grrn KSrpergewicht) 
wurde 9 T a g e  nach der letzten Schutzimpfung in genau der gleiehen Weise, 
wie das 3894 grin schwere Controlkaninehen, mit Anthraxbaci l len inficirt; jedes 
der Thiere erhielt 280 500 ]Ki]zbrandbaeillen subeutan. Die |etzteren waren 
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aus ~ l z  auf Agar 24 Stunden bei 36 o C. geziichtet und es genfigten sicher: 
lich 100 bis 1000 Bacillen, um eine tSdtliche Infection beim Kaninehen zu 
verursachen._ 24 Stunden nach der Infection (22. September, '~aehmittags 
4 Uhr) ist beim Controlkaninchen ein deutliches. Oedem an der Injections- 
stelle wahrnehmbar u n d  die KSrpertemperatur betr~g~ 40-6 o C. Das schutz- 
geimpfte Kaninchen l~r. 2 dagegen hat keine Spur einer Milzbrandgeschwulst 
und die KSrpertemperatur ist normal (39.3 ~ C.). 

Am 23. September; friih 8 Uhr, also 39 S t u n d e n  nach der" Injection 
mit Anthrax, s t i r b t  das C o n t r o l k a n i n c h e n  an typischem l~ilzbrand. 

Das sehutzgeimpfte Kaninehen zeigte im Laufe der n~chsten Tage  
keinerlei Krankheitserscheinungen, die KSrpertemperatur war jeder Zeit 
normal und auch heute, am 29. I%vembbr, ist das Thier ganz gesund und 
frisch, die KSrpertemperatur ist normal (39.40 G.). 

Das Kaninchen Nrl 3 (braungelb), 3240 ~rm schwer, wurde erst am 
24. September, Yormittags 11 Uhr, also 12 T a g e  nach  der  l e t z t e n  
S e h u t z i m p f u n g ,  mit  228470 Milzbrandbacfllen dureh subcutane Injection 
yon 0 .7  cm einer Bouillonaufschwemmung einer 24 Stunden bei 360 C. aus 
Milz geziichteten Agarcultur infieirt. Diese Cultur war durch 15 Kaninchen 
hindureh gefiihrt worden und daher ausserordentlich virulent. HSehst wahr- 
scheinlieh hRtte e in  einziger Milzbrandbacillus geniigt, um ein Kaninchen 
z u  tSdten, ttierf'tir sprieh~ auch der rasche Tod des 3642 gm schweren~ 
gelben Controlkaninchens , welches mi t  genau der gleichen Culturmenge, aus 
der g]eiehen Spritzenffillung und zur selben Zeit wie Kaninchen Nr. 3 mi~ 
228470 Milzbrandbaeillen dutch subcutane Injection infieirt wurde. Dieses 
Controlkaninehen verendete schon am 25. September, Abends 7 Uhr, also 
sehon 31112 S t u n d e n  nach  der  I n f e c t i o n ,  an schwerem l~ilzbrand. Das 
MilzbrandSdem an der Impfstelle hatte kaum Zeit, sich auszubilden und war 
daher nur 3-Markstfiek gross; aueh die ~Iilz war nur wenig vergrSssert. In 
iedem AusstrichprRparate yon Milzsaft waren aber ausserordentlieh viele 
MilzbrandbaciUen~ welche sich nach der yon C z a p l e w s k i  1 modificirten 
(}ram'schen ]Wethode fast durehweg intensiv und gleichmi~ssig dunkelblau 
f'~rbten, wiihrend roth gef~irbte, todte Bacillen nicht zu sehen waren. Das 
schutzgeimpfte Kaninchen l~r. 3 hatte beim Tode des Controlthieres ('25. Sep- 
tember, Abends 7Uhr)  nur ganz wenig erhShte KSrpertemperatur, n~mlich 
39.80 C. Schon am n~ichsten l~orgen war die KSrpertemperatur wieder 
normal und blieb es auch bis heute (29. September, Yormittags 8 Uhr). An 
der Infectionsstelle ist nicht die Spur yon Sehwellung (Oedem) zu constatiren. 
Das Thier verh~lt sich an den folgenden Tagen, bei uuverminderfer Fresslust, 
vSllig normal. 

Diese Versuche zeigen, dass selbst eine Milzbrandinfection mit der 
mehr als 1000fachen (wahrseheinlich sogar mit der 200000fachen) tSdt- 
lichen Dosis vollvirulenter Mflzbrandbaoillen yore schutzgeimpften Thier- 
kSrper le ich t  und g~nzlich schadlos  ffir denselben iiberwunden wird. 

1 .Hygi, en~ch  e .R~nd~cha~. 1896. S. 1029. 
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Ffihrt man die Schutzimpfung mi t  Pyocyanase-Immunproteidin aus, zu 
dessen Bereitung, wie bei dem oben verwendeten, mehrere Wochen alte 
Pyocyanase benutzt wurde, dann i s t  auoh die Schutzimpfung ohne jede 
sch~dliche Wirkung fiir die ThiereL I Dieselben ze!gen dann zu keiner Zeit 
auoh nur die geringsten Zeichen v0n Unbehagen .crier gar yon Kranksein, 
da sowohl die pyogenen Proteine, als auoh die aus den Leibern der Bak- 
terien stammenden Giftstoffe bei mehrwSchenthchemStehen der Pyocyanase- 
15sung dutch das bakteriolytische Enzym zersetzt, d .  h. in unsch~dliohe 
Verbindungen Obergefiihrt werden. Da eines tier schutzgeimpften Kaninohen 
auch 12 Tage nach der  letzten Schutzimpfung gegen die 200 000 fache 
tSdtliche Dosis yon Milzbrandbacillen noch vSllig immun war, s o  ist  es 
hSchs t  wahr sche in l i ch ,  class die I m m u n i t ~ t  m i n d e s t e n s  m e h r e r e  
W o c h e n  in soIcher  HShe and auer t ,  dass e ine spon tane  (natiir- 
lithe) I n f e c t i o n  auoh nach  dieser Zeit  l e i c h t  verh i i te t  wird. 

Das Impfungsverfahren. mit Pyocyanase-ImmunproteIdin wird sich 
daher voraussichtlich nicht nar zur erfolgreichen Behandlung des Milz- 
brandes bei Schafen, Rindvieh u. s. w., sondern auch zur Sohutzimpfung 
dieser Thiere eignen. Jedenfalls wird man eine in einem Stalle aus: 
gebroohene Milzbrandepidemie dutch Pyocyanase-ImmunproteIdinLInjectionen 
bei den erkrankten und noch gesunden Thieren des Stalles zum Stillstand 
bringen kSnnen. Auch zurBehandlung des MJlzbrandes beim Menschen 
wird man alas Pyooyanase-ImmunproteIdin anwenden. 

21 S c h u t z i m p f u n g  mi t  P y o c y a n a s e - M i l z - I m m u n p r o t e I d i n  gegen 
BIilzbrand. 

Noch wirksamer und einfacher scheint die Anwendung yon Pyocyanase- 
Immunproteidin, welches unter Benutzung yon Organeiweiss hergestellt 
wird, zur Schutzimpfung gegen Milzbrand zu sein. 

Die v e r m i t t e l s t  Organeiweiss  h e r g e s t e l l t e n  P r ~ p a r a t e  
haben  den grossen  u  dass die P y o c y a n a s e  viel weniger  
s ta rk  (nahezu gar nicht) ve rdf inn t  wir cl, als bei  der h n w e n d u n g  
yon B lu t  zur  I m m u n p r o t e l d i n b e r e i t u n g .  

M_it einer solchen Verbindung yon 0rganeiweiss und Pyocyanase 
(Pyocyanase-Immunproteidin) wurde ein gelbes, 3015 ~ schweres Kanin' 
chen schutzgeimpft, welches yore gleichen Wurfe stammte, wie das auf 
S. 22 erw~hnte, 3 6 4 2 ~  schwere Controlkaninchem Letzteres diente 
zugleich als C0ntrolthier fiir diesen Versuch. 

Die Schutzimpfung wurde wie folgt ausgeffihrt. 



24 RUDOr,:F E~ERICH UND OSCAR LSw: 

Das K~ninchen erhielt am 
17. September 2 ecru intraven5s 

5 ,, subcutan 
18. , ,  8 ,, ,, 
19. ,~ 7 ,, ,, 

20. ,, 1 ,, intraven6s 
4 ,, subcutan 

21. ,, 6 ,, , 
Das Thier zeigte w~ihrend der Schutzimpfung keinerlei St6rung des 

Wohlbefindens, es war stets sehr lebhaft, frass viel, namentlich auch gleich 
nach einer Injection yon Immunprote~din, wie iiberhaupt zu jeder Zeit, wenn 
ihm Futter vorgeworfen wurde. 

Am 24. September, u 11 Uhr, also 3 Tage nach der letzten 
Sehutzimpfung, wird dieses Kaninchen gleichzeitig mit dem auf S. 22 er- 
w~hnten Kauinehen Nr. 3 und dem aueh zur Controle fiir diesen Versuch 
bestimmten, gelben, 3642 grra sehweren Controlkaninchen mit 228 470 Milz- 
brandbaeillen (in 0 .7  ~m Bouillon aufgeschwemmt) dureh subcutane Injection 
inilcirt. W~khrend dieses Controlkaninehen, wie sehon erw~kut, schon 
31113 S tunden  (25. September, Abends 7 Ul~r) naeh der  I n f e c t i o n  an 
sehwerem Mi lzb rand  ve rende t e ,  zeigte das mit Pyocyanase-Immun- 
proteidin schutzgeimpfte Kaninchen in der Folge nicht die geringste St6rung, 
weder hinsicht]ieh der Lebhaffigkeit, noeh in Bezug auf die Fresslust. :Nur 
gauz vorfibergehend war die KSrpertemperatur um einige Zebntelgrade er- 
h~ht. Dieselbe betrug n~mlich am 26. September , Vormittags 10 Uhr, 39.8 o C., 
war aber yore 27. September , Vormittags 8 Uhr, an wieder vSllig normal 
(39"3 bis 39-40 C.). Eine Yer~nderung an der Injeetionsstelle war nie zu 
bemerken. Das Thier ist, trotz der Injection einer so grossen Menge h6chst 
virulenter Milzbrandbacillen, aueh heute (29. November) noch vSllig gesund. 

Mit derselben Yerbindung der Pyocyanase mit 0rganeiweiss wurde 
am 24. October 1898 ein 3122  s ~  Schweres, graublaues Kaninchen wie 
olgt schutzgeimpft. 

Das Thier erhielt am 24. October 1 oom intravenSs 
2 ,, subcutan 

25. , ,  2 ,, intraven~s 
2 ,, subcutan 

26. ,, 6 ,, ,, 
27. ,, 4 ,, ,, 
28. .,, 1 ,, intraven6s 

4 ,, subcutan. 
Am 3. November, 10 Uhr Yormittags, also 6 Tage naeh der letzten 

Schutzimpfung, werden diesem Kaninchen 562 400 Milzbrandbaeillen (yon 
einer vollvirulenten Agarcultur, die 15 Mal durch den KaninchenkSrper ge- 
gangen war) subeu an injicir~. Die gleiche ]genge Milzbrandbacilleu wird 
zur gleiehen Zeit einem 325:6 srm schweren, graubraunen Kaninchen injicirt. 
Das letztere wird schon am 4. November, Abends 7 Uhr, also 33 Stunden 
naeh der  Infection, todt gefunden. Das schutzgeimpfte Kaninchen hatte zu 
dieser Zeit 39.7 ~ C: und war frisch und taunter. Dasselbe lebt heute noeh 
(29. November 1898). 
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IV. Milzbrandheilung durch Injection der aus der Pyocyaneus- 
cultur gef~llten und fiber Schwefels~ure getrockneten Pyocyanase. 

Fiir die praktische Verwerthung der neuen Heilmethode beim Milz- 
brand des Menschen und der Thiere (Rindvieh, Schafe u. s. w . ) ,  sowie 
eventuell bei Typhus, Pest und anderen Infectionskrankheiten, war es 
nothwendig, die Pyocyanase in haltbarer Form zu gewinnen. Wenn dies 
auch wohl dutch Zusatz yon entwickelungshemmenden Mitteln, wie Chloro- 
form, Toluol u .  s. w., zur PyocyanaselSsung mSgheh w~e, so sind Flfissig- 
keiten fiir den Versandt doeh nicht so geeignet, wie eine trockene Sub- 
stanz, welche leicht 15slich und dosirbar ist. 

Es war zun~chst festzustellen, ob die gef~llte und getrooknete Pyo- 
cyanase noch ihre volle Wirksamkeit besitzt. 

Es zeigte sioh zun~0hst, dass sich dieselbe sehon in sehr geringen 
Mengen destitlirten Wassers leicht und vollst~ndig 15st. 

Versetzt man die LSsung in destillirtem Wasser mit schwach alkahsoh 
gemachter WasserstoffsuperoxydlSsung, so entsteht entweder eine so ausser- 
ordentlioh stfirmisehe Sauerstoffgasentwiekelung, dass ein Theil der Fltissig- 
keit aus dem Reagensglase herausgesohleudert wird, oder aber die Sauer- 
stoffentwickelung ist weniger stfirmisch, abet immerhin sehr lebhaft und 
yon um so l~ngerer Dauer. 

Wenn die Ausf~llung und Trocknung der Pyocyanase unter An- 
~wendung sterilisirter Gef~sse u. s. w. m5glichst reinlich vollzogen wurde, 
so kann die LSsung in sterilisirtem Wasser direct therapeutisch verwendet 
werden. 

Ve r such  1. Am 1. December 1898, Mittags 12 Uhr, werden einem 
schleeht gen~hrten, schw~chlichen, graubraunen Kaninchen yon nur 1216STm 
KSrpergewieht 5 328 000 Milzbrafidbacillen, in 0.5 ~om Bouillon aufgeschwemmt, 
subcutan am Rfieken injiclrt, 

Diese Milzbrandbacillen waren innerhalb einiger l~onate 15 Mal dutch 
den KaninchenkSrper gegangen und die Cultur stets in Sporenform weiter- 
geffihrt worden, so class tier einmal erworbene :Virulenzgrad erhalten blieb. 
H~ehst wahrscheinlieh geniigte ein einziger Bacillus yon dieser Cultur zur 
t~dtlichen Infection bei Kaninehen. 

Einem sehr kr~ftigen und gut gen~ihrten, 2 Monate hindurch im Freien 
gehaltenen, schwarzen Kaninchen wurden zur Controle yon d erselben Culmr 
ebenfalls 5 328 000 Milzbrandbacillen zur gleichen Zeit subcutan am Riieken 
injicirt. 

Das ersterw~hnte Kaninchen erhielt gleieh nach der: Milzbrandbacillen- 
Injection 0- 5 ecru einer aus 1 gm trockener Pyocyanasemasse und 3 ecru Wasser 
bereiteten L~sung intravenSs und 21/2 r162 subcutam Yon dieser Masse be- 
standen mehr als 99 Procent aus Salzen und anderen Stoffen. 

Am 2. December, 10 Uhr u h a t  das schwarze Controlkaninchen 
41.0  ~ C. und das ]nit Pyocyanase behandelte graubraune Kaninchen nur 
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39.70 C. Um diese Zeit werden demselben nochmals 0 .5  cem der gleich 
bereiteten PyocyanaselSsung intravenSs und 11/2 eom derselben subcutan injicirt', 

Am 2. December, Abends zwischen 6 und 7 Uhr, also 30 bis 31 Stunden 
nach der Injection, stirbt das schwarze Contr01kaninchen. 

Bei tier Section finder sich ein kleines, nur  thalergrosses l~IilzbrandSdem 
an der Injectionsstelle. Die Milz ist ziemlieh stark vergrSssert und enth~lt, 
ebens0 wie das Blut, grosse Mengen yon Milzbrandhacillen. 

Das mit Pyocyanase behandelte, sehw~chliche Kaninchen lebt dagege n 
am 3. December, Vormittags 11 Uhr~ und hat nu t ' 39 .6  ~ C. KSrpertempe- 
ratur. Dasselbe ist ganz taunter und friSst Brod und Griinfutter. Es erh~ilt 
nun nochmals, jedoch nut noeh subcutan, 2 corn der, wie oben erw~hnt, be-_ 
reiteten PyocyanaselSsung, und damit wird die Behandlung beendet. A u e h  
am 4. December ist das ThJ~r frisch und taunter und frisst viel. 

Am 9. December stirbt das Kaninchen, welches am linken Ohrgrund 
eine eiternde Bisswunde hatte, an Kaninchensepticiimie. Bei der Section 
zeigen sieh nicht die geringsten Spuren der ]~[ilzbrandinfection. Im Herz- 
blute und in der l~Iilz sind sehr viel Kaninehenseptic~miebakterien, aber 
keine Milzbrandbacillen mikroskopisch nachweisbar;- aueh auf mit Milz und 
Blur bes~eten Gelatineplatten wachsen nur Colonieen yon Kaninchenseptie~mie- 
baeillen. Dieser Versuch wurde in allen Details yon Hrn. Prof. Dr. H. B u e h n e r  
und yon Hrn. Dr. ~ e g e l e  verfolgt.  

Y e r s u c h  2. Am 5, December, Yormittags 10 Uhr, werden 3 Kaninchen, 
e in  gelbbraunes, 3014~rm schwer, ein schwarzes, 3202 ~m schwer, und ein 
graubraunes Controlkaninchen yon 3258 ~rm KSrpergewicht mit je 817 300 Milz, 
brandbacillen, welche aus der l~ilz des im vorigen Yersnche erw~hnten 
Controlkaninehens geziichtet worden waren, durch subcutane Injection inficirt. 
Das gelbbraune Kaninchen erh~lt 4 und das schwarze Kaninchen 5 Stunden 
nach der Mflzbrandbacillen-Injeetion intravenSs 0-5 o~m tier, wie oben erw~hnt, 
bereiteten LSsung yon trockener Pyocyanase und 11/2 ~em subeutan. 

Am 6. December , Yormittags 8 Uhr, hat das Controlkaninchen 4 i .  6, das 
mit Pyocyanase behandelte gelbbraune Kaninehen 39.8 und das schwarze 
39,9 ~ C .  Die beiden letztgenannten Thiere erhalten nun nochmals genau 
ebenso wie gestern Pyoeyanaseinjectionen intravenSs je 0 .5  tom und sub- 
eutan je 11/2 ?ore. Abends ~/44 Uhr, also 29 Stunden nach der Milzbrand, 
infection, stirbt das graubraune Controlkaninehen. Bei dem gelbbraune n 
Kaninchen betr~gt am 7. December Vormittags die K~rpertemperatur 39.6,  
bei dem schwarzen 39.8 ~ C. Die Pyoeyanaseinjeetion wird nun nochmals 
ganz ebenso wie am 6, December bei den Thieren ausgefiihrt. 

Dieselben zeigten , eine geringe Infiltration des subeutanen G~webes an 
der Injectionsstelle ausgenommen, keinerlei Krankheitserscheinungen. 

Dieselben sind auch heute, am 18. December, vollkommen gesund. 

Auf Grund dieser prompten Resultate konnte yon weiteren Versuchen 
mit getrockneter Pyocyanase abgesehen werden. 

Der ein'e yon u ns (Em mer i ch )  hat inBezug auf Milzbrand-Heilversuchen 
viele Effahrungen zu machen Gelegenheit gehabt. Derselbe hat im 
Jahre 1886 als Erster gezeigt, dass es mSglich ist, die Milzbrandinfection bei 
Kaninchen dutch Injectionen yon Erysipel-Streptokokken, welche eine~ ffir 
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Kaninchen weniger gef~hrliche Krankheit verursachen, zu heilen; er hat 
dann weiterhin nach dem Vorgange Bouchard ' s  auch Versuche fiber die 
tteilung des Mfizbrandes dutch Injection yon Pyocyaneusbacillen, sowie 
auch dutch Injection des Blutserums yon mit Erysipelstreptokokken vor- 
behandelten Schafen angestellt. Die Resultate all dieser Versuche werden 
aber yon denjenigen, welche mit gef~llter, getrockneter und wieder ge- 
15ster Pyocyanase erzielt wu.rden, durch die absolute Sicherheit des Heil- 
resultates weir fibertroffen. W~hrend yon den Milzbrand-Heilversuchen 
mit Streptokokken- und Pyocyaneusculturen v. P e t t e n k o f e r  mit :Recbt 
sagen konnte, ,,das heiSst man den Teufel durch den Beelzebub austreiben," 
scheint die Pyocyanasebehandlung ganz unsch~dlich zu sein, da die Thiere 
w~hrend der Behandlung und trotz Einffihrung enormer ~Iengen voll- 
virulenter Milzbrandbaoillen keinerlei hervorstechende Krankheitserschei- 
nungen und auch keine StSrung des Ern~hrungszustandes zeigen. Im 
Gegentheil, die Versuchsthiere zeichnen sich nach Durchffihrung der Be- 
handlung dutch grossen Appetit aus und lassen sich leicht m~isten, ein 
Umstand, der in Bezug auf die praktische Durchffihrbarkeit der Heil- 
methode bei Schafen, Rindvieh u. s. w. sehr in's Gewicht ~llt. 

Keines der bis jetzt zur Heilung des Mihbrandes vorgeschlagenen 
Mittel l~sst sieh in Bezug auf die Sicherheit des Effolges mit tier vor- 
zfiglichen Wirkung der durch F~llung gereinigten und yon lebensf~higen 
Keimen befreiten Pyocyanase vergleichen. 

Wir glauben, dass wir in derselben ein rationelles Heilmittel ffir den 
Milzbrand des ~Ienschen und der Thiere gefunden haben, welches, wenn 
es auch beim l~[enschen und den grSsseren Thieren keine ungOnstigen 
Nebenerscheinungen verursacht, alle anderen Milzbrand-Heilmittel weir 
fibertrifft: 

Char r in  1 beobaehtete, class die ,,Stoffwechselproducte" des Bacillus 
pyocyaneus bei Kaninchen eine an die spinale Epilepsie erinnernde Nerven- 
krankheit, ferner Albuminurie und unter der Haut auch Entzfindung ode~ 
Oedem erzeugten. Die Hauptwirkung ist die L~hmung der Centren del 
vasomotorischen Nerven, und nach Char r in  und Gley s sind es besonders 
die flfichtigen Stoffwechselproducte des Bac. pyocyaneuS,i welche diese 
specielle Wirkung ~ussern. 

Dass diese letzterw~hnte, sehr bedenkliche Wirkung bei der intra- 
venSsen und-subcutanen Injection.unserer Pyocyanase oder des Pyocyanase- 
Immunprote~'dins niemals eintrat, ware also-damit Zu erkl~ren, dass beim 
Eindampfen der Pyocyaneusculturen im Vacuum diese flfichtigeni delet~ren 

i Compt re~zd, de la soc. de Biol. 1891, 1893 und 1895, 
'J.Kbenda. 1891. 
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Producte ganz oder doch grSsstentheils abdestillirt und entfernt werden. 
In der That hat das Destillat den so charakteristischen Jasiningeruch der 
Pyocyaneusculturen in hohem Maasse, w~hrend die im Vacuum con- 
oentrirte PyocyanaselSsung kaum mehr aromatisch~ sondern leimartig riecht. 
Aber auch keine der iibrigen, yon Char r in  geschilderten Erscheinungen, 
wie nervSse StSrungen, Albuminurie u. s. w., sind yon uns bei der intra- 
venSsen und subcutanen Injection sehr grosser Mengen der Pyocyanase- 
15sung beobachtet worden. Es ist somit wahrscheinlich, dass die giftigen 
Producte, welche jene StSrungen hervorrufen~ bei :der Dialyse der im 
Vaculim concentrirten Culturen entfernt wurden, so dass unsere Pyocyanase- 
15sung als giftfrei zu bezei~hnen w~re. 

Wenn man bedenkt, dass wir einzelnen Kaninchen auf einmal 5 ecru 
PyocyanaselSsung intravenSs und ebenso viel subcutan injicirten und dass 
die in mehreren auf einander folgenden Tagen injicirte ~esammtmenge 
der PyocyanaselSsung bis zu 30 ~ betrug, ohn~ dass ernstiiche Krank- 
heitserscheinungen auftraten, so kann yon einer Giftwirkung kaum die 
Rede sein. 

Im Gegensatz zU den ,Stoffwechselproducten" der meisten anderen 
pathogenen Bakterienarten sind diejenigen des Bac. pyocyaneus bei sub- 
cutaner Injection gef~hrlicher, als bei intravenSser, und die  Kaninchen 
sterben nach ersterer friiherer als nach letzterer. Charr in  beobachtete, 
dass die Thiere manchmal sehr sp~t, einmal eines erst nach 4 Monaten 
durch Degeneration der Leber starben. Derartiges konnten wir nach der 
Pyocyanaseinjection ebenfaUs nicht ~eobachten. Es sind noch jetzt einige 
unserer Kaninchen in bestem Gesundheitszustande am Leben, welche vor 
8 Monarch durch Pyocyanaseinjectionen yon tSdtlichen Milzbrandinfectionen 
geheilt wurden. Es dfirfte iibrigens schwer festzustellen sein, ob Char r in ' s  
so sp~t eingegangene Kaninchen wirklioh in Folge der Injection yon 
Stoffwechselprodueten des Bac. pyocyaneus oder durch andere Ursachen 
verendet sind. 

Wir konnten im Allgemeinen nut eine,  allerdings sehr heftige Wir- 
kung der subcutanen Injection yon Pyocyanase- crier yon Pyocyanase- 
Immunprote][dinlSsung constatiren, n~mlieh eine yon der Injectionsstelle 
ausgehende Eiterbildung, welche in einigen F~llen eine ganz bedeutende 
Ausdehnung erreichte. Diese Eiterung war abet nur dann zu beobachten, 
wenn die zur Herstellung der Pyoeyanase- oder Pyocyanase-ImmunproteIdin- 
15sung verwendeten, im Vacuum eoncentrirten Pyocyaneusculturen nicht 
durch Berkefeld. oder Chamberlandfilter filtrirt worden waren. Die pro- 
fuse Eiterung war in diesem Falle offenbar dutch die Protelue der massen- 
haft injicirten Bakterienzellen verursacht, welche, dutch Toluot abgetSdtet, 
im subcutanen Gewebe aufgelSst wurden und so ihre pyogenen Wirkungen 
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entfalteu konnten, kueh nach Charr in  sind die Toxine haupts~ichlich 
in den Bacillen selbst enthalten und er beobachtete n aeh der Injection 
der todten Bacillen viel intensivere Yer~nderungen, als nach der Injection 
der ,,Stoffwechselproduete". 

V. Aufliisung yon anderen Bakter ienar ten  dutch  das Pyocyaneus- 
Enzym in vitro. 

F r e u d e n r e i e h  I hatte schon im Jahre 1889 beobachtet, dass die 
Cultuzen des Pyocyaneus das Wachsthum anderer Mikroben, z. B. Typhus- 
und Cholerabaeillen, ungfinstig beeinflussten. Er stellte aber keine quan. 
titativen Untersuchtmgen fiber ikbtSdtung .dieser Bakterien an. Weiterhin 
hat, wie schon erw~hnt, Rumpf  ~ den Typhus abdominalis dutch Injection 
yon abgetSdteten Pyecyaneusculturen gtinstig beeinflussen kSnnen. 

Es lag daher nahe, zun~ehst Versuohe iiber den 15senden Einfluss 
tier Pyocyanase auf Typhusbac i l l en  anzustellen. Beim ersten Versuche 
wurden 153 000 000 Typhusbacillen yon einer 24stfindigen Agarcultur pro 
1 o~m PyocyanaselSsung ausges~et und letztere, welche aus 6~m bestand, 
in zwei Theile, einen a~roben und einen ana~roben, getheilt, weleh e beide 
bei 370 C. aufbewahrt wurden. W~hrend in der a~roben Probe naeh 
24 Stunden eine bedeutende Vermehrung der Typhusbacillen zu constatiren 
war, ergab die Z~hlung bei der ana~rob aufbewahrtenProbe naeh 24 8tunden 
die Zabl 154880000 pro 1 r Pyoeyanasel6sung, so dass also weder Ver- 
me hrung, noch ikbnahme eingetreten war. Ein wesentlieh verschiedenes 
Resultat lieferte abet der n~ehste u bei welchem einerseits eine 
andere Cultur des Bao. pyocyaneus Yerwendung land und andererseits die 
Aussat eine weir geringere war. 

Auf lSsung  yon Typhusbae i l len  in Pyocyanase lSsung .  

D a t u m  
a) Attrob e kufbewahrung b) Ana~frobe Aufbewahrung 

1 ecru Pyor enth~ilt Typhusbaclllen 1 cam PyocyanaselSsung enth~ilt Typhusbacillen 

25. Juli sofort nach hussaat 
27. J'uli nach 48 Stunden 

bei 37 o C. 
28. guli nach 72 Stunden 

bei 37 ~ C. 

29 040 000 

4 710 000 

0 

29 040 000 

172 B50 

0 

1 Baumgarten's Jahresberlch~. 1889. 
JahrSi;cher d~r HamSurgeq" Staata]cranlcenanstalten. 1896. Bd. IV. 
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Versuche, welche neuerdings angestellt wurden, ergaben noch wesent- 
lieh gtinstigere Resultate, was auf die Verbesserung der Methode der 
Enzymdarstellung zuriickzuffihren ist. 

Auf Grund dieser Resultate kSnnen wir wolff die Erfolge Rumpf ' s  
verstehen. Kraus  und Buswei l  I sowohl, als auch Presse r  s haben aller- 
dings bei ihren Heflversuchen an Typhuskranken mit abgetSdteten Culturen 
des pyocyaneus und P re s se r  auch bei Injectionen Yon abgetSdteten Cul. 
turen des Typhusbacfilus selbst angeblich keine Erfolge erzielt. 

Da alle diese Autoren die nicht concentrirten, weder durch Dialyse 
gereinigten, noch filtrirten Pyocyaneusculturen anwendeten und anderer- 
seits grosse Untersohiede in-der Enzymbfldung bei verschiedenen Variet~ten 
des Pyocyaneus nach unseren Effahrungen zu beobachten sind, so glauben 
wir, dass die negativen Resultate yon Kraus~ Buswei l  und P r e s s e r  
bedeutungslos sind. Rumpf ' s  positive Ergebnisse abet und unsere obigen 
Zalffen, welche eine so energische, auflSsende Wirkung der Pyocyanase 
auf Typhusbacfllen ergeben, lassen die Hoffnung als berechtigt erscheinen, 
dass e~ne neue und erfolgreiche Behandlung des Typhus mit der gereinigten 
und concentrirten Pyocyanase mSglich sein and bald praktische Anwendung 
finden wird. 

Besondere Beachtung verdient die Thatsaehe, dass die Pyocyanase bei 
anaerober &ufbewahrung Typhusbaoillen viel rascher abtSdtet, a ls  bei 
aerober. Im thierischen und menschlichen Organismus wird daher die 
Wirkung der Pyocyanase auf die pathogenen Bakterien viel energischer 
sein, als in vitro, zumal in ersteren auch noch die Yertheilung der Bak- 
terienconglomerate und-Verb~nde durch den Blutstrom zu Einzelzellen, 
s owie in der BauchhShle die Wirkung der Darmperistaltik hn gleichen 
Sinne und andere, die A.btSdtung begfinstigende Momente hinzukommen. 

Unsere naohsten Versuche galten dem Verhalten tier C h o 1 e r ab a c ill e n 
in Pyocyanase: 

D a t u m  
A ~ r o b  A n a ~ r o b  

1 c~m PyocyanaselSsung enth~tl~ Cholerabacillen 

151Juni sofor~ nach Aussaa~ 

16. ,, nach 24S~d. bei 370C. 

17 . . . . .  48: , , 

18 . . . . .  72 . . . .  

19 . . . . .  96 . . . .  

132 160 0 0 0  

44 373 000 ] 

war 24S~d. bei Zimmer~emp. 

49 540 000 

1 W ~  kli~. Woe~ehr i f t ,  1894. 
Zeilseh~ift f~r H~lkuada. 1895. Bd. XVI.  

132 160 000 

11 800 000 

1 663 000 

"757 000 

172 090 
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Dieses Resultat beweist Wieder den grossen Unterschied bei aerober 
und ana~rober Behandlung. Die zum obigen Versuehe verwendete Pyo- 
oyanaselSsung war nach einer noeh sehr unvollkommenen ~[ethode ge- 
wonnen. Es ist bestimmt anzunehmen, dass die neuerdings yon uns 
hergestellte EnzymlSsung viel energisehere Wirkungen entfaltet. Eine 
ganz eminente auflSsende Wirkung zeigte die Pyocyanase ftir Diphther ie -  
bacillen. 

Diphtheriebacillen yon sehr virulenter Zuokerserumcultur wurden in 
6 corn PyocyanaselSsung ausges~et und die H~lfte a~rob, die andere anaeroh 
bei 37 ~ C. aufbewahrt. Das Resultat der Z~hlung durch Aussaat a b -  
gemessener Mengen auf schief erstarrtes Zuckerserum war folgendes: 

1. Versueh.  

A ~ r o b  ~ . n a ~ r o b  

D a t u m 1 ccm PyocyanaselSsung 1 ccm PyocyanaselSsung 
enthRlt Diphtheriebacillen enthRlt Diphtheriebacillen 

25. Jul i  sofort nach Aussaat 2 600 000 2 600 000 

28. Jul i  nach 72 S~d. bei 37~ 0 0 

]Kit einer PyooyanaselSsung, welche vermittelst einer anderen Yariet~t 
des Bac..pyocyaneus gewonnen war, wurde noch folgender Versueh aus- 
geffihrt. 

2. Versuch.  

D a t u m  

15. $uni sofort nach Aussaat  

16. , ,  nach 24Std. bei 37~ 

17 . . . . .  48 . . . .  

18. ,, ,, 72 ,, ,, 

19. ,, ,, 96 ,, ,, 

A ~ r o b  

1 ~= PyocyanaselSsung 
enth~ilt Diph~heriebacillen 

20 100 000 

1 800 000 

nicht gez~hlt 

500 

0 

A n a ~ r o b  

l C~m PyocyanaselSsung 
entniilt Diphtheriebacillen 

20 100 000 

920 000 

105 417 

500 

0 

Gegenw~rtig verf0gen wir, wie erw~hnt, fiber eine viel wirksamere 
Py0cyanaselSsung, deren bakteriolytiseher Effect auch den Typhusbacillen 
gegenfiber viel bedeutender sein wird, als er sich in den obigen Zahlen 
ausspricht. 

Zum Beweise hiefffir theilen wir mit, dass wir. bei unserer ersten, 
schon vor Jahresfrist bereiteten PyocyanaselSsung keinen bakteriolytischen 
Effect bei allerdings sehr reiehlicher Aussaat yon Staphylococcus  pyo- 
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g e n e s  a u r e u s  in dieselbe beobaehteten. Mit der unter Anwendung ge- 
eigneterer Culturen und nach verbesserter ~[ethode neuerdings yon uns 
hergestellten PyocyanaselSsung erzielten wir dagegen auch bei S t a p h y l o -  
coccus  p y o g e n e s  a u r e u s  so energische bakteriolytische Wirkungenr 
dass die MSglichkeit einer erfolgreichen Behandlung der zahlreichen , durch~ 
diesen Hikroorganismus verursachten Krankheiten, insbesondere auch der  
Py~mie, zugegeben werden muss. 

Bei dem folgenden Versuche wtirden unmittelbar vorher ans Panaritium- 
eiter gezfichtete Staphylokokken verwendet. 

D a t u m 1 ~~ PyocyanaselSsung enthielt 
Staphylokokken 

2. December sofor~ nach der Aussaat 
3. ,, Uaeh 24 S~unden (bei 37 o C.) 

23 250 000 

0 

Die Wiederholung dieses Versuohes ergab das gleiche Resultat~ 

D a t u m 1 ~m PyocyanaselSsung enthiel~ 
Staphylokokken 

5. December sofor~ nach der Aussaat 12 680 500 
6. ,, 24 Stunden nach der Aussaat 0 

Ein drifter Versuch mit Staphylokokken und Pyocyaneus-Enzym hatte 
ebenfalls ein sehr gfinstiges Resultat.  

D a t u m 1 ~m PyocyanaselSsung enthiel~ 
Staphylokokken 

6. December sofort nach der Aussaat 
6. ,, 6 Std. n. d. Aussaat (37~ 
8. ,, 36 . . . .  ,, 

31 10o o0o 
11 soo ooo 

o 

Auch die Pestbaoillen werden in kurzer Zeit yon der Pyocyanase 
vernichtet und aufgeiSst. Die betreffende Cultur war 2 Monate, bevor 
ich in  den Besitz derselben gelangte, yon Bombay nach Paris geschickt 
worden und als vollvirulent bezeiclmet. Die Entwickehng  auf Agar-Agar 
u n d ' i n  Bouillon war iippig und namentlich in letzterer ch~rakteristisch. 
Eine kleine Menge 24 Stunden alter Agarcultur wurde direct i n  der 
PyocyanaselSsung mSglichst gut  verrieben u n d z u  folgenden Versuchen 
verwendet. Die Suspension def. Pestbacillen in PyooyanaselSsung .wuxde 
bei 37 0 C. gehalten. 
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D a t u m 1 oo= Pyocyanase l~sung  enth ie l t  
Pes tbaci l len  

25. October sofort nach  der A u s s a a t  5 685 200 

25. ,, 5 Std. n. d. Aussaa t  bei 37 o C. 0 

Ein zweiter Z~hlversuch ergab ein noch g~nstigeres Resultat: 

D a t u m 1 c~m Pyocyanase lSsung  en th ie l t  
l~estbacfllcn 

28. October s0for~ nach  der Aussaa t  27 120 000 

28. ,, 6 S tunden  nach  der Aussaa t  0 

Die Pestbacillen werden also ebenso rasch und in ebenso grosser 
Zahl durch die Pyocyanase aufgel6st, wie die M~ilzbrandbacillen. Es 
ist daher bestimmt zu erwarten, dass sich auch die Pestinfection bei 
Thieren dutch Pyocyanaseinjectionen ebenso prompt und sicher coupiren 
l~sst, wie dies bei der ~Iilzbrandinfection der Fall ist. Wenn in Indien 
auszufiihrende Versuche dieses Resultat ergeben, so wird man die Pyo- 
cyanase auch als Heilmittel bei der menschlichen Pest versuchen mfissen. 

Schu tz impfung  gegen Diph ther ie  v e r m i t t e l s t  P y 0 c y a n a s e -  
ImmunproteYdin.  

Wit konnten bis jetzt bei der F~lle anderer Arbeiten nur einige 
orientirende Versuche an ~Ieerschweinchen iibe~die Schutzwirkung yon 
Pyocyanase-Immunproteidin bei Diphtherie ausfiihren. 6 ~[eerschweinchen 
erhielten im Verlaufe yon 8 Tageni6 subcutane Injectionen yon Pyo- 
cyanase-lmmunprote~din. Einen Tag nach der letzten Schutzimpfung 
wurden dieselben mit der 10- bis 20fach tSdtlichen Dosis einer sehr 
virulenten Diphtheriebouilloncultur (yon welcher 0.15~ TM bei subcutaner 
Injection in 36 Stunden tSdtlich wirkten) dutch subcutane Injectionen am 
Bauche inficirt. 

Yon diesen 6 Thieren blieben 2 am Leben. �9 3 der behandelten Thiere 
iiberlebten die beiden Controlthiere um mindestens 24 Stunden, ein Thief 
um 4 Tage. Weitere Versuche mit verbesserten und wirksameren Pyo- 
cyanasepr~paraten miissen zeigen~ ob das Pyocyanase-hnmunproteidin zur 
Heil- und Schutzimpfung bei der Diphtheric des ~[enschen empfehlens- 
.werth erscheint oder nicht. Es w~e abet mit Rficksicht auf die Diphtherie- 
bacfllen 15sende Wirkung de1: Pyocyanase jetzt schon angezeigt, zu ver- 
suchen, ob die Heflwirkung des Behring'schen Heilserums durch Be- 
pinselung der diphtheritischen Schleimhaut mit PyocyanaselSsung oder 
dutch Inhalation der letzteren unterstiitzt werden kann. Wit glauben 
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um so mehr, dass die Pyocyanase auch bei Diphtherie therapeutische 
Verwerthung finden wird, weft dieselbe~ wie in einem spiiteren Capitel 
gezeigt wird, auch das Diphtherietoxin zersetzt, bezw. im thierischen 
K~rper unwirksam maoht. 

Hei l -  und Schu tz impfung  mi t  R o t h l a u f - E n z y m , I m m u n p r o t e I d i n  
beim R o t h l a u f  der Schweine.  

Wit haben bereits in der Einleitung zu dieser Abhandlung erwRhnt, 
dass auch die Schweine-Rothlaufbac'tllen in Flfissigkeitsculturen ein Enzym 
bilden, welches die Rothlaufbacfllen aufzulSsen im Stande ist. 

Es ist in hohem Grade wahr.schelnlich, dass es nach der Reindar- 
stellung des Rethlaufbacillen-Enzyms mSglich sein wird, den Rothlauf der 
Schweine dutch Enzyminjectionen erfo!greich zu behandeln und eine wixko 
samere Schutzimpfung gegen diese verheerende Seuche auszubilden,~ als es 
die bisherige ist. Die folgenden Versuche wurden mit einem Rothlauf- 
bacillen-Enzym-Immun]?rote~din ausgeffihrt, welches zu einer Zei.t her- 
gestellt wurd.e, in welcher die ~[ethode der Gewinnung bakteriolytischer 
Enzyme noch wenig ausgebildet war. Nichtsdestoweniger l~sst sioh ein 
theilweiser Effolg dieser neuen Schutzimpfungsmethode nicht verkennen. 
Ausserdem war die Menge der Rothlaufbacillen, welche den schutzgeimpften 
Thieren injicirt wurde, eine enorm grosse und die u der Bacillen 
war jedenfalls die h5chst m{~gliche, da dieselben einen Tag vor AusfShrung 
der Infection duzch directe Uebertragung yon Milzsaft eines an sehr 
acutem Rothlauf verendeten Schweines in N~hrbouillon geziichtet worden 
W areIl.. 

In der folgenden Tabello sinct die Mengen des behufs Schutzimpfung 
injioirten Rothlauf-Enzym-!mmunprote~dins angegeben. 

J113. Juli 

1. K a n i n c h e n , ~  
graublau IIsubcuta~ 
2910 ~m 

2~ Kaninehen ,~ 
graublau 
2930 

3. Kaninchen 

14. Juli i5. Juli 16. Juli 

5 ocm 5 +c~ 8 ocm 

mbcutan subeutan subcuta" 

�9 7 acm 6 ecru ,. 
.subcut~ulsubeutanl graubraun 

3108 ~m 
4. Kanincheu 

gelbbraun 
2980 srm 

5. Kaninehen, 
braun 3085 s~ 
6:Controlkam, 

3538 

5 eom 

mbcutau 

J# 

4 c~ 5 ~176 ] ,, 
subcutan subcutan I 

17.Ju]i 

subeutan subeutan 

J~ J~  

Resultat 
der I~feetion 

t- 31. Juli 
Nachts 10 h 

t 3!' Juli 
bTachts 1D-I 2 h 

t 2, August 
Vorm.. 10h 

bleibt leben 

bleibt leben 

t 31.3uli 
Vorm. 9 b 
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Die 5 schutzgehnpften Kaninchen und das Controlkaninchen wurden 
am 28~ Juni, u ll:Uhr, also~ 10 Tage nach der letzten Schutz- 
impfung, durch i~travenSseInjection yon je 1 ~~ 24 Stunden:bei 360 C. 
geziichteter Bouilloncultur inficixt., 

Diesetben: batten am n~hsten Tage s~mmtlich hohes Fiebez (40,.6 
bis 41-9~ C.). 

Des Controlthier starb na~h 70 S~nden~. das schutzgeimpfte Kaninchen 
Nr. 1 nach 83, des Kaninche~ Nr. 2 nach~ ca. 85 Stunden, w~itirend des 
Kaninchen Nr. 3~ e ~ t  am 5. Tage nach der Infection verendete und 
Kaninchen N,r. 4; un& hrr.: 5~ noah heute (29. September) am Leben" sind. 

VI. Bakteriolytische Wirkung der Immunsera in vitro. 

Gegenw~rtig herrscht allgemein die A nsiotit, dass die Immunsera 
unf~hig seien, die zugeli6rigen Bakterien in vitro zt~ tSdten: Und man 
nahm ffeshalb Zufluchtr zu den gezwungens~en Annahmen, die immuni- 
sirende Wirkung im ~ Thiere zu erkl~ren. S0 soll nach But t  ersack r ,,die 
erworbene Immunit~t als eineArt yon Uebung der einzelnen Zellgattungen 
und des AuslSsungsapparates" aufzufassen sein. In Rhnlicher Weise spricht 
sich I)ollar �9 aus. Wasse rmann  a ~iusser~ sick wi~ folgt:: ,,.Wir sehen 
also,: dass die experimenteH bewiesene Ansich~ yon der Abspalimng der 
bak~ericid wirkenden Stoffe aus dem: Immunserum dutch V e r m i t t e l u n g  
des l ebenden  Organismus  auch heute noch unwiderlegt ist." Ferner 
meint er- ,,Des Pyocyaneus-Immunserum wirkt im Reagensglase  durch- 
aus nicht starker abtSdtend auf die Pyocyaneusbacillen, wie das Serum 
normaler Tlfiere." ~ 

E~ kann wohl kein Zweffel mehr herrsehen, dass. auch R. Pfeiffer 's:  
den: bekannten Thatsachen in geistreicher Weise Reelinung tr~gende A n- 
sicht, dass mi~ der Uebertragung yon ]:mmunserum lediglic~i Substanzen 
dem ThierkS~er einverleibt werden, welche ,,dutch eine U m s t f m m u n g  
denselben bef~higen, sich der eingedrungencn ]Kikroben zu, enfiedigen", ~ 
nicht: mi~ den, im Folgenden: mitgetheilten Versuchsergebnissen in .Ueber- 
einstimmunff gebracht werden kann. Es wird' vielmehr in der That eine 
stark ba~ericide, bal~teriolytische 8ul~stanz mit dem Immunserum direct: 
fibertragen. Der Grund: abet, warum im Thie re  diese Substanz schein- 

r Vi~rchow, S AmPly. 1895. Bd. CXLII. S: 248. 
Ire~,'inarian. T. LXVIII~ p. 83. 

s J~ese Zei~el~rif~. Bd. Y~II. S. 306 u. 307. 
4 W a s s e r m a n n  befindet sich hier im Widerspruch zu R o g e r .  

D~,t~ehe reed. ~roet~er~e]~r.if~. 1896, 
3* 
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bar weir mehr Effect ~ussert als i n  vi t ro,  ist offenbar in erster Linie 
der, dass die bisherigen Versuehe in vi t ro  bei vol lem L u f t z u t r i t t  aus- 
geffihrt wurden, der Sauerstoff im Blute aber, zwar nut locker, jedoah 
immerhin an das H~moglobin gebunden und den Bakterien (besonders 
noah im subautanen Bindegewebe) weir weniger zug~ngliah ist, als der 
freie moleculare Sauerstoff der Luft, mittels dessen die Bakterien his zu 
einem gewissen Grade das eindringende Gift zerstSren kSnnen. Noah 
weniger Sauerstoff steht den Bakterien im subcutanen Gewebe u. s. w. zur 
Verffigung. Viel kommt bier auah auf die relative Concentration der 
bakte/'ioiden Substanz an. Unsere Versuahe ergaben, wie aus dem Fol- 
genden ersiahtlich, dass die bak te r id ide  W i r k u n g  des C h o l e r a - u n d  
T y p h u s - I m m u n s e r u m s  anaerob  auoh in vitro s te t s  und l e i ch t  
e in t r i t t .  - -  Ein anderer Umstand aber, der im Thiere gfinstig wirkt, ist 
die stetige Bewegung des Blutes, die Baaillen kommen so in immer er- 
neuertem Contact mit frisaher bakteriaider Substanz und miissen so eher 
erliegen, als wenn sie mhig am Boden eines Glasgef~sses liegen und 
einander theflweise sogar duroh Klfimpchenbildung (Agglutination) gegen 
den Zutritt der Flfissigkeit sahatzen kSnnen. 

1. Versuahe  fiber die Cho le rabae i l l en  15sende W i rkung  yon 
~ I e e r s c h w e i n c h e n - I m m u n s e r u m  b e i  a~rober und a u a ~ r o b e r  

Behand lung .  

Yer such  1. Ein nahezu erwachsenes Meerschweinchcn (Nr. 1) erh~lt 
am 27. Juni 0 .3 eera Cholerabaeillen-Bouilloneultur (aus Thorgau stammend) 
subeutan3 Am 28. Juni 5 0em derselben Cultur (24 Stunden alt) subeutan. 
Am 2. JuH erh~|t das Tllier 2 eem einer 3 Tage bei 24 o C. gewachsenen 
Cholerabacillen-Bouilloncultur mit 10ese  Agareultur subcutan. Am 11. Juli 
yon eben solcher Cultur, in der aber noch 6 grosse Oesen Agarcultur ver- 
rleben wurden, 5 cem subeutan. Am 16. Juli 3!/2 eem einer 24 Stunden bei 
37 o C. gewaehsenen, 10 eem betragenden Cholerabacfllen-Bouilloneultur, in 
welche aber noeh zwei ganze Agareulturen (sehief erstarrt mit grosser Ober- 
fl~che) verrieben worden waren, subeutan.. 

Am 19. Juli wurde das Meersehweinchen unter allen u 
maassregeln (Rasiren der Haut am Halse, SubMmat-klkoholwaschung und 
griindliehes Abspiilen mit sterilisirtem Wasser, Abtrocknen mit sterilisirter 
Watte u. s. w.) verbluten gelassen und nach dem Absetzen des Serums (in 
Eis) am 20. Juli in 4 eem des Serums eine kleine Menge einer 48 Stunden 
bei 25 o C. gewachsenen Agarcultur yon Cholerabaeillen (Thorgau) gut ver- 
rieben und vermischt. Nun wurden sofort 1 und 6 0 e s e n  d~eser Serum- 
baeillen-Suspension in Gelatine und Petrischalen ausges~t und alsdann diese 

1 0-2 co= dieser Cultur geniigteno um ein gleich grosses Meerschweinchen bei 
iutraperitonealer Injection zu tSdten. 
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Serummenge in zwei genau gleiche H~ilften getheilt, yon denen die eine 
bei Luftzutritt, die andere in Wasserstoffatrmosph~ire, wie oben auf. S. 11 
beschrieben, bei 37 ~ G. aufbewahrt wurden. Nach 24 Stunden warden 
wiederum mit 1 und 6 0 e s e n  (geaichte Oesen) Z~ihlgelatineplatten gegossen. 
Das Resultat war folgendes: 

a) Aerobe Aufbewahrung.  

D a t u m Zahl der Cholerabaeillen pro 1 ccm Serum 

20. Juli sofor~ nach der Aussaat . 29 520 000 

21. ,, naeh 24stiind. Steben bei 37 o C. 0 

b) Anaerobe Aufbewahrung. 

D a t u m Zahl der Cholerabacillen pro 1 oom Serum 

20. Juli sofor~ nach der Aussaa~ . . 29 520 000 
21. ,, nach 24s~find. Stehen bei 37~ 0 

V e r s u c h  2. Ein ganz ebenso und zur gleichen Zeit wie das vorige 
gegen Cholerabacillen immunisirtes~ nahezu erwachsenes, 502grin schweres 
Meerschweinchen (l~r. 2) wurde am 21. Juli verbluten gelassen. Am 23. Juli  
wurde der folgende Versuch genau so wie der vorausgehend beschriebene 
zur quantitativen Beurtheilung der Gholerabacillen l~senden Wirkung des 
Immunserums unter a~roben und ana~roben Bedingungen ausgeffihrt. 

a) Aerobe Aufbewahrung. 

D a t u m Zahl der Cho]erabaeillen pro 1 ccm Serum 

23. Juli sofor~ nach der hussaat . . 3 864 000 

24. ,, naeh 24stiind. S~ehen bei 370 C. 0" 

b) Anaerobe Aufbewahrung. 

D a t u m Zahl der Cholerabacillen pro 1 c~ Serum 

23. Juli sofor~ nach der hussaa~ 3 864 000 
24. , ,  uach 24s~iind. Stehen bei 370 C. 0 

Es braucht wolff nicht  bemerkt zu werden, dass in  diesen b e i d e n  

Versuchen die Erscheinungen der Agglutinat ion in  bekannter  Weise zu 

beobachten waren. 
D a  n u n  bekanntl ich die Immunsera  bei Typhus und  Cholera auch 

bei der Yerdf innung mit  Bouillon im u yon 1 : 20, 1 : 40 u. s. w. 

noch sehr schSne Agglutination zeigen, so suchten wit zu entscheiden, ob 

auch un te r  diesen Bedingungen,  bei welchen den Bacillen reiclffiche 

~ e n g e n  geeigneten ~ h r m a t e r i a l e s  zur Vefffigung stehen, n ich t  n u t  
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Agglutination, sondern vSllige Vernichtung und Aufl6sung einer grSsseren 
oder geringeren Anzahl der ausges~ten Bakterien eintritt. Dies musste 
eintreten, wenn, unserer ~nsieht entsprechend, die Agglutination und die 
kfinstliche Immunit~t auf der Wirkung eines Enzyms beruht. Da hierbei 
selbstverst~ndlich quantitative Beziehungen zwisehen der Menge des vor- 
handenen Enzyms und der agglutinirenden und Bakterien 16senden Wirr 
kung desselben, sowie der Zah~ der Bakterien vorausgesetzt werden mfissen, 
so haben wir aueh bei diesen Yersuc]~en Bakterienz~hlungen in genau 
bestimmten Zeitabschnitten ausgefQhrt. 

Cholera-Immunserum yore Meersehweinchen l~r. 1 wurde im u 
nisse yon 1 : 20 mit Bouillon vermischt, eine kleine Menge 24 Stunden bei 
37 ~ C. gewaehsener Agarcultur yon Cholerabacillen (aus Thorgau) darin 
verrieben und die aus 4 ~ bestehende Probe in zwei genau gleiche H~lften 
getheilt, y o n  denen die eine in der beschriebenen Weise in Wasse~toff- 
atmosphere, die andere unter Watteverschluss im Reagensglase bei 37 ~ C. 
aufbewahrt wurde. 

Das Z~hlresultat war folgendes: 

Immunserum + Bouillon 1:20. 1. A~robe Aufbewahrung. 

I c ~  I m m u n s e r u m  § B o u i l l o n  1 : 20 
D a t u m enthalt Cholerabacillen 

20. Juli sofort nach Aussaat d. Cholerabac. 3 060 000 
21. ,, nach 24 Stunden bei 37 ~ C. 60384000 

Immunserum ~ Bouillon 1:20. 2. Anaerobe Aufbewahrung. 

1 ~om Immunserum + Bouillon 1 : 20 
D a t u m enthal~ Cholerabacillen 

20. Juli sofort nach Aussaat; d. Cholerabac. 3 060 000 
21. ,, nach 24 Stunden bei 37 o C. 41450001 

Auch das Immunserum yon dem in gleicher Vv~eise wie das vorige, 
gegen Cholera immunisirten ~[eerschweinchen (l~r. 2) wurde mit Bouillon 
1 : 2 0  vermischt und, wie soeben beschrieben, welter veffahren. 

Das Z~hlresultat war: 

Cholera-Immunserum + Bouillon 1:20. 1. Aorobe Aufbewahrung. 
1 

1 o~m Immunserum + Bouillon 1 : 20 
D a t u m enth~It Cholerabacillen 

23. Juli sofort nach Aussaat d. Cholerabac. 17 002 000 
24. ,, nach 24 Stunden bei 37 o C. unz~hlig! ~ 

i Bel dieser Probe War der StSpsel undich~ geworden, so dass in den letzten 
Stunden des Yersuches Lui~ zutreten konnte. 

Starke Tr~bung der Bouillon u. Bildung einer dicken Haul auf der Oberflache. 
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Ch01e ra - immunse rum + Boui l lon 1 : 2 0 .  2. Anaerobe  Aufbewahrung .  

D a t u m  

23. 5uli sofort naeh Aussaat d. Cholerabac. 

24. ,, naeh 24 ~tuuden bei 37o C. 

~5 . . . . .  48 ,, ,, 

26 . . . . .  72 . . . .  

~s . . . . .  112 . . . .  

1 ~ Immunserum + Bouillon 1 �9 20 
enthMt Cholerabaeillen 

vSllige LSsung 

17 002 000 

1440 000 

928 800 

421 300 

0 

2Lusser diesen wurden  noch  die fo lgenden Versuche  in  g le icher  Weise  

ausgef i ihr t .  

Y e r s u e h  3. Meersehweinehen Nr. 3 wird immunisir t ,  indem dem- 
selben am 20. Apri l  1 Corn Bouillon mit  0 . 1  mg k g a r e u l t u r  yon Cholera- 
baci l len (aus Berl in)  subcutan injicir t  wurden.  1 

Am 1. Mai~verden  2 0 e s e n  I 

1 " ~ ̂  ~ Agarcu l tu r  suDcumn mjtc]rt  

, ,  25. ,, , ,  15 , ,  . 
und dazu noeh 9 o~m Bouil loneultur  (2  Tage  bei  37 ~ C. gewacbsen) .  

Am 1. J u n i  wird dann sch l i e s s l i ch  noch eine ganze  sehief  ers tarr te  
Agareu l tu r  in t raper i toneal  injieirt  u n d  das Thier  am 6. Jun i  verb lu ten  ge~ 
lassen. 

]Kit dem i m  Eisschranke  abgese tz ten  S e r u m  werden  fo lgende  Ver -  

suche ausgeffihrt .  
1. C h o l e r a - I m m u n s e r u m  unverdf innt .  

a) A~robe A u f b e w a h r u n g l  

D a t u m Zahl der Cholerabacillen pro 1 ~m Serum 

8. Juni sofort nach Zusat~. der Cholerabac. I 12 900 000 

9. ,, naoh 24 St~nden bei 87 ~ C. �9 �9 I 90100000 

b) Anaerobe  ~ u f b e w a k r u n g .  

D a t u m Zahl der Cholerabaeillen pro 1 ~m Serum 

8. Juni sofor~ nach Au~saat d. Cholerabac. 12 900 000 
9. ,, nach 24 Stunden bei 37~ C. 560000 

10. ,, ,, 48 ,, ,, 0 

0 . 0 2  ~ einer solchen Agarcultur, peritoneal injieirt, tSdten ein gleich grosses 
~Ieerschwe~nehen in etwa 30 Stun dem - -  Bei den Resultaten der vorausgehenden und 
folgenden Versuche muss beriicksichtigt werden, dass nach R. P f e i f f e r  (Ce~raZblatt 
f ' ~  ~Bak~eiolog{e, Abth. I, Bd. X.IX, S. 593) virulente Cultureu yon Cholerabacillen 
dureh die speeifisehen CholeraantikSrper, d. h. das Cholerase-Immunproteidin erheb- 
lieh weniger beeinflusst werden als avirulente. Das Resultat des bakteriolyHschen 
Versuches mit Immunserum wird also sehr verschieden sein, je nach dem Grade der 
Virulenz der verwendeten Cholerabacillen-Culturen. 
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Zur Controle wurde der vorige Versuch m i t  dem gleichen Serum 
wiederholt und folgendes Resultat erhalten: 

Unverdfinntes Cholera-Immunserum. 
a) Aerobe Aufbewahrung., 

D a ~ u m Zahl  der  Cholerabaei l len pro 1 r176 Se rum 

9. J u n i  sofor~ nach  Zusat~ d. Cholerabac .  I 19 200 000 
10. ,, n aeh  24 S tunden  bei 37 ~ C. ] 72 000 000 

b) Anaerobe Aufbewahrung. 

D a t u m Zahl  der Cholerabaci l len prp 1 ~176 Se rum 

9. J u n i  sofort  nach  Zusa tz  d. Cholerabac. 19 200 000 
U .  ,, n ach  48 S tunden  bei 370 C. 0 

Eine Wiederhohng des Versuehes mit dem gleichen Serum ergab bei 
anaerober Aufbewahrung: 

D a t u m Zahl  der  Cholerabaci l len pro 1 '~ Se rum 

10. J u u i  sofor~ nach  Zusa tz  d. Choterabae. 3 850 000 
11. ,, nach  24 S tunden  . . . . . .  0 

Aueh mit Immunserum unter Zusatz yon leicht assimilirbarem l~hr-  
materiale, d. h. mit ~ischungen yon Cholera-Immunserum des Meer- 
schweinchens l~r. 3 und Bouillon im Verh~ltnisse 1 : 20 und 1 : 40, wurden 
n0eh folgende Versuche fiber die AuflSsung der Cholerabacillen bei a~rober 
und ana~rober Aufbewaln'ung ausgeffihrt. 

1. Mischung yon Cholera-lmmunserum des ~eerschweinchens Nr. 3 mit 
Bouillon 1 : 20. 

a) A~robe Aufbewahrung. 

D a t u m Zahl  der  Cholerabaei l len in 1 cc~ 
Serum-Boui l lon-Mischung  

9. J u n i  sofort naeh  Aussaa t  d. Cholerabac.  19 320 000 
10. , ,  nach  24 S~unden bei 37 o C. 87 040 000 

b) Anaerobe Aufbewahrung. 

D a t u m Zahl  der  Cholerabacil len ~ 1 ~~ 
Serum-Bou/ l lon-~I i sehung  

9. J u n i  so fo~  n a c h  Aussaa t  d. Cholerabac. 
10. ,, n ach  24 S~unden bei 37a C. 
11 . . . . .  48 . . . .  

19 320 000 
8 160 000 

0 
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2. Mischung des Cholera-Immunserums you ]~[eerschweinehen Nr. 3 mit 
N~hrbouillon 1 : 40. 

Anaerobe Aufbewahrung. 

D a t u m Zahl der Cholerabaci l len in 1 ~om 
Serum-Boui l lon-Mischung  

7. Jun i  sofort nach Aussaat~ d. Cholerabac. [ 
8. ,, nach  24 S tunden  bei 37 ~ C. 
9 . . . . .  48 . . . .  

22 400 000 
9 900 000 

0 

Zun~chst mfissen wit auf einen scheinbaren Widerspruch bei den 
obigen beiden Versuchsreihen aufmerksam machen. Bei dem ersten und 
zweiten Versuche auf S. 37 fiber die Cholerabaeillen 15sende Wixkung 
der Cholerase des Immunserums sieht man, dass die in das Immunserum 
ausges~ten 29, bezw. 3s/4 Millionen Cholerabacillen auch aerob innerhalb 
24 Stunden vSllig vernichtet, d. h. aufgelSst wurden, w~hrend bei dem 
Versuche auf S. 39 und 40 die 12, bezw. 19 Millionen Cholerabacillen im un- 
verdfinnten Serum zwar bei ana~rober Aufbewahrung innerhalb 48 Stunden 
ebenfalls aufgelSst wurden, bei a~rober Aufbewahrung abet sofort eine 
bedeutende Vermehrung eintrat, so das s die Zahl d er Bacillen innerhalb 
24 Stunden auf 72, bezw. 87 Millionen angewachsen war. 

Dieser scheinbare Widerspruch, welcher auch uns Anfangs auffallend 
war, erkl~irt sieh sehr einfach aus dem Grade der Immunisirung und er 
zeigt, wie sehr bei der ktinstliehen Immunisirung, wie fiberhaupt bei 
jedem Naturvorgange die quantitativen Verh~ltnisse in Betracht gezogen 
werden mfissen, eine Thatsache, welche namentlich bei frfiheren Unter- 
suchungen fiber die kfinstliche lmmunit~t yon vielen • nicht ge- 
nfigend berficksichtigt wurde und in welchem viele, den Fortschritt der 
Wissenschaft hindernde, unriehtige Behauptungen begrfindet sind. 

Sieht man die Verh~ltnisse genauer an, so kl~iren sich die Wider- 
sprfiche sofort auf. Die Meerschweinchen Nr. 1 und 2 wurden in viel 
h5herem Grade immunisirt, d.h. die Menge der injicirten Cholerabacillen 
war insgesammt eine wesentlich hShere, als beim Meerschweinchen Nr. 3. 
Ausserdem erhielten die Meerschweinchen Nr. 1 und 2 grosse ~iengen yon 
BouiUonculturen der Cholerabacillen subeutan, w~ihrend das Meerschweinchen 
Nr. 3 haupts~chlich nut mit Agarculturen immunisirt worden war. In 
den ersteren ist aber wahrscheinlich viel mehr Cholerase vorhanden, als in 
den Agarculturen. Der hShere Grad der kfinstlichen Immunit~t beim Meer- 
schweinehen Nr. 1 gegenfiber dem vom Meerschweinchen Nr. 3 spricht sich 
auch sehr'deutlich in dem Umstande aus, dass 1 ~m des Immunserums 
yore Meerschweinchen Nr. 1 die hohe Zahl ~on 291/2 Millionen Cholera- 
baeihen in 24 Stunden vernichtete, wfihrend 12 Millionen Cholerabacillen 
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yon 1 ~m des Immunserums yore Meerschweinchen Nr. 3 erst nach .48 Stun- 
den vSllig aufgelSst waren. Ausserdem kommt bei diesen Versuchen auch 
die Art tier VertheilUng der Cholerabacillenculturen im Immunserum in 
Betracht. Je besser die Cultur im Immunserum verrieben wird, d. h. je 
mehr die Cholerabacillen vertheilt werden und u ~  so weniger H~ufchen 
oder Conglomerate yon Bacillen vorhanden sind, um so rascher wird die 
Aufl6sung effolgen. Diesem Umstande ist es wohl zuzuschreiben, dass in 
der Mischung yon Immunserum mit Bouillon im Verh~ltuisse yon 1 :20  
beim Meerschweinchen Nr. 1 die vSllige AuflSsung yon 17 Milhonen 
Cholerabaefllen 112 Stunden beanspruchte, w~hrend bei der Immunserum- 
Bouillonmischung yore Meerschweinehen Nr. 8 sog~r 22 Mill/onen Bacillen 
schon in 48 Stunden abget5dtet waren. 

Sehr bemerkenswerth ist endlich, dass eine Verdfinnung des Immun- 
serums mit N~hrbouillon im Verh~ltnisse yon 1:20 und anderersei~ hn 
u yon t : 40 keine Unterschiede in Bezug auf die zur AuflSsung 
der Bacillen nSthige Zeit erkennen l~sst, wenn das Immunserum aus sehr 
hoch immunisirten Thieren gewonnen wird, so dass die Cholerase in sehr 
grosser Concentration vorhanden ist. 

W~hrend im unverdfinnten Cholera-Immunserum ofteine vollst~ndige 
AuflSsung der selbst in ~engen yon vielen Millionen pro 1 ~m 'eingebrachten 
Cholerabacillen auch unter a~roben Verh~ltnissen beobachtet wurde, tritt 
in den Verdfinnungen des Immunserums mit Bouillon bei Luftzutritt s~etS 
Yermehrung ein.* Die Erkl~rung hiefffir findet sich in den Schluss- 
betrachtungen dieser Abhandlung. 

Das wichtigste Resultat der obigen Untersuchungen ist die Fest- 
stellung der Thatsache, dass bei vermindertem Sauerstoffzutritte oder 
unter ana~roben Verh~ltnissen, wie sie innerhatb des 0rganismus vielen 
0rts gegeben sind, die bakteriolytische Leistung des Cho]erase-Immun- 
proteins eine sehr bedeutende ist. Wenn man bedenkt, dass schon 1 ~~ 
Cholera-Immunserum 29 Millionen Cholerabacillen innerhalb 24 Stunden 
zu vernichten vermag, so steUt sich die bakteriolytische Wirkung des 
Gesammtblutes als eine ganz enorme dar. Dutch diese Ueberlegungen 
muss man zu der Ueberzeugung kommen, dass es dutch weitere Aus- 
bildung der Immunisirungsmethoden gelingen muss, den menschlichen 
und thierischen 0rganismus gegen jede nut denkbare Art der natfirlichen 
Infection zu schfitzen. Die Bedingungen hierffir sind im Organismus 

* R. P f e i f f e r  (C~tralblatt fist Bakterlologie, Abth. I, Bd. XIX, S. 598) fand, 
dass die Cholerabakterien, wenn sic in Bouillonverdtinnungen des Choleraserums 
wachsen, die ,,specifischen CholeraanfikSrper" zerst5ren. Nach unserer Anschauung 
sind diese ,,specifischen Choleraantik5rper" u_user ,,Cholerase-Immunprote'idin". 
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jedenfalls vorhanden, und es kommt nur nooh darauf an, die Enzyme 
bestimmter pathogener Bakterien in mSgliohst reinem Zustande und auf 
unsoh~dli~e Weise in den Organismus einzuffihren. 

Man kSnnte nun :denken, dass die Cholerabacillen auoh in N~hr-  
boui l lon und ~im ~ormalen  Serum nioht  i m m u n i s i r t e r  Thiere  
bei Sauerstoffabschluss, bezw. in Wasserstoffatmosph~re eine ~hnliohe u 
minderung ihrer Zahl erleiden werden, wie ~ dies far das Cholera- 
Immunserum und .fiir die Mischungen desselben mit Bouillon emittelt 
haben. 

Die Ausffihrung dieser unumgiinglich nothwendigen Controlversuehe 
zeigte jedoch, class sowohl in der  Niihrbouil lon,  als auoh im nor- 
malen Serum nioht  immuni s i r t e r  ]~eerschweinchen bei e in ige r -  
massen  bedeu t ende r  Einsaa~ nioht  nu t  keine V e r m i n d e r u n g ,  
so ndern  v ie lmehr  eine sehr bedeu tende  V e r m e h r u n g  sowohl  
un t e r  ae reben  ats ana~roben ~:erh~ltnissen e intr i t t .  

Das Resultat dieser Versuehe war folgendes:: 

1. N~hrbouillon mit Cholerabaefllen besehickt und bei 37 o C. in Wasser- 
stoff aufbewahrt. 

Ana~rob: 

D a t u m Zahl der Cholerabaeillen in 1 corn 
l~hrboui l lon  

26. Juli sofort naeh Aussaat d. Cholerabac. 5 936 000 
27. ,, nach ,24 Stunden bei 37~ C.  11 060000 
80 . . . . .  90 . . . .  40 215 000 

Es erfolgte somit in der Ns auoh bei vollkommenem Sauer- 
stoffabsohlusse eine fortschreitende Vermehrung der Cholerabaoillen, wenn 
dieselbe auch, wie voraus zu sehen war, gerAnger ist, als bei ana~robem 
Waohsthume tier Cholerabaoillen in Bouillon. 

2. ~ormales Serum vom ~Ieersehweinchen (welches sich bei 24stfindigem 
Stehen des Blutes in Eis abgesetzt hatte) mit Cholerabacillen (24standige 

Agareultur) vermiseht. 

D a t u m  

28. Juli  sofortnach der Aus- 
saa~ der Choteraba~llen 

29. Juli  24 S~unden nach der 
A u s s a a t b e i  37 0 C. 

a) A~rob 

1 cam normales Serum 
euth~ilt Cholerabacilten 

16~852 000 

112 219 000 

b) Ana~rob 

1 ~om normales Serum 
enth~l~ Cholerabacillen 

16.852 000 

66 089 000 



44 RUDOLP E m ~ C H  um~ 0SO~LR L6W: 

Beide Serumproben, sowohl die aerobe als die anaerobe, waren naeh 
24 Stunden stark triib und selbstverst~ndlich nicht agglutinirt. Die aerobe 
Probe ist schmutzig braun, die anaerobe schmutzig roth gef~rbt, w~hrend 
anaerobe, *nit Cholerabacillen versetzte Proben yon Immunserum nach 
24 Stunden stets vollkommen klar und normal g~f'arbt erscheinen mit 
einem aus agglutinirten Bacillen bestehenden Bodensatz. 

Die starke bakteriolytische Wirkung des Cholera-Immunserums ist 
also eine ganz besondere, dem Immunserum und nicht etwa auch dem 
normalen Serum zukommende Eigenschaft. 

2. Versuche  fiber die T y p h u s b a c i l l e n  15sende W i r k u n g  yon 
t h i e r i s chem u n d  mensch l i chem I m m u n s e r u m  un te r  ae roben  

und ana~roben  Verh~l tn issen.  

Die gleichen Versuche, wie die obigen, warden nun auch mit Typhus- 
bacillen und Typhus-Immunserum, sowie unter ana~roben Verh~tnissen 
mit Typhusbacillen und N~hrbouillon ausgefiihrt. Das Immunserum wurde 
yon einem Kaninchen gewonnen, welches in folgender Weise immunisirt 
worden war: 

Datum der 
Schutzimpfung: 

20. Juni  
28. ~7 

2. Juli 
11. , 
16. ,, 

lVIenge der subcu~an injicirten Typhusbacillencultur: 

0 . 3  acre 24stiind. BouiUoncultur, 
2 c c m  . �9 n 

21/2 cam ,, 77 mit 2 0 e s e n  Agarcultur, 
5 cam ,, ,, mit 5 0 e s e n  Agarcultur 7 
5 aam 24 Stunden bei 37 o C. gewachsener Bouillonculur, 

in welcher eine ganze Agarcultur (schief erstarrter 
Agar) verrieben worden war. 

Dieses Kaninchen wurde am 23. 5uli verblutet und am 24. Juli nach 
24sttindigem Stehen des Bhtes in Eis das Serum zu den folgenden Ver- 
suchen genommen. Die zu den bakteriotytischen Versuehen benutzte 
Typhusbacillen-Bouilloncultur war dieselbe, welche aueh zur Immnnisirung 
des Kaninchens verwendet worden war. 

1. Wirkung des unverdfinnten Typhus-Immunserums auf Typhusbacillen. 

D a t u m  

24. Juli sofort nach Aussaat 
der Typhusbacillen 

25. Juli nach 24 Stunden bei 
870 C. 

a) A~rob 

Typhusbacillen in l ~om 
unverdiinnt. Typhusserum 

3 019 200 

1 078 000 

b) AnaSrob 

Typhusbacillen in 1 om 
unverdiinn~. Typhusserum 

3 019 200 

'/35 600 
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(Fortsetzung.) 

D a t u m  

26. Juli n. 48 Std. bei 37 o C. 

2'/. . , ,  72 ,, ,, 
29. . ,,110 . ,, 

a) A6rob 
Typhusbacillen in 1 ~ 

unverdiinnt. Typhusserum 

1 9z5 000 
56124 000 
unz~hlig 

b) Ana~rob 
Typhusbacillen in 1 ~176 

unverdfinn& Typhusserum 

383 120 
360 000 
114 900 

I n  eine Probe  des gleichen T y p h u s - I m m u n s e r u m s  wurde eine reioh- 
l iehere Einsaat  yon Typhusbacil len gemacht  und die bakteriolyt ische Wi r -  
kung bei a~rober und ana~rober Aufbewahrung in 37 0 C. festgestellt .  

2. W i r k u n g  des unverdfinnten T y p h u s - I m m u n s e r u m s  auf  eine grSssere 
Einsaat  yon Typhusbacil len.  

D a t u m  

25. Juli sofort nach Aussaat 
tier Typhusbacillen 

2'/. 5uli n. "/2 Std. bei 3'/o C. 

29 . . . . .  110 . . . .  

a) A~rob 

Typhusbacillen in 1 ~176 
unverd~nnt. Typhusserum 

8 428 600 

63 5'/8 000 
uuz~hlig 

b) Ana6rob 

Typhusbacillen in 1 earn 
unverdiinnt. Typhusserum 

8 428 6oo 

497 900 
191 500 

Yon dem zu den obigen Versuchen benutzten T y p h u s - I m m u n s e r u m  
wurden nun  Verdi innungen mi t  N~hrbouillon im Verh~ltnisse 1 : 2 0  her-  
gestel l t  und  die bakteriolytisehe Wi rkung  auf Typhusbaci l len  d u r e h  zwei 

Versuehe festgestellt .  

3. Mischung yon Typhus - Immunse rum mi t  Bouillon 1 : 2 0 .  

D a t u m  
a) A~rob b) Ana6rob 

Typhusbacillen in 1 . . . .  Typhusbacillen in 1 ~~ 
Typhusserum + BouilI. 1: 20 Typhusserum § Bouill. 1 : 20 

25. Juli sofort nach Aussaat 6 704 600 6 704 600 
der Typhusbacillen 

27. Juli n. 72 Std. bei 37 o C. $83 000 000 114 900 

29. ,, , 112 , , unz~hlig 76 600 

Nach 72 Stunden war die anaerobe Serum-Boui l lonmisohung  vSllig 
klar  mi t  e i n e m  sehr geringen Bodensatze aus agglut in i r ten  Typhusbaci l len;  
die a~robe Probe  dagegen war stark und vSllig trfib und hat te  einen s tarken 

Bodensatz. 
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4. Mischung yon Typhus-Immunserum mit Bouillon 1:20. 

D ~ u m  

a) A~ro_._~b i b) Ana~rob 
Typhusbac i l l en  in: 1 ~cr" Typhusbac i l l en ; in  1 ~ 

ITyphusse rum § Bouill.  1: 201Typhusserum § Bouill. 1 .. 20 

24. Ju l i  sofor~ nach  Aussaa t  
tier Typhusbac i l l en  

25. Ju l i  n. 24 Std. bei 37 ~ C. 

26. ,, . 48 ,, . 

27. , .  ,~ 7 2 . .  . 

30. ,~ , , 1 3 2  ,, ,, 

10 120 00O 

6 156 000 

10 957.232 

274 192 00O 

unz~hl ig  

10 120 000 

n ich t  gez~hl t  

421 432 

42L300 

612 800 

Diese Zahlen zeigen, dass aueh das Immunserum yon gegen Typhus 
immunisirten Kaninehen reichliche ~Iengen yon Typhase-Immunproteldin 
enth~!t, welches binnen 72 Stunden 8 Millionen Typhusbacillen auflSste. 
Je hSher der Grad der kfinstlichen~ Tmmunit~t, d. h. je grSsser der Gehalt 
des Serums an Typhase-Immunproteldin, u m s o  starker ist, natfirlich die 
bakteriolytische Wizkung,~ welche dutch, den Zusatz yon leieht assimilir- 
barem N~hrmateriale (Bouillon) zum Immunserum nicht aufgehoben wird. 
Es ist im Gegentheil sehr auffallend, wie stark bakteriolytisch die kleine 
]~enge Immunserum iu der Bouillonmisehung wirkt; denn 1 ~ Bouillon, 
misehung: enthielt bei den obigen Versuchen nut 0.05 ~ Immunserum. 

Es war nun zur Controle noch festzustellen, ob in gewShnlicher BT~hr- 
bouillon bei anaeroben Yerh~l~aissen,. d.. h. in. Wasserstoffatmosph~re, eine 
Yerminderung oder eine Vermehnmg einges~iter Typhusbacillen eintritt,. 
falls die Einsaat so reichLich ist, wie in, den obigen u 

Die Ausffihrung dieses Versuches ergab ein sehr sprechendes Resultat: 

Tyl~husbacilIen in l~tirbouillon ausges~t und ana~rob  bei 37 '0 C. 
aufbewahrt. 

I~. a ~ u m 1 cc~ N~Jarbouillon enthRlt  Typhusbac i l l en  

27, J u l i  sofort  n. A u s s a a t  der  T y p h u s b a c .  13 409 000  

28. ,, nach  24' S tunden bei 37 o C. 271:930 000 

24 Stunden naeh der Einsaat der Typhusbaeillen war diese anaerob- 
aufbewahrte Bouillon dutch die starke Yermehrung der Typhusbacillen 
vSllig trQb und die Trfibung~ nahm in, den folgenden 24 Stunden so be- 
deutend zu,i dass di~ Z~itfiung, welche nich~ mehr direct, sondern nut 
dutch VerdQnnung mit ster~sirtem Wasser u, s. w. ausffihrbar gewesen 
w~re, unterlassen werden konnte. 
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Die Zahl der Typhusbacillen, welche normales Serum yon nicht 
immunisirten Kaninchen aerob und anaerob zu verniohten vermag, ist, 
wie der Versuch auf S. 49 zeigt, eine ungemein viel geringere, als jene, 
welche das Typhase-ImmunproteIdin im Immunserum in bestimmter Zeit 
zur AbtSdtung und LSsung bringt. 

Auch das Serum yon typhuskranken Menseheu besitzt in der 3. Woche 
der Krankheit energisohe bakteriolytische Wirkungen; aueh beim Typhus- 
kranken bilden sigh allm~hlich mehr oder weniger grosse ]~engen yon 
Typhase-Immunprote~'din, dutch dessen Wirkung die Heilung zu Stande 
kommt. Der folgende Versueh zeigt die GrSsse der bakteriolytisehen 
Wirkung. Das Serum stammte yon einem seit 3~ Woohen an Typhus er- 
krankten Manne. Dasselbe war dutch Aderlass schon am 30. Mai ge- 
wonnen und wurde bis zum Versuohe in Eis aufbewahrt. In dasselbe 
wurden Typhusbacillen yon einer 24 Stunden bei 370 C. gewachsenen 
Agarcultur einges~it. 

1. Unverdfinntes menschliches Typhusserum. 

D a t u m  
a) A6rob 

I corn Typhtmserum 
en~hielt Typhusbacillen 

2. Juni  sofort nach d.Aussaat  166 400 000 

8. ,, nach 24Std. bei 3~.~ 29 120 000 

b) AnaErob 
1 oom Typhusserum 

enthielt  Typhusbacillen 

166400 000 

16 810 000, 

Ebenso zeigte die Verdfinnung des Serums mit l~hrbouillon im Ver- 
h~ltnisse yon 1:40,  wie der folgende Versuch ergiebt, sehr energisohe 
bakteriolytische Wirkungen.. Auch in die Serum-Bouillonmischung wurden 
Typhusbaeillen yon einer 24 Stunden bei 37 o C. gewachsenen Agarcultur 
eingesat. 

2. Mensehliehes Typhussemm + Bouillon 1:40. 

D a t u m  
1 a) A6rob I b) hna6rob 

ecru Typhusserum.BouillQnll oom Typhusserum-Bouillon 
enthielt Typhusbacillen ] en~hielt Typhusbacillen 

1. Juni  sofort nach der Aus- 
saa~ der Typhusbacillen 

2: Juni  nach 17 Std. b. 37 o C. 

9 .  . 7, 4 0  . . 

4: ,, ,, 6,Tagen ,, 

23 040 000 

9 400 000 

6 030 000., 

2 880 000 

23 040 000 

4 830 000 

2 940 000 

nioh~ gez~hlt 

1 eem unverdiinn~es Serum yon: einem Typhuskranken in: der 3, Woche 
vernichtete: also innerhalb 24 Stunden die eno~me Zahl yon 137 M/llionen 
Typhusbacillen und selbst 1 oom des im Verh~itnissovon 1:40 mit Bouillon 



48 �84 I~UDOL!~ EM-WrERICH UND OSCAR LOw: 

verdiinnten Serums 15ste innerhalb 17 Stunden 18 Milhonen T~phus- 
baoillen auf. 

Das ist eine ganz bedeutende Leistung. Diese Erkenntniss und die 
obigen, so sprechenden Zahlen geben uns "zum ersten Male einen klaren 
Einblick in den Heilungsvorgang bei Infeetionskrankheiten. Die Heilung 
wird um so frfiher und um so sicherer zu erwarten sein., je grSsser 
die Menge des Typhase-ImmunproteIdins im Blute und je ~rSsser dem- 
entsprechend die bakteriolytische Wirkung des Blutserums bei Luft- 
absc, Muss ist. 

tIiermit hat tier anaerobe bakteriolytische Versueh prognostischen 
Werth bekommen. ~[an wird in Zukunft das Blutserum yon Typhus- 
lrranken auf dessen Typhusbaeillen 15sende Wirkung bei LuftabseMuss 
quantitativ pr~ifen mfissen, um auf Grund des Resultates die Prognose zu 
stellen. Die Prognose ist voraussichtlieh u m  so gfinstiger, je frfiher die 
bakteriolytisehe Wirkung eine bestimmte HShe erreieht. Es w~ire zun~ehst 
angezeigt, durch eine grSssere Reihe yon klinisch bakteriolytischen Versuehen 
bei zahlreiehen Typhuskranken in versehiedenen Stadien der Krankheit eine 
grSssere Zahlenreihe zu ermitteln und diese dana mit dem beobachteten 
sp~teren Verlaufe der Krankheit zu vergleichen. 

Aus dieser hSehst verdienstvoUen Arbeit miissen sich dann zahlen- 
m~ssige Anhaltspunkte f ~  eine sichere Prognose ergeben. Dass die 
Prl~ung des Blutserums eines vermeintliohen Typhuskranken auf seine 
bakterioly:~ische Wirkung ein viel siehereres Mittel zur S i che r s t e l l ung  
tier Diagnose  ist, als die Agg lu t ina t ion ,  braucht kaum gesagt zu 
werden. An Stel le  des bisher  yon den Aerz ten  ausge f f ih r t en  
A g g l u t i n a t i o n s v e r s u c h e s  muss  in Zul~unft der a n a e r o b e  bak te :  
r i o ly t i s che  Versuch  t re ten ,  da derselbe ein zah lenm~ss iges  Re- 
su l t a t  ergiebt  und  sowohl ffir die Diagnose als ffir die P r o g n o s e  
Aussch lag  gebend  und jedenfa l l s  zuverlg~ssiger ist, als der  oft 
zu T~uschungen  Veran la s sung  gebende Agg lu t ina t ionsve r such .  

3. Die b a k t e r i o l y t i s c h e  W i r k u n g  normalen  Blu tes  bei Sauer -  
s toffabschluss.  

Ueber die baktericide Wirkung normalen Blutes bei Sauerstoffabschluss 
haben wit bis jetzt nur wenige u ausgeffihrt. Die Resultate waren 
negativ, d. h. es konnte ein Einfluss des Sauerstoffabschlusses auf die 
GrSsse der Wirkung der bakteriolytischen Substanz des normalen Blutes 
nicht erwiesen werden. 

Die folgenden beiden Versuche wurden mit frischem Kaninchen-Blut- 
serum und 24 Stunden alten Agarculturen yon Bacterium cell commune 
und Typhusbacillen ausgeffihrt. 
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Bakterics Wirkung normalen Kaninchen-Blutserums bei a~rober und 
anagrober Aufbewahrung bei 37 o C. 

sofort nach A~rob nach 
kussaat 2 Stunden 

coli commune 

Bacillus typhi 000 t 000 

Ana~rob 

nach sofort nach I nach nach 
5 Stunden LAussaa t  [ 9. Stunden 5 Stunden 

1 ooooo 15oo6oo 18oooo 15ooooo 
400 52 000 800 250 

Aus diesen Zahlen ist ersichthch, dass die baktericide Wirkung des 
Kaninchen-Blutserums eine sehr geringe war, insofern 52000 Typhus- 
bacillen innerhalb 5 Stunden Yon 1 oc~ des Serums nooh nicht vollkommen 
vernichtet waren. Wie enorm ist dem gegen0ber die bakteriolytische 
Wirkung der Immunsera! Dutch den Sauerstoffabschluss wurde die bakte: 
ricide Wirkung des normalen Serums auf Typhusbacillen nicht erhSht. 

Bei Bacterium cell trat bei Luftzutritt sogar Vermehrung ein, wahrend 
bei Luftabschluss die Zahl der eingesaten Keime 5 Stunden hindurch die 
gleiche blieb. Dieses letztere Resultat ist jedoch nioht auf eine ErhSl~ung 
der baktericiden Wirkung, sondern ledigtich auf den Sauerstoffabschluss 
zurfickzufiihren, der ja bei obligat und facultativ a~roben Bakterien die 
Vermehrung behindert. 

Im Allgemeinen ergiebt sich ein grosser Unterschied bei aerober  
Behandlung zwischen de m Pyocyaneus-Enzym und den Immunsera. Bei 
e r s t e rem sehen wir, dass der bakteriolytische Effect aerob fast  so 
energ i sch  ist, wie bei ana~rober Behand lung  (bei Anthrax, Diph- 
therie, Staphylococcus pyogenes aureus, Pestbacfllen u. s.w.). Dagegen 
kSnnen sich bei den I m m u n s e r a  bei a~rober B e h a n d l u n g  und 
starker Aussaat die Bakter ien  b e t r a c h t t i c h  ve rmehren ,  wahrend bei 
anae rober  B e h a n d l u n g  ein sehr  bedeu tender  bak te r io ly t i soher  
Effect  hervortritt, l~Ianchem wird dies sehr mysteriSs erscheinen; aber 
naoh unserer Theorie !asst sioh eine sehr einfache Erklarung hierfiir geben. 

Wir mfissen dabei beachten, dass in beiden Fallen die Bakterien eine 
gewisse ~enge Enzym dutch oxydative Th~tigkeit unwirksam machen k5nnen. 

Im Immunserum ist nun das Enzym der betreffenden pathogenen 
Bakterien mit einem thierischen FAweisskSrper zu einem hochm01e0ularen 
Complex (immunisirender Stoff = ImmunproteIdin ) verbunden, welelier weir 
langsamer in die Membrauen und das Protoplasma der Bakterien ein- 
dringen kann, als das ursprfinghche Bakterienferment an sich im freien 
Zustande. In beiden Fallen aber wird bei gteioher oxydativer Thatigkeit 
der Bakterien die ZerstSrung des complexen Enzyms (Immunproteldin) 

Zeitschr. f. Hygiene. ~.XXI. 4 
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im Tmmunserum grSssere Fortschritte machen kSnnen, bevor eine ge- 
nfigende Menge in die specifisch pathogenen Bakterien selbst eindringen 
kann. Beim freien Enzym dagegen, welches wegen bedeut-nd kleineren 
Molectils weir rascher in die ~Iembran und das Protoplasma eindringen 
kann, gelingt es  den Bakterien nicht, duzch oxydative Th~tigke~t in der- 
selben Zeit geniigend Enzym unsch~dlich zu machen. 

Man kann sich die Sache am einfachsten so vorstellen, dass das freie 
Enzym z. B. in 10 Mal grSsserer Menge in derselben Zeit in die Zellen 
eindringen kann, als das hochmoleculiire Enzym des Immunserums. Wenn 
nun in beiden F~len die oxydative Th~tigkeit der Bakterien die gleiche 
ist und z. B. gen/igt, um die nicht eingedrungene ~Ienge des hochmolecularen 
Enzyms des Immunserums in vitro zu oxydiren, so wird lediglich ein 
entsprechender Theil des freien Enzyms ebenfalls der oxydativen Th~tig- 
keit anheimfallen undes  wtirden daher 9/1 o des freien Enzyms ihre bakte- 
riolytische Th~tigkeit austiben kSnnen. 

YII. Kann ein bakteriolytisches Enzym auch entgiftend auf die 
Toxine pathogener Bakterien wirken? 

Diese Frage muss auf Grund unserer Untersuchungen ebenfalls mit 
ja beantwortet werden. Damit ist nun auch eine befriedigende Erkl~rung 
der Ursache, bezw. des Chemismus der kiinstlichen Immunit~it bei t o xi s che n 
Infectionskrankheiten gegeben und ausserdem geht daraus horror, dass die 
Ursache der Immunit~t bei tox ischen  und sept ic i imischen Infections- 
krankheiten im Wesenthchen die gleiche ist. Hier wie dort werden dutch 
das Immunprote'tdin, welches eine u des bakteriolytischen Enzyms 
der specifischen pathogenen Bakterien mit Blur- odor Organeiweiss dar- 
stellt, nicht nut die be~effenden pathogenen Bakterien gelSst, sondern 
auch deren Gifte, welche wahrscheinlich ebenfalls enzymartiger l~atur 
sind, zerstSrt. Be ide r  Immunit~t gegen toxische Infectionstrrankheiten 
ist die letztere (giftzerstSrende), bei derjenigen gegen septic~mische Infections- 
krankheiten die erstere (bakteriolytische) Wirkung ~orherrschend und von 
grSsserer Bedeutung. 

E n t g i f t u n g  des Diph the r i e tox ins  du t ch  P y o c y a n e u s - E n z y m .  

Yersuch 1. �9 Am 15. November 1898 werden 0.1 ecru im Yacuum con- 
centrirter, durch Berkefeldfilter filtrirter Diphtheriecultur mit 0.9 ccm destillirten 
und steril/sirten Wassers vermischt und unter Watte- und Gummikappen- 
versehluss bei 37 o 0. aufbewahrt. 

In ganz gleicher Weise wurden 0-1 ccm derselben concentrirten und 
filtrirten Diphtheriecultur mit 0.9 c~m einer aus gef~lltem und ge~rocknetem 
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Pyoeyaneus-Enzym dureh sterilisirtes W~sser hergestellten LSsung vermischt 
und in den auf ~7 ~ C. eingestellten Brfitschrank gebracht. 

Am 16. November, d.h. nach 18stfindigem Stehen bei 37 ~ C., erhiilt 
ein 336 grin schweres Control-Meerschweinchen yon der ersterw~hnten LSsung 
des Diphtherietoxins in Wasser 0 .3  ccm, und ein 334 grin schweres, roth- 
gezeichnetes Meersehweinchen ebenfalls 0 .3  oem der obigen Mischung yon 
Diphtherieeultur und PyocyanaselSsung subeutan am Bauche. - -  In dfesen 
0.3 ccm waren also in beiden Fiillen 0.03 ~cm tier eoneentrirten Diphtherie- 
toxinl6sung enthalten. 

Am 17. November, u d. h. 18 Stunden naeh der Injection~ 
wird das Controlthier, welches lediglich die verdfinnte Diphtherietoxin- 
16sung erhalten hatte, todt aufgefunden. 

Das rothgezeichnete Meerschweinchen, welchem yon der Misehung des 
Diphtherietoxins mit PyocyanaselSsung injieirt worden war, ist am Leben. 

&m 19. November, &bends, stirbt auch das rothgezeiehnete Meer- 
schweinchen, welches eine elnmalige Pyocyanaseinjeetion erhalten hatte. 

Dieser Versuoh zeigte, class die bei demselben injioirto Giftdosis 
ausserordentlich hoch ist, da das Controlthier schon nach 18 Stunden ver- 
endete. Trotzdem war eine entgiftende Wirkung der Pyocyanase nioht 
zu verkennen, da das damit behandelte ]~eersohweinchen 21]~ Tage l~nger 
lebte, als das Controlthier. Es war somit zu erwarten, dass durch Herab- 
setzung der Giftdosis und Wiederholung der Enzyminjeotion wesentlich 
gfinstigere Resultate zu erzielen seien. 

Y e r s u e h  2. Bei einem zweiten Yersuehe wurde die Gif~dosis auf 1/3 
der beim vorigen Yersuche erw~bnten herabgesetzt und das eine !~eer- 

�9 sohweinchen erhielt ausserdem an 3 auf einander folgenden Tagen Injeetionen 
yon je 0 .8  e~m PyocyanaselSsung in das subcutane Gewebe des Baucbes, in 
welches auch das Diphtherietoxin injicirt worden war. Das Controlthior 
starb schon 30 Stunden naeh dot Giftinjeetion, w~hrend das mit Pyoeyanase 
behandelte Meerschweinchen erst am &bend des 3. Tages nach dot Gift- 
einspritzung an einer seeund~ren Infection (dutch Bakterien verursacht) zu 
Grunde ging. 

Bei demselben ergab die Section einen h6chst merkwfirdigen Befund, 
Die Epidermis war in einmarkstfickgrosser Ausdehnung an der Injeetionso 

stelle der Pyocyanase am Bauche aufgel~st, die darunter liegende Haut war 
wie macerirt. Wiihrend bei dem Controlthiere, welches nur eine subcutane 
Injection yon Diphtherietoxln in die Bauchhaut erhalten hatte, eine fiber 
den ganzen Bauch und einen Theil der Brust ausgedehnte sulzige Infiltration 
des subcutanen Gewebes (DiphtherieSdem), ~hnlieh dem MilzbrandSdem, zu 
constatiren war, fand sich bei dem mit Pyocyanase behandelten Meer* 
schweinchen keine Spur eines solehen Oedems; dagegen war die Haut, often* 
bar in Fotge partieller LSsung des subcutanen Gewebes ducrh die Pyoeyanase ~ 
in tier Umgebung der Injeetionsstelle am Bauche yon ' d.er darunter liegende~ 
Fascie abgel6st und in der Peripherie dieser Stelle vertrocknet. Yon der 
yon Epidermis entbl6ssten ttautstelle aus waren offenbar pathogcne Bakterien 
eingewandert, welcho den Ted des Thieres verursachten: 

4* 
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s diesem Yersuche war demnach zu ersehen, dass bei wiederholter 
Pyocyanaseinjection in das subcutane Gewebe eine partielle AuflSsung des- 
selben und sogar eine Maceration und AuflSsung der Epidermis dutch das 
Pyooyaneus-Enzym beim Meerschweinchen, welches bekanntlich ffir die 
Pyooyaneusinfection sehr disponirt ist, eintreten kann. Die in Folge 
hiervon entstehenden kleinen Hautulcerationen heflen fibrigens sehr rasch, 
wenn man dieselben mit Jodoform bestreut und ]nit Collodinm deckt. 
Bei Kaninchen wurden ~hnliche Erscheinungen bisher nioht beobaohtet. 

Aus diesem Versuche ergab sich also die interessante Thatsaohe, dass 
das Pyocyanasen-Enzym sogar das lebendige Gewebe der Meerschwe~nchen~ 
haut aufzul5sen i m  Stande ist. 

Man darf deshalb niemals in ein und dieselbe Hautstelle wiederholte 
Injectionen yon Pyooyanase maohen. Wit  zogen es vielmehr i ]n i t  Riiok- 
sioht auf dieses Vorkommniss, vor, die Pyocyanase bei Heilversuchen in 
die Museulatur~ anstatt in das subcutane Gewebe zu injiciren. 

Versuch  3. Am 17. December 1898 erhielten ein Meerschweinchen (a). 
yon 408 s.m KSrpergewieht und ein 414 grin schweres ~Ieerschweinehen (b) je 
0.003 ecru tier durch Berkefe]dfilter filtrirten und im Vacuum eoncentrirten, 
nachgewiesener Maassen bacillenfreien Diphtherie-Bouilloncultur subcutan 
am Bauche. Die Giftdosis war also 10 Mal geringer, als beim ersten Ver- 
suche. Dem Meerschweinchen a werden 1/4 Stunde sparer 1.0 oem in steri: 
lisirtem Wasser gel~ster Pyocyanase in das subcutane Gewebe am Bauche 
injicirt. Am 18. December werden .0.8 ~ tier glcichen Pyocyanasel6sung 
in die l~usculatur des rechten Hinterschenkels und am 19. December 0 . 5  ocm 
derselben in die i~uskeln des linken u injicirt. Am AbencI 
des 19. December verendete das Controlmeerschweinchen b. Bei der Section' 
finder sich ein fiber den Bauch und einen Theil tier Brust ausgedehntes 
Oedem (sulzige Infiltration des subcutanen Gewebes), welches auch schon 
Tags zuvor deutlich ffihlbar war, sowie die iibrigen, bekannten Erscheinungen' 
tier Diphtherieintoxication (u und Dunkelrothf~rbung der !%ben= 
nieren u. s.w.). Bei dem mit Pyocyanase behandelten Meerschweinchen a ~ 
ist  keine Spur einer solchen Infiltration zu bemerken; dagegen ist eine 
linsengrosse S%elle der Bauchhaut (Injecfionsstelle der Pyocyanase) yon Epithel 
entbl5sst und die Haut l~sst sich leicht yon tier NIusculatur an der be- 
treffenden Stelle abheben. Urn eine Infection yon dieser Stelle aus. zu ver-: 
hfiten, wird dieselbe mit Jodoformcollodium ~berstrichen. Das Thier scheint 
im Uebrigen gesund zu sein, es ist lebhaft und frisst Brot nnd Gr~infutter. 

Y e r s u c h  4. Zwei Meerschweinchen, dass eine (c) yon 427 ~rm Gewich~ 
und das andere (d), welches 415 grin schwer war, erhielten am 20. December~ 
je 0.004 ~o~ Diphtherietoxinl~sung subcutan am Bauche. Dem schw~chere~ 
-Meerschweinchen ((t)warden gleieh darauf 1.0 eom PyocyanaselSsung unter: 
die: Haut der anderen Bauchseite injicirt. Am 21,  22. und 23. December 
wurden diesem Thiere je 0.5 oora PyocyanaselSsung in die Museulatur des: 
~I~nterschenkels u n  d einer vorderen Extremifiit injicirt. Am 23. December 
erschien die ttaut an ~einer bohnengrossen Stelle des Hinterschenkels dunkel~ 
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roth, wie wenn ein Bluterguss unter dieselbe stattgefunden h~itte. Am 24. 
fehlte das Epithel an dieser Stelle, weshalb dieselbe mit ;Iodoform bestreut 
und mit Collodium bestrichen wurde. Das Controlmeerschweinchen (c) ver- 
endete in tier Nacht yore 22. auf 23. December. An der Injeetionsstelle 
land sich die sulzige Infiltration des subeutanen Gewebes und ebenso waren 
~die Ver~nderungen der l~ebennieren sehr charakteristisch ausgebfldet. Das 
mit PyocyanaselSsung behandelte Meersehweinchen magerte ziemlich stark 
ab und frass in den ersten Tagen naeh der Injection sehr wenig. Yore 
25. December ab war das Thier wieder sehr lebhaft, es frass viel, und heute 
(1. Januar 1899) wiegt dasselbe wieder 412 grin. 

Dieser Versuch wurdo genau in der gleiehen Weise an 5 lV[eerschwein- 
ehen yon 431, 425, 423, 417 und 412 grin Kiirpergewicht wiederholt, Das 
441 grin sehwere Controlmeerschweinehen starb am 3. Tage naeh tier Injection 
des Diphtheriegiftes. Von den 5 anderen Meersehweinehen starb eines, 
welches nur zwei subcutane Pyoeyanaseinjectionen erhalten hatte, 21/2 Tage 
nach dem Tode des Controlthieres. Die anderen 4 Thiere, welche drei, bezw. 
~er  subeutane Injeetionen yon 0.5 bis 1.0 ccm PyoeyanaselSsung erhalten 
hat~en, leben noch heute, kuch die Infiltration des subcutanen Gewebes an 
tier Injeetionsstelle kam in Folge tier Pyocyanaseinjeetion nicht zur Ent- 
wiekelung. 

Da die P y o c y a n a s e  n i c h t  n u t  g rosse  ]Kengen yon D i p h t h e r i e -  
b a c i l l e n  in vi t ro  und  im t h i e r i s c h e n  KSrpe r  au fzu lSsen  im 
S t a n d e  ist, s o n d e r n  auch  das D i p h t h e r i e g i f t  im O r g a n i s m u s  zu 
ze r se t zen ,  bezw. u n w i r k s a m  zu m a c h e n  und s o m i t  sowohl die 
D i p h t h e r i e b a c i l l e n - I n f e c t i o n ,  a l s  auch  die D i p h t h e r i e t o x i n -  
I n t o x i c a t i o n  zu coup i ren  ve rmag ,  so is t  es gewiss n i o h t  un -  
b e s c h e i d e n ,  wenn  wi t  den W u n s c h  a u s s p r e c h e n ,  dass die 
K l i n i k e r  bei der B e h a n d l u n g  de r  D i p h t h e r i e  d i e : P y o c y a n a s e ,  
w e n n  auch  n i c h t  a n s t a t t ,  so doch neben  dem H e i l s e r u m  ver ,  
s u c h e n  mSchten.  

VIII. Eigenschaften der Pyocyanase. 

Hr. Dr. Gus t av  @raft  hatte die Gfite, eingehendere Untersuchungen 
fiber die Eigenschaften der :Pyooyanase anzustellen: Von den erzielten 
Resultaten theilen wit einstweilen die folgenden mit. 

Die aus den Culturfliissigkeiten gef~llte Pyocyanase stellt eine hell- 
gelbgriinli~he bis olivgrfingelbe, leichte, brScklige und amorphe Masse dar. 
Dieselbe 15st sich in destillirtem Wasser sehr leicht, und zwar bei durch, 
fallendem Lichte, je nach der Concentration mit brauner (starke Concen- 
tration), gelber (mittlere Concentration) oder griinlichgelber Farbe (starke 
Verdfinnung), wie letztere gewissen Culturen des Bacillus pyocyaneus eigen 
ist. Bei auffallendem Lichte zeigt die LSsung (auch die tiefbraune) grtine 
Fluorescenz. Die Reaction der LSsung ist deutlich alkalisch. 
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Ferrocyanwasserstoffs~ure raft in der LSsung keine F~llung hervor. 
huoh l~illon's Reagens oder die Biuretreaotion geben keine Violettf~rbung. 
Dagegen tritt beim Koohen geringer Mengen der Substanz mit rauchender 
Sahs~ure eine sehr deutliche Yiolettf~rbung auf, die bei etwas grSsserer 
Substanzmenge yon einer dunklen Malagafarbe abgelSst wird, welche letztere 
abet noch deutlich eine violette Farbenuance erkennen l~sst. 

Wird die Substanz mit Kalilauge schwach erwfirmt, so tritt intensive 
Gelbf~rbung ein and auf Zusatz yon BleiacetatlSsung entsteht allm~hlich 
ein geringer schwarzer Bodensatz, so dass die Substanz geringe Mengen 
Schwefel zu enthalten scheint. In sehwach alkalischer LSsung mit Wasser- 
stoffsuperoxydlSsung versetzt, entwickelt die Pyooyanase entweder so s t~-  
misch Sauerstoff, dass fast der ganze Inhalt des Reagensglases heraus; 
geschleudert wird, oder abet die Entwickelung yon Sauerstoff geht weniger 
plStzlich, abet immer sehr lebhaft yon statten und h~lt Stunden lang an. 
Diese Eigenschaft behalf die Pyocyanase unveriindert bei, auch wenn sie 
l~ngere Zeit (5 Tage) unter Alkohol aufbewahrt wird; ebenso zeigte sie 
dieselbe noch nach 24stiindigem Stehen unter Chloroform. 

HSchst merlr~rdig ist das Yerhalten der Pyocyanase gegen hohe 
Temperaturen. 2 oom PyoeyanaselSsung warden 11/2 Stunden auf 85 bis 
900 C. erhitzt, mi.t 2 619 744 Mihbrandbacillen (24stfindige Agarcultur 
bei 370 C. gewachsen) versetzt und nach wenigen Minuten Gelatineplatten 
mit je ~ und 10ese  dieser Mischung hergestellt und bei 24 o C. auf- 
bewahrt. Zwei schief erstarrte Agarproben wurden mit je 1 und 50esen 
der Mischung derart bestrichen, dass die Oberfl~iohe des Niihrbodens an 
vielen Stellen mit dem Platindraht geritzt wurde, um etwa noeh lebens- 
f~hige Mihbrandbacillen in tiefere Schiehten des Agars zu bringen and 
dieselben so der Wirkung tier mitfibertragenen minimalen Mengen yon, 
Enzym zu entziehen. Alle diese Ge la t inep la t t en  and  A ga rp roben  
b l i eben  wider  E rwar t en  steril .  Seibstverst~indlich war das Gleiohe 
der Fall bei ebenso viel Gelatineplatten und Agarproben, welche 2, 7 und 
24 Stunden nach Zumischung der M_ilzbrandbacillen dureh Aussaat gleicher 
Mengen der Pyocyanase-Mihbrandbacillen-Suspension hergestellt worden 
waren. 

Ein gleiohes Resultat hatten zwei Yersueh% bei welchen eine ebenso 
grosse Zahl yon Mihbrandbacillen in 2 ~ Pyoeyanasel6sung gebracht 
ward% naohdem dieselbe, im Reagensglase befindlieh, 11/2 Stunden (bei 
721 ~ Barometerstand, also bei einer Temperatur yon 98.5 o C.) im kochenden 
Wasser gestanden hatte. 

Die Zahl der in die PyocyanaselSsung ausges~ten ]Kihbrandbacfilen 
wurde so ermittelt, dass yon derselben MihbrandbacillenoAufsehwemmung 
in Wasser, yon weloher 6 Oesen in 2 ~~ PyocyanaselSsung, iibertragen 
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worden waren, in analoger Weise auch 60esen in 2 oom sterilisirtes Wasser 
gebracht wurden,: aus welchem dann Je 1 und ~ Oesen auf Gelatineplatten 
(Petrischalen) ausges~t wurde. Da nach Ficker  1 in destfllirtem Wasser 
eine grosse Zahl ~lterer Bakterienzelten rasch ihre Eutwickelungst~higkeit 
verlieren, so sind die angegebenen Zahlen der in der PyocyanaselSsung 
momentan abgetSdteten Milzbrandbacillen eher zu geriug, als zu hoch 
angegeben. 

2 619 744 vollvirulenter Milzbrandbacfllen waren also fast momentan, 
oder hSchstens in 5 Minuten durch 2 +ore PyocyanaselSsung vSllig ver- 
nichtet worden. Wahr]ich eine ganz enorme Zahl und eine ganz gewaltige 
Leistung ! 

Sogar die einsttindige Einwirkung des strSmendeu Dampfes (yon 
98.50 C. bei 721 m~ Barometerstand) war nicht im Stande, die bakterio- 
lytische Wirkung der Pyocyanase aufzuheben. Es war nur eine Ver- 
minderung tier bakteriolytischen Eigenschaften zu constatiren; auch die 
anderen wesentlichen Eigenschaf~en tier Pyocyanase, wie z. B. die Sauer- 
stoffentwickeIung bei Zusatz yon schwach aIkalisch gemachter Wasserstoff- 
superoxydlSsung, blieben erhalten. Die Sauerstoffentwickelung war aller- 
dings weniger stark, als bei nicht erhitzten, gleich grossen Pyocyanase- 
proben. 

Trotz der Widerstandsf~higkeit tier Pyocyanase gegen hohe Tempe- 
raturen mfissen wit dieselbe dennoch als eine enzymartige Substanz be- 
zeichnen , well die r~thselhafte und so energische Wirkung der mJnimalsten 
h[engen dieses Stoffes nur bei dieser Annahme erkl~irbar erscheint. 

Analoge Beobaohtungen wurden iibrigens auch bei anderen eiweiss- 
15senden, sogenannten peptonisirenden Fermenten, z. B. yon Wur t z  ~ beim 
Papuan (Papayotin) gemacht. Wur tz  constatirte, dass nach dem Erhitzen 
auf 105 0 die peptonisirende Wirkung des Papayotins vollkommen er- 
halten war. 

Die grosse Widerstandsf~higkeit der Pyocyanase gegen hohe Tempe- 
raturen erscheint weniger merkwiirdig, wenn man die, allerdings erst ganz 
kiirzlich, yon uns constatirte Thatsaehe beachtet, dass auch der Bacillus 
pyocyaneus S/+stfindiges Erbitzen im kochenden Wasserbade und ll]+stfin - 
diges Erhitzen auf 85 bis 900 C. aush~lt, ohne seine Entwickelungsf~hig- 
keit zu verlieren, oder auch nur Einbusse daran zu erleiden. Eine dutch 
Berkefeldfilter filtrirte, im Vacuum auf x/~ o concentrirte Cultur des Bacillus 
pyocyaneus wurde 8/+ Stunde im kochenden Wasserbade und eine andere 

t Mar t in  F icke r ,  Ueber Lebensdauer und Absterben yon pa~hogenen Keimen. 
JDiese Zeit~ehrift. 1899. Bd. XXIX. 

Com~t. rend. 1890, p. 1379, und 1891, p. 787. 
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Probe der gleichen Fl~issigkeit 11/~ Stunden auf 85 bis 900 C. erhitzt 
und einige 0esen yon beiden Proben auf N~ihr-Agar-Agar fibertragen. Sehon 
am n~chsten Tage war auf beiden Proben ein intensiv griin gef~rbter 
Belag yon Pyooyaneusbaoillen zur Entwiokekmg gelangt. Es ist immerhin 
m6glioh, dass der Baoinus pyocyaneus bis jetzt nioht nachgewiesene Sporen 
bildet, welohe so klein Sind, dass sie duroh Berkefeldfilter hindarchgehen. 

Bringt man eine minimale Menge Pyocyanase (1 m~ der getrookneten 
Substanz) auf N~hrgelatine, so wird die letztere bei 220 ~. so energisch 
verflfissigt; class in 24 Stunden der ganze Inhal~ des Reagensglases in 
Flfissigkeit umgewandelt ist. Diese Eigensehaft ist yon praktisohem Werthe, 
da dieselbe neben der Wasserstoffsuperoxydreaction ein einfaches Mitre1 
bietet, um Pyocyanasepr~parate rasch auf ihre Wirksamkeit zu prfifen. 

Auoh Fibrin wird duroh die Pyooyanase rasoh gelSst. 3 oom des im 
Vaouum concentrirten Filtrates yon Pyocyaneusculturen wurden m it 2 ~r~ 
Fibrinflocken versetzt und am Abend in den auf 370 C. eingestellten 
Brfitsohranl~ gestellt. Am n~Ghsten Morgen waren die Fibrinflocken voll- 
kommen gelSst, l~un wurden nochmals i bis 2 s~m Fibrin zugesetzt, 
welche schon nach 4 Stunden bei 37 ~ C. gelSst waren. 

Sehr interessant ist die Wirkung der alkalisch reagirenden Pyocyanase 
einerseits und einer starker alkalisch gemachten, sowie einer saueren 
PyocyanaselSsung andererseits auf Hiihnereiweiss. 

Bringt man dutch 10 Minuten langes Kochen eoagulirtes H~ihner- 
eiweiss mit einer sehr geringen Menge Enzvm in w~sseriger LSsung (1 ms) 
zusammen, so wirkt dies schon bei der ge~ingen Temperatur yon 22 o C. 
Sehrenergisch auf das Hiihnereiweiss ein und 15st im Laufe yon I2 Stunden 
mehrere Gra~mm. Viel energischer ist die Einwirkung des Enzyms je.doch , 
wenn man die sehwaohe Alkalit~t tier LSsung durch Zusatz geringer 
Menge n Alkali vermehrt. Bei einer Temperatur yon nut 22 o C. wu~den 
durch eine solche, starker alkalisch gemaohte PyocyanaselSsung 5 s~m 
Hiihnereiweiss in 12 Stunden vollkommen gelSst. 

In einer sohwach mit Salzs~ure anges~uerten PyocyanaselSsung wird 
dagegen coagulirtes Hfihnereiweiss unter den oben erw~hnten u 
gar nieht getSst. 

Aus alien diesen Eigensohaften geht mit Sioherheit hervor, dass ein 
pr0teolytisches Enzym vorliegt, und Zwar ein: zu den Trypslnen gehSrendes 
Bakterien-Enzym. 
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Schlussbetrachtungen. 

Aus unseren Untersuchungen ergeben sich die folgenden Schltisse: 
1. Der in den meisten Fltissigkeitsculturen yon Bakterien, trotz des 

u genfigenden und geeigneten N~hrmateriales, allm~hlich 
(d. h. nach Tagen oder Wochen) eintretende Stillstand der Entwickelung 
beruht auf der Entstehung e n z y m a r t i g e r  Stoffe, welche yon den 
Bakterien selbst gebildet werden und diese schliessl ich wieder  auf- 
15sen. 

2. Es giebt bakteriolytische Enzyme, welche nicht nut die eigene 
Bakterienart (conforme Enzyme), sondern auch solche, welche verschiedene 
andere (auch pathogene) Bakterienarten aufzulSsen vermSgen (heteroforme 
Enzyme). 

3. Die He i l ung  mit sogenannten ,,Stoffwechselproducten" oder un- 
filtrirten Culturen tier Bakterien b e r u h t  auf  dem V orhandense i n  
bak~er io ly t i scher  Enzyme in den Culturen. 

4. Die kf ins t l iche I m m u n i s i r u n g  mit sogenannten ,,Stoffwechsel- 
producten" oder mit unfiltrirten Culturen pathogener Bakterien beruht 
darauf, class sich allm~hlich im Blute eine haltbarere V e r b i n d u n g  
zwischen  dem bak te r io ly t i s chen  Enzym der Bak te r i en  und  
e inem EiweisskSrper  des Blutes  oder mit Organeiweiss bfidet. Dieses 
resultirende I m m u n p r o t e l d i n  hat noch die bakteriolytischen Eigen- 
schaften des ursprtinglichen Enzyms. 

5: Diese Vereinigung, welche im ThierkSrper nut sehr langsam und 
bei grossen Verlusten an Enzym vor sich geht, kann in kurzer Zeit 
auch in  vitro dutch chemische Einwirkungen hergestellt werden. Man 
ist also jetzt im Stande, wenigstens bei einzelnen Infectionskrankheiten 
Heflserum ohne Zuhtilfenahme des thierischen Organismus kfinstlich zu 
bereiten. 

6. Die sogenannte Agg lu t ina t ion  ist weiter niohts als alas ers te  
S tad ium des bak t e r io !y t i s chen  Ef fec tes  des Enzyms.  

7. Die Immunsera wirken bei Ausschluss yon Luft fin Allgemeinen 
welt energischer bactericid, als bei Luftzutritt, was man bisher vollst~indig 
fibersehen hat. • auch bei Luftzutritt kann man bei hoher Concen- 
tration der Bakterienfermente (bezw. Immunproteidine) stark baktericide 
Wirkungen gewisser Immunsera beobachten: 

8. Es giebt Bakterien-Enzyme, welche im thierischen und mensch- 
lichen Organismus nicht nut baktericid, sondern auch toxinvernichtend 
wirken. So ist z. B. das Enzym des Bacillus pyocyaneus (Pyocyanase) 
im Stande , die krankmachende und tSdthche Wirkung des Diphtherie- 
toxins vollst~ndig aufzuheben. 
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9. Die Pyocyanase dfirfte nach den mitgetheilten Experimenten an 
Thieren zur erfolgreichen Behandlung des Milzbrandes, der Diphtherie, 
der Pest u. s. w.: geeignet sein. 

10. Dutch das in vitro dargestellte Pyocyanase-Immunproteldin kann 
ein hoher Grad yon mindestens 14t~giger Immunitiit gegen Milzbrand 
erzielt werden. 

11. Die bei der Pyocyanasebehandlung yon Milzbrand u. s. w. ein- 
tretende ErhShung der KSrpertemperatur um ca. 1 ~ C. ist lediglich die 
1%lge der Enzyminjection. Ein Einfluss der bei der AuflSsung der Bak- 
terien in's Blur gelangenden Bakterienprotelne auf die KSrper~emperatur 
tritt meistens nicht hervor, wahrseheinllch, weft die letzteren durch das 
Enzym nicht nur gelSst, sondern gleich welter zersetzt werden. 

12. Die baktericide Wirkung des normalen Blutes wird wahrsehein- 
lich ebenfalls dutch enzymartige Stoffe verursacht. Hierffir spricht unter 
Anderem der Umstand, dass auch dutch normales Blutserum bei hSherer 
Concentration Agglutination bewirkt wird. 

Die bekannte Beeinflussung des Anthrax durch Bacillus pyocyaneus 
wollen Woodhead  und Wood ~ durch den ,,Antagonismus der Gifte'~ 
B i t t e r  2 dutch ,,Stoffwechselproducte", B lagove t schewsk i  3 durch die 
flfichtigen Producte (Ausdfinstung) erkl~ren. Die hemmende Wirlmng, 
welche der Pyocyaneus in seinen eigenen Culturen erf~hrt, su~ht B i t t e r  
im reichllch gebildeten Alkali und in der ErsehSpfung des l~hrbodens; 
die Hemmung, welche der Schweinerothlaufbacillus in seinen eigenen 
Culturen erl~hrt, sueht er dagegen in einer S~ureproduction. 

Nach unseren Erfahrungen spielen aber die unter den sogenannten 
Stoffwechselproducten befindhchen Enzyme  die erste Rolle bei diesen 
Hemmungen der Culturen, oder diesen Beeinflussungen fremder Bakterien- 
arten. Hierffir sprieht auch die Thatsache, dass trotz reiehlichen u 
handenseins der nSthigen Nahrungsstoffe und trotz der Neutralisation ge- 
bildeter S~ure kein neues Wachsthum in den Culturen stattfindet. 

Die Pyocyanase ist besonders dadurch vorthellhaft ausgezeichnet, das~ 
sie, direct intravenSs injicirt, keine erhebliche~i StSrungen durch LSsung 
yon BlutkSrperchen hervorruft, obgleich sie bef~higt ist~ Fibrin aufzulSsen. 
Ganz anders ist das Verhalten des Pankreassaftes, welcher, wie l~encki 
und Tsch ipurkowsk i  * feststellten, einem Kaninchen intravenSs injicirt, 
5fters schon in Dosen yon 1.5 ~ in wenigen Minuten bis eini~en Stunden 

1 Com2t. ~'end. de l'.4ead. T. CIX. l~r. 26. 
2 Baumgarten's J'a]~er~e]~. 1891. 
s .~enda. 1890. S. 538. -- 2f~nale~ de l'Ina~i~ut .Pea~eur. 1890. p. 11. 
4 Centralblatt fiw" Bakterlolo#ie. Bd. XXIII. Iqr. 19 u. 50. 
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den Tod des Thieres durch Fibringerinnung, Verstopfung der Blutgef~sse, 
Stauung des venSsen Blutes und dadurch bedingte geringe Ffillung des 
linken Herzens, sowie Sinken des Blutdmckes herbeifiihrt. 

Nach je~en Autoren enth~lt der Pankreassaft auch etwas Fibrin- 
ferment. Indessen ist doch die MSglichkeit noch vorhanden, dass die 
Blutgerinnung auch indirect dutch TSdten und LSsung der Leukooyten 
erfolgte. Nieht alle Bakterien-Enzyme dfirften indess so harmlos sein, wie 
die Pyocyanase; denn die im Vacuum concentrirten und filtrirten Cul- 
turen der Erysipelstreptokokken 15sen die rothen BlutkSrperchen bei intra- 
venSser Injection auf. 

Bei intravenSser Injection selbst sehr grosset Mengen yon Pyocyanase 
entsteht bei Kaninchen eine rasch vorfibergehende Temperatursteigerung 
yon ca. 1 o C. So betmg die KSrpertemperatur bei einem 2522 ~n schweren 
Kaninchen, welchem 0.02 ~ reiner, aus der concentrirten und filtrirten 
Cultur gef~llten, trockenen Pyocyanase naoh dem LSsen in schwach alka- 
lischem sterilisirten Wasser, in eine Ohrvene injicirt worden waren, nach 
4 Stunden 40.1 o C. u dem Versuche war die KSrpertemperatur 39-4 ~ C. 
und ebenso hatte dieselbe 12 Stunden nach tier Injection wieder die nor- 
male HShe, n~mlich 39.30 C. 

Nioht jede Bakterienart scheidet proteolytische Enzyme aus, wie l~ngst 
bekannt ist. Manche Arten sind so exclusiv parasit~r geworden, dass sic 
mit der leichteren Aufnahme bereits gelSst vorhandener N~hrstoffe die 
F~higkeit ganz verloren haben, auch ungelSste Nahrungsstoffe durch her- 
zustellende Enzyme zu 15sen. Hierher gehSrt besonders der Tuberkel- 
bacillus, der keine Enzyme - -  wenigstens keine bier in Betracht kom- 
menden - -  zu bilden scheint. Heilung mit abgetSdteten CultureD, oder 
mit den Presss~ften desselben ist deshalb naturgem~ss unmSglich. Ebenso 
ist jede Bemfihung vergebens, bier ein Heilsemm in ~hnlicher Weise wie 
ffir Diphtheric herzustellen. Wohl w~re es aber denkbar, dass gewisse 
andere Bakterien Enzyme ausscheiden kSnnten, welche auch den Tuberkel- 
bacillns 15sen, und dann w~ire wohl auch Heilung und Immunisirung mit 
einem daraus nach unserer Methode herzustellenden Immunproteidin 
denkbar. Ein nicht zu unterschiitzendes Hinderniss ffi.r das genfigende 
Eindringen eines Enzyms dfirfte der hohe Fettgehalt sein, der nach 
de Schweini tz  fiber ein Drittel der Trocl~ensubstanz der Tuberketbacillen 
betr~gt. 

Man kSnnte noch einwenden, dass nicht unser Enzym in Form des 
Pyocyanase-ImmunproteIdin die Immuinsirung bewirke, sondern dass es 
die yon jenem Enzym w~ihrend der Entwickelung der Culturen gelSsten 
P ro te ine  des Bak te r ienpro top lasmas  selbst sind, welche, in halt- 
barere Form in's Thier gebracht, alas wirksame immunisirende hgens 
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bilden. Ist schon an und flit sich diese Hypothese eine gezwungene, so 
wird sic noeh daduroh hSchst unwahrscheinlich, dass die proteolytischen 
Enzyme der Bakterien bekanntermassen sich nicht mit dem blossen LSsen 
und Peptonisiren begnfigen, sondern die peptonisirten Proteine auch leioht 
weiter in die bekannten Basen und Amidos~uren spalten, worauf diese 
weiter vergohren werden, wenn kr~ftige Baoillen vorhanden, sind. In 
einer 4 Wochen alten Pyocyaneuscultur dfirften deshalb Plasmaprotelne 
nur in verschwindenden Mengen unzersetzt noch in LSsung sein. 

Die Bakteriologen, welche sich in neuerer Zeit mit den Giftstoffen 
der Bakterien experimentell beschiiftigt haben, sind der fibereinstimmenden 
hnsicht, dass die Giftstoffe sich in der Zellsubstanz der Bakterien befinden, 
so dass sic also auch in den yon Buchner ,  Koch u. A. I hergesteUten 
Presss~iften der Bakterien, in den sogenannten Plasminen enthalten sind. 

Nach R. P fe i f fe r  1 sind z. B. die Giftstoffe bei Typhus- und Cholera- 
bacillen sehr labiler Natur und haupts~chlich an die Bakterienk5rper ge- 
bunden. Selbstverst~ndlich kSnnen auch in den v0n den Bakterien be- 
freiten Flfissigkeitsculturen solche aus den BakterienkSrpern stamlnende 
Giftstoffe enthalten sein, weil ja die meisten pathogenen Bakterien Enzyme 
bilden, welche eine gewisse Zahl yon Bakterien mit der Zeit auflSsen, so 
dass auch die Giftstoffe in LSsung gehen. Jedenfalls ist abet die Gift- 
menge in der Flfissigkeit gering, weil in frischen Culturen noch wenig 
Bakterien aufgelSst sind, w~hrend in ~lteren nicht bloss LSsung, sondern, 
wie oben ausgeffihrt wurde, eine weitere Zersetzung der an und ftir sich 
sehr labilen Giftstoffe stattfindet. 

Es war daher entschieden ein Missgriff, wenn man die Presssiifte der 
Bakterien, die Plasmine, zur Heilung und Immunisirung bei Infections- 
krankheiten anwenden wollte. Es kann hierdurch nut eine Vergiftung, 
aber keine Heilung des kranken Organismus erzieit werden. 

Wir sind abet weir entfernt davon, den betreffenden Autoren, welche 
die Plasmintherapie zuerst versucht haben, einen Vorwurf zu machen. 
Wir mfissen im Gegentheil die betreffenden Versuche als sehr verdienst- 
roll bezeichnen. Man wusste zwar schon lange, class die Zellsubstanz der 
Bakterien giftige und pyogene Stoffe enth~lt, abet die Erkenntniss des 
Chemismus des Heilungs- und Immunisirungsvorganges war noch zu un- 
vollkommen, so dass die Vermuthung, es kSnne hierbei auch tier ZeU- 
inhalt der Bakterien und die Umwandlung der fliftstoffe in immunisirende 
Substanzen eine Rolle spielen, nicht yon der Hand zu weisen war. Erst 
jetzt, nachdem wit die Bedeutung der bakteriolytischen Enzyme flit Heilung 

Deu~ehe reed. Wochenaeh~ft. Bd. XX. S. 898. 
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und Immunisirung erkannt haben, k5nnen wit die erw~hnte Vermuthung 
als unrichtig bezeichnen. 

Wenn nach Injection yon Presss~ften der Bakterien (Bakterienplas- 
minen) Heilungsersoheiuungen wirklich beobachtet wurden, so kann dies 
nur in einer Beimengung yon Enzym oder Zymogen bedingt gewesen sein. 

Hier sei auch der interessanten neuen Untersuchungen yon Nencki,  
N. Sieber  und E. Sohoumow-Simanowski  1 fiber die Entgiftung der 
Bakterientoxine dutch die Verdauungsfermeute gedaoht. Dieselben zeigten 
z. B., dass der pankreatische Saft im Darme das Diphtherietoxin vemichtet: 

Es liegt daher der Schluss nahe, dass aueh die Pyocyaneustoxine in 
unserer concentrirt hergestellten Pyocyaueus-FementlSsung durch die 
Pyocyanase selbst zerstSrt wurden. ~ Damit stimmt fiberein, class wir keine 
besonderen Krankheitserscheinungen bei der Injection unserer concentrirten, 
fermentreiohen Flfissigkeit wahrgenommen haben. 

Es begreift sich nunmehr leicht, dass ein antibakterielles Serum zu 
gleicher Zeit ein antitoxisches sein kann, indem die Bakterien-Enzyme des 
Immunserums nicht nut die Bakterien, sondern auch die Toxine zerstSren. 
Wenn andererseits ein an t i tox isches  Serum nicht zugleich bakterieid 
w~re, so mfissten sich ja die betreffenden Bakterien, deren Gift allein zer- 
stSrt werden soll, in's Unendliche im ThierkSrper vermehren. Die Alexin- 
wirkung kommt ja nach einer gewissen Ausbreitung der Infection nicht 
mehr in Betracht. 

Die Erscheinung tier Agglutination wurde in ihrer Ursach~ sowohl, 
als in Bezug auf das Verhhltniss zur Heilung verschieden beurtheilt. 
Nach Nieol le  3 soU sie auf der Anwesenheit einer Substanz in der 
Bak te r ienhf l l l e  bestehen, welche yon dem entsprechenden Serum zur 
Ge r innung  gebracht wird. Damit ist wohl die weitere Behauptung 
Nicolle 's sehr schwer zu vereinbaren, dass diese Substanz sehr wider-  
s tandsf i ih ig  gegen Alkalieil und Siiuren sei und sioh in absolutem Alkohol 
und Aether 15se (!). Nach ibm steht diese Substanz auoh nicht zu den 
Toxinen uud zu den immunisirenden Stoffen in irgend einer Beziehtmg. 

Trumpp beobachtete, dass irgend welche indifferente sehleimige Sub- 
stanzen bei Cholera- und Typhusmikroben Verklebung und Haufenbildung 
ebenfalls erzeugen kSnnen. Bezfiglich der Bedeutung der Agglutination 
urtheilt dieser Autor folgendermassen: 

,Nach alledem erscheint das Ph~nomen tier Agglutination als der 
sichtbare Ausdruck einer, durch die specifischen Immunsera bedingten, 

1 Ceu~ralblatt fiVr Ba~teriologie. Bd. XXIII. Nr. 19 u. 20. 
Zum Theft kSnnen die Toxine allerdings auch dutch Dialyse entfern~; worden 

sein, welche wit lJehufs Reinigung unserer EnzymlSsung vornahmen. 
s Annales  de l ' Insti tut  _Pasteur. T. XlI. p. 16l. 
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tiefer greifenden Sch~digung der Bakterienzelle, die allerdings nur als 
sine vorfibergehende, n ioh t  u n m i t t e l b a r  die Lebensf~higkeit vernichtende, 
aufzufassen ist. 

Die Bakterienzelle erweist sich abet in diesem Zustande bedeutend 
angreifbarer fftr den Einfluss tier activen Alexine normalen Blutserums, 
und dies ist der .Grund ffir die antibakterielle Schutzwirkung der speci- 
fischen Cholera- und Typhus-Immunsera und zugleich die n~here Er- 
klarung ffir das Wesen der Immunitiit bei beiden bakteriellen Infectionen." 1 

Die ,,active Betheiligung des ThierkSrpers" dfirfte nicht in tier Ver- 
wendung der Alexine zur TSdtung der agglutinirten Bakterien bestehen, 
sondern nach unserer Auffassung in der Ueberffihrung des bakteriolytischen 
Enzyms in sine hoehmolecu]are, haltbarere Form im Thiere, welehe nicht 
im t~glichen Stoffweohsel zersetzt wird. Da, wie wit naohgewiesen haben, 
die bakteriolytischen Enzyme, oder die daraus im Organismus sich bildenden 
ImmunproteIdine die pathogenen Bakterien bei dem im ThierkSrper be- 
stehenden Sauerstoffmangel vernichten und auflSsen, so ist es nicht nSthig, 
auch noch die Alexinwirkung zur Erkl~rung des Chemismus der erworbenen 
Immunit~t heranzuziehen. 

Gruber  glaubt, dass seine hypothetischen Agglutinine irgendwo im 
KSrper aufgespeichert sind und allm~hlich dem Bhte zugeffihrt werden, 
we sie dana tier ZerstSrung anheimfallen; Ar lo ing  dagegen meint, dass 
diese ZerstSrung in Leber und Milz vor sich gehe2 

Nach Pfe i f fe r  ist die Agglutination lediglich eine en twioke lungs -  
h e m m e n d e  Eigenschaft des Immunserums, und k o m m t  die bac ter ic ide  
S u b s t a n z  nu r  im und duroh  den Th ie rkSrpe r  znr  Gel tung.  

Nach unserer Ansioht liegt in dem Wesen der Agglutination aueh 
wieder sine Sehutzwirkung ffir die Bakterien selbst; denn die im Inneren 
der gebfldeten Klfimpohen eingehfillten Bakterien entgehen ja sine Zeit 
lang dem Angriffe des fermentartig wirkenden ImmunproteIdins. 

Nachdem wit nachgewiesen haben, dass die Agglutination nichts 
Anderes ist, als Sine dutch die bakteriolytischen Enzyme bewirkte Ver- 
iinderung der Bakterienzelle, erscheint diese bisher so r~thselhafte Er- 
scheinung vSllig klargestellt. Die Bakterien, deren ]Kembran durch die 
Enzymwirkung verquollen and theilweise aufgelSst ist, haben die F~hig- 
keit der vegetativen Th~tigkeit verloren, dieselben sinken zu Boden uud 
werden bei beschr~nktem-Sauerstoffzutritt, wie er auch im thierischen und 

' T r u m p p  beobachtete auch bereits, class tier sch~tdigende Einfluss der Ag- 
glutination dutch die Immunsera um so grSsser ist, je starker die Agglutination 
selbst .eintritt, was :man freilich schon a 1Jriori  h~tte erwarten diiffem .D/ese Ze/t- 
sch~ift. 1897. 

See. nat. de todd. de Zyon. Februar 1897. 
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menschlichen KSrper besteh~, bald ganz, his auf unlSsHche Reste (gewisse 
anorganische Stoffe, Fett u. s. w.), :aafgelSst. 

Den Umstand, class die Immlmsera zwar im ThierkSrper, nicht aber 
in vitro baktericid wirken, erkl~rte ganz neuerdings ein Schiller Metsch-  
nikoff 's  dutch die Annahme, das Immunserum wirke als Stimulanz auf 
diejenigen KSrperzellen, denen die Vertheidigung des Organismus gegen 
die Bakterieninvasien obhegt. In g~nz ~hnlicher Weise erkl~rten andere 
Autoren die bakterieide Wirkung der Immunsera im ThierkSrper und die 
Wirkungslosigkeit in vitro damit, dass sie annahmen, das Immunserum 
verursache eine ,,Umstimmung" des thierischen KSrpers. Damit ist aber 
eigenthch keine Erkl~rung dieser Vorghnge gegeben; denn es bleibt vSllig 
dunkel, was wir u_us unter dieser ,,Hmstimmung" oder unter tier stimu- 
hrenden Wirkung vorstellen sollen. 

Dutch unsere Untersuchungen wurde ffir Cholera u~d Typhus .be- 
wiesen , dass bei tier grossen Verschiedenheit der Wirkung des Immun- 
serums innerha lb  und ausserhalb  des KSrpers der'Luftabschluss, wie 
er in tier Bauchh6hle, hn subcutanen Gewebe u. s. w. mehr oder weniger 
vollkommen besteht, die Hauptrolle spielt; denn wit haben gezeigt, class 
Typhus- und Choleraimmunserum bei Sauerstoffabschluss auch in vitro 
sehr energisch baktericid wirkt. Bei Sauerstoffabschluss sind die Bakterieu 
nicht mehr im Stande, sieh dutch oxydative Th~tigkeR gegen die An~oziffe 
des Enzyms, bezw. bakteriolytischen ImmunproteIdins zu wehren und einen 
Theft desselben unwirksam zu machen; die wehrlosen Bakterien werden 
deshalb dutch letzteres rasch und leicht aufgelSst. Damit ist das r~thsel- 
hafte Ph~nomen durch einen hSchst einfachen und natfirliehen Umstand 

den Sauerstoffabschluss: welcher die bakteriolytische Th~tigkeit des 
Immunprote~dins erleichtert - -  in vollkommen befriedigender Weise-er- 
kl~rt, und wir brauchen nicht mehr zu so unbestimmten Hypothesen, 
wie die oben genannten, unsere Zuflucht zu nehmen. 

Ausser dem Sauerstoffabschlusse oder Luftmangel kommen im thie- 
rischen und menschlichen KSrper al!erdings noch einige andere, den 
bakteriolytischen Effect und die Energie tier Enzyme oder ImmunproteIdine 
begfinstigende Umst~nde in Betracht~ welche den geringen Unterschied, 
tier in Bezug auf die bakteriolytische Wirkung in vitro bei Sauerstoff- 
abschluss und im TlfierkSrper vielleicht noch bestehen mug, ganz erkl~r- 
lich erscheinen ]assen. Ausser anderen Yerhhltnissen yon untergeordneter 
Bedeutung diiffte im lebenden KSrper, wie erw~hnt, auch der Umstand 
yon grossem Einflusse sein, dass B~kterieneonglomerate dureh den Blut- 
kreislauf, die Darmpexistaltik u. s. w. zu Einzelindividnen eder k.m~zen 
Ketten yon solehen zertheilt werden, so dass sie nun leichter yon dem im 
ganzeu 0rganismus verbreiteten Enzym oder Immunproteidin aufgelSst 
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werden kSnnen. In ausserordentlichem Maasse wird weiterhin tier bakterio- 
lytische Effect gewisser Nucleasen dutch die alkalische Reaction des Blutes 
erhSht. So haben wit, wie oben erw~hnt, fiir die Py0cyanase nach- 
gewiesen, dass die eiweisslSsende Wirkung in sauren ]~edien sehr gering, 
in schwach alkalischen bedeutend und in stark alkalischen ausserordent- 
lich energisch ist. 

Verschiedene, bisher ganz unerkl~liche Beobachtungen fiber die bak- 
~ericide Wirkung tier Immunsera finden naeh den oben besprochenen 
Thatsachen eine vollkommen befriedigende Erkl~rung, so z. B. das folgende, 
hSchst interessante Versuchsresultat, fiber welches R. Pfe i f fer  1 berichtet: 
,,Es ist mSglich, Verdfinnungen des Serums mit Bouillon herzustelleni 
welehe im Reagensglase so gut wie gar keine abt6dtenden Wirkungen. auf 
die Cholerabakterien entfalten, welche sogar ffir diese Mikroorganismen 
ein. gutes l~hrsubstrat abgeben, w~ihrend andererseits dieselben Serum- 
bouillongemische im Peritoneum des ]~Ieerschweinchens die st~rksten 
Vibrionen auflSsenden Effecte veranlassen. Ja noch mehr. Ich bes~ete 
derartige Bouillonverdfinnungen des Serums mit Choleravibrionen und 
stellte sie 24 Stunden in den Brfitschrank. Die R5hrchen waren nach 
Ablauf dieser Zeit dutch die massenhafte E'ntwickelung lebhaft schw~r: 
mender Vibrionen stark getriibt. Wenn ich nun zn 1 corn dieses sicherlich 
aller baktericiden und entwickehngshemmenden Substanzen beraubten 
Bouillonserumgemisches noch 10ese  virulenter Choleracultur hinzuffigte 
und dann d i e  so gewonnene Aufschwemmung neuen Meerschweinchen 
intraperitoneal injicirte, so erhielt ich vollst~ndig typische, in  20 Minuten 
sich abspielende VibrionenauflSsung." Dieses Yersuchsresultat erschien 
G r u b e r  so merkwfirdig, dass derselbe, an eine Tiiuschung glaubend, 
darfiber sagte: ,,Wiire das wak L so w~re bewiesen, dass die Glabrificine 
mit dem Schutzvorgange niehts zu thun haben." Das, was R. P fe i f fe r  
fand, ist ohne Zweifel wahr und erkl~rt sich einfach aus dem Umstande, 
dass die Choleravibrionen im Reagensglase eine gewisse Menge des bak- 
teriolytischen Immunproteldins dutch Oxydation unwirksam machten, 
w~hrend dieselben in der BauchhShle des Meerschweinchens bei voU- 
kommenstem Luftabschlusse wehrlos waxen, so dass sie nun yon der ge- 
ringen Menge noch vorhandenen Immunproteidins leicht und rasch auf- 
gelSst wurden, zumal dutch die Darmperistaltik die Agglutination verhinder~ 
wird, welche im Reagensglase die im Inneren der Klfimpchen gelagerten 
u gegen die Angriffe der Enzymverbindung schfitzt. 

Aus unseren Untersuchungen. ergeben sich zahlreiche neue Gesichts- 
punkte in Bezug a u f  die Fragen der kfinstlichen Immunit~t und die 

i CentralSla~t fib" ~aktvr~ologir und Para~iten~nJe. 1896. Bd. XX. S. 130, 
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Heilung yon Infectionskrankheiten. So dfirfte es voraussichtlich bald ge- 
lingen,-Heilserum auf kfinstlichem Wege, ohne Zuhfilfenahme des thie- 
rischen 0rganismus, in viel k~_rzerer Zeit, als es bisher mSglich war, 
herzustellen. 

Um z. B. ein genfigend wirksames Diphtherie-Heilserum yon Pferden 
zu erzielen, sind so oft ~viederholte Injectionen der abgetSdteten Bakterien- 
culturen nSthig, dass die Immunisirung 4 bis 6 Monate beansprucht. 
Auch nach tier verbesserten Methode yon Pawlowsky  und Maksu tow 
nimmt die Behandlung noch 40 bis 50 Tage in Anspruch. Nach unserer 
Ansicht ist mit diesen Methoden enormer Zeit- und ]~aterialverlust ver- 
bunden. Das Bakterien-Enzym - -  D iph the ra se  yon uns genannt - -  
wird offenbar zum grSssten Theile im ThierkSrper zerstSrt, f~llt dem 
Stoffwechsel anheim, bevor es sich mit dem ProteIdin des Blutes zu dem 
weir haltbareren Stoffe, dem Diphtherase-ImmunproteIdin, verbinden kann, 
welcher bei seiner hoehmolecularen Beschaffenheit weniger leioht in die 
Thierzellen einzudringen vermag und daher besser vor der ZerstSrung 
geschfitzt ist. Wie es uns nun bei der Pyocyanase gelungen ist, dieselbo 
auf chemischem Wege mit Blur-, bezw. Organeiweiss zu verbinden und so 
ein ImmunproteIdin herzustellen, welches als hochmolecularer: KSrper 
weniger Ieicht hn ThierkSrper zerstSrt wird und deshalb immunisirende 
Wirkungen entfaltet, so dfirfte es nach derselben, Yon uns angewendeten 
Methode mSglich sein, a uch Diphtherase-, Cholerase-, Typhase-Immun- 
prote~din u. s. w. kfinstlieh zu bereiten. 

Ueber diese Methode und fiber diesbezfigliche Versuche werden wit 
in einer weiteren Abhandiung berichten. 

Dutch das Resultat der oben beschriebenen Untersuchungen und 
Ueberlegungen ist der baktericlogischen l~orschung ein grosses und dank- 
bares Feld erSffnet; zahllose neue Fragen barren der Bearbeitung, und 
der praktischen Medicin erw~chst die Aufgabe, die duroh das Experiment 
am Thiere festgestellte Heil- und Schutzwirkung der bakteriolytischen 
Enzyme (Nucleasen) und ImmunproteIdine auch bei menschlichen Infections- 
krankheiten zu erproben. 

Zur Bek~mpfung yon Thierseuchen, insbesondere yon Milzbrand, dfirfte 
die Pyocyanase- und Pyocyanase-Immunprcteldin- Behandlung sich schon 
jetzt als effolgreieh erweisen. 

Zei~ehr. s l:Iyg/ene, x'x"~I. 5 


