Uber neue Tuberkulinpriparate.?
(Aus dem Institut fiir Infektionskrankheiten in Berlin.)

Von

Proif. Dr. R. Koch,
Geh. Med.-Rat.

Seit meinen Verdffentlichungen iiber das Tuberkulin habe ick die Untersuchungen
iiber die Verwendung von Kulturen der Tuberkelbazillen zur Behandlung der Tuber-
kulose ununterbrochen fortgesetzt und glaube damit soweit zu einem AbschluB gelangt
zu sein, daf ich die Resultate dieser Untersuchungen versffentlichen kann.

Das fertige Produkt dieser Jahre hindurch fortgefithrten Arbeiten wird einfach
und in mancher Beziehung geradezu selbstverstidndlich erscheinen. Aber jeder, der {iber
Tuberkulose gearbeitet hat, weil3, wie auBerordentlich miihsam und zeitraubend der-
artige Untersuchungen sind und wie sie Ausdauer und Geduld oft auf die hérteste Probe
stellen. Um so mehr méchte ich es deswegen auch an dieser Stelle dankbar an-
erkennen, dal Herr Dr. M. B e ck mir bei meinen Arbeiten unermiidlich und getreu-
lich assistiert hat.

Die Anwendung der Bakterien und ihrer Produkte zu Heil- und Schutzzwecken
kommt immer auf eine Art Immunisierung hinaus, und ich halte es daher fiir zweck-
méBig, meine Stellung zu den dabei in Betracht kommenden Fragen kurz zu prézisieren,
um spéter nicht mifverstanden zu werden.

Urspriinglich dachte man sich die Immunitit gegen Infektmnskrankhelten als
etwas Finfaches, Unteilbares. Allm#hlich ist man aber mehr und mehr zu der Einsicht
gelangt, daf die Immunitdt zwar einfach sein kann, aber es nicht sein muB, daB sie
auch aus zwei Komponenten, vielleicht sogar aus mehreren zusammengesetzt sein kann.
Es wird sich dies am besten an einigen Beispielen auseinandersetzen lassen.

Wie Behring und Kitasato gezeigh haben, konnen Tiere gegen Tetanus
immunisiert werden. Man benutzt dazu die filtrierten Kulturflissigkeiten, d. h. die
in Wasser loslichen Produkte der Tetanusbazillen, unter welchen sich das spezifische
Tetanusgift befindet. Gegen dieses Gift, und zwar gegen sehr groBe Dosen desselben
sind die immunisierten Tiere geschiitzt, aber doch nur auf eine gewisse Zeit. Auf die
Tetanusbakterien selbst hat die Immunisierung keinen EinfluB}, dieselben vegetieren
in dem immunisierten Korper, soweit ihnen bei ihrem streng anaérobiotischen Wachstum
die Gelegenheit dazu geboten ist, unbehindert weiter. Wir haben es hier also mit einer
einfachen und reinen Gift-Immunitit zu tun, und es kann schlielich, wenn diese kiinst-
liche Immunitdt nach einigen Wochen wieder geschwunden ist, dahin kommen, daB
in dem immunisierten Tierkérper das von den Tetanusbazillen immer weiter produzierte
Tetanusgift nicht mehr unschédlich gema,oht wird und daB das Tier alsdann noch an

1) Aus Deutsche Medizinische Wochenschrift, 1897, Nr. 14,
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Tetanus zugrunde geht, ohne daB es von neuem mit Tetanusbazillen infiziert zu werden
braucht.

Das entgegengesetzte Verhalten finden wir bei Cholera und Typhus. Fir diese
Krankheiten haben die Untersuchungen Pfeiffers den Nachweis geliefert, dafl die
mit frischen Agarkulturen immunisierten Tiere zwar gegen die lebenden Bakterien,
aber nicht gegen das von letzteren produzierte Gift geschiitzt sind. Denn die lebenden
Cholera- und Typhusbakterien gehen in dem immunisierten Tierkérper in iiberraschend
kurzer Zeit zugrunde, wahrend es noch nicht gelungen ist, Tiere iiber eine gewisse Gift-
dosis hinaus zu immunisieren; in diesem Falle ist die Immunitit eine rein bakterielle,
d. h. eine ausschliefilich gegen die Bakterienkérper gerichtete.

Das Ideal einer Immunisierung wird immer sein, den tierischen, resp. menschlichen
Korper nicht nur gegen eine einzige der Schadlichkeiten, welche die pathogenen Mikro-
organismen mit sich bringen, zu schiitzen, sondern gegen alle. Diese Verhéltnisse spielen
auch bei der Tuberkulose eine groBie Rolle.

Zundchst kdnnte es allerdings so scheinen, als ob fiir Tuberkulose iiherhaupt keine
Immunitét besteht, da sie beim Menschen Jahre hindurch dauern kann, ochne dafBl die
Empfanglichkeit dafiir abnimmt. Selbst in den Fallen, wo eine Heilung eintritt, ist
der Mensch dadurch nicht immun gegen eine neue Invasion der Tuberkelbazillen ge-
worden; er ist dann im Gegenteil, wie die Erfahrung lehrt, eher noch empfénglicher
flir eine frische tuberkuldse Infektion. Und doch existieren Andeutungen, welche dafiir
sprechen, daB3 auch die Tuberkulose unter bestimmten Bedingungen eine Art Immu-
nisierung erkennen 1&Bt. Ich finde dieselben in den Beobachtungen, welche man bei
der Miliartuberkulose des Menschen und bei der experimentellen Tuberkulose des Meer-
schweinchens machen kann. Es tritt hierbei in der Regel ein Stadium ein, in welchem
die Tuberkelbazillen, welche anfangs in groSer Menge- vorhanden waren, wieder ver-
schwinden, so daf man sehr sorgfdltig suchen mufl, um iiberhaupt noch einige Reste
derselben zu finden. Es ist dies sehr auffallend, da wir noch spéter sehen werden, dafl
die Tuberkelbazillen, wenn sie experimentell dem Kérper einverleibt werden, auBer-
ordentlich langsam resorbiert werden. Es scheint sich in jenen Fillen also in der Tat
um einen Immunisierungsvorgang, und zwar um einen rein bakteriellen zu handeln.
Leider kommt er fiir den betreffenden Organismus zu spét, als daB er fiir denselben noch
von Nutzen sein kénnte. Aber diese Beobachtungen sind fiir mich von Anfang an die
Veranlassung gewesen, unablédssig nach einem Verfahren zu suchen, welches gestattet,
auch in einem frithen Stadium der Tuberkulose, wo es noch etwas niitzen kann, diesen
Zustand von Immunitit herbeizufiihren. Die beiden erwihnten Vorginge haben eins

. gemeinschaftlich, némlich da8 der Kérper in kurzer Zeit mit Tuberkelbazillen iiber-
schwemmt wird. Gerade dieser Umstand scheint mir auch die Erklirung dafiir abzu-
geben, daBl es bei der Tuberkulose unter gewdhnlichen Verhiltnissen zu einer ausge-
sprochenen Immunitédt nicht kommt. Fiir gewthnlich verhilt es sich so, dafl die Tu-
berkelbazillen in den Geweben des menschlichen Kérpers nur in geringer Zahl und sehr
langsam wachsen; sie befinden sich meistens von nekrotischem Gewebe umgeben und
erst lange Zeit, nachdem sie selbst abgestorben sind und wahrscheinlich tiefere chemische
Verdnderungen erfahren haben, kommen sie zur Resorption. Wo die Tuberkelbazillen
in gréBeren Mengen wuchern, z. B. in Kavernen und an der Oberfliche von Schleim-
héuten, da werden sie unverindert abgestoBen und fiberhaupt nicht resorbiert. So
kann denn auch unter solchen Bedingungen eine Immunisierung nicht zustande kommen.
Dieselbe tritt nur dann ein, wenn zahlreiche Tuberkelbazillen, wie bei-Miliartuberkulose
und Meerschweinchentuberkulose, sich schnell im ganzen Korper verbreiten und mit
den lebenden Geweben in Wechselwirkung treten.
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Um eine kiinstliche Immunitit zu erhalten, muBten Verhiltnisse angestrebt werden,
welche den eben geschilderten mdaglichst #hnlich sind. Dem stellen sich aber geradezu
uniiberwindliche Schwierigkeiten entgegen. Alle Versuche, die unverdnderten lebenden
oder selbst abgetdteten Tuberkelbazillen in einigermaflien groferer Menge vom sub-
kutanen Gewebe, von der Bauchhghle oder von der Blutbahn aus zur Resorption zu
bringen, sind mir mifgliickt, und ebenso ist es vielen anderen Forschern gegangen.
Subkutan injiziert machen die toten Tuberkelbazillen regelmifig Eiterungen und sie
kénnen in den entstandenen Abszessen noch monatelang in groBer Zahl und gut firbbar
nachgewiesen werden. Werden sie in die Bauchhdhle von Versuchstieren gebracht,
dann werden sie schon besser resorbiert, und es ist mir gelungen, auf diese Weise deut-
liche Immunitdt zu erzielen, aber daneben kommt es regelméBig zu umschriebenen
Entziindungen mit ihren Folgen, als Verwachsungen der Bauchorgane unter einander,
‘Knickung und Verschlu des Darms usw., welchen ein grofiler Prozentsatz der Tiere
zum Opfer fallt. Die in die Blutbahn der Versuchstiere, z. B. Kaninchen, injizierten
abgetoteten Tuberkelbazillen rufen in den Lungen ganz dieselben Tuberkelknétchen
hervor, wie es die lebenden tun, und in den Knétchen kann man noch nach sehr langer
Zeit die unveréinderten Tuberkelbazillen finden; die Resorption geht also auch hier nicht
in der erwiinschten Weise vor sich.

Als es sich somit herausstellte, daf3 die Tuberkelbazillen in unverindertem Zu-
stande fiir Immunisierungszwecke nicht zu gebrauchen sind, versuchte ich, dieselben
durch chemische Eingriffe resorbierbar zu machen. Die einzigen Verfahren, welche
in dieser Beziehung etwas leisteten, bestanden in der Behandlung der Tuberkelbazillen
mit verdiinnten Mineralsduren oder mit starken Alkalien bei Siedehitze. Damit gelingt
es in der Tat, die Tuberkelbazillen so zu verindern, daB sie in toto vom subkutanen
Gewebe aus in groferen Mengen, wenn auch langsam, aber doch vollsténdig resorbiert
werden. Irgendwelche Anzeichen von Immunité#t wurden hierbei indessen nicht er-
zielt, und es ist anzunehmen, daf dieser chemische Eingriff eine zu tiefe Verdnderung
der Bazillensubstanz bewirkt und ihre immunisierenden Eigenschaften zerstort.

Da also auch auf diessm Wege nichts zu erreichen war, so ging ich dazu iiber,
unter Verzicht auf die Gesamtmasse der Tuberkelbazillen resorbierbare Bestandteile
aus denselben zu extrahieren und dieselben zu Immunisierungszwecken zu benutzen.

Zuerst versuchte ich es mit Glyzerinextraktion, welche zur Auffindung des Tubex-
kulins fiihrte. Das Tuberkulin hat die hochst wertvolle Eigenschaft, daBl es, in sehr
geringer Menge subkutan beigebracht, bei tuberkulds erkrankten Menschen und Tieren
eine charakteristische Reaktion auslost. Diese Eigenschaft 1848t sich zunéchst verwerten,
um die Tuberkulose in den friihesten Stadien zu erkennen, also zu einer Zeit, wo die
physikalische Diagnose vollkommen im Stich 148t und wo doch gerade die meiste Aus-
sicht auf therapeutische Erfolge vorhanden ist. Die Anwendung des Tuberkulins als
diagnostisches Hilfsmittel, worauf ich in meiner ersten Ver6tfentlichung tiber das Tuber-
kulin den gréBten Nachdruck gelegt habe, hat sich denn auch im Laufe der Zeit mehr
und mehr bewédhrt. Es wird heutzutage in den meisten Kulturstaaten zur friihzeitigen
Diagnose der Rindertuberkulose (Perlsucht) verwendet. Die planmaBige Bekémpfung
dieser weit verbreiteten Krankheit ist darauf begriindet und hat bereits zu sehr guten
Erfolgen gefithrt. Bei den vielen Tausenden von Tuberkulininjektionen, welche zu diesem
Zwecke an Rindern gemacht sind, hat sich die Befiirchtung, dafl infolge der Reaktion
die Tuberkelbazillen mobil gemacht und nach gesunden Teilen des Kérpers verschleppt
werden kénnten, als irrig erwiesen. Hs stimmt das vollkommen iiberein mit meinen
eigenen Erfahrungen an mehr als 1000 Féllen von Anwendung des Tuberkuling zur
Frithdiagnose der Tuberkulose beim Menschen, iiber welche demnichst Herr Stabs-
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arzt Dr. Nietner ausfiihrlich berichten wird. Auch in diesen Féllen hat sich niemals
der geringste Anhalt fiir die Mobilmachung und Verschleppung von Tuberkelbazillen
erkennen lassen. Auf Grund solcher Erfahrungen sollte man doch endlich das torichte
Vorurteil vom mobilgemachten Tuberkelbazillus fallen lassen und sollte die diagnostische
Verwendung des Tuberkulins auch zur Bekdmpfung der menschlichen Tuberkulose
nach Analogie der Perlsuchtbekémpfung verwerten. Ich kann hier nur das wiederholen,
was ich bei fritherer Gelegenheit gesagt habe, dafl auch bei der Tuberkulose die Pro-
phylaxis unendlich wichtiger und vorteilhafter ist als alle Therapie. -

Die weitere Ausnutzung des Tuberkulins besteht in der Anwendung desselben
zur Behandlung der Tuberkulose. Da nach jeder Tuberkulinreaktion eine unverkenn-
bare Besserung des tuberkuldsen Prozesses eintritt, so lag es sehr nahe, die Reaktionen
solange, als noch eine Besserung damit zu erzielen war, fortzusetzen. Bis ins Unbe-
grenzte 146t sich dies nun aber nicht durchfiihren; allm#hlich erlischt die Reaktions-
tahigkeit und damit natiirlich auch die Wirkung des Tuberkulins. Es kommt schlieBlich
zu einer vollkommenen Immunisierung gegen das Tuberkulin, welche einige Monate
anhalten kann. Auf die Tuberkelbazillen selbst hat die Immunisierung keinen Einflu8,
es handelt sich also um eine reine Toxinimmunitdt, aber nicht um eine bakterielle. Leider
ist sehr oft die Reaktionsfdhigkeit gegen das Tuberkulin bereits erloschen, ehe eine
vollkommene Heilung erfolgt ist. Es treten dann Rezidive ein, welche, sobald die Reak-
tionsféhigkeit sich wieder eingestellt hat, von neuem mit Tuberkulinreaktionen zu be-
handeln sind. Auf diese Weise kann man mit der ndtigen Geschicklichkeit und Aus-
dauer, wenn auch nicht in allen; so doch in sehr vielen Fillen von unkomplizierter Tuber-
kulose Heilung oder doch mindestens erhebliche Besserung erveichen. Ich wiirde des-
halb, wenn es mir nicht inzwischen gelungen wére, wirklich bakteriell-immunisierende
Priparate aus den Kulturen der Tuberkelbazillen darzustellen, auch jetzt noch das Tuber-
kulin fiir das beste unter den jetzt zu Gebote stehenden Mitteln gegen Tuberkulose halten.

Aber selbstverstandlich blieb auch nach Auffindung des Tuberkulins mein Wunsch
immer auf die Gewinnung solcher bakteriell-immunisierender Substanzen gerichtet.
Unter den vielen spiter wieder fallen gelassenen dahinzielenden Versuchen méchte
ich hier einen erwahnen, der mich langer als ein Jahr beschéftigt hat, da er in mehr-
facher Beziehung sehr lehrreich ist. Es handelt sich um ein Priparat, welches durch
Extraktion der Tuberkelbazillen mit !/, Normalnatronlauge gewonnen wurde. Die
Tuberkelbazillen wurden in der Lauge gut verteilt, drei Tage lang bei Zimmertemperatur
unter Gfterem Umriihren stehen gelassen, die iiber den Kulturmassen stehende Fliissig-
keit durch FlieBpapier filtriert und schlieBlich neutralisiert. Die so erhaltene klare,
schwach gelblich geférbte Flissigkeit war nicht ganz frei von Tuberkelbazillen. Sie
enthielt soviel davon, daf in einem gewdhnlichen Deckglaspriaparat 5—10 Bazillen
im Gesichtsfeld zu sehen waren. Dieselben lagen aber stets einzeln, nie in Haufen. Selbst-
verstéindlich waren dies ganz sicher abgetdtete Tuberkelbazillen, da ich durch Vor-
versuche festgestellt hatte, daf sie in !/, Normalnatronlauge schon nach 12—15 Stunden
abgestorben sind. Das Praparat wurde, weil es ein alkalisches Extrakt war, der Kiirze
wegen als TA bezeichnet. Mit diesem TA angestellté Versuche ergaben nun, daB das-
selbe in sehr kleinen Dosen ganz dhnliche Reaktionen bewirkte, wie das Tuberkulin,
nur waren die Reaktionen von etwas lingerer Dauer; auch blieb die Reaktionstihigkeit
langer erhalten. Die Hauptsache aber war, dafl die damit erzielten Erfolge sich als be-
sténdiger erwiesen, als die mit Tuberkulin erhaltenen. Es kam weniger oft und spéter
zu Rezidiven. Es stellte sich jedoch bei diesem Priparat ein Ubelstand ein, der mich
schlieBlich dazu zwang, es wieder aufzugeben. Bei einer gewissen, allerdings ziemlich
hohen Dosis bildeten sich an den Injektionsstellen Abszesse, die vollkommen steril waren
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und nur durch den Gehalt des Praparats an toten Tuberkelbazillen bedingt sein konnten.
Die Fliissigkeit wurde deswegen in der Folge durch Tonzellen filtriert und so die Tu-
berkelbazillen vollstindig daraus entfernt. Auf der Oberfliche der Tonzelle bliehen
aber bei der Filtration nicht nur die Bazillen, sondern-auch eine gewisse Menge kolloider
Substanz zuriick, und es stellte sich sehr bald heraus, daB das filtrierte Priparat nun
keine Abszesse mehr machte, aber in seiner Wirkung dem gewohnlichen Tuberkulin
auch nicht mehr iiberlegen war. Da das Praparat auBerdem sich nicht lange hielt und
immer frisch hergestellt werden muBte, so habe ich das auBerordentlich haltbare Glyzerin-
extrakttuberkulin ihm schlieflich vorgezogen. :

DaB bei einer gewissen Dosis des TA regelmiBig Abszesse eintraten, halte ich
flir ein sehr wichtiges Faktum. Dagselbe lehrt uns nimlich, daB eine Angew6hnung,
eine Immunisierung gegen die in ihrer Form erhaltenen Tuberkelbazillen bei subkutaner
Applikation nicht zu erwarten ist. Von dem Priparat wurden anfangs die kleinsten
Dosen, welche nur vereinzelte Tuberkelbazillen enthalten konnten und noch ganz gut
resorbiert wurden, injiziert. Dann wurde ganz allméhlich gestiegen, bis man nach 20
bis 30 Injektionen an die abszeBmachenden groBeren Dosen kam. Wenn eine Ange-
wohnung an gréBere Mengen von Tuberkelbazillen méglich wiire, dann hitte sie hier
eintreten miissen: aber dies geschah nicht; offenbar weil das subkutane Gewebe imstande
ist, eine geringe Zahl von toten Tuberkelbazillen noch ganz gut zu bewiltigen, aber
tiber eine gewisse Menge derselben hinaus dazu absolut unfihig ist. Wollte man auf
diesem Wege dem Korper eine gréBere Menge von Tuberkelbazillen einverleiben, dann
miite man eine Menge von Injektionen auf entsprechend viele Hautstellen verteilen,
was sich aus praktischen Griinden von selbst verbietet.

. Diese mit dem TA gemachten Erfahrungen brachten mich auf die Idee, die Tu-
berkelbazillen, wenn sie in unzerstértem Zustande unter keinen Umstidnden resorbiert
werden, womdglich mechanisch soweit zu zertriimmern, daf3 sie fiir die resorbierenden
Elemente des Kérpers besser angreifbar gemacht wurden. In dieser Idee wurde ich iiber-
dies noch besonders bestérkt durch Beobachtungen, welche ich in bezug auf das chemische
Verhalten der Tuberkelbazillen gemacht hattel). Bei den frither erwidhnten Versuchen,
die Tuberkelbazillen durch Mineralsduren und starke Alkalien in einen geldsten Zustand
itberzufiihren, hatte ich némlich gefunden, dafl die Tuberkelbazillen zwei eigentiimliche
chemische Kérper enthalten, yelche beide zu den ungesittigten Fettsiuren gehoren.
Die eine Fettsiure ist in verdiinntem Alkohol 18slich und wird durch Natronlauge leicht
verseift; die andere 16st sich nur in siedendem absoluten Alkohol oder Ather und ist
sehr schwer verseifbar. Beide nehmen die sogenannte Tuberkelbazillenfirbung an,
d. h. sie werden durch Karbolfuchsin intensiv rot gefarbt und behalten diese Farbung
auch nach der Behandlung mit verdiinnter Salpetersiure und mit Alkohol. Da bei dieser
Behandlung die erste der beiden Fettsauren sich in Alkohol 16st und aus den mikrosko-+
pischen Untersuchungsobjekten ausgezogen wird, so bleibt bei dem Farbungsverfahren,
wenn es auf die Tuberkelbazillen angewendet wird, nur die zweite, in kaltem Alkohol
unlosliche Fettsdure in demselben zuriick; diese fixiert den Farbstoff und ist somit
der Tréger der eigentlichen Tuberkelbazillenfarbung. Durch heiBe Natronlauge kann

. man die Fettsdure langsam aus den Tuberkelbazillen austreiben und mit Hilfe des Mikro-
skops den Vorgang der Abscheidung leicht verfolgen, wie die Fettsiure in Form von
farbbaren Trépfchen aus dem Bazillus austritt und zu gréferen Tropfen zusammen-.
fliet, wihrend die Bazillen anfangs noch ihre Form bewahren, aber nicht mehr die
spezifische Farbung der Tuberkelbazillen, sondern nur noch die der iibrigen Bakterien

1) Diese und andere chemische'Untersuchungen, welche ich in Gemeinschaft mit Herren Prof.
Proskauer angestellt habe, sollen demnéchst verdtfentlicht werden.
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annehmen. Diese Fettsiuren bilden, wie das mikroskopische Bild des geférbten Bazillus
lehrt, eine zusammenhingende Schicht in dem Korper desselben, sie schiitzen ihn gegen
Eingriffe von auBen und bewirken, daB eine Resorption so schwer vor sich geht. Es
kam somit darauf an, diese Schutzhiille zu zerstoren, wenn die Tuberkelbazillen resor-
bierbar gemacht werden sollten.

Die ersten darauf hinzielenden Versuche scheiterten sédmtlich. Alles Zerreiben
und Zerquetschen mit und ohne Zusétze von harten, pulverférmigen Massen liell die
Tuberkelbazillen unverindert. Erst als ich gut getrocknete Kulturen nahm und sie
ohne irgendwelchen Zusatz im Achatmérser mit einem Achatpistill lange Zeit hindurch
verarbeitete, lie sich erkennen, dafl die farbbaren Tuberkelbazillen an Zahl abnahmen
und daB schlieBlich nur noch wenige Tuberkelbazillen iibrig geblieben waren. Um auch
diese sicher zu entfernen, verteilte ich die so gewonnene Substanz in destilliertem Wasser
und zentrifugierte sie. Mit Hilfe einer sehr kriftigen Zentrifuge (4000 Umdrehungen
in der Minute, eine halbe bis dreiviertel Stunden lang) lieB sich die Fliissigkeit in eine
obere weillich opaleszierende, aber vollkommen klar durchsichtige Schicht, welche
keine Tuberkelbazillen mehr enthielt, und einen fest anhaftenden schlammigen Boden-
satz trennen. Letzterer wurde wieder getrocknet, dann im Morser verarbeitet und zentri-
fugiert wie vorher; er gab dann gleichfalls eine klare obere Schicht und einen festen
Bodensatz. Diese Manipulation konnte fortgesetzt werden, bis schlieBlich fast nichts
ibrig blieb, als die schon urspriinglich in der Kultur befindlichen und spéter zuféllig
hineingeratenen Verunreinigungen von Baumwollfasern, Staub usw. Es liel sich also
auf diese Weise mit Leichtigkeit die gesamte Masse der Tuberkelbazillenkultur in
eine Reihe von vollstindig klaren Fliissigkeiten verwandeln.

Dieser Versuch, den jeder ohne Schwierigkeit wiederholen kann, war der Aus-
gangspunkt fiir meine weiteren Arbeiten.

Zunidchst iiberzeugte ich mich durch Versuche an Tieren und spéter an Menschen,
dafl die so gewonnenen Préparate sémtlich vollkommen resorbierbar waren und niemals
Abszesse machten, vorausgesetzt, daB sie gut zentrifugiert waren und keine firbbaren
Tuberkelbazillen mehr enthielten. Es stellte sich dann ferner alsbald heraus, daB nur
die erste Fliissigkeit sich von den folgenden wesentlich unterscheidet, die zweite und die
darauf folgenden unter sich aber nicht unterschieden sind. Ich habe deswegen als Tuber-
kulin O (abgekiirzt T O) die oberste Schicht nach dem ersten Zentrifugieren und als T R
den nach dem ersten Zentrifugieren gebliebenen und weiter verarbeiteten Rest be-
zeichnet. .

- Schon bei der mikroskopischen Untersuchung des verarbeiteten Ausgangsmaterials
zeigt es sich, daf die Kérper der Tuberkelbazillen nicht in eine gleichméfBige Substanz
verwandelt sind. Man sieht, wenn mit Karbolfuchsin voi- und mit Methylenblau nach-
-gefdrbt ist, iberhaupt keine rot gefarbten Massen mehr, auch die Trépfchen der Fett-
siure fehlen, dagegen befinden sich im Gesichtsfelde blaB gefirbte wolkige Gebilde,
die von dunkelblauen Trépfchen umsiumt sind; letztere haufen sich namentlich nach
dem Rande zu. Nach der Trennung in die Flissigkeiten TO und TR findet man die
violetten wolkenartigen Gebilde in TR, die blaugefsirbten Massen in TO. Ein weiterer
Unterschied besteht darin, dal ein Zusatz von 509, Glyzerin TO nicht verdndert, in
TR dagegen einen flockigen weiflen Niederschlag hervorruft, iiber welchem eine ganz
wasserklare Fliissigkeit zuriickbleibt. Uber noch weitere interessante chemische Unter-
schiede werde ich bei anderer Gelegenheit berichten.

Das Verhalten gegeniiber dem Glyzerin lie§ schon erkennen, dafl TR hauptsachllch
diejenigen Bestandteile der Tuberkelbazillen enthélt, welche in Glyzerin unléslich sind,
also bei der Glyzerinextraktion zuriickbleiben, wihrend das TO die im Glyzerin.ldslichen



Uber neue Tuberkulinpriparate. 689

Teile umfalt. Mit dieser Annahme stimmt denn auch die Priifung der beiden Praparate
an Tieren und am Menschen iiberein. TO steht in seinen Eigenschaften dem gewdhnlichen
Tuberkulin sehr nahe, es entspricht fast ganz der Wirkung des frither geschilderten TA
(alkalisches Extrakt), nur daB bei dem TO keine AbszeBbildungen zu befiirchten sind.
Aber es hat auch nur sehr geringe immunisierende Eigenschaften.

Das TR dagegen wirkt ganz entschieden immunisierend. Es macht zwar auch
bei Tuberkulésen Reaktionen, wenn zu groBe Dosen angewendet werden, aber seine
Wirkung ist ganz unabhingig von diesen Reaktionen. Wihrend beim Gebrauch von
gewdhnlichem Tuberkulin, ebenso wie von TA und TO Reaktionen hervorgerufen werden
miissen, um Heileffekte zu erzielen, suche ich bei der Anwendung des TR die Reaktionen
moglichst zu vermeiden und bemiihe mich nur, den Kranken durch allméhliche Steigerung
der Dosis, zwar so schnell als mdglich, aber auch mit méglichster Schonung fiir gréBere
Dosen des Mittels unempfénglich zu machen, d. h. ihn gegen das TR und damit, wie
ich annehmen zu kénnen glaube, auch gegen die Tuberkelbazillen selbst zu immuni-
sieren. Dall das TR alles umfalt, was an immunisierenden Faktoren in den Kulturen
der Tuberkelbazillen enthalten ist, geht auch schon daraus hervor, daf ein Mensch,
welcher gegen TR immunisiert ist, auch wenn bei der Immunisierung Reaktionen fast
ganz vermieden sind, nicht mehr auf grofe Dosen des gewdhnlichen Tuberkulins und
des TO reagiert; er ist also gegen alle Bestandteile der Tuberkelbazillen immunisiert.
Ich habe gerade dieses Verhalten des TR, weil es mir sehr wichtig zu sein schien, in einer
so groBen Anzahl von Fallen konstatiert, daB iiber die Richtigkeit der Beobachtung
kein Zweifel obwalten kann.

Wenn das TR seine volle Wirkung entfalten soll, dann sind allerdings bei seiner
Herstellung noch einige unerldfliche Bedingungen zu erfiillen. Zunichst eignet sich
nicht jede Tuberkelkultur zur Praparation eines wirksamen TR. Ich habe mich in neuerer
Zeit durch Versuche, die ich gemeinschaftlich mit Herrn Dr. Vagedes angestellt
habe und welche spéter verdffentlicht werden sollen, davon iiberzeugt, daB die Tuberkel-
bazillen gar nicht so gleichmé&Big virulent sind, wie man bisher allgemein angenommen
hat. Es kommen ziemlich bedeutende Abstufungen in der Virulenz selbst bei frisch
geziichteten Kulturen vor.

Die in den Laboratorien lange Zeit hindurch fortgeziichteten Kulturen haben
in der Regel an Virulenz sehr verloren. Zur Priparation von TR soll man nur hoch viru-
lente Kulturen verwenden. Die wenig virulenten liefern auch wenig wirksame oder
selbst ganz unwirksame Priparate.

Die Kulturen diirfen nicht zu alt sein, sie miissen so jung wie moghch verarbeitet
werden. Das Trocknen darf nur im Vakuumexsikkator vorgenommen werden. Andere
Manipulationen bringen leicht derartige Verdnderungen hervor, dafl die Substanz weniger
Islich und damit auch weniger wirksam wird. Uberhaupt sind alle chemischen Ein-
griffe, und wenn sie noch so gering sind, zu vermeiden, da das TR sehr empfindlich da-
gegen zu sein scheint. Aus demselben Grunde sind auch sowohl die zu Verarbeltenden
Kulturen als das fertige Préparat vor Licht zu schiitzen.

- Die Kulturen miissen ferner moglichst frisch, also gleich nachdem sie vollkommen
trocken geworden sind, verarbeitet werden; denn ein lingeres Aufbewahren schidigt
sie ebenfalls. GroBere Mengen als etwa 100 mg lassen sich mit der Hand nicht verar-
beiten, und es gehort schon grofle Ubung dazu, um dieses Quantum zu bewéltigen. Eine
ausreichende Trennung von TO und TR ist nur dann erreicht, wenn das vollkommen
klare TO mindestens 509, der festen Substanz aufgenommen hat. Anderenfalls bleibt
in TR eine mehr oder weniger grole Menge vom TO und man erhdlt bei der Injektion

desselben unerwiinschte Reaktionen.
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Wer sich mit der Herstellung des TR befagsen will, mul} sich dessen bewuBt sein,
daB hoch virulente lebende Tuberkelbazillen in trockenem Zustande so zu verarbeiten
sind, daB eine Staubbildung gar nicht zu vermeiden ist. Die damit verbundene Gefahr
halte ich fiir keine geringe, und ich muf} gestehen, daBl ich bei diesen Versuchen das
Gefithl hatte, als ob ich mit explosiblen Stoffen zu tun h#tte. Einen Respirator habe
ich nicht benutzt, weil mir derselbe keinen ausreichenden Schutz zu bieten schien. Er
kann nicht verhiiten, daB sich der Bazillenstaub auf die Kleider legt und im Zimmer
verbreitet. Ich halte es deswegen auch fiir ausgeschlossen, daBl das TR etwa in gréBeren
Mengen mit Handbetrieb hergestellt werden kénnte. KEin gleichmédfBig gutes, allen An-
forderungen gentigendes Préparat in grofBeren Mengen kann unter Vermeidung der bei
der Verarbeitung drohenden Gefahren nur der GroBbetrieb mit Zuhilfenahme von ge-
eignéten maschinellen Einrichtungen produzieren. Derartige Einrichtungen fiir den
GroBbetrieb zu treffen, haben sich auf meine Veranlassung die Farbwerke von Meister,
Lucius & Briining in Hdchst a. M. entschlossen, und sie kénnen das Préparat TR so-
wohl als TO genau nach meinen Angaben hergestellt abgeben.

Die Fliissigkeiten sind behufs Konservierung mit einem Zusatz von 209, Glyzerin
versehen, der dieselben nach meinen bisherigen Erfahrungen gegen Zersetzung geniigend
schiitzt, ohne das TR in den unloslichen Zustand tberzufithren.

Die Anwendung und Dosierung des Préparates ist eine sehr einfache. Die In-
jektionen werden ebenso wie beim Tuberkulin auf dem Riicken mit Hilfe einer gut steri-
lisierbaren Spritze gemacht. Die Fliissigkeit enthélt im Kubikzentimeter 10 mg fester
Substanz und ist fiir den Gebrauch durch Verdiinnung mit physiologischer Kochsalz-
l16sung (nicht mit Phenollosung) auf die erforderliche Dosis zu bringen. Man beginnt
mit 1/, mg. s ist dies eine so niedrige Dosis, daB darauf nur ausnahmsweise eine Re-
altion eintritt; sollte dies aber der Fall sein, dann verdiinnt man noch mehr. Die Ein-
spritzungen werden ungefihr jeden zweiten Tag unter so langsamer Steigerung der Dosis
vorgenommen, dafl hohere Temperatursteigerungen als um einen halben Grad moglichst
vermieden werden. KEtwaige Temperatursteigerungen, welche durch die Injektion be-
dingt sind, miissen vollkommen geschwunden sein, ehe von neuem injiziert wird. Ich
bin in der Regel bis 20 mg gestiegen und habe dann, wenn auf diese Dosis keine Reaktion
erfolgt, aufgehért oder nur noch in gréBeren Pausen injiziert.

Will man Tiere immunisieren, dann gibt man von vornherein soviel, als sie gut
resorbieren koénnen, den Meerschweinchen z. B. 2—3 mg, gréferen Tieren entsprechend
mehr. Bei tuberkuldsen Tieren mufl man natiirlich mit viel kleineren Dosen anfangen,
da eine Dosis von 2 mg unter Umsténden schon tddlich sein kann.

Was nun die mit dem TR zu erzielenden Wirkungen anbetrifft, so will ich mich
hier nur auf einige kurze Bemerkungen beschrinken und behalte mir vor, spéter
hieriiber und namentlich iiber die .Behandlung von XKranken ausfithrlicher zu
berichten.

Bei der Immunisierung gesunder und der Behandlung kranker Tiere kommt alles
darauf an, moglichst groe Dosen beizubringen. Natiirlich miissen dieselben so bemessen
sein, daB sie noch gut resorbiert werden, was sich leicht an dem Verhalten der Infiltration
an den Injektionsstellen bemessen 1a8t. Unter Einhaltung dieser Bedingungen ist es
mir gelungen, eine gréBere Anzahl von Meerschweinchen vollkommen zu immunisieren,
so daB sie wiederholte Impfungen mit virulenten Kulturen ertragen haben, ohne in-
fiziert zu werden. Die Impfstellen verschwanden spurlos, und die der Impfstelle be-
nachbarten Inguinaldriisen waren noch Monate nach der Impfung in einigen Fillen
ganz unverdndert, in.anderen nur wenig vergrdBert, aber ohne gichtbare tuberkulése
Vertinderungen; Tuberkelbazillen konnten in ihnen nicht a,ufgefunden werden.
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Bei einer Anzahl von Tieren war zur Zeit der ersten Impfung die Immunisierung
noch nicht beendet. In diesen Fillen fand sich die Impfstelle zwar verheilt, aber die
Inguinaldriisen waren verkést. Die inneren Organe dagegen waren frei von Tuberkulose,
wahrend die Kontrolltiere weit vorgeschrititene allgemeine Tuberkulose der Lungen,
Milz und Leber zeigten. :

Einen noch geringeren Grad von Immumslerung zur Zeit der Impfuncr glaube
ich da annehmen zu miissen, wo bei den Versuchstieren sich nur die Lungen tuberkults
erkrankt zeigten, wiahrend Leber und Milz nur Spuren von Tuberkulose erkennen lieBen
oder ganz frei davon waren. Diesen Zustand habe ich aufler in diesen Fillen nur noch
bei tuberkuldsen Meerschweinchen gesehen, welche mit dem gewdhnlichen Tuber-
kulin “behandelt Wurden, aber in einem zu Welt vorgeschrittenen Stadlum der Er-
krankung.

Bei Meerschweinchen, welche nach geschehener tuberkuldser Infektion Injektionen
mit TR erhalten hatten, wurden ausnahmslos mehr oder weniger weit vorgeschrittene
regressive Veréinderungen an den beim Beginn der Behandlung bereits tuberkulSs ge-
gewesenen Organen gefunden. Namentlich zeigte sich das an Leber und Milz. In der
Leber fehlten die nekrotischen, gelblich gefdrbten Herde, dafiir sah man Furchen und
Einsenkungen an der Oberfliche, welche dem Organ ein eigentiimlich hockeriges Aus-
sehen verleihen. Die Milz lie8 ebenfalls Schrumpfungen erkennen, die in einigen Fillen
soweit gegangen waren, dal von dem Organ nur noch ganz geringe Reste tibrig gebheben
waren, die erst nach sorgfdltigem Suchen aufgefunden werden konnten. ,

Im allgemeinen habe ich bei diesen Versuchen den Eindruck gewonnen, daB die
volle Tmmunisierung etwa 2 bis 3 Wochen nach der Applikation gréBerer Dosen ein-
tritt. . Eine Heilung tuberkul6ser Meerschweinchen, bei denen die Krankheit bekanntlich
sehr rasch verlauft, gelingt deswegen nur, wenn die Behandlung frithzeitig, schon 1 b1s
2 Wochen nach der Impfung eingeleitet wird.

Letztere Regel gilt auch fiir den tuberkuldsen Menschen, dessen Behandlung man
nicht zu spét beginnen soll. Im Anfang werden so kleine Dosen gegeben, dall von ihnen
noch keine nennenswerte Immunisierung zu erwarten ist; erst wenn man zu groBeren’
Dosen gelangt ist, 0,5—1 mg, treten unverkennbare Wirkungen der Immunisierung
“ein. Damit ist auch von vornherein eine Grenze fiir die Anwendbarkeit des Préparats
gegeben. Ein Kranker, dessen Zustand nur noch wenige Monate Lebensfrist gestattet,
hat keinen Nutzen davon zu erwarten. Ebensowenig hat es einen Zweck, Kranke damit
behandeln zu wollen, welche an sekundéren Infektionen, namentlich durch Strepto-
kokken bedingten, leiden und bei denen septische Prozesse die Tuberkulose ganz in den
Hintergrund gedréngt haben. Es ist doch selbstverstindlich, dafl eine Immunisierung
gegen Tuberkulose auf Streptokokken und andere pathogene Mikroorganismen, welche
bei vorgeschrittener Tuberkulose oft eine so verhdngnisvolle Rolle spielen, keinen Ein-
fluB, wenigstens keinen unmittelbaren ausiiben kann. Derartige Zusténde sind in der
Regel schon an dem Verhalten der Temperatur zu erkennen, und in dieser Beziehung
hat die Erfahrung gelehrt, dal Kranke, deren Temperatur iiber 38° hinausgeht, fiir die
spezifische Behandlung der Tuberkulose nur noch ausnahmsweise zugénglich sind.

Das Priparat ist von mir bei einer ziemlich groBen Zahl geeigneter Kranken, und
namentlich auch bei Lupuskranken angewendet, und ich habe bei denselben ausnahms-
los eine bedeutende Besserung erreicht, welche viel weiter geht, als die mit dem gewdhn-
lichen Tuberkulin und mit TA erzielten Erfolge. Ich rede absichtlich nur von ,,Besse-
rung®‘, obwohl nach gewdShnlichen Begriffen nicht wenige Falle als geheilt bezeichnet
werden konnten. Aber ich halte es fiir verfritht, den Ausdruck Heilung zu gebrauchen,

bevor nicht ein hinreichend langer Zeitraum ohne Rezidiv verstrichen ist.
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Bei Lupuskranken war es besonders bemerkenswert, daf3 die 6rtlichen Reaktionen
sehr gering blieben und trotzdem eine bestdndig fortlaufende Besserung sich vollzog.
Ebenso fehlten bei Phthisikern die vom Tuberkulin her bekannten stiirmischen Reak-
tionen, die voriibergehende Infiltration in den erkrankten Lungenpartien zur Folge
hatten. Beim TR war eine geringe Zunahme der Rasselgerdusche in der Regel das ein-
zige ortliche Symptom, welches bald wieder verschwand. Schon nach wenigen Injek-
tionen nahm die Menge des Sputums ab, und oft versiegte es schlieBlich ganz, womit
natiirlich auch der Befund von Tuberkelbazillen authdérte. Dementsprechend schwanden
die Rasselgerdusche iiber den erkrankten Lungenpartien, und das Dampfungsgebiet
verkleinerte sich. :

Trgendwelche beéingstigenden Nebensymptome oder eine sonstige Beeintrachtigung
der Gesundheit, welche dem Priparat zugeschrieben werden konnte, habe ich in keinem
Falle gesehen. Fast alle Kranken nahmen von Anfang an im Gewicht zu und erreichten
bis zum SchluBl der Behandlung ganz erhebliche Gewichtszunahmen. Besonders in die
Augen fallend war auch die Verinderung der Temperaturkurve bei solchen Kranken,
welche die bekannten téglichen Temperaturschwankungen um einen Grad und dariiber
hatten. Die zackige Linie glich sich mehr und mehr aus und ging allméhlich zur nor-
malen, fast gestreckten und dicht unterhalb von 37° verlaufenden Linie iiber.

Ob die von mir bisher geiibte Methode in der Anwendung des TR, némlich lang-
sames Ansteigen von subkutan beigebrachten kleinsten Dosen bis etwa auf 20 mg, die
beste ist, wage ich nicht zu behaupten. Es ist moglich, daB andere Methoden, vielleicht
auch Kombinationen mit dem TO oder mit Serumpréparaten, die vermittels TO oder
TR?) gewonnen sind, besser und schneller zum Ziele fithren, das miissen eben weitere
Versuche lehren. Aber das glaube ich mit Bestimmtheit behaupten zu kénnen, daf
weitere Verbesserungen der Préparate selbst nicht mehr zu erwarten sind. Dieselben
bestehen aus hochvirulenten, frischen Kulturen, welche unmittelbar vorher noch lebend
waren und ohne chemische Eingriffe in den ldslichen Zustand iibergefiihrt sind.

Etwas Besseres 1a8t sich in dieser Art nicht darstellen, und was iiberhaupt mit
Tuberkelkulturen zu erreichen ist, das mull mit diesen Prdparaten zu erreichen sein.

Berlin, den 14. November 1896.

1} Versuche zur Serumgewinnung mit den Prdparaten TO und TR sind bereits im Gange.



