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Untersuchungen zur Phagocytenlehre.
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Aus dem pathologischen Institut der Universitit in Strassburg.

(Hierzu Taf XI1.)

»Den Kampf der Zellen mit den Bacillen® stellt Virchow'
an die Spitze des Programms, das er den wissenschaftlichen
Arbeiten der pathologischen Anatomie zu Grunde gelegt sehen
will; und er erkennt den von Metschnikoff® in dieser Rich-
tung eingeschlagenen Weg als ,den zweifellos richtigen® an. In-
dessen erhebt er doch gewichtige Bedenken gegen die Metschni-
koff’schen Resultate, und es hat dessen Phagocytenlehre auch
sonst unter den Gelehrten energischen Widerspruch auf der einen?,
geringe oder gar keine Berficksichtigung auf der anderen Seite
gefunden. Wird doch sogar von den Autoren, deren-Resultate
nach Metschnikoff’s Meinung nur eine Bestiitigung und Er-
weiterung seiner eigenen Lehre bilden, diese selbst heflig ange-
griffen *.

Metschnikoff hatte bekanntlich die Ansicht ausgesprochen,
dass ,lebende Zellen® im Korper die Fahigkeit besissen, ein-
gedrungene Mikroorganismen in sich aufsunehmen und zu ver-
nichten, und er hatte dabei allerdings den weissen Blutkérper-
chen die erste Stelle eingerdumt; Wyssokowitsch® hingegen
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sieht in den Endothelzellen der Gefsse allein die pilzvernichten-
den Elemente, und es sollen die weissen BlutkSrperchen nach
ihmm lediglich beim Transport zn jemen eine — ganz unter-
geordnete — Rolle spielen.  Er verwirft die Consequenzen der
Metschnikoff’schen Versuche, da diese ,kaum ausreichen, um
fir die Warmbliiter jene Hypothese wahrscheinlich zu machen®.

Von anderer Seite wird ,die ganze Lehre von der Pilzver-
nichtung durch Phagocyten als eine durchaus ungeniigend be-
griindete“® hingestellt und gilt es ,fiir wenig wahrscheinlich,
dass hierdarch allein eine Erkldrung fir das Wesen der Immu-
nitit gegeben sei“® (Hanau, Klebs).

Eine definitive, auf Wiederholung und Vervielfiltigung der
Experimente gegriindete Bestitigung oder Widerlegung der Phago-
cytenlehre im Allgemeinen und der Beziehungen derselben zur
Immunititsfrage insbesondere hat meines Wissens von keiner
Seite stattgefunden; die Einwinde Baumgarten’s® sind wesent-
lich theoretischer Natur; Metschnikoff hat einen Theil der-
selben bereits in der Arbeit {iber die Erysipelkokken” zu wider-
legen gesueht, welche erschien, als ich bereits einen Theil der
vorliegenden Versuche ausgefiihrt hatte; wenn ich dennoch im
Folgenden auf jene Einwinde zuriickkomme, so geschieht dies,
weil meine Resultate zum grossen Theil auf anderem Wege und
mit anderemn Material gewonnen worden sind.

Zunichst erschien es mir wiinschenswerth, zu untersuchen,
in wie weit die Ansichten von Metschnikoff und von Wysso-
kowitsch in einem wirklichen Gegensatz zu einander stehen, ob
nicht vielleicht ,Gefissendothelien und Leukocyten als Pilzver-
nichter fungiren konnten, und eventuell das gegenseitige Ver-
hiltniss beider in ihrer Function als Phagocyten schérfer zu pri-
cisiren; sodann wollte ich die Beziehungen der Phagocytenlehre
zur Immunititsfrage durch weitere Untersuchungen am Warm-
bliiter studiren, und stellte zu diesem Zweck eihe Reihe von
Versuchen mit Milzbrand an dafiir durchaus unempfinglichen
Thieren an; denn gerade darin lag, wie mit scheint, eine ge-
wisse Unvollstindigkeit bei der Milzbrandarbeit Metschnikoff’s,
der solche Thiere mit congenitaler Immunitit gar nicht in den
Kreis seiner Untersuchung zog; an einem angeblich darch Pri-
ventivimpfung immunisirten Kaninchen hatte er einen Versuch
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angestellt; wir werden spiiter auf die dagegen zu erhebenden
Einwinde zuriickkommen.

Ich ging zunichst von der Absicht aus, das Schicksal der
Milzbrandbacillen im circulirenden Froschblut und in den ver-
schiedenen Organen zu verfolgen; da es mir wesentlich aof das
histologische Verhalten ankam, und ich mich auch mit meiner
Methode iiber die Mengenverhiltnisse der Bacillen wenigstens
annihernd zu orientiren vermochte, so glaubte ich, von der
Untersuchong des Blutes und der Organe nach der vortrefflichen
Methode von Wyssokowitsch mittelst Anlegung von Culturen
aus Organstiickchen Abstand nehmen zu diirfen.

Ich verfubr in der Weise, dass ich einem Frosch jedesmal
1 com einer sehr concentrirten Milzbrandreincultur mittelst Pra-
vaz’'scher Spritze in die Schenkelvene injicirte; dazu benutate
ich theils das Salzwasserinfuss einer Gelatinereincultur, theils
filtrirtes Infus aus der Milz frisch gestorbener Meerschweinchen;
zum Vergleich wurden nur Frosche, denen gleich grosse Mengen
injicirt worden waren, herangezogen; die Injection geschah statt
von der zu diesem Zweck zumeist benutzten medianen Bauchvene
von der Schenkelvene aus, einmal, weil eine viel genauere Con-
trole moglich ist, dass auch jeder Tropfen der Injectionsfliissig-
keit wirklich in die Vene kommt, was fiir den spiteren Ver-
gleich der Mengenverhiltnisse von grosser Wichtigkeit ist, dann
wegen der Jeichten und sicheren Blutstillung vermittelst Ligatur
des ganzen Schenkels, — bei einiger Uebung kann die Opera-
tion fast ohne Blutverlust vorgenommen werden, — und endlich
umging ich so die an nicht curaresirten Fréschen oft unver-
meidliche Verletzung des Peritondums mit deren unangenehmen
Folgen. Die Operation ist ziemlich leicht vorzunehmen und
wird auch bei Injection sehr grosser Bacillenmengen von den
Froschen gut vertragen. — Die relativ enormen Massen spritate
ich ein, um bei der Untersuchung der Organe moglichst reiches
Beobachtungsmaterial zu haben; wie wichtig dies auch in anderer
Hinsicht sei, geht schon daraus hervor, dass Metschnikoff bei
Wiederholung der Versuche Wyssokowitsch’s mit grésseren
Bacillenmengen zu ganz anderen Resultaten kam als dieser.

Meine Frosche nun wurden von 3 Stunden bis zu 6 Tagen
nach der Injection in méglichst vielen verschiedenen Stadien
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untersucht wie folgt: Dem decapitirten Thier wurde das schia-
gende Herz unter aseptischen Cautelen herausgenommen uud
vom Inhalt jedesmal eine Reihe von Deckglasausstrichpriaparaten
angefertigt; diese wurden zunichst frisch durchgemustert, dann
nach der Gram’schen Methode behandelt und mit Pikrocarmin
nachgefirbt; ausdriicklich betonen machte ich, dass ich die Deck-
gliser niemals erhitzte; ich erhielt so sehr viel schonere und
hrauchbarere Priparate als beim Erhitzen, denn sinmal verlieren
die Anthraxbacillen dadurch ihre Tinctionsfihigkeit und dndern
leicht ihre Gestalt, dann aber wird beim Erhitzen gerade das so
wichtige Verhalten der Bacillen zum Zellkérper in der unange-
nehmsten Weise gestdrt; die angeblich am nicht erhitzten Pra-
parat leicht auftretenden Niederschlige konnte ich ganz vermei-
den. Meine Resultate waren folgende:

3 Stunden nach einer reichlichen Injection ist die Zahl der
frei circulirenden Bacillen, die unmittelbar nach der Operation
in einem 'Tropfen Blut ausserordentlich gross war, schon eine
ziemlich geringe, hingegen findet man sehr betrichtliche Ba-
cillenmengen in Leukocyten eingeschlossen; nach 6 Stunden sind
freie Bacilien geradezu eine Seltenheit, noch spiter werden sie
nur noch intracelluldr gefunden. Bald nach der Injection tritt
eine hochgradige Leukocytose auf; aber keineswegs in allen
Leukocyten finden sich Bacillen, sondern es enthiilt unter 6 bis
8 Blutkérperchen h@chstens eines dieselben, und zwar in sehr
wechselnder Menge; wenige deren nur einen oder zwei, nicht
selten 15— 20 einzelne Stdbchen zu einem Haufen zusammen-
geballt, so dass vom Leukocyten selbst nur noch der Kern zu
sehen ist, in welch’ letzterem ich niemals Bacillen gefunden
habe. '

Diese Beobachtung einer ausserordentlich raschen und voll-
stindigen Aufnahme der Bacillen in die weissen Blutkérper be-
stitigt die Angaben Metschnikoff’s, der im Gegensatz zu
Wyssokowitsch Aehnliches mit anderen Bacillen beim Warm-
bliiter fand, und zwingt uns anznnehmen, dass bei dem raschen
Verschwinden der Bacillen aus dem Blut auch der Warmbliiter

Spirillum  cholerae asiaticae war nach Wyssokowitsch
3 Stunden nach der Injection in die Blutbahn des Kaninchens,
— Micrococens tetragenus nach noch kiirzerer Zeit nicht mehr
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nachzuweisen — die Leukocyten viel mehr betheiligt sind, als
Wyssokowitsch voraussetzt.

In den folgenden Stunden nun nimmt die Zahl der bacillen-
haltigen Leukocyten gleicherweise rasch ab; nach 10—12 Stun-
den sind sie zum grossen Theil, nach 14—16 Stunden zumeist
vollstindig geschwunden, und in spiteren Stadien sieht man nur
ab und zu im Herzblut oder im Mesenterium einmal einen ver-
cinzelten bacillenhaltigen Leukocyten.

Bei der Untersuchung von Blutproben, die 12-—14 Stunden
nach der Injection entnommen sind, fillt es auf, dass man fast
nur einzelne Bacillen in den Leukocyten findet, indess die in den
fritheren Stadien so hiufigen mit Bacillen vollgepfropften Blutkar-
perchen immer seltener werden. Hanau sowie auch Ullmann
haben neuerdings wieder®, trotz der entgegengesetzten Angaben
Metschnikoff’s, darauf hingewiesen, die Milzbhrandbacillen konn-
ten in der lebenden Zelle einen giinstigen Nahrboden finden und
vermdchten darin zu wachsen: ich glaube dies sowohl nach der
eben gemachten Beobachtung, als auch besonders nach dem so-
gleich zu besprechenden Verhalten innerhalb der Organe ent-
schieden in Abrede stellen zu dirfen; wo auch noch so viele
Bacillen in einer Zelle getroffen werden, sind dieselben nie zu
Fiden verbunden, sondern liegen immer ganz von einander isolirt
in der Zelle; und nur am frischen ungefirbten Priparat kbnnen
sie das Bild spiralig zusammengewnndener Fiden vortiuschen.
~ In den Organen gestaltet sich das Verhiltniss wie folgt:
In der Leber fillt schon nach 5—6 Stunden die Anhidufung der
Bacillen in den Capillarbezirken gegeniiber den relativ bacillen-
armen grésseren Gefiissen auf; sie liegen wie im Herzblut zu-
meist zu grésseren Haufen in Leukocyten, deren charakteristi-
scher, unregelméissiger Kern sie leicht von den anderen Zellen
in. der Umgebung unterscheiden lisst.

Daneben macht sich schon jetzt eine Erscheinung bemerk-
bar, die in den spéteren Stadien noch viel prignanter hervor-
tritt, nehmlich eine sehr reichliche Aufnahme der Bacillen seitens
der Leberpigmentzellen, welche, ganz dhnlich wie die Leukocyten,
nicht selten mehrere Bacillen zugleich enthalten, meist allerdings
-in nicht so grosser Menge als jene (Fig. 6).

Leider ist unsere Kenntniss iiber die wahre Natur dieser
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Pigmentzellen noch zu unvollkommen, um aus dieser Beobach-
tung Consequenzen fir die Phagocytenlehre zu ziehen. Eberth®
halt dieselben wesentlich fiir abfiltrirte Zellen lienalen Ursprangs
mit endogen entstandenem Pigment; er gesteht indess auch zu,
dass ,eine Entstehung des Pigments in den Endothelien der
Gefisswand der Leber selbst nicht zweifelbaft“ sei. Man sieht
nun in nicht seltenen Fillen die Pigmentzellen buckelférmig
von der Wand ins Gefisslamen hineinh&ngen, andere wiederum
in Gestalt langgestreckter Spindelzellen der Wand sich anschmie-
gen und andererseits findet man eben solche buckelférmig pro-
minirende und langgestreckte spindelformige aber nicht pigmen-
tirte Zellen, gleichfalls Bacillen enthaltend in den Capillaren; doch
zeigen diese regelmissig einen michtigeren Zellleib als die typi-
schen Endothelien; man kann sich danach der Ansicht vielleicht
nicht verschliessen, dass die Pigmentzellen doch in -noch engerer
Beziehung zu den Gefissendothelien stehen, als Eberth anzu-
nehmen scheint, vielleicht eine besondere, nur der Leber eigene
Modification derselben darstellen. Die Bacillenaufoahme in der
Froschleber erfolgt also wie wir sehen bis in die Details genau so,
wie die Zinnoberaufnahme von v. Recklinghausen, (Pigment-
zellen) spéter von Ponfick u. A. beschrieben worden ist.

Ein ganz analoges Verhalten finden wir in der Milz; 16 bis
20 Stunden nach einer reichlichen Injection bietet diese ein fiber-
aus zierliches Bild (Fig. 8), indem der grosste Theil der Pulpa-
zellen mit dichten Bacillenhaufen vollgepfropft erscheint; da-
zwischen bleiben die Haufen von kleinen Rundzellen, die auch
hier, wie beim Siugethier, als Malpighi’sche Kérper beschrieben
werden —, ebenso wie bei der Zinnoberinjection — ganz frei von
Bacillen.

Wir finden also beim Kaltbliiter dhnlich, wie es Wysso-
kowitsch beim Warmbliiter sah, eine Ablagerung der Bacillen
in gewisse Zellen, die zur Gefisswand in naher Beziehung stehen;
pur diirfte, wenn Wyssokowitsch von einer Pilzvernichtung
durch ,die Endothelzellen der Gefisse® spricht, diese Bezeich-
nung zu allgemein sein; er hilt die Verlangsamung des Blutstroms
fiir den wesentlichen Factor, der die Wirkang der Zellen auf die
Bacillen ermdgliche; wogegen jedoch die Thatsache sprichf, dass
ich in einer Reihe von Fillen am entziindeten Mesenterium mit
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Milzbrand injicirter Frésche trotz der verlangsamten Strémung
nie eine Aufnahme in Endothelien wahrnehmen konnte; und #hn-
licher Weise hebt Siebel”? fiir die Endothelien der Hautgefisse
ausdriicklich hervor, dass auch bei kiinstlich dusserst verlangsam-
ter Stromung niemals Zinnoberaufnahme in dieselben statt hat.

In wie weit Wyssokowitsch’s Bezeichnung ,Endothel-
zellen der Pulpa“ fiir die fressenden Zellen der Milz berechtigt
ist, muss bei der unvollstiindigen Kenuntniss der feineren Histo-
logie des Organs dahingestellt bleiben; ich méchte aber darauf
hinweisen, dass Ponfick in den spindelférmigen Zellen, die er
als Pulpaendothelien ansieht, niemals Zinnoberkérnchen fand und
dass auch ich niemals Bacillen selbst in den feineren Capillaren der
Wand eingelagert sehen konnte.

Vielmehr erscheinen neben den frei bleibenden Malpighi’-
schen Kérperchen die ganzen Pulpazellen als Phagocyten, und
auch bei den Leberendothelien diirfte, wie das ebenso von an-
derer Seite hervorgehoben wurde, ein von den Gefissen anderer
Organe ganz differentes Verhéitniss vorliegen.

Endliech fand ich in den iibrigen Organen trotz der hier
zum Theil nicht unbetrichtlichen Stromverlangsamung niemals
Bacillen in Endothelien liegend. In der Niere sind die Bacillen
schon bald nach -der Injection nur spérlich anzutreffen und sie
liegen dann innerhalb von Leukocyten in der Gefissbahn; in
der Lunge hiuft sich zunichst pach der Injection eine betriicht-
liche Menge intracellulirer Bacillen in den Capillaren an; spiter
beobachtete ich hiufi¢ ein Auswandern solcher mit Bacillen be-
ladener Blutkdrper durch das Epithel hindurch in’s Alveolar-
lumen, wie es dhnlich von Siebel fiir Zinnoberkdrnchen be-
schrieben wurde, der solche farbstoffhaltige Leukocyten aufwirts
bis in die Mundhdhle verfolgen konnte; auf diese Weise ent-
ledigt sich der Organismus also auch einer, allerdings verschwin-
dend kleinen Menge von Bacillen.

In Uebereinstimmung mit Wyssokowitsch konnte ich
weder am Darm, noch an den Nieren, trotz Untersuchung grosser
Schnittserien, eine Elimination von Bacillen darch die Epithelien
dieser Organe, sel es mit oder ohne Vermittelung von Leukocy-
ten, constatiren, was ich glaube, besonders hervorheben zu sollen,
weil anch neuerdings eine solche wieder behauptet worden ist.
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Endlich untersuchte ich noch Schuittserien vom Knochen-
mark des Femur; ich fand die Bacillen zumeist in grosse ein-
kernige Zellen eingelagert, doch war die Zahl derselben regel-
missig viel geringer als in der Leber und der Milz zu den
gleichen Zeiten.

Auf welche Weise und in welcher Zeit nun verschwinden
die Bacillen definitiv aus dem Froschorganismus? Dass es intra-
cellulir geschieht, ist zweifellos; niemals trifft man in spiteren
Stadien wieder freie Bacillen an. Degeneriren sie nur in den
Zellen der betreffenden Gefiissabschnitte oder” auch in Leuko-
cyten?

Metschnikoff hat die Degenerationen in Froschleukocyten
ausfiihrlich beschrieben und abgebildet, wesentlich nach den am
frischen Priparat gemachten Beobachtungen; da man indess hier
durch die ungleiche Dichte des Protoplasma, durch dessen Kor-
nong ete. leicht Tauschungen ausgesetzt ist, da in Sonderheit
beim Warmbliiter, wie wir sehen werden, die intracelluliren
Theile der Bacillen absolut unsichtbar sind, so bemiihte ich
mich, die Degene1atlonselschemungen am oefanbten Priaparat zu
untersuchen.

Man wirft ja, und mit Recht, der Gram’schen Methode Un-
sicherheit und Ungleichméssigkeit der Firbung - vor; und ich
wollte selbst anfangs den gewounnenen Bildern nicht zu grosses
Vertraven schenken; nachdem ich aber eine grissere Reihe von
Priiparaten degenerirter Bacillen untersucht hatte, wie sie sich
in nicht zu stark erhitzten Culturen, insbesondere aber in den
nach Pasteur’s Methode von Bontroux in Paris hergestellten
»vaccins® reichlich finden, ergab sich, dass die Milzbrandbacillen
in vielen Degenerationsstadien ihre Tinctionsfiihigkeit nur in ge-
ringem Maass einbilissen, und dass die Involutionsformen zum
grossen Theil wenigstens sich in gleich schéner Weise farben,
wie die frischen Bacillen; dadiese gefirbten Degenerationsformen
den frischen auf’s genaueste glichen und die Untersuchung so
bedeutend erleichtert wurde, so gab ich dieser Methode, als der
sichereten, den Vorzuog.

Ich ging von der Degeneration in der Froschmilz aus, die
dafiir ein besonders giinstiges Object bietet. Nur selten sieht
man die Bacillen in der Zelle gleichmissig kleiner und diinner
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werden; vielmehr beobachtet man zuniichst das Auftreten eines
unregelmissigen Contours, geringe Verdickungen an einer, starke
Einschniirungen an einer anderen Stelle. Oft ist der Bacillus
an einem Ende wie zugespitzt, unregelmissig angefressen, und
dem Contour der Zelle nach verbogen; oder es wird das ganze:
Stibchen zusammengedriickt, in spiteren Stadien der Degene-
ration geradezu in der Mitte entzwei gebrochen und schliesslich
findet man nur noch eine Reihe von Kriimeln neben einander;
endlich werden. diesc nicht selten zu einer kleinen scharf be-
grenzten Kugel zusammengeballt — alles genan so wie es an
extracellulir degenerirenden Bagcillen in frischen Priparaten be-
kannt ist und leicht geschen wird (Fig. 1).

Etwas weniger tibersichtlich, doch gleichfalls hiufig zu be-
obachten, sind die Prozesse in der Leber, besonders in den
grossen wenig Pigment fithrenden Zellen. Viel seltener fand ich
solche Formen in den Leukocyten selbst, obschon ich sie auch
hier — an den in den Lebercapillaren gelegenen Blutkorperchen
— zweifellos in einer Reihe von Fillen constatiren konnte.

Noch ist die Frage der Zeit, in welcher die Degeneration
erfolgt, zu erbrtern. Metschnikoff meint, es seien auch bei
Ausschluss jeder Verunreinigung durch andre Mikroorganismen
die Bacillen eines in den Froschlymphsack eingeschobenen milz-
brandigen Lungenstiickes in 3—b Tagen gefressen, bezw. un-
schidlich gemacht, — ausschliesslich durch die Froschleukocyten;
nach meinen Beobachtungen scheint indessen diese Zeit zu kurz
zu sein. oo

2 Tage nach einer Injection sind in der Leber und Milz
wohl erhaltene Bacillen mit regelmiissigem Contour reichlichst
vorhanden, Degenerationsformen spirlich; nach 41 Tagen ist die
Zahl der normal geformten und gefirbten Bacillen zwar etwas
geringer, doch lassen sie sich noch in jedem Schnitt leicht fin-
den. Nach 6 Tagen noch waren, allerdings wenig reichlich, ganz
unverinderte Bacillen in Leber und Milz aufzufinden, daneben
unregelmissige, verkiimmerte Formen hiufig. Impfversuche
konnte ich in den letzteren Fillen nicht anstellen, da ich zur
Injection kein sporenfreies Material hatte verwenden kénnen.

Wenn ich also auch nicht zweifle, dass durch die Leuko-
cyten die Bacillen in dem Lungenstiick vernichtet werden, so
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halte ich es doch fir wahrscheinlich, dass bei einer Wieder-
holung des Versuchs mit sorgfiltigem Ausschluss aller Fehler-
quellen cine lingere Zeit zur Abt6dtung aller Bacillen nothig
sein diirfte. Diese verbiltnissmissig sehr langsam vor sich
gehende Vernichtung der Anthraxbacillen giebt auch, wie mir
scheint, die Erkldrung daflir, dass die Zellen in der Leber und
Milz des Kaltbliiters in so ganz hervorragender Weise bei der
Pilzvernichtung betheiligt sind; denn in der That scheinen beim
Frosch die Leukocyten wesentlich fiir den Transport der Bacil-
Ien nach den Organen in Betracht zu kommen, innerhalb deren
sie nach und pach die Bacillen an die betreffenden Zellen ab-
geben, obschon sie selbst — nicht ganz unbetheiligt sind bel
der, Vernichtung jener.

Es war nun meine Aufgabe zu untersuchen, ob auch beim
Warmbliiter die Leukocyten den Bacillen gegeniiber eine solche
verhiltnissmissig doch unbedeutende Rolle spielen, oder ob ihnen
hier vielleicht mehr als beim Frosch, die Fihigkeit zukomme,
Bacillen zu vernichten, und damit der Immunititsfrage in ihren
Beziehungen zar Phagocytenlehre néher zu treteu.

Die Hypothese Metschnikoff’s stiitat sich fiir den Warm-
bliiter auf wenige Versuche, welche er mit abgeschwichten Ba-
cillen am Kaninchen und am Meerschweinchen angestellt hatte;
fliichtig erwdhnt er — ohne die Art der Untersuchung anzu-
geben, — die Aufnahme der Bacillen bei der etwas weniger em-
pfinglichen weissen Ratte, sowie bei einem Versuche, den er
auf dem erwirmten Objecttriger mit seinem eignen Blut machte.

Das Experiment mit dem angeblich immunisirten Kaninchen
angehend, miissen wir bemerken, dass nach den von Koch,
Gaffky und L&ffler’® an einer grossen Reihe von Thieren an-
gestellten Versuchen die Immunisirung von Kaninchen und Meer-
schweinchen {iberhaupt nicht mdglich ist. Awuch ich habe es
wiederholt versucht — ohne Erfolg; zur Impfung benutzte ich
theils eignes Material, theils von dem Pasteur’schen premier
und second vaccin, das ich von Boutroux in Paris erhielt;
Gaffky hat schon auf die Unzuverldssigkeit dieser Priparate,
welche zur Impfung grosser Heerden allenthalben gebraucht
werden, hingewiesen; die mir zugesandten Flissigkeiten enthiel-
ten beide eine ganze Reihe fremder Mikroorganismen neben
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stark degenerirten Milzbrandbacillen und waren beide auf Kanin-
chen wie Meerschweinchen véllig unwirksam — Immunitédt wurde
in keinem Fall erzielt. Wegen der Unzuverlissigkeit dieser Impf-
immunitit, und da mir andere Thiere nicht zu Gebote standen,
bei denen die Priventivimpfung — wie beim Schaf und Rinde,
~- mit mehr Erfolg ausgefiihrt werden soll, nahm ich die Im-
munititsfrage zunichst durch das Studium der fiir Milzbrand
tiberhaupt unempfinglichen Thiere in Angriff, da solche Versuche
von Metschnikoff eigentlich gar nicht angestellt worden sind.

Als fast oder ganz immun werden in der Regel'' Hund,
Ratte und ,die meisten® Vigel angegeben, doch widersprechen
sich auch hierin die Angaben vielfach; so gingen Wyssoko-
witseh 3 Hunde, denen er Milzbrandbacillen in die Blutbahn
injicirte, daran zu Grunde, wihrend pach Bollinger' u. A.
der Hund anch gegen intravasculire Impfung immun sein soll;
Oemler'® hat in seiner vielcitirten Arbeit den Hund und viele
Arten von Végeln fiir Anthrax empfinglich gefunden; doch diir-
fen wir, wie mir scheint, seinen Angaben keinen zu grossen
Weith beilegen, da er es nach den Sectionsprotocollen zweifel-
los in einer Reihe von Fillen mit malignem Oedem zu thun
batte, wofiir die Vogel ja in hohem Maass disponirt sind; und
ferner giebt Oemler an, sogar den Frosch vielfach mit Erfolg
geimpft zu haben. Roloff' nennt das Geflligel unter den em-
pfanglichen Thieren; Klebs® sagt: ,,Schwieriger haftet das Milz-
brandvirus bei Végeln, doch gelingt die Impfung beim Sperling.“

Ich benutzte zu meinen Versuchen Hund, Hahn und Taube,
die ich durchaus immun fand; das Verhalten der Ente wird be-
sonders besprochen werden; den Sperling fand anch ich in hohem
Maass empfiinglich; endlich kam ich im Lauf der Untersuchung
in den Besitz eines Kaninchens, das selbst nach oft wiederholter
Impfung gesund geblieben ist.

Es handelte sich pun darum, eine Methode zu finden, die
bei verschiedenen Thieren in gleicher Weise anwendbar, Bacillen
und Leukocyten in geniigender Menge iibersichtlich mit einander
in Beriihrung zu bringen gestattete; kam es doch gerade darauf
an, die Mengenverhéltnisse beider zu iibersehen, was bei der
von Metschnikoff gelibten Art und Weise — Einbringung von
den Impfstoff enthaltenden Hollundermarkstiicken oder Glasrghren
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unter die Haut, — unméglich war. Bevor ich zur Wiedergabe
meiner Resultate komme, mdchte ich einige Vorversuche er-
wihnen, die in einer anderen Richtung nicht oline Interesse
sind, von welchen ich Aufklarung auch fiir unsere Frage erwartet
hatte.

_ Tch hatte Kaninchen in die vordere Augenkammer einige’
Tropfen milzbrandigen Blutes injicirt; bei der nach dem Tod
des Thieres vorgenommenen Untersuchung zeigte sich das Fibrin-
netz des geronnenen Blutes in der vorderen Kammer von Leuko-
cyten stark durchsetzt, dazwischen lagen grosse Kn#uel ausge-
wachsener Milzbrandfiden, aber fast niemals fand ich Bacillen intra-
celluliir; bei einem anderen Versuche wurde die Cornea mittelst
eines durchgezogenen (aseptischen) Seidenfadens in Entziindung
versetzt, das Thier dann an eciner entfernten Korperstelle mit
Milzbrand geimpft. Nach dem Tode fanden sich in der Cornea
reichlich eingewanderte Leukocyten, nirgends in denselben Ba-
cillen, tiberhaupt solche nicht extravasculdr gelagert, — obschon
die Randgefisse der Cornea dieselben reichlich enthielten. Die
Beobachtung ist eine Bestitigung und Erweiterung der Experi-
mente Hubers', der die Bacillen bei Crotonéleiterung am Ka-
ninchenohr extravasculdr vermisste. Ich hatte den Versuch in
der oben erwihnten Weise modificirt, um einen etwaigen schidi-
genden Einfluss des Crotondls ausschliessen zu konnen. Nachdem
sich fiir unsere Frage auch diese Methode einer ausgedehnteren
Anwendung nicht fihig erwiesen hatte, kam ich nach einigen
missgliickten Versuchen auf folgende Weise zum Ziel:

Teh richtete mir mit Benutzung der Ziegler’schen ldee
eine kleine Glaskammer so her, dass ich ein 15 qmm grosses
Deckglas auf einen ebenso grossen Objecttriger kittete; doch
so, dass der capillare Spaltraum zwischen beiden auf 3 Seiten
ganz geschlossen war und nur von der vierten Seite eine Com-
munication nach aussen bestehen blieb; zuweilen wurde eine
ganz kleine Oeffoung an der einen der geschlossenen Sejten
angebracht.  Der Spaltraum wurde nun mittelst Platinse
mit einer virulenten oder beliebig verfinderten Bacillencultur ge-
fillt und alsdann der kleine Apparat den Thicren unter die
Riickenhaut gebracht — patiirlich unter aseptischen Cautelen,
was bel einiger Uebung leicht gelingt; nachdem die Kammern
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verschieden lange Zeit dort gelegen, wurden sie zunichst un-
mittelbar nach der Herausnahme durchgemustert, dann ldste ich
das Deckglas vom Objecttriger und stellte von beiden Trocken-
priparate her, die behandelt wurden, wie oben angegeben.

Auf diese Weise wurde eine grosse Reihe von Versuchen ange-
stellt, deren wesentliche Resultate ich im Folgenden wiedergebe.

Zunichst machte ich einige Experimente so, dass dem Thier
eine leere Kammer unter die Riickenhaut gebracht wurde, dann
impfte ich an einer ganz entlegenen Korperstelle Sporen ein.
Nach 15—20 Stunden fanden sich dann regelmissig in der
Kammer reichlich Leukocyten eingewandert und in lebhafter
Thitigkeit begriffen, eingestreute Zinnoberkdruchen aufzunehmen;
in den peripherischen Theilen der Kammer zeigten sich massen-
haft Milzbrandbacillen, nur als kurze Stidbchen, niemals ausge-
wachsen, alle zwischen Leukocyten, nur ganz selten innerhalb
derselben gelegen; das umgebende Gewebe zeigte geringe ent-
ziindliche Réthe und serése Durchfeuchtung; grosse Mengen von
Bacillen lagen auch hier zwischen den Leukocyten. War da-
gegen die Kammer 4 Tage oder linger unter die Riickenhaut
gebracht, bevor die Impfung erfolgte, so fand ich in ihr keine
Bacillen; demnach lilefert die frisch verletzte Stelle einen
glinstigen Boden fiir Ansiedlung und Entwickelung der Bacillen,
ein Resultat, das wohl nicht ohne Interesse ist fiir die Frage
des Uebertritts von Mikroorganismen aus der Blutbahn in sub-
cutane Wunden.

Wird eine mit frischer Reincultur gefiillte Kammer einem
gesunden Kaninchen unter die Rilckenhant gebracht, so zeigen
sich in der Regel nach 6—8 Stunden die Leukocyten in missiger
Menge eingewandert, die Bacillen sind ausgewachsen und bilden
lange Faden, die sich zwischen den Leukocyten hindurchschlingen;
auch hier sieht man nur selten intracellulire Bacillen; dies
Verhiltniss, das in gleicher Weise bei den anderen empfing-
lichen Thieren constatirt wurde, indert sich nicht wesentlich in
den spiteren Stadien, bei stirkerer Einwanderung der Leuko-
cyten; nur das eine immune Kaninchen zeigte ganz anderes Ver-
halten, woriiber unten mehr.

Beim Hund beobachtet man Folgendes: Die Umgebung der
Kammer zeigt regelmissig eine viel intensivere Réthe und stér-
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kere serbse Durchtrinkung. Die Leukoeyten sind in bedeutend
grosserer Menge elngewandert, mindestens D —6mal mehr als
in der gleichen Zeit beim Kaninchen. Sie bilden einen férm-
lichen dichten Wall, der sich gegen die Mitte der Kammer vor-
schiebt; und nun entwickeln sie hier eine so ausserordentlich
energische Thitigkeit der Bacillenaufnahme, dass in den vorder-
sten Reihen des Walles fast jeder Leukocyt einen oder mehrere
Bacillen ganz oder theilweise in sich aufgenommen hat, und am
gefirbten Priparat zeigt sich die Zahl der gefressenen Stibchen
noch viel grésser als am frischen. In anderen Féllen ist die
Einwanderung mehr unregelmissig in verschiedenen Theilen der
Kammer; constant findet man daon eine Abnahme der freien
Bacillen in dem Maass als die Leukocyten reichlicher sind; sie
nehmen dieselben so vollkommen auf, dass in den leukocyten-
reichsten Partien regelméssig freie Bacillen ganz oder fast gana
vermisst werden. Ein Unterschied von den Froschleukocyten be-
steht darin, dass man selten mehr als 4 oder 5 Bacillen in einer
Zelle findet, wihrend dort hiufig 12—15 geziihlt werden konnten;
auch hier werden sie zusammengekniuelt, der runden Form des
Leukocyten entsprechend verbogen und mannichfach verdndert,
ganz &hnlich so, wie wir es in der Froschmilz verfolgen konnten;
besonders instructiv sind die nicht eben selten sich findenden
Fille, in welchen ein Bacillus zur Hilfte von einem Leukocyten
aufgenommen ist; der freie Theil zeigt scharfen, geraden Contour,
indess der intracellulire diinn, zugespitzt, oft wie angefressen er-
scheint. (Ich hebe nochmals hervor, dass alle Férbungen am
nicht erhitzten Prédparat und stets in genau gleicher Weise vor-
genommen wurden, und dass ich zum Vergleich nur solche Pri-
parate wihlte, in welchen die noch frei liegenden Bacillen absolut
normale Form und Firbung zeigten.) Nicht selten traten als
Endstadien die 8fter beschriebenen kleinen runden sich noch
intensiv firbenden Kugeln auf. In der die Kammer umgebenden
Fliissigkeit fanden sich die Bacillen meist in sparlicher Zahl,
fast alle lagen intracellulir.

Dieser ganze Prozess geht nup in verhiltnissméssig sehr kur-
zer Zeit vor sich: wihrend beim Frosch in einer in den dorsalen
Lymphsack ecingebrachten Kammer erst nach 24—36 Stunden
die Zahl der eingewanderten Bacillen einigermaassen betréichtlich
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wird, findet man hier schon nach 3—4 Stunden eine sehr grosse
Menge Leukocyten, die meisten bacillenhaltig; die Bacillen zei-
gen nach 7 Stunden — innerhalb der Zellen — oft noch nor-
male Gestalt und Grésse, nach 12—14 Stunden sind die Dege-
nerationserscheinungen am schonsten und deutlichsten, und in
manchen Fillen fand ich schon nach 24 Stunden in der ganzen
Kammer kaum mehr freie Bacillen.

Ich modificirte nun die Versuche in verschiedener Weise:
ich liess z. B. eine anthraxgefiillte Kammer wahrend 7 Stunden
liegen, schloss, nachdem ich eine reichliche Aufnahme in Leuko-
cyten constatirt, die offene Seite der durch einen zwischengelegten
Glassplitter etwas gerdumiger angelegten Kammer und liess die-
selbe weitere 12 Stunden bei Korpertemperatur; es waren dann
die meisten Bacillen verschwunden; einzelne frei gebliebene hatten
unverindertes Aussehen, woraus hervorgeht, dass die anderen
intracelluldr zu Grunde gegangen sein mussten.

Den Einfluss des Jodoforms auf die Leukocyten suchte ich
zu beobachten, indem ich in eine Kammer ausser den Bacillen
etwas Jodoformstaub brachte, zum Vergleich eine andere Kammer
mit Campher beschickte. Nach 20 Stunden waren in der ersteren
die Bacillen miichtig gewachsen, die Leukocyten dagegen nur
sparlich eingewandert; doch waren intracellulire Bacillen nicht
eben selten. In der mit Campher beschickten Kammer waren
zur gleichen Zeit gar keine freien Bacillen mehr, dagegen viel-
fach intracellulire in allen Degenerationsstadien nachzuweisen;
der Versuch bestiitigh die neueren Angaben iiber die geringe
antiseptische Wirkung des Jodoforms — wenigstens dem Milz-
brand gegeniiber.

Aehnlich wie beim Hund gestalten sich die Verhéltnisse
beim Vogel; die Untersuchung ist etwas schwieriger, weil die in
die Kammer eindringende Fliissigkeit grosse Tendenz zu gerinnen
zeigt, wodurch dann den Leukocyten die Einwanderung unméog-
lich wird; doch konnte ich in einer Reihe von Fillen anschau-
liche und unzweideutige Priparate erhalten.

Meine Taube tiberstand im Verlauf von 14 Tagen 10 ver-
schiedene Impfungen mit virulentem Material ohne Beschwerde,
ebenso der Hahn; diesem injicirte ich ausserdem einmal § Pra-
vaz'sche Spritze einer sehr concentrirten Reincultur, aber selbst
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nach so starker Infection traten nicht die geringsten Krankheits-
symptome auf,

Bei diesen Thieren, sowie bei der Ente, iiber welehe ich
unten ausfihrlicher berichten werde, verlief der Prozess in we-
sentlich gleicher Weise; ich lasse den Auszug aus einem Ver-
suchsprotocoll beim Hahn folgen:

12 Stunden nach Einbringung einer mit Reincultur gefiillten
Kamumer ist das umgebende Gewebe stark gerdthet, wenig feucht;
die Leukocyteneinwanderung hat in noch erheblicherem. Maass
stattgefunden als beim Hund; f{reie Bacillen sieht man nur in
den Kammertheilen, in denen sich die Leukocyten spirlicher vor-
finden; wo dieselben reichlicher vorhanden sind, umgeben sie
die Bacillen in dichten Haufen oder sind an denselben perl-
schourartig aufgereiht; so zihlte ich einmal 22 Leukocyten an
einem langen Anthraxfaden; die intracelluldren Theile der Ba-
cillen sind wegen starker Kérnung des Protoplasma der Leuko-
cyten nicht zu unterscheiden. ‘

Der gleiche Versuch wurde mit wesentlich gleichem Resultat
ofter wiederholt; wofern nicht besondere Hindernisse, Gerinnun-
gen u. s. w. eintreten, sind nach 24 Stunden die Bacillen aus
der Kammer meist vollstindig verschwunden,

In der Umgebung der Kammer findet man die Bacillen stets
in geringer Menge, zumeist innerhalb von Leukocyten.

Es handelte sich nun darum, zu erfabren, ob nicht das Blut,
bezw. Serum an sich die Bacillen schidige; zu dem Behuf ent-
nahm ich der Taube unter aseptischen Cautelen einen Tropfen
Blut, vermischte denselben mit einer geringen Bacillenmenge auf
dem Deckglas und brachte dieses auf den hohlen Objecttriger;
nachdem das Priparat 2 Tage gelinde erwdrmt worden war, fand
ich die Bacillen zu langen sich vetfilzenden Fiden ausgewachsen
und in vielen derselben war reichliche Sporenbildung aufgetreten.
Man konnte nun einwenden, dass an dem Blut nach der Heraus-
nahme aus dem Korper Verdnderungen eingetreten seien, die das
Wachsthum der Bacillen begiinstigten; hat doch Klebs dem von
Metschnikoff mit positivem Resultat angestellten Versuch, Ba-
cillen auf sterilisirtem Froschserum zu zfichten, init Recht ent-
gegengehalten, dass sich die Eigenschaften des Serum durch das
Sterilisiven vertindert haben méchten. Dem genannten Einwande
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suchte ich dadurch zu Dbegegnen, dass ich eine Kammer zur
Halfte mit Milzbrandreincultur fiillte und diese dann in eine
frische, blutende Hauttasche des Hahnes brachte, so dass die
andere Kammerhélfte sich mit Blul fiillte; der Versuch wurde
in gleicher Weise auch bei den anderen Vigeln, sowie auch
beim Hund wiederholt, immer mit dem Resultat, dass im Blut
die Bacillen rasch auswuchsen; selbst in nnmittelbarer Nihe des
Leukocytenwalls sah ich hiufig die langausgewachsenen Fiden sich
hinziehen. Niemals konnte ich Degeneration an diesen constatiren,
wenn das Eindringen von Fiulnissbacillen vermieden war; in
einer grossentheils mit Blut gefillten Kammer, die 3 Tage unter
der Riickenhaut gelegen hatte und in welche wegen Gerinnung
des Blutes in der Umgebung Leukocyten nur spérlich hatten
eindringen konnen, fanden sich noch unverdnderte Bacillen, zum
Theil hatten sich Sporen in ihnen entwickelt; wenn demnach
Klebs — im Anschluss an eine von Nencki aufgestellte An-
sicht — die Moglichkeit hervorhebt, dass die Ursache der Im-
munitdt gewisser Thiere in einer hoheren Sauerstoffspannung des
Blutes zu suchen sei, so hat diese Hypothese nach unserem Ver-
suche wenig Wahrscheinliches.

Pasteur erklirt die Immunitit der Végel durch die hohe
Temperatur ihres Blutes, und sucht einen Beweis fiir diese seine
Ansicht darin, dass durch Eintauchen in kaltes Wasser abge-
kithlte Thiere ,an Milzbrand® zu Grunde gehen; nun verlieren
aber die Bacillen bei 43° erst in 6 Tagen ilire Virulenz, und
diese Temperatur wurde von meinen Vogeln nie errejcht (die.
Taube maass 42,0°, die Ente 41,8° im Rectum); war also die
Pasteur’sche Ansicht an sich schon unwahrscheinlich, so wird sie
durch das vorerwihnte Experiment direct widerlegt. Dagegen
liesse sich die Empfiinglichkeit dieser Thiere, wie mir scheint,
ungezwungen dadurch erkliren, dass durch die Wirmeentziehung
die Energie der weissen Blutkérper in so hohem Maass herab-
gesetzt wird, -dass sie nicht mehr im Stand sind, die Bacillen
aufzunehmen.

Auf eine nihere Beschreibung der Versuche bei der Taube
und bei der Ente gehe ich nicht ein, da im Wesentlichen der
gleiche Prozess sich abspielt: Wachsen der Bacillen im Blut,
Abnahme derselben, in dem Maass als die Leukocyten reichlicher
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vorhanden sind. — An dieser Stelle sei mir gestattet, einige
Beobachtungen anzufiihren, die ich an einem immunen Kaninchen
angestellt habe, welches erst gegen Schluss meiner Untersuchun-
gen in meinen Besitz kam. Ich hatte dem Thier zu Anfang
April eine geringe Ménge Milzbrandsporen eingeimpft, von deren
Viralenz ich mich durch wiederholte Impfungen an - anderen
Thieren tiberzeugt hatte; es erkrankte sehr heftig, fieberte
14 Tage lang, magerte stark ab und erholte sich dann nur lang-
sam. © Wochen spiter brachte ich ihm in eine blutende Haut-
tasche zwel mit virulenter Reincultur gefilllte Kammern. Ein
zur Controle mit dem gleichen Material geimpftes Meerschwein
starb nach 36 Stunden und ich fand in der Kammer massenhaft
freie, spirlich gefressene Bacillen.

Bei dem Kaninchen hingegen waren nach 16 Stunden in
der Kammer ganz ausserordentlich grosse Mengen intracellulirer,
zu dichten Klumpen zusammengeballter Bacillen vorhanden, da-
neben waren die extracelluliren Bacillen zum Theil zu lingeren
Fédden ausgewachsen; das Thier zeigte nur geringe Krankheits-
erscheinungen und war nach 2 Tagen véllig hergestellt. 8 Tage
spiter brachte ich demselben Thier eine ausschliesslich mit
Sporen gefiillte Kammer unter die Riickenhaut.

- Ein gleichzeitig auf die gleiche Weise geimpftes Kaninchen
starb nach 36 Stunden, in der Kammer fanden sich reichlich
ansgewachsene Milzbrandfiden.

Das erste Thier blieb ganz gesund; in der Kammer war
von Bacillen nicht eine Spur zu sehen. (Auch bei 4fterer Wieder-
holung der Impfung blieb das Kaninchen ganz gesund.)

Der Fall bietet in mehrfacher Beziehung besonderes Inter-
esse; er zeigt, dass die schon an sich etwas weniger empfing-
lichen Thiere durch einmaliges Ueberstehen der Milzbrand-
erkrankung viel mehr befihigt werden, erneuten Infectionen zu
widerstehen, dass bei diesen die Leukocyten in hohem Maass
die Fiahigkeit besitzen, Bacillen aufzunehmen, und dass endlich
nicht blos die Bacillen, sondern auch die Sporen, welche in den
Gewebssidften doch offenbar auszuwachsen vermdgen, durch den
Einfluss der Zellen in ihrer Entwickelung gehemmt werden. —
Ein unwesentlicher Unterschied von dem beim Hund und Ka-
ninchen beobachteten Prozess der Bacillenaufnahme ist bei den
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Vigeln bedingt durch die auch anderen Beobachtern aufgefallene
Tendenz der Vogelleukocyten, aneinanderzukleben. Oft werden
ganze Haufen von Bacillen von einem Klumpen Leukocyten um-
geben, so dass diese nur an einzelnen Stellen hervorragen oder
iiberhaupt erst durch die Firbung sichthar zu machen sind; ich
hebe noch ganz besonders hervor, dass ich beim Meerschwein,
obschon ich darauf mein Augenmerk richtete, fast nie Leukocyten
in unmittelbarer Beriibrung mit solchen Bacillenhaufen fand.

Wibrend der Hahn und die Taube ganz gesund blieben,
trat bei der Ente, nachdem sie Smal mit grossen Mengen viru-
lenten Materials geimpft war, am 6. Tag nach der ersten Impfung
der Tod ein. '

An der Zungenwurzel fand sich ein starkes sulziges Oedem, das Milz-
brandbacillen in enormer Menge enthielt. Milz und Leber waren etwas ver-
gréssert und enthielten Bacillen in méssiger Menge, doch waren nur die we~
nigsten frei im Blut, vielmehr fand sich die weitaus grésste Menge
derselben, oft in Klumpen zusammengeballt, intracellular gelegen.
Bchnitte aus der Milz erinnern ducchaus an das Bild bei der Froschmilz:
kleinere intracellulire Bacillenhaufen, zumeist ausserhalb der vendsen Ca-
pillaren, wiederum in solcher Vertheilung, dass die den Malpighi’schen Kor-
pern entsprechenden Zellanhiiufungen von den Bacillen frei bleiben. - In
der Leber waren die Bacillen ziemlich zahlreich, fast alle intracellular;
ich bemtihte mich besonders, Beziehungen zu Endothelzellen zu finden; ich
will nicht in Abrede stellen, dass manche Bilder auf eine Einlagerung in
Endothelien gedentet werden mdchten, kann jedoch auf’s Bestimmteste ver-
sichern, dass die bei weitem grisste Menge innerhalb der Blutbahn in Leu-
kocyten lag. Desgleichen waren im Herzblut freie Bacillen kaum, intra-
cellulére reichlich zu finden.

Die grosse Bedeutung dieses interessanten Befundes leuchtet
ein; wihrend beim milzbrandigen Meerschwein trotz der enormen
Bacillenmenge diese -intracellulir so ausserordentlich selten ge-
funden werden, ist solches bei der offenbar nur in geringem
Grad empfiinglichen Ente die Regel; ein vergleichender Blick auf
eine Meerschweinmilz lehrt die auch im Grossen total differente
Anordnung der Bacillen; hier folgen sie ausschliesslich der Ge-
fassbahn, ,erfillen die vendsen Capillaren, sowie alle zwischen
den Zellen des Pulpagewebes iibrig bleibenden Hohlriume® und
werden auch innerhalb der Malpighi’schen Kérper in den die-
selben durchsetzenden Gefiissen gefunden; bei der Ente sind die
Gefiissbahn und die Malpighi’schen Kérper ganz oder fast ganz
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frei von den Bacillen, und diese finden sich fast ausschliesslich

innerhalb der Zellen des Pulpagewebes.

Diesem Befund schliesst sich derjenige bei einer von mir
untersuchten weissen Ratte eng an.

Sie war 2mal kurz nacheinander mit grossen Mengen virulenten Materials
geimpft worden, und starb 3% Tage nach der ersten Impfung; Aufnahme von
Bacillen in Leukocyten in der Kammer konnte ich wenn anch nieht in grosser
Menge, doch wiederholt mit Sicherheit constatiren. Die Section ergab star-
ken Milztumor, geringe Leberschwellung; Fig. 4 giebt die Abbildung eines
Schnittes aus der Milz; reichliche Mengen von Bacillen finden sich in- und
ausserhalb der Gefiissbahn, die Malpighi’schen Kérper sind zumeist ganz frei;
daneben sieht man relativ hiufig grossere Bacillenmengen in den Pulpazellen
zusammengedringt.

Vergleicht man dieses Bild einmal mit dem Bild, das die
Milz eines in hohem Grade empfinglichen Thieres bietet —
Fig. b — andererseits mit dem aus der Milz eines ganz immunen
Thieres — Fig.3 — (auf eine Abbildung der Entenmilz ver-
zichtete ich wegen der relativ geringen Zahl der vorhandenen
Bacillen), so ergiebt sich daraus unmittelbar, dass die Zahl der
in der Milz intracellulér gefundenen Bacillen im umge-
kehrten Verhdltniss zur Ewmpfdnglichkeit des Thieres
fir Milzbrand steht.

In den Gefassen der Leber fanden sich bei der weissen Ratte-intracellulire
Bacillen nicht selten; daneben lagen solche in ziemlbich grosser Menge frei in
der Geftisshahn, und zwar ganz besonders reichlich_an die Gefisswand an-
gelagert, sparlicher in der Mitte des Lumens. Dasselbe sieht man indessen
auch in den Lebern von Kaninchen und Meerschweinchen; dass bei der
weissen Ratte eine wirkliche Einlagerung in Endothelzellen vorkommt, kann
ich mit absoluter Sicherheit nicht behaupten; doch halte ich es nach Unter-
suchung einer grossen Reihe von Schnitten allerdings fir wahrscheinlich.

In der Milz der grauen Ratten waren die Bacillen auffallend spérlich,
trotz ziemlich betréchtlicher Schwellung derselben; ein Befund, auf den be-
reits Gaffky und Liffler aufmerksam gemacht haben. — Von besondérem
Interesse war folgende bei der grauen Ratte gemachte Beobachtung: 7% Stun-
den nach Einfibrung der Kammer waren die Bacillen in nicht geringer
Menge intracellulir aufzufinden, indessen keineswegs in dem Maass, wie es
z. B. beim Hund der Fall war. Wachsthum innerbalb von Zellen konnte
nie constatirt werden; eine zweite, gleichzeitiy mit der ersten eingefiihrie
Kammer wurde nach 22 Stunden untersucht; die stark gewachsenen Bacillen
bildeten verfilzte Rasen, doch vermochte ich nirgends mehr innerhalb der ziem-
lich reichlich vorhandenen Leukocyten, weder am frischen noch am gefarbten
Préparat, Bacillen aufzufinden; die Ratte starb 26 Stunden nach der Impfung.
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Dieses anscheinend auffillige Verhalten erklirt sich wie ich
glaube in durchaus gentigender und einleuchtendér Weise durch
die neuesten (noch nicht publicirten) Arbeiten von Wyssoko-
witsch; danach soll, wie Fliigge'® angiebt, die Widerstands-
fihigkeit der Zellen des Organismus gegen eine Mikroorganismen-
invasion auf verschiedene Weise herabgesetzt werden kénnen;
in erster Linie aber durch die giftigen Producte der betreffenden
Bacillen selbst. In unserem Fall wiren also die spiter einwan-
dernden Leukocyten bereits derartig durch das inzwischen im -
Korper entwickelte Anthraxgift geschwicht gewesen, dass sie
nicht mehr fihig erschienen, die Bacillen aufzunehmen. — Viel-
leicht gelingt es in &hnlicher Weise auch, durch chemische
Agentien die Energie der Zellen im Organismus so zu steigern,
dass sie in hoherem Maass befihigt wiren, der Bacilleninvasion
zu begegnen; in diesem Sinne ist eine in allerjiingster Zeit mit-
getheilte Beobachtung von Wooldridge' von besonderem Inter-
esse.  Derselbe ziichtete Milzbrandbacillen einige Zeit auf einer
alkalischen Losung von aus der Thymius gewonnenen Protein-
substanzen, trennte dann die Bacillen von der Nahrflissigkeit,
und es gelang ihm angeblich durch Injection der bacillenfreien
Fliissigkeit Kaninchen zu immunisiren; er hebt noch ausdriick-
lich hervor, dass der Baecillus selbst keine Schutzwirkung (no
protective influence) habe, vielmehr entweder todtlich oder ganz
wirkungslos sei. ‘

~ Einige wenige Versuche machte ich mit durch Erwirmen
abgeschwichten Bacillen; ich erhitzte die mit Milzbrand be-
schickten Kammern im Salzwasserbad und fand nach Erwidrmen
auf 55° wihrend 15 Minuten, ‘dass nach mehrstiindigem Verweilen
unter der Kaninchenhaut die Bacillen in nicht geringer Zahl ge-
fressen worden waren; eben dasselbe bei einem am Meerschwein-
chen angestellten Versuch, nachdem die Kammer 1 Stunde auf
H0° erhitzt worden war; die Thiere blieben gesund. — Nach
ganz kuizem Erhitzen auf 65—G68° war eine Aufnahme in Leuko-
cyten nicht zu constatiren und die Bacillen hatten ihre Wachs-
thumsfihigkeit nicht eingebiisst; Versuche, durch Campherinjection
in die Umgebung der Kammer die Thétigkeit der Leukocyten zu
steigern, waren nicht von Erfolg begleitet.
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Welche Stellung miissen wir nun nach den Ergebnissen
unserer Versuche den gegen die Phagocytenlehre erhobenen Ein-
winden gegeniiber einnehmen?

Baumgarten hebt hervor: ,Es fehlen sichere Beweise,
dass die Bacillen von den sie einschliessenden Leukocyten und
zwar ausschliesslich kraft und in Folge dieses Einschlusses ab-
‘getddtet werden“, was bei der von Metschnikoff geiibten Me-
thode nicht ohne Berechtigung ist, denn ,der Nachweis fehlt,
dass Zhnliche Formverinderungen wie bei den abgeschwiichten
Bacillen innerhalb der Leukocyten nicht auch an den extra-
celluliren vorkommen;“ so dass man die Frage aufwerfen kionne:
»,0b die verdnderten Bacillen nicht als solche von den Zellen
aufgenommen werden“ und ... ,es bleibt dahingestellt ob der
Verlust der Infectiositdt durch die Aufnahme in Zellen oder auch
—- oder allein — durch andere Ursachen bedingt ist“; Metsch-
nikoff’s Anschaunung finde in seinen thatsichlichen Beobachtun-
.gen nur geringe Stiitze. _

Unsere Versuche haben vielleicht dazu beigetragen, diese
Anschauung wahrseheinlicher zu machen. — Wir sehen, dass im
Blut und in der ganzen die Leukocyten umspiilenden Fliissigkeit
die Bacillen in hohem Maass die Fihigkeit besitzen zu. wachsen
und Sporen zu bilden; noch in unmittelbarer Nihe der Leuko-
cyten zeigen sie normale Gestalt und Wachsthumsenergie; Ver-
dnderungen werden stets erst nach erfolgter Aufnahme in den
Zellkorper beobachtet; und zwar treten dieselben beim Warm-
bliiter schon nach verhiltnissmissig kurzer Zeit, sehr viel spiter
erst beim Kaltbliter auf. — Wenn Baumgarten meint,
Metschnikoff scheine selbst nicht zu glauben, ,dass die in
die weissen Blutkorper von Meersehweinchen und Kaninchen
.eingelagerten virulenten Bacillen von ersteren getddtet werden,
so iibersieht er, dass Metschnikoff die aufgenommenen Bacil-
len thatséichlich nicht fiir virulente h&lt, und es finden sich
wohl in jeder Cultur vereinzelte abgeschwichte Bacillen.

Die Ansicht Baumgarten’s, ,durch die hypothetische Gift-
absonderung der Bacillen“, durch welche Metschnikoff die
pathogene Wirkung auf empfingliche Thiere erklirt, miissten
»die weissen Blutkérper aller gleichtemperirten Thiere in den
gleichen Zustand der Lahmung versetzt werden“ — ist dadurch
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auf’s Schlagendste widerlegt, dass wir sehen, wie die Leukocyten
verschiedener Thiere gegen dieselben Bacillen, im gleichen Me-
dium (Salzwasser) suspendirt sich grundverschieden verhalten;
und dies Verhalten ist mit der Gifthypothese doch wohl in Ein-
klang zu bringen.

Neuerdings hat diese ja auch durch Hoffa'® eine experi-
mentelle Stiitze erhalten; zwar erkennt er selbst die chemische
Wirksamkeit der Bacillen nicht sowohl ,in der Absonderung
eines fermentartigen, im Blut loslichen Giftes®, als vielmehr in
»der Abspaltung toxischer Stoffe aus complexen im Organismus
vorhandenen Verbindungen®: aber abgesehen davon, dass der
Gegensatz zwischen diesen beiden Ansichten doch wohl kein so
fundamentaler ist, wie es Hoffa anzunehmen scheint, so spricht
doch gerade "der Umstand, dass auch-im Salzwasserinfus die
Kaninchenleukocyten die Bacillen nicht angreifen — wo doch
von einer Abspaltung tfoxischer Stoffe nicht wohl die Rede sein
kann —, eher zu Gunsten der ersteren Ansicht.

Noch einen Einwurf Baumgarten’s mdchte ich beriihren,
dem Metschnikoff schon zum Theil begegnet ist: ,Wenn die
Phagocytenlehre richtig wire“ meint Baumgarten, ,so miissten
die Améboidzellen gerade in den Fallen ihre Thitigkeit am
Lebhaftesten entfalten, in denen dem Organismus von Seiten der
Bacillen wirkliche Gefahr drohe“; das Gegentheil finde statt —
denn abgesehen von anderen Momenten ,wiirden gerade die ab-
geschwichten Bacillen, die fiir den Organismus ganz schadlos
sind, weil sie in ihm nicht zu wachsen vermdgen, von den Leu-
kocyten gefressen;“ — nach den Versuchen mit abgeschwichtem
Material an Kaninchen und besonders nach denen mit virulentem
an immunen Thieren miissen wir, glaube ich, gerade umgekehrt
argumentiren, denn nur weil sie gefressen werden, vermigen
sie nicht zu wachsen.

Wie gestaltet sich nun nach unseren Versuchen das Ver-
hiilltniss zwischen den Ergebnissen von Wyssokowitseh und
denjenigen Metschnikoff’s?

Wyssokowitsch verwirft die Metschnikoff’sche Hypo-
these vollstindig und Fliigge giebt an, dass Wyssokowitsch
»i Betreff der Thitigkeit der weissen Blutkdrper zu gerade
entgegengesetzten Resultaten gekommen sel wie jener.
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Es ist uns miglich gewesen zu zeigen, dass allerdings den
Begrenzungszellen gewisser Gefissabschnitte, — fiir welche die
Bezeichnung Endothelzellen indessen nur mit Reserve gebraucht
werden darf — unzweifelhaft, beim Kaltbliiter sogar in hohem
Maass die Fahigkeit zukommt, Mikroorganismen aufzunehmen und
zu vernichten. Weiter sahen wir, dass die Leukocyten verschie-
dener Warmbliiter — ja sogar verschiedener Individuen der-
selben Thierspecies denselben Bacillen gegeniiber ein ganz
verschiedenes Verhalten zeigen, dass die Bacillen extracelluldr
im Blut der immunen Thiere in der Regel miichtig auszuwach-
sen vermdgen, dass sie dagegen intracellulir niemals wachsen;
dass in der Circulation in dem Maass, als die Empfinglichkeit
des Thieres fiir Milzbrand abnimmt, die Zahl der in Leukocyten
und Milzzellen eingeschlossenen Bacillen zunimmt; wir konnten
bei den immunen Warmbliitern eine Einlagerung in Wandzellen
der Lebergefiisse hichst wahrscheinlich machen.

Und somit haben unsere Versuche zu einer Vermittelung jener
einander scheinbar entgegengesetzten Anschauungen gefithrt; die
Immunitit gegen Milzbrand erscheint im Wesentlichen bedingt
durch die Thatigkeit lebender Zellen -— Gefésszellen so gut wie
weisser Blutkorper; doch mussten wir den letzteren dabei eine
sehr viel gréssere Bedeutung vindiciren, als dies von Wysso-
kowitsch geschehen war. Es liegt ja nahe, die beim Milz-
brand gewonnenen Erfahrungen auch auf andre Krankheiten zu
tibertragen, und es sind solche Analogieschliisse vielleicht nicht
ohne Berechtigung; in wie weit solche wirklich Geltung haben
migen, welche besonderen Verhéltnisse — vielleicht ganz andere
Factoren, — bei anderen Infectionen in’s Spiel kommen, — das
zu ergriinden, muss die Aufgabe weiterer Untersuchungen sein;
jedenfalls ist das Studium der uns bekannten Infectionskrankheiten
von diesem Standpunkt aus dringend nothwendig geworden.

Die vorliegenden Untersuchungen habe ich auf Anregung des
Herrn Prof. v. Recklinghausen vorgenommen, und es ist mir eine
angenehme Pflicht, meinem hochverehrten Lebrer an dieser Stelle
fiir die vielfache Anregung und Unterstiitzung bei der Ausfiihrung
der Arbeit meinen innigsten und aufrichtigsten Dank zu sagen,

Strassburg im Mai 1887.
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Wihrend des Druckes der vorliegenden Arbeit ist es mir
moglich gewesen, einige Untersuchungen mit Staphylococcus- au-
reus -auszufiihren, welche auf’s Neue die Phagocytenlehre besti-

tigen:

ich hoffe dariiber bald ausfiihrlicher berichten zu kénnen.

Auf die inzwischen erschienenen Arbeiten von Metschnikoff
und von Prazmowsky habe ich leider nicht mehr Riicksicht
nehmen kénnen.
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Erklarung der Abbildungen.
Tafel XL

Degenerationsformen aus einer mit Milzbrand beschickten Ziegler’-
schen Kammer nach ldstindigem Verweilen unter der Hundehaut.
Aus einer mit Milzbrand beschickten Kammer nach 8stindigem
Verweilen unter der Haut des immunen Kaninchens (massenhaft
intracellulire Bacillen).

Froschmilz 48 Stunden nach Injection von 1 Prav. Spritze concen-
trirter Reincultur in die Schenkelvene.

Milz der weissen Ratte, gestorben an Milzbrand.

Aus der Milz eines an Anthrax gestorbenen Meerschweinchens.

Aus der Leber des Frosches 48 Stunden nach Injection von 1 Prav.
Spritze conc. Reincultur in die Schenkelvene. p Pigmentzellen;
e Endothelzelle; 1 Leukocyt, alle reichlich Bacillen enthaltend.

Alle Praparate waren nach der Gram’schen Methode bebandelt und mit
Pikrocarmin nachgefarbt worden.
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