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Dic Frage nach den Ursachen der Immunitit gewisser Thiergat-
tungen gegeniiber bestimmten Mikroorganismen, welche fiir andere Thier-
gattungen pathogen sind, ist ncuerdings Gegenstand mamnigfacher Tor-
schungen und lebhafter Discussionen gewesen. Murscnxikorr (Odessa)
hat, gestiitzt auf Beobachtungen bei einer Daphnien-Krankheit, sowice
bei Milzbrandimpfungen am Frosch w s. w., einc Theorie aunfgestellt!),
nach welcher die Leukocyten als Vertheidiger des Organismus gegeu
cingedrungene Bakterien betrachtet werden. Dice weissen Blutkorperchen,
neint Mersciikorr, haben vermoge ihrer Verwandtschaft mit den
freien Amoben, welche sich w. a. in den ,,amdboiden DBewegungen®
kundgiebt, die Fahigkeit, cingedringene Bakterien ,aufzufressen” und
dadurch ¢ben den Organismus vor der Schiadigung durch dieselben zu
bewahren, falls es ihnen gelingt, ,im Kampfe* mit den Bakterien die
Oberhand zu behalten. Diejenigen Thicre seien nun immun gegen einen
hestimmten Mikroorganismus, deren Leukocyten ihn zu besiegen und zu
oiressen verméchten ; diejenigen Thiere aber seien empfinglich fir ihn,
deren Leukocyten dic Bakterien nicht zu fressen verméchten.  Diesc
Theorie, welche bei ihrer Kinfachheit und ihrer Analogie mit dem
grossen Kampf ums Dasein in der Thierwelt viel Bestechendes hat, ge-
wann auf der cinen Seite zahlreiche Anhinger, wihrend auf der andern
Seite — am entschiedensten von BAumcarTEN — Widerspruch gegen
dieselbe crhoben wurde.

Bavmearren ) hialt wogen anderweitiger Erfahrungen die Leuko-
cyten nicht fiir fahig, den Kampf mit einem bci geniigender Nah-
rung so iiberaus wachsthumskriftigen und widerstandsfahigen Orga-
nismus, wie ihn die Bakterien darbicten, zu bestehen. BAUMGARTEN
fuhrt vielmehr die Immunitit bestimmter Thicre gegen bestimmte Bak-
terien darauf zurtick, dass die betreffende Bakterienart in dem betref-
fenden Thierkérper nicht den ihr entsprechenden Nahrboden —

1) Vizcaow’s Archiv, Band 96 und 97.
2) BavmeartEn, Pathologische Mykologie, Band T und TI.
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worunter dic Gesammtheit der Ernihrungsbedingungen zu verstehen ist
— findet. MwrscENTROVF'S Beobachtungen spricht er die Beweiskraft
im Sinne der ,,Phagocytenlehre® ab.

Die bei immunen Thieren factisch zu bcobachtende Aufnahme von
Bacillen durch Leukocyten erklart BaumcaArTeEN nicht fiir die Ursache,
sondern flir die Yolge der Immunitit: ,,Nicht weil die Bacillen von den
Leukocyten gefressen werden, wachsen sie nicht im Thierkorper, son-
dern erst, weil sie nicht wachsen kénnen, werden sie von den Leuko-
cyten aufgenommen, wie auch andere — unbelebte — Corpuseula, Kohlen-
staubchen, Zinnoberkdrnehen u. s. w. von den Leukocyten aufgenommen
werden.  Diese Auffassung DBavuearrteN's wurde nun wieder von
anderer Seite angegriffen und (von Hurrrr ') namentlich) auf Meiscii-
NIKOFF's Milzbrandversuche am  Frosche als ,experimentum crucis®
hingewiesen , welches angeblich die Richtigkeit der Theorie Mrrscuxi-
korr's darthun soll. Da der Gegensatz der Meinungen zur Zeit noch
bestelit, so erschien es nicht unangemessen, den Versuch zu machen,
durch Erweiterung, vesp. modificirte Wiederholung der Versuche Merscir-
NIKOFF’s am Frosche mehr Licht auf die in Rede stehende Frage zu werfen.

Im Interesse der Resultate scheint es nun gut, dic zu losenden
Fragen vorher genau zu pricisiren.

Die Hauptfragen lauten:

I. Unter welehen Umstanden ist der Frosch fmmun gegen Milz-
Drand, unter welchen eventuell nicht?

II. Ist im ersteren Falle die . Fressthiitigkeit* der Leukocyten die
cigentliche Todesursache der Bacillen oder nicht?

III. Sind Anzeichen zu finden, welche auf eine andere Todesursache,
als die Leukocyten, hinweisen?

Fine Losung dicser Hauptfragen soll angestrebt werden durch Be-
antwortung folgender Specialfragen:

1) Inncrhalb welcher Zeit werden eingefithrte  Milzbrandbacillen
von den Leukocyten des Froschlymphsackes incorporirt?

2) Werden sammtliche eingefihrte Milzbrandbacillen aufge-
nommen ?

3) Werden vorzugsweise virulente Bacillen aufgenommen?

4y Werden auch unbelebte, mit den Bacillen zugleich injicirte Cor-
puscula aufgenommen?

H) Welche Schicksale haben die aufgenommenen Bacillen?

6) Welche Schicksale haben dic etwa frei bleibenden Bacillen ¥

7} Innerhalb welcher Zeit bleiben die Milzbrandbacillen, welche im
I'roschkorper verweilt haben, noch wachsthumsfahig ¥

8) Innerhalb welcher Zeit bleiben dieselben noch virulent?

1) ,,Fortschritte der Medicin®, No. 5.— 1. Mirz 1888. (Besprechuung
von Baumearrexn's Werk: Pathologische Mykologie II.)




Zur Beantwortung dieser Fragen unternahm ich nun die folgenden
Uutersuchungen auf Anregung und unter Leitung des Herrn Prof. Dr.
JAUMGARTEN,  welchem ich fiir seine {beraus giitige Unterstittzung
meinen aufrichtigsten und verbindlichsten Dank ausspreche.

Erste Yersuchsreihe.

In den Riickenlymphsack von Yrischen, die bei einer Zimmertew-
peratur von ctwa 20° C gcehalten wurden, spritzte ich virulente Rein-
culturen von Milzbrandbacillen cin, wnd zwar theils den verflissigten
Theil von Gelatine-Culturen, theils den in destillirtem Wasser vertheilten
Belag von Agar-Culturen, theils Gemische von beiden (wobei sich Ver-
schiedenheiten in der Wirkung nicht crgaben).  Orgaustiicke von an
Milzbrand verstorbenen Thieren einzufiihren, schien weniger rathsam,
weil dic in ihmen enthaltenen Baeillen der Lymphflissigkeit sowoll, als
ien Leukocyten sehr ungleichmissie zuginglich sind, wodurch naturge-
wiiss auch  dic Gleichmassigkelt und Klarheit der Resultate gestort
werden muss. Zur Injeetion wurden verhiltnissmissig grosse Mengen
der Culturflissigkeit (0,5—2,0 cem) benutzt, damit der ganze Riicken-
lymphsack des I'rosches von Milzbrandbacillen erfullt werde und die
Forischwemmung eincs Theils dersclben nicht in Betracht komme.
In cinigen Fillen wurde eine Mischung der Culturflissigkeit mit fein-
vertheilten Kohle- resp. Zinnoberpartikelchen injicirt. In einigen an-
deven Fillen wurde ecine stark sporenhaltige, auf der Kartoffel im
Wirmeschrauk gewonnene Kultur injicirt, deren Bacilien mit Ausnalme
der Sporen selbst durch zweistiindiges Erhitzen auf 629 C getidtet waren,
Die Injectionswunde wurde meist mit einem Collodium-Hautchen iiber-
zogen , wiewohl dieselbc auch ohne dieses schnell zu heilen pflegte.
Eine offen bleibende Wunde schafft indessen Complicationen, welche die
Deutung der Lesultate zu erschweren gecignet sind.

Dic reichlichen Injoctionen wurden von sdimmtlichen 12 bei Zimmer-
temperatur gehaltenen Froschen, die keine offene Wunde hatten, olme
Eintritt einer Milzbranderkrankung ertragen, wiewohl die maximale
Virulenz der benutzten Culturen an Miusen crwiesen war.

Bei den geimpften I'roschen bildete sich innerhalb der ersten zwolf
Stunden ein mehr oder weniger bedeutendes lixsudat aus , welches oft
eine pralle Spannung des Riickenlymphsackes bewirkte. Vom dritten
Tage nach der Inipfung ab begann dasselbe sich wieder zuriickzubilden.
Das Exsudat enthielt ausser der serisen Flissigkeit reichliche Leuko-
cyten. In den mit Kohle oder Zinnober geimpften Fillen trat eine
reichliche ITamorrhagie hinzu; auch war das Exsudat hier massiger und
andavernder; zuletzt bildete sich durch Verwachsungen cine Absackung
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desselben im Steisstheil des Riickenlymuphsackes, wahrend in den nur
mit Culturfliissickeit geimpften TFdllen das Fxsudat schliesslich ganz
verschwand. Die Vorginge, die sich im Lymphsack des Frosches ah-
spielten, wurden in der Weise bcobachtet, dass von Zeit zu Zeit (4
Stunden bis 14 Tage nach der Impfung) mittelst Tinstichs in die Haut
und Einfibrung eines Lymphrohrchens Tropfen der den Lymphisack er-
filllenden Fliissigkeit entnommen wurden, welche theils frisch auf holl-
geschiittenen Objecttriigern untersucht, theils cingetrocknet und gefarbt
wurden; ein Theil der gewonncnen Tropfen wurde durch Vaselin-Ver-
schluss auf hohlgeschliffenen Objecttrigern vor dem Trocknen geschiitzt
und tagelang aufbewahrt, wm das ctwaige Auswachsen der Bacilien zu
beobachten. Ferner wurden bei Gelegenheit der meisten Entnahmen Cul-
turen auf Gelatine mit der entnommenen Ilissigkeit angelegt, sowie
zahlreiche Impfversuche an Miusen und einigen Kaninchen ausgefiibrt.

Mikroskopische Krscheinungen.

Dic Dbeobachteten Erscheinungen zeigten in allen Versuchen eine
ausscrordentliche Ucbereinstimmung und Klarheit.

In den ersten (4 bis 8) Stunden nach der Impfung zeigen sich in
den entnommenen Tropfen netzartig durcheinander liegende lange und
kurze Milzbrandfiden, an dencn sich zum Theil bereits Gruppen vou
Leukocyten festgesetzt haben. Theilweise sicht man die Dacillen nuy
an den Leukocyten licgen, theilweise aber auch deutlich durch das
Innere derselben ziehen. Sehr hilufig stecken kleine Bacillenfiden
mit dem einen Ende in cinem Leukocyten und ragen mit dem andern
Ende frei heraus.

In denjenigen Fillen, in welchen der Impfflissigkeit Kohle oder
Zinnober beigemischt war, sah man indessen auch viele klcine Theilchen
dieser Massen in Leukocyten licgen ; manche Leukocyten hatten sogar
Milzbrandbacillen und Kohletheilchen zugleich in sich aufgenommen.
Ebenso wurden abgetodtete Milzbrandbacillen, sowie Milzbrandsporen
reichlich von Leukocyten aufgenommen. Die noch frei liegenden Leulko-
cyten zeigten die characteristische Vielgestaltigheit, welche sie durch
die Aussendung der Pseudopodien erhalten; doch war auch bei anhal-
tendster Beobaci.iung einer bestimmten Stelle eines héngenden Tropfens
eine sichiliche Gestaltveriinderung eines einzelien Leukocyten nicht
direct zu counstatiren,

Die Leukocyten werden durch die langsame Stromung, welche im
hiingenden Tropfen vor dei Geripnung der Lymphe herrscht, an den
Milzbrandfiden dicht vorbeigefiibrt, wobel einige an denselben haften
bleiben, andere nicht.

Der Vorgang des Einschlusses scheint der zu sein, dass die Leuko-
cyten vermdge ihrer klebrigen Beschalfenheit an einzelnen Bacillenfiden
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haften Dbleiben, auf welche sic durch die Lymphstromung oder durch
ihre sehr langsame Figenbewegung hingefiihrt werden, und welche sie
dann vermdge ihrer amoboiden Bewegungen wmschliessen.  Dass gerade
die Leukocyten — und auch die Bacillen — ein bedentendes Klebever-
migen besitzen milssen, zeigt auch folgender Versuch: Wenn man cin
lufttrocken gewordenes Deckglas-Priiparat von Irosch- oder Siugethier-
blut (oder einer Mischung von Lymphe und Blut) auf ciner wissrigen
Fliissigkeit 8- -5 Minuten schwimmen lisst, so fallen die rothen Dlut-
kirper fast simmtlich heraus, die T.enkocyten dagegen und die etwa
darin enthaltenen Dacillen Dleiben regelmissig am Deckglase haften.
Die in den crsten 4—8 Stunden nach der Impfung gewonnenen
Lymph-Priparate hieten bercits in der winfachen Farbung mit Gentiana-
violett oder Bismarckbraun cin klares und iibersichtliches Bild. Die in
den Leukocyten liegenden Theile der Bacillen-Fiaden treten jedoch besser
hervor bei der Tarbung nach Gram oder noch sehbner bei der Doppel-
firbung nach Gram- Gostier'), welche dic Leukocyten rithlich, die
Milzbrandfiden  dunkelblau erscheinen lasst. Dic Bacillen zeigen in
dicsen ersten Stunden noch fast durchweg cin glattes, gleichniissiges,
gesundes Ausschen.  Nur hier und da erscheint cin frei licgender kurzer
Faden ungleichmiissig contourirt oder theilweise in brockligem Zerfall
hegritfen, eine Erscheinung, welche im Verlaufe der folgenden Zeit immer
dentlicher zu Tage tritt. Fs sind dies wahrscheinlich Bacillen, welche
hereits in der Cultur weniger lebenskriftis waren. Demn es ist anzu-
nehmen, wie auch aus den folgenden Beobachtungen hervorgeht, dass in
jeder Milzbrandeultur ausser den ganz frischen, voll wachsthumskrattigen
sacillen sich auch verschiedene Stufen von weniger lebensfrischen [wahr-
scheinlich alteren| Bacillen befinden, die vielleicht dann, wenn sie auf einen
sehr glinstigen Nahrboden (Miusekirper ete.) gelangen, noch proliferations-
fahig sind, in einem direct ungiinstigen Medium jedoch schmelt dem Ab-
sterben anheimfallen, wihrend lebenskriftigere Bacillen dersclben Cultur
sich noch lingere Zeit vegetationsfihig zu crhalten vermogen. In den Cul-
taren selbst sind diese verschiedenen Stufen durch Fiarbung meist nicht
hinlanglich zu unterscheiden; bei denjenigen Versuchen aber, welche
ecine progressive Vernichtung von Bacillen bewirken (so auch bei Briy's
gleichzeitig im hivsigen Laboratorium angestellten Untersuchungen iiber
die Degencrationserscheinungen pathogener Bakterien in destillirtem
Wasser) tritt dicser Unterschied dadurch hervor, dass nicht simmt-
liche Bacillen gleichmassigz dem Untergange anheimfallen, sondern die
einen frither, die andern spiter, bis schliesslich auch die letzten wachs-
thumskriiftigen Bacillen abgetidiet sind. Im T'roschkorper nun scheint
die Abtodtung der Milzbrandbacillen mit gewissen Degencrationscrschei-

1) Deutsche med. Wochenschr. 1887, No. 22: Usber die mikroskopische
Firbung der wichtigsten pathogenen Bakterien mit Anilinfarbstoffen.




nungen verbunden zu sein, welche bereits MerTscaNvikorr an den in
Leukoeyten eingeschlossenen Bacillen mehrere Tage nach der Tmpfung
beobachtet hat. Mir fielen diese Erscheinungen zunédchst, und zwar
schon 8—12 Stunden nach der Impfung an einigen frei liegenden,
kurzen Bacillenfiden auf, von denen ich annchmen muss, dass sic be-
reits in der Cultur nicht mechr im Besitz ihrer vollen Lehensfahigkeit
waren und deshalb jetzt rasch der Zerbrockelung anheimfallen mussten.
Iin Verlanfe der folgenden Zeit aber — 12—24-—48 Stunden nach der
Impfung — treten dicse Degenerationserscheinungen an einer immer
arigseren Zahl der frei gebliebenen Bacillen auf.  Dasg vorhin beschrie-
hene mikroskopische Bild cines Lymphtropfens hat sich am Begiun des
zweiten Tages nach der Impfung folgendermaassen verdndert:

Am augenfilligsten ist die gewaltige Zunahme des ,,Phagoeytismus®.
In fast jedem Gesichtsfelde sicht man cine Anzahl von Leukocyten, die
reich mit Bacillenfiden dorchzetzt sind.  Die Doppelfirbung nach Gram-
Gunrier giebt ein sehr anschauliches Bild :

Wihrend kurze Dacillenfiden in mannigfacher Zusammenkritmmung
ganz im Innern der Loeukoeyten liegen oder nach Art einer Haarloeke
oder cines Kranzes geringelt sich der Peripherie dersclben angelegt
haben, zichen vielfach Lingere Faden (wie eine Insectennadel durch den
Leil) eines Kifers) durch das Innere cines Leukoeyten hindurch oder
stecken mit dem einen Inde im Leukoeyten, wiahrend das andere Fnde
in einer Lange von viclen Leukocyten-Breiten aus demsclben frei her-
vorragt. Auch ragt vielfach cinc ganze Anzahl kiirzerer Bacillen aus
der Peripherie cines Leukoeyten hervor und giebt diescm dadurch das
Aussehen einer unregelmissigen Sternfigur.  Ausser diesen selir charac-
teristischen Bildern findet man aber auch um diese Zeit noch in jedem
Lymphtropfen eine betrachtliche Anzahl absolut frei liegender Bacillen-
fiden. An diesen nun hauptsiachlich zeigt sich bereits in ungefiarbtem
Zustande statt des homogenen, glashellen Aussehens eine mehr triibe,
opake, oft feinkornig erscheinende Beschaffenheit. Tiirbt man cinen am
Deckglas festgetrockneten ') Iymphtropfen nach Gram, so zeigen dic
frei liezenden Bacillenfiden stellenweisc ein ganz glattes, homogen ge-
farbtes Aussehen; an andern Stellen aber — meist am cinen Ende eines
Fadens, hin und wieder auch im ganzen Verlaufe — scheinen dicselben
in einzelne Brockel zerfallen zu sein. Zunachst scheinen die cinzelnen
Bacillen-Individua, weleche normaler Weise annahernd Rechtecke ‘dar-
stellen, sich abzurunden, so dass der ganze IFaden cine entfernte Aehn-
lichkeit mit einer Kokkenkettc erhdlt. Dann sieht man cinzelne der

1) Die Erhitzung der Priparatc wurde meist durch folgendes Ver-
fahren ganz vermieden: dic véllig lufitrocken gewordenen Deckglaspripa-
rate wurden 10— 20 Minuten lang in Alcohol gelegt und dann wiederum
an der Luft getrocknet.



abperundeten Glieder, welche eine kugelige, ovoide, birnformige oder
ganz unregelmissige, meist auch unscharf begrenzte Gestalt annehmen,
sich einzeln abhcben; diese Partikel erscheinen anfangs zuweilen wie
angeschwollen im Vergleich zu dem gesunden Theil des Bacillenfadens,
mit der Zeit werden sie jedoch immer schmitchtiger und durchsichtiger.
Oft erscheint das eine Ende des Bacillenfadens wie zugespitzt.  Schiiess-
lich zcigt oft nur cin brockliger Detritus die Richtung an, in welcher
der Faden sich urspriimglich fortsetzte. Dicse brocklige Masse ist hei
der Farbung nach Gram!') stets noch deutlich blau gefirbt. Ausrei-
chend deutliche Bilder erhilt man auch durch dic cinfache Farbung mit
verdiinnter Gentianaviolett- Losung, sowic mit concentrirter wissriger
Vesuvin - Losung; namentlich giebt letztere reeht saubere und klare
Bilder und zeigt auch die Degencrationscrscheinung mit hinreichender
Deutlichkeit. .

Line Differenzirung der Leukocyten von den Bacillen ist am besten
dareh die Gusraer’sche Modification der Gram’schen Farbung zu or-
zielen ).

Dic in Leukoeyten eingeschlossenen Bacillen hieten seltsamerweise
innerhalh des ersten und meist auch noch innerhalb des zweiten Tages
nach der Impfung keincrlei Degenerationserscheinungen dar.  Sie
crecheinen viclmehr bei Anwendung der Gran-GUsruer’schen Farbungs-
Methode uanz glatt und gleichmiissig blau gefarbt innerhalb der durch
dic Vorfarbung it DPikrocarmin rithlich crscheinenden Leukocyten.
Erst etwa 48 Stunden nach der Impfung beginnen sich auch an ihnen
dicselben Zerbrockelungserseheinungen nach und nach zu zeigen, die
hereits fridher an den frei liegenden Bacillen zu bemerken sind.  Aber
auch dic Leukocyten selbst fallen offenbar zahlreich dem Untergange
anheim. Ftwa vom fiinften oder sechsten Tage nach der Impfung sah
ich baufig kleine Bacillenhaufen in einer Anordnung und “usammen-

1) Die Grawm’sche Firbung bewirkt bekanntlich auch an manchen Pri-
paraten von ganz normalen Milzbrandbacillen unvermuthet statt des
homogenen ein kirniges Aussehen der geflirbten Bacillen. Dieses ist von
den (ganz regelmissig zu beobachtenden) beschriebenen Degenerationser-
scheinungen wohl zu unterscheiden. In einzelnen Fiillen habe ich Beides
combinirt gesehen. Es zeigten sich dann die sonst homogen gefirbten Ba-
¢illen wie aus einzelnen feinen Kornchen bestehend und die ovoiden und
unregelmiissigen Brockel zeigten neben ihrer Missgestaltung die Kornung
ebenfalls. — Diese Kigenschaft der Grax’schen Methode wird dem Einflusse
des Jod zugeschrieben; doch gelang es mir bei frischen Culturba-
cillen niemals (selbst durch {ibermissig lange Jodeinwirkung nicht), ein
korniges Aussehen dcrselben zu erzielen. Auch bei den dem Frosch ent-
pommenen Priparaten trat diese Missfirbung nur bei den im hiingenden
Tropten sehr langsam eingetrockneten Bacillen zuweilen ein.

2) Dieselbe wurde an Deckglaspriparaten stets unter Weglassung des
salzsauren Alcohol ausgefiihrt.




kriimmung legen (oft auch in Jjener oben beschriehenen Kranzform), wie
sie nur die von Leukocyten aufgenommencn Bacillen anzunehmen pflegen ;
dic Leukocyten sclbst aler, in denen diese Bacillen gelegen haben
mussten, waren verschwunden. Zu dieser Zoit gelingt cs fast niemals
mehr, an ungefirbten Priiparaten mit Sicherheit Bacillen herauszutinden.
Bei Anwendung der Gram’schen Farbung aber sah ich in einem Falle,
bei einem Winterfrosche bis zum 10, Tage nach der Impfung, noch in
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jedem Lymiphtropfen einige frei liegende und ausscrdem eine ganze
Stufenfolge in Degeneration bhegrifiener Bacillenh#uflein, die theils noch
in sichtharen Leukocyten, theils frei lagen, aber von cinem auf diesc
Bilder cinmal cingeiibten Auge stets als Dacillenreste erkannt werden
konnten.  Frst am 17. Tage nach der Impfung waren ziemlich alle Spuren
von Bacillen aus der Lymphe verschwunden. — Iin Auswachscn
der in den Lymphsack des bei Zimmertemperatur gohal-
tenen roscheseingespritzten Bacillen konnto inkeinem
Falle, weder an den in Zellen eingeschlossenen, nochan
den frei liegenden Bacillen mit irgendwelcher Sicher-
heit beobachtet werden, Ebenso wenig wuchsen die in den
Lymphsack des kalten Trosches injicirten Milzbrandsporen. Im
Blute, welches wihrend des Lebens ofters durch Abtragung einer
7ehenspitze "gewonnen wurde, zeigten sich bei den Frischen der
ersten Versuchsreihe niemals Milzbrandbacillen,

Die Versuche, das Leben, resp. Abgestorbensein der im Frosch-
kirper gewescnen Bacillen durch die von MeTscENIKOFF  angegebenc
Reaction 1) derselben auf Vesuvin-Fiarbung zu priifen, misslangen, Denn
bereits innerhally des ersten Tages nach der Tmpfung, an welchem sich
die Bacillen bei den nachher zu besprechenden Cultur- und Impfver-
suchen noch als wachsthumsfihig und relativ virulent erwiesen, crgah
sich folgendes Bild hei Zusatz cines Tropfens concentr. wissriger Ve-
suvin-Losung zu cinem Tropfen entnommencr Lymphe: Zuerst firbten
sich die Leukocyten, deren Kerne intensiv braun wurden (desgleichen
die Kerne der etwa beigemischten rothen Blutkdrper). Sodann erschiencn
in den Bacillenfiden einzelne verstreute gelbe Punkte, bis endlich alle
vorhandcnen Bacillen durchweg gelbbraun crschienen. Nach Mrrscr-
NIkovr hiitten dic noch lebenden Bacillen ungefirbt bleiben miissern.

Impfversuche.

Zunichst wurden zahlreiche Impfversuche an Miusen mit den im
Froschkorper gewesenen Milzbrandbacillen vorgenommen, und zwar nach
5, 20-, 24-, 26-, 36-, 40-, 44stiindigem, ferner nach 2-, 214~ 8~ 4

1) Annales de l'Institut Pasteur 1887, No. 1: Sur latténuation des
bactéridies charbonneuses dans le sang des moutons refractaires.
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und Btigigem Aufenthalte der Bacillen im Froschkorper; viele dieser
Versuche wurden mehrfach vorgenommen. In den mit kleinen Quan-
titaten der Culturfliissigkeit (0,2—0,3 cem) geimpften TFroschen
hatten die Bacillen schon nach 24 Stunden die Virulenz verloren. Dic
Resultate bei den mit grossen Quantititen (0,5—2,0) angestellten Ver-
suchen waren erst vom dritten Tage ab constant negativ, doch war be-
reits nach den innerhalb des ersten und zweiten Tages vorgenommenen
Impfungen cine erhebliche Verspitung des Todes der Miuse zu con-
statiren. Wahrend nimlich die zur Priifung der Virulenz der benutsten
Culturen geimpften Miuse bercits 24 Stunden nach erfolgter Tmpfuny
starhen, lebten dic mit 5-, 24- und 26stiindigem Froschmilzhrand ge-
impften Mause 2!/, Tage, cine mit ZZOStl“uuiig‘em Iroschmilzbrand ge-
impfte Maus sogar 3 Tage. — Die mit 44- und die verschiedencn it
4sstiindigem Froschmilzbrand geimpften Miuse, denen zum Theil 0,3 cem
der Froschlymphe unter die Haut gespritat wurde, starben theils nach
31/, rvesp. 4 Tagen, theils Dlicben sie iiberhaupt leben. Von dem am
dritten Tage dem Frosche entnommencn Material starh itherhaupt nur
noch eine Maus (nach 4 Tagen), die iibrigen bliehen leben.  Von den
spiiteren Tagen (4, 5) ist kein positives Infectionsresultat mehr zu ver-
zeichnen, wiewohl in allen Fillen fast noch in Jjedem Lymphtropfen so-
wohl freie, als zablreiche in Zellen cingeschlossene, dabei grisstentheils
noch homogen erscheinende Bacillen enthalten waren. In cinem Falle,
bei cinem Winterfrosche, der am fiinften Tage nach seiner Impfung zum
Infectionsversuch benutzt wurde (welcher negativ ausficl), konnten noch
bis zum zehnten Tage freie Milzbrandhacillen in jedem Tropfen seiner
Lymphe mittelst der Gras’schen Firbung nachgewiesen werden,
Weitere Infectionsversuche wurden an kleinen weissen Kaninehen
vorgenommen  mit 48 stiindiger Milzbrand - Froschlymphe.  Wicwohl
Jjedesmal eine volle Pravaz'sche Spritze injicirt wurde, fand eine In-
fection nieht statt. Fin mit einer vollen Spritze 24stiindiger Frosch-
milzbrand-Tymphe geimpftes Kaninchen starh nach 4 Tagen.

Culturversuche.

Fs wurden Culturversuche erstens durch einfache Aufbewahrung
geronnener Lymphtropfen auf hohlem Objecttriger unter Vaselinver-
schluss, zweitens durch Anlegung zahlreicher (etwa 40) Gelatineculturen
vorgenommen. In den aufbewahrten Lymphtropfen aus verschicdenen
Stunden des evsten Tages trat (falls dieselben nicht boi Gelogenheit der
Herausnahme und des Finschlusses stark mit sehnellwachsenden Sapro-
phyten besicdelt waren) fast immer ein Auswachsen einzelner Bacillen-
fiden ein: mnach wenigen Tagen zeigten sich unter dewm Mikroskop
grosse Massen schr langer, schlangenartiy gewundener Fiden in oft
parallel laufender, oft auch nach Art eines verwirrten Gambiindels durch-
einanderlaufender Anordnung. — In der bereits wenige Stunden nach




— 10

der Impfung entnommenen Lyinphe trat dieses Wachsthum schnell
und sehr reichlich ein; spiter viel spirlicher. Mit Sicherheit habe ich
¢s immer noch beobachtet in Lymphe, welehe 40 und 44 Stunden nach
der Injection entnommen war. In den Tropfen vom zweiten, dritten
und den folgenden Tagen stellte sich nie mehr Wachsthum der Bacillen
ein.  Die Versuche mit Gelatine-Culturen gaben «in ganz entsprechendes
Resultat. Is waren meist keine Reinculturen von Milzbrand, da dic
schwer zu umgeliende Deriihrung der IFroschhaut bei der Entnalme
leicht cine Verunreinigung bedingt. Doch waren in den zu verschic-
denen Stunden des ersten Tages angelegten Culturen stets reichlich
Milzbrandbacillen vorhanden; in den Culturen, die 36, 40 und 44 Stunden
nach der Impfung angelegt waren, fanden sich nur noch spirliche Milz-
brandfaden, in den spiater angelegten Gelatine-Culturen licssen sich gar
keine mehr nachweisen.  Nur mittelst des Plattenculturverfahrens ge-
wann ich noch von 4tigiger Milzhirandfrosehlymphe aus dem Inhalt
zweier  Lymphreohrehen im ganzen 6 herdférmige  Milzbrandeulturen,
welehe nach zweitigigem Wachsthum anf der A gar -Platte (i Wirme-
schrank) einc Maus in drei Tagen tédteten; wihrend, wie oben mitge-
theilt, bei directer Ucberimptung 4tdgiger Lymphe vom Frosch auf
dic Maus cine Infection nicmals nehr stattgefunden hatte.

Die Gewinnung  abgesehwichter Culturen wurde jedoch nieht fort-
gesetzt, um dic Arbeit nieht von den vorgeschrichenen Bahnen abzu-
lIenken.

Deutung der Versuche.

TFassen wir nun ins Auge, welche Deutung den Resultaten der
ersten Versuchsreihe  hinsichtlich  der Theoric MerTscnyzikorr’s  zu
geben st

Zunichst ist dic interessante Beobachtung Merscinixorr’s, dass
dic in den kalten I'roschkorper eingefithrten Milzbrandbacillen in grosser
Zahl von den Leukocyten der Froschlymphe incorporirt werden, in
keiner Weise zu bestreiten.  Auch ist als vollig sicher anzusehen, dass
dies bei den vorliegenden Versuchen lediglich durch die Activitit der
Leukocyten geschieht, nicht durch ein Hineinwachsen der Milzbrand-
bacillen.  Dies geht schon daraus hervor, dass die Aufnahme der Ba-
cillen bereits wenige Stunden nach deren Eiufahrung be-
ginnt und dass ein Auswachsen im kalten Froschkérper iberhaupt
weder an den Bacillen, noch an den cingefiihrten Sporen constatirt
werden konnte, .

Von grosser Wichtigkeit ist nun aber die Frage, ob diese Thitig-
keit der Leukocyten als ein wirklicher | Kampf*, und zwar als ein
Vernichtungskampf, welchen dic Leukocyten als Hitter des be-
drohten Iroschkorpers gegen dic cingedrungenen Parasiten der Milz-
brandkrankhcit siegreich durchfiihren, anzusehen ist. Es musste zu



diesem Zwecke nachgeforscht werden, ob sich die Leukocyten mit Vor-
liebe auf virulente und lebenskriftige Bacillen stiirzen, oder ob sie auch
oder vorzugsweisc oder ausschliesslich todte Bacillen in sich aufnehmen,
und wie sic sich gegeniiber anderen, mit den Bacillen zugleich injicirten
Fremdkorpern verhalten. — Was zunichst den letzten Punkt betrifit,
so konnte festgestellt werden, dass dic Leukocyten auch anderc, und
zwar unbelebte Korperchen (Iohle- und Zinnoberstinbchen), wit denen
ein ,Kampf* gar nicht zu lcisten ist, ebensowohl in sich aufnehmen,
wie die Milzbrandfiden, trotzdem dass diese Korper z. Th. doch weit
grisser, ferner sammtlich starrer und wohl anch weniger leicht an-
haftend sind als die relativ feinen, weichen, schmicgsamen Milzbrand-
faden, von denen natiirlich aus diesen Grimden eine grossere Anzahl
in den Leukocyten Aufnahme finden kann, Ferner wicsen verschiedene
Beobachtungen darauf hin, dass das erste Anhaften der Leukocyten an
allen diesen Kérperchen wahrscheinlich nur durch deren hedeutendes
Klebevermdgen bedingt ist, nicht durch cine geheimnissvolle Ten-
denz zum Angriff * anf dic VFeinde ihres Mutterorganismus.  Spricht
Mprsensicorr also von cinem ,,Angrift® oder ciner ,,Jagd* der Leu-
koeyten aunf dic Milzbrandbacillen, so wird man sich doch Dbewusst
bleiben miissen, dass dies nur als cine bildliche Ausdrucksweise gelten
kann, durch welche Anschauungen, die aus dem hiéheren Thierlehen
genommen sind, in eine doeh weit andersartige Sphare erst hinein-
getragen werden.

Die weitere Frage, ob die Leukocyten itherhaupt virulente, in der
vollen T.cbensthitigkeit begritfene Bacillen in sich aufzumehmen ver-
mbgen, ist an der Hand der crsten Versuchsreihe allein schwer zu
entseheiden. s stehen sich hier dic Beobachtungen gegeniiber, dass
cinerseits ein wirkliches Auswachsen der Bacillen im kalten Frosch-
korper selbst nicht stattfindet, dass andererseits aber ein Theil der in-
jicirten Bacillen etwa 48 Stunden lang auf Gelatine wachsthumsfihig
und fiir Méduse virulent Dbleibt, wiihrend innerhalb dersclben Yeit im
Froschkdrper bereits grosse Mengen der cingefiibrten Bacillen von Leu-
kocyten aufgenommen werden. Da nun, wie wir salien, schon von vorn-
hercin nicht alle Bacillen in gleichem Maasse lebenskriftig sind, und da
ausserdem jeder Milzbrandfaden eine ganze Gruppe von Einzelbacillen
reprissentirt, so ist cs zuniichst schon sehr schwer zu entscheiden, ob
diejenigen Bacillen, an dencn die Leukocyten haften bleiben, um sic
nachher  einzuschliessen, noch im Vollbesitz ihrer Lebensfunctionen
waren oder micht. Da indessen bereits wenige Stunden nach der In-
jection dic Leukocyten an ganz langen, homogen aussehenden Bacillen-
fiden sich festsetzen, so schien es mir (nach Maassgabe der Ergebnisse
der ersten Versuchsreihe allein) wahrscheinlich, dass dic Leukoeyten
simmtliche in den Lymphsack eingefihrten Korper von geniigender
Kleinheit : Kohle- und Zinnoberstaubchen, todte und lebende Milz-




hrandhakterien ohne Unferschied in sich aufnehmen. Dennoch méchte
ich hier bereits auf dic noch offen bleibende Moglichkeit hinweisen, dass
simmtliche eingefiihrten Bacillen, solange sie sich im  kalten Frosch-
korper befinden, wo miglich nicht im Besitze ihrer normalen Tebens-
functionen, d. h. des ihnen eigenthiimlichen Stoffwechscls sind und nur
theilweis noch eine Weile conservirt werden; cin Gedanke, der he-
reits MpscuNkorr vorgeschwebt zu haben scheint, wenn er dic Mei-
nung ausspricht '), dass dic Bacillen im kalten Froschkdrper nicht
Jenes hypothetische Gift absondern, welches dieselben im Siugethior-
korper und im erwiirmten Frosche zur Lihmung der Leukocyten al-
sondern sollen, und welches also offenbar als cin hei normaler Lebens-
thitigheit crzeugtes Stoffwechselproduct der Milzbrandbacillen gelten
soll.  Tiine gemaucre Besprechung dicser Trage wird crst bei der dritten
Versuchsreihe moglich sein.

Die Frage, ob die Bacillen innerhalb der Leukocyten
iir Leben verlieren, hingt also anfs engste mit jener andern zo-
sammen: ob sie ¢s nicht schonvorher verloren haben. Dic
Bacillenhiuflein, welehe schlicsslich im Inmern der Leukoeyten
licgen, scheinen in der That endgiiltic todt zn scin.  Wenigstens vor-
mochte ich weder ein Auswachsen derselben im geronnencn Liymph-
tropfen festzustellen, noch wurden Mause durch die am . bis 6. Tage
entnommene Lymphe, welche sehr reichlich cingeschlossene Bacillen (da-
nehen auch freie) enthiclt, inficirt. Fir die eizenthiimliche Thatsache,
dass die in Zellen eingeschlossenen Bacillen erst spiiter Zevhroekelungs-
crscheimmgen zeigen als dic freien, ist es schwer, einen sichercn Grond
zu finden. Die Erscheinung ist viclleicht lediglich eine Yolge der
mechanischen Tlinhiilllung in die elastische Protoplasmamasse.

Wir kommen nun auf die weitere Frage, ob sich Anzeichen vor-
finden, welche noch auf eine andere Todesursache der Racillen sehlicssen
lisst, dic etwa unabhingig von den Leukocyten und noch friher als
diese auf die Bacillen wirkt.

Schon der Umstand, dass im kalten Trosche ein Wachsthum der
Bacillen (welches an der zunehmenden Menge und eigenartigen Grup-
pirung der Bacillen unschwer zu erkennen wiire?), nicht stattfindet,
sondern vielmehr eine bestindige Abnahme der Bacillen von Stunde zu
Stunde, legt die Vermuthung nahe, dass noch andere Momente als die
Leukocyten mitwirken miissen, um dic Daseinshedingungen fiir die Da-
cillen im lebenden kalten Froschkirper ungiinstiz zu gestalten. Man
kimnte nun vermathen, dass etwa die Frosehlymphe nicht die nithigen
Nihrstoffe fir Milzbrandbacillen enthilt.  Dem steht jedoch entgegen,
dass die Milzbrandbacillen in der dem Froschkirper cutnommenen,

1) VircBow’s Archiv, Bd. 97.
2) of. Versuchsreihe III.
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todten und geronnencn oder durch Kochen zum Culturmedium ge-
machten Froschlymphe sehr gut gedeihen und kriftis wachsen. Dies
Argument ist aunch von Merscuxikorr Dbenutzt worden, um beweisen
zu wollen, dass dic Lyniphflissigkeit naeh Ausschaltung der Pha-
gocytenthiitigkeit kcin bacillenfeindliches Medium sei. Hier-
gegen muss jedoch entschieden geltend gemacht werden, dass die ge-
ronnene oder gar gekochte Lymphe doch nicht a prieri als identisch
betrachtet werden kann mit der im lebenden Korper cirvculirenden, mit
den lebendigen Gewebszellen in steter Derithrung stehenden und deren
Stotfwechselproducte in sich aufachimenden Lymphflissigkeit. Iis kinnte
also andererseits scheinen, als ob die cigenartige Constitution der
Icbenden Gewebe wund der von thunen heeinflussten Korperflissig-
keiten, welehe auch dureh die nur mit todten Substanzen arbeitende
chemische Analysce ficht dircet zu erforschen ist, cine fir dic
Lirnihrung der Bacillen nicht giinstige sei.  Das scheint ja fir dic nicht
pathogenen Dakterien (Saprophyten) auch fast allseitig angeuommen zn
werden.  Der Milzbrandbacillug aber vermag gerade (bei den cmpfing-
lichen Situgethicren wenigstens) in den lebenden Korpergeweben scine
Nahrung zu finden.  Nun ist es allerdings schr wohl denkbar, dass der
cigenthiimliche Lebensprocess des Kaltblitters es mit sich bringt, dass

dic Korpersubstanzen dessclben von den Dacillen — in der Kalte we-
nigstens -— nicht assimilirt werden kénnen.  Dann witrde das Absterben

der Bacillen im Frosehkérper lediglich dureh Nahrungsmangel bedingt
sein.  Doch muss nach Muaassgabe der bisherigen Versuche auch die
andere Moglichkeit bereits ins Auge gefasst werden, dass nicht das
Fehlen der geeigneten Nahrung, sondern eventuell das Vor-
handensein bacillenfeindlicher Agentia irgend welcher Art
den Frosclikorper zu einem ungiinstigen Boden fiir das Gedeihen der
Milzbrandbacillen mache. Natirlich muss es das Streben der Wissen-
schaft sein, dicsc moglichen Ageutia niher zu erforschen, und es wiire
ja nun ein schr crfreuliches Resultat, wenn sich die Leukocyten
als die bacillenfeindlichen Agenticn mit aller Sicherheit erweisen liessen.
Aber sclbst den Beweis per exclusionem fiir diese Annahme machern
folgende drei, bei jedem Versuch mit Leichtigkeit festzustellende That-
sachen unméglich :

1) dass dberhaupt nicht simuatliche eingefiithrten Bacillen von Leu-
kocyten aufgenommen werden,

2) dass gerade an den frei bleibenden sich zucerst Doegenerations-
erscheinungen zeigen,

3) dass dic Froschlymphe zu ciner Zcit, in weleher noch freie Ba-
cillen sich in ihr vorfinden, bereits Miuse nicht mchr inficirt, dass sic
noch frither fir Kaninchen indifferent wird und Mause langsamer als
bei ‘normaler Virulenz todtet.

Diese Thatsachen sind entschieden nichi mit METSCHNIKOFF'S




Theorie zu vercinigen; sie weisen vielmehr auf ¢in Agens hin, welches
mit dem Phagocytismus gar nichts zu thun hat. Man kénnte erstlich
an ein dem Amphibienkdrper eigenthiimliches chemisches Agens
denken, welches eventuell schon bei der Gerinnung der Lymphe zerstort
oder gebunden wird ; andererseits (wenn man die bacillenwidrige Wirkung
durchaus einem direeten Zelleneinfluss zuschreiben willy kinnte man
hier eincn ihnlichen, scinem Wesen nach noch unerforschten Finfluss
der Lymphgackwandungen annehmen, wie man iln den intacten
Yellen der Gefiisswandungen gegeniiber dem Blute hehufs Ilissig-
erhaltung desselben zuschreibt. Um nun den Zelleneinfluss moglichst
auszuschalten, wurde folgende neue Versuchsreihe angestellt.

Zweite Versuchsreihe.

In dem Bestreben, den LinHuss der lebenden Lymphilissigkeit ant
die Milzbrandbacillen mglichst isolirt zu studiren, fasste ich den Ge-
danken, Milzbrandbacillen inmerhadh des Froschkrpers noch in cine
diftusible Mambran einzuschlicssen, wodurceh die Beriihrung der Bacillen
mit den fixen Gewebszellen resp. Lymphsack-Endothelien it Sicherheit
ausgesehlossen, die Anmiherung der Leukocyten wenigstens hehindert
wird, wiewohl cine gewisse Anzahl dersclben vermige der amiboiden
Bewegnngen doch auch dureh Membranen hindurchzudringen vermag.

Dic Versuche wurden in folgender Weise angestelit: Der cinem
setidteten Frosehe entnomwene Darm wurde mittels Durchspiifens von
Wasser gereinigt wnd fiir ecinige Tage ju Aleohol gelegt.  Dunm wurde
derselbe an einem Ende zugebunden, mittels einer Pravaz’schen Spritze
mit Luft prall gefiilt und auch am andern Ende geschlossen.  (Das
Vorhandensein ecines Loches konnte auf diese Weise bewerkt, resp. aus-
gesclilossen werden.) Dureh verschicdene weitere Umsehniirungen wurde
der Darm dann in Segmente von 1-—2 ¢m Linge getheilt und so zu-
nichst in einer ,trockenen Kammer” einige Tage lang dem villigen
Austrocknen iberlassen.  Eigentliche Desinficientia wurden absichtlich
nicht in Anwendung gezogen, am dem Einwurfe zu begegnen, dass Reste
derselben nachher noch auf die Milzbrandbacillen einwirken kinnten. —
Diese getrockueten Darmsegmente wurden doun mit Culturfliissigket
cofiillt, sorgfiltic wieder durch Zubinden geschlossen und durch cine
nicht allzugrosse Wunde unter die Riickenhaut von Froschen gebracht.
Die Wunde wurde alsdann vernihr und mit Collodium  iiberzogen. —
Nach Zeifviumen von 24 Stunden bis 6 Tagen wurden dann solche
Darmsegmente wieder vorsichtig aus dem Froschkorper entfernt, it
destillivtem Wasser abgespiilt, in den Raum zwischen zwei Uhrschilchen
gebracht, geotfnet wwd wntersucht, sowic zur Anlage von Culturen und
zur Ausfihrung vou Impfungen benutzt.

Die Resultate waren in dieser Versuchsreibe bei den nach gleichen
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Yeitriiumen aus dew Frosehkérper  entfernten Darmscgmenten nicht
immer genan gleiche.  Dies ist wohl aus ciner verschiedenen Dureli-
lissigicit versehiedener Darmabschnitte zu erkliren, welche Verschieden-
heiten im Fliissigkeits-Ausgleich, namentlich Verschiedenheiten in der
Schnelligieit der Exosmose der den Bakterien mitgegebenen Cultur-
fliitssigkoit bedingen muss. Nur in zwel der entnonnuenen Darm-
seomenie war cine villige Abwesenheit von Leukoeyten zu constativen.
Dieselben waren am dritten und vierten Tage nach der Einfithrung ent-
nommen worden und enthiclten ein sehr dichtes Netzwerk von Bacillen-
fiden, von denen cin Theil bereits in ganzer Linge Zerbrockelungs-
erscheinungen aufwies (dic auch in der Vesuvin-Firbung deutlich her-
vortraten), die Mehrzahl aber doch nogh cin homogenes, gesundes Aus-
sohen darbot.  Deim Impfversuehe tédtete der Inhalt des nach dvei
Tagen cntnommencn Darms cine Mas innerhalb von weniger als 48
Stunden, der des nach vier Tagen entommenen Darmstiickes  schon
otwa 50 Stunden nach der Impfung, woraus zu schiiessen ist, duss in
letzterem Darmsegment wenigstens cin Theil der Bacillen noch seine
fast maximale Virulenz behalten hatte, withrend cin anderer,
nielit unbetriehtlicher Theil schon in der Degeneration hegriffen wa,
Dic Frhaltung der Virlenz isi ohme Zwang zu crkliven durelt die Un-
vollstindigkeit der Exosmose der gelatinsen Culturtlissigheit aus diesen
offenbar schwer durehgingigen Darmsegmienten; die Degeneration
| bei vorhandencem Nabrungsmaterial ist jedoch iiberraschend
‘ und weist wohl mit einiger Wahrscheimlichkeit auf cine durel die Lymphi-

fliissigkeit verbreitete, positiv bacillenwidrige (chemische) Substanz des

Troschkirpers hin, welehe ilve Wirkung auf den sehwicheren Theil der
i Bacillen Dereifs geiussert hatte, — Doch michte ich cs vermeiden, aus
den erwitlmten zwei Versuchen zu weitgehende Schiiisse zu ziehen; e
i muss aunch hier dic Moglichkeit unzurcichender Erndlirung zugelassen
werden, da ja cine Vermischunyg des adiiquaten Nibhrmaterials der
Gelatine mit dem prisumptiv inadiiquaten Nihrmaterial der Frosch-
Iymphe in dem Darmsickehen stattfinden musste.  Die Phagocytose
und der Einfluss der fixen Gewebszellen waren aber jedenfalls aus-
geschlossen.

Bei sinnntlichen  iibrigen Versuchen der zweiten Versuchsreihe
zeigte sich im lmmern des cingefithrten Darmscgments auch stets eine
grissere oder geringere Anzall von Leukocyten und ein dem entspre-
¢hender Plagoeytismus.  Doch war die Anzall der ausserhalb  von
Leukocyten ganz frei liegenden DBacillen stets cine weitaus  betricht-
lichere als in den Fillen der ersten Versuchsreihe. Iis zeigten daler
diese Versuche mit missig durchlissizen Darmsegmenten alle Erschei-
nungen, die bei Einfithrung von Milzbhrandbaeillen in den Frosehkirper
su beobachten sind, am typischsten: dic Aufnabme in Leukocyten mit
den charakteristischen morphologischen Erscheinungen, die Zerbrockelung
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frei liegender Bacillen in grossem Maassstabe, die spiiter folgende Dege-
neration der in Leukocyten liegenden Iduflein, sowie besonders auch
den Untergang zahlreicher Leukocyten, da diese nach Durchwanderung
der Membran schneller zu Grunde zu gehen scheinen als sonst.

Die Infections-Versuche ergaben bei den am ersten und
zweiten Tage entnonmenen Darnsegmenten eine nicht bei allen Ver-
suchen gleichmassige Abschwiichung der Virnlenz (die Miuse starben
2 -3 Tage nach «der Impfung).  Die Bacillen auns den am dritten Tage
entnommenen Darmstiicken hatten schou in mehreren Fillen die Viru-
lenz vollig eingebiisst; doch ergaben andere Versuche vom dritten und
auch noch vom vierten Tage positive Infectionserfolge,  Vom fiinften
Tage ab wurde jedoch keine Infection melr beobachtet.

Die Dentung dieser Versuche ergieht zunitchst cine vollkomniene
Bestittigung des o der ersten Versuchsreihe gefundenen negativen
Resultates, dass das Gefressenwerden™ dureh Leukoeyten zum Unter-
wange der Milzbrandbacillen im Froschkovper nicht erforderlich ist, so-
wie terner den Ausschluss cines Einflusses der fixen Gewebszellen der
Lymphsackwandungen anf den Untergang der Bacillen.  Auch wird duareh
die grissere Menge der frei bletbenden Baeillen der bei der ersten Ver-
suchsreilie: Tmmerhin mdgtiche (wenn aueh wenle plausible)  Einwaad,
dass die frei vorgefundenen Dacillen erst durch die Priaparation 1) aus
den Leukoceyten wicder hinausgebracht sein komnten, entkriftot.

Ein indirecter” Finfluss der Leukocyten, wie ilm Livnarscn ¥)
anzunchmen scheint, und der doch nur als ein clemischer, durch die
Flissigkeit vermittelter gelten kinnte, ist natiivlich durch diese Ver-
stiche ehensoweniy ausgeschlossen; wic durel dic Resultate der ersten
Versuchsreihe.  Ein solcher indirecter, fernwirkender Einfluss
st aber watiivlich etwas ginzlich anderes als das von METSCHNIKORE
angenonmnene | Gefressenwerden®™ der Dacillen durch Leukocyten,

Da nun diese zweite Versuchsreihe es sehr nale legt, dass der
Grund des Unterganges der Milzbrandbacillen im Frosche in der Be-
schattenheit der Lymphflissigkeit des Frosches liege, so wiirde
cine Deutung dieser Versuche in vollem Umifange erst moglich werden
durch die genaue chemische Analyse sowohl der freien Lymphe,
als aunch der aus il in das Innere der Danmsegmente diffundirten Be-
standtheile, was uatiirlich fir sich eine betrichtliche Avbeit repriisen-
tiven wiirde.  Die rein bakteriologische Untersuchung muss sich zuniichst

1) In unsern Versuchen'war die einzige mit der Froschlymphe vorge-
nommene Manipulation das Aufsaugen mittels eines Lymphrohrehens und
das Herausblasen aus demselben auf das Deckglas. Tin Verreiben der Lymphe
zwischen zwei Deckglisern wurde niemals vorgenommen.

2) Lusarscm, Abschwichung der Milzbrandbacillen im Froschkorper,
Fortschr. d. Med. 1888, Nr. 4, Orig.-Mitth.
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mit den erwihnten negativen Resultaten begnligen und kann
positive Erklarungsversuche nor hypothetisch zulassen. um dadurch
den Weg zu weiteren Untersuchungen zu bezeichnen.

Dritte Versuchsreihe,

Die bereits mehrfach erwithnte Moglichkeit, die hisherigen Versuche
it der Weise zu erkliren, dass die Milzbrandbacillen die Korpersab-
stanzen des lebenden Frosches nicht zu assimiliren vermichten
und so lediglich an Nahrungsmangel zu Grunde gingen, ndthigte zum
Eingehen auf dic weitere Frage, o denn in keinem Kalle dic Mils-
brandbacillen im lebenden Froschkorper, zu wachsen vermiehten. Diese
Frage ist bereits dureh Murscrnikorr, C. FRINKEL V) w A, cimniithig
in dem Sinne entschieden worden, dass bel den im Wirnieschranke bei
Temperaturen  von diher 30° € gehaltenen  Froschen  ein Wachs-
thwmn der Bacillen thatsiichlich stattfindet.  Uneinigkeit herrschte jedoch
hinsichtlich der Frage, wic sich in diesen Iillen die Leukocyten ver-
halten.  Wihrend Merscuvikory fiir den Wirmefroseh iberhaupt jeden
Phagoeytismus in Abrede stellte, gab Frinwwn an, dass gerade hicr dic
Aufnahme der Bacillen durch Teukoeyten sehr gut zu beobachten sci.
Dieser Widerstreit machte eine Wiederbolung jener Versuche wiingchens-
wertlL.

Es wurden Irosche, denen eine Quantiit Milzbrandbacillen in den
Riickenlymphsack injicirt worden war, in einem gut it Wasser ver-
sorgten Glase sofort mach der Injection in den Wirmeschrank gesetst
vnd dort bei Tewperaturen von 30—25° C aufbewahrt. Die ersten
Frische gingen — wahrscheinlich wegen ungeniigender Luftzufuhr —
schon innerhalb der ersten 12 Stunden wu Grunde; auch kam es vor,
dass Irosche erstickten, weil sie im Wasser auf den Riicken gefallen
waren und offenbar nicht mehr verwocht hatten, sich aufzurichten, Deun
die mit Milzbrand beschickten Frische zeigten im Wirneschrank eine
gewisse Mattigkeit, withrend die gar uicht oder nur wit todtem Material
geimpften I'rosche gerade im Wirmeschrank grésscere Lebhaftigkeit und
Kraft an den Tag legten als bei Zimmertemperatur.  Es trat nun Dei
allen nicht vorzeitig zu Grunde gegangencn Froschen im Wirmeschrank
coustant eine Milzbranderkrankung ein. 24 Stunden nach der Impfung
waren Milzhrandfiden in Blute nachzuweisen ), and nach 36-—48 Stunden
starben die Frosche. Eine Vermehrung der Bacillen ist im Lymphsack
in den ersten 6 Stunden noch nicht mir Sicherheit, spiater aber it

1) Fringer, Grundriss der Bakterienkunde, Berlin 1888, Hirschwald.
2) Dies geschieht am lebenden Frosche ohne wesentliche Schidigung
desselben durch Amputation einer Zehenspitze mittelst eines Scheerenschlages
und nachfolgendem Verschluss der Wunde mit Collodium.
9
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Leichtigkeit und in schueller Progression zu constatiren, zumal wenn
man den im kalten Frosche stattfindenden stetigen Riickgang oft be-
obachtet hat. Es finden sich einzelne sehr lange, durchweg homogen
erscheinende, in Schlangenlinien verlaufende oder mannigfach gekriimmte
und in einander verschlungene oder auch seilartig um einander gedrehte
Fiden (,,Spirulinen®), wie solche im kalten Frosche nie zu beobachten
sind,  Im Blute finden sich dic Bacillen nicht in solcher Massenhaftig-
keit, wie im Lymphsacke, auch nicht in so mannigfachen Formen ; doch
wies jedes Gesichtsfeld eines dem Herzblute entnommenen Priparates
eine erhebliche Anzahl kirzercr und lingerer Bacillenfaden auf.  Die
inneren Organe scheinen sich sehr verschieden zun verhalten. Der ge-
suchteste Ort fiir die Festsetzung der Milzbrandbacillen scheinen beim
Frosche die Lungen zu sein.  Diese erschionen meistens wie vollge-
stopft von Dbedentenden Bacillenmengen.  Die Nieren wnd die Leber
enthielten in vielen Fillen nwr geringe Bacillenmengen:; i anderen
Fiillen waren auch sic von Bacillen veichlich durchsetzt.  Von 2TOSSEN)
Interesse war wegen der oben crwithnten widerstreitenden Angahen die
Frage nach dem Verhalten des Phagocytismns im kimstlieh erwirmten
Froschkirper. In unsern Versuchen war mit Regelmissigkeit Folgendes
zw beobachten: hu Blute der Frasche war bei sehnellem Durehsuchen
der Priparate in der That nichts von Phagocytismus zu entdecken ),
wilirend freie Bacillen und auch ledige Leukoeyten gleich ins Auge
fielen. — Die Lymphe dagegen enthielt in jedem Tropfen eine Anzahl
leicht zu findender Lenkocyten, dic ganz in der bei der ersten Ver-
suchsreihe heobachteten Weise wit Bacitlen Deladen waren. Evident
ist aber, dass die Zahl der freien Bacillen im crwinmten TFrosche die
der eingeschlossenen um ein Vielfaches iherwiegt, und dass auch immer
noch zahlreiche ledige Leukocyten neben den massenhaften treien Ba-
cillen sich vorfinden, ohue diese in sich aufzunehmen.

Deuntung der Erscheinungen.

Es bietet sich hier — wenn wir zundichst das Verhalten des Pha-
gocytismus ins Auge fassen - die Schwicrigkeit, dass wir sowoll das

Ireibleiben der Mehrzabl der Bacillen erkliven milssen, als auch wie-
derum den Einschluss eines Theils derselben in Leukocyten.
MrerscuNIkoFr stellt zur Frklirung der ersteren Thatsache seine
Gift-Hypothesc auf, welche genau genommen aus drei Hypothesen be-
steht. Derselbe nimmt namlich an:
1) dass die Milzbrandbacillen ein Gift absondern,

1) Bei genauerem Durchforschen einer Reihc von Blutpriiparaten fand
ich doch zwei Teukocyten, welche unzweifelhatt kurze Bacillen im Innern
enthielten.




2) dass dies nur im erwdrmten Frosche geschieht, im kalten
nicht,

3) dass dieses Gift die Eigenschaft hat, die amoboiden Bewegungen
der Leukocyten zu lihmen.

Die erste Annahme, dass durch den Stoffwechselprocess der Bacillen
Substanzen erzeugt werden, welche gewisse giftige Figenschaften be-
sitzen, darf sich darauf stiitzen, dass namentlich durch Briecer eine
Giftproduction in den Cultursubstraten gewisser Bakterien erwiesen ist
und darch Horwa solches speciell auch fiir die Milzbrandbacillen auf
Grund eigener Versuche direct behauptet wird. Die erwidhnte Annahme
ist daher in gewissem Sinne begriindet, wenn auch zur Zeit der Nach-
weis fehlt, dass auch im lebenden Thierk 8rper eine Giftproduction
seitens der Milzbrandbacillen stattfindet.

Willkarlicher ist die .weitere Annahme, dass die Absonderung
dieses Giftes nur in der Warme geschehen soll. Wenigstens vermag
doch der Lebensprocess, mithin also der Stoffweehsel der Milzbrandba-
cillen auf den verschiedensten Nahrboden auch bei relativ geringen
Temperaturgraden sich zu vollzichen, und wenn dies im Froschkorper
nicht der Fall ist, so wird doch der Grund dafiir nicht in den Bacillen
und der Temperatur, sondern eben im Frosch zu suchen sein.  Selbst
wenn dic Annahme ad hoe gemacht werden sollte, dass der Stoftwechsel
der Milzbrandbacillen im kalten Frosch zwar nicht aufhore, aber
andere (ungiftige) Produecte liefere, so miisste doch auch hier-
fiir wieder ein Grund im Frosche gesucht werden. — So enthilt
also schon Murscuxikore’s Gifthypothese selbst implicite die Nothigung
zur Annahme von Eintlissen, welche sich im Frosche bereits vor dem
Angriff der Leukocyten auf die Bacillen geltend machen.

Die dritte Annahme, dass im erwiarmten Frosche jenes hypothetische
Gift der Milzbrandbacillen dic Leukocyten lihme und sie so an der
Ausitbung ibrer Fressthitigkeit verhindere, ist der dirceten Bearbeitung
durch die mikroskopische Untersuchung zuginglich. METSCHNIKOFF
grimdete diesc Amnahme bekanntlich darauf, dass er bei seinen Ver-
suchen mit Verimpfung milzbrandbacillenhaltiger Organstiicke im er-
wirmten Frosche keinen Phagoeytismus Dbeobachtet hat; und in der
That miissten sémmtliche Leukoeyten gelihmt werden, falls das ven
den Milzbrandbacillen ausgeschiedene Gift eben jene lihmenden Eigen-
schaften beséisse, da doch eine gleichmissige Vertheilung der von den
massenhaften Bacillen gelieferten Stoftwechselproducte durch die Liymph-
fliissigkeit anzunehmen ist. — Dem steht jedoch entgegen, dass in unsern
Versuchen mit Gelatine-Culturen doch e¢in nicht unbetriichtlicher Phago-
cytismus in der Lymphe zu constatiren war, und zwar trotz des baldigen
Todes der Friosche nicht bloss die ersten Stadien der Aufnahme (An-
schmiegung der Bacillen an die Peripherie der Leukocyten), sondern

auch das Vorhandensein von Baeillenhiuflein ganz im Innern von Leu-
2%
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kocyten. Das Kreibleiben des griossten Theils der Bacillen muss also
anders erklart werden als durch die Lahmung der Leukocyten.

Dies kann nun in Analogic mit den sonstigen Erfahrungen einfach
durch die Annahme geschehen, dass die Leukocyten lebende Zellen ,
sei es Korperzellen oder Bakterienzellen, iiberhaupt nicht angreifen.
Wihrend namlich die Leukocyten, wie wir sahep, simmtliche todten
Partikel (Kohle- und Zinnoberstiubchen) in sich aufnehmen, ist es
ni¢ beobachtet worden, dass die Leukocyten etwa lebende Zellen des
normalen Korpers, oder auch nur die so zu sagen parasitirenden Zellen
maligner Geschwiilste ,gefressen® hdtten; ein Umstand, der von Baum-
GARTEN stets betont und hervorgehoben worden ist. Was also fiir die
pathogenen Bakterien nach Maassgabe der bisherigen Beobach-
tungen positiv erwiesen ist: dass sie sich von Icbenden Kérpersubstanzen
zu ernihren vermogen, ist fir die Leukocyten nicht nur nicht ei-
wiesen, sondern auch in Anbetracht der sonstigen Thatsachen sehr
unwahrscheinlich. Und so kann die Thatsache, dass die Mehr-
zahl der Bacillen im erwirmten Frosche frei bleibt, ohne Zwang dadurch
erklart werden, dass die Milzbrandbacillen im erwirmten Frosche eben
febende Zellen sind und als solche von den Leukocyten gar nicht
angegriffen werden, — Woher nun aber doch der partielle Phago-
cytismus ?  Derselbe ist unschwer auf die bereits oben erwahnte An-
nahme zuriickzufithren, dass in jeder Reincultur mehrere Stufenfolgen
verschieden lebenskrifticer und widerstandsfihiger Bacillen vorhanden
seicn. Hs leuchtet nun ein, dass fiir dic am wenigsten widerstands-
fahigen Bacillen schon der Wechsel des Nihrbodens hinreichen kann,
um ihr volliges Absterbeu herbeizufithren; dass also ein Theil der Ba-
cillen so zu sagen ,beim Umpflanzen nicht angeht“ Diese
werden dann natiirlich als todte Kérper bald von den Leukocyten in-
corporirt. Die ausserovdentliche Spirlichkeit des Phagocytismus im
Blute ist leicht dadurch zu wrklaren, dass in dasselbe wohl gréssten-
theils nur ausgewachsene, und daber lebenskriftige Bucillen gelangen.

Dies stimmt dann auch mit der fir die Versuchsreihen 1 und IT
gemachten Annahme iberein, dass im kalten Frosche die Bacillen nur
deshalb von den Leukocyten aufgenommen werden, weil sie bereits vor-
her durch dic Lymphfliissigkeit in ihren Lebensfunctionen beein-
trachtigt sind. Der Unterschied der Vorginge im kalten und im er-
warmten Irosche wiirde danu einfach so aufzufassen sein, dass im er-
wirmten Frosche nur ein Theil, im kalten ¥rosche aber sammtliche
Bacillen nach der Umpflanzung nicht angehen. Die eventuell
anzanehmenden Ursachen dieser Erscheinungen (nach Ausschluss der
Phagocytose) sind bereits oben erdrtert worden. Die durch die dritte
Versuchsrcihe neu geschatfene Schwierigkeit besteht in der Erklarung
des Unterschiedes zwischen dem Verhalten der Bacillen im kalten
und im erwarmten I'rosche,



Dass der Frosch durch die Erwiarmung als solche geschiadigt werde,
dass die ungewohnliche Hohe der Temperatur also gewissermaassen als
»Trauma‘ auf ibn wirke, ist nicht wohl anzunehmen, da (wie schen
oben bemerkt) die nicht geimpften Frische sich in der Wirme von 25
bis 30° C ganz wohl zu befinden scheinen und eine merklich gréssere
Agilitdt und Energie entwickeln als in der Kélte Dagegen ist es nicht
unmoglich, dass durch die Erwirmung eventuelle Modificationen des
Stoffwechsels im Frogsche bedingt werden, welche die Ernidhrungsbe-
dingungen fiir die Bacillen giinstiger gestalten. Indessen ist eine solche
Annabme nicht cinmal erforderlich, wenn man den bedentenden Unter-
schied beriicksichtigt, der sich in der Kilte eincrseits und in der Warme
andererseits in der Wachsthums-Epergie der Bacillen selbst
geltend macht. Die Grésse der durch die Wirme Dbedingten Er-
hohung der Proliferationsenergie der Milzbrandbacillen ldasst sich un-
gefihr schitzen durch die Vergleichung des aus bestimmten Bacillen-
mengen auf gleichen Néhrboden innerhalb gleicher Zeiten, aber bei ver-
schiedenen Temperaturen hervorgegangenen Nachwuchses. Durch an-
nahernde Zihlung der ursprimglich vorhandenen und der nachgewach-
senen Bacillen wiirde sich diese Grisse auch mathematisch ausdriicken
lagsen. Dass sie jedenfalls kein unbetrichtlicher Factor ist, geht schon
aus der grossen Bedeutung des Wiinneschranks fiir die Bakteriologie hervor.
Nun ist es einerscits sehir wohl denkbar und durch mannigfache Analogien
aus den Erfahrungen iber Bakterienwachsthum auf kiinstlichen Néhrboden
zu stiitzen, dass die Unverdaulichkeit der lebenden Kiorpersubstanzen
des kalten Frosches fiir die Milzbrandbacillen in der Wirme einer Ver-
daulichkeit dieser Substanzen durch die genannten Bacillen Platz macht,
wobel noch zu beriicksichtigen ist, dass mit der in der Wirme sich
geltend machenden erhdhten Proliferationsenergie der Bacillen auch
deren Verdauungsenergie tberhaupt gesteigert werden kann, An-
dererseits ist ¢s aber ebensowohl annchmbar, dass ein specifisches Stofi-
wechselproduct des Froschkirpers, welches in dem Verdiinnungsgrade,
in welchem e¢s im Froschkorper vorhanden ist, den Lebensprocess der
Bacillen nur mit Unterstiitzung einer relativ niedrigen
Temperatur geradc zu hemmen vermag, fiir die bei hoher Tem-
peratur befindlichen und deshalb energischer proliferirenden Bacillen eine
ganz andere ,Schwelle der beginmenden Wirksamkeit hat, die etwa
erst bei einer stdrkeren Concentration diescs Stoffes erreicht
ware.

Um zu zeigen, dass dersclbe Unterschied, wie er uns hier zwischen
kaltem und warmem Froschkdrper vor Augen tritt, auch bei Culturen
auf todten Nihrbiden zu beobachten ist, sei hier nur an die von Kocu 1)
festgestellte Thatsache erinnert, dass der Kommabacillus der asiatischen

1) 1. Berliner Cholera-Couferenz, Berl. klin. Wochenschr., 1883,
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Cholera auf der Kartoffel zwar nicht bei Zimmertemperatur, wohl aber
im Warmeschrank wichst. Kocw selbst erklart dies durch die Annahme
eines geringen Gehalts der Kartoffel an Apfelsdure, deren feindliche
Wirkung die Bacillen jedoch in der Wirme zu itberwinden vermigen ;
es ware jedoch ebenfalls denkbar, dass die fiir die Cholerabacillen re-
lativ unverdauliche Kartoffelmasse unter dem Einfluss der Wirme fiir
die Cholerabacillen, deren Verdanungsenergie dabei iiberhaupt erhéht
wird, verdaulich gemacht wird.

Die Impfversuche mit den im Wiirmefrosch ausgewachsenen
Bacillen ergaben ecine etwas geringere Virulenz dersclben gegentiber
den empfinglichen Thieren, als sie die Culturbacillen besitzen Miiuse,
die mit 0,3 cem der dicht mit Bacillen durchsetzten Froschlymphe ge-
impft wurden, starben nach zwei Tagen. Fin mit 0,6 cem geimpftes
Kaninchen nach vier Tagen. Dicse, wenn auch an sich geringe, Ab-
schwichung der wachsenden Baeillen ist bemerkenswerth, weil hier
der Einfluss des Phagocytismus sicher ausgeschlossen ist.

Finen weiteren Beitrag zur Stiitze unserer Firklarungsversuche
gegentiber der Phagocytenlchre liefert das in der folgenden Versuchs-
reihe studirte eigenthiimliche Verhalten der Milzbrand-Sporen im er-
warmten Frosche, Beobachtungen, welche bisher meines Wissens von
anderer Seite noch nicht angestellt worden sind.

Vierte Versnchsreihe.

Sporenreiche Kartofteleulturen von Milzbrand wurden in etwas ste-
rilisirtem Wasser vertheilt und alsdann 2 Stunden lang einer Temperatur
vor 62° C ausgesetzt, wodurch die vorhandcnen Bacillen abgetodtet,
die Sporen jedoch keimfihig erhalten wurden. B wurden nun — immer
gleichzeitiz von demselben Material -— beschickt:

1) ein Gelatinershrchen mwnd cin Frosch, die beide bei Zimmer-
temperatur belassen wurden;

2) ein Gelatinerdhrchen und ein Frosch fiir den Warmeschrank.

In dem in den Wirmeschrank gesetzten Gelatinershrchen wuchsen
die Sporen bercits innerhalb des crsten Tages zu langen Faden aus;
in dem bei Zimmertemperatur bewahrten Rohrchen war dies erst nach
2—3 Tagen zu constatiren.

Beim Frosch trat, wie schon oben erwihnt, in der Zimmertemperatur
tiberhaupt kein Wachsthum ein. Die kurzen, todten Bacillen wurden
von den Leukocyten sammt den darin enthaltenen Sporen — desgleichen
freie Sporen — bald incofporirt. Die Frosche blieben natiirlich am
Leben und zeigten keinerlei Beschwerden; nicht einmal ein Exsudat
stellte sich ein.

Die ersten der im Wirmeschrank bei 285—30° C gehaltenen
Frosche untersuchte ich in den nichsten 4 Tagen nicht, um zuvorderst
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an einigen den crwarteten Tod ohne Complication eintreten zu lassen.
Die Frosche starben jedoch nicht nur nicht, sie waren vielmehr ebenso
lebhaft und kraftig, wie gar nicht geimpfte, und zeigten auch nur ein
uncrhebliches Exsudat in der Steissgegend. Bei der Untersuchung am
finften Tage nach der Impfung war in ihrem Riickenlymphsack nichts
von der injicirten Masse mebr nachzuweisen. Dass die Sporen nicht
vorher abgetddtet gewesen waren, bewies der reichliche Nachwuchs
desselben Materials in den Gelatineriﬁ}wchcn.

Bei den spiter in derselben Weise behandelten Froschen wurde
Lymphe und Blut wic frither untersucht: im Blute waren Bacillen nicht
nachzuweisen. Im Lymphsack fand man nach Verlauf von 6 Stunden
neben zahlreichen kuwrzen, offenbar noch von der Kartotfeleultur stam-
menden (also abgetbdteten) Bacillen auch langere, welliz gewundene
Fiden, die nach aller Wahrscheinlichkeit von ausgewachsenen Sporen
herriirten. Nach 24 Stunden schien der grisste Theil der kurzen
PBacillen verschwunden,  Eine Anzahl der noch sichtbaren kurzen Stih-
chen war von Leukocyten incorporirt; andere lagen frel.  Die Gesammt-
sahl aber war erheblich geringer als nach 6 Stunden. — Ausser dieser
geringen Anzahl kurzer Bacillen fand sich mun aber eine reiche Zahl
langer, vielfach gewundener, zu den schonsten Spirulinenformen ver-
schiungener Fiden, dic nur von gekeimten Sporen stammen konuten.
Alle diese Fiden fielen durch ihre erhebliche Breite auf, und ein Theil
derselben zeigte bereits in der Vesuvinfirbung die unregelmissigen Con-
touren, welche den Beginn der Degeneration charakterisiren.

Am zweiten Tage war der Befund noch im gauzen der gleiche;
am dritten Tage waren so lange Fiden wie vorher nicht mehr zu
hemerken, wohl aber eine nach ungefihrer Schiatzung gleiche Menge
kiirzerer Iiden. Kine ausgesprochiene Vermehrung hatte jedenfalls
nicht mehr stattgefunden.  Tags darauf hatte dic Zahl der Bacillen
hereits selir betriichtlich abgenowmen, und zwar ohne wesentliche
Bethiatigung der Leukocyten. a- 6 Tage nach der Injection
waren alle Bacillen aus der Flissigkeit verschwunden 1),

Die hupfung cines Trosches mit Material von Kartoffelenlturen, in
welchenr die Bac¢illen nicht abgetddtet waren, hatte schon Dei
28--30¢ ¢ den Tod des Frosches unter den in der dritten Ver-
suchsreihe beschriebenen Erscheinungen zur Folge.

Desgleichen starben cinige Frsche, die wit isolirtem Sporenmaterial
veimpft waren, Dei Temperaturen von 35—37° C unter Zunahme

1) Bei einigen dieser Frische stellte sich im Steisstheil des Riicken-
lymphsackes ein abgekapseltes, serds-fibrindses Exsudat ein, in welchem sich
noch nach 8—12 Tagen Milzbrandbacillen fanden. Genauer wurde diese
Complication indessen nicht verfolgt.



der Bacillen in Lymphe und Blut. Es musste hier also doch ein Weiter-
wachsen wenigstens eines Theils der Sporenkeimlinge stattgefunden haben.

Die Frscheinungen der vierten Versuchsreihe treten also nur bei
Temperaturen von 285-—-30° O ein ') und stellten gewissermaassen eine
Ziwischenstufe zwischen den Erscheinungen der ersten und denen
der dritten Versuchsreihe dar, und zwar ohne in Betracht kom-
mende Bethatigung der Leukoceyten,

Deuntung der vierten Versuchsreihe.

Dass die Milzhrandsporen zwar nicht ho kalten, wolhl aber im er-
wiirmten I'rosclie auskeimen, kann in Anbetracht der fritheren Versuche
nicht befremden.  Auffallend ist erst die weitere Frscheinung, dass die
Keimlinge bei 28—30° C (ciner fiir das Wachsthun auf guten Nihe-
bislten: sehr giinstigen Temperatur) im Froschkivper nicht weiter proli-
feriven, sondern in kletnere Stiicke zerfallen, wm alldllich ganz  zu
verschwinden. i wesentlicher Finfluss des Phagoeytisiius st hierbei
wit Sicherheit auszusehlicssen, da derselbe itberhaupt sehr sparlich ist,
nur ame ersten Tage G welehen die Keimlinge gerade noch wachsen)
in die Augen fillt wnd sich daher hauptsichlich auf die dureh Lr-
lutzen abgetivdreten Culturbacillen bezicht,

[Auffallend ist es @brigens, dass dic degenerirenden Keimlinge iu
diesen Versuchen grisstentheils nicht von Leukocyten aufgenommen
werden, wiewohl dieselben in den Praparaten oft dicht neben ihunen ge-
funden werden.  Hier scheint die bei der dritten Versuchsreihe fiir das
Freibleiben der — lebenden — Bacillen gegebene Erklarung nicht
hinzareichen. Auch ist ein anderer, vollig zureichender Grund schwer
aufzufinden. |

Der Riickgang der aus den Sporen hervorgekeimten Bacillenfiden
wird hier jedenfalls sicher durch anderc Einfliisse bedingt als durch
das ,,Fressen” der Leukocyten.

Zunachst kann nun auch hier wieder angenommen werden, dass
selbst im massig erwirmten Frosche (28-30° C) die Ernihrungs-
bedingungen fiir die Bacillen noch immer relativ ungiinstig sind, so dass
die Keime zwar ,angehen’, aber nicht weiter fortzukommen vermdgen.
Es kinnte eingewendet werden, dass schon zum Auskeimen der Sporen
relativ gute Ernihrungsbedingungen vorhanden sein miissen und dass da-
her das folgende Eingehen der einmal gewachsenen Keimlinge befremden
muss. Doch konoen viele Analogieen sowohl aus dem Pflanzenleben
als auch aus dem Verhalten kimnstlicher Pilz- und Bakterienculturen

1) In cinigen spiter angestellten Versuchen, in welchen die Frosche
sich bei einer Temperatur von 25—28° C im Wirmeschrank befanden,
trat gar kein Auswachsen der Sporen ein, withrend dieselben in Gelatine
bei derselben Temperatur wuchsen.
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beigebracht werden, in denen auf ungceignetem Boden das anfingliche
Auskeimen von baldigem Untergange gefolgt ist.

Sehr gut lassen sich die Erscheinungen dieser Versuchsreihe aber
auch mit der Gift-Hypothcse vereinigen, wenn man annimmt, dass
die vermuthete antibacillire Substanz des Froschkdrpers nur einen
solchen Concentrationsgrad in demselben besitzt, dass sie zwar Sporen
nicht zu todten und ibr Keimen in geniigender Wiarme nicht zu hindern,
die jungen Keimlinge aber intensiver zu schidigen vermag als
die in der dritten Versuchsreihe verwendeten ausgewachsenen Cultur-
bacillen. Dass die frischen Keimlinge der Sporen besonders empfind-
lich gegen schiadigende FEinflisse sind, wird auch durch andere Er-
fahrungen hestétigt. '

Zusammenfassung der Resultate.

Fassen wir nun noch einmal diejenigen Resultate unserer Unter-
suchungen zusammen, welche eine Abweichung der Gesammtdentung
von den bisherigen Annabmen bedingten.

A) Bei Injection von Milzbrand-Culturen in den Rickenlymphsack
des Dbei Zimmertemperatur gehaltenen Frosches sind folgende Ergebnisse
bemerkenswerth :

1) Ein Wachsthum der eingefithrten Bacillen resp. Sporen ist in
keinem Falle zu constatiren,

2) Ein selbstindiger Uebergang der in den Lymphsack injicirten
Bacillen ins Blut findet nicht statt.

3) Die Leukocyten nehmen den grossten Theil, bei Injection grisserer
Mengen aber niemals sammtliche Bacillen in sich auf. Trotzdem
iibersteht der Frosch stets die Infeetion.

4) An den extracelluliren Bacillen sind zuerst Degene-
rations-KErscheinungen zu hcobachten.

H) Milzbrandfroschiymphe, in welcher sich noch bis zum 5.—6. Tage
freie Bacillen in jedem Tropfen vorfinden, ist bereits am zweiten
Tage fir Kaninchen invirulent, fir Mduse ein abgeschwichtes Virus
und vom dritten Tage ab fast stets auch gegen Miuse unwirksam.

6) Von den unzihlig vielen eingefiihrten Milzbrandbacillen ist be-
reits nach 24 Stunden nur noch ein kleiner Theil, nach 4 Tagen nur
noch einzelne Bacillen auf Agar im Wirmeschrank wachsthumsfihig.

B) Bei Einfithrung von Bacillen in den Lympbsack innerhalb einer
diffusibeln Membran sind

1) die unter ,, A" angegebenen FErscheinungen ebenfalls zu be-
obachten (die Degeneration freier Bacillen ist noch typischer);

2) scheint bereits vor vollstindiger Fxosmose der miteingefiihrten
Nahrfliissigkeit Degeneration eines Theiles der Bacillen einzutreten.



C) Bei Injection von Milzbrandeulturen in einen bei 25—30 0 c
gehaltenen Frosch findet

1) cin bedeutendes Auswachsen der Bacillen unter Bildung von
Spirulinen-Formen und ein spontansr Ucbergang der Bacillen ins Blut
und die Organe (namentlich Lungen) statt;

2) Phagocytismus ist im Blute ausserordentlich sparlich, in der
Lymphe reichlicher, aber sparsamer als in der Lymphe des kalten
Frosches zu finden;

3) dic im Frosche ausgewachsencn Bacillen tddten Miuse evst in
zwei Tagen.

D) Bei Injection voun sporcnhaltigen Culturen nach Abtsdtung
der darin befindlichen Dacillen in einem bei 28—30° C gehaltenen
Frosch ist Tolgendes zu beobachten -

1) die abgetddteten Bacillen werden durch Leukocyten incorporirt ;

2) die Sporen keimen aus {unter Bildung von Spirulinen-lormen);

3) die Keimlinge der Sporen gehen unter Degenerationserscheinungen
bald wieder zu Grunde?), grosstentheils ohne durch Leukocyten in-
corporirt zu werden.

Diese Thatsachen sind, wie bereits im Finzelnen ausgefiihrt wurde,
mit Merscrsixore’s Phagoeyten-Theotie nicht vercinb a r; dieselben
enthalten vielmehr Anzeichen, dass die Abschwiichung und das Absterben
der Milzbrandbacillen im Frosehkérper durch Ursachen bedingt sind,
welche von dem Phagocytismus ganz unabhingig sind. Dic unzweifel-
hafte Thitigkeit der Leukocyten des Frosches wiirde nach Maassgabe
dicser Untersuchungen nur die Bedecutung haben, welehe ihr schon frither
zugemessen wurde: die Ausiibung der Fixation und Fortriumung unbe-
lebter, resp. Iebensunfihiger Partikelchen aus den Korpertliissigkeiten 2).

Unsere Versuche sprechen daher durchweg fir den von Bauwm-
GARTEN gegeniiber der Phagocytenlehre eingenommicnen Standpunkt,
d. h. fir die Anschauung, dass die Bacillen nicht deshalb absterben,
weil sie von Leukocyten aufgenommen werden, sondern dass sie erst
deshalb von Leukocyten aufgenommen werden, weil sie im Iroschkorpoer
(resp. im Korper anderer gegen Milzbrand u. s. w. immuner Thier-
species) nicht zu leben vermogen.

Ein positiver Nachweis der Ursachen der Immunitat des
Frosches gegeu lilzbrand, d. h. der Griinde, welche den Froschkorper
zu einem ungiinstigen Boden fiir das Gedeiben der Milzbrandbacillen
machen, hat durch unscre rein bakteriologischen Untersuchungen nicht
geliefert werden konnen. Doch konnten mnach Ausschluss anderer EFr-
klarungsversuche  zwei Deutungen der beobachteten Erscheinungen

1) Vgl. Anm. auf pag, 23.

2) SiEBEL beobachtete Auswanderung zinnoberhaltiger Leukocyten durch
die Schleimhiiute der Athmungswege; Hess eine Auswanderung bacillen-
haltiger Leukocyten aut demselben Wege.



wenigstens lypothetisch aufgestellt und ihre Anwendbarkeit auf alle
Einzelerscheinungen gepriift werden. Diese Deutangsversuche waren:

1) Die Assimilations-Theorie, nach welcher die lebenden
Korpersubstanzen des Frosches von den Milzbrandbacillen und Sporen
erst bei Temperaturen von 28—30° C, von den Keinlingen der Sporen
erst bel 36—379 C; bei Zimmertemperatur jedoch weder von Bacillen
noch von Sporen assimilirt werden konnen.

2) Die Gifttheorie, welche im lebenden Korper des Frosches
eine antibacillire chemische Verbindung (resp. deren rmehrere) als
Stoffwechselproduct  des Frosches  annimmt, diec bel  Zimwer-
temperatur noch das Wachsthum simmtlicher Bacillen und Sporen
sz unterdriicken, ihre Virulenz abzuschwiachen uand den gréssten
Theil derselben schnell, die widerstandskrafrigsten in etwa  drei
Tagen zu todten, bei 28—30° C das Weiterwachsen der Sporenkeim-
linge zu hemmen vermag; welehe indessen bel 25 —30" C das Wachs-
thum der Bacillen, bei 85—37° C auch das der Sporenkeimlinge nicht
mehr hindern kaun.

In dem einen Falle wiirde der Mangel geeigneten Nahrungs-
materials, im andern das Vorhandensein bacillenfeindlicher Substanzen
Todesursache der Bacillen sein. Beide Annahmen waren auf siimmt-
liche Lrscheinungen anwendbar; es ist daher auch ein Zusammen-
wirken beider Factoren, sowic eine Combination mit noch weiteren
Iractoren denkbar.

Nach Beendigung meiner hauptsichlichsten Untersuchungen wurden
mir durch die Giite des Herrn Professor Bavmeanrex noch die Ar-
beiten von C, Hess ') und von Exmmericn und pi Matrar *) zouginglich.
Die Arbeit von Hiss dberhebt mich der Untersuchungen mwiittels In-
jection von Daecillen in die Blutbahn des Frogehes; denn simmtliche
von Hess angefithrten Thatsachen (auch die an immunen Saugethieren
und Viigeln beobachteten), welche der Verfasser im Sinue der Phago-
cytenlehve deutet, sind auch durch dic auf unsere Versuche an-
gewendeten Deutungen erklarbar, wihrend unsere Versuche durch
dic Phagocyten-Theoric nicht deuatbar sind. Dass inbeiden
Fillen die Reichlichkeit des Phagoeytismus bei vielen Thieren als cin
gewisser Maassstab fiir ihre Immunitit, d. L. fiir das Absterben be-
stimmter Bacillen in ihnen, gelten kanu, ist von seibst ersichtlich.

Jemerkenswerth erscheint ferner, dass Tanericir vnd pr Marrex
auf Grund ganz andersartiger Untersuchungen (EFrzcuguug kinst-
liecher Immunitit) gleichfalls auf dic auch von uns in Betracht ge-
zogene Annahme Kommen, dass auch die anatiirliche Immunitit

1) Untersuchungen zur Phagouytenlehrz, Vimcwmow’s Archiv, Bd, C1X,
2) Vernichtung von Miizbrandbacillen im Organismus, PFortschr. d.
Med, 1887, Nr. 20,




durch Stoffwechselproducte der betreffenden Thiere zu crkliren
sei, welche durch ihre chemischen Eigenschaften giftig auf bestimmte
Bakterienarten wirken. Demgegenitber darf nicht unausgesprochen
bleiben, dass auch gewichtige Einwande gegen die Gift-Hypothese ge-
macht werden konnen, namentlich darauf sich griindend, dass bereits
in der geronnencn Lymphe sich kein antibacillirer Einfluss mehr
geltend macht.

Indessen weist Emmurtcir mit Recht auf die nahe Verwandtschaft
giftiger und ungiftiger organischer Verbindungen und ihre gegenseitige
Ueberfihrbarkeit hin; auch entzieht cs sich von vornherein der Be-
urtheilung, ob die eventuell in immunen Thieren wirksamen Ver-
bindungen tberhaupt anf derselben Stufe mit den sonst bekannten
nthierischen Giften* stehen. Aufgestellt wurde die Gifthypothese
hier nur auf Grund des in der zweiten Versuchsreihe hervortretenden
Finflusscs der Lymph-Tliissigkeit (resp. ihrer durch Membranen
diffundirenden Bestandteile), sowie auf Grund der Schnelligkeit
des Umsichgreifens der Degencration der Bacillen, welche in ganz
indiffcrenten Flissigkeiten (Kochsalzlosung) nicht so schnell, bei
humunen Warmbliitern ibrigens nach Maassgabe aller Untersuchungen
noch ungleich schneller erfolgt als im Froschkorper.

Doch diirfen wir hierbei wiederum nicht vergessen, dass wir in dem
lebenden thierischen Korper einen Apparat vor uns haben, welcher aller
Lrfahrung nach mit einem michtigen Lésungs- und Resorptionsvermogen
fir allerhand in iln eingedrungene und nicht mit eigenem Leben be-
gabte (resp. ein solches in ihm nicht bethitigende) soluble Fremdkérper
ausgestattet ist, welche allgemeine Losungs- und Resorptionskraft wohl
schwerlich mit irgend welcher Giftwirkung identificirt werden kann. Die
grossere Schnelligkeit des Verschwindens der Bacillen in immunen
Thierkdrpern gegeniiber demjenigen in todten, nithrunfihigen Substraten
kann mithin nicht als ein Beweis fir die Gift-Hypothese gegeniiber
der Assimilationstheorie angesehen werden. Ein derartiger Beweis kann
tiberhaupt nur, wie schon erwithnt, von der chemischen Untersuchung,
nicht von der bakteriologischen und histologischen erwartet werden.

Fir den Kernpunkt unserer Untersuchungen ist tibrigens die Ent-
scheidung dariiber, ob Gift- oder Assimilations - Theorie, oder beide
zugleich, so interessant sic an und fir sich auch zweifellos ist, von
keinem Belang. Das Wesentliche bleibt, dass unsere Untersuchungen
erwiesen haben, dass der Untergang der Milzbrandbacillen im lebenden
Froschkdrper nicht durch die phagocytire Thitigkeit der Froschzellen
zu Stande kommt und dass die Erklirung der Immunitit des Frosches
gegen Milzbrand nicht auf cellular-morphologischem, sondern auf bio-
chemischem Boden zu suchen ist.



Lebenslauf.

Ich, Jonawses Prrruscnky, Sohn (ius Generalarstes a. D. Professor
Dr. Derruscnxy, bin geboren am 23, Juni 1868 zu Konigsberg 1. Pr.
Dic Schulbildung erhielt ich zuerst am Kgl. Friedrichs-Collegium, spiter
am Kgl. Wilhelmsgymnasinm meiner Vaterstadt.  Am 6. September 1882
evhiclt ich das Zeugniss der Reife und widmete mich algdann dem
Studiwn der Medicin an der Albertina zu Konigsherg.  Das Tentamen
physicum hestand ich am 10. Juli 1834, dic medicinische Staatspriifunyg
am 1. Miwz 1888, das Examen rigorosum am D. Juli 1888. Wahrend
meiner Studienzeit horte ich Vorlesungen der Herren Professoren und
Docenten: Bavvcarrex, R Caseary §, C. Caseary, Cnux, Dorgy,
Heraany, Herrwic, JAcossox, JArrs, LAXGENDOREY, Lossex, MERKEL,
Miuricz, Nausyy, Neusass, Parg, PEeRUSCIngy SCnasxBoRry, Scrmier-
Bk, SCHWALBE, SEYDEL, STETTER, STiEDa, Tikne, Vossius, WALTER,
v. Wirrrernr f, ZANDER.

Allen diesen meinen verchrten Lehrern sage ich meinen herzlich-
sten Danlk,




m .
Thescen:
[. Bei der Iixtraction des nachiolgenden Kopfes sind dic 1land-
griffe der Zange unbwdingl vorzuzichoen,

2. Die Phanomene der Fupfindung und des Gedichtnisses sind

aus rein matericlen Mechanismen nicht erklivhar,
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