Bakteriolytische Enzyme als Ursache der erworbenen
Immunitit und die Heilung von Infectionskrankheiten
durch dieselben.

Von

Rudolf Emmerich und Oscar Léw. .

In den letzten 15 Jahren haben sich viele der hervorragendsten
Bakteriologen mit der Erforschung der Ursachen der erworbenen oder
kiinstlichen Immunitdt, sowie des Heilungsvorganges bei Infections-
krankheiten . beschaftigt.

Aber auch heute noch sind die Ansichten itber das Wesen dieser
Vorginge, deren Erkenntniss grosse Fortschritte der Therapie und Pro-
phylaxe veranlassen wird, sehr verschieden. Beweise fiir die Richtigkeit
irgend einer Ansicht wurden bis jetzt nicht erbrachf. Man kann hoch-
stens von Theorieen reden, welche zur.Erklirung dieser bisher noch so
dunkeln Naturvorginge aufgestellt wurden. TUnsere Abhandlung wiirde
einen fiir diese Zeitschrift zu grossen Umfang erreichen, wollten wir diese
Theorieen in ihrer Gesammtheit erdrtern und kritiseh beurtheilen.

Wir beschrinken uns deshalb darauf, nur diejenigen Hypothesen
hier kurz aufzufithren, welche der Wahrheit am niichsten kommen, oder
dieselbe .sogar bei der einen oder der anderen Infectionskrankheif im All-
gemeinen speeulativ erschlossen haben, obne dass bis jetzt experimentelle
Belege fur diese bis heute nur hypothetischen Aufstellungen und Ver-
muthungen erbracht wurden.

Schon vor mehr als 10 Jahren hat der Eine von uns (Emmerich)
die Ansicht aufgestellt und vertreten, dass die kiinstliche Immunitit durch
im Blute und in den Gewebsflissigkeiten geloste, chemische Stoffe be-

dingt sei, eine Ansicht, welche heute fast allgemein anerkannt ist.
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Nencki! war der Erste, welcher behauptete, dass diese chemischen
Korper enzymartiger Natur seien. In neuerer Zeit hat auch R. Pfeiffer?
diese Substanzen als Enzyme ganz besonderer Art erklirt, ,,da sie nur
in absolut specifischer Weise auf ein einziges Bakterienprotoplasma ab-
gestimmt sind, indem sie im Thierkérper die organisirte Bakteriensubstanz
zur Quellung und Losung bringen.*

Wir werden im Folgenden zum ersten Mal Beweise fir die Ansich
erbringen, dass die immunisirenden Stoffe enzym- oder fermentartiger.
Natur sind und dass Nencki und R. Pfeiffer in dieser Beziehung ganz
im Rechte sind.® Dagegen trifft die Ansichf, nach welcher das' Enzym
des Immunserums nicht von den Bakterien, sondern vom Thierkérper
gtamme, nicht zu (hjeriiber sieche unten bei VI). Weiterhin giebt es
Enzyme, welche nicht ausschliesslich auf ein Bakterienprotoplasma ab-
gestimmt sind, sondern auch solche, welche verschiedene Arten von Bak-
terien aufzuldsen vermidgen, wie z. B. das Enzym des Bacillus pyocyaneus,
fiir welches wir den diesbeziiglichen Beweis™ durch die folgenden experi-
mentellen Untersuchungen, erbringen werden.

Diese Untersuchungen wurden veranlasst durch eine sehr einfache
Beobachtung, die gewiss schon viele Bakteriologen gemacht, aber nicht
weiter beachtet, oder nicht richtig gedeutet haben.

Der Eine von uns (0. Low) beobachtete zuerst, dass Bakterien-Misch-
culturen, welche (nach dem Resultat von Gelatineplattenculturen) den
Bacillus pyocyaneus in vorherrschender Zahl enthielten, dicke Bakterien-
hiute an der Oberfliche und ein reichliches Bakteriensediment bildeten,
die aber beide bei lingerem Stehen fast vollstindig aufgeldst wurden.
Lasst man eine Cultur des Bacillus pyocyaneus in kiinstlicher Nihrlosung
bei 37°.C. stehen, so hat sich nach 3 Tagen eine dicke Oberflichenhaut
(aus Bacillen bestehend) gebildet. Beim Schiitteln zerreisst dieselbe und
die einzelnen Stiicke fallen zu Boden. Nach 8 Tagen hat sich aber wieder
eine neue Bakterienhaut an der Oberfliche gebildet. Dieser Vorgang
wiederholt sich bei in Intervallen von einigen Tagen ausgefithrtem Sehitteln
in geeigneter -Néhrlosung 6 bis 8 Mal oder noch 6fter. Schliesslich aber
ist ein ganz geringer Bodensatz vorhanden, welcher dem Gewichte nach
einen sehr kleinen Bruchtheil des Gewichtes der wiederholt gebildeten

! Schweizer Wockenschrift fiir Pharmacie. 1891. Nr. 29.

2 Deutsche med. Wockenschrift, 1898. Nr. 7 u. 8.

8 Dr. Schweinitz hat fiir Hog-Cholera dargethan, dass das heilende Princip
ein Enzym ist, was uns allerdings erst nach Vollendung unserer Arbeit bekannt ge-
worden ist. Dieses Enzym hat sich jedoch als sehr giftig erwiesen, wenn eine ge-
wisse Menge bei subcutaner Injection iiberschritten wurde. The Medical News.
October 1892.
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Bakterienoberflichenhiute, ausmacht. Untersucht man den Bodensatz der
einige Wochen alten Cultur mikroskopisch, so findet man, ausser sehr
vereinzelten Stibchen #hnlichen Gebilden, nur feinkdrnige, mit Fuchsin-
lsung sich firbende Massen, welche wohl als Zerfallsproducte der Bacillen
aufzufassen sind, sowie runde, sich nicht firbende, wahrscheinlich aus Fett
bestehende Tropfchen und ausserdem noch verschiedenartige Krystalle.
Somit lasst sich auch mikroskopisch nachweisen, dass die ge-
sammte {ppige Bakterienvegetation aufgelost wurde. Wenn
man die Cultur 8 Tage frither untersucht, so kann man noch zahlreiche,
mit Fuehsin sich. sehr schwach firbende Stibchen neben vereinzelten gut-
gefirbten sehen, wie dies aus Fig. 2 der in dieser Zeitschrift zu ver-
offentlichenden Abhandlung von Dr. Saida, ,,Ueber die Verinderung der
Bakterienzellen durch bakteriolytische Enzyme®, ersichtlich ist. Das Proto-
plasma der ersteren ist offenbar aufgeldst. Der in einer 6 Wochen alten
Cultur verbleibende geringe Bodensatz 10st sich zum grdssten Theil in
verditnnten Mineralsiuren.

Weiterhin fand R, Emmerich, dass in Bouillonreinculturen von
Schweinerothlaufbacillen nach kurzer Zeit wirkliche Agglutination im
Reagensglase eintritt, insofern die Anfangs gleichmissig in der Bouillon
vertheilten Bacillen sich zu schleimigen Massen am Boden des Reagens-
glases zusammenballen. Wahrend die Bouillon Anfangs wie durch feinste
Krystalle gleichméssig getriibt ist, klart sie sich nach 2 bis 3 Tagen und
am Grunde des Reagensglases sitzt ein kaum linsengrosses Haufchen von
Bacillen, welches beim Schiitteln wie ein Convolut.in einander Verschluﬁgener
und verklebter feinster Fasern in der Flissigkeit flotirt, wobei die schleimige
Fasermasse noch am Boden festhaftet. Giesst man die dberstehende
Bouillon theilweise von dem, im wahren Sinne des Wortes ,,agglutinirten*
Bodensatz ab und ibertrigt man etwa einen Cubikcentimenter der Bouillon,
in welcher Theile des agglutinirten Bodensatzes schwimmen, in eine neue
Bouillonprobe, so ist in dieser schon nach viel kiirzerer Zeit bei 25° C.
abermals ein agglutinirter Bodensatz gebildet, der aber der Menge nach
viel geringer ist, als der erste; und wenn man nun noch ein oder zwei Mal
in gleicher Weise die Uebertragung vornimmt, so ist schliesslich eine
Triibung und ein- Bodensatz tberhaupt nicht mehr wahrnehmbar, die
Bacillenmasse wurde nahezu vollstindig bis auf mikroskopisch kaum mehr
wahrzunehmende Quantititen gelost.

Unter Umstdnden, d. h. nach hiufiger Uebertragung grosserer Mengen
von abgelaufenen Bouillonculturen, werden in Folge der hierdurch be-
dingten Anhfufung von bakteriolytischem Enzym die Rothlaufbacillen
schliesslich sogar vollstindig gelost und die Uebertragung der Cultur ge-

lingt nun nicht mehr.
1*
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Diese und andere Beobachtungen zeigen, dass auch in Fliissig-
keitsculturen Agglutination und, wie wir noch ziffernmissig zeigen
werden, vollstindige- Losung der Bakterien beobachtet werden
kann, ferner, dass die Agglutination von Bakterien nicht etwa
nur eine Bigenschaft der Immunsera ist. Diese Erscheinungen
der Agglutination und Lésung der Bakterien werden, wie wir
weiterhin zeigen werden, durch Enzyme verursacht, welche schon
in den Culturen nicht etwa erst in dem durch die pathogenen
Bakterien ,,umgestimmten® thierischen oder menschlichen
Organismus gebildet werden.

Wenn dies richtig ist — und aus unseren Untersuchungen geht
hervor, dass es sich so verhilt —, dann lassen sich die Erscheinungen
der Agglutination, die kiinstliche Immumtat das Verhalten von Immun-
serum und specifischen Bakterien in vitro, sowie der Heilungsvorgang bei
verschiedenen bakteriellen Infectlonskrankhelten leicht erkliren.

Man kann bei Flassigkeitsculturen einer grossen Zahl von Bakterien-
arten (Bacillus pyocyaneus, Schweinerothlaufbacillus u. s. w.) beobachten,
dass der totalen Auflésung ein ,,Schleimigwerden der am Boden . der
Gefasse sitzenden Bakterienmassen vorhergeht. Dieses Schleimigwerden
ist dieselbe FErscheinung, welche neuerdings als , Agglutinirung® be-
schrieben wurde.

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

Dass die Agglutinirung beim Zusatz von Immunserum zur Bakterien-
cultur nach sehr kurzer Zeit elntntt wahrend der Beginn dersclben in
Culturen erst nach einem oder mehreren Tagen beobachtet w1rd ist darin
begrindet, dass mit dem Immunserum grossere Mengen fertigen Enzyms
den Culturen zugesetzt werden, wibrend in frischen Bouilloneulturen das
Enzym erst allmahlich neu gebildet wird.

Wenn die Membran der Bakterien aufgelost wird, bildet das,,Schleimig-
werden® oder ,,Agglutiniren® ein intermedidres Stadium; es ist die be-
ginnende Verquellung der Membranen.! Dass nun ein Bakterien-
membranen lisendes Enzym wohl Bakterien schaden kann,
fir das Thier aber unschddlich ist, begreift sich leicht, denn
im thierischen Organismus kommen jedenfalls keine Mem-
brapen vor, welche chemisch identisch mit denen der Bak-
terien sind.

Ebenso hat es nichts Befremdendes,” dass Organismen Enzyme bilden
konnen, welche den ersteren selbst meder schidlich sind; man braucht

t Die hypothetische Annahme specieller Agglutinine ist tiberfliissig.
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nur zu bedenken, dass Kiweiss losende Enzyme von dem selbst aus
Eiweissstoffen bestehenden Protoplasma (bezw. Kern) hoher, wie niederer
Organismen producirt werden. Die uns gut bekannten Enzyme greifen
allerdings lebendes Protoplasma nicht, sondern nur todtes an, wie z. B,
die postmortale Pepsinwirkung auf die Magenwand zeigt. . Dass aber
manche Enzyme in gewisser Concentration auch lebendes Protoplasma
losen konnen, kann nicht abgesprochen werden und manehe Beobachtungen
sprechen sehr zu Gunsten einer solchen Auffassing. Dass weiterhin Pilze
Cellulose losende Enzyme ausscheiden konnen, welche die Cellulose des
Pilzes selbst wieder losen, lehren uns interessante Beobachtungen R. Har-
tig’s. Manche parasitire Pilze dringen im Holze lebender Biume da-
durch raseh vorwirts, dass die Spitzen der Mycelfiden ein Cellulose
losendes Enzym ausscheiden, dasselbe Enzym 16st nun nach einiger Zeif
die alteren Partieen des Pilzmycels selbst so radical auf, dass man von
den Pilzfiden selbst nichts mehr entdecken kann; nur die vorwirts
dringenden Particen bleiben eine Zeit lang von der 16senden Wirkung des
eigenen Enzyms verschont.

Ganz #hnlich verhalten sich die Bakterien, insofern in Fliissigkeits-
culturen die &lteren vegetativen Formen gelost werden, wihrend die jungen
Zellen sich eing Zeit lang weiter vermehren. Man findet daher in &lteren
Flissigkeitsculturen Bakterienzellen in den verschiedensten Stadien der
Auflosung. Jedem Bakteriologen sind diese ,Degenerationsforment der
Bakterien in alten Culturen wohl bekannt. Man hatte aber bisher nicht
erkannt, dass die Entstehung derselben auf die Wirkung eines bakterio-
lytischen Enzyms in den Culturen zuriickzufihren ist. Derartige, durch
das Pyocyaneus-Enzym verinderte Bakterienzellen, deren Protoplasma
ganz geldst ist, zeigt die Fig. 2 in der Abhandlung von Dr. Saida.

Wenn die Fiulniss einer 5- bis 10procentigen Eiweisslosung bei Luft-
abschluss eine Zeit lang im Grange war, kommt sie bekanntlich zum Still-
stand, was man der den Bakterien schidlichen Wirkung des entstandenen
H,S und Indol zuschreibt.

Der Eine von uns (Low) hat sich indessen tberzeugt, dass nach dem
Aufhoren der Fiulniss ein Eiweisskdrper in Losung ist, welcher’ nach dem
Fallen mit Alkohol, in schwachem Alkali gelost, baktericide, bezw. bak-
teriolytische 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 jeweils
neugebildeten Bakterien zu I6sen. Dass ein von einer bestimmten Bak-
terienart secernirtes Enzym nicht auf die Membranen simmtlicher
Bakterienarten losend wirken kann, ist wohl begreiflich; denn es sind fiir
Membransubstanzen eine grosse Anzahl von Isomeren miglich, welche mit
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unseren gewohnlichen chemischen Mitteln nicht zu unterscheiden sind,
‘andererseits differiren die Membranen substantiell sehr erheblich bei Pilzen
und kommen ausser Cellulose (z. B. bei der Essigmutter) auch Chitin und
chitindhnliche Substanzen (wenigstens bei hoheren Pilzen) und wahr-
scheinlich auch proteinartige Stoffe in Betracht. Bei vielen Bakterien-
arten, besonders pathogenen, dirfte das Letztere der Fall sein
und damit wiirde in Uebereinstimmung sein, dass von ein und
demselben Enzym Membran wie Protoplasma gelost werden
kann.!

Die von verschiedenen Bakterienarten secernirten Enzyme sind sicher-
lich ofters verschieden, vielleicht isomer, und daraus wire dann zu erkliren,
dass man manchmal mit den sogenannten ,,Stoffwechselproducten® nur einer
einzigen Art die Infection durch dieselbe Art heilen kann, wihrend in
anderen Fillen eine bestimmte Infectionskrankheit durch die ,,Stoffwechsel—
producte verschiedener Bakterienarten heilbar ist. Hs ist aber drittens
auch moglich, verschiedene Infectionskrankheiten durch die sogenannten
,,Stoffwechselproducte‘ einer einzigen Bakterienart in Heilung iiberzufithren.

Freilich das, was man friher als ,,Stoffwechselproducte‘* der Bakterien
bezeichnete und die Heilung bedingen sollte, sind keineswegs solche, sondern
unsere Enzyme.

Wenn z. B. abgetddtete Culturen des Erysipelcoccus Milzbrand heilen
konnen (Emmeriech) oder Gonorrhoe (Sehmidt), so lisst sich das
nach unserer Apsicht dahin erkliren, dass Erysipelkokken ein Enzym pro-
duciren, das nicht nur die Membranen der Erysipelkokken, sondern auch
die der Milzbrandbacillen und der Gonokokken ldsen kann. Dasselbe gilt
von der Anwendung abgetddteter Pyocyaneusculturen bei Typhus (Rumpf)
oder Milzbrand (Bouchard, Charrin, Woodhead, Wood, Hiippe).

‘Wahrscheinlich werden die Enzyme in den Bakterien als Zymogene
producirt und die Enzymnatur erst ausserhalb entwickelt, in gewissen
Fallen vielleicht erst unter Lufteinfluss. Der Umstand, dass auch die
Presssifte der Bakterien, wie H. Buchner zeigte, in gewissen Fallen heilen
konnen, beruht jedenfalls auf einem Gehalt von Enzym (bezw. Zymogen);
denn Protoplasmatheile selbst sind in gut filtrirten, nicht mehr
opalisirenden Pressiften nicht anzunehmen, da das organisirte Proto-
plasma in Wasser nicht 1slich ist.

Dass ‘vorzugsweise das Enzym einer bestimmten Art geeignet ist,
die Membranen derselben Art aufzulosen, erklirt sich dadurch, dass

1 Ueber Pilzmembranen vgl. auch Wisselingh,- Jakrb. fir wissenschaftlicke
Botanik. Bd. XXXI. 8.619. Nencki hat gezeigt, dass die Membranen von Faulniss-
pilzen stickstoffhaltig sind.
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Membran wie Enzym Producte ein und desselben Protoplasten sind. Die
Configuration der Plasmaproteide! bestimmt niebt nur die Tektonik des
Protoplasten, sondern auch die Configuration des secernirten Enzyms und
endlich die Configuration und Organisation der Membran der Zelle, Xs
werden also wahrscheinlich Enzym und Membran eine gewisse Molecular-
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 erreicht ist.> Man konnte der Einfachheit halber die Ausdriicke
conform und heteroform einfilhren. Als conform sind z. B. Stirke mit
Diastase, Invertin mit Rohrzucker, als heteroform: Inulin mit Diastase,
Emulsin mit Galactan aufzufassen. Conform wire das Enzym des Pyo-
cyaneus mit der Membran des Milzbrandbacillus; heteroform das Enzym
des Pyocyaneus mit der Membran des Rothlaufbacillus der Schweine.

Es mag hier noch darauf hingewiesen werden, dass Organismen,
welche gewisse Polysaccharide produeiren, auch stets die betreffenden
Enzyme besitzen, dieselben wieder zu 16sen. Thiere oder Pilze, welche
Glykogen aufspeichern, besitzen Diastase zu dessen Wiederlosung; Pflanzen, -
welche Inulin in der Wurzel speichern, produciren auch Inulose, solche,
welche Stirke speichern, auch Diastase, und es ist besonders von Interesse,
dass das Vorkommen von Amygdalin mit dem des Emulsins (jedoch nicht
umgekehrt) zusammengeht, dass das Myrosin sich da findet, wo das
myronsaure Kali auch zu spalten ist.

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

Dass Alexine und die Blutkdrperchen ldsende Substanz des Blutes
verschiedene Substanzen sind, hat Hahn gezeigt. Dieser Umstand
erklirt nun leicht die Thatsache, dass, wie der Eine von uns (Emmerich)
zuerst beobachtete, durch Alkalien die Alexinwirkung nach deren Verlust

! Der Eine von uns (Lw) hat schon friiher (1893) bei Discussion der specifischen
Giftwirkung auf die Wichtigkeit einer gewissen Configuration der einen specifischen
Protoplasten zusammensetzenden Eiweisskorper aufmerksam gemacht. (Natiirl. System
der Giftwirkangen, Cap. V und VL)

? Hierauf mag auch die Auflosung der Leguminosenbakterien; bezw. der daraus
entstehenden Bakteroiden in dem Wurzelgewebe zu beziehen sein. Man schreibt
allgemein die Auflosung der Bakteroiden  der Thitigkeit der Wurzelzellen zu —
wahrscheinlich mit Unrecht.
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durch Erwirmen wieder hergestellt werden kann, aber nicht mehr die
Blutkorperchen losende Eigenschaft.’

Die Menge des ‘Alexing in einer. gegebenen Blutart kann nur sehr
minimal sein, wenn man bedenkt, dass die Menge der Bakterien, welche
von 1¢= Blutserum getddtet werden konnen, nur etwa 500000 betrigt
und dass andererseits bei Erhohung dieser Zahl die Bakterien dppig im
Serum gedeihen. Wie enorm ist jener Alexinwirkung die der , Immun-
sera® iberlegen! An 29 Millionen Cholerabacillen konnen, wie wir fanden,
von 1em Choleraimmunserum in 24 Stunden vernichtet werden (s. unten).

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

Es ist ferner auch wohl denkbar, dass eine Bakterienart “geradezu
die 16sende Wirkung einer anderen in einem Thierkdrper aufheben
kann, oder dass dieselbe den natiirlichen Heilungsvorgang, welcher durch
die bakteriolytische Wirkung des von den specifischen Krankheitsbakterien
_gebildeten Enzyms verursacht ist, aufhélt. Dies tritt ein, wenn ein Enzym
von der ersteren Art producirt wird, welches das Enzym der zweiten Art
zerstort. Dass Enzyme einander zerstoren konnen, ist ja eine ofters ge-
machte Beobachtung. Wir wollen hier nur auf eine interessante Beob-
achtung R. Hartig’s hinweisen. Wenn die Eiche von zwei bestimmten
Parasiten befallen wird, nimlich von Polyporus igniarius und Poly-
porus chyadeus, und die Mycelfiden dieser Pilze sich einander im Holze
begegnen, so bleibt das im Holze gespeicherte Stirkemehl intact, ob-
gleich jeder dieser Pilze eine energisch Stirkemehl! losende Diastase ab-
sondert. Es bleibt hier wohl nur der Schluss iibrig, dass die beiden
Diastasen in einander eingegriffen, sich vielleicht zu einem Korper ver-
bunden haben, der nun keine Stirke lésende Wirkung mehr hat; die activen
Atomgruppen haben eine Uménderung erfahren. - Man konnte hier einen
allerdings entfernter liegenden Vergleich herbeiziehen, dass nmlich optisch
active Antipoden  sich-zu einer optisch inactiven Verbindung vereinigen.

Ueber die Natur der bakteriolytischen Enzyme werden wir nach dem
Abschluss der diesbeztiglichen Versuche Niheres mittheilen. Hier sei nur
darauf hingewiesen, dass es Enzyme in verschiedenen Gruppen der Pro-
teinstoffe giebt; die einen (wie Diastase des Malzes) dhneln den Peptonen,
andere mehr den Albumosen, und auch unter den Nucleoproteiden scheint

! Letzteres wurde von Flexner (Medical News, 1894) constatirt, welcher zu-
gleich die Richtigkeit der ersterwihnten, von R. Emmerich festgestellten Thatsache
bestatigte.
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es Enzyme zu geben; denn ein derartiges, Blutgerinnung bewirkendes
Enzym hat Peckelharing! aus Muskeln erhalten.

Bakteriolytische Enzyme sind auch im thierischen und menschlichen
Korper stets vorhanden und méglicher Weise beruht auf ihrer Thitigkeit
die natiirliche Immunitit gegen baktferielle Infectionskrankheiten.

Der reine und neutralisirte Magensaft hat nach London? eine typische
baktericide Wirkung, welche bei einstiindiger Digestion bei 55° C. nur
dann aufgehoben wird, wenn sich hierbei ein flockiger Niederschlag aus-
scheidet; auch diese baktericide Wirkung des Magensaftes scheint durch
ein Enzym verursacht zu sein. Es ist sehr wahrscheinlich, dass den im
Magen, Darm u. s. w. vorhandenen bakteriolytischen Enzymen eine wichtige
Rolle bet der natirlichen Immunitit zukommt. Das grindliche Studium
der bakteriolytischen Enzyme ist aueh fiir die Therapie der Infeetions-
krankheiten von grossem Belang.

Die Thatsache, dass Bakterien Fermente ausscheiden, welche ihnen
selbst schiidlich sind und die Bakterien, nachdem die Fermente eine ge-
wisse Concentration erreicht haben, auflésen, haben wir, wie erwihnt,
zuerst bei Culturen des Bacillus pyocyaneus festgestellt. Derselbe wichst
hauptsichlich nur an der Oberfliche der Nahrflissigkeit fort; die in Folge
leichten Schiittelns zu Boden sinkenden Bakterienhinte werden immer
wieder so vollstindig aufgeltst, dass selbst nach 6wichentlicher Cultur
bei 37° C. nur eine kaum wighare Menge von Bakterienresten vor-
handen ist.

Wenn man eme Bouilloncultur von Bac. pyocyaneus bei Zimmer-
temperatur mehrere Wochen stehen ldsst, so sammelt sich am Boden ein
zéhschleimiger ,,agglutinirter’ Bodensatz an, der sich bei energischem
Schittteln fast vollstindig auflost.

Auch die Thatsache, dass Bouillonculturen von Sehweine-Rothlauf-
bacillen dberhaupt nur eine geringe Tribung durch die Bacillen zeigen,
welche iiber ein bestimmtes Maass nicht hinausgeht und nach einigen
Tagen zusehends geringer wird, ist darauf zurfickzufilhren, dass ein Theil
der Bacillen stets wieder gelost wird, wihrend ein anderer niher an der
Oberfliche sich durch oxydative Thitigkeit gegen das Enzym wehrt und
sich dort vermehren kann.

' Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. XXII. S.245. — Nach Galeotti (Z. f. phy-
siol. Chgmie, Bd. XXV, 8:48) wire die immunisirende Substanz in Choleraculturen
ein Nucleoproteid. Auch solche Korper konnen aber Enzymnatur besitzen, welche
eben nur vom Vorhandensein gewisser labiler Atomgruppen bedingt ist.

® London, 4rek. des sc. biolog. 1897. Bd. V. p. 411
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Die weitere Ueberlegung nun, dass nach Bouchard?® die Pyocyaneus-
bacillen die Milzbrandbacillen im Organismus zu vernichten vermogen, wie
dies Emmerich zuerst fir Erysipelkokken und Milzbrand nachgewiesen
hatte, sowie die Untersuchungen von Rumpf? tber die erfolgreiche Be-
handlung des Typhus abdominalis durch Pyoeyaneusculturen veranlassten
uns zundchst, quantitative Versuche iber die Auflésung der
Milzbrandbaeillen durch Pyocyaneus-Enzym in vitro anzu-
stellen.

Da es gebriuchlich ist, Enzyme durch die Endsilbe ,ase schon im
Namen zu charakterisiren, so konnte man die bakteriolytischen Enzyme
auch als ,,Nucleasen® zusammenfassen, da sie die Nucleoproteide des
Bakterienplasmas lésen. Wir schlagen vor, dass man diese Bezeichnung
,Nucleasen® in Zukunft fiir die bakteriolytischen Enzyme allgemein an-
wenden moge. ®

Das bakteriolytische Enzym des Baeillus pyocyaneus nennen wir
Pyocyanase, zumal dasselbe micht bloss vom Bac. pyocyaneus stammt,
sondern denselben auch auflost. Ebenso beniitzen wir die Namen Chole-
rase, Diphtherase, Typhase u. s. w. fiix die von den betreffenden Bakterien
stammenden Enzyme. Wie wir spiter noch weiter begriinden werden,
vermdgen sich diese Enzyme der pathogenen Bakterien im Blute mit
einem activen, wahrscheinlich aus den Leukocyten stammenden Eiweiss-
korper zu verbinden.

Den letateren nennen wir Proteidin, und die Verbindung desselben
mit den Bakterienenzymen Immunproteidin.

Zur naheren Unterscheidung der verschiedenen Immunproteidine fiigen
wir noch die Namen der Bakterienenzyme dazu, unterscheiden also-
Pyocyanase-Immunproteidin, Cholerase-Immunproteidin, Typhase-Immun-
proteidin u. s. w.

Diese neue Erkenntniss bestitigt und erweifert die im Jahre 1892
von R. Emmerich und J. Tsuboi* aufgestellte Theorie der kiinstlichen
Immunitit, nach welcher ein von den pathogenen Bakterien stammender
Elwelsskorper im Blute des schutzgeimpften Thieres mit einem activen
Eiweisskorper in Verbindung tritt, welcher wahrscheinlich aus vor Kurzem
zu Grunde gegangenen, bezw. im Blute aufgeldsten Leukocyten stammdt.

! dead. Sciences, 8. Avril 1888. Von 26 mit Milzbrand tédtlich inficirten und
mit Pyocyaneusculturen behandelten Thieren blieben 12 am Leben.

? Jakrbiicher der Hamburger Staatskrankenanstalten. 1896. Bd. IV.

$ Ein Phosphorsiiure abspaltendes Enzym hat Hahn auch im Hefepresssaft

nachgewiesen.
4+ Die Natur der Schutz- und Heilsubstanz des Blutes. Verkandlungen des Con-

gresses fiir innere Medicin. 1892, .S. 202ff, Wiesbaden.
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Emmerich und Tsuboi haben diese Ansicht, dass hierbei ein von den
Leukocyten stammender, baktericider Eiweisskorper in Betracht komme,
im Jahre 1892 zuerst vor allen anderen Autoren, welche spiter diese
Frage bearbeiteten, vertreten, was um so mehr zu bemerken ist, als ihre
Namen bei der Discussion dieses, neuerdings so vielseitig bearbeiteten
Problems nie citirt werden. Bei der Losung desselben haben doech Die-
jenigen ein grosses Verdienst, welche zuerst die richtige Erkiirung gegeben
haben. Den von den Leukocyten stammenden, baktericiden Eiweisskorper
nannten Emmerich und Tsuboi Immunprotein und die die kiinstliche
Immunitit bedingende, baktericide Verbindung beider Eiweisskorper be-
zeichneten sie als Immunprotoidin. Jetzt wissen wir, dass der ,,von den
pathogenen Bakterien stammende Eiweisskorper” ein hbakteriolytisches
Enzym ist und dass das Immunprotetdin noch die bakteriolytischen Eigen-
schaften dieses Enzyms besitzt.

Auf Grund der Versuche von Bouchard! u. A. durften wir erwarten,
dass unsere Pyocyaneus-Enzymlosung auch in vitro Milzbrandbacillen
vernichten, oder, besser gesagt, auflésen werde. Die Richtigkeit dieser
Annahme wurde in der That alsbald durch das Untersuchungsresultat
bestatigt.

I. Auflésung von Milzbrandbacillen durch Pyocyaneus-Enzym-
10sung in vitro.

Am 13. Mai 1898 wird eine kaum stecknadelkopfgrosse Menge Anthrax-
bacillen von einer 86 Stunden bei 22° C. gewachsenen, aus der Milz eines
verendeten Kaninchens
hergestellten N&ahragar-
cultur in 4= Pyocya-
neus- Enzymljsung ver-
rieben und gut gemischt.

Nach ca. 10 Min.
werden 0-01, 0-03 und
0-05c= dieser Anthrax-

bacillen - Aufschwem-
mung in Nihrgelatine
gebracht und diese in
Petrischalen ausgegossen.

Alsdann wurde ‘die
Aufschwemmung in mit
‘Wasserstoff gefiilltem zu-

>
NS

1 Maladies infecticuses. 1887—-1888.
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geschmolzenem Reagenzglas, wie Fig. 1 zeigt, bei 22° C. aufbewabhrt und
nach 5 und 17 Stunden abermals 0-01, 0.05 und 0. 1°= auf Gelatineplatten
ausgesiet. Nach jeder Probeentnahme wurde wieder Wasserstoff durch
das Reagensglas !/, Stunde lang durchgeleitet und die beiden Rohren
zugeschmolzen,

Das Wasserstoffgas wurde selbsverstandlich durch vorgelegte Bleinitrat-
und Silbernitratlosung von etwa beigemengtem Schwefelwasserstoff und
Arsenwasserstoff gereinigt und dasselbe musste schliesslich noch behufs
Entfernung etwa vorhandener Spuren von Sauerstoff zwei mit alkalischer
Pyrogallussiure - gefiillte Wascliflaschen passiren.

Das Resultat war folgendes:

" 1%= Pyocyaneus-Enzymlosung

Zeit enthielt Anthraxbacillen
Sofort nach der Aussaat ' 40 400
5 Stunden nach der Aussaat 200
17 Stunden nach der Aussaat 0

Dieser Versuch war unter Sauerstoffabschluss ausgefiihrt worden, weil
auch im Thierkérper, namentlich aber im subecutanen Bindegewebe der
Sauerstoff den Bakterien keineswegs so leicht zur Verfligung steht, wie
bei offenem Luftzutritt. Auf diese wichtige Frage und Versuchsanordnung
werden wir spiterhin noch eingehender zurtickkommen..

Um die Verhaltnisse denen des thierischen Organismus noch #hn-
licher zu gestalten, wurde hei einem zweiten Versuche die Anthraxbacillen-
Aufschwemmung in Pyocyaneus-Enzymlosung bei 37° C., anstatt bei 22° C.
(voriger Versuch), aufbewahrt. Gleichzeitiz wurde aber auch ein Versuch
mit Milzbrandbacillen-Suspension in Pyocyaneus-Enzymlosung bei Sauer-
stoffzutritt ansgefiihrt, um zu sehen, ob die Milzbrandbacillen auch unter
diesen ungfinstigeren Verhaltnissen durch das Enzym aufgelost werden
oder nicht.

Ausserdem wurde absichtlich eine ungemein viel grissere Menge von
Milzbrandbacillen in der Enzymlosung ausgesiet, als beim ersten Versuche.

Das Resultat war folgendes:

1@ Pyocyaneus-Enzymlosung enthielt
. Anthraxbacillen
Zeit . . .
bei agrober bei anaérober
Aufbewahrung Aufbewahrung
15, Juni, sofort nach Aussaat 11 060 000 : 11 060 000
15. ,, 4 Stunden nach Aussaat nicht gezdhlt » 2133 000
16. ,, 24 ' » - .6 890 000 1236 000
17. , 48 v ” nicht gezihlt 920 000
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(Fortsetzung.)
1 @ Pyocyaneus-Enzymlosung
Zeit Anthraxbaeillen
¢! bei adrober bei anadrober
Aufbewahrung Aufbewahrung
18. Juni, 72 Stunden nach Aussaat 1 376 000 730 000
19. ,, 96 s ) » 654 000 530 000
20. ,, 120 1 s » 329 000 135 000
21' » 144 L 2 Eid O 0
22, ,, 168 ' " ' 0 0

Das Endresultat war also bel atrober und anaérober Aufbewahrung
im Wesentlichen das gleiche. In den ersten 24 Stunden wurden aber
bei anaérober Aufbewahrung mehr Milzbrandbacillen aufgeldst, als bei
agérober.

Die grosse Verschiedenheit der beim zweiten Versuche in den ein-
zelnen Zeitabschnitten nachgewiesenen Abnahme der Zahl der Anthrax-
bacillen bei beiden Arten der Aufbewahrung ist unzweifelbaft durch die
Art und Weise der Vertheilung der Bacillen in der Flissigkeit bedingt.

Zu Anfang des Versuches, d. h. in den ersten 24stiindigen Zeit-
abschnitten, werden viel mebr Antraxbacillen vernichtet als in den spiteren,
weil zu Anfang die zahlreichen, als Einzelstibchen oder freie Stibchen-
ketten in der Pyocyaneusflissigkeit vertheilten Bakterien leicht und rasch
durch das Enzym ausgelost werden. Spéterhin sind nur noch grissere
oder kleinere Conglomerate von Bacillen, welche zum Theil sogar noch
makroskopisch sichtbar waren, vorhanden, und in diesen sind die central
gelagerten Bakterienzellen lingere Zeit gegen das Enzym geschiitzt, so
dass sie zundichst nicht, sondern erst spiter durch dasselbe aufgeldst
werden.

Die obigen Versuche wurden mit einer Enzymlosung ausgefiihrt,
welche die Pyocyanase in zu geringer Concentration enthielt. Neuere
Versuche haben gezeigt, dass die bakteriolytische Wirkung der Enzym-
losung durch die Art ihrer Herstellung ungemein gesteigert werden kann.
Von zahlreichen bakteriolytischen Versuchen mit Pyocyanase und Milz-
brandbacillen fithren wir noch die folgenden an:

Agrobe Aufbewahrung bei 87° C.

Zeit

[

1 °e= Pyocyaneus-Enzymlosung enthielt Milzbrandbac.

Sofort nach der Aussaat 2895 600
2 Stunden nach der Aussaat 0
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Anagrobe Aufbewahrung bei 37° C,

Zeit 1 o= Pyocyanaselosung enthielt Milzbrandbacillen
Sofort nach der Aussaat 4320 000
5 Minutel_x nach der Aussaat 92 500
2 Stunden nach der Aussaat 0

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

Nach der mikroskopischen Beobachtung eines héingenden Tropfens wird
zunéchst die Membran der Milzbrandbacillen theilweise aufgeldst, wihrend
die urspriingliche Form der Stibchen und Fiden, deren Protoplasma ge-
kornt erscheint, noch lange erkennbar ist. Es ist aber klar, dass nach der
Auflésung der Membran Wachsthum und Vermehrung nicht mehr mog-
lich sind. Die nach 5 bis 10 Minuten langer Einwirkung einer con-
centrirten Pyocyanaselosung ibrig bleibenden Bacillen sind durch die
Enzymwirkung simmtlich stark geschddigt, was an der langsamen Ent-
wickelung und dem verkiimmerten Aussehen der Gelatinecolonieen deut-
lich erkennbar ist.

Nachdem durch diese Versuche nachgewiesen war, dass durch die
Pyocyanase grosse Mengen von Milzbrandbacillen ausserhalb des Thier-
kbrpers in vitro in kiirzester Zeit aufgeldst werden, durften wir erwarten,
dass auch die todtliche Milzbrandinfection bei Versuchsthieren durch die
Einfihrung der Pyocyanase in den Korper derselben geheilt werden kdnne.

Da Bouchard den Milzbrand durch die subcutane Injection von leben-
den Pyocyaneusbacillen bei Kaninchen mitunter zu heilen vermochte und
Wood, Woodhead?! und Hiippe? ein dhnliches Resultat durch die subcu-
tane Injection von sterilisirten Culturen des Bae. pyoeyaneus erzielten, so
war zu erwarten, dass durch die subcutane Injection von EnzymlSsung
die Heilung von mit Milzbrandbacillen inficirten Thieren noch viel leichter,
sicherer und auf vollig gefahrlose Weise zu erreichen war; denn auch bei
den Versuchen von Bouchard, Charrin, Wood, Woodhead und Hiippe
wurde die Heilung sicherlich nur durch das in den lebenden und sterilisirten
Culturen enthaltene Pyocyaneus-Enzym herbeigefiihrt. Dasselbe ist aber
in unserer vollig keimfreien Enzymlosung in zehnfach grosserer Con-
centration enthalten als in den Culturen. Ausserdem ist dieselbe frei

! Compt. rend. de U'Acad. T.CIX. Nr.26.
2 Berliner klin. Wochenschr. 1889, Nr. 18.
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von den Giftstoffen aus den Bakterienzellen, welche in den sterilisirten
Culturen der genannten Auforen jedenfalls in grosser Menge enthalten
waren und das Versuchsresultat ungiinstig beeinflussten.

IL. Versuche iiber die Heilung des Milzbrandes durch Pyocyaneus-
Enzym (Pyocyanase).

Gleichzeitige Injection von Pyocyaneus-Enzym und Milzbrand-
bacillen (letztere subcutan).

Versuch 1. Am 26. Februar 1898 werden einem 2266 8™ schweren
Kaninchen (Nr.1) 3¢ einer von 600 ™ auf 50 °® bei 20 bis 30° C. im
Vaccuum eingedampften, dialysirten und durch Chamberlandfilter filtrirten
Pyocyaneuscultur in eine Ohrvene injicirt. Gleichzeitig werden 2 Oesen voll
Anthrax-Agarcultur (24 Stunden bei 36° C. gewachsen) in 1°¢™ Bouillon
aufgeschwemmt und !/, °® hiervon unter die Rickenhaut injicirt.

Einem 2292 €™ gchweren Kaninchen (Nr. 1a), vom gleichen Wurfe wie
das vorige, werden zur Controle aus der gleichen Spritze ebenfalls !/, ¢em
derselben Anthraxbacillen-Aufschwemmung unter die Riickenhaut zur gleichen
Zeit eingespritzt.

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

Am 28. Februar, frith 9 Uhr, also 43 Stunden nach der Injection, stirbt
das Conirolkaninchen Nr. 1a. Starkes Milzbrandddem des subcutanen Ge-
webes an Bauch und Brust, Milz um das Doppelte vergrossert. Im Herz-
blute, in der Milz, Leber, Nieren sehr viel Milzbrandbacillen. Auf einer
mit einem Tropfen Blut beséeten Gelatineplatte wachsen einige 100 Anthrax-
bacillen-Colonieen.

Das Kaninchen Nr. 1 lasst zur gleichen Zeit keinerlel Krankheits-
erscheinungen erkennen; dasselbe frisst viel Brod und Griinfutter. Nicht
die Spur einer Milzbrandgeschwulst (Oedem) ist vorhanden. Dasselbe erhilt
um 11 Uhr (28. Februar) 4 °™ obiger Pyocyanaselésung intravends und
ebenso viel subcutan am Riicken.

Aus 0-1° Blut aus einer Ohrvene entwickeln sich auf zwei Gelatine-
platten keine Milzbrandbacillen-Colonieen; auch mikroskopisch sind im Blute
keine Milzbrandbacillen zu sehen. Nunmehr wird die Behandlung sistirt.
Das Kaninchen verhilt sich an den folgenden Tagen wie ein gesundes und
ist auch am 18. December noch ganz gesund und wohlgendhrt. Korper-
gewicht am 18. Mirz 2324 ™,

Das Kaninchen ist somit durch die Pyocyaninasejection von einer schweren
Milzbrandinfeetion, ohne irgend einen Schaden, geheilt worden. Injicirt
wurden in toto 12 ™ Pygcyanaseljsung intravends und 7@ subcutan an
3 auf einander folgenden Tagen.

Versuch 2. Ein gelbes, 1328 & gschweres Kaninchen erhilt am
25, April 1898, Nachmittags 3 Uhr, 2!/, “= Pyocyaneusfliissigkeit (welche
jedoch aus Bouillonculturen unter Zusatz von Mannit, im Uebrigen aber, wie
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oben beschrieben, bereitet wurde) intravends und 5 ™ subcutan. Unmittel-
bar darnach werden dem Kaninchen 1%/, ®™ Milzbrandbacillen-Bouilloncultur
(80 Stunden bei 36° C. gewachsen) unter die Riickenhaut injieirt.

Zu gleicher Zeit wurden einem grauen, 2410&™ schweren Kaninchen
zur Controle nur 1.0 ®® der gleichen Milzbrandbacillen-Bouilloncultur
unter die Riickenhaut injicirt.

Am 26. April, Vormittags 10 Uhr, betrigt die Korpertemperatur bei
dem behandelten Kaninchen Nr. 2 nur .39-2° C. (normal), beim Control-
kaninchen Nr. 2a aber 41.5°C.

Das behandelte Kaninchen Nr. 2, welches schon vor dem Versuche sehr
mager und schwiichlich war, ist ziemlich matt, weshalb von der intravensen’
Infection der Pyocyaneusfliissigkeit abgesehen wird. Dasselbe erhalt aber
5om der Pyocyaneusfliissigkeit subcutan und Nachmittags 4 Uhr nochmals
2™ unter die Haut des Riickens.

Am 27. April, Vormittags 10 Uhr, hat das Controlkaninchen Nr. 2a
eine mehr als nussgrosse Geschwulst an der Impfstelle des Riickens, welche
sich, flacher werdend, auch iiber einen Theil des Bauches ausbreitet. Die
Korpertemperatur ist 41-6° C.

Das behandelte gelbe Kaninchen Nr. 2 dagegen sieht frischer aus als
gestern, frisst viel und die Korpertemperatur betriigt nur 39.8° C. Nicht
die Spur einer Geschwulst ist zu bemerken. Dasselbe erhidlt um 10 Uhr
31/, °m Pyocyanaseldsung unter die Riickenhaut.

Das Controlkaninchen Nr. 2a stirbt am 27. April, Abends, etwa 49 Stunden
nach der Infection. Bei der Section findet sich eine von der Impfstelle auns-
gehende Odematdse Geschwulst iiber dem ganzen Bauch und einem Theil
der Brust. Milz sehr vergrissert. Zahlreiche Milzbrandbacillen im Blute
und in den Organen.

Am 28. April, friith 10 Uhr, ist das behandelte Kaninchen “sehr lebhaft,
frisst viel Brod und Griinfutter und hat 89-9° C. Keine Geschwulst an
der Impfstelle. Es werden nun nochmals 2!/, Pyocyanaselsung subeutan
injicirt und .damit' die Behandlung beendet.

An den folgenden Tagen verhillt sich das behandelte Kaninchen Nr. 2
ebenso und am 3. Mai betriigt das Korpergewicht 1302&™, die Korper-
temperatur ist normal. Auch dieses Thier wurde also durch d1e Pyocyanase-
behandlung von einer schweren Milzbrandinfection, welcher das viel kraftigere
Controlthier innerhalb 49 Stunden erlegen ist, so geheilt, dass zu keinér
Zeit unverkennbare Symptome einer Erkrankung zu beobachten waren.

Das Thier lebt auch heute, am 25. December (nach 8 Monaten), noch
und ist véllig gesund, kriftig und sehr gut gendhrt. Subcutan waren im
Ganzen 18°™, intravends nur 21/,°™ Pyocyanaselosung injicirt worden.

Versuch 3. Kaninchen Nr, 3, welches 2122 g™ Wlegt, erhilt am
1. Marz 1898, Mittags 12 Uhr, 4 cem Pyocyaneus-Enzymlosung in eine Ohrvene.

Um 21/, Uhr Nachmlttags werden demselben Thiere 0.5 %™ giner 12 ¢m
betragenden Bouillonprobe, in welcher 5 Oesen. einer fiir Kaninchen sehr
virulenten Anthrax-Agarcultur verrieben worden waren, subecutan injicirt.

Einem 2168 #™ schweren Controlkaninchen (Nr. 3a) werden zu glelcher
Zeit ebenfalls 0.5 °m dieser Milzbrandbacillen-Aufschwemmung subcutan in-
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jicirt. Gleich darauf (3 Uhr) erhilt Kaninchen Nr. 83 wiederum 4 °™ Pyo-
‘eyaneus-Enzymlésing intravends und 3 ®™ subcutan.

Am 3. Mirz, Vormittags 9 Uhr, erhilt dieses Kaninchen nochmals 4 cem
Pyocyaneus-Enzymlgsung intravends und 3™ subeutan. Bei demselben ist
nicht die Spur einer Milzbrandgeschwulst an der Infectionsstelle zu bemerken,
wihrend beim Controlkaninchen Nr. 32 eine von der Infectionsstelle aus-
gehende, tiber die betreffende Bauchseite bis zur Brust ausgedehnte Infiltration
des, subcutanen Gewebes fiihlbar ist.

Um 5 Uhr Abends, also 51 Stunden nach- der Infection, stirbt das
Controlthier Nr. 3a, und nun wird auch das behandelte Kaninchen Nr. 3
sofort gettdtet, um durch die bakteriologische Untersuchung des Blutes und
der Organgewebe festzustellen, ob noch Milzbrandbacillen vorhanden sind,
oder ob dieselben durch das Pyocyanens-Enzym bereits gel6st wurden.

Blut-, Milz-, Leber- und Nierenstiickchen, sowie bohnengrosse Theile des
subcutanen Gewebes von der Umgebung der Infectionsstelle wurden auf
Gelatineplatten und schief erstarrte Nahragarproben zur Aussaat gebracht.
Erstere wurden bei 22° C., letztere bei 37° C. aufbewahrt. Auf diesen
Nihrsubstraten, welche 8 Tage lang beobachtet wurden, kam keine einzige
Milzbrandbacillen-Colonie zur Entwickelung. Die enorme Zahl von Milz-
brandbacillen, welche durch die subcutane Injection in' den Organismus ge-
langte, war also binnen 51 Stunden vollstindig durch das Pyocyaneus-Enzym
aufgelost worden. Bei dem Controlkaninchen Nr. 3a ergab die mikroskopische
Untersuchung, dass im Blute und in der Milz grosse Mengen von Milzbrand-
bacillen vorhanden waren.

Aus diesem Versuchsresultate glaubten wir schliessen zu diirfen, dass
die Behandlung der mit Milzbrand inficirten Thiere mit Pyocyaneus-Enzym
nicht so lange fortgesetzt zu werden braucht, als dies in den bisherigen
Versuchen: geschehen war, und dass eine ein- bis zweimalige Injection
grosserer Mengen von Pyocyaneus-Enzym geniigt, um auch sehr -grosse
Mengen von Milzbrandbacillen im Organismus aufzulosen und Heilung zu’
erzielen. Dass dies aber nicht so ist, zeigt der folgende Versuch, bei
welchem eine enorme Menge sehr virulenter Anthrazbacillen injicirt wurde,
worauf eine nur dreimalige Injection von Pyocyaneus-Enzymlosung folgte.

Versuch 4. Ein 2314 8™ schweres, schwarzes Kaninchen erhilt am
27. April, Nachmittags 4 Uhr, eine subcutane Injection von 11/, ™ Anthrax-
Bouilloneultur. Diese Cultor war ausserordentlich reich an Anthraxbacﬂlen
und.Sporen, da. 6 Stunden vorher 5 grosse Oesen einer Anthrax-Agarcultur:
in Bouillon gebracht worden waren und diese Bouillon bei 379 C. ‘aufbewahrt
wurde. Gleich darauf erhilt dieses Kaninchen 5 ®= Pyocyaneus-Enzym-:
16sung -in eine Ohrvene und 2 ®m gubeutan.

Einem anderen schwa.rzen 2328 & schweren Controlkaninchen (Nr. 4a)
werden zu gleicher Zeit’ ebenfa.l]s 11/, °@ derselben Bouilloncultur subcutan
injieirt.

Am 28. April, Vormittags, frisst das behandelte Kaninchen viel und ver~
hilt sich ganz normal. Das Controlkaninchen nimmt kein Futter. Um:

Zeitschr. f. Hygiene, XXXI. 2
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11 Uhr werden dem ersteren 2™ Pyocyaneus-Enzymlésung in eine Ohr-
vene und 4 ™ derselben subcutan am Riicken injicirt.

Am 29. April, friih 6%/, Uhr, wird das Controlkaninchen tédt gefunden.
Starke Todtenstarre. Der Tod diirfte bald nach Mitternacht erfolgt sein.
Dasselbe starb also schon 30 bis 35 Stunden nach der Infection. Grosse
Mengen von Milzbrandbacillen im Blute und in den Organen.

Das behandelte Kaninchen frisst und ist sehr munter. Demselben
werden zum letzten Male um 10 Uhr Vormittags (29. April) 1™ Pyocya-
neusfliissigkeit intravends und 3¢ subeutan injicirt.

Am 30. April ist dieses Thier scheinbar normal, es frisst viel und ist
munter, hat aber 40-0° C. Am 31. April betrigt die Korpertemperatur
40.5° C.

Am 1. Mai, Vormittags 10 Uhr, stirbt das nicht lange genug behandelte
Kaninchen. Der Tod trat also genau nach 5 Tagen ein, wihrend das etwas
grossere Controlkaninchen schon nach 30 bis 35 Stunden verendet war.

Bei der Section. fiel das Fehlen des Milzbrandodems auf. Das sub-
cutane Gewebe der Injectipnsstelle zeigte einen #therigen, apfelihnlichen
Geruch. Auf Gelatineplatten, welche mit subeutanem Gewebe beschickt
waren, etwickelten sich nur wenig Milzbrandbacillen-Colonieen. = Zablreicher
waren dieselben auf den mit Herzblut und Milzstiickchen besieten Platten.

Aus diesem letzten Versuche war zu schliessen, dass die Pyocyanase
keine immunisirenden Wirkungen hat. Um aber hieriiber mit mehr Sicher-
heit zu entscheiden, filhrten wir noch den folgenden Versuch aus, bei
welchem ein Kaninchen mit Pyocyanaseinjectionen vorbehandelt und erst
11 Tage nach dieser Vorbehandlung mit Milzbrand inficirt. wurde.

Versuch iiber die Immunisirung mit Pyocyanase gegen Anthrax.

Ein grosses, weisses, 2715€&™ schweres Kaninchen erhiilt am 18. Juni
1898 3.5 com Pyocyanaselosung subeutan. Desgleichen am 20., 22., 24.
und am 25. Juni 5 °™ Pyocyanase subcutan, im Ganzen also 19 °™,

Am 8. Juli, 10 Uhr Vormittags, also 11 Tage nach der letzten Pyocyanase-
injection, wird das Kaninchen gleichzeitig mit einem ebenso grossen, 2722 g™
schweren Controlkaninchen in ganz gleicher Weise durch subcutane Injection
von 112592 000 Anthraxbacillen inficirt. Diese Cultur war sehr virulent.

Am 4. Juli, Vormittags 11 Uhr, betragt die Kérpertemperatur des mit
Pyocyanase vorbehandelten Kaninchens 40-7° C., wibrend dieselbe beim
Centrolkaninchen nur 40-37% C. erreichte. Am 5. Juli,. Vormittags 11 Uhr,
ist die Korpertemperatur beim behandelten Kaninchen 41.0, beim Control-
kaninchen 41.9° ¢. Das weisse, mit Pyocyanaseinjectionen vorbehandelte
Kaninchen stirbt Abends 6 Uhr, also 56 Stunden nach der Milzbrandinfection,
und um 7 Uhr, also 57 Stunden nach der Infection, stirbt das Control-
kaninchen. Bei beiden Thieren finden sich bei der Section die charakte-
ristischen Verinderungen des Milzbrandes und zahlreiche Milzbrandbacillen
im Blute und in den Organen. Es ist also wobl zweifellos, dass die vor
11-bis 18 Tagen subcutan injicirte Pyocyanase wieder aus dem Thierkérper
ausgeschieden oder in-demselben zerstdrt worden war.
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III. Immunisirang von Kaninchen gegen Milzbrand durch
Pyocyanase-Immunproteidin.

Der vorige Versuch zeigte uns, .dass eine eigentliche Immunisirung
mit Pyocyanase gegen Milzbrand Wemgstens mit eben solchen Quantititen,
welche zur Heilung ausreichen, nicht méglich ist. Vielleicht wire eine
Immunisirang immerhin .moglich, wenn man, wie bei Herstellung des
Diphtherieserums, die Pyocyanaseinjectionen in steigenden Quantititen
Wochen oder Monate lang hindutch -fortsetzen wiirde.

Der Umstand, dass eine gewisse kleine Quantitit Pyocyanase wohl
zur- Heilung, -aber nicht zur Immunisirung ausreicht, fihrte uns zur An-
gsicht, dass wohl der grdsste Theil der Pyocyanase in den Stoffwechsel-
processen des Korpers zu Grunde geht.  Nur ein kleiner Theil, in eine
haltbarere Form im Thiere iibergehend, wird zum immunisirenden Princip.
Eine solche haltbarere Form kann nach unserer Ansicht nur dadurch er-
zielt. werden, dass die Pyocyanase sich noch mit einem anderen Eiweiss-
korper des Thierkérpers, wahrscheinlich von den Leukocyten stammend,
zu einem hochmolecularen und trypsinfesten Eiweisskorper verbindet,. Wel-
cher nicht mehr so leicht in die thierischen Zellen diosmotisch eindringen
kann und daher vor dem raschen Zerfall geschiitzt ist.

Von grosster Wichtigkeit fiir die Ausfilhrung der kiinstlichen Immu-
nisirung bei Infectionskrankheiten war es, zu versuchen, ob es gelingt,
diese Verbindung kiinstlich, also ohne Zuhilfenahme des  Thierkdrpers
herzustellen.

Es gelingt nun in der That, nach einer von uns. noch genauer.zu
beschreibenden, chemischen Methode eine bestimmte Menge Pyocyanase
oder anderer Bakterien-Enzyme mit bestimmten thierischen Eiweisskorpern
in die gewiinschte hochmoleculire Verbindung tberzufithren.

Mit diesem kiinstlich dargesteliten Enzym-Immunproteidin, mit dessen
Reindarstellung wir noch beschaftigt. sind, gelingt es, Thiere durch einige
Injectionen kiinstlich zu immunisiren, wihrend man, wie erwdhnt, durch
einige Injectionen der baktenolytlschen Enzyme nur heilen, nicht aber
immunisiren. kann. Die Hohe der erzielten Immunitit - lasst nichts zu
wunschen ubng, dagegen miissen uber die Dauer derselben noch Versuehe.
ausgefuhrt werden, da unsere blsherlgen (bel M1lzbrand u.s,.w.) nur auf
einen Zeitraum von 14- Tagen . ausgédehnt wurden.

Wir lassen hier einen kurzen Bericht iiber ‘die letzteren folgen

2*
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1, Versuche iber Immunisirung von Kaninchen gegen Milz-
brand durch Injeetion der Verbindung des Pyocyaneus-Enzyms
mit activem Bluteiweiss = Pyocyanase-Immunproteidin.

Versuch 1. Am 20. Maj erhalt ein grosses, 2480 &#™ schweres, grau-
braunes Kaninchen 1'/,%™ von kiinstlich hergestelltem Pyocyanase-Immun-
proteidin, welches durch Berkefeldfilter filtrirt worden war, intravends (Ohr-
vene) und 4°® gubcutan. Am 21. und 22. Mai werden dem Thiere 6 cem
genannter Blutfliissigkeit subcutan injicirt. Awm 23. Mai, Nachmittags 3 Uhr,
Injection einer aus 8 Oesen Agarcultur und 10 ®™ Bouillon hergestellten,
sebr virulenten Milzbrandbacillen-Suspension in der Menge von 1°™ unter
die Riickenhaut und gleich: darauf zum letzten Male 6 ®® Pyocyaneus-Enzym-
blut ebenfalls subcutan. Ein ebenso grosses, 2516 & schweres Control-
kaninchen vom gleichen Wurfe erhilt die gleiche Menge Milzbrandeultur,
welche vorher 5 Mal auf Kaninchen verimpft worden war, subcutan. Nun
wird keine Blutfliissigkeit mehr injicirt.

- Am 24, Maj fressen beide Thiere und zeigen keine Krankheitserschei-
nungen. Ko6rpertemperatur beim schutzgeimpften Kaninchen 39.4° C, beim
Controlkaninchen 89:7°% C.. Am 25. Mai, 8 Uhr frith, schutzgeimpftes Ka-
ninchen 40.0, Controlkaninchen 41-6° C. Um 1 Uhr Nachmittags wird
das Controlkaninchen todt und in starker Starre gefunden; es starb somit
40 bis 44 Stunden nach der Milzbrandinfection. Bei der Section findet sich
ein starkes Milzbrandédem an Bauch und Brust und in Ausstrichpriparaten
der sehr bedeutend vergrosserten Milz sind zahllose Milzbrandbacillen. Das
schutzgeimpfte Kaninchen hat vom 26. Mai ab ganz normale Temperatur,
frisst viel und ist sebr lebhaft; dasselbe nimmt 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 H&he des Fiebers (nur 40.0° C.
wihrend einiger Stunden) beweisen, dass die Wirksamkeit der Schutzimpfung
durch Pyocyanase-Immunproteidin eine sehr vollkommene war, zumal auch
die Fresslust und iiberhaupt das Allgemeinbefinden des Thieres offenbar

nicht gestért waren.

Bei den folgendén Immunisirungsversuchen gegen Milzbrand ver-
mittelst Pyocyanase-Immunproteidin wurden die immunisirten Kaninchen
erst am 5., 9. und 12. Tage nach der letzten Schutzimpfung mit Milz-
brandbacillen inficirt.

Zu den drei ersten Imjectionen wurde dieses Pyocyanase-Immun-
proteidin ohne Zusatz irgend eines Desinfectionsmittels verwendet. - Die
Conservierung geschah durch Aufbewahrung bei 0 bis —0.5° C. (Wieder-
boltes Gefrieren schidigte die Wirkung in keiner Weise.) Erst am. 8. Sep-
tember, also vor der 4.  Schutzimpfung, wurde Toluol zugesetzt.

Die folgende Tabelle enthilt die néthigen Angaben iiber die Aus-
fithrung der Schutzimpfung.
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Injicirt wurde Pyocyanase-Immunproteidin am: Zeit u. Stirke
] 3 ' der Infecti Resultat
4. Sept. | 6. Sept. | 8. Sept. | 10. Sept. | 12. Sept. | der Infection :
Nr. 1 2 oem 6 com 2 cem 2 com 17. Sept. bleibt
Kaninchen, || intravends| intravends | intravends T cem intravends| Vorm. 11® jam Leben
lang- und- 4 com 5 cem 7 com subeutan g com 221700 ohne zu
feg;gga;;g’ subcutan | subcutan | subecutan subcutan Ml;i%ﬁﬁgga’cf erkranken.
Nr. 2 7 com 3 com 2 com 2 com 21. Sept. desgl.
Kaninchen, | intravends| intravends | intravends 7 com intravents)i Nachm. 5*
g;glslgr;tg_}n g sem g com geem | -Subcutan | oo N 2t§310 501())
: nthraxbac.
subeutan | subcutan | subcutan subcutan subeutan
Nr. 3 6 cem 6 com 2 cem . Z2om 24, Sept. desgl.
Kaninchen, || intravends | intravends | intravends 8 com intravenés| Vorm. 11%
b;;‘;g%elb g cem 4' cem § ccm subcutan g com A 2518 478
Tm : : . nthraxbac.
subcutan | subcutan | subcutan subcutan subeutan

Das Controlkaninchen zum schuizgeimpften Kaninchen Nr. 1 stammte
von demselben Wurfe, wie letzteres. Dieses Controlthier hatte ein Korper-
gewicht von 3417 &™ und erhielt zur gleichen -Zeit die gleiche An-
zahl von Milzbrandbacillen subcutan - injicirt, und zwar wie das schutz-
geimpfte Kaninchen Nr. 1 in der Menge von 0.7 ®™ einer Bouillonauf-
schwemmung von 24 Stunden bei 37° C. gewachsener, direct aus Milz
geziichteter Agarcultur. Diese Anthraxcultur war 14 Mal in kurzen Inter-
vallen durch den Kaninchenkérper gegangen; dieselbe war so virulent, dass,
wie ein anderer Versuch zeigte, 11500 Milzbrandbacillen den Tod éines
grossen Kaninchens in 38 Stunden herbeifiihrten. Das schutzgeimpfte Ka-
ninchen wurde also zum mindesten mit dem 20fachen, wahrscheinlich sogar
mit dem 2000fachen der tédtlichen Dosis inficirt. Das Controlkaninchen
starb schon 34 bis 86 Stunden nach der Infection mit Milzbrand-
bacillen. 24 Stunden nach der Infection mit Anthrax betrug die Korper-
temperatur beim Controlkaninchen bereits 40.4° C, wihrend dieselbe beim
.schutzgeimpften Kaninchen Nr. 1 noch normal (39- 4° C.) war. Beim Con-
trolkaninchen ist eine deutliche Milzbrandgeschwulst an der Injectionsstelle
zu fiithlen, wihrend bei dem schutzgeimpften Kaninchen keine Spur einer
solchen wahrnehmbar ist. Erst Abends 5 Uhr ist die Korpertemperatur des
schutzgeimpften Kaninchens Nr. 1 etwas erhoht: 39.8, wihrend die " des
Controlkaninchens 41.2" C. betriigt. Das letztere stirbt zwischen 8 und
12 Uhr Nachts an schwerem Milzbrand (nach dem Sectionsergebniss u. s. w.).
Das schutzgeimpfte Kaninchen Nr. 1 dagegen verhilt sich von nun ab ganz
normal; die Kérpertemperatur ist 39-3° C. Das Thier frisst viel und ist
auch heuté, am 29. November, villig gesund.

Das schutzgeimpfte Kaninchen Nr. 2 (graubraun, 3580 #™ Korpergewicht)
wurde 9 Tage nach der letzten Schutzimpfung in genau der gleichen Weise,
wie das 3894 8™ schwere Controlkaninchen, mit Anthraxbacillen inficirt; jedes
der Thiere erhielt 280 500 Milzbrandbacillen subcutan. Die letzteren waren
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aus Milz auf Agar 24 Stunden bei 36° C. geziichtet und es geniigten sicher-
lich 100 bis 1000 Bacillen, um eine t3dtliche Infection beim Kaninchen zu
verursachen.. 24 Stunden nach der Infection (22. September, Nachmittags
4 Uhr) ist beim Controlkaninchen ein deutliches. Oedem an der Injections-
stelle wahrnehmbar und die Kérpertemperatur betrigt 40-6° C. Das schutz-
geimpfte Kaninchen Nr. 2 dagegen hat keine Spur einer Milzbrandgeschwulst
und die Korpertemperatur ist normal (39-3° C.).

Am 23. September, frih 8 Uhr, also 39 Stunden nach der Injection
mit Anthrax, stirbt das Controlkaninchen an typischem Milzbrand.

Das schutzgeimpfte ‘Kaninchen zeigte im Laufe der nichsten Tage
keinerlei - Krankheitserscheinungen, die Kérpertemperatur war jeder Zeit
normal und auch heute, am 29. November, ist das Thier ganz gesund und
frisch, die Korpertemperatur ist normal (39-4° C)).

Das Kaninchen Nr. 3 (braungelb), 32408&™ schwer, wurde erst am
24. September, Vormittags 11 Uhr, also 12 Tage nach der letzien
Schutz1mpfung, mit 228 470 Milzbrandbacillen durch subcutane Injection
von 0.7 einer Bouillonaufschwemmung einer 24 Stunden bei 36° C. aus
Milz geziichteten Agarcultur inficirt. Diese Cultur war durch 15 Kaninchen
hindurch gefiihrt worden und daher ausserordentlich virulent. Hochst ‘wahr-
scheinlich hitte’ ein einziger Milzbrandbacillus geniigt, um ein Kaninchen
zu todten. Hierfiir spricht auch der rasche Tod des 3642 #™ schweren,
gelben Controlkaninchens, welches mit™ genau der glelchen Culturmenge, aus
der gleichen Spritzenfiillung und zur selben Zeit wie Kaninchen Nr. 3 mit
228 470 Milzbrandbacillen ‘durch subcutane Injection inficirt wurde. Dieses
Controlkaninchen verendete schon am 25. September, Abends 7 Uhr, also
schon 31!/, Stunden nach der Infection, an schwerem Milzbrand. Das
Milzbrandédem an der Impfstelle hatte kaum Zeit, sich auszubilden und war
daher nur 3-Markstiick gross; auch die Milz war nur wenig vergrossert. In
jedem Ausstrichpriparate von Milzsaft waren aber ausserordentlich viele
Milzbrandbacillen, welche sich nach der von Czaplewskil! modificirten
Gram’schen Methode fast durchweg intensiv und gleichmissig dunkelblau
farbten, wihrend roth gefirbte, todte Bacillen nicht zu sehen waren. Das
schutzgelmpfte Kaninchen Nr. 3 hatte beim Tode des Controlthieres (25. Sep-
tember, Abends 7 Uhr) nur ganz wenig erhéhte Korpertemperatur, namlich
39.8° C. Schon am nichsten Morgen war die Kérpertemperatur wieder
normal und blieb es auch bis heute (29. September, Vormittags 8 Uhr). An
der Infectionsstelle jst nicht die Spur von Schwellung (Oedem) zu constatiren.
Das Thier verhilt sich an den folgenden Tagen, bei unverminderter Fresslust,
villig normal.

Diese Versuche zeigen, dass selbst eine’ Milzbrandinfection mit der
mehr als 1000fachen (wahrscheinlich sogar mit der 200 000fachen) todt-
lichen Dosis vollvirulenter Milzbrandbacillen vom schutzgeimpften Thier-
korper leicht und génzlich schadlos fir denselben tberwunden wird.

! Hygienische Rundschaw. 1896, 8.1029.
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Fiibrt man die Schutzimpfung mit Pyocyanase-Immunproteidin aus, zu
dessen Bereitung, wie bei dem oben verwendeten, mehrere Wochen alte
Pyocyanase benutzt wurde, dann ist auch die Schutmmpfung ohne jede
schidliche Wirkung fiir die Thiere. Dieselben zeigen dann zu keiner Zeit
auch nur die geringsten Zeichen von Unbehagen .oder gar von Kranksein,
da sowohl die pyogenen Proteine, als auch die aus den Leibern der Bak-
terien stammenden Giftstoffe bei mehrwochentlichem Stehen der Pyocyanase-
losung durch das bakteriolytische Enzym zersetzt, d.h. in unschidliche
Verbindungen tbergefiihrt werden. Da eines der schutzgelmpften Kaninchen
auch 12 Tage nach ‘der letzten Schutz1mpfung gegen die 200000 fache
todtliche Dosis von Milzbrandbacillen noch vollig immun war, so ist es
héchst wahrscheinlich, dass die Immunitit mlndestens mehrere
Wochen in solcher Hohe andauert, dass eine spontane (natiir-
liche) Infection auch nach dieser Zeit leicht verhiitet wird.

Das Impfungsverfahren mit Pyocyanase-Immunprotetdin wird sich
daher voraussichtlich nicht nur zur erfolgreichen Behandlung des Milz-
brandes bei Schafen, Rindvieh u.s. w., sondern auch zur Schutz1mpfung
dieser Thiere eignen. Jedenfalls w1rd man eine in einem Stalle aus-
gebrochene Milzbrandepidemie durch Pyocyanase-Immunproteidin-Injectiorien
bei den erkrankten und noch gesunden Thieren des Stalles zum Stillstand
bringen kdnnen. Auch zur Behandlung des Milzbrandes beim Menschen
wird man das Pyocyanase-Immunproteidin anwenden.

2. Schutzimpfung mit Pyocyanase-Milz-Immunproteidin gegen
Milzbrand.

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

Die vermittelst Organeiweiss hergestellten Préparate
haben den grossen Vortheil, dass die Pyocyanase viel weniger
stark (nahezu gar nicht) verdinnt wird, als bei der Anwendung
von Blut zur Immunproteidinbereitung,

Mit einer solchen Verbindung von Organeiweiss und Pyocyanase
(Pyocyanase-Immunproteidin) wurde ein gelbes, 3015 &= gchweres Kanin-
chen schutzgeimpft, welches vom gleichen Wurfe stammte, wie das auf
S. 22 erwihnte, 3642 #m gchwere Controlkaninchen. Letzteres ‘diente
zugleich- als Controlthier fiir diesen Versuch.

Die Schutzimpfung wurde wie folgt ausgefiihrt..
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Das Kaninchen erhielt am
17. September 2°™ intravends

5 ,, subcutan
18. 9 8 ”
19. ” 7 ”
20, ” 1, intravenss
4 ,, subcutan
21, 6,

Das Thier zeigte wahrend der Schutz1mpfung keinerlei Storung des
Wohlbeﬁndens, es war stets sehr lebhaft, frass viel, namentlich auch gleich
nach einer Injection von Immunproteidin, wie uberhaupt zu jeder Zeit, wenn
ihm Futter vorgeworfen wurde,

" Am 24, September, Vormittags 11 Uhr, also 3 Tage nach der letzten
Schutzimpfung, wird dieses Kaninchen gleichzeitig mit dem auf S. 22 er-
wabnten Kaninchen Nr. 3 und dein auch zur Controle fiir diesen Versuch
bestimmten, gelben, 3642 8™ schweren Controlkaninchen mit 228 470 Milz-
brandbacillen (in 0.7 <= Bouillon aufgeschwemmt) durch subcutane Injection
inficirt. 'Wahrend dieses Controlkaninchen, wie schon erwihnt, schon
311/, Stunden (25. September, Abends 7 Ulr) nach der Infection an
schwerem Milzbrand verendete, zeigte das mit Pyocyanase-Immun-
proteidin schutzgeimpfte Kaninchen in der Folge nicht die geringste Storung,
weder hinsichtlich der Lebhaftigkeit, noch in Bezug auf die Fresslust. ‘Nur
ganz voriibergehend war die Korpertémperatur um einige Zehntelgrade er-
hoht. Dieselbe betrug namlich am 26. September, Vormittags 10 Ubr, 39-8°C,,
war aber vom 27. Seéptember, Vormittags 8 Uhr, an wieder vollig normal
(393 bis 39-4° C). Eine Verinderung an der Injectionsstelle war nie zu
bemerken. Das Thier ist, trotz der Injection einer so grossen Menge héchst
virulenter Milzbrandbacillen, auch heute (29. November) noch vollig gesund.

Mit derselben Verbindung der Pyocyanase mit Organeiweiss wurde
am 24, Oclober 1898 ein 3122 &™ schweres, graublaues Kaninchen wie
olgt schutzgeimpft.

Das Thier erhielt am 24. October 1 °™ intravends

2 ,, subcutan
25. , 2, intravends
2 ,, subcutan
26. ” 6, ”
27, , 4, ”
28. -, 1 ,, intravends
4 ,, subcutan.

Am 3. November, 10 Uhr Vormittags, also 6 Tage mach der letzten
Schutzimpfung, werden diesem Kaninchen 562 400 Milzbrandbacillen (von
einer vollvirnlenten Agarcultur, die 15 Mal durch den Kaninchenkorper ge-
gangen war) subcu an injicirt. Die gleiche Menge Milzbrandbacilleu wird
zur gleichen Zeit einem 3256 ™ schweren, graubraunen Kaninchen injicirt.
Das letztere wird schon am 4. November, Abends 7 Uhr, also 33 Stunden
nach der Infection, todt gefunden. Das schutzgeimpfte Kaninchen hatte zu
dieser Zeit 89.7° C. und war frisch und munter. Dasselbe lebt heute noch
(29. November 1898).
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IV. Milzbrandheilung durch Injection der aus der Pyocyaneus-
eultur gefillten und iiber Schwefelsiinre getrockneten Pyocyanase.

Fir 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 durch Zusatz von entwickelungshemmenden Mitteln, wie Chloro-
form, Toluol uv. 8. w., zur Pyocyanaseldsung moglich wire, so sind Flissig-
keiten fiir den Versandt doch nicht so geeignet, wie eine trockeme Sub-
stanz, welche leicht 1oslich und dosirbar ist.

Es war zunichst festzustellen, ob die gefillte und getrocknete Pyo-
cyanase noch ibre volle Wirksamkeit besitzt.

Es zeigte sich zunichst, dass sich dieselbe schon in sehr geringen
Mengen destillirten Wassers lelcht und vollstindig 16st.

Versetzt man die Losung in destillirtem Wasser mit schwach alkalisch
gemachter Wasserstoffsuperoxydldsung, so entsteht entweder eine so ausser-
ordentlich stirmische Sauerstoffgasentwickelung, dass ein Theil der Flissig-
keit aus dem Reagensglase herausgeschleudert wird, oder aber die Sauer-
stoffentwickelung ist weniger stirmisch, aber immerhin sehr lebhaft und
von um So langerer Dauer.

Wenn die Ausfillung und Trocknung der Pyocyanase unter An-
wendung sterilisirter Gefisse u. s. w. moglichst reinlich vollzogen wurde,
so kann die Losung in sterilisivtem Wasser direct therapeutisch verwendet
werden.

Versuch 1. Am 1. December 1898, Mittags 12 Uhr, werden einem
schlecht genihrten, sehwichlichen, graubraunen Kaninchen von nur 1216 8™
Korpergewicht 5 328 000 Milzbrandbacillen, in 0.5 ™ Bouillon aufgeschwemmt,
subeutan am Riicken injicirt,

Diese Milzbrandbacillen waren innerhalb einiger Monate 15 Mal durch
den Kaninchenkirper gegangen und die Cultur stets in Sporenform weiter-
gefiibrt worden, so dass der einmal erworbene Virulenzgrad erhalten blieb.
Hochst wahrsehelnheh geniigte ein einziger Bacillus von dleser Cultur zur
todtlichen. Infection bei Kaninchen.

Binem sehr kriftigen und gut genihrten, 2 Monate hindurch im Freien
gehaltenen, schwarzen Kaninchen wurden zur Controle von -derselben Cultur
ebenfalls 5 328 000 Milzbrandbacillen zur gleichen Zeit subeutan am Riicken
injieirt. . '

’ Das ersterwihnte Kaninchen erhielt gleich nach der Milzbrandbacillen-
Injection 0-5 ™ einer aus 1 &™ trockener Pyocyanasemasse und 3 ™ Wasser
bereiteten Losung intravenss und 21/, ™ subcutan. Von dieser Masse be-
standen mehr als 99 Procent aus Salzen und anderen Stoffen.

Am 2. December, 10 Uhr Vormittags, hat das schwarze Controlkaninchen
41.0° C. und das mit Pyocyanase behandelie ‘graubraune Kaninchen nur
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39.7% C. Um diese Zeit werden demselben nochmals 0.5 ®m der glelch
bereiteten Pyocyanaselsung- intravends und 11/, °°™ derselben subcutan injicirt.

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

Bei der Section findet sich ein kleines, nur thalergrosses Milzbrandédem
an der Injectionsstelle, Die Milz ist ziemlich stark vergréssert und enthilt,
ebenso wie das Blut, grosse Mengen von Milzbrandbacillen.

Das mit Pyocya.nase behandelte, schwichliche Kaninchen lebt dagegen
am 3. December, Vormittags 11 Uhr, und bhat nur 39-6° C. Korpertempe-
ratur. Dasselbe ist ganz munter und ‘frisst Brod und Griinfutter. Es erhalt
nun nochmals, jedoch mur noch subcutan, 2°m der, wie oben erwihnt, be-
reiteten Pyocyanaselosung, und damit wird die Behandlung beendet. ~ Auch
am 4. December ist das Thisr frisch und munter und frisst viel.

Am 9., December stirbt das Kaninchen, welches am linken Ohrgrund
eine eiternde Bisswunde hatte, an Kaninchensepticimie. Bei der Section
zeigen sich nicht die geringsten Spuren der Milzbrandinfection. Im Herz-
blute und in der Milz sind sehr viel Kaninchensepticimiebakterien, aber
keine Milzbrandbacillen mikroskopisch nachweisbar;. auch auf mit Milz und
Blut bestieten Gelatineplatten wachsen nur Colonieen von Kaninchensepticimie-
bacillen. Dieser Versuch wurde in allen Details von Hrn. Prof. Dr. H. Buchner
und von Hrn. Dr. Megele verfolgt.

Versuch 2. Am 5. December, Vormlttags 10 Uhr, werden 3 Ka.mnchen,
ein . gelbbraunes, 3014 8™ gchwer, ein schwarzes, 3202 &m schwer, und ein
graubraunes Controlkaninchen von 3258 &™ Kérpergewicht mit je 817300 Milz-
brandbacillen, welche aus der Milz des im vorigen Versuche erwihnten
Controlkaninchens geziichtet worden waren, durch subcutane Injection inficirt.
Das gelbbraune Kaninchen erhilt 4 und das schwarze Kaninchen 5 Stunden
nach der Milzbrandbacillen-Injection intravends 0.5 °® der, wie oben erwihnt,
bereiteten Ldsung von trockener Pyocyanase und 1%/, cern subcutan.

Am 6. December, Vormittags 8 Uhr, hat das Controlkaninchen 4186, das
mit Pyocyanase behandelte gelbbraune Kaninchen 39.8 und das schwarze
39.9% C. . Die beiden letztgenannten Thiere erhalten nun nochmals genau
ebenso wie gestern Pyocyanaseinjectionen intravends je 0-5 @ und sub-
cutan je 1/,°=,  Abends 3/,4 Uhr, also 29 Stunden nach der Milzbrand-
infection, stirbt das graubraune Controlkarninchen. Bei dem gelbbraunen
Kaninchen betrigt am 7. December Vormittags die Korpertemperatur 39.6,
bei dem schwarzen 39.8° (. Die Pyocyanaseinjection wird nun nochma.ls
ganz ebenso wie am 6. December bei den Thieren ausgefiihrt,

Dieselben zeigten, eine geringe Infiltration des subcutanen Gewebes an
der Injectionsstelle ausgenommen, keinerlei Krankheitserscheinungen.

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

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

Der eine von uns (Emmerich) hat in Bezug auf Milzhrand-Heilversuchen
viele Erfahrungen zu machen Gelegenheit gehabt. Derselbe hat im
Jahre 1886 als Erster gezeigt, dass es miglich ist, die Milzbrandinfection bei
Kaninchen durch Injectionen von Erysipel-Streptokokken, welche eine. fiir
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Kaninehen weniger gefihrliche Krankheit verursachen, zu heilen; er hat
dann weiterhin nach dem Vorgange Bouchard’s auch Versuche iber die
Heilung des Milzbrandes durch Injection von Pyocyaneusbacillen, sowie
auch durch Injection des Blutserums von mit Erysipelstreptokokken vor-
behandelten Schafen angestellt. Die Resultate all dieser Versuche. werden
aber von denjenigen, welche mit gefillter, getrockneter und wieder ge-
loster Pyocyanase erzielt wurden, durch die absolute Sicherheit des Heil-
resultates weit tbertroffen. Wahrend von den Milzbrand-Heilversuchen
mit Streptokokken- und Pyocyaneusculturen v. Pettenkofer miﬁ Recht
sagen konnte, ,,das heisst man den Teufel durch den Beelzebub austreiben,*
scheint die Pyocyanasebehandlung ganz unschidlich zu sein, da die Thiere
wahrend der Behandlung und trotz Einfiihrung enormer Mengen voll-
virulenter Milzbrandbacillen keinerlei hervorstechende Krankheitserschei-
nungen und auch keine Stérung des Ernibrungszustandes zeigen. Im
Gegentheil, die Versuchsthiere zeichnen sich nach Durchfiihrung deér Be-
bandlung durch grossen Appetit aus und lassen sich leicht mésten, ein
Umstand, der in Bezug auf die praktische Durchfiihrbarkeit der Heil-
methode bei Schafen, Rindvieh u. s. w. sehr in's Gewicht fallt.

. Keines der bis jetzt zur Heilung des Milzbrandes vorgeschlagenen
Mittel lasst sich in Bezug auf die Sicherheit des Erfolges mit der vor-
zliglichen Wirkung der durch Fallung gereinigten und von lebensfihigen
Keimen befreiten Pyocyanase vergleichen.

Wir glauben, dass wir in derselben ein rationelles Heilmittel fiir den
Milzbrand des Menschen und der Thiere gefunden haben, welches, wenn
es auch beim Menschen und- den grisseren Thieren keine ungiinstigen
Nebenerscheinungen verursacht, alle anderen Milzbrand-Heilmittel weit
ibertrifft.

Charrin! beobachtete, dass die ,,Stoffwechselproducte* des Bacillus
pyocyaneus bei Kaninchen eine an die spinale Epilepsie erinnernde Nerven-
krankheit, ferner Albuminurie und unter der Haut auch Entziindung oder
Oedem erzeugten. Die Hauptwirkung ist die Liéhmung der Centren der
vasomotorischen Nerven, und nach Charrin und Gley?2 sind es besonders
die fliichtigen Stoffwechselproducte des Bac. pyocyaneus, welche diese
specielle Wirkung Aussern.

Dass diese letzterwihnte, sehr bedenkliche Wirkung bei der intra-
vendsen und subcutanen Injection-unserer Pyocyanase oder des Pyocyanase-
Immunproteiding niemals eintrat, wire also-damit zu erklren, dass beim
Eindampfen der Pyocyaneusculturen im Vacuum diese fliichtigen, deletéiren

1 Compt rend. de la soc. de Biol. 1891, 1893 und 1895.
2 Ebenda. 1891.
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Producte ganz oder doch grosstentheils abdestillirt und entfernt werden.
In der That hat das Destillat den so charakteristischen Jasmingeruch der
Pyocyaneusculturen in hohem Maasse, wihrend die im Vacuum con-
centrirte Pyocyanaselésung kaum mehr aromatisch, sondern leimartig riecht.
Aber auch keine der iibrigen, von Charrin geschilderten Erscheinungen,
wie nervise Storungen, Albuminurie u. s. w., sind von uns bei der intra-
vendsen und subcutanen Injection sehr grosser Mengen der Pyocyanase-
1osung beobachtet worden. Es ist somit wahrscheinlich, dass die giftigen
Producte, welche jene Stérungen hervorrufen, bei der Dialyse der im
Vacuum concentrirten Culturen entfernt wurden, so dass unsere Pyocyanase-
losung als giftfrei zu bezeiehnen wire.

Wenn man bedenkt, dass wir einzelnen Kaninchen auf einmal 5 ¢m
Pyocyanaseldsung intravends und ebenso viel subcutan injicirten und dass
die in mehreren auf einander folgenden Tagen injicirte Gesammtmenge
der Pyocyanaselosung bis zu 30°™ betrug, ohne dass ernstliche Krank-
heitserscheinungen auftraten, so kann von 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 gefihrlicher, als bei intravendser, und "die Kaninchen
sterben nach ersterer fritherer als nach lefzterer. Charrin beobachtete,
dass die Thiere manchmal sehr spit, einmal eines erst nach 4 Monaten
durch Degeneration der Leber starben. Derartiges konnten wir nach der
Pyocyanaseinjection ebenfalls nicht beobachten. Es sind noch jetzt einige
unserer Kaninchen in bestem Gesundheitszustande am Leben, welche vor
8 Monaten durch Pyocyanaseinjectionen von todtlichen Milzbrandinfectionen
geheilt wurden.  Es dirfte {ibrigens schwer festzustellen sein, ob Charrin’s
go spit eingegangene Kaninchen wirklich in Folge der Injection von
Stoffwechselproducten des Bae. pyocyaneus oder durch andere Ursachen
verendet sind. .

Wir konnten im Allgemeinen nur eine, allerdings sehr heftige Wir-
kung der subcutanen Injection von Pyocyanase- oder von Pyocyanase-
Immunprotetdinlosung constatiren, nimlich eine von der Injectionsstelle
ausgehende Eiterbildung, welche in einigen Fillen eine ganz bedeutende
Ausdehnung erreichte. Diese Eiterung war aber nur dann zu beobachten,
wenn die zur Herstellung der Pyocyanase- oder Pyocyanase-Immunproteidin-
losung verwendeten, im Vacuum concentrirten Pyocyaneusculturen nicht
durch Berkefeld- oder Chamberlandfilter filtrirt worden waren. Die pro-
fuse Eiterung war in diesem Falle offenbar durch die Proteine der massen-
haft injicirten Bakterienzellen verursacht, welche, durch Toluol abgetodtet,
im subcutanen Gewebe aufgelost wurden und so ihre pyogenen Wirkungen
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entfalten konnten. Aueh nach Charrin sind die Toxine hauptsichlich
in den Bacillen selbst enthalten und er beobachtete nach der Injection
der todten Bacillen viel intensivere Verinderungen, als nach der Injection

der ,,Stoffwechselproducte®.

Y. Aufldsung von anderen Bakterienarten durch das Pyocyaneus-
Enzym in vitro.

Freudenreich?! hatte schon im Jahre 1889 beobachtet, dass die
Culturen des Pyocyaneus das Wachsthum anderer Mikroben, z. B. Typhus-
und Cholerabacillen, ungiinstig beeinflussten. Er stellte aber keine quan-
titativen Untersuchungen iiber Abtédtung .dieser Bakterien an. Weiterhin
hat, wie schon erwahnt, Rumpf? den Typhus abdominalis durch Injection
von abgetddteten Pyooya.neusculturen giinstig beeinflussen konnen,

Es lag daher nahe, zunfchst Versuche iiber den ldsenden Einfluss
der Pyocyanase auf Typhusbacillen anzustellen, Beim ersten Versuche
wurden 153 000 000 Typhusbacillen von einer 24stund1gen Agarcultur pro
1¢m Pyocyanaselosung ausgesiet und lefztere, welche aus 6°™ bestand,
in zwei Theile, einen aéroben und einen anaéroben, getheilt, welche beide.
bei 87° C. aufbewahrt wurden. Wahrend in der aéroben Probe mnach
24 Stunden eine bedeutende Vermehrung der Typhusbacillen zu constatiren
war, ergab die Zahlung bei der anaérob aufbewahrten Probe nach 24 Stunden
die Zahl 154880000 pro 1°= Pyocyanaseldsung, so dass also weder Ver-
mehrung, noch Abnahme eingetreten war. Ein wesentlich verschiedenes
Resultat lieferte aber der niichste Versuch, bei welchem einerseits eine
andere Cultur des Bac. pyocyaneus Verwendung fand und andererseits die
Aussat eine weit geringere war.

Auflgsung von Typhusbacillen in Pyocyanaselosung.

a) Aérobe Aufbewahrung (b) Anasrobe Aufbewahrung

Datum 1 == Pyocyanaselosung 1= Pyocyanaseldsung
enthilt Typhusbacillen enthalt Typhusbacillen
25. Juli sofort nach Aussaat 29 040 000 29 040 000
27. Juli nach 48 Stunden
bei 87° C. 4710000 - 172 350
28, Juli nach 72 Stunden
bei 37° C. 0 0

1 Baumgarten’s Jakresbericht. 1889.
? Jakrbiicher der Hamburger Staatskrankenanstalten: 1896. Bd. IV.
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Versuche, welche neuerdings angestellt wurden, ergaben noch wesent-
lich- giinstigere Resultate, was auf die Verbesserung der Methode der
Enzymdarstellung zurtickzufiihren ist.

Auf Grund dieser Resultate konnen wir wohl die Erfolge Rumpf’s
verstehen. Kraus und Busweil' sowohl, als auch Presser? haben aller-
dings bei ihren Heilversuchen an Typhuskranken mit abgetddteten Culturen
des Pyocyaneus und Presser auch bei Injectionen von abgetddteten Cul-
turen des Typhusbacillus selbst angeblich keine Erfolge erzielt.

Da alle diese Autoren die nicht concentrirten, -weder durch Dialyse
gereinigten, noch filtrirten Pyocyaneuseulturen anwendeten und anderer-
seits grosse Unterschiede in-der Enzymbildung bei versehiedenen Varietiten
des Pyocyaneus nach unseren Erfahrungen. zu heobachten sind, so glauben
wir, dass die negativen Resultate von Kraus, Busweil und Presser
bedeutungslos sind. Rumpf’s positive Ergebnisse aber und unsere obigen
Zahlen, welche eine so energische, auflosende Wirkung der Pyocyanase
auf Typhusbacillen ergeben, lassen die Hoffuung als berechtigt erscheinen,
dass eine neue und erfolgreiche Behandlung des Typhus mit der gereinigten
und concentrirten Pyocyanase moglich sein und bald praktische Anwendung
finden wird.

Besondere Beachtung verdient die Thatsache, dass die Pyocyanase bei
anadrober Aufbewahrung Typhusbacillen viel rascher abtodtet, als. bei
atrober. 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 Vertheilung der Bak-
terienconglomerate und, -Verbande durch den Blutstrom zu Einzelzellen,
gowie in der Bauchhdhle die Wirkung der Darmperistaltik im gleichen
Sinne und andere, die Abtodtung begiinstigende Momente hinzukommen..

Unsere nichsten Versuche galten dem Verhalten der Cholerabacillen
in Pyocyanase:

Aérob Anagsrob
Datum
1 ¢= Pyocyanaselosung enthilt Cholerabacillen

15. Juni sofort nach Aussaat 132160 000 132 160 000
16. ,, nach 24 8td. bei 37°C. 44 373 000 11 300 000
1., , 485, war 24 3td. bei Zimmertemp. 1663 000
8, ,, 12, 49 540 000 " 157 000
19. ,, ,, 96 ,, s 172 090

1 Wiener klin. Wockenschrift. 1894.
? Zeitschrift fiir Heillkunde. 1895. Bd. XVI..
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Dieses Resultat beweist wieder den grossen Unterschied bei agrober
und anagrober Behandlung. Die zum obigen Versuche verwendete Pyo-
cyanaselosung war nach einer noch sehr unvollkommenen Methode ge-
wonnen. Es ist bestimmt anzunehmen, dass die neuerdings von uns
hergestellte Enzymlosung viel energischere Wirkungen entfaltet. Kine
ganz eminente auflosende Wirkung zeigte die Pyocyanase fiir Diphtherie-
bacillen.

Diphtheriebacillen von sehr virulenter Zuckerserumecultur wurden in
6 c= Pyocyanaselsung ausgesiet und die Hilfte adrob, die andere anaérob.
bei 87° C. aufbewahrt. Das Resultat der Zdhlung durch Aussaat ab-
gemessener Mengen auf schief erstarrtes Zuckerserum war folgendes:

1. Versuch.
Agrob Anaérob
Datum 1 cem Pyocﬁanasélﬁsung ] cem Pﬂocyanaselésung
enthilt Diphtheriebacillen | enthdlt Diphtheriebacillen
25. Juli sofort nach Aussaat 2 600 000 2 800 000
28.Juli nach 72 Std. bei 37°C. 0 0

Mit einer Pyocyanaselosung, welche vermittelst einer anderen Varietit
des Bac. pyocyaneus gewonnen war, wurde noch folgender Versuch aus-
gefihrt.

2. Versuch.

Aérob Anaérob

Datum 1 «= Pyocyanaselosung 1 ¢= Pyocyanaselosung
enthalt Diphtheriebacillen | enthélt Diphtheriebacillen
15. Juni sofort nach Aussaat " 20100 000 _ 20 100 000
16. -, nach 24 Std. bei 837°C. 1 800 000 920 000
17, ,, ., 48 ,, . nicht gezihlt 105 417
8. , , 712, 5 500 500
19, ., 9% , 0 0

Gegenwirtig verfiigen wir, wie erwihnt, iber eine viel wirksamere
Pyocyanaselosung, deren bakteriolytischer Effect auch den Typhusbacillen
gegeniber viel bedeutender sein wird, als er sich in den obigen Zahlen
gusspricht.

Zum Beweise hierfiir theilen wir mit, dass wir. bei unserer ersten,
schon vor Jahresfrist bereiteten Pyocyanaselisung keinen bakteriolytischen
Effect bei allerdings sehr reichlicher Aussaat von Staphylococeus pyo-
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genes aureus in dieselbe beobachteten. Mit der unter Anwendung ge-
eigneterer Culturen und nach verbesserter Methode neuerdings von uns
hergestellten Pyocyanaselosung erzielten wir dagegen auch bei Staphylo-
coccus pyogenes aureus so energische bakteriolytische Wirkungen,
dass die Moglichkeit einer erfolgreichen Behandlung der zahlreichen, durch.
diesen Mikroorganismus verursachten Krankheiten, insbesondere auch der
Pyimie, zugegeben werden muss.

Bei dem folgenden Versuche wirden unmittelbar vorher aus Panaritium-
eiter geziichtete Staphylokokken verwendet..

1 «m Pyocyanaselosung enthielt
Datum Staphylokokken
2. December sofort nach der Aussaat 28 250 000
3. " nach 24 Stunden (bei 37°C.) 0

Die Wiederholung dieses Versuches ergab das gleiche Resultat.

1 ¢m Pyocyanaselosung enthielt
Datum Staphylokokken
5. December sofort nach der Aussaat - 12 680 500
6. » 24 Stunden nach der Aussaat 0

Ein dritter Versuch mit Staphylokokken und Pyocyaneus-Enzym hatte
ebenfalls ein sehr giinstiges Resultat.

. 1 «m Pyocyanaseldsung enthielt
Datum Staphylokokken
6. December sofort nach der Aussaat 31 100 000
6. ' 6 Std. n. d. Aussaat (37°C.) 11 800 000
8 ., 38 L » o -

Auch die Pestbacillen werden in kurzer Zeit von der Pyocyanase
vernichtet und aufgelost. Die betreffende Cultur war 2 Monate, bevor
ich in den Besitz derselben gelangte, von Bombay nach Paris geschickt
worden und als vollvirulent bezeichnet. Die Entwickelung auf Agar-Agar
und ‘in Bouillon war tppig und namentlich in letzterer charakteristisch.
Eine kleine Menge 24 Stunden alter Agarcultur wurde direct in der
Pyocyanaselsung moglichst gut verrieben und-zu folgenden Versuchen
verwendet.  Die Suspension der Pestbacillen in Pyocyinaselosung - wurde
bei 37° C. gehalten.
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) 1 oom Pyocﬁanaselﬁsnng enthielt

Datum estbacillen
25. October sofort nach der Aussaat 5 685 200
25, ,, 58Std, n. d. Aussaat bei 37°C. 0

Ein zweiter Zéhlversuch ergab ein noch giinstigeres Resultat:

1 cm Pyocyanaselosung enthielt

Datum Pestbacillen
28. October sofort nach der Aussaat 27 120 000
28, ,, 6 Stunden nach der Aussaat 0

Die Pestbacillen werden also ebeénso rasch und in ebenso grosser
Zahl durch die Pyocyanase aufgelost, wie die Milzbrandbacillen. Es
ist daher bestimmt zu erwarten, dass sich auch die Pestinfection bei
Thieren durch Pyocyanaseinjectionen ebenso prompt und. sicher coupiren
lisst, wie dies bei der Milzbrandinfection der Fall ist. Wenn in Indien
auszufithrende Versuche dieses Resultat ergeben, so wird man die Pyo-
cyanase auch als Heilmittel bei der menschlichen Pest versuchen. miissen.

Schutzimpfung gegen Diphtherie vermittelst Pyocyanase-
Immunproteidin.

Wir konnten bis jetzt bei der Fiille anderer Arbeiten nur einige
orientirende Versuche an Meerschweinchen {iber™ die Schutzwirkung von
Pyocyanase-Immunproteidin bei Diphtherie ausfithren. 6 Meerschweinchen
erhielten im Verlaufe von 8 Tagen 6 subcutane Iujectionen von Pyo-
cyanase-Immunproteidin. Einen Tag nach der letzten Schutzimpfung
wurden dieselben mit der 10- bis 20fach tddtlichen Dosis einer sehr
virulenten Diphtheriebouilloncultur (von welcher 0.15%™ bei subcutaner
Injection in 36 Stunden tdodtlich wirkten) durch subcutane Injectionen am
Bauche inficirt.

Von diesen 6 Thieren blieben 2 am Leben. . 8 der behandelten Thiere
itberlebten die beiden Controlthiere um mindestens 24 Stunden; ein Thier
um 4 Tage. Weitere Versuche mit verbesserten und wirksameren Pyo-
cyanasepraparaten miissen zeigen, ob das Pyocyanase-Immunproteidin zur
Heil- und Schutzimpfung bei der Diphtherie des Menschen empfehlens-
werth erscheint oder nicht. Es wire aber mit Riicksicht auf die Diphtherie-
bacillen losende Wirkung der Pyocyanase jetzt schon angezeigt, zu ver-
suchen, ob die Heilwirkung des Behring’schen Heilserums durch Be-
pinselung der diphtheritischen Schleimhaut mit Pyocyanaselosung oder
durch Inhalation der letzteren unterstiitzt werden kann. Wir glauben

Zeitschr, f. Hygiene. XXXI. 3
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um so mehr, dass die Pyocyanase auch bei Diphtherie therapeutische
Verwerthung finden wird, weil dieselbe, wie in einem spiteren Capitel
gezeigt wird, auch das Diphtherietoxin zersetzt, bezw. im thierischen
Kérper unwirksam macht,

Heil- und Schutzimpfung mit Rothlauf-Enzym-Immunproteidin
beim Rothlauf der Schweine.

Wir haben bereits in der Einleitung zu dieser Abhandlung erwihnt,
dass auch die Schweine-Rothlaufbacillen in Fliissigkeitsculturen ein Enzym
bilden, welches die Rothlaufbacillen aufzulésen im Stande ist.

Es ist in hohem Grade wahrgcheinlich, dass es nach der Reindar-
stellung des Rothlaufbacillen-Enzyms moglich sein wird, den Rothlauf der
Sehweine durch Enzyminjectionen erfolgreich zu bebandeln und eine wirk-
samere Schutzimpfung gegen diese verheerende Seuche auszubilden, als es
die bisherige ist. Die folgenden Versuche wurden mit einem Rothlauf-
bacillen-Enzym-Immunprotetdin ausgefithrt, welches 7u einer Zeit her-
gestellt wurde, in welcher die Methode der Gewinnung bakteriolytischer
Enzyme noch wenig ausgebildet war. Nichtsdestoweniger lasst sich ein
theilweiser Erfolg dieser neuen Schutzimpfungsmethode nicht verkennen.
Ausserdem war die Menge der Rothlaufbacillen, welche den schutzgeimpften
Thieren injicirt wurde, eine enorm grosse und die Virulenz der Bacillen
war jedenfalls die hochst mogliche, da dieselben einen Tag vor Ausfithrung
der Infection durch directe Uebertragung von Milzsaft eines an sehr
acutem Rothlauf verendeten Schweines in Nahrbouillon geziichtet worden
waren..

In der folgenden Tabelle sind die Mengen des behufs Schutzimpfung
injicirten Rothlauf-Enzym-Immunproteiding. angegeben.

. . |- . . . . Resultat
18. Juli |14, Juli | 15. Juli | 16. Jali | 17. Juli | 18. Juli der Infection

1. Kaninchen,|| 7= | pem | 5em [ gem | 7om [ geom + 31. Juli
graublau subcutansubcutanisubentanisubcutanisubcutanisubeutan) Nachts 10®
2910 grm :

2. Kaninchen, s 2 ” " . . s it 181 Juli
graublau Nachts 10-12b
2930 ™

3. Kaninchen, " - eom g cem . 5 " + 2, August

granbraun subcutan{subcutan Vorm. 101
3108 g=
4, Kaninchen,|| 5= 4 cem § cem " ' . bleibt leben
gelbbraun  [subcutan{subcutan|subcutan
2980 grm

5. Kaninchen, s g cem " 6§ cem » » bleibt leben

braun 30855 subcutan subcutan

6:Controlkan., 1- 81. Juli
3538 s Vorm. 9
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Die 5 schutzgeimpften Kaninchen und das Controlkaninchen wurden
am 28 Juni, Vormittags 11. Uhr, also: 10 Tage nach. der letzten Schutz-
impfung, durch intravenése Injeetion von. je 1™ 24 Stunden:bei 36° €.
geziichteter Bouilloncultur inficirt.

Dieselben: hatten am néchsten Tage simmtlich hohes Fieber (40-6
bis 41-9%C.).

. Das Controlthier starb nach 70 Stunden, das. schutzgeimpfte Kaninchen
Nr. 1 nach 83, das Kaninchen Nr. 2 nach ca. 85 Stunden, wilrend. das
Kaninchen Nr. 3 erst. am 5. Tage nach der Infection' verendete und
Kaninchen' Nr. £ und: Nr.. 5 noch: heute: (29. September) am Leben’ sind.

VI. Bakteriolytische Wirkung der Immunsera in vitro.

Gegenwirtig herrscht allgemein die Amsicht, dass die Immunsera
unfihig seien, die zugehorigen Bakterien in vitro zu todten. Und man
naim deshalb Zuflucht zu den gezwungensten Annahmen, die immuni-
sirende Wirkung im Thiere zu erkldren.. So soll nach Buttersack? ,,die
erworbene Immunitit als eine' Art von Uebung der einzelnen Zellgattungen
und des Ausldsungsapparates* aufzufassen sein. In &hnlicher Weise spricht
sich Dollar? aus. Wassermann?® Aussert sich: wie folgt: , Wir sehen
also, dass die experimentell bewiesene Ansicht von. der Abspaltung der
baktericid wirkenden Stoffe aus dem: Immunserum durch Vermittelung
des lebenden Organismus auch heute noch unwiderlegt ist. Ferner
meint er: , Das Pyocyaneus-Immunserum wirkt im Reagensglase durch-
aus nicht stirker abtodtend auf die Pyocyaneusbacillen, wie das Serum
normaler Thiere, ‘4

Es kann wohl kein Zweifel mehr. herrschen, dass. auch R. Pfeiffer’s
den bekannten Thatsachen in geistreicher Weise Reehnung tragende An-
sicht, dass mit der Uebertragung von I'mmunserum lediglich Substanzen
dem Thierkorper einverleibt werden, welche ,,durch eine Umstimmung.
denselben befdhigen, sich der eingedrungenen Mikroben zu. entledigen*,®
nicht mit den' im Folgenden  mitgetheilten Versuchsergebnissen in Ueber-
einstimmung: gebracht werden kann. Es. wird: vielmehr in der That eine
stark- baktericide, bakteriolytische Sulistanz mit dem Immunserum direct:
iibertragen.. Der Grund aber, warum im Thiere diese Substanz schein-

Y Virchow’s drckiv. 1895. Bd. CXLILL . 248:
* Vetérinarian. T.LXVIIL p. 83.
8 Diese. Zeitschrift. Bd, XXII. 8. 306 u. 307.
4 Wassermann befindet. sich hier im Widerspruch zu Roger..
8 Deutsche med. Wochenschrift. 1896.
3*
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bar weit mehr Effect dussert als in vitro, ist offenbar in erster Linie
der, dass die bisherigen Versuche in vitro bei vollem Luftzutritt aus-
gefithrt wurden, der Sauerstoff im Blute aber, zwar nur locker, jedoch
immerhin an das Himoglobin gebunden und den Bakterien (besonders
noch im subcutanen Bindegewebe) weit weniger zuginglich ist, als der
freie moleculare Sauerstoff der Luft, mittels dessen die Bakterien bis zu
einem gewissen Grade das eindringende Gift zerstoren konnen. Noch
weniger Sauerstoff steht den Bakierien im subcutanen Gewebe u. s. w. zur
Verfiigung. Viel kommt hier auch auf die relative Concentration der
baktericiden Substanz an. Unsere Versuche ergaben, wie aus dem Fol-
genden ersichtlich, dass die bakteridide Wirkung des Cholera- und
Typhus-Immunserums anaérob auch in vitro stets und leicht
eintritt. — Ein anderer Umstand aber, der im Thiere giinstig wirkt, ist
die stetige Bewegung des Blutes, die Bacillen kommen so in immer er-
neuertem Contact mit frischer baktericider Substanz und miissen so eher
erliegen, als wenn sie ruhig am Boden eines Glasgefisses liegen und
einander theilweise sogar durch Klimpchenbildung (Agglutination) gegen
den Zutritt der Flissigkeit schiitzen kénnen.

1. Versuche iber die Cholerabacillen 16sende Wirkung von
Meerschweinchen-Immunserum bei agrober und anaérober
Behandlung.

Versuch 1. Kin nahezu erwachsenes Meerschweinchen (Nr. 1) erhilt
am 27. Juni 0-3°m Cholerabacillen-Bouilloncultur (aus Thorgau stammend)
subcutan.! Am 28. Juni 5™ derselben Cultur (24 Stunden alt) subcutan.
Am 2. Juli erhilt das Thier 2 ™ einer 3 Tage bei 24°C. gewachsenen
Cholerabacillen-Bouilloncultur mit 1 Oese Agarcultur subcutan. Am 11. Juli
von eben solcher Cultur, in der aber noch 6 grosse Oesen Agarcultur ver-
rieben wurden, 5 %® subcutan. Am 16. Juli 31/, ™ einer 24 Stunden bei
37° C. gewachsenen, 10 ¢m betragenden Cholerabacillen-Bouilloncultur, in
welche aber noch zwei ganze Agarculturen (schief erstarrt mit grosser Ober-
fliche) verrisben worden waren, subcutan.

Am 19. Juli wurde das Meerschweinchen unter allen Vorsichts-
maassregeln (Rasiren der Haut am Halse, Sublimat-Alkoholwaschung und
griindliches 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™ des Serums eine kleine Menge einer 48 Stunden
bei 25° C. gewachsenen Agarcultur von Cholerabacillen (Thorgau) gut ver-
rieben und vermischt. Nun wurden sofort 1 und 6 Oesen deser Serum-
bacillen-Suspension in Gelatine und Petrischalen ausgesit und alsdann diese

1 0-2 = djegser Cultur geniigten, um ein gleich grosses Meerschweinchen bei
intraperitonealer Injection zu todten.
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Serummenge in zwei genau gleiche Hilften getheilt, von denen die eine
bei Luftzutritt, die andere in Wasserstoffatmosphire, wie oben auf. 8. 11
beschrieben, bei 37° C. aufbewahrt wurden. Nach 24 Stunden wurden
wiederum mit 1 und 6 Oesen (geaichte Oesen) Zihlgelatineplatten gegossen.
Das Resultat war folgendes:

a) Aérobe Aufbewahrung.

Datum Zahl der Cholerabacillen pro 1°® Serum
20. Juli sofort nach der Aussaat . . . 29 520 000
21. ,, nach 24stiind. Stehen bei 37° C. 0

b} Anagrobe Aufbewahrung.

Datum Zahl der Cholerabacillen pro 1= Serum
20. Juli sofort nach der Aussaat . . . 29 520 000
21. ,, nach 24stiind. Stehen bei 37°C. 0

Versuch 2. Ein ganz ebenso und zur gleichen Zeit wie das vorige
gegen Cholerabacillen immunisirtes, nahezu erwachsenes, 5028™ gschwéres
Meerschweinchen (Nr. 2) wurde am 21. Juli verbluten gelassen. Am 23. Juli
wurde der folgende Versuch genau so wie der vorausgehend beschriebene
zur quantitativen Beurtheilung der Cholerabacillen 15senden Wirkung des
Immunserums unter aéroben und anaéroben Bedingungen ausgefiihrt.

a) Agrobe Aufbewahrung.

Datum: Zahl der Cholerabacillen pro 1°¢= Serum
28, Juli sofort nach der Aussaat . . . 3 864 000
24. ,, mnach 24stiind. Stehen bei 37°C. 0

b) Anagrobe Aufbewahrung.

Datum Zahl der Cholerabacillen pro 1= Serum
23. Juli sofort nach der Aussaat . . . 3 864 000
24. ,, nach 24stiind. Stehen bei 37° C. 0

Es braucht wohl nicht bemerkt za werden, dass in diesen beiden.
Versuchen die Erscheinungen der Agglutination in bekannter Weise zu
beobachten waren. ,

Da nun bekanntlich die Immunsera bei Typhus und Choleéra auch
bei der Verdinnung mit Bouillon im Verhiltnisse von 1:20, 1:40 u. s. w.
noch sehr schine Agglutination zeigen, so suchten wir zu entscheiden, ob
auch unter diesen Bedingungen, bei welchen den Bacillen reichliche
Mengen geeigneten Néhrmateriales zur Verfligung stehen, nicht nur
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Agglutination, sondern véllige Vernichtung und Auflosung einer grosseren
oder geringeren Anzahl der ausgesiten Bakterien eintritt. Dies musste
eintreten, wenn, unserer Ansicht entsprechend, die Agglutination und die
kiinstliche Immunitit auf der Wirkung eines Enzyms beruht. Da hierbei
selbstverstandlich quantitative Beziehungen zwischen der Menge des vor-
handenen Enzyms und der agglutinirenden und Bakterien lésenden Wir-
kung desselben, sowie der Zahb der Bakterien vorausgesetzt werden miissen,
so haben wir auch bei diesen Versuchen Bakterienzihlungen in genau
bestimmten Zeitabschnitten ausgefiihrt.

Cholera-Immunserum vom Meerschweinchen Nr. 1 wurde im Verhélt-
nisse von 1:20 mit Bouillon vermischt, eine kleine Menge 24 Stunden bei
370 C. gewachsener Agarcultur von Cholerabacillen (aus Thorgau) darin
verrieben und die aus 4 ©™ bestehende Probe in zwei genau gleiche Hilften
getheilt, von denen die eine in der beschriebenen Weise in Wassertoff-
atmosphire, die andere unter Watteverschluss im Reagensglase bei 37° C.
aufbewahrt wurde. '

Das Zahlresultat war folgendes:

Immunserum + Bouillon 1:20. 1. Aérobe Aufbewahrung.

1em Immunserum + Bouillon 1:20

Datum enthdlt Cholerabacillen
20. Juli sofort nach Aussaat.d. Cholerabac. 8 060 000
21. ,, nach 24 Stunden bei 37° C. 60 384 000

Immunserum + Bouillen 1:20. 2. Anaérobe Aufbewahrung.

1°m Immunserum + Bouillon 1:20

Datum enthilt Cholerabacillen
20. Juli sofort nach Aussaat d. Cholerabac. 3 060 000
21. ,, npach 24 Stunden bei 37° C. 4145 000!

Auch das Immunserum von dem in gleicher Weise wie das vorige,
gegen Cholera immunisirten Meerschweinchen (Nr. 2) wurde mit Bouillon
1:20 vermiseht und, wie soeben beschrieben, weiter verfahren.

Das Zahlresultat war:

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

1°® Immunserum -+ Bouillon 1:20
Datum enthilt Cholerabacillen
23, Juli sofort nach Aussaat d. Cholerabac. 17 002000
24. ,, nach 24 Stunden bei 37° C. unzihlig! ?

! Bei dieser Probe war der Stopsel undicht geworden, so dass in den letzten
Stunden des Versuches Luft zutreten konnte.
2 Starke Triibung der Bouillon u. Bildung einer dicken Haut auf der Oberflache.
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Cholera-Immunserum -+ Bouillon 1:20. 2. Anaérobe Aufbewahrung.

1 em Jmmunserum 4 Bouillon 1: 20

Datum enthilt Cholerabacillen
23, Juli sofort nach Aussaat d. Cholerabac. 17 002 000
24, ,, nach 24 Stunden bei 37° C. 1-440 000
25. . 48 ” s 828 800
2. , » 12, ” 421300
28, . 112 » ’ 0 vollige Losung
Ausser diesen wurden noch die folgenden Versuche in gleicher Weise

ausgefithrt,

Versuch 3. Meerschweinchen Nr. 3 wird immunisirt, indem dem-
selben am 20. April 1= Bouillon mit 0-1™¢ Agarcultur von Cholera-
bacillen (aus Berlin) subcutan injicirt wurden.}

Am 1. Mai*werden 2 Qesen

n 8' n n 5 "

” 16' ” n 10 ”
n 25' 1 ” 15 ”
und dazu noch 2™ Bouilloneuttur (2 Tage bei 37° C. gewachsen).

Am 1. Juni wird dann schliesslich noch eine ganze schief erstarrte
Agarcultur intraperitoneal injicirt und das Thier am 6. Juni verbluten ge-
lassen,

Mit dem im Eisschranke abgesetzten Serum werden folgende Ver-
suche ausgefiihrt.

1. Cholera-Immunserum unverdiinnt.

a) Adrobe Aufbewahrung.

Agarecultur subcutan injicirt

Datum . Zahl der Cholerabacillen pro 1 °® Serum
8. Juni sofort nach Zusatz der Cholerabac. 12 900 000
9. ,, nach 24 Stonden bei 837° C. . . 90 100 000

b) Anagérobe Aufbewahrung.

Datum Zahl der Cholerabacillen pro 1= Serum
8. Juni sofort nach Aussaat d. Cholerabac. 12 900 000
9. ,, nach 24 Stunden bei 37° C. 560 000
0. ,, , 48 » 0

! 002 5™ einer solchen Agarcultur, peritoneal injicirt, tédten ein gleich grosses
Meerschweinchen in etwa 30 Stunden. — Bei den Resultaten der voransgehenden und
folgenden Versuche muss beriicksichtigt werden, dass nach R. Pfeiffer (Centralblatt
fir Bakteriologie, Abth.I, Bd. XIX, 8.593) virulente Culturen von Cholerabacillen
durch die specifischen Choleraantikérper, d. h. das Cholerase-Immunproteidin erheb-
lich weniger beeinflusst werden als avirulente. Das Resultat des bakteriolytischen
Versuches mit Immunseram wird also sehr verschieden sein, je nach dem Grade der
Virulenz der verwendeten Cholerabacillen-Culturen.



40 Ruporr EmmEericE UnD Oscar Low:

Zur Controle wurde der vorige Versueh mit dem gleichen Serum
wiederholt und folgendes Resultat erhalten:

Unverdiinntes Cholera-Immunserum.
a) Agrobe Aufbewahrung.+

Datum Zahl der Cholerabacillen pro 1 = Serum
9. Juni sofort nach Zusatz d. Cholerabac. 19 200 000
10. ,, mach 24 Stunden bei 37° C, 72 000 000

b) Anagrobe Aufbewahrung.

Datum Zah] der Cholerabacillen pro 1°= Serum
" 9. Juni sofort nach Zusatz d. Cholerabac. 19 200 000
11. ,, nach 48 Stunden bei 37° C. . 0

Eine Wiederholung des Versuches mit dem gleichen Serum ergab bei
anagrober Aufbewahrung:

Datam Zahl der Cholerabacillen pro 1= Serum
10. Juni sofort nach Zusatz d. Cholerabac. 3 850 000
11. ,, nach 24 Stunden . . . . . . 0

Auch mit Immunserum unter Zusatz von leicht assimilirharem Néhr-
materiale, d. h. mit Mischungen von Cholera-Immunserum des Meer-
schweinchens Nr. 3 und Bouillon im Verhdltnisse 1:20 und 1:40, wurden
noch folgende Versuche iiber die Auflosung der Cholerabacillen bei aérober
und anagrober Aufbewahrung ausgefihrt.

1. Mischung von Cholera-Immunserum des Meerschweinchens Nr. 8 mit
Bouillon 1:20.

a) Aérobe Aufbewahrung..

Zahl der Cholerabacillen in 1 ccm

Dat uvm Serum-Bouillon-Mischung
9. Juni sofort nach Aussaat d. Cholerabac. 19 320 000
10. -,, pach 24 Stunden bei 87° C. 87 040 000

b) Anaérobe Aufbewahrung.

Zahl der Cholerabacillen i 1 com

Datum Serum-Bouillon-Mischung
9. Juni sofort nach Aussaat d. Cholerabac. 19 320 000
10. ,, nach 24 Stunden bei 37° C. 8 160 000

1. ,. ., 48 » 0
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2. Mischung des Cholera-Immunserums von Meerschweinchen Nr. 3 mit
Nahrbouillon 1:40.

Anasrobe Aufbewahrung.

Zahl der Cholerabacillen in 1 com
Datum Serum-Bouillon-Mischung
7. Juni sofort nach Aussaat d. Cholerabac. 22 400 000
8. , nach 24 Stunden bei 87° C. 9 900 000
9. , » 48 2 » 0

Zunichst miissen wir auf einen scheinbaren Widerspruch bei den
obigen beiden Versuchsreihen aufmerksam machen. Bei dem ersten und
zweiten Versuche auf S. 37 iiber die- Cholerabacillen ldsende Wirkung
der Cholerase des Immunserums sieht man, dass die in das Immunserum
ausgesiten 29, bezw. 3%/, Millionen Cholerabacillen auch agrob innerhalb
24 Stunden vollig vernichtet, d. h. aufgelost wurden, wahrend bei dem
Versuche auf S. 39 und 40 die 12, bezw. 19 Millionen Cholerabacillen im un-
verdinnten Serum zwar bei anaérober Aufbewahrung innerhalb 48 Stunden
ebenfalls aufgeldst wurden, bei asrober Aufbewahrung aber sofort eine
bedeutende Vermehrung eintrat, so dass die Zahl der Bacillen innerhalb
24 Stunden auf 72, bezw. 87 Millionen angewachsen war.

Dieser scheinbare Widerspruch, welcher auch uns Anfangs auffallend
war, erklirt sich sehr einfach aus dem Grade der Immunisirung und er
zeigh, wie sehr bei der kiinstlichen Immunisirung, wie tberhaupt bei
jedem Naturvorgange die quantitativen Verhiltnisse in Betracht gezogen
werden miissen, eine Thatsache, welche namentlich bei fritheren Unter-
suchungen iber die kiinstliche Immunitit von vielen Autoren nicht ge-
niigend . berticksichtigt wurde und in welchem viele, den Fortschritt der
Wissenschaft hindernde, unrichtige Behauptungen . begrindet sind.

Sieht man die Verhfltnisse genauer an, so kléren sich die Wider-
spriiche sofort auf. Die Meerschweinchen Nr. 1 und 2 wurden in viel
hoherem Grade immunisirt, d.h. die Menge der injicirten Cholerabacillen
war insgesammt eine wesentlich hohere, als beim Meerschweinchen Nr. 8.
Ausserdem erhielten die Meerschweinchen Nr.1 und 2 grosse Mengen von
Bouillonculturen der Cholerabacillen subcutan, wihrend das Meerschweinchen
Nr. 3 hauptsichlich nur mit Agarculturen immunisirt worden war. In
den ersteren ist aber wahrscheinlich viel mehr Cholerase vorhanden, als in
den Agarculturen. Der hohere Grad der kiinstlichen Immunitit beim Meer-
schweinchen Nr. 1 gegeniiber dem vom Meerschweinchen Nr. 3 spricht sich
auch sehr deutlich in dem Umstande aus, dass 1°®™ des Immunserums
vom Meerschweinchen Nr. 1 die hohe Zahl von 297/, Millionen Cholera-
bacillen in 24 Stunden vernichtete, wihrend 12 Millionen Cholerabacillen
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von 1¢m des Immunserums vom Meerschweinchen Nr. 3 erst nach 48 Stun-
den vollig aufgeldst waren. Ausserdem kommt bei diesen Versuchen auch
die Art der Vertheilung der Cholerabacillenculturen im Immunserum in
Betracht. Je besser die Cultur im Immunserum verrieben wird, d. h. je
mehr die Cholerabacillen vertheilt werden und um so weniger Haufchen
oder Conglomerate von Bacillen vorbanden sind, um so rascher wird die
Aufldsung erfolgen. Diesem Umstande ist es wohl zuzuscehreiben, dass in
der Mischung von Immunserum mit Bouillon im Verhaltnisse Yon 1:20
beim Meerschweinchen Nr. 1 die vollige Auflésung von 17 Millionen
Cholerabacillen 112 Stunden beanspruchte, wahrend bei der Immunserum-
Bouillonmischung vom Meerschweinchen Nr. 3 sogar 22 Millionen Bacillen
schon in 48 Stunden abgetddtet waren.

Sehr bemerkenswerth ist endlich, dass eine Verdiinnung des Immun-
serums mit Nahrbouillon im Verhiltnisse von 1:20 und andererseits im
Verhiltnisse von 1:40 keine Unterschiede in Bezug auf die zur Aufljsung
der Bacillen nothige Zeit erkennen lisst, wenn das Immunserum aus sehr
hoch immunisirten Thieren gewonnen wird, so dass die Cholerase in sehr
grosser Concentration vorhanden ist.

Wihrend im unverdiinnten Cholera-Immunserum oft-eine vollstindige
Auflésung der selbst in Mengen von vielen Millionen pro 1 ¢™ eingebrachten
Cholerabacillen auch unter aéroben Verhiltnissen beobachtet wurde, tritt
in den Verdinnungen des Immunserums mit Bouillon bei Luftzutritt stets
Vermehrung ein.! Die Erklirung hierfir 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 anasroben Verhiltnissen, wie sie innerhalb des Organismus vielen
Orts gegeben sind, die bakteriolytische Leistung des Cholerase-Immun-
proteins eine sehr bedeutende ist. Wenn man bedenkt, dass schon 1=
Cholera-Immunserum 29 Millionen Cholerabacillen innerhalb 24 Stunden
zu vernichten vermag, so stellt sich die bakteriolytische Wirkung des
Gesammtblutes als eine ganz enorme dar. Durch -diese Ueberlegungen
muss man zu der Ueberzeugung kommen, dass es durch weitere Aus-
bildung der Immunisirungsmethoden gelingen muss, den menschlichen
und thierischen Organismus gegen jede nur denkbare Art der natirlichen
Infection zu schiitzen. Die Bedingungen hierfiir sind im Organismus

t R. Pfeiffer (Centralblatt fiir Bakteriologie, Abth.I, Bd. X1IX, S.593) fand,
dass die Cholerabakterien, wenn sie in Bouillonverdiinnungen des Choleraserums
wachsen, die ,,specifischen Choleraantikorper zerstdren. Nach unserer Anschauung
sind diese ,,specifischen ‘Choleraantikorper unser ,,Cholerase-Immunproteidin®.
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jedenfalls vorhanden, und es kommt nur nech darauf an, die Enzyme
bestimmter pathogener Bakterien in moglichst reinem Zustande und auf
unschidliche Weise in den Organismus einzufiihren.

Man kénnte nun denken, dass die Cholerabacillen auch in Nihr-
bouillon und im mormalen Serum nicht immunisirter Thiere
bei Sauerstoffabschluss, bezw. in Wasserstoffatmosphiire eine #hnliche Ver-
minderung ihrer Zahl erleiden werden, wie wir dies fiir das Cholera-
Immunserum und fiir die Mischungen desselben mit Bouillon ermittelt
haben.

Die Ausfiihrung dieser unumgéinglich nothwendigen Controlversuche
zeigte jedoch, dass sowohl in der Nahrbouillon, als auch im nor-
malen Serum nicht immunisirter Meerschweinchen bei einiger-
massen bedeutender Einsaat nicht nur keine Verminderung,
sondern vielmehr eine sehr bedeutende Vermehrung sowohl
unter aéroben als anaéroben Verhaltnissen eintritt.

Das Resultat dieser Versuche war folgendes:

1. Néhrbouillon mit Cholerabacillen beschickt und bei 37° C. in Wasser-
stoff aufbewahrt.

Anagrob:
Zahl der Cholerabacillen in 1 ¢m
Datum. l Niahrbouillon
26. Juli sofort nach Aussaat d. Cholerabac. 5 936 600
27. ,, nach 24 Stunden bei 37° C. 11 060 000
30. ,, , 90 " » 40 215 000

Es erfolgte somit in der Nihrbouillon auch bei vollkommenem Sauer-
stoffabschlusse eine fortschreitende Vermehrung der Cholerabacillen; wenn
dieselbe auch, wie voraus zu sehen war, geringer ist, als bei anasrobem
Wachsthume der Cholerabacillen in Bouillon.

2. Normales Serum vom Meerschweinchen {welches sich bei 24stindigem
Stehen des Blutes in Eis abgesetzt hatte) mit Cholerabacillen (24stindige
Agarcultur) vermischt.

a) Aérob . b) Anaérob
Datum 1® normales Serum 1%® pormales Serum
enthilt Cholerabacillen ‘enthilt Cholerabacillen
28. Juli sofort nach der Aus- 16:852 000 16-852 600
saat der Cholerabacillen
29. Juli 24 Stunden nach der 112 219 000 66 089 000
Aussaat bei 37° C.
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Beide Serumproben, sowohl die aérobe als die anaérobe, waren nach
24 Stunden stark triib und selbstverstindlich nicht agglutinirt. Die aérobe
Probe ist schmutzig braun, die anaérobe schmutzig roth gefirbt, wihrend
anaérobe, mit Cholerabacillen versetzte Proben von Immunserum nach
24 Stunden stets vollkommen klar und normal géfirbt 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 iiber die Typhusbacillen l6sende Wirkung von
thierischem und menschlichem Immunserum unter aéroben
und anadroben Verh&ltnissen.

Die gleichen Versuche, wie die obigen, wurden nun auch mit Typhus-
bacillen und Typhus-Immunserum, sowie unter anaéroben Verhiltnissen
mit Typhusbacillen und Nibrbouillon ausgefithrt. Das Immunserum wurde
von einem Kaninchen gewonnen, welches in folgender Weise immunisirt
worden war:

S clﬁlag-ilglpgg g: Menge der subcutan injicirten Typhusbacillencultur:
20. Juni 0.3 cm 24stiind. Bouilloncultur,
28' ” 2 cem n . ' ”
2. Juli 21/, com ” »” mit 2 Oesen Agarcultur,
11. ,, 5 oem mit 5 Oesen Agarcultur,
16. Heom 24 Stunden be1 37° C. gewachsener Bouilloneulur,

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

Dieses Kaninchen wurde am 23. Juli verblutet und am 24. Juli nach
24stiindigem Stehen des Blutes in Eis das Serum zu den folgenden Ver-
suchen genommen. Die zu den bakteriolytischen Versuchen benutzte
Typhusbacillen-Bouilloncultur war dieselbe, welche auch zur Immunisirung
des Kaninchens verwendet worden war.

1. Wirkung des unverdinnten Typhus-Immunserums auf Typhusbacillen.

a) Aérob b) Anaérob
Datum Typhusbacillen in 1com Typhusbacillen in 1 o=
unverdiinnt. Typhusserum | unverdiinnt. Typhusserum
24. Juli sofort nach Aussaat 3019 200 3019 200

der Typhusbacillen
25. Juli nach 246 Standen bei 1078 000 785 600
87°C.
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(Fortsetzung.)
a) Aérob b) Anaérob
Datum Typhusbacillen in 1= | Typhusbacillen in 1 em
unverdiinnt, Typhusserum | unverdiinnt. Typhusserum
26. Juli n. 48 Std. bei 37°C. 1915 000 383 120
27, o 12, , 56 124 000 360 000
29, , 110 " unzihlig 114 900

In eine Probe des gleichen Typhus-Immunserums wurde eine reich-
lichere Einsaat von Typhusbacillen gemacht und die bakteriolytische Wir-
kung bei atrober und anadrober Aufbewahrung in 37° C. festgestellt.

2. Wirkung des unverdiinnten Typhus-Immunserums auf eine grissere
Einsaat von Typhusbacillen.

a) Aérob b) Anaérob
Datum Typhusbacillen in 1 oo Typhusbacillen in 1 c=
unverdiinnt. Typhusserum | unverdiinnt. Typhusserum
25. Juli sofort nach Aussaat 8 428 600 8 428 600
der Typhusbacillen
27.Juli n. 72 Std. bei 379C. | 83 578 000 497 900
29. ,, , 110 , " ' unzihlig 191 500

Von dem zu den obigen Versuchen benutzten Typhus-Immunserum
wurden nun Verdiinnungen mit Nihrbouillon im Verhédltnisse 1:20 her-
gestellt und die bakteriolytische Wirkung auf Typhusbacillen durch zwei
Versuche festgestellt.

3. Mischung von Typhus-Immunserum mit Bouillon 1:20.

a) Agrob b) Anaérob
Datam Typhusbaeillen in 1 = -T{phusbacillen in 1 com
Typhusserum + Bonill. 1:20{Typhusserum + Bouill. 1:20
25, Juli sofort nach Aussaat 6 704 600 6704 600
der Typhusbacillen
27, Juli n. 72 Std. bei 87°C. 383 000 000 114 900
29, ,, , 112 ” unzihlig 76 600

Nach 72 Stunden war die anagrobe Serum-Bouillonmischung vollig
klar mit einem sehr geringen Bodensatze aus agglutinirten Typhusbacillen;
die asrobe Probe dagegen war stark und véllig triib und hatte einen starken

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

a) Aérob b) Anaérob
Datum Typhusbacillen in 1.m | Typhusbacillen®in 1=
Typhusserum + Bouill. 1:20[{Typhusserum  + Bouill. 1: 20
24, Juli sofort nach Aussaat 10 120 000 10 120 000
der Typhusbacillen
25. Juli n. 24 Std. bei 37°C.. 6 156 000 nicht gezdhlt
26, , , 48 , 10 957.232 421 432
2T o, 0 T2 . 274 192 000 421300
30. ,; ,132 ,, " unzhlig 612 800

Diese Zahlen zeigen, dass auch das Immunserum von gegen Typhus
immunisirten Kaninchen reichliche Mengen von Typhase-Immunproteidin
enthélt, welches binnen T2 Stunden 8 Millionen Typhusbacillen aufldste.
Je hoher. der Grad der kiinstlichen. Immunitat, d. h. je grésser der Gehalt
des' Serums an Typhase-Immunproteldin, um so stirker ist. natiirlich die
bakteriolytische Wirkung, welche durch. den Zusatz von leicht assimilir-
barem Nahrmateriale (Bouillon) zum Immunserum nicht aufgehoben wird.
Es ist im Gegentheil sehr auffallend, wie stark bakteriolytisch die kleine
Menge Immunserum in der Bouillonmischung wirkt;. denn 1 ¢ Bouillon-
mischung enthielt bei den obigen Versuchen nur 0-05°™ Immunserum.

Es war nun zur Controle noch festzustellen, ob in gewdhnlicher Nahr-
bouillon bei. anagroben Verhéltnissen;. d..h:. in. Wasserstoffatmosphire, eine
Verminderung oder eine Vermehrung eingesiter Typhusbacillen - eintritt,
falls die Einsaat so reichlich. ist, wie in. den obigen Versuchen.

Die Ausfithrung dieses Versuches. ergab ein sehr sprechendes Resultat:

Typhusbacillen in Nélirbouillon ausgesdt und anadrob: bei 37° C.

aufbewahrt,
Datum 1.cs= Nihrbouillon enthalt' Typhusbacillen
27. Juli sofort n. Aussaat der Typhusbac.. 13 409 000.
28. ,, nach 24 Stunden bei 37° C. 271930 000

24 Stunden nach der Einsaat der Typhusbacillen war diese anarob-
aufbewahrte Bouillon durch die starke Vermehrung der Typhusbacillen
vollig triib und die Triibung: nahm in. den. folgenden 24 Stunden so be-
deutend zu, dass. die- Zahlung, welche nicht mehr direet, sondern nur
durch Verdinnung mit sterilisirtem Wasser u. s..w. ausfiibrbar gewesen
ware, unterlassen werden konnte.
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Die Zahl der Typhusbaciilen, welche normales Serum von. nicht
immunisirten Kaninchen afrob und anaérob zu vernichten 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 Abtédtung und Ldisung bringt.

Auch das Serum von typhuskranken Menschen besitzt in der 3.. Woche
der Krankheit energische bakteriolytische Wirkungen; auch beim Typhus-
kranken bilden sich allmahlich mehr oder weniger grosse Mengen von
Typhase-Immunproteidin, durch dessen Wirkung die Heilung zu Stande
kommt. Der folgende Versuch zeigt die Grosse der bakteriolytischen
Wirkung. Das Serum stammte von einem seit 3. Wochen an Typhus er-
krankten Manne. Dasselbe war durch Aderlass schon am 380. Mai ge-
wonnen und wurde bis zum Versuche in Eis aufbewahrt. In dasselbe
wurden Typhusbacillen von einer 24 Stunden bei 37° C. gewachsenen
Agarcultur eingesét.

1. Unverdiinntes menschliches Typhusserum.

a) Aérob b) Anaérob
Datum 1om Typhussernm 1= Typhusserum
, enthielt Typlusbacillen enthielt Typhusbacillen
2. Juni sofort nach d. Aussaat. 186 400 000 166.400 000
8. ,, nach 24Std. bei 87°C. 29 120 000 16 810 000:

Ebenso zeigte die Verdinnung des Serums mit Nihrbouillon im Ver-
hiltnisse von 1:40, wie der folgende Versuch ergiebt, sehr energische
bakteriolytische Wirkungen.. Auch in die Sernm-Bouillonmischung wurden
Typhusbacillen von einer 24 Stunden bei 37° C. gewachsenen Agarcultur
eingesat..

2. Menschliches Typhusserum + Bouillon 1:40.

a) Aérob b) Anaérob
Datum 1 = Typhusserum-Bouillon|1 = Typhusserum-Bouillon
enthielt Typhusbacillen enthielt Typhusbacillen
1. Juni sofort nach der Aus- | 23040 000 23 040 000
saat der Typhusbacilien
2. Jnni. nach 178td. b.37°C. 9 400 000 4,830 000
%, 4, 40, 6 030 000 2 940 000
4 , , 5Tagen, 2 880 000 nioht ‘gezalilt

1 e= unverdiinntes Serum von. einem: Typhuskranken in. der 8. Woche
vernichtete: also innerhalb 24 Stunden: die enorme Zahl von 137 Millionen
Typhusbacillen und selbst 1°= des im Verhaltnisse von 1:40 mit Bouillon
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verdiinnten Serums ldste innerhalb 17 Stunden 18 Millionen Tygphus-
bacillen 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 Infectionskrankheiten. Die Heilung
.wird um so frither und um so sicherer zu erwarten sein, je grosser
die Menge des Typhase-Immunproteidins im Blute und je grosser dem-
entsprechend die bakteriolytische Wirkung des Blutserums bei ILuft-
absehluss ist.

Hiermit hat der anasrobe bakteriolytische Versuch prognostischen
-Werth bekommen. Man wird in Zukunft das Blutserum von Typhus-
kranken auf dessen Typhusbacillen l6sende Wirkung bei Luftabschluss
quantitativ priifen missen, um auf Grund des Resultates die Prognose zu
stellen. Die Prognose ist voraussichtlich um so gilinstiger, je frither die
bakteriolytische Wirkung eine bestimmte Hohe erreicht. Es wire zundchst
angezeigt, durch eine grossere Reihe von klinisch bakteriolytischen Versuchen
bei zahlreichen Typhuskranken in verschiedenen Stadien der Krankheit eine
grossere Zahlenreihe zu ermitteln und diese dann mit dem beobachteten
spateren Verlaufe der Krankheit zu vergleichen.

Aus dieser hdochst verdienstvollen Arbeit miissen sich dann zahlen-
missige Anhaltspunkte fiir eine sichere Prognose ergeben. Dass die
Prifung des Blutserums eines vermeintlichen Typhuskranken auf seine
bakteriolytische Wirkung ein viel sichereres Mittel zur Sicherstellung
der Diagnose ist, als die Agglutination, braucht kaum gesagt zu
werden. An Stelle des bisher von den Aerzten ausgefiihrten
Agglutinationsversuches muss in Zukunft der anaérobe bakte-
riolytische Versuch treten, da derselbe ein zahlenméssiges Re-
sultat ergiebt und sowohl fiir die Diagnose als fiir die Prognose
Ausschlag gebend und jedenfalls zuverldssiger ist, als der oft
zu Tduschungen Veranlassung gebende Agglutinationsversuch.

8. Die bakteriolytische Wirkung normalen Blutes bei Sauer-
stoffabschluss.

Ueber die baktericide Wirkung normalen Blutes bei Sauerstoffabschluss
haben wir bis jetzt nur wenige Versuche ausgefithrt. Die Resultate waren
negativ, d. h. es konnte ein Einfluss des Sauerstoffabschlusses auf die
Grosse 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 von Bacterium coli commune
und Typhusbacillen ausgefiihrt.
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Baktericide Wirkung normalen’ Kaninchen-Blutserums bei agrober und
anaérober Aufbewahrung bei 37° C.

Aérob Anaérob
sofort nach| nach nach sofort nach nach nach
Aussaat |2 Stunden |5 Standen | Aussaat |2 Stunden |5 Stunden

Bacterinum 500 600 | 800100 . | 1200000 || 500600 480 000 500 000
coli commune

Bacillus typhi | 52000 1000 400 || 52000 800 250

Aus diesen Zahlen ist ersichtlich, dass die baktericide Wirkung des
Kaninchen-Blutserums eine sehr geringe war, insofern 52000 .Typhus-
bacillen innerhalb 5 Stunden von 1 ¢ des Serums noc¢h nicht vollkommen
vernichtet waren. Wie enorm ist dem gegeniiber die bakteriolytische
Wirkung der Immunsera! Durch den Sauerstoffabschluss wurde die bakte-
ricide Wirkung des normalen Serums auf Typhusbacillen nicht erhdht.

Bei Bacterium coli trat bei Luftzutritt sogar Vermehrung ein, wihrend
bei Luftabschluss die Zahl der eingesiten Keime 5 Stunden hindurch die
gleiche blieb. Dieses letztere Resultat ist jedoch nicht auf eine Erhohung
der baktericiden Wirkung, sondern lediglich auf den Sauerstoffabschluss
zuriickzufihren, der ja bei obligat und facultativ asroben Bakterien die
Vermehrung behindert.

Im Allgemeinen ergiebt sich ein grosser Unterschied bei agrober
Behandlung zwischen dem Pyocyaneus-Enzym und den Immunsera. Bei
ersterem sehen wir, dass der bakteriolytische Effect aérob fast so
energisch ist, wie bei anaérober Behandlung (bei Anthrax, Diph-
therie, Staphylococcus pyogenes aureus, Pestbacillen u. s. w.). Dagegen
konnen sich bei den Immunsera bei aérober Behandlung und
starker Aussaat die Bakterien betrichtlich vermehren, wihrend bei
anagrober Behandlung ein sehr bedeutender bakteriolytischer
Effect hervortritt. Manchem wird dies sehr mysterids erscheinen; aber
nach unserer Theorie lisst sich eine sehr einfache Erklirung hierfiir geben.

Wir miissen dabei beachten, dass in beiden Fallen die Bakterien eine
gewisse Menge Enzym durch oxydative Thatigkeit unwirksam machen kénnen.

Im Immunserum ist nun das Enzym der betreffenden pathogenen
Bakterien mit einem thierischen Eiweisskérper zu einem hochmolecularen
Complex (immunisirender Stoff = Immunprotetdin) verbunden, welcher weit
langsamer in die Membranen und das Protoplasma der Bakterien ein-
dringen kann, als das urspriingliche Bakterienferment an sich im freien
Zustande. In beiden Fallen aber wird bei gleicher oxydativer Thitigkeit

der Bakterien die Zerstorung des complexen Enzyms (Immunproterdin)
Zeitschr. f. Hygiene, XXXI. 4
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im Immunserum grissere Fortschritte machen konnen, bevor eine ge-
niigende Menge in die specifisch pathogenen Bakterien selbst eindringen
kann. Beim freien Enzym dagegen, welches wegen bedeut-nd kleineren
Moleciils weit rascher in die Membran und das Protoplasma eindringen
kann, gelingt es den Bakterien nicht, durch oxydative Thétigkei in der-
selben Zeit geniigend Enzym unschidlich zu machen. .

Man kann sich die Sache am einfachsten so vorstellen, dass das freie
Enzym z. B. in 10 Mal grosserer Menge in derselben Zeit in die Zellen
eindringen kann, als das hochmoleculire Enzym des Immunserums. Wenn
nun in beiden Fillen die oxydative Thatigkeit der Bakterien die gleiche
ist und z. B. geniigt, um die nicht eingedrungene Menge des hochmolecularen
Enzyms des Immunserums in vitro zu oxydiren, so wird lediglich ein
entsprechender Theil des freien Enzyms ebenfalls der oxydativen Théitig-
keit anheimfallen und es wiirden daher °/,, des freien Enzyms ihre bakte-
riolytische Thitigkeit ausiben konnen.

VII. 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 Erklarung
der Ursache, bezw. des Chemismus der kiinstlichen Immunitit bei toxischen
Infectionskrankheiten gegeben und ausserdem geht daraus hervor, dass die
Ursache der Immunitit bei toxischen und septicdmischen Infections-
krankheiten im Wesentlichen die gleiche ist. Hier wie dort werden durch
das Immunproteidin, welches eine Verbindung des bakteriolytischen Enzyms
der specifischen pathogenen Bakterien mit Blut- oder Organeiweiss dar-
stellt, nicht nur die.betreffenden pathogenen Bakterien gelést, sondern
auch deren Gifte, welche wahrscheinlich ebenfalls enzymartiger Natur
sind, zerstort. Bei der Immunitit gegen toxische Infectionskrankheiten
ist die letztere (giftzerstorende), bei derjenigen gegen septicimische Infections-
krankheiten die erstere (bakteriolytische) Wirkung vorherrschend und von
grosserer Bedeutung.

Entgiftung des Diphtherietoxins durch Pyocyaneus-Enzym.

Versuch 1. - Am 15. November 1898 werden 0.1°™ im Vacuum con-
centrirter, durch Berkefeldfilter filtrirter Diphtheriecultur mit 0.9 ™ destillirten
und sterilisirten Wassers vermischt und unter Watte- und Gummikappen-
verschluss bei 37° C. aufbewahrt.

In ganz gleicher Weise wurden 0-1°™ derselben concentrirten und
filtrirten Diphtheriecultur mit 0-9 ™ einer aus gefilltem und getrocknetem
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Pyocyaneus—Enzym durch sterilisirtes Wasser hergestellten Losung vermischt
und in den auf 37° C. eingestellten Briitschrank gebracht.

Am 16. November, d. h. nach 18stiindigem Stehen- bei 37° C., erhalt
ein 336 8™ schweres Control-Meerschweinchen von der ersterwidhnten Lisung
des Diphtherietoxins in Wasser 0.3 *®, und ein 334 #™ schweres, roth-
gezeichnetes Meerschweinchen ebenfalls 0.3 ™ der obigen Mischung von
Diphtheriecultur und Pyocyanaselésung subeutan am Bauche. — In diesen
0-3°m waren also in beiden Fillen 0:03°® der concentrirtén Diphtherie-
toxinlgsung enthalten.

Am 17, November, Vormittags, d. h. 18 Stunden nach der Injection,
wird das Controlthier, welches lediglich die verdiinnte Diphtherietoxin-
15sung erhalten hatte, todt aufgefunden.

Das rothgezeichnete Meerschweinchen, welchem von der Mischung des
Diphtherietoxins mit Pyocyanaselosung injicirt worden war, ist am Leben.

Am 19. November, Abends, stirbt auch das rothgezeichnete Meer-
schweinchen, welches eine einmalige Pyocyanaseinjection erhalten hatte.

Dieser Versuch zeigte, dass die bei demselben injicirte Giftdosis
ausserordentlich hoch ist, da das Controlthier schon nach 18 Stunden ver-
endete. Trotzdem war eine entgiftende Wirkung der Pyocyanase nicht
zu verkennen, da das damit behandelte Meerschweinchen 21/, Tage linger
lebte, als das Controlthier. Es war somit zu erwarten, dass durch Herah-
setzung der Giftdosis und Wiederholung der Enzyminjection wesentlich
giinstigere- Resultate zu erzielen seien.

Versuch 2. Bei einem zweiten Versuche wurde die Giftdosis auf 1/,
der beim vorigen Versuche erwdbnten herabgesetzt und das eine Meer-
.schweinchen erhielt ausserdem an 3 auf einander folgenden Tagen Injectionen
von je 0-8¢™ Pyocyanaselosung in das subcutane Gewebe des Bauches, in
welches auch das Diphtherietoxin injicirt worden war. Das Controlthier
starb schon 30 Stunden nach der Giftinjection, wihrend das mit Pyocyanase
behandelte Meerschweinchen erst am Abend des 3. Tages nach der Gift-
einspritzung an einer secundiren Infection (durech Bakterien verursacht) zu
Grunde ging.

Bei demselben ergab die Section einen hdchst merkwiirdigen Befund.

Die Epidermis war in einmarkstiickgrosser Ausdehnung an der Injections-
stelle der Pyocyanase am Bauche aufgeldst, die darunter liegende Haut war
wie macerirt. Wihrend bei dem Controlthiere, welches nur eine subcutane
Injection von Diphtherietoxin in die Bauchhaut erhalten hatte, eine iber
den ganzen Bauch und einen Theil der Brust ausgedehnte sulzige Infiltration
des subcutanen Gewebes (Diphtheriesdem), dhnlich dem Milzbrandddem, zu
constatiren. war, fand sich bel dem mit Pyocysnase behandelter Meer-
schweinchen keine Spur eines solchen Oedems; dagegen war die Haut, offen-
bar in Folge partieller Lisung.des subcutanen Gewebes ducrh die Pyoeyansse;
in der Umgebung der InJectxonsstelle am Bauche von der darunter liegenden
Fascie abgelost und in der Peripherie dieser Stelle vertrockmet. Von der
von Epidermis entbléssten Hautstelle aus waren offenbar pathogene Bakterien
eingewandert, welche den Tod des Thieres verursachten.

4*
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Aus diesem Versuche war demnach zu ersehen, dass bei wiederholter
Pyocyanaseinjection in das subcutane Gewebe eine partielle Auflosung des-
selben und sogar eine Maceration und Auflésung der Epidermis durch das
Pyocyaneus-Enzym beim Meerschweinchen, welches bekanntlich fir die
Pyocyaneusinfection sehr disponirt ist, eintreten kann. Die in Folge
hiervon entstehenden kleinen Hautulcerationen heilen iibrigens sehr rasch,
wenn man dieselben mit Jodoform bestreut und mit Collodium deckt:
Bei Kaninchen wurden &hnliche Erscheinungen bisher nicht beobachtet.

Aus diesem Versuche ergab sich also die interessante Thatsache, dass
das Pyocyanasen-Enzym sogar das lebendige Gewebe der Meerschweinchen-

haut aufzuldsen im Stande ist.
Man darf deshalb niemals in ein und dieselbe Hautstelle wiederholte

Injectionen von Pyocyanase machen. Wir zogen es vielmehr, mit Riick-
sicht auf dieses Vorkommniss, vor, die Pyocyanase bei Hellversuchen in
die Musculatur, anstatt in das subcutane Gewebe zu injiciren.

Versuch 3. Am 17, December 1898 erhielten ein Meerschweinchen (a)
von 408 &™ Korpergewicht und ein 414 8™ schweres Meerschweinehen (b) je
0.003°m der durch Berkefeldfilter filirirten und im Vacuum concentrirten,
nachgewiesener Maassen bacillenfreien Diphtherje-Bouilloncultur subcutan
am Bauche. Die Giftdosis war also 10 Mal geringer, als beim ersten Ver-
suche. Dem Meerschweinchen a werden !/, Stunde spiter 1.0°® in steri-
lisirtem Wasser geloster Pyocyanase in das subcutane Giewebe am Bauche
injicirt. Am 18. December werden 0.8°m™ der gleichen Pyocyanaseldsung
in die Musculatur des rechten Hinterschenkels und am 19. December 0.5 ™
derselben in die Muskeln des linken Vorderschenkels injicirt. Am Abend
des 19. December verendete das Controlmeerschweinchen b. Bei der Section
findet sich ein iiber den Bauch und einen Theil der Brust ausgedehntes
Oedem (sulzige Infiltration des subcutanen Gewebes), welches auch schon
Tags zuvor deutlich fiilhlbar war, sowie die iibrigen, bekannten Erscheinungen
der Diphtherieintoxication (Vergrdsserung und Dunkelrothfirbung der Neben-
nieren u.s. w.). Bei dem mit Pyocyanase behandelfen Meerschweinchen a
ist- keine Spur einer solchen Infiltration zu bemerken; dagegen ist eine
linsengrosse Stelle der Bauchhaut (Injectionsstelle der Pyocyanase) von Epithel
entblgsst und die Haut lisst sich leicht von der Musculatur an der be-
treffenden Stelle abheben. - Um' eine Infection von dieser Stelle aus,zu ver-
hiiten, wird dieselbe mit Jodoformeollodium iiberstrichen. Das Thier scheint
im Uebrigen gesund zu sein, es ist lebhaft und frisst Brot und Griinfutter.

Versuch 4. Zwei Meerschweinchen, dass eine (¢) von 427 8™ Gewicht
und das andere (d), welches 415 #™ gschwer war, erhielten am 20. December:
je 0.004 = Diphtherietoxinlgsung subcutan am Bauche. Dem schwicheren
Meerschweinchen (d) wurden gleich darauf 1.0 ®® Pyocyanaselésung unter
die. Haut der anderen Bauchseite injicirt. Am 21., 22. und 23. December
wurden diesem Thiere je 0.5 %™ Pyocyanaselosung in die Musculatur des
Hinterschenkels . und einer vorderen Extremitit injicirt. Am 23. December
erschien die Haut an einer bohnengrossen Stelle des Hinterschenkels dunkels
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roth, wie wenn ein Bluterguss unter dieselbe stattgefunden hitte. Am 24.
fehlte das Epithel an dieser Stelle, weshalb dieselbe mit Jodoform bestreut
und mit Collodium bestrichen wurde. Das Controlmeerschweinchen (c) ver-
endete in der Nacht vom 22. auf 23. December. An der Injectionsstelle
fand sich dié sulzige Infiltration des subcutanen Gewebes und ebenso waren
‘die Verinderungen der Nebennieren sehr charakteristisch ausgebildet. Das
mit Pyocyanaseldsung behandelte Meerschweinchen magerte ziemlich stark
ab und frass in den ersten Tagen naeh der Injection sehr wenig. Vom
25. December ab war das Thier wieder sehr lebhaft, es frass viel, und heute
(1. Januar 1899) wiegt dasselbe wieder 4128,

Dieser Versuch wurde genau in der gleichen Weise an 5 Meerschwein-
chen von 431, 425, 423, 417 und 412&m™ Kiorpergewicht wiederholt. Das
441&™ gchwere Controlmeerschweinchen starb am 3. Tage nach der Injection
des Diphtheriegiftes. Von den 5 anderen Meerschweinchen starb eines,
-welches nur zwei subcutane Pyocyanaseinjectionen erhalten hatte, 21/, Tage
nach dem Tode des Controlthieres. Die anderen 4 Thiere, welche drei, bezw.
vier subecutane Injectionen von 0.5 bis 1.:0™ Pyocyanaselésung erhalten
hatten, leben noch heute. Auch die Infiltration des subcutanen Gewebes an
‘der Injectionsstelle kam in Folge der Pyocyanaseinjection nicht zur Ent-
wickelung.

Da die Pyocyanase nicht nur grosse Mengen von Diphtherie-
bacillen in vitro und im thierischen Korper aufzulésen im
Stande ist, sondern auch das Diphtheriegift im Organismus zu
zersetzen, bezw. unwirksam zu machen und somit sowohl die
Diphtheriebacillen-Infection, als. auch die Diphtherietoxin-
Intoxication zu coupiren vermag, so ist es gewiss ni¢cht un-
bescheiden, wenn wir den Wunsch aussprechen, dass die
Kliniker bei der Behandlung der Diphtherie die. Pyocyanase,
wenn auch nicht anstatt, so doch neben dem Heilserum ver-

suchen mochten.

VIII. Eigenschaften der Pyocyanase.

Hr. Dr. Gustav Graff hatte die Giite, eingehendere Untersuchungen
Gber die Eigenschaften der . Pyocyanase anzustellen. Von den erzielten
Resultaten theilen wir einstweilen die folgenden mit.

Die aus den Culturfliissigkeiten gefillte Pyocyanase stellt eine hell-
gelbgrinliche bis olivgrimgelbe, leichte, brocklige 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
Verdiinnung), wie letztere gewissen Culturen des Bacillus pyocyaneus eigen
ist. Bei auffallendem Tichte zeigt die Losung (auch die tiefbraune) griine
Fluorescenz. Die Reaction der Losung ist deutlich alkalisch.
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Ferrocyanwasserstoffsiure ruft in der Losung keine Fallung hervor,
Auch Millon’s Reagens oder die Biuretreaction geben keine Violettfirbung.
Dagegen tritt beim Kochen geringer Mengen der Substanz mit rauchender
Salzsiure eine sehr deutliche Violettfirbung auf, die bei etwas grdsserer
Substanzmenge von einer dunklen Malagafarbe abgelost wird, welche letztere
aber noch deutlich eine violette Farbenuance erkennen lasst. .

Wird die Substanz mit Kalilauge schwach erwirmt, so tritt intensive
Gelbfirbung ein und auf Zusatz von Bleiacetatlosung entsteht allmihlich
ein geringer schwarzer Bodensatz, so dass die Substanz geringe Mengen
Schwefel zu enthalten scheint. In schwach alkalischer Losung mit Wasser-
stoffsuperoxydlosung versetzt, entwickelt die Pyocyanase entweder so stiir-
misch Sauerstoff, dass fast der ganze Inhalt des Reagensglases heraus-
geschleudert wird, oder aber die Entwickelung von Sauerstoff geht weniger
plotzlich, aber immer sehr lebhaft von statten und hilt Stunden lang an.
Diese Eigenschaft behilt die Pyocyanase unverindert bei, auch wenn sie
langere Zeit (5 Tage) unter Alkohol aufbewahrt wird; ebenso zeigte sie
dieselbe noch nach 24stindigem Stehen unter Chloroform.

Hichst merkwirdig ist das Verhalten der Pyocyanase gegen. hohe
Temperaturen. 2™ Pyocyanaselisung wurden 1%/, Stunden auf 85 bis
900 C. erhitzt, mit 2619744 Milzbrandbacillen- (24stindige Agarcultur
bei 8T7° €. gewachsen) versetzt und nach wenigen Minuten Gelatineplatten
mit je 3 und 1 Oese dieser Mischung hergestellt und bei 24° C. auf-
bewahrt. Zwei schief erstarrte Agarproben wurden mit je 1 und 5 Oesen
der Mischung derart bestrichen, dass die Oberfliche des N#hrbodens an
vielen Stellen mit dem Platindraht geritzt wurde, um etwa noch lebens-
fahige Milzbrandbacillen in tiefere Schichten des Agars zu bringen und
dieselben .so der Wirkung der mitibertragenen minimalen Mengen von.
Enzym zu entziehen. Alle diese Gelatineplatten und Agarproben
blieben wider Erwarten steril. Selbstverstindlich war das Gleiche
der Fall bei ebenso viel Gelatineplatten und Agarproben, welche 2, 7 und
24 Stunden nach Zumischung der Milzbrandbacillen durch Aussaat gleicher
Mengen der Pyocyanase-Milzbrandbacillen-Suspension hergestellt worden
waren.

Ein gleiches Resultat hatten zwei Versuche, bei welchen eine ebenso
grosse Zahl von Milzbrandbacillen in 2 c@ Pyocyanaselosung gebracht
wurde, nachdem dieselbe, im Reagensglase -befindlich, 1!/, Stunden (bei
721 == Barometerstand, also bei einer Temperatur von 98-5° C.) im kochenden
Wasser gestanden hatte.

Die Zahl der in die Pyocyanaselosung ausgesiten Milzbrandbacillen
wurde so ermittelt, dass von derselben Milzbrandbacillen-Aufschwemmung
in Wasser, von welcher 6 Oesen in 2™ Pyocyanaselésung. iibertragen
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worden waren, ‘iz analoger Weise auch 6 Oesen in 2 ™ sterilisirtes Wasser
gebracht wurden, aus welchem dann je 1 und 3 Oesen auf Gelatineplatten
(Petrischalen} ausgesit wurde. Da nach Ficker! in destillirtem Wasser
eine grosse Zahl ilterer Bakterienzellen rasch ihre Entwickelungsfihigkeit
verlieren, so sind die angegebenen Zahlen der in der Pyocyanaseldsung
momentan abgetddteten Milzbrandbacillen eher zu gering, als zu “hoch
angegeben.

2619 744 vollvirulenter Milzbrandbacillen waren also fast momentan,
oder hochstens in 5 Minuten durch 2°™ Pyocyanaselosung vollig ver-
nichtet worden. Wahrlich eine ganz enorme Zahl und eine ganz gewaltige
Leistung!

Sogar die einstindige Einwirkung des stromenden Dampfes (von
98.5% C. bei 721 ™= Barometerstand) war nicht im Stande, die bakterio-
lytische Wirkung der Pyocyanase aufzuheben. Es war nur eine Ver-
minderung der bakteriolytischen Eigenschaften zu constatiren; auch die
anderen wesentlichen Eigenschaften der Pyocyanase, wie z. B. die Sauer-
stoffentwickelung bei Zusatz von schwach alkalisch gemachter Wasserstoff-
superoxydlosung, blieben erhalten. Die Sauerstoffentwickelung war aller-
dings weniger stark, als bei nicht erhitzten, gleich grossen Pyocyanase-
proben,

Trotz der Widerstandsfahigkeit der Pyocyanase gegen hohe Tempe-
raturen miissen wir dieselbe dennoch als eine emzymartige Substanz be-
zeichnen, weil die rathselbafte und so energische Wirkung der minimalsten
Mengen dieses Stoffes nur bei dieser Annabme erklirbar erscheint.

Analoge Beobachtungen wurden ibrigens auch bei anderen eiweiss-
losenden, sogenannten peptonisirenden Fermenten, z. B. von Wurtz? beim
Papain (Papayotin) gemacht. Wurtz constatirte, dass nach dem Erhitzen
auf 105° die peptonisirende Wirkung des Papayotins vollkommen er-
halten war.

Die grosse Widerstandsfahigkeit der Pyocyanase gegen hohe Tempe-
raturen erscheint weniger merkwiirdig, wenn man die, allerdings erst ganz
kiirzlich, von uns constatirte Thatsache beachtet, dass auch der Bacillus
pyocyaneus 3/,stiindiges Erhitzen im kochenden Wasserbade und 1%/, stlin-
diges Erhitzen auf 85 bis 90° C. aushélt, ohne seine Entwickelungsfihig-
keit zu verlieren, oder auch nur Einbusse daran zu erleiden. Eine durch
Berkefeldfilter filtrirte, im Vacuum auf /,, eoncentrirte Cultur des Bacillus
pyocyaneus wurde 3/, Stunde im kochenden Wasserbade und eine andere

! Martin Ficker, Ueber Lebensdauer und Ahsterben von pathogenen Keimen.
Diese Zeitschrift. 1899. Bd. XXIX.
? Compt. rend. 1890, p. 1379, und 1891, p. 7T87.
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Probe. der. gleichen Flissigkeit 1%/, Stunden auf 85 bis 90° C. erhitzt
und einige Oesen von beiden Proben auf Nihr-Agar-Agar iibertragen. Schon
am nichsten Tage war auf beiden Proben ein intensiv- griin gefirbter
Belag von Pyocyaneusbacillen zur Entwickelung gelangt. Es ist immerhin
moglich, dass der Bacillus pyocyaneus bis jetzt nicht nachgewiesene Sporen
bildet, welche so klein sind, dass sie durch Berkefeldfilter hindurchgehen.

Bringt man eine minimale Menge Pyocyanase (1™ der getrockneten
Substanz) auf Nahrgelatine, so wird die letztere bei 22° . so enmergisch
verflissigt, dass in 24 Stunden der ganze Inhalt des Reagensglases in
Flissigkeit umgewandelt ist. Diese Eigenschaft ist von praktischem Werthe,
da dieselbe neben der Wasserstoffsuperoxydreaction ein einfaches Mittel
bietet, um Pyocyanasepriparate rasch auf ihre Wirksamkeit zu prifen.

Auch Fibrin wird durch die Pyocyanase rasch gelost. 8°¢™ des im
Vacuum concentrirten Filtrates von Pyocyaneusculturen wurden mit 2 &
Fibrinflocken versetzt und am Abend in den auf 37° C. eingestellten
Briitschrank gestellt. Am nachsten Morgen waren die Fibrinflocken voll-
kommen gelost. Nun wurden nochmals 1 bis 2 &= Fibrin zugesetat,
welche schon nach 4 Stunden bei 87° C. geldst waren.

Sehr interessant ist die Wirkung der alkalisch reagirenden Pyocyanase
einerseits und einer stirker alkalisch gemachten, sowie einer saueren
Pyocyanaseldsung andererseits auf Hiithnereiweiss.

Bringt man durch 10 Minuten langes Kochen ~coagulirtes Hithner-
eiweiss mit einer sehr geringen Menge Enzym in wisseriger Losung (1 ™)
zusammen, so wirkt dies schon bei der geringen Temperatur von 22° C.
sehr energisch auf das Hihnereiweiss ein und 16st im Laufe von 12 Stunden
mehrere Gramm. Viel energischer ist die Einwirkung des Enzyms jedoeh,
wenn man die schwache Alkalitit der Losung  durch Zusatz geringer
Mengen Alkali vermehrt. Bei einer Temperatur von nur 22° C. wurden
durch ‘eine solche, stérker alkalisch - gemachte Pyocyanaselosung 5 &™
Hiuhnereiweiss in 12 Stuniden vollkommen geldst.

In einer schwach mit Salzsiure angesiuerten Pyocyanaseldsung wird
dagegen coagulirtes Hiihnereiweiss unter den oben erwiahnten Verhaltnissen
gar nicht gelost.

Aus allen diesen Kigenschaften geht mit Sicherheit hervor, dass ein
pro'teolytiséhes Enzym vorliegt, und zwar ein:zu den Trypsinen gehorendes
Bakterien-Enzym.
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Schlussbetrachtungen.

Aus unseren Untersuchungen ergeben sich die folgenden Schliisse:

1. Der in den meisten Fliissigkeitsculturen von Bakterien, frofz des
Vorhandenseins gentigenden tund geeigneten Nihrmateriales, allmihlich
(d. h. nach Tagen oder Wochen) eintretende Stillstand der Entwickelung
berubt auf der Entstehung enzymartiger Stoffe, welche von den
Balkterien selbst gebildet werden und diese schliesslich wieder auf-
15sen.

2. Es giebt bakteriolytische Enzyme, welche nicht nur die eigene
Bakterienart (conforme Enzyme), sondern auch solche, welche verschiedene
andere (auch pathogene) Bakterienarten aufzulésen vermogen (heteroforme
Enzyme).

8. Die Heilung mit sogenannten ,,Stoffwechselproducten oder un-
filtrirten Culturen der Bakterien beruht aunf dem Vorhandensein
bakteriolytischer Enzyme in den Culturen.

4, Die kinstliche Immunisirung mit sogenannten ,,Stoffwechsel-
producten oder mit unfiltrirten Culturen pathogener Bakterien beruht
darauf,  dass sich allmihlich im Blute eine haltbarere Verbindung
zwischen dem bakteriolytischen Enzym der Bakterien und
einem Eiweisskorper des Blutes oder mit Organeiweiss bildet. Dieses
resultirende Immunproteidin hat noch die bakteriolytischen Eigen-
schaften des urspriinglichen Enzyms.

5, Diese Vereinigung, welche im Thierkdrper nur sehr langsam und
bei grossen Verlusten an Enzym vor sich geht, kann in kurzer Zeif
auch in vitro durch chemische Einwirkungen hergestellt werden.. Man
ist also jetzt im Stande, wenigstens bei einzelnen Infectionskrankheiten
Heilserum' ohne Zuhilfenahme des thierischen Organismus kiinstlich zu
bereiten.

6. Die sogenannte Agglutination ist weiter nichts als das erste
Stadium des bakteriolytischen Effectes des Enzyms,

7. Die Immunsera wirken bei Aussehluss von Luft im Allgemeinen
weit energischer bactericid, als bei Luftzutritt, was man bisher vollstindig
iibersehen hat. Aber auch bei Luftzutritt kann man bei hoher Concen-
tration der Bakterienfermente (bezw. Immunproteidine) stark baktericide
Wirkungen gewisser Immunsera beobachten: v

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

10. Durech das in vitro dargestellte Pyocyanase-Immunproteidin kann
ein hoher Grad von mindestens 14tigiger Immunitit gegen Milzbrand
erzielt werden.,

11. Die bei der Pyocyanasebehandlung von Milzbrand u.s. w. ein-
tretende Erhohung der Korpertemperatur um eca. 1° C.. ist lediglich die
Folge der Enzyminjection. Ein Einfluss der bei der Auflosung der Bak-
terien in’s Blut gelangenden Bakterienproteine auf die Korpertemperatur
tritt meistens nicht hervor, wahrscheinlich, weil die letzteren dureh das
Enzym nicht nur gelist, sondern gleich weiter zersetzt werden.

12. Die baktericide Wirkung des normalen Blutes wird wahrschein-
lich ebenfalls durch enzymartige Stoffe verursacht. Hierfiir spricht unter
Anderem der Umstand, dass auch durch normales Blutserum bei héherer
Concentration Agglutination bewirkt wird.

Die bekannte Beeinflussung des Anthrax durch Bacillus pyocyaneus
wollen Woodhead und Wood* durch den ,Antagonismus der Gifte®,
Bitter? durch ,,Stoffwechselproducte’, Blagovetschewski? durch die
flichtigen Producte (Ausdinstung) erkliren. Die hemmende Wirkung,
welche der Pyocyaneuns in seinén eigenen Culturen erfabrt, sucht Bifter
im reichlich gebildeten Alkali und in der Erschopfung des Nahrbodens;
die Hemmung, welche der Schweinerothlaufbacillus in seinen eigenen
Culturen erfihrt, sucht er dagegen in einer SHureproduction.

Nach unseren Erfahrungen spielen aber die unter den sogenannten
Stoffwechselproducten befindlichen Enzyme die erste Rolle bei diesen
Hemmungen der Culturen, oder diesen Beeinflussungen fremder Bakterien-
arten. Hierfiir spricht auch die Thatsache, dass trotz reichlichen Vor-
handenseins der ndthigen Nahrungsstoffe und trotz der Neutralisation ge-
bildeter Sdure kein neues Wachsthum in den Culturen stattfindet.

Die Pyocyanage ist besonders dadurch vortheilhaft ausgezeichnet, dass
sie, direct intravends injicirt, keine erheblicher Storungen durch Lésung
von Blutkdrperchen hervorruft,  obgleich sie befdhigt ist, Fibrin aufzultsen.
Ganz anders ist das Verhalten des Pankreassaftes, welcher, wie Nencki
und Tschipurkowski* feststellten, einem Kaninchen intravends injieirt,
ofters schon in Dosen von 1.5%™ in wenigen Minuten bis einigen Stunden

X Compt. rend. de P Acad. T.CIX., Nr. 26.

® Baumgarten’s Jahresberichi. 1891,

3 FEbenda. 1890. 8. 588. — Annales de PInstitut Pastewr. 1890. p.11.
* Centralblatt fiir Bakteriologie. Bd. XXIII. Nr. 19 u. 20.
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den Tod des Thieres durch Fibringerinnung, Verstopfung der Blutgefisse,
Stauung des vendsen Blutes und dadurch bedingte geringe Fillung des
linken Herzens, sowie Sinken des Blutdruckes herbeifiihrt.

Nach jemen Autoren enthalt der Pankreassaft auch etwas Fibrin-
ferment. Indessen ist doch die Moglichkeit noch vorhanden, dass die
Blutgerinnung auch indireet durch Todten und Losung der Leukocyten
erfolgte. Nicht alle Bakterien-Enzyme dirften indess so harmlos sein, wie
die Pyocyanase; denn die im Vacuum concentrirten und filtrirten Cul-
turen der Erysipelstreptokokken losen die rothen Blutkérperchen bei intra-
vendser Injection auf

Bei intravendser Injection selbst sehr grosser Mengen von Pyocyanase
entsteht bei Kaninchen eine rasch voriibergehende Temperatursteigerung
von ca. 1% C. So betrug die Korpertemperatur bei einem 2522 8™ schweren
Kaninchen, welchem 0.02#&™ reiner, aus der concentrirten und filtrirten
Cultur gefillten, trockenen Pyocyanase nach dem Losen in schwach alka-
lischem sterilisirten Wasser, in eine Ohrvene injicirt worden waren, nach
4 Stunden 40.1° C. Vor dem Versuche war die Korpertemperatur 39-4° C,
und ebenso hatte dieselbe 12 Stunden nach der Injection wieder die nor-
male Hohe, nimlich 39.3° C. '

Nicht jede Bakterienart scheidet proteolytische Enzyme aus, wie lingst
bekannt ist. Manche Arten sind so exclusiv parasitir geworden, dass sie
mit der leichteren Aufnahme bereits geldst vorhandener Nahrstoffe die
Fahigkeit ganz verloren haben, auch ungeldste Nahrungsstoffe durch her-
zustellende Enzyme zu losen. Hierher gehort besonders der Tuberkel-
bacillus, der keine Enzyme — wenigstens keine hier in Betracht kom-
menden — zu bilden scheint. Heilung mit abgetddteten Culturen, oder
mit den Pressséften desselben ist deshalb naturgemiss unmoglich. Ebenso
ist jede Bemiihung vergebens, hier ein Heilserum in ahnlicher Weise wie
fiir Diphtherie herzustellen. Wohl wire es aber denkbar, dass gewisse
andere Bakterien Enzyme ausscheiden kénnten, welche auch den Tuberkel-
hacillns 16sen, und dann wire wohl auch Heilung und Immunisirung mit
einetn daraus nach wunserer Methode herzustellenden Immunproteidin
denkbar. Ein nicht zu unterschitzendes Hinderniss fir das geniigende
Eindringen eines Enzyms diirfte der hohe Fettgehalt sein, der nach
de Schweinitz tiber ein Drittel der Trockensubstanz der Tuberkelbacillen
betragt. ’

Man konnte noch einwenden, dass nicht unser Enzym in Form des
Pyocyanase-Immunproteldin die Immuinsirung bewirke, sondern dass es
die von jenem Enzym wihrend der Entwickelung der Culturen geldsten
Proteine des Bakterienprotoplasmas selbst sind, welche, in halt-
barere Form in’s Thier gebracht, das wirksame immunisirende Agens
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bilden. Ist schon an und fiir sich diese Hypothese eine gezwungene, so
wird sie noch dadurch hochst unwahrscheinlich, dass die proteolytischen
Enzyme der Bakterien bekanntermassen sich nicht mit dem blossen Losen
und Peptonisiren begniigen, sondern die peptonisirten Proteine auch leicht
weiter in die bekannten Basen und Amidosiuren spalten, worauf diese
weiter vergohren werden, wenn kriftige Bacillen vorhanden.sind. In
einer 4 Wochen alten Pyocyaneuscultur dirften deshalb Plasmaproteine
nur in verschwindenden Mengen unzersetzt noch in Losung sein.

Die Bakteriologen, welche sich in neuerer' Zeit mit den Giftstoffen
der Bakterien experimentell beschiftigt baben, sind der dbereinstimmeénden
Ansicht, dass die Giftstoffe sich in der Zellsubstanz der Bakterien befinden,
so dass sie also auch in den von Buchner, Koch u. A. hergestellten
Presssiften der Bakterien, in den sogenannten Plasminen enthalten sind.

Nach R. Pfeiffer?! sind z. B. die Giftstoffe bei Typhus- und Cholera-
bacillen sehr labiler Natur und hauptsichlich an die Bakterienkorper ge-
bunden. Selbstverstindlich kénnen auch in den von den Bakterien be-
freiten Flissigkeitsculturen solche aus den Bakterienkorpern stammende
Giftstoffe enthalten sein, weil ja die meisten pathogenen Bakterien Enzyme
bilden, welche eine gewisse Zahl von Bakterien mit der Zeit auflosen, so
dass auch die Giftstoffe in Losung gehen. Jedenfalls ist aber die Gift-
menge in der Fliissigkeit gering, weil in frischen Culturen noch wenig
Bakterien aufgelost sind, wahrend in &lteren nicht bloss Losung, sondern,
wie oben ausgefithrt wurde, eine weitere Zersetzung der an und fiir sich
sehr, labilen Giftstoffe stattfindet.

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

Wir sind aber weit entfernt davon, den betreffenden Autoren, welche
die Plasmintherapie zuerst versucht haben, einen Vorwurf zu machen.
Wir miissen im Gegentheil die betreffenden Versuche als sehr verdienst-
voll bezeichnen. Man wusste zwar schon lange, dass die Zellsubstanz der
Bakterien giftige und pyogene Stoffe enthalt, aber die Erkenntniss des
Chemismus des Heilungs- und Immunisirungsvorganges war noch zu un-
vollkommen, so dass die Vermuthung, es kdnne hierbei auch der Zell-
inhalt der Bakterien und die Umwandlung der Giftstoffe in immunisirende
Substanzen eine Rolle spielen, nicht von der Hand zu weisen war. Erst
jetzt, nachdem wir die Bedeutung der bakteriolytischen Enzyme fiir Heilung

Y Deutsche med. Wochensehrift. Bd. XX.- 8. 898.
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und Immunisirung erkannt haben, kdnnen wir die erwihnte Vermuthung
als unrichtig bezeichnen,

Wenn nach Injection von Presssiften der Bakterien (Bakterienplas-
minen) Heilungserseheinungen wirklich beobachiet wurden, so kann dies
nur in einer Beimengung von Enzym oder Zymogen bedingt gewesen sein.

Hier sei auch der interessanten neuen Untersnchungen von Nenecki,
N. Sieber und E. Schoumow-Simanowski! iber die Entgiftung der
Balkterientoxine durch die Verdauungsfermente gedacht. Dieselben zeigten
z. B., dass der pankreatische Saft im Darme das Diphtherietoxin vernichtet.

Es liegt daher ‘der Schluss nahe, dass auch die Pyocyaneustoxine in
unserer concentrirt hergestellten Pyocyauneus-Fermentlosung durch die
Pyocyanase selbst zerstort wurden.? Damit stimmt tiberein, dass wir keine
besonderen Krankheitserscheinungen bei der Injection unserer concentrirten,
fermentreichen Flissighkeit 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 nur die Bakterien, sondern auch die Toxine zerstoren.
Wenn andererseits ein antitoxisches Serum nicht zugleich baktericid
wire, so miissten sich ja die betreffenden Bakterien, deren Gift allein zer-
stort werden soll, in’s Unendliche im Thierkérper vermehren, Die Alexin-
wirkung kommt ja nach einer gewissen Ausbreitung der Infection nicht
mehr in Betracht.

Die Erscheinung der Agglutination wurde in ihrer Ursache sowohl
als in Bezug auf das Verhiltniss zur Heilung verschieden beurtheilt.
Nach Nicolle? soll sie auf der Anwesenheit einer Substanz in der
Bakterienhiille bestehen, welche von dem entsprechenden Serum zur
Gerinnung gebracht wird. Damit ist wohl die weitere Behauptung
Nieolle’s sehr schwer zu vereinbaren, dass diese Substanz sehr wider-
standsfihig gegen Alkalien und Siuren sei und sich in absolutem Alkohol
und Aether 16se (!). Nach ihm steht diese Substanz auch micht zu den
Toxinen und zu den immunisirenden Stoffen in irgend einer Beziehung.

Trumpyp beobachtete, dass irgend welche indifferente schleimige Sub-
stanzen bei Cholera- und Typhusmikroben Verklebung und Haufenbildung
ebenfalls erzeugen kénnen. Besiiglich der Bedeutung der Agglufination
urtheilt dieser Auntor folgendermassen: ’

,Nach alledem erscheint das Phinomen der Agglutination als der
sichtbare Ausdruck einer, durch die specifischen Immunsera bedingten,

! Centralblatt fir Bakteriologie, Bd. XXIIL Nr. 19 u. 20.

? Zum Theil konnen die Toxine allerdings auch durch Dialyse entfernt worden
sein, welche wir behufs Reinigung unserer Enzymlésung vornahmen.

3 Annales de U'Institut Pastewr. T.XIL 1p.161.
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tiefer greifenden Schidigung der Bakterienzelle, die allerdings nur als
eine voriibergehende, nicht unmittelbar die Lebensfihigkeit vernichtende,
aufzufassen ist.

Die Bakterienzelle erweist sich aber in diesem Zustande bedeutend
angreifbarer fitr den Einfluss der activen Alexine normalen Blutserums,
und dies ist der Grund fiir die antibakterielle Schutzwirkung der speci-
fischen Cholera- und Typhus-Immunsera und zugleich die nihere Er-
klirung fiir das Wesen der Immunitit bei beiden bakteriellen Infectionen.*?

Die ,,active Betheiligung des Thierkorpers® diirfte niché in der Ver-
wendung der Alexine zur Todtung der agglutinirten Bakterien bestehen,
sondern nach unserer Auffassung in der Ueberfihrung des bakteriolytischen
Enzyms in eine hochmoleculare, haltbarere Form im Thiere, welche nicht
im taglichen Stoffwechsel zersetzt wird. Da, wie wir nachgewiesen haben,
die bakteriolytischen Enzyme, oder die daraus im Organismus sich bildenden
Immunproteidine die pathogenen Bakterien bei dem im Thierkorper be-
stehenden Sauerstoftmangel vernichten und auflésen, so ist es nicht nothig,
auch noch die Alexinwirkung zur Erklirung des Chemismus der erworbenen
Immupitit heranzoziehen.

Gruber glaubt, dass seine hypothetischen Agglutinine irgendwo im
Korper aufgespeichert sind und allméhlich dem Blute zugefiihrt werden,
wo sie dann der Zerstorung anheimfallen; Arloing dagegen meint, dass
diese Zerstorung in Leber und Milz vor sich gehe.?

Nach Pfeiffer ist die Agglutination lediglich eine entwickelungs-
hemmende Eigenschaft des Immunserums, und kommt die bactericide
Substanz nur im und durch den Thierkérper zur Geltung.

Nach unserer Ansicht liegt in dem Wesen der Agglutination auch
wieder eine Schutzwirkung fiir die Bakterien selbst; denn die im Inneren
der gebildeten Klimpchen eingehiillten Bakterien entgehen ja eine Zeit
lang dem Angriffe des fermentartig wirkenden Immunproteidins.

Nachdem wir nachgewiesen haben, dass die Agglutination nichts
Anderes ist, als eine durch die bakteriolytischen Enzyme bewirkte Ver-
inderung der Bakterienzelle, erscheint diese bisher so rithselhafte Er-
scheinung vollig klargestellt. Die Bakterien, deren Membran durch die
Enzymwirkung verquollen und theilweise aufgeldst ist, haben die Fahig-
keit der vegetativen Théatigkeit verloren, dieselben sinken zu Boden und
werden bel beschrinktem-Sauerstoffzutritt, wie er auch im thierischen und

! Trumpp beobachtete auch bereits, dass der schidigende Einfluss der Ag-
glutination durch die Immunsera um so griosser ist, je stirker die Agglutination
selbst eintritt, was man freilich schon a priori hitte erwarten diirfen. Diese Zeit-
schrift. 1897.

* Soc. nat. de méd. de Lyon. Februar 1891,
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menschlichen Korper besteht, bald ganz, bis auf unlésliche Rests (gewisse
anorganische Stoffe, Fett u. s. w.), aufgeldst.

Den Umstand, dass die Immunsera zwar im Thierkdrper, nicht aber
in vitro baktericid wirken, erklirte ganz neuerdings ein Schiiler Metsch-
nikoff’s durch die Annahme, das Immunserum wirke als Stimulanz auf
diejenigen Korperzellen, denen die Vertheidigung des Organismus gegen
die Bakterieninvasion obliegt. In ganz &bnlicher Weise erklirten andere
Autoren die baktericide Wirkung der Immunsera im Thierkérper und die
Wirkungslosigkeit in vitro damit, dass sie annahmen, das Immunserum
verursache eine ,,Umstimmung® des thierischen Korpers. Damit ist aber
eigentlich keine Erklarung dieser Vorgiinge gegeben; denn es bleibt vollig
dunkel, was wir uns unter dieser ,,Umstimmung‘ oder unter der stimu-
lirenden Wirkung vorstellen sollen.

Durch unsere Untersuchungen wurde fiir Cholera und Typhus be-
wiesen, dass bei der grossen Verschiedenheit der Wirkung des Immun-
serums innerhalb und ausserhalb des Korpers der:Luftabschluss, wie
er in der Bauchhéhle, im subcutanen Gewebe u.s. w. mehr oder weniger
vollkommen besteht, die Hauptrolle spielt; denn wir haben gezeigt, dass
Typhus- und Choleraimmunserum bei Sauerstoffabschluss auch in vitro
sehr emergisch baktericid wirkt. Bei Sauerstoffabschluss sind die Bakterien
nicht mehr im Stande, sich durch oxydative Thétigkeit gegen die Angriffe
des Enzyms, bezw. bakteriolytischen Immunproteidins zu wehren und einen
Theil desselben unwirksam zu machen; die wehrlosen Bakterien werden
deshalb durch letzteres rasch und leicht aufgelost. Damif ist das réthsel-
hafte Phiinomen durch einen hochst einfachen und natiirlichen Umstand
— den Sauerstoffabschluss, welcher die bakteriolytische Thatigkeit- des
Immunproteidins erleichtert — in vollkommen befriedigender Weise- er-
klart, 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 Xorper allerdings noch einige andere, den
bakteriolytischen Effect und die Energie der Enzyme oder Immunprotetdine
begilinstigende Umstinde in Betracht, welche den geringen Unterschied,
der in Bezug auf die bakteriolytische Wirkung in vitro bei Sauerstoff-
absehluss und im Thierkrper vielleicht noch bestehen mag, ganz erklar-
lich erscheinen lassen. Awusser anderen Verhdltnissen von untergeordneter
Bedeutung diirfte im lebenden Korper, wie erwihnt, auch der Umstand
von grossem Einflusse sein, dass Bakterienconglomerate durch den Blut-
kreislauf, die Darmperistaltik u. s. w. zu Einzelindivideen oder kurzen
Ketten von solchen zertheilt werden, so dass sie nun leichter von dem im
ganzen Organismus verbreiteten Eunzym oder Immunproteidin aufgeldst
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werden kénnen. In ausserordentlichem Maasse wird weiterhin der bakterio-
lytische Effect gewisser Nucleasen durch die alkalische Reaction des Blutes
erhoht. So haben wir, wie oben erwihnt, fir die Pyocyanase nach-
gewiesen, dass die eiweissldsende Wirkung in sauren Medien sehr gering,
in schwach alkalischen bedeutend und in stark alkalischen ausserordent-
lich energisch ist.

Verschiedene, bisher ganz unerklirliche Beobachtungen iber die bak-
tericide Wirkung der Immunsera finden nach den oben besprochenen
Thatsachen eine vollkommen befriedigende Erklirung, so z. B. das folgende,
hochst interessante Versuchsresultat, diber welches R. Pfeiffer?! berichtet:
B8 ist moglich, Verdiinnungen des Serums mit Bouillon herzustellen,
welche im Reagensglase so gut wie gar keine abtddtenden Wirkungen. auf
-die Cholerabakterien entfalten, welche sogar fiir diese Mikroorganismen
ein gutes Nahrsubstrat abgeben, wihrend andererseits dieselben Serum-
bouillongemische im Peritoneum des Meerschweinchens die stéirksten
Vibrionen auflésenden Effecte veranlassen. Ja noch mehr. Ich besdete
derartige Bouillonverdiinnungen des Serums mit Choleravibrionen und
stellte sie 24 Stunden in den Briitschrank. Die Réhrchen waren nach
Ablauf dieser Zeit durch die massenhafte Entwickelung lebhaft schwir-
mender Vibrionen stark getriibt. Wenn ich nun zu 1°¢® dieses sicherlich
aller baktericiden und entwickelungshemmenden Substanzen beraubten
Bouillonserumgemisches noch 1 Oese virulenter Choleracultur hinzufiigte
und dann die so gewonnene Aufschwemmung neuen Meerschweinchen
intraperitoneal injicirte, so erhielt ich vollstindig typische, in 20 Minuten
sich abspielende Vibrionenauflosung.“ Dieses Versuchsresultat - erschien
Gruber so merkwirdig, dass derselbe, an eine’ Téuschung glaubend,
daritber sagte: ,,Wire das wahr, so wire bewiesen, dass die Glabrificine
mit dem Schutzvorgange nichts zu thun haben.” Das, was R. Pfeiffer
fand, ist ohne Zweifel wahr und erklirt sich einfach aus dem Umstande,
dass die Choleravibrionen im Reagensglase eine gewisse Menge des bak-
teriolytischen Immunproteiding durch Oxydation unwirksam machten,
wéhrend dieselben in der Bauchhdhle des Meerschweinchens bei voll-
kommenstem Luftabschlusse wehrlos waren, so dass sie nun von der ge-
ringen Menge noch vorhandenen Immunproteidins leicht und rasch auf-
gelGst wurden, zumal durch die Darmperistaltik die Agglutination verhindert
wird, welche im Reagensglase die im Inneren der Klimpchen gelagerten
Vibrionen gegen die Angriffe der Enzymverbindung schiitat.

Aus unseren Untersuchungen . ergeben sich zahlreiche neue Gesichts-
punkte in Bezug auf die Fragen der kiinstlichen Immunitit und die

! Centralblatt fiir Bakteriologie und Parasitenkunde. 1896, Bd.XX. S, 130,
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Heilung von Infectionskrankheiten. So diirfte es voraussichtlich bald ge-
lingen, -Heilserum auf kiinstlichem Wege, ohne Zuhiilfenahme des thie-
rischen Organismus, in viel kiirzerer Zeit, als es bisher moglich war,
herzustellen.

Um z. B. ein genfigend wirksames Diphtherie-Heilserum von Pferden
zu erzielen, sind so oft wiederholte Injectionen der abgetddieten Bakterien-
culturen ndthig, dass die Immunisirung 4 bis 6 Monate beansprucht.
Aunch nach der verbesserten Methode von Pawlowsky und Maksutow
nimmt die Behandlung noch 40 bis 50 Tage in Anspruch. - Nach unserer
Ansicht ist mit diesen Methoden enormer Zeit- und Materialverlust ver-
bunden. Das Bakterien-Enzym — Diphtherase von uns genannt —
wird offenbar zum grossten Theile im Thierkérper zerstort, fillt dem
Stoffwechsel anheim, bevor es sich mit dem Proteidin des Blutes.zu dem
weit haltbareren Stoffe, dem Diphtherase-Immunproteidin, verbinden kann,
welcher bei seiner hochmolecularen Beschaffenheit weniger leicht in die
Thierzellen einzudringen vermag und daher besser vor der Zerstérung
geschiitzt ist. Wie es uns nun bei der Pyocyanase gelungen ist, dieselbe
auf chemischem Wege mit Blut-, bezw. Organeiweiss zu verbinden und so
ein Immunproteidin herzustellen, welches als hochmolecularer Korper
weniger leicht im Thierkdrper zerstort wird -und deshalb immunisirende
Wirkungen entfaltet, so diirfte es nach derselben, von uns angewendeten
Methode moglich sein, auch Diphtherase-, Cholerase-, Typhase-Immun-
proteidin u. s. w. kiinstlich zu bereiten.

Ueber diese Methode und tber diesbeziigliche Versuche werden wir
in einer weiteren Abhandlung berichten.

Durch das Resultat der oben beschriebenen Untersuchungen und
Ueberlegungen ist der bakteriologischen Forschung ein grosses und dank-
bares Feld eroffnet; zahllose neue Fragen harren der Bearbeitung, und
der praktischen Medicin erwéchst die Aufgabe, die durch das Experiment
am Thiere festgestellle Heil- und Schutzwirkung der bakteriolytischen
Enzymse (Nucleasen) und Immunprotetdine auch bei menschlichen Infections-
krankheiten zu erproben.

Zur Bekampfung von Thierseuchen, insbesondere von Milzbrand, dirfte
die Pyocyanase- und Pyocyanase-Immunproteidin-Behandlung sich schon
Jetzt als erfolgreich erweisen. '
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