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~ b e r  F i l t r a t i o n  d e s  Y a c c i n e v i r u s .  

Von 

Dr. A. Negri ,  
hssistenten und Privatdozenten. 

Bereits im jiingstvergangenen ffahre habe ich - -  zuerst in einer 
Mitteilung 1 und sp~ter in der Versammlung der italienischen Gesellschaft 

f f i r  Pathologie s -- darauf hingewiesen, dat~ die Tierlymphe, zweckm~13ig 
dutch manohe porSse Kerzen filtrier~, welohe die Eigenschaft besitzen, 
die gewShnlichen Bakterienformen zurfickzuhalten, imstande ist, auf der 
Kornea des Kaninohens alas Auftreten der eigentfimlichen endozellul~ren 
Guarnier ischen Formen und auf der Kuhhaut die typische Pooken- 
bildung zu bedingen. Obwohl nun die Zahl meiner damaligen Versuohe eine 
sp~rliche gewesen, so hielt ich reich doch schon damals ffir bereohtigt, die 
Behauptung aufzustellen, dab das Vaccinevirus- wenigstens in manchen 
Stadien seiner Entwicklung - -  filtrierbar sei. 

Dafl dieser Krankheitserreger die F~higkeit besitzt, dutch Kerzen 
hindurchzuschlfipfen, welche sonst die gewShnlichen Bakterienformen 
zurfickhalten, ist wohl zwar vor Erscheinen meiner Mitteilung auch 
yon anderen Forschern betont worden. Es sei mir abet die Bemerkung 

1 A. l~egri~ Esperienze sulla fil~razione del virus vaccinico. Nora prima. 
Gazzetta ,~edica Italiana. B0 matzo 1905. Anno Lu 1~o. 13. 

2 D e r s e l b e ,  Sulla filtrazione del virus vaccinico. Resoconto del terzo Con- 
gresso della Soeiet~ Italiana di Patologia. Seduta del giorno 29 aprile 1905. •o 
Speriraentale. 1905. Anno LIX. Fasc. V . -  Centralbla~t f~r ~aleterlologie. Abt. I. 
Referate. 1905. Bd. XXXVI. Nr. 24/25. 
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gestattet, dal3 keiner der Autoren, die mir vorangegangen, dazu gelangt 
war, mit filtrierter Tierlymphe das Auftreten der Cytorhyetes auf der 
Kaninchenkornea bzw. die typisohe Pustel auf der Haut empf~nglicher 
Tiere hervorzurufen, blur Siegel ~ hatte, einige Zeit bevor ich racine 
Untersuchungen verSffentlicht, die ]tfitteihng gemacht, er h~tte bei einem 
yon drei Kaninchen, deren Kornea er mit Organsaft und Blut (beides 
dutch Chamber l ands  K e r z e -  was ffir eine ist nicht a n g e g e b e n -  
unter einem Druck yon mehreren Atmosph~ren filtriert) geimpft hatte, die 
Guarnier ische  Reaktion erzielt. 

Diese Mitteilung Siegels ist allerdings recht interessant; zieht man 
aber die Untersuchungsergebnisso yon v. Wasielewski2,  Prowazek  s, 
J f i rgens  ~, Haa l and  5, Ricciol i  e, Mfihlens und H a r t m a n n  ~ usw., in 
Betracht, - -  denen ich meinerseits noch eine zahlreiche Reihe davon hin- 
zuffigen kSnnte - -  welche siimtlich den l~achweis liefern, daI~ mit dem 
Organsaft bzw. dem Blur auf die Kornea geimpfter Kaninchen alas Auf- 
treten der Cytorhyctes auf der Kaninchenhornhaut in der Regel nicht 
erzielt wird, sowie den Umstand, dab nur ein einziges,  an e inem 
e inz igen  Tiere gewonnenes Resultat bier vorliegt, so bin ich der Ansicht, 
man sei wohl mehr als berechtigt, dem Versuche Siegels,  als einem Beweis 
ffir die Filtrierbarkeit des Vaceinevirus, nicht sofort einen absoluten Weft 
zuzuerkenn en. 

Allein, will man auch yon diesen Betrachtungen absehen, so hindert 
uns noch ein anderes Moment daran, das Siegelsche Experiment als voll- 
kommen beweiskraftig gelten zu lassen. 

Guarn ie r i s  Befund auf der Kaninchenhornhaut hat eine grol3e 
Bedeutung, auch mit Rficksicht auf dessen Spezifizitiit, welch letztere durch 
die Untersuchungen fiber Filtration eine neue kriiftige Sttitze erhalten 

i ft. S i e g e l ,  Untersuehungen iiber die Atiolegie der Pocken und der Maul- und 
Klauenseuehe. Abhandl. d. k~nr preufl. .dkademie d. ~issensehaften. 1. Jan. 1905. 

Th. v. W a s i e l e w s k i ,  Uber die Technik des G u a r n i e r i s e h e n  Imt)fexperi- 
mentes usw. Mi~nehener reed. }Voehen~ehrift. 1905. Nr. 25. 

a P r o w a z e k ,  Untersuchungen fiber das Wesen des Vaccineerregers. Deutsche 
reed. lVoehensehrift. 1905. ~'r. 19. 

4 f f i i rgens ,  Die iitiologisehe Bedeutung der Poekendiagnose..Ebenda. 1904. 
Nr. 45. 

5 H a a l a n d ,  Uber Lungenver~nderungen nach intrapulmonaler Injektion yon 
Vaecinelymphe usw. Med. ~linik. 1905. - -  Zitier~ yon ~If ih lens  u. H a r t m a u m  

6 R i e e i o l i ,  Interne ai reperti del Dr. ffohn S i e g e l  sul cielo dei corpi di 
Guarnieri. _~. Aeeademia dei JSineel. Rendiconti. Classe di scienze fisiche, mate- 
matiehe e naturali. 1905. Vol. XIV. Fasc. 12. 

7 M f i h l e n s  und H a r ~ m a n n ,  Zur Kenntnis des Vaecineerregers. Cen~ralbla[t 
fi~r J~ak~eriologie. Originale. 1906. Bd. XLI. 
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]]at. Nichtsdestoweniger kann man bei dem jetzigen Stande der Frage 
alle jene Diskussionen doeh nicht unberiicksicht lassen, zu denen diese 
Entdeokung, die yon einer - -  wenn auoh sp~irlichen - -  Anzahl Autoren 
sogar als durchaus nioht eharakteristiseh ffir Yaceineinfektion angesehen 
worden, AnlaB gegeben hat. 

Die Tatsache aber~ da~ man nut mit filtriertem Organsaft die Cytor- 
llyotes auf dem Hornhautepithel zur Erscheinung gebracht hat, verleiht 
meinem Dafiirhalten nach der Annahme der Filtrierbarkeit des Pocken- 
erregers eine grot3e Wahrsoheinlichkeit, allein sie ist ffir sieh nioht hin- 
reiohend, einen unumstSl31ichen Beweis dafiir zu liefern. 

Um einen solehen zu erbringen, war es nStig, mit dem Filtrat nicht 
nut die typisohe Hornhautreaktion, sondern auch die typische Hornhaut- 
l~sion, d.i .  die Pustel hervorzurufen; beides babe ieh bereits voriges Jahr 
bei meinen Untersuohungen erzielt, die ich in diesen letzten t~Ionaten 
noch vermehrt und erweitert habe. 

Ich halte es nieht fiir unnfitZ, fiber alle diese Beobachtungen nun 
~vieder Bericht zu erstatten und hierbei insbesondere die Art und Weise 
des yon mir bei der Filtration angewandten Verfahrens darzulegen; meiner 
Ansieht nach spielt dieselbe eine hochwichtige Rolle, denn wolff mSglich 
~st es, dab die zahlreichen Mil3erfolge, die yon den verschiedenen Autoren, 
die sich mit der Saehe befaBt haben, berichtet werden, in irgend einer 
teohnischen Unvollkommenheit ihren Grund haben. 

Ieh verziehte darauf, die zahlreichen Versuehe mitzuteilen, die, im 
September 1904 eingeleitet, reich stufenweise zu dem zuletzt ange- 
~andten Yerfahren geffihrt haben. Die ersten - -  sehr zahlreiehen 
Yersuche fielen negativ aus. 

Trotz der sorgf~ltigsten, dutch eine mSglichst lange Zeit durchge- 
.fflhrten Yerreibung war es mir niemals gelungen, mit durch Wasser bzw. 
,physiologisehe KoehsalzlSsung verdfinnte Kuhlymphe I wirksame, d .h .  
solche Filtrate zu erhalten, die imstande gewesen w~ren, auf der Kaninchen- 
hornhaut die typische Reaktion Guarn ie r i s  und auf der Haut empf~ng- 
licher Tiere die Pustel hervorzurufen und dies, so oft ich die Filtration 
unmittelbar oder dooh wenigstens lmrze Zeit nach Entnahme der Kuh- 
lymphe vornahm. Jetzt aber,  da die Technik eine sehon ausgebfldete 
und die F~higkeit des Vaccinevirus, die Filtrierkerzen zu passieren, eine 
erwiesene Tatsache ist, kann ieh die MSglichkeit nieht ohne weiteres yon 

1 Zu meinen Untersuchungen babe ich reich der im ,,Istituto Vaccinogeno 
Provinciale" zu Pavia gesammelten Lymphe bedient. Das Institut, dessert technische 
Lei~ung Prof. Golgi bereits seit Jahren mir anvertraut hat, ist mit jenem fiir all- 
.gomeine Pathologie tier K. Universit~t Pavia verbunden. 
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der Hand weisen, dab auoh kurz naoh Gewinnung der Lymphe positive 
Resultate zu erzielen sind; allein wie es meine Untersuchungen dartun, 
muB eine solche MSgliohkei~ eine wohl sehr beschr~nkte sein. 

Mit Rficksicht auf die genannten MiBerfolge und im Zweifel darfiber~ 
ob denn die Kuhlymphe auch den zur Befreiung des Infektionserregers 
yon den Geweben efforderlichen Grad yon Zeffall erreicht h~tte, beschloB 
ich den Versuch an durch l~ngere Zeit unter Wasser aufbewahrtem 
Material zu wiederholen, dies im Hinblick darauf, da~ frfihere zu einem 
ganz anderen Zwecke angestellte Untersuohungen mir gezeigt hatten, 
da~ die unter Wasser bei Eisschranktemperatur gehaltene, gegen die Ein- 
wirkung yon Licht und Luft geschfitzte Kuhlymphe ihre Wirksamkeit: 
noch dutch eine lange Reihe yon Tagen beibeh~lt. 

Dutch Verwertung dieser Fiihigkeit ist es mir gelungen, die bereits: 
mitgeteilten und nachstehend nun wieder besprochenen Resultate zu erzielen. 

Das Verfahren, das ich - -  mit geringen Abweichungen bei dem e i n e n  

oder bei dem anderen Fall - -  bei der Filtrierung angewandt und auch 
jedem, der Kontrollversuohe anstellen mSohte, anrate, ist nun folgendes: 

Die dem betreffenden Tiere frisch entnommone Lymphe wird mit 
1 0  his 12 Gewiehtsteilen sterilis, dest. Wasser versetzt, sodann in einer 
Porzellanschale grob verrieben, darauf in sterilisierte luftdicht verschlossene 
Gef~Be gebracht und hierin einige Tage hindurch im Dunkeln im Eis- 
schrank aufbewahrt. 

Nach dieser ersten Zeitperiode wird sie abermals, und zwar sorgf~ltig 
verrieben. Dutch Einwirkung des Wassers wird das Material zum Auf- 
quellen gebraoht und dessen Zerfall leioht und vollst~indig erzielt. Als 
am zweckm~l]igsten hat sioh hierzu die Ckokorsehe Lymphmiihle er- 
wiesen, die ich eine bis mehrere Stunden lang in Betrieb gelassen habe. 

Man bekommt dadurch eine Emulsion, die das bei Bereitung der 
Tierlymphe verwendete feine Metallnetz nahezu vollst~ndig passiert; nur 
wenige kleine Gewebsfetzen werden hierbei noch zurfiokgehalten. 

l~achdem die Emulsion dureh das 1%tz gebracht worden - -  eine 
~Ianipulation, die abet nicht gerade notwendig ist - -  wird dieselbe wieder. 
in den Eisschrank gestellt. 

W~hrend dieser zweiten Zeitperiode bin ieh stets darauf bedacht 
gewesen, tagt~glioh die Gemenge 15 his 20 Minuten hindurch kr~ftig 
aufzuriihren. 

Sind 2 bis 3 Woehen nach der Entnahme verstriohen, so wird dutch 
Saugen die Fli]ssigkeit dureh dioht gedr~ngte Sohichten yon sterilisierter 
Baumwolle filtriert. Zu diesem Behufe babe ich reich der Wasserstrahl- 
pumpe unseres Institutes bedient, die eine nahezu eine Atmosphere be- 
tragende Depression erzeugt. Beim Passieren dutch die Baumwolle wird 
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die Emulsion yon allen noeh darin sohwebenden festen Teilchen befreit, 
die sonst die Poren der Kerze rasch verst0Pfen und so den Durchgang 
des fl~sigen Teiles fast g~nzlioh verhindern w~rden. Darum mug die 
Fil~erung durch die Banmwolle eine ~uBerst sorgl~ltige sein und  mehr- 
reals wiederholt werden. 

~lan erh~lt auf .diese Weise eine milchartige, homogen aussehende 
Flfissigkeit, die noohmals durch Papier filtriert wird. Ist die Filtrierung 
dutch die Baumwolle gehSrig ausgeffihrt worden, so geht die Fl~ssigkeit 
vollst~ndig und verh~ltnism~Big leicht duroh das Papier hindurch. 

Schlieglich wird die Flassigkeit dureh die Kerze hindurch getrieben. 
W~hrend ich nun bei den ersten Versuehen Druoke yon 2 his 3 • 
sph~ren angewendet hatte, habe ieh sparer die Wahrnehmung gemaoht, 
dab auoh viel schw~ehere Drucke - -  selbst eine Atmosphere - -  dazu aus- 
reichen, das Filtrat in verh~ltnism~gig kurzer Zeit duroh die Kerze 
hindurchzubringen. 

Das unter den peinliehsten aseptisehen MaBnahmen gesammelte Filtrat 
wird dann in sterilisierte Eprouvetten verteilt und ist dazu bestimmt, zu 
Kontrollversuchen bez~glich seiner Sterilit~t, sowie zu Tierinokulationen 
zu dienen. 

~ i t  obigem u habe ich nun die sechs nachstehend angegebenen 
u ausgefGhrt. Beim ersten derselben wurde die Pr0fung auf die 
Wirksamkeit des Filtrates nur an der Kaninohenhornhaut, bei den Obrigen 
fGnf sowohl an  dieser letzteren als auch an der ~[aut der Kuh angestellt; 
ferner habe ich mit dem Filtrat auch eine Anzahl Kinder geimpft und 
hierbei, wie dies aus der detaillierten Beschreibung der einzelnen Experimente 
hervorgeht, einen positiven Erfolg erzielt. 

~Vas nun die hierzu verwendeten Kerzen anbelangt, so habe ich reich 
stets der Berkefeldschen ~ und einmal auch der Berkefeldschen 
bedient, indem ieh n~mlieh durch letztere ein bereits durch erstere ge- 
gangenes 5laterial filtrierte; aueh habe ioh ein anderes Mal, und zwar 
ebenso verfahrend, yon Chamber lands  Kerze 2~ Gebraueh gemaeht. 

Die Kerzen waren stets neue und mit grsgter Genauigkeit kontrollierte. 
Ich werde reich bier darauf beschr~nken, nut die mit den Berke-  
feldschen Kerzen erzielten Resultate mitzuteflen, da die geringe Anzahl 
.der bezfiglich der Wirksamkeit der Filtrate mit den Chamberlandsehen 
:angestellten Versuehe es nicht gestattet, siohere Sehlugfolgerungen in 
,dieser Richtung zu ziehen. 

Jedes einzelne Filtrat habe ich stets durch zahlreiche Versuche auf 
seine Sterilit~it gepriift, indem ieh mit demse lben-  sowohl aerobisoh als 
anaerobisch ~ die versohiedenen N~hrboden reiohlich bessie. 
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Mit jedem einzelnen Filtrat wurden in der Regel Agar- sowie auek 
Golatineplatten hergestellt, und sowohl gewShnliehe als aueh Trauben- 
zueker- und glyzerinierte Bouillon damit bestir. 

W~ihrend sonst aueh nur ganz kleine Mengen Kuhlymphe vor ihrem 
Durehgange dutch die Kerze best~ndig eine fippige Entwieklung yon 
Keimen hervorgerufen batten, zeigten sieh jetzt die Filtrate, selbst bei 
einer Dosis yon etliehen Kubikzentimetern, ffir jede Platte bzw. Eprou- 
vette, in den versehiedensten Zust~inden, und auf den mannigfaltigsten 
N~ihrbSden stets frei yon kulturf~higen Mikroorganismen. 

Wird nun das durch obenerw~hntes Verfahren gewonnene und nun- 
m e h r -  naeh der allgemein geltenden Auffassung-  mikrobenfreie Filtrat 
tier Kuhlymphe in den Bindehautsack yon Kaninehen, deren Hornhaut 
vorher skarifiziert worden, eingeffihrt, so bekommt man die yon G u a r n i e r i  
besehriebene eharakteristisehe Reaktion. 

Um aber diesen Befund mit einiger Best~ndigkeit zu erzielen, babe 
i eh ,  wie ich seinerzeit angegeben, beim Impfen einen kleinen Kunstgriff 
zur Anwendung bringen mfissen. 

Wie es sich n~imlieh aus den Untersuchungen fiber die Filtrierbarkeit 
des Wutvirus ergeben hatte, sind zur Hervorrufung der Krankheit bei 
Tieren bedeutende Mengen yon Material erforderlich, selbst dann, wenn 
man mit sehr wirksamen Virusarten, wie z. B. dem fixen Virus, experimentiert. 

Da die Vermutung nahe lag, dab dies aueh ffir die Lymphe ein- 
treten kSnnte, habe ich es ffir zweckm~iBig eraehtet~ so viel als nur mSglich 
yon dem Filtrat mit der Kornea in Beriihrung zu bringen; zu diesem 
Behufe wurde ein kleines, mit der infizierenden Fliissigkeit durehtranktes 
B~uschehen sterilisierter Baumwolle in den Bindehautsaek eingefiihrt und, 
naehdem dutch ein paar Stiehe die Lidspalte zugen~ht worden, mindestens 
dutch 10 Stunden darin belassen. 

In der Regel babe ich bei den Kaninehen das eine Auge diesem 
Verfahren unterzogen, beim anderen hingegen ganz einfaeh naeh vor- 
herigen Skarifikationen die Impfung vorgenommen. Selten haben die so 
behandelten Hornhiiute die Reaktion gegeben, die ieh dagegen hi~ufig 
wenn auch beschrankt - -  bei jenen hatte beobaehten kSnnen, die mit der 
dutch die Kerze filtierten Lymphe dutch mehrere Stunden in Berfihrung 
geblieben waren. 

Die auf diese Weise auf der Kornea hervorgerufene Reaktion erstreckt 
sieh keineswegs den ganzen Verlauf der Skarifikation entlang und bei 
allen Skarifikationen, wie dies bei Gebrauch der wirksamen Glyzerinlymphe 
der Fall ist, man bekommt vielmehr kleine, das Gesehwfirehen binnen 
2 bis 3 Tage liefernde, yon einem entzfindliehen Infiltrationshof umgebene 
Herde; gewShnlieh werden ein bis zwei derselben auf je einem Auge, an 
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einer beliebigen Stelle der Skarifikationen angetroffen; mitunter sind auch 
Reaktionen yon grSBerer Ausdehnung zu beobachten. 

An jenen Stellen der Kornea, wo die Reaktion schon mit freiem Auge 
sichtbar ist, gestattet die 60--70--80 Stunden nach der Impfung an- 
gestellte mikroskopisehe Untersuchung das Vorhandensein tier typischen 
yon Guarn ie r i  beschriebenen KSrperehen im Innern der klassisch ver- 
~nderten Epithelialzellen festzustellen. Eigenschaften, GrSBe und Sitz dieser 
Gebilde zeigen gar kein Merkmal, das geeignet w~re, diese letzteren yon 
den mit dem klassischen Yerfahren erhaltenen zu differenzieren; keinerlei 
Untersclffed mach t  sich hierbei bezfiglich tier feineren Ver~nderungen 
der Epithehalzellen und des Hornhautgewebes bemerkbar. 

An den fibrigen Stellen der Kornea hingegen, d. i. an jenen, die 
keine Reaktion zeigen, ist auch bei sorgf~ltigster Prfifung niohts Auff~lliges 
wahrzunehmen. 

Diese Erscheinungen habe ich yon tier Zeit an, da ich das in Rede 
stehende Verfahren angewandt, bei mehreren Versuehen beobachten kSnnen. 
Von diesen will ich bier nut fiber einen einzigen (Versuch I) ausfiihrlich 
berichten, da ich aus den bereits oben angeffihrten Grfinden der Meinung 
bin~ dab ein Erzielen der Guarnierischen Reaktion auf des Kaninchen- 
hornhaut ffir sich allein wolff kaum dazu geeignet ist, einen unumstSB- 
liohen Beweis fiir die Filtrierbarkeit des Vaecinevirus zu l~efern. 

Dutch das regelm~iBige Wiederauftreten der n~mliohen Erscheinungen 
angeregt, bin ich zur Inokulierung der filtrierten Lymphe auf die Haut 
tier empfiinghchen Tiere fibergegangen, um bei denselben die Pustel 
hervorzurufen. 

In tier Regel habe ich dazu die Kuh benutzt. Mit dem fiblichen 
Veffaln'en der Vaccineimpfung habe ich nun auf die Mammahaut tier 
Kuh ganz keimfreie Filtrate geimpft, und zwar solche, bei denen es 
mSglich gewesen (unter Zuhilfenahme des oben erw~hnten Kunstgriffes), 
die typische Reaktion, mehr oder weniger umsehrieben, auf der Kaninr 
hornhaut hervorzurufen. Es ge]ang mir in der Tat - -  mit ffinf versclffedenen 
Ffltraten bei je ffinf Tieren inokuliert - -  die Entwicklung der typisehen 
Yaccinepustel zu veranlassen. 

Auch bei diesen u ist die Reaktion im Vergleich zu der Zahl 
der Impfungen eine sehr sp~rliche gewesen. Bei den ersten Tieren erhielt 
ich nut eine geringe Anzalff Pusteln; erst dutch u der Skari- 
fikationen ward es mir mSglich, letztere in grSBerer Anzahl zu bekommen. 
(Siehe Versuch VI.) 

DaB aber diese Pusteln tats~clffieh Vaceinepusteln gewesen, i s t -  
abgesehen yon ihrem morphologischen ]lierkmale, die wohl schwerlich ein 
in der Bereitung der Tierlymphe seit Jahren geiibtes Auge zu t~usehen 
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vermbchten ~ durch den Umstand erwiesen, dad dieselben, nach ihrer 
vollkommenen Reifung gesammelt, die G u a r n i e r i s c h e  Reaktion auf der 
Kaninchenhornhaut und die typische Pustel auf der Haut  des Rindes bzw. 
des Menschen erzeugten. 

Es mSgen hier nun die einzelnen u mitgeteilt werden. 

15. II. ,, 
22. II. , 

22.--26.  II. 
27. II. vorm. 

27. H. nachm. 

27. H. , 

27. H. ,, 

Versuch I. 

Lymphe, am 13. II. 1905 der Kuh l~r. 362 entnommen. 

12. II. 1905. 25 grin Lymphe werden unmittelbar nach der Entnahme mit 
200 grin sterilisiertem destilliertem ~ 'assers  versetzt und in einer 
Porzellanschale grob verrieben; das Gemenge in zwei luftdieht 
verschlossene Glasgef'~l~e verteilt - -  Eisschrank. 
Sorgf~tltigeres u in der Schale m Eissehrank. 
Yerreibung mi~tels der C s o korschen Lymphmiihle fiber 1 Stunde. 
Durchlassung dureh das ~etallnetz - -  Eisschrank. 
T~glieh, 15 bis 20 ]~Iinuten lang, starkes Schiitteln der Gef~il]e. 
Die erhaltene Emulsion wird mittels Wasserstrah]pumpe durch 
diehte Baumwollsehiehten filtriert m Filtrierung durch Papier, 
dieselbe geh~ in ungef~hr 1 Stunde vollst~ndig vor sich. 
Filtrierung durch B e r k e f e l d  u unter 3 Atmosph~ren: es 
l~uft eine ziemlieh groi3e ~enge farblose Fliissigkeit durch, 
welche in sterilisierte Eprouvetten verteilt wird. 
Skarifikationen an beiden Hornh~uten eines Kaninehens, darauf 
Einffihrung einer kleinen Menge durch Baumwolle filtrierte 
Emulsion in den Konjunktivalsaek. - -  Am 2. III. wird auf 
beiden Hornh~uten eine diffuse Reaktion makroskopisch sicht- 
bar; die mikroskopische Untersuchung ergibtu yon 
Cytorhyctes den ganzen Verlauf der Skarifikationen entlang. 
1/2oCCm der dureh Baumwolle filtrierten Emulsion wird auf eine 
Agarplatte gesiit; naeh 24stiindigem Yerbleiben im Thermo- 
staten bei 37 ~ Auftreten yon unz~ihligen Kolonien, 

28. II. 1905. 

K o n t r o l l e  der  Ster i l i t~t t  des F i l t r a t s .  

Mit der durch die Kerze filtrierten Lymphe werden vier Agar- 
platten (drei mit 1 ecru und eine mit 2 ccm) bes~t, l~ach einem 
mehrt~gigen Aufenthalt im Thermostaten, erweisen sich drei 
Platten noch als steril; eine zeigt an der Peripherie eine 
gelbe - -  wahrscheinlieh aus der Luft herabgefallene - -  
Sarcinakolonie. 
~[it verschiedenen - -  nicht weniger als 1 c~m - -  betragenden 
Mengen des Filtrats werden versehiedene gewiihnliehe bzw. 
Traubenzuckerbouillon enthaltende Eprouvetten besiit; bei 
manehen derselben wird das Yakuum erzeugt, l~ach mehr- 
t~gigem Verbleiben im Thermostaten sind s~imtliche Eprou- 
vetten noch immer steril; ebenso steril zeigen sich zwei bei 
Zimmertemperatur aerobisch gehaltene Bouilloneprouvetten. 



]~BF_,R FILTRATION DES VACCIN:EVIRUS. 335 

K o n t r o l l e  de r  W i r k s a m k e i t  des F i l t r a t s  an dem K a n i n e h e n .  

28. H. 1905. Kan. 1. Beiderseits Skarifikationen aufder Kornea; zweimalige 
Einfiihrung des Filtrats mit 4 Stunden Zwisehenzeit. 

4. III . :  Zwei Reaktionsherde auf der rechten Kornea; 
keinerlei Reaktion auf der linken. 

Mikroskopische Untersuchung: Typischer Befund yon 
Cytorhyctes in den Reaktionsherden. 

28. II. , Kan. 2. Gleiche Be handlung wie Kaninchen 1. 
4.III.:  Kleines Geschwiir auf der linken Kornea; 

keiner]ei Befund auf der rechten. 
1Kikroskopische Untersuchung: Cytorhyctes an  der 

Reaktionsstelle. 
28.H. , Kan. 3~ Gleiche Behandlung wie Kaninchen 1. 

4. III. :  Keinerlei Reaktion auf beiden Korneae. 
1. HI. , Kan. 4. Beiderseits Skarifikationen auf der Kornea; ein kleines 

mit Filtrat durchtr~nktes Stiickchen sterilisierter Gaze 
Mrd in den Konjunkfivalsack eingeschoben, darauf 
Zun~hen der Lidspalte; in das linke Auge wird das 
Filtrat nur einfach eingetr~pfelt. 

2 . I~ . :  Entfernung der Naht reehts. 
4.III . :  Auf der Kornea rechts ein Reaktionsherd; 

keiner]ei Befund links. 
Mikroskopische Untersuchung: Typischer Cytorhyctes 

Befund an derReaktionsstelle rechts; keinerlei 
Befund l~ings der Korneaskarifikationen links. 

1.III.1905. Kan. 5. Die g]eiche Behandlung Me Kaninchen 4. 
2. IIL: Enffernung der Naht. 
4. III.:  Beiderseits keinerlei Reaktion. 

1.III.  , Kan. 6. Korneaskarifikationen beiderseits; aufjeder Seite]~in- 
fiihrung eines Meinen mit Fil~rat durchtr~nkten Baum- 
woUb~uschchens in den Konjunktivalsack; Zun~hen; 
nach 1/2 Stunde Enffernung der Naht links. 

4.III . :  Entfernung der Naht rechts. 
6. III.: Sichtbarwerden eines typischen Geschwiir- 

chens rechts; ebenso links. 
Mikroskopische Untersuchung: Cytorhyctes an beiden 

Reaktionsstellen. 
1.1TI. , Kan. 7. Gleiche Behandlung wie Kaninchen 6. 

6. III.:  Ein l~eaktionsherd rechts; keinerlei Reak- 
tion links. 

l~Iikroskopisehe Untersuchung: Cytorhyctes nur auf 
der reehten Kornea. 

9.IIL , . Kan. 8. Beiderseits Skarifikationen auf der Kornea; rechts 
Einsehiebung yon etwas mit Filtrat durchtr~nk~er 
Baumwolle in den Kqnjunktivalsack und darauf Zu- 
hi, hen; links einfaches Eintr@feln des Filtrats. 
10. III.: Entfernung der /Taht. 
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9. IIL ,, Kan. 9. 

12. ILl.: VerschiedeneReaktionsherde rechts; kein Be- 
fund links. 

l~Iikroskopische Untersuchung: Cytorhyctes in Reak- 
tionsherden. 

Die gleiehe BehandIung wie Kaninchen 8. 
10. III.: Entfernung der ~Naht. 
12.III.:  Reaktion auf der Kornea nur rechts. 
Mikroskopische Untersuchung: Cytorhyctes in den 

Reaktionsherden. 

V e r s u e h  II.  

Lymphe, am 21.II. 1905 der Kuh l~r. 366 entnommen. 

21.II. 1905. 20 grin Kuhlymphe werden unmittelbar nach der Entnahme mit 
200 grin sterilisiertem destilliertem Wasser verse~zt, darauf in 
einer Porzellanschale grob verrieben, und das Gemenge in 
zwei luftdicht verschlossene Gef'~i3e g e b r a c h t -  Eisschrank. 

95. IL ,, 1%chmalige Verreibung in der Porzel lanschale-  Eisschrank. 
3.III. , Yerreibung durch 3 Stunden im Csokorschen Appara~ 

Eisschrank. 
4.-10.III.05. E i s s c h r a n k -  allt~glich heftiges Schtitteln der Gef~il3e durch 

15 l~Iinuten. 
10. HI. 1905. Hindurchbringung durch Metallnetz; sp~rlicher faseriger Riick- 

stand; weiterer Zusatz yon 50grin steril, destill. Wasser. 
11. III. ,, Mehrmalige s l~iltrieren - -  mittels Wasserstrahlpumpe - -  durch 

dichte Baumwollschichten. 
12.IH. ,, Filtrierung durch Papier - -  dieselbe geht rasch und voll- 

st~ndig yon statten. 
13. III. , Filtrierung durch Berkefeld V, drei Atmosph~ren Druck; man 

bekommt ungefahr 150 eem Flfissigkeit; letztere wird steril in 
Eprouvetten verteilt. 

K o n t r o l l e  der  S te r i l i t i i t  des Fi l t ra ts .  

13. III. 1905. u Agar- und zwei Gelatineplatten werden mit je 1 ecru Filtrat 
bestir; ebenso aerobische und anaerobische LSf f le r s  bzw. 
Traubenzuckerbouillon und Serum enthaltende Eprouvetten. 
S~imtliche :N~hrbSden zeigen sich steril, selbst n~ch mehreren 
Tagen. 

K o n t r o l l e  der  W i r k s a m k e i t  des F i l t r a t s  am Kaninchen .  

13.III.1905. Kan. 1. Beiderseits Skarifikationen auf der Kornea; reohts 
Einfiihrung eines kleinen mit Filtrat durchtr~nkten 
Baumwollb~uschchens in den Kon junk t iva l sack-  
Z u n ~ h e n -  in das linke Auge wird das Filtrat nut 
einfach eingetrSpfelt. 
14. III.: Entfernung der l~aht rechts. 
16. III.: Sichtbarwerden der typischen Reaktion auf 

der rechten Kornea; keinerlei Befund links. 
Mikroskopische Untersuchung unterlassen. 
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14. III. 1905 Kan. 2. 

14. III. , Kan. 3. 

14. I lL , Kan. 4. 

K o n t r o l l e  der  

16. III.1905. Kuh. 

21, III.  , Kan. 

22. IlL , Kalb. 

Gleiche Behandlung wie Kaninchen 1. 
15. III.:  Entfernung der Naht. 
17. III.: Auf der Kornea rechts ~ypische Reaktions- 

herde; keinerlei Reaktion links. 
]~Iikroskopische Untersuchung: Cytorhyctes in den 

Reaktionsherden. 
Gleiche Behandlung wie Kaninchen 1. 
15. III. :  Entfernung der Naht rechts. 
16.III.: Wird abends tot aufgefunden, zeigte am 

Morgen die makroskopische Reaktion auf 
der reehten Kornea. 

Gleiehe Behandlung wie Kaninehen 1. 
15. III.: Entfernung der Naht rechts. 
17.IH.: Diffuse Reaktion auf der reehten Kornea 

keinerlei Befund auf der linken. 
l~Iikroskopisehe Untersuehung: Cytorhyctes an den 

Reaktionsstellen. 

W i r k s a m k e i ~  des F i l t r a~s  an der  Kuh. 

Mit dem in einer Eprouvette enthaltendem Filtrat 
werden mittels Lanzette auf der Haut einer Kuh~ und 
zwar in der ~Iammagegend, ausgeftihrte Skarifikationen 
sorgf~ltig bestrichen (18 kleine Skarifika~ionsfl~chen, 
jede aus 6 bis 7, nahe nebeneinander parallel ver- 
laufenden, 3 bis 4 em langen Skarifikationen bestehend.) 
20. III.:  Entwicklung yon Pusteln wahrnehmbar. 
21.IH.: Die Pusteln~ 9 an der Zahl, t~ isch;  eine 

derselben wird saint der umliegenden Haut 
ausgesehnitten, und in t o t e  aufbewahrt; die 
iibrigen werden ausgelSffelt; dieses ~faterial 
wird mit Glyzerin verrieben. 

Beiderseits Skarifikationen auf der Kornea - -  Ein- 
fiihrung des glyzerinierten Materials, der Kuh ent- 
nommen. 
26.III.: Typische Reaktion den ganzen Yerlauf der 

Skarifikationen entlang. 
Mikroskepische Untersuchung: Cytorhyctes den ganzen 

Verlauf der Skarifikationen entlang. 
l~Iit dem der Kuh entstammenden glyzeriniertenl~aterial 
auf die Innenfl~ehe des linken Ohres geimpft. 
27. III.: Typischer Vaccineausschlag l~ings der Impf- 

linien. 

V e r s u e h  I I I .  

Lymphe~ am 1.III.  1905 den Kfihen Nr. 367 bis 368 entnommen. 
1. III.1905. 20 gm Kuhlymphe werden mit 200 grin steril, dest. ~rasser ver- 

setzt, darauf in einer Porzellanschale grob verrieben, und das 
Gemenge in zwei luftdicht verschlossene Gef'~t~e gebracht 
Eisschrank. 

Zeitsehr. f. Hygiene. LIV. 22 
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14. III.  1905. 
15. II[. ,, 

15.-20. III. 05. 

:20. III.1905. 

21. III.  ~ 
22. III. , 

2"2. III. , 

22. I lL 1905. 

Verreibung dureh 21/2 Stunden im Csoko~schen Apparel.  
Hindurchbringung durch das Metallnetz; weiterer Zusatz yore 
50 g~m steril, dest. ~rasser. 
E i s s c h r a n k -  allt~gliehes Schfitteln der Gef~iBe durah 15 his." 
20 Minuten. 
Filtrierung ~ mit tIilfe der W a s s e r s t r a h l p u m p e -  durali, 
diehte Baumwollschiehten. 
Filtrierung (lurch Papier, dieselbe erfalgt fast vollsffindig. 
Mit 1/seem der durch Papier filtrierten Emulsion wird eine 
Agarplatte hergestellt; am 24. III.  Auftreten yon unz~hligen 
Kolonien. 
Filtrierung durch Berkefeld V, drei Atmosph~ren; oa l~uft eine 
ziemlich grebe Menge Flfissig~eit durch, ~elche in sterilisier.ten, 
Eprouvetten verteilt wird. 

K o n t r o l l e  de r  Ster i l i~ i i t  des Fi,l:trat~s. 

Herstellung yon vier Agar- und zwei Gelatineplatten; Bes~tmgr 
yon verschiedenen aerobisehe und anaerobische Eprouwettan, 
enthaltenen fliissigen b~al~bSden; zu jeder einselnen Bes~ung 
wird 1. ~e~ Filtrat verwenciet. Samtlic-lm Substrata bleiben, sa]~bst 
nach mehreren Tagen vollkommen keimfrei. 

K o n t r o l l e  de r  W i r k s a m k e i t  des F i l t r a t s  an tier Kt~h. 

23.III.1905. Kuh. Impfung auf die ]~ammagegend. - -  mit  dem ~iim- 
lichen fiir Yersuch I I  an der Kuk angevcandten Ver- 
fahren (20 kleine Skarifikationsfl~chen); reiekliehes 
Bastreiehen mit der Fliissigke;,t. 
27.III . :  Auftreten yon mehreren Pusteln. 
28. III.: Die Pusteln sind vollkommen reif, mit Mabel, 

typisch; 15 an der Zahl; eina wird saint 
der umliegenden Haut ausgesehnitten und 
in to to  aufbewahrt; die iibrigen werden mit 
dam Liiffel weggekratzt und mit Glyzerin 
verrieben. 

29. III. , Kan. ]~Iit dam der Kuh entstammenden Material beidar- 
seits Impfung auf die Kornea. 

1. IV.: Typisehe Reaktion den u der Skarifika- 
tionen entlang. 

/~iikroskopiseheUntersuchung: Cytorhyetes den ganzen 
Yer]auf der Skarifikationen enflang. 

31. IH. ~: Kalb. ]~Iit dem der Kuh entnommenen glyzerinierten Material 
auf die Innanfl~eha des linken Ohres geimpft. 

5. IV.: Typischer Yaccineausschlag l~ings der Impf- 
linien. 

K o n t r o l l e  der  W i r k s a m k e i t  des  F i l t r a t s  am K a n i n c h e n .  

2~.III. 1905. Kan. 1. Beiderseits Skarifikationen auf der Kornea - -  Ein- 
ffihrung eines kleinen mit Filtrat durchtriinkten Baum- 
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26. III.  1905. Kan. 2. 

25. III .  ,, Kan. 3. 

25. III.  ,, Kan. 4. 

25. III .  , Kan. 5. 

wollbRuschchens in den Konjunktivalsack - -  Zunlihen; 
naeh 10 Stunden Entfernung der l~aht. 
27. III. :  Reaktionsherde auf der Kornea links. 
•ikroskopisehe Untersuchung: Cytorhyetes in den 

Reaktionsherden. 
Gleiehe Behandlung wie Kaninehen 1. 
27.III.:  KleinerReaktionsherd auf derKorneareehts. 
Mikroskopisehe Untersuehung: Cytorhyetes im Reak- 

tionsherde. 
Gleiehe Behandlung wie Kaninchen 1. 
29. III. :  Reaktionsherde auf der Kornea reehts. 
Mikroskopisehe Untersuchung: Cytorhyetes an den 

Reaktionsstellen. 
Gleiche Behandlung wie Kaninehen 1. 

2 9 . I I I . :  Reaktionsherde auf der Kornea rechts. 
Mikroskopisehe Untersuchung unterlassen. 
Gleiehe Behandlung wie Kaninehen 1. 
29. IH.: Keinerlei Reaktion auf beiden Korneae. 

V e r s u c h  IV.  

Lymphe, am 15. XII. 1905 den Kiihen l~r. 409 und 410 entnommen. 
15.XYI.1905. 20 grin Kuhlymphe werden mit 200~m steril, destill. Wasser 

versetzt, darauf in einer Porzellansehale grob verrieben 
Eissehrank. 

20. XII.  ,, 1%ehmalige Yerreibung in der Porzellanschale - -Eissehrank.  
24.XII.  ,, Yerreibung durch 3 Stunden im Csokorsehen Apparat. 
24. XIL-4.I.06. Eisschrank: allt~gliehes Schiitteln des Gemenges dureh 10 bis 

1"5 Minuten. 
4. I. 1906. Wiederholtes Filtrieren - -  mittels Wasserstrahlpumpe ~ dureh 

Baumwollschiehten. 
5 .  I. ,, Ffltrierung durch Papier und darauf durch Berkefeld u zwei 

AtmosphRren Druek; man bekommt ungefahr 100 c~m Fltissig- 
keit, welehe teilweise in Eprouvetten verteilt wird; eine Agar- 
platte mit l/corn der dureh Baumwolle filtrierten Emulsion 
besRt, zeigt am 6. I. unzRhlige Kolonien. 

K o n t r o l l e  de r  S te r i l i t i i t  des F i l t r a t s .  

5. I. 1906. Yier Agar- und zwei Traubenzueker-Glyzerinagarplatten werden 
mit je i ccm Ffltrat besiit; ebenso LSfflerbouillon enthaltende 
Eprouvetten. S~imfliehe Substrate bleiben selbst naeh mehreren 
Tagen vollkommen keimfrei. 

K o n t r o l l e  der  W i r k s a m k e i t  des F i l t r a t s  am K a n i n c h e n .  

5. I. 1906. Kan. 1. Beiderseits Skarifikationen auf der Kornea; reehts 
Einsehiebung des kleinen mit Ffltrat durehtr~inkten 
Baumwollbiiuschchens in den Konjunktivalsaek, darauf 
Zuniihen; links einfaches EintrSpfeln des Filtrats. 

6. I.: Entfernung der Naht; keinerlei Reaktion 
auf beiden Korneae. 

22* 
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5. I. 1906. Kan. 2. Gleiche Behandlung wie Kaninchen 1. 
6. I.: Entfernung der l~aht; keinerlei Reaktion 

attf beiden Korneae. 
5. I. , Kan. 3. BeiderseRs Skarifikationen auf der Kornea; beiderseits 

Einfiihrung des kleinen mit Fiitrat durchtr~inkten 
Baumwollb~usehchens in den Konjunktivalsaek, darauf 
Zun~hen. 

6. I.: Entfernung der Naht. 
9. I.: Beiderseits Reaktion. 

]ffikroskopisehe Untersuchung: Cytorhyetes an den 
Reaktionsstellen. 

5.I. ,, Kan. 4. Gleiche Behandlung wie Kaninchen 3. 
6. I.: Entfernung der 1%hr. 
9. I.: Beiderseits Reaktion. 

Mikroskopische Untersuehung unter]assen. 

K o n t r o l l e  der  W i r k s a m k e i t  des F i l t r a t s  an der  Kuh. 

6.I. 1906. Kuh. Impfung auf die Mammagegend - -  mit dem n~im- 
lichen fiir Versuche I I  und I I I  an der Kuh an- 
gewandten Verfahren - -  (18 kleine Skarifikations- 
fl~chen); reichliches Bestreichen mit dem Filtrat. 
11. I.: Ffinf typische, vollkommen reife Pusteln; die- 

selben werden mit dem LSffel weggekratzt; 
und mit Olyzerin in der Porzellanschale 
verrieben. 

, Kan. Beiderseits Impfung auf die Kornea, mit dem der 
Kuh entstammenden Material. 
15. I.: Typische Reaktion. 
Mikroskopische Untersuehung: Typischer Befund yon 

Cytorhyctes. 
, Kinder. Mit der der Kuh entstammenden I~ymphe --  in einem 

sterilen im Eisschrank gehaltenen Glasr~hrehen auf- 
bewahrt - -  werden zwei Kinder geimpfl: (je zwei 
Impfungen an beiden Armen). 

7. II.: Typischer Aussehlag an den Impfstellen. 

F i l t r i e r u n g  du reh  B e r k e f e l d  N. 

8.I. 1906. Ein Tell des dureh Berkefeld V gewonnenen Filtrats wird unter 
zwei Atmosph~iren dutch Berkefeld N getrieben; die Fliissig- 
keit l~uf~ rasch und fast g~nzlieh durch. 

8. I. , Mi~ tier durch Berkefeld N filtrierten Lymphe werden zwei 
Agarp]atten bestir (je mit 1 ccm). Keine Entwicklung yon Keimen. 

K o n t r o l l e  der  W i r k s a m k e i t  des F i l t r a t s  am Kan inehen .  

8.I. 1906. Kan. 1. Beiderseits Skarifikationen auf der Kornea; Ein- 
fiihrung des kleinen mit Filtrat durchtr~tnkten Baum- 
wollb~iuschchens in den Konjunktivalsack, Zun~ihen; 
nach 10 Stunden Entfernung der Naht. 

12.I. 

30.I. 
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8. I. 1906 Kan. 2. 

l l . I . :  Ein Reaktionsherd auf der linken Kornea. 
Mikroskopische Untersuchung: Cytorhyctes an der 

Reaktionsstelle. 
Gleiche Behandlung wie Kaninchen 1. 
11. I.: Ein Reaktionsherd auf beiden Korneae. 
Mikroskopische Untersuchung: Cytorhyctes an den 

Reaktionsstellen. 

8. L 

14.I.  

K o n t r o l l e  der  W i r k s a m k e i ~  des F i l t r a t s  an der  Kuh. 

1906. Kuh. Impfung auf die Mammagegend, mit dem n~mliehen 
bei dem vorhergehenden Versuehe angewandten Yer- 
fahren. 
13. I.: Yier typische, vollkommen reife Pusteln, die. 

selben werden mit dem LSffel weggekratzt 
und mit Glyzerin in der Porzellanschale ver- 
rieben. 

, Kan. Beiderseits Impfung auf die Kornea mit diesem 
~iaterial. 
17. I.: Typische Reaktion. 
Mikroskopische Untersuchung: Typischer Cytorhyctes- 

befund. 

V e r s u c h  V. 

Lymphe, am 15. I. 1906 den Kiihen Nr. 411, 412 und 413 entnommen. 

15. I. 1906. 20 grin Kuhlymphe werden mit 200grin steril, dest. Wasser ver- 
setzt, darauf in einer Porzellanschale grob verrieben; Eisschrank. 

26. I. , Verreibung durch 21/2 Stunden im Csokorschen Apparat. 
26. I.-6. II. 06. Eisschrank - -  allt~gliches Schiitteln des Gemenges 10 bis 

15 Minuten hindurch. 
~ehrmaliges Filtrieren - -  mittels \u - -  durch 
Baumwolle; darauf Filtrierung durch Papier und darauf durch 
Berkefeld V, 11/2 Atmosphere Druck; es l~uft eine grol~e 
Menge Flfissigkeit durch. 

K o n t r o l l e  der  S t e r i l i t ~ t  des F i l t r a t s .  

6. IL 1906. 1/4ecru tier durch Papier filtrierten Emulsion wird auf eine 
Agarplatte gesEt. 
7. II.: Unzahlige Kolonien. 

6. II. 7, Drei Agarplatten und vier Bouilloneprouvetten werden mit je 
1 bis 2 ccm des durch die Kerze gewonnenen Filtrats gesEt; 
kein Auftreten yon Mikroorganismen, selbst nach mehreren 
Tagen. 

Z IL ,, Zahlreiche, Martinbouillon und Kuh. bzw. Kaninchenserum 
enthultende Eprouvetten werden mit dem Ffltrat beset; einige 
derselben in Zimmer~emperatur, andere im Brutschrank ge- 
halten; mit Ausnahme yon zwei, welche sich durch gewShn- 
liche Keime verunreinigt zeigen, finder in allen iibrigen keine 
Entwicklung yon Keimen start. 

6. IL 1906. 
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K o n t r o l l e  der  W i r k s a m k e i t  des F i l t r a t s  am Kan inchen .  

7.II.  1906. Kan. 1. Beiderseits Skarifikationen auf der Kornea - -  beider. 
seits Einftihrung des kleinen mit Filtrat durehi:r~nkten 
Baumwollb~uschchens, daraufZun~ihen; nach 10Std. 
Entfernung der Naht. 
10. II.: Keinerlei Reaktion. 

7. II. ,7 Kan. 2. GIeiche Behandlung wie Kaninchen 1. 
10. II.: Reaktion auf beiden Korneae. 
Mikroskopische Untersuchung: Cytorhyctes an den 

Reaktionsstellen. 

K o n t r o l l e  der  W i r k s a m k e i $  des F i l t r a t s  an de r  Kuh. 
7. II. 1906. Kuh. Impfung auf die Mammagegend - -  mit dem n~im- 

lichen ftir die vorhergehenden Yersuchskfihe an- 
gewandten Yerfahren - -  (20 kleine Skarifikations- 
fl~cheu); reichliches Bestreichen mit dem Filtrat. 
12. II.: Auftreten yon sieben t)]oischen, vollkommen 

reifen Pusteln; dieselben werden mit dem 
L~ffel weggekratzt und mit Glyzerin ver- 
rieben. 

Kan. Beiderseits Skarifikationen auf der Kornea. Ein- 
ffihrung des der Kuh entstammenden Materials. 
16.II.: Beiderseits typische Reaktion. 
Mikroskopische Untersuchung: Typischer Cytorhyctes: 

befund. 
Kuh. Dieselbe wird mit dem der mit dem Filtrat ge- 

impften Kuh entstammenden glyzerinierten !~IateriaI 
auf die Innenfl~iche des linken Ohres geimf~. 
23.II.: Typischer Yaccineausschlag. 

K o n t r o l l e  der  W i r k s a m k e i t  des F i l t r a t s  an den K inde rn .  
8. II. 1906. Kinder. u niemals vorher' geimpfte Kinder~ im Alter yon 

2 bis 4 Monaten, werden am linken Arm geimpft; 
sorgf~ltige Reinigung der Haut; oberfl~chliehe recht 
zahlreiche Skarifikationen; dieselben werden ]nit 
fliissigem Filtrat, mit Hilfe eines sterilisierten Glas- 
spatels reichlich und anhaltend bestrichen; sterilisiert, 
w~hrend der ganzen Dauer des Yersuchs immer 
wieder erneuerter Yerband. 
13. H.: An einem Kinde beginnendes Auftreten einer 

Pustel, l~ngs einer Skarifikation; keinerlei 
Befund an den anderen Kindern. 

16. II.: Die Pustel ist typisch~ mit Nabel; dieselbe 
"wird mit dem L6ffel weggekratzt und in 
Glyzerin aufbewahrt. 

Mit dem der Pustel des Kindes entstammenden glyzeri- 
nierten Material auf die Innenfl~che des linken Ohres 
geimpft. 
22. II.: Typischer u an den Impf- 

stelten. 

13. II. , 

18. II. ,, 

17. IL 1906. Kalb. 
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V e r s u e h  VI. 

Zrymphe, am 27.IL 1906 den Kiihen Nr. 416 und 417' entnommen. 
28.II .  1906. 20srm Kuhlymphe werden mit 200grin steril, dest. Wasser 

versetzt, darauf in einer Porzellanschale grob verrieben. Eis- 
schrank. 

7.III .  Verreibung durch 3 S~unden im Csokorschen ApparaL 
7.-17. II~. 06. Eisschrank; alltKgliches Schiitteln des Gemenges 10 bis 15 Min. 

hindurch. 
17. III. 1906. SorgfAltige Filtrierung - -  mittels Wasserstrahlpumpe - -  durch 

Baumwolle. 
20. IIL ,, Filtrierung dureh Papier. 
21.III.  , Filtrierung dureh BerkefeldV (1 Atmosphiire). 

K o n t r o l l e  der  S t e r i l i t ~ t  des F i l t r a t s .  

21.IIL1906. Vier Agarplatten, aerobisehe und anaerobische gewShnliehe 
bzw. mit Serum versetzte Martinbouillon enthaltende Eprou- 
vetten, mit je 1 ccm Filtrat besiit; siimtliche Substrate bleiben 
selbst nach mehreren Tagen keimfrei. 

K o n t r o l l e  der  W i r k s a m k e i t  des F i l t r a t s  am K a n i n c h e n .  

21. III.1906, Kan. 1. Beiderseits Skarifikationen an der Kornea - -  Ein- 
f/ihrung des kleinen mit dem Filtrat durchtriinkten 
Baumwollb~uschchens, darauf Zun~hen; nach 12 Std. 
Entfernung der Nah~.. 
24.I l i . :  Beiderseits Reaktion. 
Mikroskopische Untersuchung: Cytorhyctes an den 

Reaktionsstellen. 
Gleiche Behandlung wie Kaninchen 1. 
24. IIL: Reaktionsherde auf del? rechten Kornea. 
Mikroskopische Untersuchung: Cytorhyetes an den 

Reaktionsstellen. 
Gleiche Behandlung wie Kaninehen 1. 
24. III . :  Beiderseits Reaktionsherde. 
Mikroskopische Untersuchung unterlassen. 

W i r k s a m k e i t  de s  F i l t r a t s  an der  Kuh.  

Auf der Haut in der ~Iammagegend und in der um- 
liegenden Bauchgegend werden mit dem iibliehen tech- 
nischenVerfahren sehr zahlreiche Skarifikationen dicht 
nebeneinander ausgeffihrt; reichliehes Bestreiehen der- 
selben mit Filtrat. 
26.III . :  Auftreten auf der weiten Fliiche der Skari- 

fikationen yon 31 typischen, vollkommen reifen 
Pusteln; dieselben werden mit dem LSffel 
weggekratzt und mit Glyzerin verrieben. 

Beiderseits Skarifikationen an der K o r n e a -  Ein- 
ffihrung des den Pusteln der Kuh (letztere mit dem Fil- 
trat geimpft) entstammenden glyzerinierten Materials. 

21.111. ,, Kan. 2. 

21. IlI.  , Kan. 3. 

K o n t r o l l e  de r  

21.111.1906. Kuh. 

27. III. , Kan. 
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30. III. 1906 Kuh. 

30. III.: Beiderseits typische Reaktion. 
)1ikroskopische Untersuchung: Typischer Cytorhyctes- 

befund. 
Mit dem der Kuh (mit dem Filtrat geimpft) ent- 
stammenden glyzerinierten Material auf die Innen- 
fl~ehe des Ohres geimpft. 
4.Iu Typiseher Vaccineausschlag an den Impf- 

stellen. 

hus diesen Yersuchen ergibt sich mit aller Deutlichkeit, dai~ die naoh 
15 bis 22 t~giger ~azeration im Wasser dutch die Berkefeldschen Kerzen 
V und N filtrierte Kuhlymphe eine Flfissigkeit liefert, die auf den ver- 
schiedenen N~hrbSden sich als vSllig keimfrei erweist~ und trotzdem 
einerseits auf der Hornhaut des Kaninchens (selbst mehrere Tage naoh 
Filtration [10 Tage: siehe Versuch I]) das Anftreten der Guarnierischen 
endozellul~ren Formen, andererseits aber auf die ttaut der Kuh bzw. des 
~[enschen geimpft, den in Reihe auf rezeptive Tiere fibertragbaren typischen 
:Pockenaussohlag veranlal3t. 

Die Kuhpookeninfektion - -  und vermutlich auch die Blatterninfektion 
ist daher zu den duroh einen der sogen. ,,ultramikroskopischen un- 

sichtbaren Keime" bedingten Krankheiten zu zShlen, zu jener Kategorie 
yon Keimen n~mlich, die dank den in jfingster Zeit eifrig betriebenen 
Forschungen, eine ansehnliche Bereicherung erfahren hat. 

Es sei mir gestattet, das in meiner ersten Mitteilung bereits Gesagte 
nochmals zu betonen, dal3 n~imlich meine Resulthte keineswegs als ein 
Beweis gegen die Annahme gelten kSnnen, es seien Guarnier i s  Cytor- 
hyctes parasit~rer Natur, denn auch ffir Yaccine und Pocken kSnnte sioh 
wohl eben das Gleiche ereignen, wie bei anderen Infektionen, deren Ent- 
stehung manchen wohlbekannten Mikroorganismen zu verdanken ist, die 
in gewissen Stadien ihrer Entwicklung die Eigenschaft besitzen, filtrier- 
bar zu sein. 

Auf die Filtrierbarkeit des Vaccinevirus hatte zuerst Casagrandi  ~ 
hingewiesen, der abet mit dem Filtrat weder die Pustel noch Guarnier is  
mikroskopischen Befund erhielt, ~v~hrend doch meinem Daffirhalten nach 
gerade diese beiden Anforderungen erfiillt ~verden miissen, soll der Beweis 
erbracht werden, dal3 das Vaccinevirus durch porSse Kerzen hindurchgeht. 

1 Casagrandi, Studi sul vaccino, l~iforma mediea. 1903. Nr. 31. -- Siehe 
ferner die in der Socleth dei eultori delle Selenze medlehe di Ga~liari gemachten, im 
-Policlinico, Sezione Pratica, 1904, Nr. 33; 1905, Nr. 15--33 zusammenfassend ver- 
5ffentlich~en 5~itteilungen. -- S~udi sul Vaccino. ,dnnali d'fgiene Sperimentale. 1905. 
Fasc. 1. 



~ B E R  FILTRATION 'DES VACGINEu 345 

u an Wahrscheinlichkeit gewann sparer die hnnahme durch Sie gel s 1 
Versueh, bis sie schliel31ich - - w i e  ich glaube - -  schon voriges Jahr 
dutch meine Untersuchungen als nicht zu bezweifelnde Tatsache nachge- 
wiesen wurde. 

Meine Resultate, denen in der Versammlung der ,,italienischen Gesell- 
schaft ffir Patologie" die wertvolle Best~tigung Prof. Guarnier i s  s zuteil 
geworden, sind bei den meisten Forschern - -  vielleicht wegen der allzu- 
biindigen Kfirze der Mitteilung - -  nahezu unbeachtet geblieben. 

• stimmen einige naohtr~glich erschienene Arbeiten bezfiglich 
der SchluBfolgerungen mit denen fiberein, die ich bereits im vergangenen 
Jahre formuliert hatte. 

So h aben Reml inge r  und Osman Nouri - -  die nur nebenbei 
meine l~esultate e r w a h n e n -  die Filtrierbarkeit des Vacoinevirus deshalb 
angenommen, weil sie mit Berkefeldschen V-Filtraten die Pusteln auf 
der Haut 3 yon l~Ieersehweinchen und Kaninehen erregt batten, d.i .  yon 
Tieren, die zu derlei Untersuchungen mir nieht gerade als die geeignetsten 
erscheinen. In einer weiteren Mitteilung ~ wird yon diesen Autoren 
wie seinerzeit auch Casagrandi  beziiglich des H u n d e s -  als Beweis ffir 
die Ffltrierbarkeit des Vaccinevirus die durch subkutane Injektion der 
Filtrate erlangte Immunitat des ]~eerschweinchens bzw. Kaninchens gegen 
die kutane Einimpfung ~on wirksamer Lymphe herangezogen. 

Die gegen kutane Impfung yon wirksamer Lymphe erzielte Immunit~t 
tier mit Filtraten inokulierten Kiihe wird auch yon Rouget  s als Beweis 
daffir verwertet~ dab das Virus mituuter auch die filtrierenden Kerzen 
passieren kann. 

Allein, will man auch eine solche durch sukutane Injektion yon 
Kuhlymphfiltraten erzielte Immunitat als eine nicht anzuzweifelnde Tat- 
sache annehmen, ist dann aber aueh dieselbe ffir sich allein hinreichend, 
um die Filtrierbarkeit des spezifischen Agens zu beweisen? Obwohl die 
yon den genannten ausgezeichneten Forschern hervorgehobene Erscheinung 
ganz sicher yon anderen Gesichtspunkten aus einen groBen Weft besitzt, 
so glaube ich doch, da~ im vorliegenden Falle die Frage entschieden 
verneiuend zu beantworten w~re, und zwar aus so naheliegenden Griinden, 

1 S i e g e l ,  a. a. O. 
G u a r n i e r i ,  Resoconto della I I I  Riunione della Soeiets Italiana di Patologia. 

Zo S2erimeniale. Anno LIX. Fuse. V. - -  Diskussion fiber N e g r i s  Mitteilung. 
s R e m l i n g e r  und O s m a n  N o u r i ,  Le virus vaceinal traverse la bougie Berke- 

feld V. Compt. rend. hebg. de la Socidtd de .Biologie. 1905. Nr. 19. 
4 D i e s e l b  en,  Sur le passage du virus vaeeinal s t ravers la bougie Berkefeld V. 

.Ebenda. 1905. Nr. 22. 
5 R o u g e t ,  Contribution ~t l'~tude du virus vaccinal . .Ebenda.  1905. Nr. 21. 
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dab deren Aufz~ihlung mir ganz fiberfltissig erscheint. Wollen wir uns 
einzig und allein auf diese Erfahrung stiitzen, wie viele Keime, die dutch 
die Kerzen zurtickgehalten werden, mtiBten wit doch als filtrierbar erachten! 

Nachdem ich nun ausffihrhch ein Filtrierungsverfahren dargelegt 
babe, mit dessert H i l f e -  wie es meine Yersuche zeigen - -  man stets zu 
positiven Resultaten gelangt, spreche ich die Hoffnung aus, dab auch in 
anderen Laboratorien einschl~gige Kontrollversuche angestellt werden 
mSgen. 

Ieh bin sicher, daB die Ergebnisse ganz die n~imhchen sein werden, 
wie die yon mir mitgeteilten, und dab man recht bald die Frage nach 
der Filtrierbarkeit des Vaccinevirus allgemein a]s gelSst betrachten wird. 


