Zur Differentialdiagnose zwischen den Choleravibrionen’
und anderen denselben nahestehenden Vibrionen.!

Yon

Professor Dunbar,
Director des staatlichen hyglenischen Instituts zu Hamburg.

Aus nachstehender Arbeit von Neumann und Orth ist zu ersehen,
dass sich ebenso wie im Herbst 1893 auch im Herbste der Jahre 1894
und 1895 wiederum in der Elbe bei Hamburg choleraihnliche Vibrionen
— im letztgenannten Jahre sogar nachgewiesenermassen in grosser Ver-
breitung — zeigten, wihrend in den Ubrigen Abschnitten der genannten
drei Jahre unsererseits vergeblich nach diesen Vibrionen gefahndet
worden ist.

Mit Rieksicht auf die nunmehr feststehende Thatsache, dass den
Flusslaufen ein grosser Einfluss auf die Verbreitung der Cholera asiatica
beizumessen ist, und darauf, dass die Choleraepidemieen in unserer Gegend
sich gerade im Herbste auszubreiten pflegen, beanspruchen diese anschei-
nend jahrlich im Herbste in grosser Zahl wieder auftretenden Wasser-
vibrionen ein grosses Interesse in differential-diagnostischer Beziehung.
Denn es wird in Zukunft gewiss nicht an Versuchen fehlen, zu Cholera-
zeiten den Choleraerreger in den Gewissern nachzuweisen.

Angesichts des ausgiebigen Materials, das in den letzten Jahren von
verschiedenen Seiten zur Begriindung der Auffassung beigebracht worden
ist, dass die sichere Identificirung von Vibrionen, welche chne Zusammen-
hang mit klinisch ausgesprochenen Cholerafallen gefunden wurden, eine
recht schwierige Aufgabe ist, steht man vor der Frage, ob die zur Zeit
verfiigbare Methodik uns tberhaupt Mittel bietet, mit Sicherheit zu.ent-
scheiden, ob gegebene Vibrionen, z. B. unsere oben erwahnten Elbvibrionen,
Choleravibrionen sind oder nicht,

! Bingegangen am 10. Januar 1896.
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Bekanntlich giebt es Autoren, welche behaupten, man konne ohne
Versuche an Menschen diese Frage nicht losen. Andere Autoren sind
meines Erachtens mit Recht der Auffassung, dass ein negativer, ja selbst
positiver Ausfall solcher Infectionsversuche an Menschen eine -sichere
intscheidung der Frage tiber die Zugehorigkeit der fraglichen Vibrionen
zu den Choleravibrionen nicht zulisst. Denn es steht ausser Zweifel, dass
Vibrionen, die den Choleravibrionen nicht zuzurechnen sind, auch bel
Menschen choleraihnliche Symptome hervorrufen konnen. Allerdings ist
eine todtliche Infection mit solchen Vibrionen moch nicht zu ver-
zeichnen. Der einzige bisher bekannte Fall einer todtlich verlaufenden
Laboratoriumsinfection mit Choleravibrionen — ich meine den Fall
Oergel 5 zeigt uns andererseits, dass Infectionsversuche mit Cholera-
vibrionen an Menschen nicht mehr als zuléssig anzusehen sind.

Manche der im Wasser gefundenen Vibrionen lassen sich, obgleich
sie morphologisch und culturell manche Aehnlichkeiten mit den Cholera-
vibrionen zeigen, von diesen unterscheiden, weil sie besonders hervor-
tretende Eigenschaften besitzen, die den Choleravibrionen fehlen. Das
gilt z. B. fir die phosphorescirenden Vibrionen. Andere weichen in
ihrer Form von den echten Choleravibrionen ab, wieder andere durch ihr
Wachsthum auf Gelatineplatten. Schliesslich finden sich soleche Wasser-
vibrionen, die in manchen Punkten den Choleravibrionen recht &hnlich
sind, die aber die Rothreaction nicht geben. Es wird auch weniger ge-
iibten Bakteriologen gelingen, solche Vibrionen von den Choleravibrionen
zu unterscheiden. Bei manchen der in unseren Gewdssern vorkommen-
~den Vibrionen wird eine Unterscheidung derselben von den Cholera-
bakterien jedoch nur nach .eingehenden vergleichenden Untersuchungen
gelingen.

Bei der Beurtheilung der Form und der Gelatinecolonie wird man
z. B. den Abweichungen vom Typus Rechnung tragen missen, die auch
bei solchen unzweifelhaft echten Choleravibrionen beobachtet worden sind,
die direct aus den Entleerungen Cholerakranker stammten.

In Bezug auf die Gelatinecolonieen darf man auch die Abweichungen
nicht ausser Acht lassen, welche durch verschiedene Wachsthumsenergie
bedingt werden. Wenn man nur eine einzige echte Choleracultur zum
Vergleiche heranzieht, so kann man z. B. nach 16 bis 24stiindiger Be-
britung bei 23° C. den Eindruck gewinnen, dass es eine sehr leichte
Aufgabe sei, eine gegebene Wasservibrionencultur von dieser vorliegenden
Choleracultur schon auf Grund des Aussehens der Gelatinecolonieen zu
unterscheiden. Zieht man aber mehrere echte Choleraculturen zum Ver-
gleiche ‘heran, so kann man sich leicht iiberzeugen, dass diese Aufgabe
ausserordentlich schwierig werden kann., Denn man findet manchmal
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alle Ueberginge in dem Aussehen der Colonieen von den typischen
Choleravibrionen-Colonieen bis zu den Colonieen der fremden Vibrionen.
Untersucht man die Colonieen nun in verschiedenen Entwickelungsstadien,
dann findet man gelegentlich, dass die schmeller wachsenden Wasser-
vibrionenculturen zu einem gegebenen Zeitpunkt das Bild typischer Cholera-
platten bieten konnen, wihrend sie, etwas spiter beobachtet, grosse Ab-
weichungen davon zeigen. Die Wachsthums- und Verfliissigungsenergie
inderte sich bei den meisten bislang von uns aus Wasser isolirten Vibrionen
mit der Zeit, oft nach kurzer, oft nach langer Frist, in der Regel in der
Richtung, dass solche Vibrionen, die bei ihrer Gewinnung viel schneller
wuchsen als Choleravibrionen, sich nachher nicht mehr in diesem Punkte
von echten Choleravibrionen unterschieden. :

Wenngleich die Colonieen vieler, vielleicht der meisten Wasser-
vibrionen nun in jedem Entwickelungsstadium Abweichungen von den
typischen Choleracolonieen zeigen und beibehalten, z. B. homogene Structur,
scharfumschriebenen Rand, ausgeprigte Maulbeerform, braunliche Farbung
u..s. w., so steht doch ausser Frage, dass auch solche Wasservibrionen
bei uns vorkommen, die derartige Abweichungen von den typischen Cholera-
colonieen nicht zeigen.

Auf die Agar-, Kartoffel- und Milcheultur brauche ich hier ebensowenig
einzugehen, wie auf die stirkere oder schwichere Hautchenbildung in Pepton-
l6sung, die Rothreaction, die Thierpathogenitiit und andere an den Cholera-
vibrionen bislang beobachtete Merkmale. Es kommen Wasservibrionen
vor, die in diesen Punkten sich den Choleravibrionen vollstindig gleich
verhalten. ‘

Wir wiirden also hiérnach zu dem Schluss kommen, dass von den
morphologischen und culturellen Eigenschaften, die bis vor kurzem als
durchaus charakteristisch und specifisch fiir die Choleravibrionen angesehen
werden konnten, keine tbrig bliebe, die nicht auch von solchen Vibrionen
getheilt wiirde, die in den Gewissern unserer Gegend vorkommen.

Und zwar kommen solche Vibrionen in unseren Gewassern vor, die
nicht nur in einzelnen Punkten den Choleravibrionen gleichen, sondern
in dem Gesammtbilde, das man nach Anwendung aller der oben genannten
Untersuchungsmethoden erhalt.

Die Zahl der Vibrionen, welche in den erwiahnten Punkten den
Choleravibrionen gleichen, wichst bedeutend, wenn man zum Vergleich
nicht frisch aus Choleradejecten isolirte, sondern solehe Choleravibrionen
heranzieht, die lingere Zeit in*Wasser geziichtet waren.

Um nicht missverstanden zu werden, betone ich nochmals besonders,
dass man durch Uebung in die Lage versetzt wird, bei der weit @ber-
wiegenden Mehrzahl der choleraghnlichen Culturen von vorn-
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herein nach dem allgemeinen Verhalten derselben, zu erkennen, dass
sie keine echten Choleraculturen sind. Bei anderen Culturen bleibt aber
der Wunsch bestehen, an der Hand eines ganz sicheren Differenzirungs-
mittels die Richtigkeit des gewonnenen TUrtheils zu erhirten. Dieser
‘Wunsch muss in erhShtem Maasse bei Beobachtern bestehen, die micht in
der Lage sind, fortgesetzt umfangreiche vergleichende Untersuchungen an
Vibrionen anzustellen. _

Dass alle diese Schwierigkeiten nicht in Betracht kommen, sobald es
sich um die Beurtheilung von Vibrionen handelt, die aus klinisch typischen
Cholerafillen stammen, das ist an anderer Stelle schon dargelegt worden.
Iech brauche also nicht nochmals ausdriicklich zu betonen, dass ich hier
von den Schwierigkeiten spreche, denen wir begegnen, wenn wir Vibrionen
beurtheilen wollen, die ausser Zusammenhang mit Choleraerkrankungen
gefunden wurden. .

Stellen wir uns nun vor, wir hétten in dem Leitungswasser einer
Stadt Vibrionen gefunden, die in Form, in dem Aussehen ihrer Gelatine-
colonieen, in Bezug auf Rothreaction, Fehlen der Phosphorescenz und
allen tbrigen culturellen und thierpathogenen Eigenschaften, typischen
Choleravibrionen ausserordentlich #hnlich wiren, dann wirden wir vor der
Frage stehen, ob wir uns Metschnikoff und anderen Autoren an-
schliessen sollten, welche behaupten, dass ein grosser Theil auch der
weniger choleradhnlichen Wasservibrionen echte Choleravibrionen seien,
oder ob wir uns auf den Standpunkt derjenigen stellen sollten, die be-
haupten: ,Man kann nur solche Vibrionen als echte Choleravibrionen
ansprechen, die aus den Dejecten eines klinisch typischen und tddtlich
verlaufenden Cholerafalles stammen. Oder mit Ricksicht darauf, dass
‘auch andere Vibrionen eventuell eine todtliche Infection hervorrufen
kounen, sogar den Autoren folgen, die behaupten: ,Erst wenn nach ge-
wiesen ist, dass sich an einen tddtlich verlaufenen Cholerafall noch weitere
Cholerafalle angeschlossen haben, erst dann kann man behaupten, dass
die im Zusammenhang mit diesen Erkrankungen gefundenen Vibrionen
Choleravibrionen seien.

Im ersteren wie im letzteren Falle wiirden wir uns, wie ich nicht
weiter auszufithren brauche, in einer recht peinlichen Lage befinden, wenn
wir uns schliissig werden sollten iiber die Massnahmen, die im Anschluss
an unseren supponirten Befund zu treffen wiren.

Ich glaube aber, dass wir das Feld unserer Thétigkeit in unberech-
tigter Weise einschriinken, wenn wir uns auf einen dieser extremen Stand-
punkte stellen wollten.

Allerdings giebt es zur Zeit nur ein Differenzirungsmittel, nimlich
die Pfeiffer’sche specifische Immunititsreaction, welches so geartet ist,
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dass es uns zu der Hoffnung berechtigt, dass wir an die Bestimmung
der in unseren Gewdssern vorkommenden Vibrionen werden herantreten,
jedenfalls aber uns dber die Frage, betreffend ibr Verhaltniss zu den
Choleravibrionen, werden Klarheit verschaffen konnen.

Fragen wir uns zuniichst, wie es nach den inzwischen mif dieser
Reaction gemachten Erfahrungen um den differential-diagnostischen Werth
derselben steht! .

Bekanntlich haben alle von Pfeiffer aufgestellten Behauptunge
liber -die Specifitit der Choleragifte und die mit diesen in engem Conmnex’
stehende specifische Choleraimmunitdt starken Widerspruch erregt. An
dieser Stelle kann jedoch constatirt werden, dass noch kein stichhaltiger
Tinwand gegen die Pfeiffer’sche specifische Choleraimmunitit von irgend
welcher Seite beigebracht werden konnte, obgleich die ersten Mittheilungen
iber dieselben vor mehr als 1!/, Jahren gemacht worden sind.

Ueberlegen wir uns, welchen Anforderungen die specifische Reaction
geniligen muss, wenn sie zu sicheren Frgebnissen fihren soll, so kommen
wir zu dem Schluss, dass es als erste Voraussetzung gelten muss, dass
alle, als echte Choleravibrionen anerkannten Culturen positiv auf das spe-
cifische Choleraserum reagiren miissen. Zweitens muss eine gegebene
Cultur gegen gleichartige Seren zu jeder Zeit in gleicher Weise reagiren.
Es diirfte zum Beispiel nicht eine und dieselbe Cultur zu einer Zeit positiv,
zu einer anderen Zeit negativ. auf dasselbe Serum reagiren. Drittens darf
das Serum gegen Choleravibrionen geniigend immunisirter Thiere, einerlei
von welchen Choleraculturen es genommen ist, stets nur echte Cholera-
culturen beeinflussen, wihrend es alle Culturen, die zu.irgend einer Zeit
gegen echte Choleraseren negativ reagirt haben, stets unbeeinflusst lassen
muss. Umgekehrt muss Serum, das aus Culturen gewonnen ist, die
negativ -gegen echte Cholera reagirt haben, echte Choleraculturen stets
unbeeinflusst lassen. Viertens ist als ein in practischer Hinsicht wichtiges
Erforderniss aufzustellen, dass Choleraculturen in der Regel entweder von
vornherein durch ihre Virulenz fir diese Versuche geeignet sind, oder
dass sie leicht genfigend virulent gemacht werden konnen.

Schliesslich darf das zur Diagnose verwendete Serum nur specifische,
nicht aber ausserdem allgemeine nicht specifisch bactericide Eigenschaften
haben.

In Betreff des ersten Postulats kann constatirt werden, dass bislang
seitens Pfeiffer, Dunbar und Sobernheim Verdffentlichungen iber
Untersuchungen mit der P feiffer’schen Reaction an 86 verschiedenen echten
Choleraculturen erfolgt sind.! Der sich von selbst ergebenden Anforderung,

! In unserem Institut sind die Untersuchungen mittlerweile an noch weiteren
Choleraculturen mit demselben Ergebniss angestellt worden. Wir haben diese letzt-
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dass vor Allem Choleraculturen aus moglichst verschiedenen Gegenden
und von verschiedenen Epidemieen stammend, zu priifen sind, wird vor-
ldufig in so weit gentigt, als die erwahnten Culturen aus Cholerafillen
stammen, die sich in den Jahren 1889, 1892, 1893 und 1894 ereigneten,
Und zwar kommen Culturen in Betracht, die gewonnen wurden in China,
Nord - Amerika, in Brasilien, in Russland,.in der Tirkei, in Ungarn, in
Italien, in Frankreich und in 26 verschiedenen Orten Deutschlands.

Es ist somit bereits ein guter Anfang gemacht zum Nachweis, dass
alle Choleraepidemieen durch einen Vibrio ausgeldst werden, der sich der
Immunitétsreaction gegeniiber stets specifisch gleich verhalt.

Unter den aus Stihlen gewonnenen bislang gepriiften Vibrionen haben
die unten angefithrten sich gegentiber der Pfeiffer’schen specifischen
Cholerareaction negativ verhalten. Ich fithre die anamnestischen Daten,
die iiber diese Falle in den bislang erfolgten Verdffentlichungen zu finden
waren, hier an, um gleich zu zeigen, dass es sich hier durchweg um leichte
Erkrankungen oder gar um zufillige Befunde bei Gesunden handelt. HEs
soll hier auch nicht unerwihnt bleiben, dass die Befunde von choleradhn-
lichen Vibrionen in menschlichen Dejectionen, die ausser Zusammenhang
mit Cholera asiatica stehen, nach unseren bereits sich auf mehrere Tausend
belaufenden Untersuchungen als ausserordentlich seltene Vorkommnisse
anzusehen sind. o

Vorausschicken muss ich, dass die Culturen Graf, Hoffmann und
Blix, die R. Pfeiffer als der Cholera nicht zugehdrig erklart hat, sich
in der Sammlung unseres Instituts befinden und sich hier nach der
Pfeiffer’schen Reaction als echte Choleracultur erweisen. Wie es ge-
kommen sein mag, dass Pfeiffer andere Culturen unter dem genannten
Namen in die Hinde bekommen hat, das entzieht sich meiner Beurthei-
lung. Die von Dreyer und Westram stammenden Culturen besitzt unser
Institut leider nieht und dieselben werden anscheinend nicht mehr fort-
gezlichtet, sodass der Widerspruch zwischen den Klinikern, die diese beiden
TFalle fir echte Cholerafille halten, und den Befunden R. Pfeiffer’s,
der die daraus gewonnenen Culturen nicht als Choleraculturen anerkennt,
sich nicht.in zufriedenstellender Weise losen lisst. Vielleicht liegt die
Sache bei diesen Culturen ebenso wie bei den erstgenannten, wo es
gich ohne Zweifel um eine falsche Benennung der untersuchten Culturen
handelt.

gepriiften Culturen hier nicht mit zugezihlt, werden vielmehr iiber dieselben spater
besonders berichten,
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Uebersicht

itber die angeblich aus Stiihlen stammenden Vibrionen, welche sich nach
den vorliegenden Verdffentlichungen negativ gegen Choleraserum verhalten
haben.

Namen der Culturen } Herkunft

-

Vibrio Weichselbaum

Aus einem choleraverdichtigen Stuhl
isolirt.

Vibrio Paris I und II Diese Culturen stammten nach Me-
tschnikoff’s Angabe aus einem Cholera-
stuhle aus Massauah.

Unter dem Namen Massanah wird auch
ein gleichzeitiz aus Wasser geziichteter
Vibrio fortgeziichtet. :

Vibrio Schmidt Im Jahre 1893 aus den Dejecten einer
choleraverdicht. Person in Berlin isolirt.

Vibrio Brinks Phosphorescirender Vibrio

am 25. August 1893 aus dem Stuhle eines
an Durchfall leidenden, tuberculdsen Alko-
holisten in Hamburg isolirt.

Vibrio Schwager Phosphorescii‘en der Vibrio

am 25, August 1893 aus dem Stuhle einer
an Diarrhoe leidenden, tuberculdsen Dienst-
magd in Hamburg isolirt.

Vibrio Greve Phosphorescirender Vibrio
am 13. September 1893 aus dem .Stuhl
einer Wochnerin in Hamburg isolirt, die
nach grosser Gemiithsbewegung u. kérper-
licher Anstrengung an schnell voriiber-
gehendem Brechdurchfall erkrankte.

Vibrio Wechselberg Phosphorescirender Vibrio

: am 10. September 1893 aus dem Stuhl
eines Lohndieners in Hamburg isolirt, der
| an heftigem, kurzdauernden Durchfall mit
einmaligem Erbrechen ‘erkrankte.

Vibrio Lissabon : Aus der bekannnten Lissaboner Kpi-
demie stammend, die klinisch wenig
Achnlichkeit mit einer Choleraepidemie
zeigte.

Vier dieser aus Stihlen stammenden, negativ gegen Cholera rea-
girenden Vibrionen sind demnach in Hamburg isolirt zu einer Zeit, wo
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das stddtische Leitungswasser solche Vibrionen in grosser Zahl enthielt.
Die hierher gehorenden Hamburger Vibrionen phosphoresciren alle und sind
dadurch von den Choleravibrionen verschieden. Fiir die nicht aus Hamburg
stammenden, obenstehenden Vibrionen werden sich miglicher Weise, soweit
es nicht bereifs erfolgt ist, bei weiteren Nachforschungen dhnliche Beweise
dafiir erbringen lassen, dass diese Vibrionen sich auch in anderer Hinsicht
als nur nach dem Verhalten gegeniiber Choleraserum von den Cholera-
vibrionen verschieden erweisen. Zur Priifung der: Pfeiffer’schen Methode
diirfen jedenfalls, wie ich kaum zu sagen brauche, solche, schon culturell
von den Choleravibrionen abweichende Vibrionen, die von Féllen stammen,
welche klinisch wenig verddchtig waren, nicht herangezogen werden.

In Bezug auf das zweite Postulat, dass nimlich ein und dieselbe
Cultur sich stets in gleicher Weise gegen die Pfeiffer’sche Reaction ver-
halten muss, kann constatirt werden, dass in unserem Institut eine Reihe
von Culturen jetzt bereits in Zwischenrfumen von mehr als einem Jahr
gepriift worden sind und dass die Reaction stets dieselbe war.

Als wichtigen Beleg dafiir, wie fest das specifische Verhalten gegen-
iiher dem specifischen Serum den Vibrionen anhaftet, sei folgende That-
sache, auf die wir ibrigens an anderer Stelle noch eingehend zurtick-
kommen werden, erwihnt. Einige unserer Vibrionenculturen, die zu einer
gegebenen Zeit phosphorescirten, diese Eigenschaft aber schon seit Monaten
verloren haben, reagiren doch noch specifisch auf Serum aus den phos-
phorescivenden Culturen derselben Vibrionengruppe, gegen alle anderen
gepritften Serumsorten verhalten sie sich aber durchaus negativ.

Der dritten Anforderung an die Pfeifter’sche Reaction, um ihre
Specifitdt zu erweisen, wird durch die Untersuchungen unseres Instituts
bislang in so fern geniigt, als wir die Seren von insgesammt 36 Culturen,
wovon 27 die zur Anstellung der Pfeiffer’schen Reaction erforderliche
Wirksamkeit aufwiesen,” geprift haben. Soweit ich aus den Verdffent-
lichungen von Pfeiffer und Sobernheim entnehmen kann, sind dort
bislang Seren, welche aus sieben verschiedenen Vibrionenculturen isolirt
waren, gepriift. Somi$ ist dem aufgestellten Postulat bisher durch Versuche
an Seren, die aus 34 verschiedenen Vibrionculturen stammten, gentigt. Und
zwar beeinflussten diese Seren, wenn sie aus Choleraculturen stammten,
stets nur Choleravibrionen, diese aber ausnahmslos. Dagegen
iitbten Seren, die aus fremden, wohl charakterisirten Cul-
turen, z. B. den phosphorescirenden Vibrionen stammten, nur
auf die Vibrionen dieser Gruppe einen specifischen Ein-
fluss aus.

Zum Nachweis, dass die frisch isolirten Choleraculturen alle oder doch
zum grossten Theil eine fiir die directe Anstellung der Reaction geniigende
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Virulenz aufweisen, haben wir bislang wenig Gelegenheit gehabt. Durch
die Pfeiffer’schen beziglichen Erfahrungen scheint diese Frage in posi-
tivem Sinne erledigt zu sein. Bel unseren alten, zum Theil wenig viru-
lenten Culturen, haben wir mehrfach die Reaction indirect anstellen
miissen, indem wir nachwiesen, dass das Serum des mit der fraglichen
Cultur behandelten Thieres nur echte Choleraculturen specifisch beein-
flusste. In anderen Fallen gelang es leicht, dle Cultur durch Thierpassage
geniigend virulent zu machen.

Die in den Jahren 1894 und 1895 aus Wasser isolirten, cholela-
dhnlichen Vibrionen, die uns nachstehend in erster Linie interessiren
werden, hatten alle fiir die Reaction gentigende Virulenz. Eine Thatsache,
der mit Ricksicht auf die Differenzialdiagnose bei in Wasser gefundenen
Vibrionen grosses Gewicht beizumessen ist.

Fassen wir die Ergebnisse obiger Betrachtungen zusammen, so kommen
wir zu dem Schluss, dass die Pfeiffer’sche Reaktion durch reichlich so
viele Versuche erpropt ist und sich bei mindestens ebenso vielen Priifungen
bewihrt hat, wie manche andere naturwissenschaftliche Beobachtung, die
heutzutage als feststehende Thatsache allgemein anerkannt wird. Trotz-
dem wird man gut thun, auch jetzt noch nicht apodiktisch zu erklirenm,
dass die Vibrionen, welche auf Choleraserum nach R. Pfeiffer’s Unter-
suchungsmethode positiv reagiren, mit voller Bestimmtheit echte Cholera-
vibrionen seien.

Aber man wird auf Grund der Priifungsergebnisse be1 den aus den
verschiedensten Choleraepidemieen stammenden, oben erwéhnten 86 Cholera-
culturen, die alle positiv auf Serum reagirten, das aus Choleraculturen,
einerlei welcher Herkunft, gewonnen war, schon jetzt behaupten dirfen,
dass alle diejenigen Culturen keine echten Choleraculturen sind, die
negativ gegen wirksames, echtes Choleraserum reagiren.

Alle unsere, an bereits iber 100 verschiedenartigen fremden Culturen
aufgestellten Versuche, Mikroorganismen zu finden, die auch specifisch
durch Choleraserum beeinflusst wiirden, sind bislang vergeblich gewesen,
und deshalb haben wir auch noch die weitere Hoffnung, dass wir spiter
auf Grund weiterer Versuche alle die Culturen, die positiv auf echte
Choleraseren reagiren, mit Sicherheit als echte Choleracultmen werden
ansprechen konnen.

Als weiterer Beitrag zu diesen hochst wichtigen Untersuchungen
moigen die folgenden Beobachtungen dienen.
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Beschreibung der in den Jahren 1894 und 1895 aus der Elbe
isolirten Wasservibrionen.!

In den nachstehenden Tabellen sind Hinweise darauf, ob die einzelnen
Culturen mehr oder weniger dhnlich den Choleravibrionen sind, fortgelassen.
Vielmehr habe ich mich auf eine moglichst kurze, objective Beschreibung
der Culturen beschrinkt. : :

Bei der Beurteilung der Gelatinecolonieen spielen der Glanz, die
Farbenntiance, bezw. das Fehlen einer Farbung und sonstige kleine Merk-
male eine wichtige Rolle. Diese Merkmale sind je nach der Art und der
Intensitat der Beleuchtung ganz ausserordentlich verschieden ausgeprigt.
Hier in Hamburg, wo wir manchmal wochenlang triibes, nebeliges Wetter
haben, werden einzelne, vergleichende Untersuchungen von Gelatineplatten-
culturen durch die mangelhafte, bezw. oft schnell wechselnde Beleuchtung
ganz ausserordentlich erschwert. Greift man, um unter gleichbleibenden
Bedingungen zu beobachten, zu kimstlicher Beleuchtung, so fallen dic
erwihnten, oft werthvollen Merkmale theilweise oder ganz weg. Arbeitet
man bei Tageslicht," so kommt es vor, dass man Colonieen, die man vorher
auf Grund der Verschiedenheit im Glanz oder der Farbenniiance glaubte,
mit Sicherheit unterscheiden zu konnen, bei wiederholten Untersuchungen
nach schon wenigen Minuten in Folge der inzwischen -eingetretenen
Aenderung in der Belenchtung nicht mehr unterscheiden kann: Oder
aber die Anfangs beobachteten Unterschiede waren gerade durch eine
plotzlich eingetretene Verinderung in der Beleuchtung vorgetduscht worden.
Wir haben schliesslich zu dem Auskunftsmittel gegriffen, dass wir simmit-
liche zu beschreibenden Culturen zu gleicher Zeit ansetzten, unter gleichen
Bedingungen bebriiteten und dann gleichzeitig durch Einwirkung von
Formalin conservirten. Dadurch war uns Gelegenheit gegeben, alle Cul-
turen wenigstens an verschiedenen Tagen wiederholt beschreiben zu kbnnen.
Ich habe Photographieen von Colonieen dieser Vibrionen in grisserer Zahl
herstellen lassen, gleichzeitig mit Photographieen von gleichalterigen
Colonieen echter Choleraculturen, um zu zeigen, dass jeder Colonieentypus
der hier beschriebenen Wasservibrionen auch bei echten Coleraculturen

! Ich theile hier die Ergebnisse von Priifungen an Vibrionen, die wir in den
Jahren 1894 und 1895 gewonnen haben, mit, ehe noch die eingehenden Protocolle
ither unsere Versuche an den Vibrionen aus den Jahren 1892—1893 verdffentlicht
sind. Unter den letztgenannten Vibrionen findet sich nimlich noch eine grossere
Zahl von Culturen, die wegen ihres Fundortes Interesse beanspruchen, die aber mach
der Pfeiffer’schen Methode nicht gepriift werden konnen, ehe sie, nach der Jahre
langen Fortziichtung auf kiiustlichen Nahrboden, einzeln virulent gemacht sind, und
dies ist eine Aufgabe, die in Bezug auf die dazu erforderliche Zeit nicht berechenbar ist.
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vertreten ist. Von einer Beifiigung dieser Photogramme an dieser Stelle
habe ich abgesehen, weil einzelne Abbildungen nur von geringem Werth
sein wiirden und die Verdffentlichung unserer ganzen beziiglichen Samm-
lung hier zu weit fithren wirde. .

Von einer Beschreibung unserer an simmtlichen unten angefiihrten
Wasservibrionen gemachten. Beobachtungen in der Mileh-, Kartoffel-,
Lackmusbouillon- und Methylenblaubouillon-Cultur habe ich abgesehen, weil
diagnostisch verwerthbare Merkmale sich hierbei nicht ergeben haben.

Bei der Ausfihrung der Untersuchungen, {iber die nachstehend be-
richtet wird, habe ich mich der unermiidlichen und gewissenhaften Mit-
arbeit der Herren Dr. Neumann und Dr. Vogel zu erfreuen gehabt.

Zeitschr. . Hyglene. XXL .20
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Die simmtlichen oben angefiihrten Culturen sind nach der Pfeiffer’-
schen Immunititsreaction gepriift worden. Ueber die dabei erzielten Er-
gebnisse giebt die nachstehende Tabelle Auskunft.

In Betreff der Methodik ist zu berichten, dass dieselbe Versuchsanord-
nung gewihlt wurde, wie bei meinen fritheren hierher gehdrigen Unter-
suchungen.! Die Culturmenge wurde auch hier stets mit der chemischen
Wage bestimmt. Brauchten wir zum Beispiel 6 ™" Cultur, so entnahmen
wir mittels Platinose nach Taxat ca. 10 ™&* der Vibrionenmasse, be-
stimmten das genaue Gewicht der Culturmenge, die an der Oese haftete,
nachdem wir letztere aus dem Griff in ein auf der Waage befindliches
Drahtgestell gebracht hatten. Sollten pro Thier 8=#r Cultur verwendet
werden und hatten wir zum Beispiel 11=er Cultur in Handen, so wurde
diese Culturmasse mit der Oese in ein etwa 4 °» hohes, in einer Korkplatte
stehendes, mit Ausguss versehenes steriles Reagensglaschen gebracht und
mittels Pipette 1.83 = Peptonbouillon dazu gemessen. Die oft in festen
Briockchen zusammenhbingende Culturmasse liess sich durch Schiitteln stets
vollstindig vertheilen. Hierzu wurde der Daumen sterilisirt, indem er in
Sublimat, dann in Alkohol, dann in ein zweites Glas mit Alkohol gebracht
und schliesslich tiber einer Flamme getrocknet wurde. Bei dieser Sterili-
sation hatten wir hauptsichlich im Auge, dass bei gleichzeitiger Priifung
verschiedener Vibrionenculturen nicht eine Uebertragung von Vibrionen
aus einem Glas in ein anderes erfolgen sollte. Das kleine Reagensglas
wurde mit dem Daumen verschlossen und dann kriftig geschiittelt. Da
jedes Thier die Cultur in 1°= Flussigkeit erhielt, die Dosis aber nach
obiger Vertheilung in !/, ¢@ enthalten war, so wurde die Einzeldosis des
Serums ebenfalls mit 1/, *» Bouillon gemischt. Das Serumthier erhielt
1/, cem Vibrionenaufschwemmung und */,¢® Serummischung, das Controlthier
erhielt ausser !/, °™ der Vibrionenaufschwemmung entweder !/, ®™ reine
Bouillon oder !/, ®™ einer Mischung von normalem oder nicht specifisch
wirkendem Meerschweinchenblutserum mit Bouillon. Nach unseren Beob-
achtungen lisst sich mit einer stumpf abgeschliffenen Caniile mit annéhernder
Sicherheit vermeiden, dass die Cultur etwa in den Darm anstatt in die Bauch-
hohle gelangt. Wir haben némlich keinen einzigen Befund zu verzeichnen,
wo wir spiter bei der Entnahme des zu prifenden Serumtropfens nicht die
Vibrionen oder die davon herstammenden Granula in der Bauchhohle wieder-
gefunden hétten. Mehrfach haben wir aber mit der zur Entnahme verwen-
deten Glascapillare, die oft ein zackiges Ende hatte, Material aus dem Darm,
anstatt aus der Bauchhohle geholt. Durch entsprechende Behandlung
der Capillare lasst sich das vermeiden. Man muss aber ausserdem darauf
achten, dass man beim Aufheben der Bauchmuseulatur bei den Versuchs-
thieren nicht eine Darmschlinge mit in der aufgehobenen Falte fixirt. Man
kann sich durch das Gefiih] leicht davon iberzeugen, dass dieses, wenn man
nicht besonders darauf achtet, hiufig vorkommt, und in solchen Féllen
sticht man natiirlich mit Sicherheit in den Darm hinein.

t Deutsche med. Wochenschrift. 1895. Nr. 9,
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Zu den vorstehend mitgetheilten Prifungen sind alle unsererseits in
den Jahren 1894 und 1895 isolirten Vibrionen herangezogen worden, so-
weit die Culturen noch vorhanden waren.

Sammtliche Culturen haben sich nach der Pfeiffer’schen specifischen
Cholerareaction als den Choleravibrionen nicht zugehdrig erwiesen.

Von Herrn Dr. Lutz, Director des ,,Instituto Bacteriologico do
Estado de San Paulo”, Brasilien, wurden uns im Februar 1895 vier
Vibrionenculturen zugesandt, wovon drei Culturen zur Zeit unserer Unter-
suchungen noch entwickelungsfihig waren. ,

Die eine dieser Culturen (I) stammte aus den Dejecten eines Cholera-
kranken aus der Epidemie, die im Jahre 1894 in Brasilien herrschte. Die
zweite Cultur (II) stammte von einer Choleradiarrhoe her, welche Herr
Dr. Lutz selbst sich im Laboratorium durch Hantiren mit Cholera-
dejectionen zugezogen hatte. Diese beiden Culturen boten morphologisch
und in. cultureller Hinsicht annahernd die Eigenschaften typischer Cholera--
culturen. Beide Culturen reagirten, wie das untenstehende Protocoll zeigt,
positiv auf die Pfeiffer’sche Reaction.

Die dritte brasilianische Cultur (IV), welche nach der Mittheilung
des Herrn Dr. Lutz ,,aus den Excrementen eines Mannes stammt, der
an einem, der Cholera etwas ahnlichen Symptomencomplex litt, welcher
aber mit Sicherheit auf eine Vergiftung mit gekochtem, aber vorher zu
lange gewasserten Stockfisch zuriickgefiihrt werden kann®, reagirte negativ
und ist deshalb nicht als eine echte Choleravibrionencultur anzusehen.
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Aus der vorstehenden Tabelle iber die Prifungen an unseren Wasser-
vibrionen nach der Pfeiffer’schen Methode ist eine Reihe von Versuchs-
ergebnissen fortgelassen worden, welche dort ohne weitere Erklirung un-
verstdndlich gewesen sein wiirden. TUeber diese Versuche geben die
_untenstehenden Protocolle Auskunft, denen ich. folgende Bemerkung
vorausschicken muss. _ '

Die Untersuchungen der im Herbst 1895 gefundenen Vibrionen fielen
in eine Zeit, wo in Folge meiner langeren Abwesenheit aus Hamburg nicht
fiir einen gentgenden Vorrath wirksamen Choleraserums gesorgt werden
konnte. Von hochgeschitzter Seite war uns ein Quantum sehr wirksamen
Serums zur Verfiigung gestellt worden. Mit diesem' Serum erzielten wir
die untenstehenden Resultate, die uns begreiflicherweise eine Zeit lang in
Unsicherheit versetzten, indem hier phosphorescirende Vibrionen positiv
auf echte Cholera zu reagiren schienen.

Das fragliche Serum war als Ziegenserum benannt, und da wir auf
einer fritheren Mittheilung Pfeiffer’s fussend,! diesem Serum eine all-
gemeine nicht specifisch baktericide Wirkung nicht beimassen, wir ausser-
dem keinen Anlass zu haben glaubten, das uns tbermittelte Serum so
eingehend zu prifen, wie wir es bei unseren selbst hergestellten Seren
stets thun, so glaubten wir eine Zeit lang phosphorescirende Vibrionen,
ja sogar gerade Bacillen zu haben, die durch Choleraserum beeinflusst,
d. h. in Granula verwandelt Wurden

Wie die Tabellen zeigen, haben wir einzelne Culturen mehrtaoh und
jedesmal mit Controlthieren und mit zunehmend kritischer Beurtheilung
gepriift. Es liess sich aber nicht leugnen, dass hier gentigend virulente
phosphorescirende Vibrionen durch das Choleraserum aufgelost wurden.
Wir gingen dann dazu iber, eine aus dem Jahre 1893 stammende phos-
phorescirende Cultur, die frither gegen unsere eigenen Choleraseren negativ
reagirt hatte, zu prifen und obgleich die Cultur genfigend virulent schien,
so wurden auch diese Vibrionen durch das Ziegencholeraserum aufgelost.

Jetzt standen wir vor der Frage, ob diese Vibrionen sich so verndert
hitten, dass sie sich iberhaupt gegen das specifische Serum anders ver-
hielten als frither, oder ob das Serum, das wir in Handen hatten, ausser
der specifischen auch noch eine allgemeine, nicht specifische baktericide
Wirkung ausiibte.

Die Frage wurde durch die Ergebnisse gelost, die wir erhielten, als
wir die phosphorescirenden Vibrionen, die positiv auf Ziegencholeraserum
reagirt hatten, gegen ein Blutserum priften, das aus Meerschweinchen
stammte, die wir gegen Cholera immunisirt hatten. Gegen diese Cholera-

v Diese Zeitschrift. Bd. XVIL. 8. 370.



352 DuxBar:

seren reagirten die phosphorescirenden - Vibrionen negativ, wihrend sie
positiv reagirten auf ein Serum, das aus phosphorescirenden Culturen
gewonnen war. Es stand somit fest, dass das Ziegenserum auch eine
nicht specifische Wirkung besass. Diese Thatsache wurde durch Nach-
prifung aller Culturen, an denen unverstindliche Priifungsergebnisse er-
halten waren, bestitigt. Denn gegen das unsererseits inzwischen aus
selbst immunisirten Meerschweinchen gewonnene Choleraserum reagirten
sowohl die erwihnten geraden Bacillen, als auch die phosphorescirenden
Vibrionen alle negativ, wihrend echte Choleravibrionen dadurch prompt
in Granula verwandelt wurden.

Bei diesen Versuchen zeigte sich in deutlicher Weise, dass hoch viru-
lente Culturen der allgemeinen nicht specifisch baktericiden Wirkung
des von uns verwandten Ziegenserums weit besser widerstanden, als Cul-
turen, die weniger virulent, immerhin aber bei Anwendung von Meer-
schweinchenserum fiir die Pfeiffer’sche Reaction brauchbar waren.

Durch die inzwischen von Pfeiffer erfolgte Verdffentlichung!® seiner
Beobachtungen tber nicht specifische Wirkungen des Serums mancher
Ziegen, ist die Richtigkeit unserer Auffassung tber das fragliche Cholera-
serum bestitigt worden. :

Die hier vorliegenden Beobachtungen zeigen nun, wie ausserordentlich
vorsichtig man bei Anstellung der specifischen Choleraimmunitatsreaction
vorzugehen hat. R. Pfeiffer hat auf diese Punkte bereits wiederholt,
und zwar so eingehend aufmerksam gemacht, dass es hier einer niheren
Erorterung dariber nicht bedarf.

! Diese Zeitschrift. Bd. XX. 8. 205 u. 206.
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Will man Ziegenserum fiir diagnostische Zwecke verwenden, so scheint
es erforderlich zu sein, dass die Wirksamkeit desselben so hoch getrieben
wird, dass noch geringere Dosen des Serums verwendet werden kdnnen,, als
bislang néthig waren. Oder aber man muss, um sich vor falsehen Schliissen
zu schiitzen, den Controlthieren ein gleiches Quantum Serum geben, das
derselben Ziege vor der Immunisierung entnommen war. Allerdings
bleibt dann immer noch die Frage offen, ob die allgemeine, nicht specifisch
bactericide Wirkung nicht ein bei ein -und demselben Thiere zeitlich
schwankender Faktor ist.

Aus diesem Grunde haben wir uns entschlossen, vorliufig nur das
Serum immunisirter Meerschweinchen fiir unsere weiteren Versuche zu ver-
wenden, weil wir trotz Prifungen an 36 verschiedenen Meersehweinchen
eine die Versuche storende, allgemeine, nicht specifisch bactericide Wir-
kung des von dieser Thierart stammenden Serums noch nicht beobachtet
haben.

Versuche zur Classificirung unserer Wasservibrionen nach der
Preiffer’schen specifischen Reaction.

Ueber diese ebenso wichtigé wie interessante Aufgabe haben Neumann
und Vogel Untersuchungen im Gange, iiber welche sie event. seiner Zeit
berichten werden.

Bislang haben wir, wie aus den nachstehenden, als Beispiele angefihrten
Protocollen ersichtlich ist, feststellen kénnen, dass in den Jahren 1894 und
1895 phosphorescirende Vibrionen in der Elbe vorkamen, die specifisch beein-
flusst wurden durch Serum, das aus den phosphorescirenden Culturen des
Jahres 1893 hergestellt war. Man wird also annehmen konnen, dass diese
im Herbste von drei auf einander folgenden Jahren in der Elbe aufgefun-
denen Vibrionen einer einzigen Art angehdren.
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362 DuxnBaR: DIFFERENTIALDIAGNOSE U. 8. W.

Eine Anzahl von weiteren Priifungen wurde vorgenommen, um fest-
zustellen, wie die nicht phosphorescirenden Vibrionen aus den Jahren 1894
und 1895 sich zu verschiedenen, aus phosphorescirenden Vibrionenculturen
herstammenden Seren verhielten. Alle diese Versuche ergaben ein voll-
kommen negatives Resultat. Die in Frage kommenden, nicht phosphores-
cirenden Vibrionen blieben unbeeinflusst von dem Serum der phosphores-
cirenden Culturen. '

Als Hauptergebniss aller dieser angefithrten Untersuchungen kann vor-
liufig die Thatsache hingestellt werden, dass dieselben eine wesentliche,
weitere Stiitze enthalten fiir die Pfeiffer’sche Theorie ther die Specifitit
der bactericiden Stoffe, die sich in dem Blutserum mit Choleracultur
immunisirter Thiere finden. Die Verwendbarkeit dieser specifischen, bacteri-
ciden Eigenschaften fiir differentialdiagnostische Zwecke steht meines Er-
achtens ausser Zweifel.



