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Ueber die Bedeutung der Leukocyten bei In-
fection des Organismus dorch Bakterien.

(Zur Frage der Phagocytose.)
(Aus dem bakteriologischen Institut des Herrn Prof. A. Babuchin.)
Von Dr. med. Peter Netschajeff in Moskau.

(Hierzu Taf. VIIL.)

Noch immer ist die Bedeutung der sogenannten beweglichen
oder Wanderzellen, die Rolle, welche dieselben im thierischen
Organismus spielen, in tiefes Dunkel gehiillt. Max Schulze,
Hickel, Recklinghausen und Preyer haben gezeigt, dass die
Leukocyten contractile thierische Zellen sind, welche die Fahig-
keit besitzen, ihre Form zu #ndern, gleich den Amdben proto-
plasmatische Fortsitze auszusenden und sich zn bewegen. Dank
diesen Eigenschaften vermdgen sie verschiedene, in den Organis-
mus eingefiihrte Fremdkdrper (z. B. gepulverten Zinnober, Car-
min, Milchkiigelchen, Blutpigment u. s. w.) zu ergreifen.

Als mit der Entwickelung der Bakteriologie bewiesen wurde,
dass viele Krankheiten ihre Entstehung dem Eindringen gewisser
Bakterien in den thierischen Organismus verdanken, sahen mehrere
Beobachter (Klebs, Ruele, Waldeyer, Frisch und Birch-
Hirschfeld) Bakterien auch im Protoplasma der Leukocyten,
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Birch-Hirschfeld sah Diplokokken in den Leukocyten Masern-
kranker, Koch Tuberkelbacillen in den Leukocyten Tuberculéser.
Somit kann man die Fahigkeit der Leukocyten, Fremdkérper in
sich ‘aufzunehmen, fiir vollstindig bewicsen erachten. Die Bak-
terien, welche, als pflanzliche Organismen, im Thierkérper ebenso
gut Fremdkorper darstellen, wie Zinnober, Indigo u. s. w., kén-
nen, wie dies aus den Beobachtungen der genannten Forscher
hervorgeht, von den Leukocyten aufgenommen werden; dies ist
auch vollkommen natiirlich und geht logisch aus den Eigen-
schaften der Leukocyten hervor. Die Bedeutung dieser That-
sache jedoch ist noch immer rithselhaft. Die einen Forscher
messetl ihr keine grosse Bedentung bei, sehen dieselbe fiir eine
zufillige Erscheinung an und sprechen sogar geradezu die Ver-
muthung aus, dass die Leukocyten, indom sie die Bakterien er-
greifen, die Verschleppung derselben in die verschiedenen Organe
bedingen und somit die Erkrankung des Organizsmus begiinstigen.
Andere hingegen und besonders Metschnikoff geben dieser
Erscheinung eine ganz andere Erklirung. Nach Ansicht des
letzteren verdaut die Wanderzelle, wenn sie eine Bakterie er-
griffen hat, dieselbe in ihrem Protoplasmaleibe, gleich einer
Amébe (intracelluldre Verdauung), assimilirt sie und befreit auf
diese Weise den thierischen Organismus von den eingedrungenen
Mikroben.

Die von Metschnikoff vertretenen Ansichten haben be-
kanntlich zom Aufbau einer ganzen Hypothese gefiihrt, der so-
genannten Phagocytentheorie, welcher der Kampf um’s Dasein
zwischen den Zellen des Organismus und den Bakterien, das
Verschlucktwerden der letzteren durch die ersteren, zu Grunde
liegt; aus diesem Grunde haben die Leukocyten den Namen Pha-
gocyten, Fresszellen, erhalten. TUngeachtet der von Metschni-
koff wnd anderen Forschern zu Gunsten dieser Hypothese an-
gefiihrten Beobachtungen, ungeachtet ihrer Originalitdt und ihrer
geradezu verlockenden Eigenschaften, rubt sie doch auf schwan-
kendem Grunde, und somit kann diese Frage noch lange nicht
als geldst angesehen werden.

Die Leukocyten verschlingen Bakterien: dies ist {iber allem
Zweifel erhaben. Ueber das Schicksal jedoch, welches die
von den Leukocyten verschlungenen Bakterien erleiden, be-
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stehen nur Vermuthungen. Die von den Leukocyten aufge-
nommenen Bakterien zeigen hie und da ein verdndertes Aus-
sehen, sog. Degenerationszeichen. Metschnikoff sucht zu be-
weisen, dass eine #hnliche Degeneration nur in den Zellen vor-
kommen kann und das Resultat intracellulirer Verdauung der
Bakterien in den Leukocyten ist. Die Beobachtungen seiner
Gegner, welche auf das Entstehen derartiger Degenerationsformen
ausserhalb der Zelle hinweisen, hilt er fiir unrichtig und fiir
abhiingig einerseits von technischen Méngeln in der Herstellung
der Priiparate (die degenerirten Bakterien fallen bei der Bearbei-
tung aus den Leukocyten heraus); andererseits, meint er, konnen
diese Formen beim Absterben der Leukocyten entstehen, welche
die Bakterien wihrend ihres Lebens ergriffen und verdindert ha-
ben und hierauf abgestorben und zerfallen sind. Tn Folge dessen
seien die degenerirten Bakterien aus den Leukocyten herausgefal-
len und sihen wie frei liegende aus.

Als ich meine Untersuchungen begann, schien es mir, dass
die bekannte Thatsache, dass die Leukocyten die Bakterien zu
ergreifen vermdgen, uns wohl kaum das Recht giebt, derartige
Schlussfolgerungen zu machen, wie dies Professor Metschni-
koff und seine Anhidnger thun. Die Anwesenheit von degene-
rirten Formen in den Leukocyten bietet uns ebenfalls keine An-
haltspunkte fiir irgend welche Schlassfolgerungen, um so weniger,
als dbnliche Formen auch ausserhalb der Leukocyten vorkommen
(was auch Metschunikoff selbst nicht in Abrede stellt). Ausser-
dem hat weder Metschnikoff, noch auch einer seiner Nach-
folger durch directe Beobachtung die Verinderung der Bak-
terien in den Leukocyten (die sogenannte intracellulire Ver-
dauung) gezeigt. Indirecte Beweise konnen aber in diesem Falle
wohl kanm irgend welchen wissenschaftlichen Werth beanspra-
chen. In TFolge dessen war der Zweck meiner Untersuchungen:
1) die Erscheinungen des Ergreifens der Bakterien durch Leuko-
cyten an verschiedenen Thieren kennen zun lernen; 2) wenn
mdéglich durch directe Beobachtung die Verdnderungen zu ver-
folgen, welche mit den von Leukocyten verschluckten Bakte-
rien vorgehen, und 3) die Bedeutung dieser Aufuahme der
Bakterien durch Leukocyten fiir die Erklérung der Immunitit za
ergriinden.

97 *
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Versuche an Froschen.

Um den im Organismus nach der Infection durch Mikroben eintretenden
Prozess zu studiren, begann ich meine Versuche an Froschen. Einerseits,
weil die Frosche ein fiir Experimente sehr geeignetes Object sind, anderer-
-seits, weil ich die Vorgiinge, welche von verschiedenen Forschern bei Ver-
suchen eben an diesen Thieren beschrieben worden, kennen lernen wollte.

Vor Allem interessirte es mich, die Aufnabme der Mikroben durch die
Leukocyten in Angenschein zu nehmen. Zu diesem Zwecke ‘benutzte ich -
eine Reincultur virulenter Anthraxbacillen, sowie Froschlymphe; letztere ent-
nahm ich entweder dem Lymphherz des Frosches, was ziemlich unbeguem
ist, oder dem sublingualen Lymphsack. Die Zunge wurde an ihrer Wurzel
durch eine Ligatur umschniirt, wodurch der Lymphsack am nichsten Tage
anschwoll; aus diesem wurde die frische, reichlich Lymphkérperchen (Leuko-
cyten) enthaltende Flissigkeit entnommen. Aus dieser Lymphe wurde ein
hingender Tropfen hergestellt, demselben eine auf Agar-Agar gezichiete
Milzbrandeultur zugesetzt und das auf diese Weise hergestelite Praparat der
mikroskopischen Untersuchung unterzogen.

Die sogleieh nach Herstellung des Préiparates vorgenommene wmikrosko-
pische Untersuchung ergab, dass die Stibchen theils frei lagen, theils den
Leukocyten anhafteten. Die Leukocyten &nderten ibve Gestalt, sandten
einige Male sehr lange Pseudopodien aus, aber das unmittelbare Erfassen
der Stabchen zu beobachten gelang mir nicht. Oefters konnte wan sehen,
wie der Leukocyt seine Pseudopodien in der Nahe eines Stibehens aussandte,
es berihrte, aber nicht erfasste. In diesen Praparaten, welche bei gewdhn-
licher Temperatur oder im Thermostaten bei 35° binnen 24 Stunden oder
mehr gehalten wurden, zerfielen die Leukoeyten gewbhnlich; die Anthrax-
bacillen wuchsen zu langen Fiden, bildeten keine Sporen und tédteten hier-
mit inficirte Miuse.

In der folgenden Serie meiner Experimente verfubr ich anders. Die
Cultur warde in den dovsalen Lymphsack des Frosches eingefibrt und auf
einem Schwamme oder auf Hollundermark fixirt. Dies wurde auf folgende
Weise bewerkstelligt. Dem Frosche wurde die Rickenhaut, nachdem die-
selbe mit Sublimatlésung abgewaschen, aufgeschnitten und nach Durchzichen
von Ligaturen wurde unter die Haut ein Schwamm oder Hollundermark, mit
Anthraxcultur getrinkt, eingefiihrt und die Ligaturen geschlossen. Hollunder-
mark und Schwamm waren vorher im Trockenschranke sterilisirt und trocken
mit einer in (0,75procentiger) Kochsalzlosung suspendirten, auf Bouillon oder
Agar-Agar gesiichteten Reincultur von Milzbrandbacillen getrinkt. In ver-
schiedenen Zeitabschnitten (1—10 Tagen) entfernte ich den Schwamm und
das Mark und untersuchte sie sowohl im frischen Zustande, als auch gefirbt.
Bei der Untersuchung des frisch entnommenen Markes zeigten die aus ihm
gefertigten Schnittpriparate unter dem Mikroskope an der Peripherie eine
Ansammlung einer grossen Anzahl von Leukocyten, welche lstztere auch in
das Innere durch die Kanilchen des Marks eingedrungen waren. Zwischen
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den Leukocyten lagen auch Anthraxbacillen, jedoch in ibnen selbst waren
keine sichtbar. Die Zwischenriume zwischen den Scheidewinden und die
Markkan#lchen selbst waren mit einer Flissigkeit, welche bei Zusatz von
Alkohol gerann, gefillt.

Ferner wurde das Mark nach Behandlung mit Alkohol untersucht.
Die nach 24 Stunden gemachten Schunitte wurden mit Methylenblaulsung
nach Gram und Bizzozero gefirbt und in Canadabalsam eingebettet. Die
auf diese Weise hergestellten Priparate zeigten schon nach 24 Stunden (seit
Einfihrung des Marks in das Thier) an der Peripherie derselben und zum
Theil in den Saftkandlchen eine ziemlich reichliche Ansammlung von Leuko-
cyten. Die Milzbrandbacillen lagen hier mit den Leukocyten  vermischt,
ebenso wie in den Markkanilchen; in den Leukocyten selbst aber konnte
man sie nur dnsserst selten vorfinden. Je spiter das Mark aus den Thieren
entfernt wurde, desto weniger Bacillen konnte man wahrnehwmen; ihre For-
men waren verdndert, sie zeigten Dégenerationsvorginge. Die letateren wur-
den an ganz frei liegenden, nicht von Leukocyten gewissermaassen ,ver-
sehluckten® ‘Bacillen wahrgenommen. Im Centrum einiger Markpriiparate
konnte man zuweilen Haufen von Bacillen, welche die Centralhéblungen des
Markes dicht anfdllten, sehen; besonders war dies der Fall, wenn das Mark
wmit einer Bouilloncultur getrinkt war, so dass man den Eindruck gewann,
die Anthraxbacillen wiren hier angelangt und im Besitze von Nahrungsstoff
weiter gediehen. Nach Verlauf von 10 Tagen oder auch linger fand man
im Préparat Bacillen #usserst selten. Das Mark war um diese Zeit von
gallertigem Exsudat umgeben, das theils ans Leukoeyten, theils aus unregel-
miissigen protoplasmatischen Bildungen zerfallener Leukocyten und dinnen
Fasern bestand. Auf Grund dieser Beobachtungen schloss ich, dass An-
thraxcultur, auf Markstiicken unter die Haut des Frosches eingefiihrt, von
einer grossen Anzahl von Leukocyten umgeben wird und dann zerfillt und
verschwindet; dass aber dieses Zerfallen auf dem Wege geschieht, wie es
Metschnikoff angiebt, das habe ich nickt beobachtet.

Aus den Versuchen mit Einfihrung von Schwimmen unter die Haut
der Frosche ergab sich etwas Anderes.

Nachdem die Schwimme mit Anthraxcultur getrinkt und in den dorsalen
Lymphsack der Frosche eingefihrt worden waren, wurden sie ebenso wie
das Mark in verschiedenen Zeitabschnitten entfernt und ihr Inhalt auf Deck-
glischen entleert. Die lufttrockenen Préaparate wurden in Alkohol oder fiber
der Flamme fixirt und gefarbt. In solchen Priiparaten konnte man unter
dem Mikroskope Anthraxbaeillen, von Leukocyten in grosser Anzahl ver-
schluckt, sehen. REinzelne Stibchen zeigten ihre normale Form, die Form
der anderen aber war in verschiedener Weise verindert und zeigte sogenannte
Degenerationserscheinungen. Doch konnte man den letzteren auch ausser-
halb der Leukocyten in Menge begegnen. Trotz der grossen Anzahl von
Experimenten (79) gelang es keinmal, ein Priparat zu finden, in dem alle
Stibchen von Leukocyten aufgenommen waren: die Bacillen befanden sich
sowohl innerhalb, als auch ausserhalb der Leukocyten. Die Zahl der ver-
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schiuckten Stabchen war sebr verschieden. Zuweilen beherbergte ein Leuko-
eyt 8—10 Stdbehen. Am grdossten war ihre Anzahl in den Leukocyten in
deu ersten 24-—48 Stunden, in den darauf folgenden Tagen war sie geringer.

Aus den zu verschiedenen Zeiten (nach 1—10 Tagen) entfernten Schwam-
men wurden auch noch mehrere Culturen auf Nahrbdden und im hangenden
Tropfen angelegt. Bis zuwm 8. Tage entwickelten sish die Milzbrandbacillen;
nach dem 8. Tage blieben die Zichtungsversuche resultatlos. Impfungen
mit dem Saft, welcher am 5.Tage direct dem Schwamm entnommen wurde,
waren fir Thiere nicht mehr tddtlich. Ebenso verhielt es sich mit den Impf-
versuchen, welche mit einer vorher auf Nahrboden verpflanzten Milzbrand-
cultur vorgenommen wurden.

Anthraxcoltur, welche im Frosche 5 Tage verbleibt, ver-
liert also ihre Giftigkeit, hat aber noch die Fihigkeit, auf Nahr-
béden zu gedeihen. In hingenden Tropfen, welche aus der
Fliissigkeit des Schwammes hergestellt und in den Briitschrank
bei 35° gebracht waren, nahm man das Wachsen der Anthrax-
bacillen zu langen Fiaden wahr, aber eine Sporenbildung zeigten
sie nicht. Die sich hier befindenden Leukocyten zerfielen ge-
wihnlich und verschwanden.

Auch andere Mikroorganismen, Bacillus subtilis und Emmerich’s Ba-
cillen, flihrte ich den Frdschen -unter die Haut ein. Die mit Reincultur des
Bac. subtilis getriinkten und unter die Haut der Frische gelegten Schwimme
riefen ebenso, wie die mit Milzbrandcultur versehenen, eine Ansammlung von
Leukoeyten hervor. Die aus der Flassigkeit der Schwimme hergestellten
(fixirten) Préparate gaben ein gutes Bild der Aufnahme des Bacillus sub-
tilis durch Leukocyten, obgleich viele Bacillen auch ausserhalb der Leuko-
cyten lagen. Die Flissigkeit aus einem Schwamm, der unter der Froschhaut
gelegen hatte, gab, auf Nahrgelatine dibertragen, keine Cultur von Bae. sub-
tilis. Die Bakterien gingen offenbar nach 24stiindigem Aufenthalte im
Organismus zn Grunde. Aehnliches wurde auch an Emmerich’s Bacillen
beobachtet.

Versuche an Tritonen,

U die Aufnahme der Bakterien durch Leukocyten zu beobachten, bil-
den die Tritonen ein sehr geeignetes Object. Thre farblosen Blutkérperchen
zeichnen sich bekanntlich durch relativ sehr grossen Umfang aus. Ebenso
wie bei den Froschen fihrte ich ihnen unter die Haut mit Milzbrandcultur
getrankte Schwimme ein und untersuchte, indem ich dieselbe, mnach ver-
schiedenen Zeitintervallen entfernte, die aus ibnen entnommene Flissigkeit.
An der Seite des Riickens wurde die Haut in Form eines Lappens mit der
Scheere aufgeschnitten und die Wunde mit dem Messer vertieft. Nach
Durchziehen seidener Ligaturen wurde der Schwamm eingefiihrt und die
Ligaturen zugezogen; die Rinder der Wuande wurden geebnet und zuweilen
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mit Celloidinlésung oder Collodium bedceckt. Darauf wurden die Tritonen
in porése Tépfe aus ungebranntem Thon gesetzt, welche zur Erhaltung der
feuchten Atmosphire im Wasser standen.

Die aus der ausgepressten Flissigkeit des Schwamms hergestellten Pri-
parate, in Methylenblau oder nach Gram gefirbt, gaben ein sehr klares Bild
durch Leukocyten verschlungener Milzbrandbacillen. Erstere enthielten in
ihrem Protoplasma zuweilen eine sehr grosse Anzahl von Bacillen (30 und mehr).
Die einen Bacillen hatien ein ganz normales Ausseben, mit klaren und deut-
lichen, getrennten Contouren ihrer Glieder, und waren gut gefirbt, andere
waren verindert. Diese Verinderungen zeigten ein verschiedenes Gepriige.
Die Stabchen waren blasser gefirbt, entweder waren sie dicker oder dinner,
als- die normalen, mit verwischten Contouren, oder sie zeigten Ausbuchiun-
gen; andere waren keulenférmig gestaltet oder an ihren Enden angefressen;
wieder andere nahmen bogenfirmige Gestalt an oder bildeten eine Zick-
zacklinie; ausserdem lagen die einzelnen Glieder zuweilen rosenkranzartig
(toruldse Form). Einzelne Stibchen waren in kleine Kérnchen zerfallen,
welche sich in eine oder zwei Parallelreihen lagerten. Zuweilen konute wan
beobachten, wie die Stibchen in ibrer einen Halfte ein normales Aussehen
hatten, wihrend ihre andere Halfte in kleine Kornchen zerfallen war. In
anderen Féllen lagen die Kérnchen in den Leukocyten in Haufen, nicht im
geringsten mehr ihrer Lage nach an Stibehen erinnernd; aber das Aussehen
der Kornchen, ihre Form und ihre Fahigkeit, nach Gram sich zu firben,
erinnerten an die der zerfallenen Stibchen. Gewdhnlich 3mal 24 Stunden
nach Einfihrung der Cultur unter die Haut war die Anzahl der in dieser
Weise verdnderten Stibchen ziemlich bedeutend. Allein ebenso verinderte
Formen, wie in den Leukocyten, traf man in den Praparaten in grosser
Menge auch ausserhalb derselben, sie lagen ganz frei. Die TFlissigkeit,
welehe am 3. Tage aus dem Schwamme ausgepresst und mit welcher eine
weisse Maus geimpft wurde, fihrte deren Tod nicht herbei; auf Néhrboden
geimpft, gab sie jedoch eine Cultur mit einer grossen Anzahl von Invo-
lutionsformen. Am 4. und 5. Tage gaben die Impfungen keine Colonien,
wobei oft andere fremde Culturen erschienen. Nach 5 Tagen konnte man
in den Praparaten gewdhnlich Bakterien nicht wahrnehmen, wihrend die
Leukocyten grésstentheils sich als zerfallen erwiesen und viele Vacuolen ent-
hielten. Vacuolisirte Leukocyten zeigten im frischen Zustande keine Be-
wegungen; ihr Protoplasma war unbeweglich, sie waren todt. Bei Besichti-
gung der aus dem Schwamme entnommenen frischen Flissigkeit konnte man
sowohl bei Tritonen, wie bei Froschen, die verschiedensten Bewegungen des
Protoplasmas der Leukoeyten beobachten und in ihnen Bacillen wahrnehmen.
Verinderungen aber in der Form der Bacillen, wie wir sie in Fixirpripa-
raten wahrgenommen haben, zu sehen und ihnen zu folgen, gelingt nicht.
Das gestattet die Annahme, dass der grissere Theil der Verinderungen an
den Stabchen in den fixirten Priparaten das Resultat der kinstlichen Be-
arvbeitung der Bakterien sei, um so mehr, als solche verinderte Formen zu-
weilen auch aus Reinculturen (z. B. die torulose Form) gewonnen wurden.
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Das Ausschen frischer Priparate verindert sich bedeutend nach der Bear-
beitung, sowohl in Bezug auf die Bakterien, als auch in Bezug auf die Leuko-
cyten. Die Anzahl frei liegender Stdbchen in fixirten Priparaten ist ge-
wohnlich grésser, als die in frischen. Préiparate, welche aus einem und dem-
selben Schwamme hergestellt waren, zeigten in einem Falle mehr Bacillen,
im anderen Falle weniger. Was aber die Leukocyten anbetrifft, so #ndern
sie ihre Gestalt in frischen Praparaten bestindig und haben deshalb die ver-
schiedensten Formen; beim Trocknen — Fixiren — wird der gréssere Theil
rund oder oval, oder sie zerfallen in eine formlose Masse, und daher ist es
nicht méglich, sie in demselben Zustande zu erhalten, in welchem wir sie
in frischen Objecten sehen. Diese Verinderungen nach der Bearbeitung be-
treffen nicht allein die Leukocyten der Tritonen, sondern auch die aller
anderen Thiere, an denen Versuche angestellt wurden. :

Daraus ersehen wir, dass Schlussfolgerungen tiber das Ver-
halten der Bakterien zu den Leukocyten in dem Sinne, als gin-
gen diese Verdnderungen in Form und Gestalt nur unter dem
Einfluss von Leukocyten vor sich und seien sogar das Resultat
der intracelluliren Verdaunung in Folge der oben beschriebenen
wechselnden Bedingungen, unbegriindet ist.

Experimente an Warmbliitern.

Experimente an Warmblitern wurden an weissen Miusen, Meerschwein-
chen, Kaninchen, Tauben, Hihnern und Hunden angestellt. Diesen Thieren
wurde Milzbrandcultur ebenfalls unter die Haut vermittelst sterilisirter
Schwimme eingefihrt. Gewdhnlich wurden die Haare geschoren, die Haut
rasirt, mit einer Sublimatlésung abgewaschen, darauf wurde der Einschnitt
gemacht und die Haut nach beiden Seiten hin abpriiparirt, und endlich wur-
den Ligaturen angelegt und der mit Milzbrandeuitur getrinkte Schwamm in
die Wunde eingefihrt. Nach 1, 2 und mehr Tagen wurde der Sehwamm
entfernt und aus der aus ihm ausgepressten Flissigkeit wurden Préparate
hergestellt. Farbung und Bearbeitung waren dieselben, wie hei den Experi-
menten an Kaltblitern. Bei weissen Miusen nahmen wir nach 20 Stunden,
wenn die Thiere noch am Leben waren, in den aus der Schwammflissigkeit
hergestellten Priparaten gewdhnlich nur eine grosse Anzabl von Anthrax-
bacillen wabr, welche gut gefirbt waren und fast eben dasselbe Aussehen
hatten, welches man an Reinculturen wahrnimmt; verfinderte Formen aber
und Leukocyten waren niemals anwesend.

Bei analogen Experimenten an Meerschweinchen und Kaninchen fanden
wir in der aus dem Schwamme ausgepressten Flissigkeit auch in grosser
Anzahl Anthraxbacillen, welche, wie die bei Miusen, sich gut firbten und
Wachsthumserscheinungen zeigten; Degenerationsformen fehlten. Hier fan-
den sich Leukocyten vor, aber in sehr geringer Anzahl; verschluckte Bacillen
fehlten. Tauben, Hibner und ausgewachsene Hunde blieben bei diesen Ex-
perimenten immer am Leben; — sie sind bekanntlich gegen Milzbrand im-
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mun. Auch diesen Thieren wurden, ganz wie bei Kaltblitern, Hollunder-
mark oder Schwamm mit Milzbrandcultur unter die Haut eingefiihrt.

Das Mark, mit Milzbrandeultur getriinkt, wurde nach 24 Stunden und
mehr nach seinem Verbleiben unter der Haut der Taube oder des Huhnes
entweder im frischen Zustande oder nach Alkoholbebandlung in Augenschein
genommen. In frischen Markschnitten konnte man sowohl bei Tauben, als
‘auch bei Hihnern die peripherischen Theile des Markes mit einer grossen
Anzahl von Leukocyten umgeben sehen, welche, wie bei Kaltblitern, in
das Innere der Markkan#lchen eingedrungen waren; dier Rinme zwischen
den Scheiden des Markes, desgleichen die Kanilchen waren noch mit einer
hellen Flissigkeit angefiillt, welche bei Alkoholzusatz gerann. Die Bakterien
lagen mit Leukocyten vermischt obenso in den Saftkandlchen des Markes.
Von Leukocyten verschluckte Bakterien gelang es hier nicht zu sehen; die
Leukocyten hatten immer ein runde Form und liessen auch beim Erbitzen
keine Bewegungen wahrnehmen.

In den gefirbten Schuitten des zuerst auf 24 Stunden in Alkohol ge-
brachten Markes zeigten die Leukocyten sich grésstentheils in eine kornige
Masse zerfallen und so verindert, dass man sie kaum unterscheiden konnte.
Daher gelang es nicht, in solchen Priparaten verschiuckte Bacillen zu be-
merken; die Bakterien lagen entweder ganz isolirt oder in einem Haufen
zerfallener Leukoeyten. Die Farbung der Milzbrandbacillen war in diesem
Falle verschieden: die Bacillen, welche nur einen Tag in den Tauben oder
Hihnern verblieben waren, farbten sich besser, als die an den folgenden
Tagen entfernten, wo man auch mehr veriinderte Formen beobachten konnte.
Am 6. oder 7. Tage verschwanden die Bakterien aus dem Mark, wenigstens
konnte man in keiner Weise an ihnen eine Farbung erzielen.

Die Versuche mit Einfihrung von Schwimmen bei Tauben
und Hihnern ergaben ebenso wenig iiberzeugende Resultate,
trotzdem die Untersuchung und Firbung mit denselben Vor-
sichtsmaassregeln, welche Hess empfiehlt, ausgefiihrt wurden.
Der unter die Haut eingefiihrte Schwamm trocknet gewdhnlich
sehr schnell aus und bleibt zuweilen so fest an dem Gewebe
kleben, dass er mit Mihe abgerissen wird; einen Tropfen
Flissigkeit zu erhalten, fallt deswegen zuweilen sehr schwer, be-
sonders ist dies am 3. oder 4. Tage der Fall. In den von Tau-
ben gewonnenen Priparaten gelingt es zuweilen von Leukocyten
verschluckte Bakterien zu beobachten, dies ist aber eine sehr
seltene Erscheinung. Bei Hiihnern ist die Grésse der Leukocyten
im Vergleich zu den Milzbrandstibchen so gering, dass das Ver-
schlingen der Stidbchen durch Leukocyten fast gar nicht zu con-
statiren war. Gewdshnlich lagen die Stibchen in verschiedenen
Degenerationsstadien immer frei.
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Die im Organismus der Hithner und Tauben 3 Tage lang gewesene
Milzbrandeultur wirkte auf Miuse nicht lethal, trotzdem sie auf Nahrbdden
gedieh. Die aus der Schwammflissigkeit hergestellten hingenden Tropfen
zeigten im Thermostaten bei 35° eine Entwickelung der Milzbrandbacillen zu
langen Fiaden, aber ohne Sporenbildung.

Bei Hunden konnte nach Einfihrung von Schwiwmen die Aufuahwme
der Bakterien durch Leukocyten in griosserem Maasse, als bei Tauben und
Hithnern, constatirt werden. Gewéhulich schon nach 24 Stunden nahm man
in den Priparaten eine ziemlich bedeutende Anzahl innerhalb der Leuko-
cyten eingeschlossener Bakterien wahr. Der mit Milzbrandeultur getrinkte
Sehwamm rief eine sehr starke Kiteransammlung hervor. Die Milzbrand-
bacillen hatten, wie immer im Organismus immuner Thiere, ein anderes Aus-
sehen, als bei Miusen und Kaninchen; sie waren dinner, liessen sich schlech-
ter firben und befanden sich grésstentheils im Degenerationszustande, he-
sonders am 3. und 4. Tage. Degenerationsformen fanden sich sowohl inner-
halb der Leukocyten, als auch ausserhalb derselven. Nachdem die Milzbrand-
cultur 3 Tage unter der Haut eines Hundes gewesen, fihrte sie bel weissen
Mausen den Tod nicht herbei, gedieh aber auf Nahrbdden; die Culturen je-
doch trugen in diesem Falle einen Involutionscharakter.

Indem ich die eben beschriebenen Experimente zur Losung
der von mir gestellten Aufgabe unternahm, hatte ich die Ab-
sicht, die Erscheinungen der Aufoahme der Bakterien von Seiten
der Leukocyten bei Warmbliitern, wie bei Kaltbliitern, so kennen
zu lernen, wie sie von vielen Forschern beschrieben waren.

Fiir meinen Zweck war es vollstindig gleichgiiltig, an wel-
chem Theil des Organismus die Bacillen mit Leukocyten in Be-
rihrung traten. —

Wie wir gesehen haben, kano ejue directe Vermischung
einer Bakteriencultur mit Leukocyten enthaltender Lymphe kein
giinstiges Beobachtungsobject abgeben, da dieser Modus im be-
deutenden Maasse die vitalen Kigenschaften sowohl der Lymphe,
als auch der Leukocyten beeinflusst. Dagegen ist das directe
Einfilhren der Bakterien in den Organismus, — besonders mit
Fixirung derselben, — die bequemste Methode, weshalb ich sie
auch beibehalten habe.

Bei meinen Versuchen habe ich mich iiberzeugt, dass die
Leukocyten Bakterien aufnehmen, — diese Thatsache ist zweifel-
los. Frosche und Tritonen sind in dieser Hinsicht am meisten
geeignet. Bei Miusen und Meerschweinchen sahen wir nicht nur
nicht, dass die Bakterien von Leukocyten aufgenommen wurden,
sondern wir haben nicht einmal eine Ansammlung von Leuko-
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cyten an der Einfithrungsstelle der Bakterien beobachtet. Bei
Kaninchen zeigten sich allerdings Leukocyten, aber ohne Dakte-
rien zu enthalten. Aus den Versuchen an Hithnern, Tauben und
Hunden, d. h. an Thieren, welche bekanntlich fiir den Milzbrand
unempfinglich sind, hétten wir nach der Theorie von Metschni-
koff analoge Erscheinungen erwarten miissen; bei uns war aber
der Effect kein gleichartiger. Bei Hunden bildet das Verschlucken
der Bakterien durch Leukocyten eine gewshnliche Erscheinung
und findet ziemlich hiufig statt, wihrend dieser Vorgang bei
Vigeln eine Seltenheit ist, trotz aller Vorsichtsmaassregeln bei
der Herstellung der Priparate.

Wir haben gesehen, dass die Bakterien nach der Einfiihrung
in Mause, Kaninchen und Meerschweinchen und nach ihrer Weiter-
ettwickelung im Organismus derselben verschiedene Farbstoffe
gut aufuehmen und sich ebenso firben lassen, wie die aus Rein-
culturen entnommenen Bakterien, wihrend die Milzbrandbacillen,
nachdem sie einige Tage im Organismus immuner Thiere ge-
wesen sind, die Farbstoffe mangelhaflt aufnehmen, sich ungleich-
missig- firben und zuweilen in kleine Kérnchen zerfallen, Diese
mangelhafte Farbbarkeit der Bakterien ist, nach der Meinung
der Forscher, das Resultat des Absterbens derselben im Organis-
mus immuner Thiere (Frosche, Tritonen, Hunde und Hiihner),
— es sind sogenannte Degenerationsformen. Wie wir friher er-
wihnt haben, trifft man diese verinderten Formen der Bakterien
sowohl in Leukocyten, als auch ausserhalb derselben, und es
gelang uns nicht, trotz aller Vorsichtsmaassregeln bei der Be-
handiung, ein Priparat herzustellen, wo alle Bakterien in Leuko-
cyten eingeschlossen waren. Bei der Untersuchung frischer Ob-
jecte kam es zuweilen vor, dass wir Priparate erhielten, wo
frei liegende Bakterien nur in sehr geringer Zahl vorhanden, die
Leukocyten aber buchstiblich vollgepfropft mit Bakterien waren.
In Folge rein optischer Bedingungen konnten irgend welche Ver-
dnderungen der Bakterien in den Leukocyten nicht beobachtet
werden. Nach Austrocknen und Férben dieser Priparate konnten
verinderte Bakterienformen counstatirt werden; andererseits ist
der Zweifel berechtigt, wie schon erwihnt, ob nicht einzelne
veriinderte Formen kiinstlich zu Wege gebracht worden waren.
Auf diese Weise bleibt es unbewiesen, ob wirklich die von
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Metschnikoff beschriebenen Verinderungen der Bakterien inner-
halb der Leukocyten stattfinden; die fixirten Priparate kénnen
kaum als ein geniigendes Kriterium fiir den Beweis der in Leuko-
cyten stattfindenden Verdnderungen der Bakterien diemen. Wir
begreifen, warum so viele verschiedene und entgegengesetate
Schlussfolgerungen gemacht wurden, welche auf den bis jetst
angewandten Beobachtungsmethoden basirten. Der beste Modus
zur Beobachtung der Verinderungen der Bakterien innerhalb der
Leukocyten wire ja natiirlich die Untersuchung und Beobachtung
frischer Objecte. Die Leukocyten der Kaltbliiter (der Frosche
und Tritonen) geben dazu ein ziemlich glinstiges Material, aber
ungefirbte Bakterien innerhalb der Leukocyten zu beobachten,
ist fast unmoglich. In Folge dessen wandte ich eine neue Me-
thode an, deren Beschreibung den Gegenstand des néchstfolgen-
den Abschnittes bildet.

Bekanntlich behalten einige Gewebe des thierischen Orga-
nismus, nach ihrer Behandlung im lebenden Zustande mit Farb-
stoffen, ilire vitalen Eigenschaften bei und geben uns damit die
Méglichkeit, die in ihnen stattfindenden -mikroskopischen Ver-
dnderungen zu. beobachten. Dieser Modus, nehmlich das Fér-
ben der Objecte in ihrem lebenden Zustande, wurde zur Lésung
unserer Aunfgabe benutzt.

Der leitende Gedanke des von mir befolgten Verfahrens
bestand darin, dass ich die Bakterien in ihrem lebenden Zu-
stande zu firben versuchte und die auf diese Weise gefirbten
in Beriihrung mit Leukocyten brachte. Fiir die Farbung der
Bakterien wandten wir verschiedene Farben an, wihlten aber
schiiesslich als die beste das Methylenblan, in 1procentiger
wiissriger Losung. Mit dieser Losung firben sich die Bakterien
sehr gut intensiv blau und bewahren dabel am meisten ihre
vitalen Eigenschaften. Wenn die auf diese Weise gefirbten
Bacillen auf Nidhrboden iibertragen werden, so gedeihen sie fippig
(die Cultur wiichst jedoch als farblose). Auf weisse Mduse ver-
impft, todten sie die Thiere etwas spiter, 3 bis b Tage nach
erfolgter Infection. Fiir die Versuche wurden gewdhnlich nur
Bacillenformen des Milzbrandes verwandt, -— solche, wo die
Abwesenheit von Sporen bewiesen war; lefztere farben sich im
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frischen Zustande mit Methylenblau gewdhnlich nicht. Die
Bakterien, welche Eigenbewegung haben, z. B. Bac. subtilis,
bewahren ihre Bewegungsfihigkeit nach der Farbung noch ldn-
gere Zeit. —

Das Verfahren der Einfithrungsweise gefirbter Bakterien war folgendes:
Der vorher sterilisirte Schwamm wurde mit einer in physiclogischer Koch-
salzlésung (0,75 pCt.) suspendirten Reincultur (aus Bouillon, oder besser
Agar-Agar) getrinkt. Nachdem der Schwamm mit der Cultur geniigend
getrinkt worden war, wurde er der Tasse mit einer geglihten Pincette
entnommen und auf denselben vermittelst eines Glasstibchens ein Tropfen
Methylenblaulosung aufgetragen (der Schwamm war jeizt dunkelblau ge-
firbt).

Wenn man nun dem gefirbten Schwamme einen Tropfen Flissigkeit
entnimmt und unter das Mikroskop bringt, so sieht man, dass alle Bakte-
rien intensiv blau gefirbt sind. Der auf diese Weise behandelte Schwamm
wurde unter die Haut der Thiere gebracht. Das Thier muss schon friher
vorbereitet, die Haut mit einer Sublimatlésung abgespilt, der Schnitt ge-
macht und Ligaturen angelegt sein. Der Rand der Wunde wird mit einer
ausgegliihten Pincette erfasst, die Ligatur geldst und in die Wunde, ohne
deren Rénder zu berihren, der gefirbte Schwamm eingefiihrt, darauf die
Ligaturen zugezogen. In bestimmten Zeitabschnitten wurde der Schwamm
herausgenommen und sein Inhalt tropfenweise auf Objectgliser ausge-
presst. ~Diese Tropfen wurden mit Deckglésern, deren Rénder mit Vaselin
bestrichen waren, bedeckt; die Deckglaser wurden mit der Nadel sanft ge-
driickt, damit das Vaselin fester klebe und der Tropfen auf dem Priparat
sich gleichmissig vertheile. Die auf diese Weise angefertigten Priparate
trocknen nicht aus und kénnen mehrere Stunden beobachtei werden. Die
Leukocyten der Kaltbldter (Frésche und Tritonen) blieben bei solcher Be-
obachtungsart Jange lebensfihig (bis zu zweimal 24 Stunden). In den,
lingere oder kiirzere Zeit unter der Haut befindlichen Schwamm wan-
derte eine grosse Anzahl von Leukocyten, welche gefirbte Bakterien auf-
nahmen.

Das Protoplasma der Leukocyten war in diesem Falle farblos, die Ba-
cillenformen aber blieben blau gefirbt und lagen in den Leukocyten intra-
celluldr.

Im Besitze solcher Objecte kounten wir ziemlich bequem
das Schicksal der in den Leukocyten eingeschlossenen gefirbten
Bakterien beobachten. Die Versuche in dicser Richtung wurden
mit Bacillus megatherium und Bac. anthracis angestellt. Es war-
den im Ganzen etwa 200 Beobachtungen gemacht, und dieselben
in verschiedener Weise modificirt. Ich habe die Absicht, von
denselben nur die typischen zu beschreiben:
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Versuche mit B. megatherium.

Zu den Versuchen wurde eine Reincultur von B. megatherium?) auf
Agar-Agar, in physiologischer Kochsalzlosung (0,75 pCt.) suspendirt, be-
nutzt. Mit dieser Flissigkeit wurde der sterilisirte Schwamm getrinkt und,
mit Methylenblau gefirbt, unter die Haut der Frische eingefibrt.

Experiment. — Der mit gefirbten Bakterien getriinkte Schwamm wurde
in den dorsalen Lymphsack des Frosches eingefihrt; nach 24 Stunden
entfernt, wurden aus ihm Préparate gefertigt. In den Priparaten war
eine grosse Anzahl farbloser lebender Leukocyten, mit blauen Megatherinm-
stabchen angefiillt, welche im Protoplasma intracelluldr eingeschlossen waren;
einige Stabchen aber lagen in relativ nicht grosser Anzahl ausserbalb der
Leukocyten, sie waren ebenfalls gefirbt und zeigten eine geringe Eigen-
bewegung. Die Zahl der verschluckten Stibchen in den Leukocyten
war sehr verschieden. REinzelne Leukocyten waren vollgepfropft, andere
wiesen ein, zwei Stibchen auf, in mehreren aber konnten keine Stibchen
constatirt werden. Das Protoplasma der Leukocyten #nderte mannich-
faltig seine Gestalt, indem es bald von dieser, bald von jener Seite Fort-
sétze aussandte. Die Stabchen in den Leukocyten fnderten ebeunfalls mit
den Bewegungen des Protoplasma ihre Lage und Form. Bald sahen sie
dicker, bald diinner aus, bald wie ein Punkt; bald schien es, als ob sie
aus den Leukocyten verschwanden, um wieder in der friheren Gestali zn
erscheinen. Das Bild dnderte sich fast jede Secunde vor den Augen des
Beobachters. TDie Farbung der Stibechen war mannichfaltig, angefangen
von stark gefarbten, fast schwarzblauen, bis zu kaum merklich blau ge-
farbten; oft waren die in ecinem und demselben Leukocyten liegenden
Stabchen verschieden gefarbt, die einen dunkler, die anderen heller.

Ausser den Stibchen fanden sich im Protoplasma der Leukocyten auch
runde gefirbte Kigelchen von verschiedener Grisse und verschiedener
Farbung — von heliblau bis dunkelblan. Wahrend der Beobachtung ver-
anderten sie ebenso, wie die Stabchen, ihre Lage zugleich mit der Bewegung
des Protoplasma. Viele Leukocyten ‘enthielten weder Stibchen noch Ki-
gelchen, in anderen traf man nur Stibchen oder nur Kiigelchen. Einzelne
Leukocyten zeigten keine Bewegungen und die in denselben eingeschlosse-
nen Bakterien &nderten ebenfalls nicht ihren Standort, — das waren todte
Leukocyten.

Es wurde eine Masse auf diese Weise hergestellter Priparate durch-
gesehen und tberall stiessen wir auf ein und dasselbe Bild. Nach meh-
reren Stunden der Beobachtung eines auserlesenen Préparats konnte man
wahrnehmen, dass die in den Leukocyten eingeschlossenen Stibchen sich
zu entfirben anfingen, sie wurden blasser, in ihrer Form aber erlitten sie

1y Gewéhnlich wurden nur vegetative Formen angewandt, wovon man
sich durch vorangehende Untersuchung iiberzeugte.
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keine Verinderungen. Das Priparat wurde unter dem Mikroskop bis zum
folgenden Tage liegen gelassen.

Am anderen Tage (nach 25 Stunden) erwies sich bei der Untersuchung
des Praparats, dass fast alle Stibchen aus den Leukocyten verschwunden
oder nicht zu sehen waren; nur einzelne Leukocyten enthielten in sehr ge-
ringer Anzahl sehr bedeutend blasser tingirte Stibchen und Kiigelchen.
Nur wenige Leukocyten zeigten eine Bewegung, die meisten aber waren
unbeweglich. Das ganze Priparat war also binnen 24 Stunden entfarbt.
Diese Versuche wurden mehrere Male wiederholt und immer erhielten wir
dieselben Resultate: die Praparate entfirbten sich fast immer nach 24
Stunden.

Experiment. — Es wurde ein frisches Praparat hergestellt, die Leuko-
cyten waren mit gefirbten Stibchen angefiillt. Das Priparat wurde im
Dunkeln aufbewahrt, um zu sehen, ob nicht das Licht auf seine Entfarbung
wirke. Nach 24 Stunden waren fast alle in den Leukocyten eingeschlosse-
nen Stabchen entfirbt und unsichtbar. Aus diesen mehrfach wiederholten
Versuchen schlossen wir, dass das Entfirben der innerhalb der Leukocyten
eingeschlossenen Bakterien unabbingig vom Lichte stattfindet.

Experiment. — Dem Frosche ist unter die Rickenhaut ein Schwamm
mit gefairbten Stibchen von B. megatherium eingefikrt. Nach 24 Stunden
warde der Schwamm herausgenommen, ein frisches Vaselinpriparat her-
gestelli und unter das Mikroskop gebracht. Im Gesichisfelde wurde ein
Leukocyt, der nur einen Bacillus wmegatherium enthielt, ausgew#hlt und
der weiteren Beobachtung unterworfen. Der Leukocyt war lebend und
farblos, sein Protoplasma verinderte bestindig seine Form, sandte Fort-
sétze aus und seinen Bewegungen folgend &nderte anch das Stibehen seine
Lage. Zugleich mit der Lage verinderte sich auch das Aussehen desselben,
worauf schon oben hingewiesen ist. Bald war es dicker, bald dinner,
bald bekam es das Aussehen eines Punktes. Alle diese Verfinderungen
konnte man auf den ersten Blick fiir wirkliche Verinderungen des Stib-
chens halten, aber nach langerer Beobachtung erwies es sich, dass dies
eine optische Erscheinung war, eine Folge der bestéudigeﬁ Bewegung des
Protoplasma und der mannichfachen Bewegungen des Stibchens selbst.
Denn nach einiger Zeit erhielt das Stabchen wieder sein friiheres Aussehen
und seine friihere Lage.

Zwei Stunden nach Beginn der Beobachtung kam im Protoplasma des
Leukocyten ein blaner Punkf zum Vorschein, welcher sich allmihlich ver-
grosserte und im weiteren Verlauf sich als ein blaues Kigelchen von ziem-
lich correcter Form prisentirte. Dieses Kiigelchen lag ganz isolirt vom
Stibchen, welches in dieser Zeit in Nichts sein Aussehen und seine Form
verindert hatte. So vergingen noch 3—4 Stunden, und das Stibchen so-
wohl, als auch das Kigelchen fuhren fort, ihre Lage im Protoplasma zu
dndern. Nach Verlauf von 6 —7 Stunden (vom Anfang der Beobachtung)
hatte das Kiigelchen bedeutend an Volumen zugenommen und eine noch
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intensivere Farbung erhalten, das Stébehen war blasser geworden und seine
einzelnen Theile waren ungleichméssig gefirbt. Die einen waren stirker
tingirt, die anderem schwicher, ja in einzelnen Theilchen erschien die
Farbe ungleichmassig vertheilt; die Contourengrenzen des Stiibchens waren
weniger scharf umschrieben. In Folge dieser ungleichméssigen Farbung
erschienen auch die einzelnen Glieder ungleich; die einen dicker, die
anderen dinner. Auf die Genauigkeit der Beobachtung war auch die be-
stindige Bewegung des Protoplasma der Leukocyten von Einfluss. Bei der
weiteren Beobachtung sahen wir nur die bestandig fortschreitende Ent-
firbung des Stibchens. Nach 15 Stunden waren die einzelnen Theile des
Stibchens schon kaum zu unterscheiden; das Stibchen schien aus kleinen
Kérnchen zusammengesetzt und kaum bléulich gefiarbt zu sein. Diese
Kérnchen entfarbten sich immer mehr, bis man endlich nur einige farblose
Kgrnchen sehen konnte, welche ihrer Lage nach an das Stabehen erinnerten.
Nach ginzlicher Entfirbung der Kérnchen ist ihre Verbindung unter
einander gelost, sie treten deutlicher hervor, sind leichter zu unterscheiden
und liegen grésstentheils isolirt. Nach Verlauf von 19 Stunden konnte
man trotz sorgfiltigster Beobachtung Stibehen in den Leukocyten nicht
mehr bemerken, wihrend das gefirbte Kigelchen in dieser Zsit sich be-
deutend vergrossert und eine dunkelblaue, fast schwarze Farbe angenom-
men hatte. In diesem Moment also kounten wir nur das gefirbte Kiigel-
chen und die im Protoplasma der Leukocyten glinzenden Kdrnchen sehen.
Bei der weiteren Beobachtung bemerkten wir, dass auch das Kigelchen nach
2—3 Stunden blasser zu werden begann und endlich sich ganz entfirbte.
26 Stunden nach Beginn der Beobachtung bewegte sich noch der Leukocyt,
jedoch sehr schwach; er war farblos, sein Protoplasma erschien weniger
durchsichtig und enthielt nur glanzende, stark lichtbrechende Kérnchen.
Bei Wiederholung dieser Versuche erhielten wir im Allgemeinen die-
selben Resultate. Der Entfarbungsprozess des im Protoplasma des Leuko-
cyten eingeschlossenen Stibchens ging in einigen Fillen langsamer, inner-
halb 25— 28 Stunden vor sich; die Zahl der gefarbten Kigelchen war 2,
3 und mehr, in einigen, wenn gleich auch sehr seltenen Fillen fand die
Entfarbung des Stibchens auch obne Bildung dieser Kigelchen stait.
Wie aus diesen Untersuchungen hervorgeht, sind diese Kigelchen in
keinem Falle das Resultat der Verinderungen des Stabechens, sondern bil-
den sich unabbingig vom Stibchen im Protoplasma und stellen somit den
Uebergang des Farbstoffes aus dem Stiabchen in’s Protoplasma des Leuko-
cyten dar; der Farbstoff concentrirt sich also hier in Form dieser Bildun-
gen. Diese gefirbten Kiigelchen erscheinen ganz plétzlich im Gesichts-
kreise des Beobachters. — Lisst man die entfarbten Priparate zwei und
mehr Tage liegen, so kann man das Verschwinden sammtlicher Stibehen
aus den Leukocyten constatiren; letztere wiederum zerfallen nach 3 Tagen
in eine formlose Masse; in einigen Praparaten entwickeln sich nach Zerfall
der Leukocyten von Neuem farblose Exemplare des Bacilli megatherium,
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Bei weiterer Fortsetzung dieser Versuche nahmen wir den mit gefirb-
ter Cultur des B. megatherium getrinkten Schwamm nach 2, 3 und mehr
Tagen heraus und beobachteten die Priparate, welche aus der in ihm ent-
haltenen Flissigkeit hergestellt wurden. Die Objecte innerhalb der ersten
3 Tage und sogar die des 4. Tages wiesen unter einander keine bemerk-
baren Differenzen auf, so dass man bei Durchmusterung solcher Priparate
nicht bestimmen konnte, wie viel Tage der Schwamm im Frosche gelegen
hatte, so geringe Unterschiede wiesen sie auf. In den am 3. und 4. Tage
entfernten Priparaten war aunscheinend im Vergleiche zu den frilher ent-
nommenen die Zahl der gefirbten Kiigelchen grésser; Leukocyten, die nur
Kigelchen enthielten, traten hiufiger auf; man fand solche Leukocyten
gewdhnlich in griosserer Anzahl am 4. und 5. Tage.

In den am 5.—7. Tage entfernten Schwimmen wird die Zahl der Bak-
terien immer geringer und nach 7 Tagen endlich verschwinden sie ganz,
so dass die Préparate, welche aus dem am 8. Tage entfernten Schwamme
angefertigt werden, keine Bakterien, aber auch keine gefirbten Kiigelchen
aufwiesen. Die Leukocyten sind fast alle unbeweglich, sie befinden sich in
regressiver Metamorphose und erscheinen grésstentheils in eine feinkornige
Masse zerfallen, so dass zuweilen das Préaparat nur einen Detritus darstellt,
in dem man mit Mihe einzelne Elemente unterscheiden kann.

Versuche mit B. anthracis.

Die Beobachtungen mit B. anthracis wurden nach derselben Methode
und in derselben Richtung, wie die mit B. megatherium, ausgefahrt. In-
dem wir aus dem Schwamme, welcher mit gefirbten Milzbrandstibchen ge-
trinkt und verschieden lange im Organismus gewesen war, mit Vaselin be-
strichene Priiparate anfertigten, konnten wir auch hier die Verinderungen
verfolgen, welche in den von Leukocyten aufgenommenen Bakterien statt-
finden.

Die Leukocyten nehmen Milzbrandbacillen in verschiedenster Anzahl
auf, und da die Milzbrandbacillen ausser isolirten Stédbchen sich auch in
langen Faden darstellen, so konnte man haufig genug einen solchen Faden

~im Protoplasma des Leukocyten eingeschlossen sehen; der Faden nahm in
diesem Falle eine eigenthimlich gekrimmte Form an. Bei Beobachtung
des Entfirbungsprozesses der von Leukocyten aufgenommenen Stibchen
trafen wir dieselben Erscheinungen, wie bei den Versuchen mit B. mega-
therium. Das Stibchen entfirbte sich ebenfalls nach einem gewissen (20
bis 30 Stunden) Zeitraume und zerfiel in kleine Kérnchen. Die Bildung
gefirbter Kigelchen fand auch hier statt. Hierbei wmiissen wir jedoch fol-
gende Thatsachen erwihnen: Die Versuche, welche zu verschiedenen Jahres-
zeiten (im Herbst, Winter und Frihling) gemacht wurden, gaben verschie-
dene Resultate in Bezug auf die Dauer des Entfirbungsprozesses der inner-
halb der Leukocyten befindlichen Bakterien. Die Priparate, welche vom
Frosche im Herbste (October und November) angefertigt wurden, entfirbten
Archiv f. pathol. Anat. Bd.125. Hift. 3. 28
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sich nach 24 — 22 Stunden, die im Winter hergestellten aher entfirbten
sich viel langsamer. Aus Winterthieren erhielten wir die schlechtesten
Priparate; die Leukocyten verloren bald ihre vitalen Eigenschaften, — ibre
Bewegung hérte auf. Im Frihlinge stellte ich meine Versuche mit ganz
frischen (eben gefangenen) Fréschen an, der Entfirbungsprozess ging hier
arz schnellsten vor sich. Schon nach 18—20 Stunden waren die Priparate
vollstandig farblos.

Das Entstehen der gefirbten Kiigelchen und ihr pldtzliches Auftreten
im Protoplasma des Leukocyten bietet eine interessante Erscheinung, und
bei den Versuchen mit Milzbrandeultur wollten wir uns nochmals dariber
klar werden, ob diese Bildungen in Leukocyten entstehen, welche keine
Stibchen enthielten. Aber nach langer und aufmerksamer Beobachtung
solcher farbloser, Stibchen nicht enthaltender Leukscyten konnte das Auf-
treten dieser Ktgelchen nicht constatirt werden; wenn auch Leukocyten
vorkamen, die nur Kiigelchen enthielten, so musste vorausgesetzt werden,
dass der Leukocyt frither ein Stibchen enthalten habe, welches sich jetzt
schon entfirbt hatte. Die vollstindige Entfirbung und das scheinbare
Zerfallen des Stabehens im Leukocyten lisst jedoch die Frage aufkommen,
ob auch wirklieh das Stibehen aus dem Leukoeyt verschwunden oder ob
nur seine Anwesenheit daselbst dem Auge nicht sichtbar geworden ist. Wir
stellten folgenden Versuch an:

Mehrere frische Priparate mit Leukocyten, welche blaue Milzbrandstib-
chen enthielten, wurden bis zum volistindigen Entfirben sich selbst dber-
lassen. Nachdem in den Leukocyten keine Stibchen wahrzunehmen waren,
hoben wir vorsichtig das Deckglas auf und brachten einen Tropfen Methylen-
blau (in physiologischer Lisung) darauf. In diesem Falle firbten sich die
Leukocyten blau mit griinlichem Schimmer, die verschwundenen Stibchen
aber konnten bei dieser Farbung nicht constativt werden. Wenn man
diese entfirbten Préparate austrocknet, fixirt, mit Eosin farbt und darauf
nach Gram behandelt, konnte man sehen, dass die Leukocyten keine
Milzbrandstabehen enthielten, obgleich sie vorher in grosser Anzahl vor-
handen gewesen waren.

Etwas Anderes!) wurde beobachtet in Leukocyten, deren Proto-
plasma keine Bewegung zeigte, also in todten Leukocyten. Man konnte
wahrnehmen, dass die gefirbten Stibchen in diesen Leukocyten lange Zeit
sich nicht entfirbten; es vergingen 24, 48 Stunden und sogar mehr, das
Stabchen blieb gefirbt. Am zweiten Tage wurde es gewdhnlich beden-
tend blasser, behielt jedoch seine frihere Form, ebenso auch der Leukocyt,

1y Die Milzbrandstibchen, welche im lebenden Zustande mit Methylen-
blau gefirbt werden und im Leukocyten sich befinden, vertragen in
den fixirten Préparaten die Farbung npach Gram gut. Nach der
Eosinfirbung zeigen einzelne Leukocyten ein kdrniges Aussehen,
d. h. Ehrlich’s eosinophile Kornigkeit.
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welcher farblos blieb. Nach 24 Stunden wurde der Leukocyt allmihlich
kérnig; sein Protoplasma behielt noch die runde Form, zerfiel aber in
kleine Kérnchen. Das Stibchen verschwand in diesem Falle, und an seiner
Stelle lagen mehrere kleine Kérner, griinlichblau gefirbt. Ein Entstehen
von gefirbten Kigelchen, wie es in lebenden Leukocyten beobachtet wurde,
fand hier nicht statt.

In anderen Fiallen zeigte das im abgestorbenen Leukocyten befind-
liche Stibchen anders Erscheinungen. Am zweiten, dritten Tage zerfiel
das Protoplasma in eine kleinkérnige Masse, das Stabechen wurde blasser,
zerfiel aber nicht, sondern wuchs aus dieser kdérnigen Masse heraus. Der
herausgewachsene Theil des Stibchens war gewdhnlich farblos, der im
Leukocyten steckende aber behielt zuweilen noch einen hellbliulichen
Schimmer.

Wenn Leukocyten, welche anfangs bei der Untersuchung lebend ge-
wesen waren und in denen das Stibchen bereits sich zu entfirben be-
gonnen hatte, abstarben, so ging der Entfairbungsprozess des Stibchens in
der Weise vor sich, wie er fir todte Leukocyten oben beschrieben worden
ist. Angenommen, wir beobachten einen lebenden Leukocyten, der ein
gefirbtes Stibchen enthilt. Letzteres beginnt allmahlich blass zu werden,
es vergehen 8—10 Stunden, die Bewegungen des Leukoeyten héren auf;
aber auch das Stibchen hort auf sich zu entfirben; es vergeht ein Tag
und mehr, aber es bleibt noch gefirbt. TFuhr dagegen der Leukocyt sich
zu bewegen fort, so war das Stibchen nach 20—28 Stunden ginzlich ent-
fairbt und zerfallen. Nehmen wir zu verschiedenen Zeiten den Schwamm
aus dem Frosche heraus, so sehen wir, dass die Milzbrandstdbchen in den
ersten zwei Tagen gewdhnlich in grosser Anzahl von den Leukocyten auf-
genommen sind, frei dagegen finden sie sich in relativ sehr geringer Anzahl.
Am 3.—4. Tage ist die Zahl der in Leukocyten befindlichen Stibchen eine
geringere, als an den ersten 2 Tagen; dabei kommen auch freiliegende blau
gefirbte Stibchen vor. Am 3.-—5. Tage fallt besonders die grosse Anzahl
blauer Kigelchen auf. Am 5. und 6. Tage ist die Zahl der Milzbrandstéb-
chen gering, auch nimmt allmihlich die Zahl der gefirbten Kiigelchen ab.
Am 7.—8. Tage stellt die aus dem Schwamme gepresste Fliissigkeit grossten-
theils eine kleinférmige Masse von zerfallenen Individuen dar, Bakterien
aber fehlen (Prozess, dhnlich demjenigen beim B. megatherium).

Bei Entnahme des Schwammes in den ersten Stunden nach seiner
Einfiihrung unter die Haut haben wir beobachtet, dass hier die Leukocyten
erst nach 4—5 Stunden auftreten. Gewdhnlich fehlen in den ersten Stun-
den die Leukocyten im Schwamme ganz; erst nach 5 Stunden vermehren
sie sich allm#hlich und wir sehen in den Leukocyten schon aufgenommene
Bakterien. Bei der Untersuchung geht der Entfirbungsprozess und das
Zerfallen' der Stibchen innerhalb der Leukocyten auch in diesem Falle
innerhalb 20— 28 Stunden vor sich. Die, gefirbte Stibchen  enthaltende
Flissigkeit aus dem Schwamme giebt, wenn sie sogar 4—5 Tage unter

28%
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der Haut des Frosches gewesen ist, auf Nahrmedien, sowie auf hingende
Tropfen verimpft, Milzbrandculturen. Die Impfungen weisser Miuse aus
ein- und zweitigigen Schwimmen verursachen den Tod dieser Thiere;
bleiben die Schwimme linger liegen, so bleiben auch die Impfungen meist
wirkungslos. Die in hingenden Tropfen entwickelten Milzbrandstédbchen
ergaben in diesem Falle Kriippelformen.

Analoge Experimente mit B. anthracis wurden auch an Tritonen aus-
geflibrt; diesen Thieren wurden ebenfalls Schwimme mit gefirbten Milz-
brandstabchen eingefihrt.  Hierbei wurden #hnliche Erscheinungen beob-
achtet, nur ging das Verschwinden der Stibchen schneller vor sich. Ge-
wohnlich waren schon nach 2 Tagen in den Leukocyten meist nur blau-
gefirbte Kiigelchen, dagegen Bakterien in sehr geringer Anzahl zu sehen.
Am 3.—4. Tage enthielt die aus dem Schwamme ausgepresste Flissigkeit
todte Leukoeyten, welche sich theils im Zerfallstadium befanden, theils der
Vacuolisation anheimfielen; zuweilen wurde auch eine fremde Cultur beob-
achtet. Die Uebertragung der Schwammfliissigkeit auf Nahrbiden brachte
erst nach 24 Stunden eine Entwickelung der Milzbrandstibehen hervor;
nach 48 Stunden jedoch geschah dies nur selten. Die geimpften Miuse
blieben meistens am Leben. i

Bis jetzt beschrieben wir die Erscheinungen, welche in den von
Leukocyten aufgenommenen Stibchen vor sich gingen; von freiliegenden,
nicht aufgenommenen sprachen wir nur beiliufig. Es interessirten uns je-
doch auch die in den Priparaten freiliegenden Stibchen. Die in frischen
Priparaten vorkommenden, nicht aufgenommenen Stibehen und zuweilen
sogar ganze Faden des B. anthracis waren, wie die in Leukocyten be-
findlichen, blau gefirbt. Die einen hatten ein normales Aussehen mit
leicht unterscheidbaren Einzelheiten, in den anderen war der Involutions-
charakter ausgeprigt, sie waren dicker, ihre Enden aufgetrieben und die
Glieder schwer zu sehen. Einzelne Faden zeigten eine sehr feine Zerkldf-
tung in einzelne Theilchen, welche nicht immer gleiches Aussehen hatten
und Kérnern #hnelten. Zuweilen waren freiliegende Stabchen in sehr
kleine hellblau gefiirbte Kornchen zerfallen, so dass sie ihrem Aussehen
und ihrer Farbe nach an die von Leukocyien in verschiedenen Entfir-
bungs- und Zerfallstadien aufgenommenen Stibchen erinnerien. Wenn
man ein isolirtes Stabchen oder einen freiliegenden Milzbrandfaden im Ge-
sichtsfelde fixirt und ihr Schicksal ebenso verfolgt, wie das mit dem von
Leukocyter: aufgenommenen Stabchen geschah, so sieht man das Stabchen
nach einer bestimmten Zeit blasser werden und darauf nach 2—3 Tagen
in kleine Kdrnchen zerfallen, welche grosstentheils griinlich gefirbt sind;
oder das Stibchen wichst in einen langen Faden aus, wobei letzterer ge-
wohnlich den Involutionscharakter trigt. — Das Zerfallen des Stébchens
ausserhalb der Leukoeyten geht also viel langsamer vor sich, als innerhalb
der Leukocyten.
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Experimente mit B. amylobacter.

Um eine Cultur des B. amylobacter herzustellen, schneidet man ge-
wéhnlich eine Kartoffel in Scheiben, legt sie in ein nicht zu hohes Glas-
gefiiss, giesst bis zum Rande Wasser hinein und bedeckt es. Nach einigen
Tagen entwickeln sich auf der unteren Fliche der Kartoffelscheibe Stib-
chen verschiedemer Grésse (es sind Anaéroben), welche sich bei endosporer
Entwickelung in einer schwachen Jodldsung blauviolett firben.

Experiment. — Mit der Cultur des B. amylobacter wurde ein steri-
lisirter Schwamm getrinkt, mit Methylenblau gefirbt und unter die Haut
eines Frosches gebracht. Nach 24 Stunden wurde der Schwamm heraus-
genommen und es wurden frische Vaselinpriiparate angefertigt. Die Bak-
terien waren blau gefirbt, lagen grésstentheils in Leukocyten und firbten
sich mit Jod braun; die Leukocyten aber farbten sich mit Jod gelb.

Experiment. -— Zwel Froschen wurde unter die Haut Amylo-
bactercultur, aber nicht gefirbt, eingefihrt, da es von Interesse war, zu er-
fahren, wie sich die von Leukocyten aufgenommenen Bakterien zu Jod ver-
halten. Am anderen Tage wurde der Schwamm entnommen. In frischen
Priparaten waren Stibchen in den Leukocyten nicht zu sehen, die
ausserhalb liegenden gut sichtbar. Nach Hinzufiigung von Jod firbte sich
die Stirke, welche zufillig in den Schwamm gerathen war, blaunviolett, die
Leukocyten gelb; jedoch waren Bakterien in letzteren nicht sichtbar. Frei--
liegende Bakterien firbten sich ebenfalls micht blauviolett, sondern wurden
entweder gelb oder blieben farblos; die zur Controle auf Kartoffeln ge-
firbten nahmen blauviolette Farbe an. ’

Da sich in den Priparaten die freiliegenden B. amyl. auch nicht mit
Jod firben, so entsteht die Frage, ob nicht das Plasma des Blutes selbst
auf sie modificirend wirkt. Um dies zu priifen, wurde Froschplasma ge-
nommen und B. amylobacter 24 Stunden hineingethan. Nach Verlauf
dieser Zeit liessen auch diese sich nicht blauviolett firben.

Experiment mit Lakmus.

Nach den Beobachtungen von Metschnikoff produciren das Proto-
plasma der Plasmodien, Infusorien und Amében, sowie auch die uninu-
clediren Leukocyten der Tritonenr ein sanerreagirendes Ferment, aus wel-
chem Grunde von ihnen aufgenommene blaue Lakmustheilchen eine rothe
Firbung annahmen. Wir stellten folgende Versuche an: Mehreren Fréschen
wurde unter die Haut ein mit einer physiologischen Kochsalzlosung, die
feinen gepulverten blauen Lakmus enthielt, getrinkter Schwamm einge-
fihrt. Nach Verlauf von 24 Stunden waren in den Schwamm Leukocyten
eingewaridert und nahmen Lakmusstiickchen auf. Frische Praparate zeig-
ten in der That die Aufnahme von Lakmussticken durch Leukocyten, aber
unsere Folgerungen sind andere, als die von Metschnikoff. Grébere
Lakmusstickchen schimmerten in’s Bliuliche, die feineren in den Leuko-



436

cyten eingeschlossenen aber waren farblos. Wenn letztere auch zuweilen
einen bliulichen oder rothlichen Schimmer hatten, so war es eine optische
Erscheinung, bedingt durch Brechung des Lichts (Diffraction).

Experimente an Warmbldtern.

Nachdem wir nun die Verinderungen der gefirbten Bacillen in den
Leukoeyten der Kaltbliiter beobachtet hatten, machten wir dieselben
Experimente auch an Warmblitern. Hier wurde ganz ebenso der sterili-
sirte Schwamm mit Milzbrandeultur getrinkt, mit der Methylenblauldsung
gefirbt und dem Thiere eingefihrt. Da wir jedoch bei den Fréschen den
Sechwamm in den Lymphsack einfihrien, so mussten wir auch hier ein
analoges Organ — die Bauchhdhle — wéhlen.

Experiment. — Einem ausgewachsenen Hunde wurde sein Fell auf
dem Bauche unter dem Nabel rasirt, die entblosste Fliche wit Seife und
Sublimatlésung abgewaschen. Der Einschnitt, 4—6 cm lang, wurde auf der
Linea alba gemacht und das Bauchfell, wie iblich, eréffnet. Nach Durch-
schneidung des Bauchfells wurden durch Bauchfell und Haut seidene Liga-
turen gezogen, die Wunde mit Sublimatgaze trocken abgewischt und nach
Stillung der Blutung (welche sehr bedeutend war) der Schwamm mit ge-
farbten Milzbrandstabchen in die Bauchhdhle eingefiibrt; der Schwamm war
an ecinen Seidenfaden befestigt, dessen Enden frei aus der Wunde hervor-
hingen, die Ligaturen wurden zugezogen und die Hautwunden verniht.
Nach 24 Stunden wurde die Wunde gedffnet und der Schwamm am Seiden-
faden aus der Bauchhdhle herausgenommen. Aus der ausgepressten Flissig-
keit wurden frische, mit Vaselin bestrichene Priparate hergestellt. Die
mikroskopische Untersuchung dieser Priparate wies eine Menge von Leuko-
cyten, Bacillen und Fiden von B. anthraeis, welche jedoch farblos warven,
auf; sie hatten sich entfirbt und nur einzelne von ihnen hatten einen
blaulichen Schimmer. Gefarbte Stibchen waren innerhalb der Leukocyten
nicht vorhanden und es wurden die Erscheinungen, welche wir bei Fréschen
gesehen hatten, nicht beobachtet. Obgleich wir diese Versuche mehrfach
wiederholten, erzielten wir doch immer die gleichen ungiinstigen Resultate.

Die Versuche an Kaninchen, Meerschweinchen, Miusen und Tauben
zeigten ebenfalls, dass gefarbte Bakterien, welche diesen Thieren im
Schwamme eingefihrt waren, sich nach 24 Stunden vollstindig entfirbten.
Diese Methode also (die Einfiihrung des Schwammes) erwies sich bei Warm-
blitern als untauglich.

Wir &nderten daher unsere Beobachtungsmethode. Die Milzbrandcul-
tur wurde zwischen zwei Deckglaser gelegt, und damit diese nicht fest an
einander kleben, wurden zwischen dieselben diinne Papierstreifen oder
Seidenfiden gebracht; diese Gliser wurden mit einem Seidenfaden zusam-
mengebunden und darauf in die Bauchhéble eingefihrt. Nach léngerer
oder kiirzerer Zeit wurden sie wieder entfernt und der mikroskopischen
Untersuchung unterworfen,
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Experiment. — Einem ausgewachsenen Hunde wurde die Baueh-
héhle eréffnet und die zusammengebundenen Deckgliser mit der in ihnen
eingeschlossenen Milzbrandcultur eingefiihrt; die Faden der letzteren waren
frei von Sporen und in Methylenblau gefirbt. Nach Verlauf von 24 Stun-
den wurde die Wunde gedffnet; aus der Bauchhéhle wurden die Gliser
entnommen und unter das Mikroskop gelegt. Die Untersuchung zeigte
zwischen den Glasern, sowohl in der Peripherie, als theilweise auch im
Centrum eine Ansammlung von Leukocyten. Die blaue Farbung der Ba-
cillen war fast ginzlich geschwunden, nur einzelne Stibchen hatten einen
bléulichen Schimmer. Von Leukocyten aufgenommene Bacillen gelang es
fast gar nicht wahrzunehmen. Die Milzbrandeultur erschien in dem Pri-
parate theils in Form sehr kleiner Stibchen (die letzteren waren nur in
geringer Anzahl vertreten); andererseits zeigte der grésste Theil der lan-
gen, freiliegenden Faden Theilungserscheinungen, so dass es dem Aussehen
nach schwer zu unterscheiden war, ob wir es hier mit einer arthrosporen
Theilung besonderer Art (in einem anderen Nihrmedium) oder mit einem
beginnenden Zerfallprozess zu thun hatten. Um das zn ergriinden, wurden
von derjenigen Stelle des Glaschens aus, an der sich am meisten Bakterion
in diesem Zustande fanden (im Centrnm), weisse Miuse geimpft und auch
Culturversuche auf Nihrboden gemacht. Die Maus starb nach Verlauf von
46 Stunden, das aus dem Herzen entnommene Blut enthielt Milzbrand-
bacillen. Auf dem Néhrboden (Gelatine) wuchs eine Cultur.

Experiment. — Da die Milzbrandbaeillen in Hunden sich schnell ent-
farben, so wurden ungefirbte Milzbrandfiden eingefiihrt. Die Gliser wurden
aus der Bauchhdhle eines ausgewachsenen Hundes nach 48 Stunden entfernt.
Die Anzahl der Leukocyten war eine ziemlich bedeutende im ganzen Pri-
parate, verschluckte konnten jedoch nicht wahrgenommen werden, dagegen
waren die Leukocyten voll glanzender Kérnchen. — Die Milzbrandstibchen
und Fiden stellten auch hier den feinen Spaltungsprozess, jedoch noch aus-
gepragter, als im vorhergehenden Experimente, dar. Solche Versuche wur-
den mehrere (6) angestellt. In einigen (4) Fallen bewirkte die Uebertragung
von den Glisern auf Nihrmedien das Gedeihen der Milzbrandeultur und den
Tod der Maus; in anderen Fillen (2) aber starben die Thiere nicht und
Culturen entwickelten sich auch nicht (in diesen beiden Fillen hatten sich
fremde Culturen eingefunden). Wir trockneten und firbten diese Préparate
und sahen die Milzbrandfiden und Stibchen grisstentheils veriindert, sehr
wenige von ihnen lagen im Protoplasma von Leukocyten.

Experiment. — Einem ausgewachsenen Hunde wurden in die Bauch-
héhle Gliser mit Milzbrandfiden eingefihrt. Am 3.Tage wurden die Glaser
entfernt. Unter dem Mikroskope erwiesen sich in dem Priiparate die Milz-
brandfaden in kleine Kérnchen zerfallen, welche reihenweis dalagen und
ibrer. Lage nach vollig an Faden erinnerten. Die Leukocyten befanden sich
sowohl an den peripherischen Theilen (hier mehr), als auch im Centrum des
Préiparats uwnd lagen zwischen den zerfallenen Fiaden. Wir konnten kiar
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beobachten, dass dieses Zerfallen der Milzbrandfiden ohne jegliche Aufnahme
durch Leukocyten stattgefunden hatte. Die Leukocyten waren wit Kérnchen
angefiillt, welche ihrem Aussehen nach an die Kdrnchen zerfallener Bakterien
erinnerten. Die Impfversuche gaben in diesem Falle ein negatives Resultat;
die Maus blieb am Leben und auf den Nihrmedien gedieh keine Cultur.

Nachdem wir mehrere (5) solcher Versuche angestellt hatten, hielten wir
es fir unnéthig weiterzugehen. Es war klar, dass die Milzbrandfiden in den
ersten Tagen im Organismus des Hundes, eines gegen diese Bakterienart
immunen Thieres, also unter ungiinstigen Ern&hrungsbedingungen, Erschei-
nungen von anthrosporer Theilufig hervoirufen; die Milzbrandbaktgrien waren
in diesen Fallen noch am Leben nund bei Versetzung in giinstigere Ver-
hiltnisse entwickelungsfihig. Aber diese Spaltung fihrte nicht zu einer
weiteren Entwickelung der Milzbrandstibehen, sondern zu ihrem Zerfall in
kleine Kornchen, was wir auch bei den letzten Experimenten sahen. Ob ein
solches Zerfallen der einzelnen Milzbrandstédbehen innerhalb von Leukocyten
stattfand, vermochten wir nicht zu beobachten, wie uns das an Kaltblitern
gelang. Diese Experimente an Hunden stellten also fest, dass die Milzbrand-
fiden im Organismus eines inmunen Thieres ohne Zuthun der Leukocyten
und ohue dass sie von ihnen aufgenommen werden, zerfallen kdnnen.

Junge Hunde von 2—38 Monaten verhalten sich jedoch zu den Milz-
brandbakterien anders, sie sind meist empfinglich fir letztere und gehen
unter Krscheinungen einer Allgemeininfection zu Grunde. Die in ihre Bauch-
hohle gebrachten Gliser mit Milzbrandeultur zeigten ebenfalls eine grosse
Ansammiung von Leukocyten, aber ein Zerfallen der Bakterien, wie wir es
bei ausgewachsenen Hunden gesehen, gelang es hier nicht zu beobachten.
In Trockenpriparaten firbten sich die Bakterien vorziiglich und nur ein
sebr geringer Theil derselben war verfindert. Die Aufnahme von Bakterien
durch Leukocyten wurde auch bei jungen Hunden beobachtet, aber in
sehr geringem Maasse. Trotz der grossen Anhiufung der Leukocyten (ebenso
viel wie bei ausgewachsenen Hunden) in den Priparaten gingen dis jungen
Hunde gewdhulich schnell an der Allgemeininfection durch Milzbrand zu
Grunde. Das aus ihren Herzen eninommene Blut wies gewdhnlich eine
grosse Anzah] von Milzbrandstibchen mit Vermehrungserscheinungen auf. Die
Uebertragung von den Glisern auf Néhrmedien und Miuse gab ebenfalls
positive Resultate.

Eben solehe Experimente stellten wir auch wit Kaninchen an, welche
fiir Milzbrand empfinglich sind.

Experiment No.1. Einem ausgewachsenen Kaninchen wurden Gliser
mit Milzbrandecultur in die Bauchhdble eingefihrt. Nach 48 Stunden wurden
sie entfernt. In dem Préparate war eine Ansammlung von Leukocyten sicht-
bar, welche grdsstentheils an der Peripherie, theils auch im Centrum lagen;
Milzbrandstibchen waren in grosser Anzah! vorbanden (daneben hatten sich
auch fremde Cuituren angefunden). Bei der Firbung war keine Aufnahme
der Bacillen zu bemerken und ebenso wenig ein Zerfall der Stibchen. Die
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Uebertragungen auf Nahrmedien und Mfuse gaben positive Resultate; das
Kaninchen ging an Allgemeininfection zu Grunde.

Experiment No.2. Einem Kaninchen wurde Milzbrandeultur zwischen
zwei Glasern eingefiibrt, die Cultur war auf das ganze Préparat vertheilt,
Nach 3mal 24 Stunden wurde sie herausgenommen. Die mikroskopische
Untersuchung wies eine grosse Ansammlung von Leukocyten nach, gréssten--
theils an der Peripherie, aber auch in bedeutender Anzahl im Centrum des
Praparats. Die Leukocyten lagen mit Milzbrandbacillen gemischt, eine Auf-
nahme fehlte; die Stibchen zeigten Vermehrungserscheinungen. Das Kanin-
chen starb an Allgemeininfection an demselben Tage.

Experiment No. 9. Einem grossen schwarzen Kaninchen wurde zwi-
schen 2 Glisern Milzbrandcultur eingefiibrt; dieselbe befand sich in sehr
geringer Menge im Centrum des Priparats und zwar in Form eines kleinen
Tropfens (die Milzbrandcultur von Agar-Agar wurde in physiologischer Li-
sung gut umgeschiittelt). Das Priparat wurde nach 3mal 24 Stunden aus
der Bauchhéhle entfernt. Die Leukocyten hatten sich ausnahmslos an der
Peripherie der Priparate angesammelt, im Centrum waren sie fast gar nicht
vorhanden, nur einzelne weisse Blutkdrperchen zeigten sich dort. Milzbrand-
fiden waren nicht vorhanden, es wurde nun ein kérniger Zerfall und eine
fremde Cultur (in Form von Stibchen mit abgerundeten Enden) beobachtet.
Nach der Gram’schen Farbung wurden keine Stibchen constatirt. Augen-
scheinlich waren die Stibchen aus Mangel an Nihrmaterial, da sie weit im
Centrum des Préparats lagen, und der Zufluss von Blutplasma erschwert war,
zerfallen, vielleicht auch in Folge der Einwirkung der fremden Cultur. Ueber-
tragungsversuche auf Miuse, sowie auf Gelatine ergaben negative Resultate,
Culturen entwickelten sich nicht. Das Kaninchen ging am 8. Tage zu Grunde,
das Cadaver war sehr abgemagert und im Blute konnten keine Milzbrand-
stibchien gefunden werden. ’

Experiment 10. — Einem grossen Kaninchen wurde Milzbrand-
cultur ebenso, wie im Experiment 9, eingefihrt. Nach 3mal 24 Stunden
wurden die Gliser aus der Bauchhéhle entfernt. Leukocyten waren in
grosser Anzahl vorhanden, Bakterien wenig; unzweifelhaft stellten die Stib-
chen Involutionsformen dar. Die Leukocyten waren in sehr grosser An-
zohl mit glinzenden Kérnern angefiillt. Das Priparat zeigte ein, dem bei
Hunden gewonnenen #hnliches Bild; die Leukocyten, mit Kérnchen ange-
fillt, hatten hier dasselbe Aussehen, wie bei Hunden. Eine Maus und
Néhrgelatine wurden geimpft; die Maus blieb am Leben, auf der Nihr-
gelatine gedieh keine Milzbrandeultur. Kines von den aus einander ge-
nommenen Glisern wurde mit Methylenblau (in physiologischer Lisung) im
frischen Zustande gefarbt, — die Bakterien firbten sich nicht. Die Kérner
innerhalb der Leukocyten erinnerten dem Aussehen nach an Fett, deshalb
wurde das Priparat mit Osmiumsiure gefirbt, — die Kérnchen farbten sich
nicht. Das Kaninchen ging am 14. Tage zu Grunde und in dem aus dem
Herzen entnommenen Blute wurden keine Milzbrandbacillen gefunden, —
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An Kaninchen wurden im Ganzen 10 Experimente angestellt. Von
ihnen starben 8 an Allgemeininfection in Fallen, wo zwischen die Gliser
viel von der Milzhrandeultur gelegt war; zwei Kaninchen aber, bei denen,
wie wir gesehen, nur eine minimale Menge der Cultur in’s Centrum des
Priparats placirt war, blieben am Leben (Experiment 9 und 10). In den
8 Experimenten, wo die Kaninchen starben, war die Ansamwmlung von
Leukocyten immer eine bedeutende; sie waren jedoeh nicht so kérnig, wie
die vom 9. und 10. Experiment; die Aufnahme von Milzbrandstibchen
fehlte, wie wir gesehen. Im 9. und 10. Experimente war ebenfalls keine
Aufnabme der Stibchen zu constatiren, sie waren augenscheinlich aus Man-
gel an Nahrung zerfallen, und ihre Zerfallproducte waren von den Leuko-
cyten, wie wir es auch bei Hunden gesehen, aufgenommen.

Der beim 10. Bxperiment entstandene Zweifel, ob diese glinzenden
Korner nicht Fett seien, und die Farbungsresultate mit Osmiumsiure ver-
pflichteten uns, wm uns genau zu iberzeugen, mehrere solcher Versuche
an Hunden und Froschen anzustellen (obgleich wir bei den letzteren un-
mittelbar das Zerfallen der Bakterien in einzelne Kérnchen wahrgenommen
hatten). Bei der Farbung der Priparate, sowohl der von Hunden, als auch
der von Fréschen, mit Osmiumsiure und Oyanin wurden negative Resultate
erhalten, — die Korner stellten keine Fettbildungen dar.

In unseren Experimenten an Warmblitern konnten wir die Verdnde-
rungen der Bakterien in den Leukocyten nicht unmittelbar verfolgen. Ge-
firbte Bakterien entfarbten sich, wie wir gesehen, schnell im Organismus
der Warmbliiter, und innerhalb von Leukocyten waren sie nicht zu sehen.
Andererseits verlieren auch die Leukocyten selbst, welche sich durch ge-
ringe Grosse auszeichnen, sobald sie aus dem Organismus, aus ihrem nor-
malen Verhiltniss, herausgebracht werden, sehr rasch ihre vitalen Eigen-
schaften und zeigen keine Bewegungen mehr. Unzweifelhaft ist uns nur
die eine Thatsache, dass bei Hunden und Kaninchen (unter gewissen Be-
dingungen des Experiments) die Milzbrandbakterien unabhingig von den
Leukocyten zerfallen kénnen; ob ein gleiches Zerfallen innerhalb der
letzteren stattfindet, vermochten wir nicht zu beobachten. Die Bilder,
welche sich uns in den Priparaten von Hunden und Kaninchen ergaben,
waren einander ziemlich hnlich. Bei beiden Thieren war eine Ansamm-
lung der Leukocyten, die Bedingungen des Experiments und ‘die mikro-
skopische Gruppirung der Elemente gleich; dennoch entwickelte sich bei
Kaninchen und jungen Hunden der Milzbrand und tddtete die Thiere. Bei
ausgewachsenen Hunden aber zerfiel die Oultur und die Thiere blieben am
Leben. Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass wir, ohne die Még-
lichkeit des Zerfallens der Bakterien unter dem Einflusse von Leukocyten
in Abrede zu stellen, noch weitere Bedingungen im Thierorganismus
suchen missen, und zwar den Einfluss seiner flissigen Elemente. Zu
dlesem Zweck machten wir folgende Versuche:
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Versuche mit Einfiithrung von Bakterien in die
Blutbahn.

Die von verschiedenen Forschern angestellten Versuche wei-
sen darauf hin, dass frisches Blut bei Entnahme aas dem thie-
rischen Korper und sogar Blutserum die Eigenschaft besitat,
pathogene Bakterien zu vernichten, und dass es diese Féhigkeit
mehrere Stunden lang bewahrt. Die Schliisse jedoch, die auf
Grund dieser Versuche gemacht worden sind, kénoen kaum fir
richtig angesehen werden, da bekanntlich das Blat, nachdem es
dem Organismus entnommen ist, zweifellos seine physiologischen
Eigenschaften verliert und deshalb sein Einfluss auf Bakterien
jetzt ein anderer sein wird, als innerhalb des Organismus selbst.
In Folge dessen schien es uns nothwendig, Versuche anzustellen
hinsichtlich der Einwirkung intravasculdren Blutes auf pathogene
Bakterien. Die Erfahrung zeigt, dass das Blut, wenn man ein
Blutgefiss an zwei Stellen in gewisser Entfernung von einander
unterbindet, in diesem Abschnitte lange nicht gerinnt, denn es
behilt dureh Beriihrung mit den Gefisswinden seine physiolo-
-gischen Eigenschaften bei. Auf Grund dieser Thatsache wurde
folgender Versuch angestellt: '

Einem ausgewachsenen Hunde wurde auf der rechten Seite des Halses
die subcutane Vena jugularis blossgelegt und von dem anliegenden Gewebe
abpriparirt. Dann wurden in einiger Entfernung von einander zwei Liga-
turen angelegt. Die obere Ligatur wurde zuerst geschlossen; dadurch fiel
die Vene zusammen; darauf wurde in der Nihe der unteren Ligatur die
Nadel einer Koch’schen Spritze eingestochen und die Vene zusammen mit
der Nadel vermittelst der unteren Ligatur geschlossen. Die Spritze ent-
hielt eine in physiologischer Kochsalzlosung suspendirte Milzbrandcultur.

Nach Einspritzung einiger Tropfen dieser Flissigkeit wurde die Nadel
entfernt und die Ligatur fest zusammengezogen. Daraunf wurde die obere
Ligatur ein wenig gelockert und der Gefissabschnitt fillte sich wiederum
mit Blut; nach genfigender Anfillung wurde die obere Ligatur fest zu-
sammengezogen und die Wunde verniht. Nach Verlauf von 48 Stunden
wurde die Wunde, welche per primam intentionem geheilt war, gedffnet
und dem Gefiss mit der Pasteur’schen Pincette Blut entnommen.

In frischen Priparaten sahen wir, dass die rothen Blutkdrperchen ein
normales Aussehen hatten. Leukocyten waren wenig vorhanden (wie es im
normalen Blute der Fall ist); die Bakterien waren in geringer Anzahl vor-
handen und stellten Involutionsformen dar. Bei der Farbung der Trocken-



442

priparate erschienen die Bakterien in kleine Kirnchen zerfallen (Degene-
rationserscheinung); der Hund blieb am Leben.

Das Experiment wurde mit demselben Resultate wiederholt. Die Ueber-
tragung auf die Maus gab negative Resultate, auch gedieh keine Cultur.

Experiment. — Bei einem ausgewachsenen Kaninchen wurde die-
selbe Operation, wie beim Hunde, an der Vena jugularis gemacht. Nach
2 Tagen wurde ebenfalls die Wunde gedffnet und aus dem Gefissabschnitt
mit der Pincette Blut. entnommen. In frischen Priparaten erschien das
Blut unveriindert, Leukocyten waren nur wenige, Bakterien jedoch in
grosser Anzahl vorhanden. Die Milzbrandbakterien hatten das normale
Aussehen und zeigten Spuren arthrosporer Vermehrung, wie dies im Blute
fiir Milzbrand empfinglicher Thiere stattfindet. In Trockenpriparaten firb-
ten sich die Bakterien prachtig nach Gram’scher Methode und wiesen
keine Erscheinungen des Zerfalls auf. Das Kaninchen ging an allgemeiner
Milzbrandinfection zu Grunde.

Das Experiment wurde wiederholt und ergab dasselbe Resultat.

Auf Grund dieser Experimente haben wir das Recht zu
folgern, dass bei Hunden — Thieren, welche immun gegen Milz-
brand sind — die Bakterien ohne Mitbetheiligung der Leuko-
cyten zerfallen kinnen; wahrscheinlich ist dies durch das be-
sondere chemische Verhalten des Hundeblutes bedingt. Bei
Kaninchen hingegen, deren Blut fiir den Milzbrand einen guten .
Nihrstoff darbietet, entwickeln sich die Bakterien.

Aus fritheren Beobachtungen ist bekannt, dass, wenn man
in’s Blut irgend einen Farbstoff (Zinnober) in Pulverform ein-
spritzt und darauf eine Entziindung der Hornhaut des zum Ex-
periment dienenden Thieres in der vorderen Augenkammer her-
vorruft, Lenkocyten erscheinen, welche mit diesem Farbstoff
beladen sind. Diese Thatsache beriicksichtigend habe ich fol-
genden Versuch gemacht: — Mehreren Froschen wurde in die
Vene aunf dem Bauche eine mit Methylenblau gefirbte Megathe-
riumoultur in physiologischer Losung, ungefdhr 0,1 g, eingespritat.
Unter die Riickenhaut wurde ferner ein sterilisirter Schwamm
ohne jegliche Cultur eingefiihrt. Nach 24 Stunden entnahm ich
den Frioschen Blut und fertigte frische Priparate an. Unter dem
Mikroskope konnte man Leukocyten mit aufgenommenen blau
gefirbten Kirnern (in einzelnen auch Stibchen) wahrnehmen;
freie Bakterien gelang es nicht in diesen Priparaten zu sehen.
Der am anderen Tage entnommene Schwamm war mit einem
gallertigen Exsudat bedeckt. Die aus demselben ausgepresste
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Fliissigkeit zeigte in frischen Priiparaten eine grosse Menge von
Leukocyten, von denen einige mit blau gefirbten Kérnern und
Stibchen angefiillt waren. Aus diesen Experimenten ist zu
folgern, dass die Bakterien, in die Blutbahn eingespritzt, von
Leukocyten aufgenommen werden, welche nach der Aufpahme in
die Lymphhéhlungen, welche entziindungserregenden Reizen unter-
worfen worden waren, emigriren konnten, was auf eine volle
Analogie mit den Versuchen, in denen Farbstoffe in die Blut-
bahn eingefiihrt wurden, hinweist.

Indem wir die Aufgabe stellten, die Aufnahme der Bakte-
rien durch Leukocyten bei verschiedenen Thieren zu untersuchen,
und wir den Methoden, welche schon friher in dieser Richtung
vorgeschlagen waren, folgten, waren die von uns erhaltenen
Resultate (in der ersten Serie unserer Versuche) gleichlautend
mit den Beobachtungen vieler Forscher. Zweifellos erscheint uns
die Thatsache, dass die Leukocyten gewisser Thiere die Milz-
brandbacillen (ein Mikroorganismus, welcher uns als Hauptobject
unserer Arbeit diente) und andere Bakterien aufnehmen. Allein
diese Aufnahme tritt nicht in gleichem Maasse bei allen Thieren
zu Tage. Bei Méusen, Meerschweinchen und Kaninchen haben
wir eine Aufuahme der Milzbrandstdbchen nicht beobachtet. Bei
Froschen und besonders bei Tritonen wird die Aufnahme der
Bakterien sehr oft und in sehr prdgnanter Weise, besonders bei
den letzteren, beobachtet. Bei Hunden (Thieren, welche gegen
Milzbrand immugn sind) findet die Aufnahme viel seltener statt
und auch in geringerem Maasse, als bei Kaltbliitern. Bei Hiih-
nern und Tauben dagegen — auch gegen Milzbrand immunen
Thiere — wurden Bakterien innerhalb von Leukocyten &usserst
selten, fast kann man sagen, nur zufillig angetroffen. Alle solche
Resultate erhielten wir bei gleicher Anordnung der Versuche, bei
gleicher Behandlung der Préparate, unter Beobachtung aller daza
nothigen Vorsichtsmaassregeln. — Andererseits sahen wir (in der
ersten Serie unserer Versuche), was schon von den friiheren
Forschern beobachtet worden war, dass die Bakterien in empféing-
lichen Thieren sich vermehren und den Organismus (Miuse,
Meerschweinchen, Kaninchen) tddten, in immunen Thieren aber
nach kiirzerer oder lingerer Zeit zerfallen und die Formen an-
nehmen, welche man als Degenerationsformen beschreibt. Indem
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wir das verschiedene Aussehen der degenerirten Bakterien und ihr
Verhalten gegeniiber den Leukocyten studirten, konnten wir in
keinem Falle auf Grund unserer fixirten Priparate sagen, wie es
Metschnikoff und andere thun, dass diese Formen ausnahms-
los nur unter dem Einfluss der Leukocyten entstanden seien. Die-
selben fanden sich sowohl innerhalb von Leukocyten, als auch
ansserhalb derselben. Jedenfalls kann man bei diesen Unter-
suchungsmethoden, worauf wir schon frilher hinwiesen, keines-
falls beweisen, dass die einzelnen Formen der verdnderten Bak-
terien in einem gewissen genetischen Zusammenhange unter ein-
ander stehen, und dass die Gradation der Verinderungen, wie
sie Metschnikoff beschreibt, in Wirklichkeit existirt, Wir
miissen hier auch der kiinstlichen Behandlung einen gewissen
Einfluss zuschreiben und vielleicht auch der Einwirkung der
Reagentien auf die Leukocyten und Bakterien der verschiedenen
Thiere. Tndem wir diese Moglichkeit zulassen, werden uns die
entgegengesetzten Resultate und auch die Erklarung der beob-
achteten Erscheinungen verstdndlich, deshalb ist auch die Frage
nach den Verinderungen der von den Leukoeyten aufgenomme-
nen Bakterien bis jetzt ungelést geblieben. Die verschiedenen
Vermuthungen und die ihrer Idee nach glinzende Theorie von
Metschnikoff kinpen keine genauen Erkldrungen fiir all die
beobachteten Thatsachen geben und geniigen nicht einer streng
wissenschaftlichen Anforderung. Todte Objecte, auf Grund wel-
cher grosstentheils die verschiedenen Hypothesen aufgebaut wur-
den, haben in dieser Bezishung nur einen anatomischen Charak-
ter und kdnnen kaum eine klare Vorstellung der physiologischen
Prozesse geben, Deshalb scheint uns unser Streben, die Er-
scheinungen in lebenden Objecten zu beobachten, am meisten
zweckentsprechend zu sein. Die Methode, welche wir in diesem
Falle befolgten, indem wir gefirbte Bakterien in lebenden Leu-
kocyten bei Kaltbliitern beobachteten, gab uns bestimmtere Vor-
stellangen, als die fixirten Préparate.

Die Thatsachen, die wir bei der Beobachtung gefirbter
Bakterien erhalten haben, zeigten uns, dass letztere bei der
Tirbung im lebenden Zustande ihre Lebenseigenschaften nicht
verlieren. In den Organismus der Thiere eingefiihrt, zogen
solche Bakterien die Leukocyten an und wurden von denselben
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in grosserer oder geringerer Anzahl aufgenommen. Bei der
Beobachtung der gefirbten Bakterien innerhalb der Leukocyten
konnten wir uns iiberzeugen, dass die Formen derselben, welche
von frilheren Forschern (Metschnikoff) als verinderte (die
Bakterien wurden dicker oder diinner, ihre Contouren unregel-
méssig) angesehen sind, abhingig sein konnten von einer be-
stimmten Lage derselben im Protoplasma, und diese erzeugten,
fixirt in gefirbten Priparaten, bei verschiedener Lage derselben
in Folge der optischen Erscheinungen die Vorstellung, als ob Ver-
dnderungen stattgefunden hitten. Unsere Experimente zeigen,
dass gefirbte Bakterien im Protoplasma der Leukocyten sich ent-
farben und in kleine Kdrnchen zerfallen. Der Farbstoff geht aus
den Stibchen in das Protoplasma in Form besonderer Bildungen,
gefarbter Kiigelchen, tiber, welche sich ebenfalls entfirben. Die-
ser Prozess verlduft innerhalb vieler Stunden. In todten Leuko-
cyten entfirben sich, wie wir gesehen, die Stibchen ebenfalls;
aber dies geschieht etwas anders: entweder zerfillt der Leukocyt
hier sammt den Stibchen in eine kirnige Masse, oder das Stab-
chen wichst nach dem Zerfallen des Leukocyten aus demselben
heraus. Der Entfarbungsprozess der Stéibchen in Leukocyten geht
bei Thieren im Frihling schneller vor sich, als im Herbst und
Winter, in welcher Jahreszeit er um vieles langsamer ver-
lauft. In den Prdparaten waren solche Stibchenformen vertre-
ten, welche in verschiedenem Maasse die Firbung zeigten bis
zum vollstindigen Zerfallen derselben in kleine Kornchen, diese
Bakterienformen wurden ausserhalb von Leukocyten beobachtet.
Die ausserhalb der Leukocyten liegenden Bakterien zerfielen lang-
samer, als die innerhalb derselben. Dieses sind eigentlich die
Hauptthatsachen, welche uns bei Kaltbliitern zu beobachten ge-
lang. Bei Warmbliitern konnten wir den Prozess des Zerfallens
der Bakterien nicht unmittelbar, wie bei Frischen, verfolgen,
wir constatirten aber, dass dieses Zerfallen im Organismus der
Hunde ohne jegliche Aufnahme von Seiten der Leukacyten statt-
finden kann, — diese Beobachtung steht im Gegensatz zur Lehre
von Metschunikoff. Bei Kaninchen sahen wir ebenfalls einen
Conflux der Leukocyten und die mikroskopischen Bilder waren
sehr dhnlich denen von Hunden, dennoch gingen die Kaninchen
am Milzbrand zu Grunde, die Hunde dagegen blieben am Leben.
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Ersichtlich spielen also die Eigenschaften der Sifte der Thiere
eine wichtige Rolle beim Zugrundegehen der Bakterien. Dies
zeigten uns die Infectionsversuche mit der Milzbrandeultur in die
Venen empfinglicher und unempfinglicher Thiere.

Die meisten Beobachtungen iiber den Einfluss des Blutes und
des Blutserums auf Bakterien weisen darauf hin, dass die che-
mischen Eigenschaften dieser Fliissigkeiten bei der Frklirung der
Immunitit eine gewisse Bedeutung haben miissen. Das Blut
verschiedener Thiere verhdlt sich im chemischen Sinne nicht
gleich zu den verschiedenen Bakterien; im Blute gewisser Thiere
entwickelt sich der Milzbrandbacillus schlecht oder gar nicht,
dagegen entwickeln sich andere Mikroorganismen. Andererseits
gedeiht dieselbe Milzbrandcultur im Blate anderer Thiere, in
welchen dagegen andere Mikroorganismen keine Entwickelung
zeigen. Folglich verlangen die in den Organismus eingefiihrten
- Bakterien zu allererst bestimmte Nahrstoffe, ohne welche sie
nicht gedeihen kénnen. Wir haben gesehen, dass der Milz-
brand in den Organismus unempfiinglicher Thiere eingefiihrt, wie
vorauszusehen ist, wenig Nahrstoffe findet; er bleibt daselbst eine
Zeit lang leben, nach einem Aufenthalte daselbst von 3—5 Ta-
gen lisst er sich noch auf Nihrmedien iibertragen, zeigt sogar
arthrospore Spaltung (diese Theilung trdgt aber einen anderen
Charakter, als bei empfinglichen Thieren) und fibrt zum Zer-
fall im Organismus. Aber wenn die Bakterien kejnen fiir sie
gentigenden Nahrstoff in den Séften des Organismus finden, so
haben auch die von ihnen producirten giftigen Stoffe nicht die
Kraft, welche es bei besseren Erndhrungsbedingungen besitzen.
Wenn wir die Milzbrandcultur aus dem Organismuos, wo sie
4—5 Tage (bei Froschen) gewesen, entnehmen, sehen wir, dass
sie ihre Giftigkeit verloren hat und auf weisse Méuse local nicht
wirkt. Obgleich sie sich, auf Niihrmedien ibertragen, vermehrt,
so giebt sie eine Nachkommenschaft von Kriippelformen (Invo-
lutionsformen).

Welche Rolle aber spielen die Leukocyten beim Untergange
der Bakterien? Unsere Beobachtungen constatiren, dass von
den Leukocyten aufgenommene Bakterien in denselben zerfallen,
und dass dieser Zerfallprozess der Bakterien in kleine Kérnchen
denselben Charakter trigt, wie der an ausserhalb der Leukocyten
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liegenden Bakterien. In den Leukocyten der Frosche zerfallen
sie, wie wir gesehen, in 20—30 Stunden, im Friihling schneller,
als im Herbst und Winter; ausserdem kommen die frei liegenden
Milzbrandfiden bei Fréschen und Hunden erst am dritten Tage
zum Zerfall. Aus diesen Thatsachen ist ersichtlich, dass die von
den Leukocyten verschluckten Bakterien schuneller zum Zerfall
kommen, als die ausserhalb derselben liegenden. Weshalb das
geschieht, dariiber haben unsere Experimente genauere Nach-
weise nicht geliefert. Dieses hingt vielleicht davon ab, dass die
Leukocyten an und fiir sich (im chemischen Sinne genommen)
ein das Absterben und Zerfallen der Bakterien begiinstigendes
Medium darstellen, oder dass sie ausserdem die wesentlichen Be-
standtheile den Bakterien activ entziehen und dadurch ein schnel-
leres Zerfallen derselben bewirken. Auf Grund unserer Experi-
mente konnen wir dies nicht behaupten. Wir haben gesehen,
dass der Uebergang des Farbstoffes aus den gefirbten Bakterien
in das Protoplasma der Leukocyten in Form besonderer Bildun-
gen (gefirbter Kiigelchen) stattfindet; ob dabei aber auch die
Bakterien selbst bildenden Bestandtheile denselben entzogen
werden, oder ob dies derselbe Prozess ist, welchen Metschni-
koff als ,intracellulire Verdauung® bezeichnet, dariiber kénnen
wir vorliufig bei volliger Unkenntniss der histochemischen Pro-
zesse nicht einmal eine Vermuthung aussprechen. Jedenfalls
spielen die Leukocyten beim Zerfall der Bakterien im Organis-
mus der Thiere eine activere Rolle, als die Sifte, denen einige
Forscher den Haupteinfluss in dieser Beziehung zuschreiben
(Baumgarten u. A.). Diese Eigenschaft der Leukocyten ist neu
und hat eine wichtige Bedeutung bei Erklirung der Befreiung
des Organismus von eingewanderten Mikroben.

Was die letzte von uns gestellte Frage anbetrifft, nehmlich
welche Bedeutung die Leukocyten bei der Erklirung der Immu-
nitit gegen pathogene Bakterien haben, so geben unsere Experi-
mente dariiber positive Resultate. Aus unseren Untersuchungen
geht klar hervor, dass hier die Eigenschaften der Sifte des
Organismus eine Hauptrolle spielen. Der Organismus der fiir
den Milzbrand unempfindlichen Thiere bietet ersichtlich zu aller-
erst ein ungiinstiges Nihrmedium in demselben Sinne, wie auch
unsere kiinstlichen Nihrboden fiir viele Bakterien. Gelangen
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nun die Bakterien auf einen fiir sie ungiinstigen Nihrboden, so
gehen sie zu Grunde, und ihre Aufnahme von Seiten der Leu-
kocyten bildet fiir ihren Untergang im Organismus keine unbe-
dingte Nothwendigkeit, wie es Metschoikoff glanbt. Anderer-
seits sehen wir, dass die Bakterien, wenn sie in den Organismus
empfinglicher Thiere gelangen, wachsen und sich entwickeln,
trotz der Anwesenheit von Leukocyten (Kaninchen).

Indem wir hier die Mittheilung unserer Beobachtungen
schliessen, halten wir es fiir nothwendig kurz die Frage zu be-
riihren, wie weit Metschnikoff in seinen Schliissen Recht hatte,
indem er eine so grosse Bedeutung den Leukocyten zuschrieb:
»sie sollen die Bakterien verschlingen, den Organismus gegen
das Findringen der Bakterien schiitzen, und ferner soll auch
von ihnen die Empfinglichkeit oder die Unempfinglichkeit des
Organismus fiir die Infection abhidngen. Wir wiesen schon
friiher darauf hin, dass von der Thatsache der Fahigkeit der
Leukocyten, Bakterien aufzunehmen, man nicht das Recht hat,
wie dies Metschnikoff und nach ihm viele andere thun, auof
eine Verdauong der Bakterien in den Leukocyten zu schliessen.
Die Angaben von Metschnikoff, dass in den Leukocyten zer-
fallene Bakterien sich vorfinden, und dass sie in Folge der
Verdauung im Protoplasma der Leukocyten entstanden sind, kon-
nen ebenfalls nicht als logisch angesehen werden: erstens hat
Metschnikoff das nicht durch directe Beobachtung bewiesen;
zweitens zeigten unsere Experimente klar, dass Bakterien auch
ausserhalb der Leukocyten zerfallen; drittens endlich ist der
Prozess des Zerfallens sowohl ausserhalb, als auch innerhalb
der Leukocyten ganz gleich. Deshalb erscheint es uns seltsam,
dass Metschnikoff diesen Zerfallprozess der Bakterien in den
Leukocyten eine intracellulire Verdauung nennt, — es ist dies
ein ungenauer Ausdruck. Die Thatsachen, die wir bei unmittel-
barer Beobachtung der Bakterien in lebenden Leukocyten er-
hielten, erlauben uns in einem Falle vom Zerfall der Bakte-
rien im Sinne Metschnikoff’s zu sprechen, also von irgend
einer Verdauung, und noch weniger kann man den Zerfall der
Bakterien in den Leukocyten mit der Magenverdauung, mit Bil-
dung eines sauren Fermentes, identificiren. Der rothe Schimmer
der blauen, in den Leukocyten eingeschlossenen Lakmusstiick-
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chen, den Metschnikoff als Beweis fiir die Bildung dieses
sauren Ferments hilt, existirt, wie es unsere Experimente zei-
gen, de facto nicht und ist eine optische Erscheinung.

Wir haben schon 6fters darauf hingewiesen, dass eine kiinst-
liche Behandlung, von der auch Metschnikoff spricht, in be-
deutendem Maasse sowoh] die Leukocyten als auch die Bakte-
rien veriindert; es kdnnen sogar kiinstliche Bilder erhalten wer-
den, und doch griindet Metschnikoff unter anderen seine
Schliisse anf Objecte, die er mit solchen Methoden, welche noch
lange nicht einwandsfrei sind, erhalten hat. Wir werden es
gleich sehen. Aus der Metschnikoff’schen Theorie folgt, dass
der Organismus, wenn er nach einer Bakterienkrankheit gesund
wird, das dem Umstande verdankt, dass seine Leukocyten die
Bakterien aufnahmen und sie zu Grunde richteten. Ausserdem ist
experimentell constatirt, dass Bakterien oder Farbstoffe, in’s Blut
der Thiere eingefiihrt, von Leukocyten aufgenommen werden (dies
ist eine zweifellose Thatsache). Und doch werden die Spirillen,
wie aus den Arbeiten von Metschnikoff iiber Febris recurrens
hervorgeht, im Blut der Affen von den Leukocyten nicht aufgenom-
men. Weshalb? Weil in den Préiparaten, die Metschnikoff
aus einem Bluttropfen, welchen er dem Finger entnahm, die Spi-
rillen ausserhalb der Leukocyten lagen. Wir haben schon bei
unseren Versuchen an Warmbliitern darauf hingewiesen, dass die
Leukocyten derselben, dem Organismus entnommen, schnell ihre
Lebenseigenschaften verlieren, und deshalb auf Grund solcher
Priparate auch keine Schlussfolgerungen zu ziehen sind iiber das
Verhiltniss der Bakterien zu den Leukocyten. Bei Febris recur-
rens, einer Krankheit, welche fast immer in Genesung iibergeht,
miissten Spirillen nach der Theorie von Metschnikoff in
den Leukocyten sich vorfinden, und vielleicht waren sie auch
da, was ganz natiirlich wire und sich eigentlich auch aus den
Eigenschaften der Leukocyten ergeben miisste, und-doch erlaubt
sich Metschnikoff nach einem aus dem Blute gewonnenen Pri-
parate, in welchem das Verhiltniss der Spirillen zu den Leuko-
cyten unzweifelhaft gestort ist, auf eine Unfihigkeit der Leuko-
cyten, die Spirillen aufzunehmen, zu schliessen. — Wir fiihren
dieses DBeispiel an, um deutlich zu zeigen, wie ungenau die
Schlussfolgerungen von Metschnikoff sind.

29*
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Aus seiner Theorie geht hervor, dass die Leukocyten die
Beschiitzer des Organismus gegen die Bakterien darstellen. Aus
unseren Versuchen jedoch ersehen wir dies nicht. Das Erschei-
nen von Leukocyten an der Infectionsstelle erfolgt erst nach Ver-
lauf einiger Zeit (4—b Stunden), und zwar langsam. Ausser-
dem ist aus friilheren Beobachtungen genau bekannt, dass zur
Infection einer Maus oder eines Kaninchens eine minimale An-
zahl von Milzbrandbacillen geniigt, um lethal zu wirken. Wenn
die Leukocyten nun eine Schutzvorrichtungsrolle spielten und
der Ausgang von ihnen abhéingig wire, so konnten sie leicht
eine so minimale Zahl giftiger Bakterien vernichten. Unsere
Experimente an Kaninchen ergeben jedoch, dass die Milzbrand-
bakterien trotz des grossen Confluxes von Leukocyten (fast
ebenso viel, wie bei Hunden) sich entwickeln und diese Thiere
todten. Die Leukocyten kopnen, wie' unsere Beobachtungen
zeigen, bei dem Untergange der Bakterien behiilflich sein, ihn
fordern, aber andererseits konnen sie Bakterien in andere Or-
gane ibertragen und eine Allgemeininfection zu Wege bringen;
dieses bestitigen gleichfalls die Untersuchungen von Anhingern
der Metschnikoff’schen Theorie.

Wir sehen also, dass die Leukocyten den Organismus gegen
eine Bakterieninfection nicht schiitzen konnen, und dass die Rolle,
die sie als Beschiitzer des Organismus spielen sollen, des that-
sichlichen Beweises entbehrt.

Nachdem wir zu solchen Resultaten in Bezug auf die Rolle
der Leukocyten im Organismus der Thiere gekommen sind,
konnen wir die These von Metschnikoff, dass die Sifte
des Organismus bei der Erklirung der Immunitét keine Bedeu-
tung haben, sondern nur die Phagocyten das Wesentliche sind,
nicht fir richtig anerkennen. Unsere Experimente beweisen di-
rect, dass der thierische Organismus giinstige oder ungiinstige
Bedingungen - fiir die Entwickelung der Bakterien darbietet, —
unabhingig, abgesehen von dem Finfluss der Leukocyten. Sind
die Bedingungen im Organismus giinstig, so werden die Bakte-
rien wachsen und das Thier todten, trotz der Anwesenheit von
‘Leukocyten (bei Kabinchen); sind sie ungilinstiz (Hunde), fallen
sie dem Zerfallen anheim, und ihren Untergang werden ebenfalls
die Leukocyten fordern.



451

In der Absicht, in unseren Schliissen objectiv zu sein, wol-
len wir uns nicht in nihere (weitere) Brrterungen iiber die Rolle
der Leukocyten im Organismus gegentiber den Bakterien ein-
lassen, noch weniger irgend welche Vermuthungen aussprechen.
Wir besitzen zu wenig Thatsachen, um weit gehende Schliisse
zu ziehen; deshalb beschrinken wir uns einzig auf das, was di-
rect aus unserer Arbeit hervorgeht.

1. Die Aufnahme der Bakterien durch Leukocyten ist eine
unzweifelhafte Thatsache.

2. Die bis jetzt angewandten Untersuchungsmethoden zum
Zweck des Erkennens der Verdnderungen der Bakterien, welche
von den Leukocyten aufgenommen sind, kdnnen keine genauen,
streng wissenschaftlichen Resultate ergeben.

3. Beobachtungen an lebenden Objecten haben unzweifel-
haft den Vorzug.

4. Die im lebenden Zustand mit Methylenblau gefirbten
Bakterien verlieren nicht ihre vitalen Eigenschaften und sind zur
weiteren Entwickelung fihig.

5. Gefirbte, in den Organismus der Kaltbliiter eingefiihrte
Bakterien entfirben sich und zerfallen innerhalb der Leukocyten
in ganz kleine Kérnchen.

6. Ein eben solcher Zerfallprozess kann sowohl bei Kalt-
bliitern, als auch besonders bei Warmblitern bei den ausser-
halb der Leukocyten liegenden Bakterien stattfinden.

7. Das Zerfallen der Bakterien im Organismus geschieht in
den Leukocyten schneller, als ausserhalb derselben.

8. Bei der Erklirung der Immunitit spielt der Chemismus
(der Zellen und Sifte) die Hauptrolle, und der Organismus stellt,
abgesehen von allen anderen Bedingungen, zu allererst ein fiir
die Entwickelung der Bakterien giinstiges oder ungiinstiges Me-
dium dar.

Erklarung der Abbildungen.
Tafel VIII.

Fig. 1—4. Dasselbe Stibchen wahrend 38 Minuten; es verindert seine Lage
und Gestalt und nimmt wieder sein friiheres Aussehen an.
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5-—6. Dieselben Stibchen in verschiedenen Bogen. Fig. 6 zeigt
das Blasserwerden der Stibchen und die Bildung ven farbigen
Eiigelehen.

7--21. Das allméhliche Farbloswerden .und Zerfallen eines Stibchens
des Bacillus Megatherium im Verlaufe von 20 Stunden. Das Stabchen
wird blasser, das Kiigelchen grésser, nimmt immer mehr eine inten-
sive Farbe an und entfarbt sich nachher wieder.

17—21 zeigen kleine Kornchen als Residuen zerfallener Bakterien.

22—24, Entfirbung der Bakterien in todten Leukocyten,

25—27. Einige Milzbrandbacillen, verschieden gefirbt in Leukocyten
liegend. TFig. 26 derselbe Leukocyt nack 20 Stunden; Fig. 27 naech
47 Stunden.

28 u. 29. Das Herauswachsen eines Milzbrandstiabchens aus einem todten
Leukoeyten.

30. Den Zerfall der ausserhalb der Leukocyten liegenden Milzbrand-
stabchen in kleine Kdrnchen beim Hunde.

31. Verschieden gefirbte, im Stadium des Zerfalls befindliche Stibchen
ausserhalb der Leukocyten beim Frosch,

Durch ein Versehen des Lithographen hat sich in die Reihenfolge der

Abbildungen ein Fehler eingeschlichen. Auf No.11 folgt No.13, damn
No. 15, 12, 14 und 16. Weiterhin ist die Reihenfolge richtig.



