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Aus dem Veterinar-medizinischen Staatsinstitut, Stockholm (Schweden)

Immunbiologische Studien an Yersinia pseudotuberculosis'
(Synonym: Pasteurella pseudotuberculosis)

Von E. Thal

Taxonomie

Yersinia pseudotuberculosis, im folgenden kurz Y. pstb. bezeichnet, ist
kulturell-morphologisch, biofermentativ und serologisch nahe verwandt mit
Y. pestis. Beide Spezies gehoren zurzeit zum Genus Pasteurella innerhalb der

Familie Brucellaceae. Sneath und Cowan haben mit Hilfe von mathema-
tischen Berechnungen nach der Adansonischen Methode, die in der Zusam-
menstellung gleichwertiger Ahnlichkeitsfaktoren besteht, Y. pestis zwischen
Escherichia und Klebsiella, d.h. unter den Enterobacteriaceae placiert
(Literatur siehe Nr. 21). Auch Y. pstb. betrachte ich taxonomisch als zu den
Enterobacteriaceae gehiérend [24]. Innerhalb der Pasteurella-Gruppe haben
wir versucht, die taxonomischen Verhiltnisse mit der Adansonischen Me-
thode zu illustrieren [21].

1 Gastvorlesung am 28. Februar 1966 an der Veteriniir-medizinischen Fakultéit der Univer-
sitit Bern.
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Die Ahnlichkeitskoeffizienten wurden in dieser Arbeit auf Grund bio-
chemischer und fermentativer Reaktionen berechnet — die serologischen Be-
ziehungen sind nicht mitberiicksichtigt. Die Ahnlichkeit zwischen Y. pestis
und Y. pstb. ist teilweise zwischen 85-899,, d.h. genau so grof} wie fiir Y.
psth.-Stimme untereinander. Zu Pasteurella multocida liegt die Ahnlichkeit
unter 699%,. Aus dem Dendogramm geht hervor, dal} wir es mit zwei verschie-
denen Gruppen zu tun haben. Die Gruppe 1 ist Oxydase-positiv, die Gruppe
2 Oxydase-negativ. Die Gruppe 2 haben wir vorgeschlagen in Yersinia nach
Yersin, dem Entdecker der Pestbakterien, zu benennen, damit einem Vor-
schlag von van Loghem [11] gerecht werdend. Viele Forscher, die mit dem
Genus arbeiten, sind sich iiber die Richtigkeit dieser neuen Gruppenbe-
zeichnung einig [3, 9, 16], und wir nehmen an, daf} diese Namensinderung
vom Internationalen Nomenklaturkomitee anerkannt wird.

Antigenstruktur

Untersuchungen iiber die Antigenstruktur der Yersinia pseudotuberculo-
sis [23, 24] fithrten zur Einteilung in fiinf serologische Gruppen, von welchen
jede durch thermostabile, streng gruppenspezifische O-Antigene charakte-
risiert ist. Mit dieser O- Gruppeneinteilung liel sich wahrend der letzten 12
Jahre die Bestimmung 100er von Stammen variierender Herkunft und die
serologische Priifung von Patientensera auf Infektion mit Y. pstb. durch-
fithren [4, 6, 22].
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Gegeniiber nahestehenden Spezies wie Y. pestis [28] und anderen, sowohl
kulturell-morphologisch als auch in ihren klinischen Auswirkungen dhnli-
chen Arten wie z.B. Y.«X» bzw. enterocolitica [2, 3, 10] ist Y. psth. auf
Grund der spezifischen O- und H-Agglutination eindeutig abgrenzbar. Fehl-
beurteilungen in der Diagnostik mit zuweilen weitgehenden Konsequenzen —
wie die Mitteilung iiber das Auftreten von Pest in Alaska vor einigen Jahren
— lassen sich durch die serologische Differenzierung leicht vermeiden [18].

In bezug auf die thermolabilen bzw. H-Antigene fiithrten die serologischen
Untersuchungen zu der Schlufifolgerung, da3 4 Gruppen (I, 11, I1I, V) ein
gemeinsames H-Antigen haben, wahrend die Stimme der Gruppe 1V iiber
anderes, serologisch nicht mit ersterem verwandten Antigen verfiigen. Das
den Gruppen I, II, III und V gemeinsame H-Antigen wird mit a, das fiir die
Gruppe 1V spezifische mit b bezeichnet.

Zum Zeitpunkt der damaligen serologischen Untersuchungen [1951-1953]
innerhalb der Gruppe IV standen nur zwei, spiter drei Stamme (32/1V,
190/1V, 201/IV) zur Verfiigung. Im Jahre 1964 wurde mir aus England von
Dr. T. W. Burrows, Porton, ein zur O-Gruppe IV gehorender Stamm
Nielson, isoliert aus den Fizes eines mit Symptomen einer Appendicitis akut
erkrankten vierjahrigen Midchens, iibermittelt. Die Priifung der serolo-
gischen Reaktionen dieses Stammes und Absdttigungsversuche erwiesen,
daf} er zwar in seinen O-Antigenen mit den iibrigen drei bekannten Stim-
men der Gruppe 1V unserer Sammlung iibereinstimmte, sich jedoch in der
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H-Agglutination abweichend verhielt. Die notwendige Uberpriifung der
Verhéltnisse beziiglich der H-Antigene der Y. psth. — in erster Linie der
Gruppe 1V — war damit gegeben. Zwei Laboratoriumsstimme élteren
Datums, Saisawa (1909), isoliert von einem japanischen Soldaten, und
Tkegaki (1936), isoliert von einem Affen, wurden in die Untersuchungen mit-
einbezogen. Diese beiden zur Gruppe IV gehdérenden Stamme sind von
Knapp auf Grund ihres unterschiedlichen Verhaltens im O-Antigenkom-
plex einer Untergruppe 1V B zugeteilt worden [7].

Die serologischen Beziehungen der H-Antigene innerhalb der finf Grup-
pen der Y. pstb. sind aus der Tabelle 1 ersichtlich.

Tabelle 1 H-Agglutination der Yersinia pseudotuberculosis, Gruppen I-V

H-Antigen
Serum- = = e § "‘50 %
Bezeichnung I I 111 ® g § v © E %
i e e & Lal e
e =
HI 3200 | 1600 | 1600 —1 - - 800 3200 | 1600 | 3200
HII 800 | 1600 | 400 - - - 200 200 200 | 1600
H III 800 400 | 1600 - — - 200 : 1600 400 | 800
H IV (32) - - - 800 | 800 | 3200 - i 3200 800 800
HYV 200 | 200 [ 400 e - - 800 : 400 800 | 400
H IV(Nielson) | 1600 | 6400 | 3200 100 800 | 6400 | 3200 | 6400 | 3200 | 6400
H IV(Saisawa) 400 | 400 800 100 | 200 200 800 | 1660 800 | 3200
H TV (Ikegaki) 800 | 1600 800 100 100 200 | 400 [ 1600 | 1600 | 6400
-1 H-Agglutination << 100 = negativ (-)

Der durch punktierte Linien in der Tabelle abgegrenzte Teil enthéalt die bis 1964
bekannten Ergebnisse von H-Agglutinationen, auf die sich unter Beriicksichtigung
von Absittigungsversuchen die Postulierung der beiden bisher bekannten H-Antigene,
des fiir die Gruppen I, II, ITI und V gemeinsamen H-Antigens a sowie des der Gruppe
IV eigenen H-Antigens b stiitzt. Wie aus der Tabelle 1 weiter hervorgeht, agglutinieren
die Stdmme und Seren Nielson, Saisawa und Ikegaki nicht nur mit Seren bzw. Antige-
nen der Gruppe IV, sondern, zum Unterschied von den 3 ibrigen Stdammen 32/IV,
190/IV und 201/IV, auch mit H-Sera und H-Antigenen der iibrigen Gruppen (I, II,
II1, V).

Zwecks Analyse der aus Tabelle 1 ers:chtlichen Agglutinationsergebnisse
wurden kreuzweise Absittigungsversuche mit H-Sera [5] durchgefiihrt. Aus
der Vielzahl der durchgefiihrten Absorptionen sind in der Tabelle 2 typische,

wiederholt reproduzierte Krgebnisse zusammengestellt.
Absattigungsversuch Nr. 7 zeigt, dal das H-Serum 32/IV durch das H-Antigen des
Stammes Nielson restlos abgesittigt wird. Umgekehrt weist jedoch das H-Serum des

Stammes Nielson nach Absittigung mit Stamm 32/IV noch einen wesentlichen Titer
sowohl gegeniiber dem homologen Stamm als auch mit den Typstdmmen der Gruppe

32
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I, II, IIT und V sowie den japanischen Stammen auf (Absattigungsversuch Nr. 8).
Stamm Nielson enthélt demnach auller dem H-Antigen b der Gruppe IV auch das ge-
meinsame H-Antigen a der iibrigen Gruppen und die H-Antigenformel fiir diesen
Stamm muf} daher mindestens a, b lauten. Inzwischen sind mir aus England von Mair
(1965) zwei weitere Stamme der Gruppe 1V verschiedenen Ursprungs zugestellt wor-
den. Der eine wurde von einem Kaninchen in Berkshire, der andere von einer Bach-
stelze in Schottland isoliert. Sie stimmen in ihrer Antigenstruktur, Pathogenitéat fir
Meerschweinchen und der Malonatreaktion mit dem in Liverpool isolierten Stamm
Nielson (sieche Tabelle 4) tiberein. Stdmme der Gruppe IV mit der H-Antigenstruktur
@, b scheinen demnach in England verbreitet zu sein. Aus den Abséttigungsversuchen
Nr. 10, 11 und 12 geht hervor, da3 die Stdmme Saisawa und lkegaki in ihren H-Anti-
genen identisch sind; nach Abséattigung mit dem Stamm Nielson haben sie jedoch einen
Resttiter und reagieren nicht nur mit ihren homologen Sera und gegeneinander, son-
dern auch gegen Stdmme der Gruppe II. Diese Reaktionen waren interessant, denn sie
zeigten gleichzeitig, da3 zumindest das H-Antigen der Gruppe II der Y. pstb. nicht,
einheitlich sein kann, sondern aus mehreren Komponenten bestehen mufB}. Bereits
Knapp hatte den Verdacht geduBert, da3 Y. pstb., Gruppe 11, ein mit der Agglutina-
tionsprobe nachweisbares, thermolabiles typenspezifisches Antigen besitzen mii3te [7].
Aus den Absattigungsversuchen Nr. 1 und 2 geht hervor, da3 die Gruppe I auller dem
gemeinsamen H-Antigen a ein H-Antigen ¢ und die Gruppe II ein H-Antigen d besitzen.
H-Antigen d kommt auch bei den Stammen Saisawa und Ikegak: vor. Aus den Ver-
suchen Nr. 5 und 6 ist ersichtlich, dal H-Seren der Gruppe Il1I jeweils durch Antigene
der Gruppen I, II oder V restlos abgesittigt werden. Das 1aBt darauf schlieBen, da@
die Gruppe III nur das H-Antigen a besitzt.

Bei der Absittigung von H-Seren der Gruppe V mit jeweils einem der Gruppen-
antigene I, I, III oder den Faktor a enthaltenden Stdmmen der Gruppe IV lieB sich
stets noch ein homologer Resttiter fiir Stdmme der Gruppe V nachweisen. Es muf} sich
hier um ein weiteres der Gruppe V eigenes H-Antigen, das wir e benannt haben, han-
deln. Einige der Gruppe V zugehoérige Stamme kénnen auller den H-Antigenen ¢ und e
auch den H-Faktor b besitzen. :

Unter Beriicksichtigung der drei neuen H-Antigene 148t sich — basiert auf
der Untersuchung der H-Antigene von insgesamt 140 Stimmen — ein erwei-
tertes Antigenstrukturschema fiir Y. psth. aufstellen (Tabelle 3).

Als ein weiteres, in der Tabelle nicht beriicksichtigtes Antigen ist das ge-
wissen Stammen der Y. pstb. eigene Kwxotoxin zu betrachten [23, 24]. Es

Tabelle 3 Antigenschema der Yersinia pseudotuberculosis (1966)

Serologische Rauhantigene O-Antigene H-Antigene
O-Gruppe | O-Untergruppe «R» (thermostabil) (thermolabil)
¥ A (1) 2,3 a, ¢
B (1) 2,4 a, ¢
1I A (1) 5,6 a, d
B (1) 5,7 a, d
TIT (1) 8 a
v A (1) 9,11 b
(1) 9,11 a,b
B (1) 9,12 a, b, d
v (1) 10 a, e (b)
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ruft die Bildung antitoxischer Antikérper hervor. Y. psth. ist eine der weni-
gen bekannten gram-negativen Bakterienarten, die ein echtes Exotoxin
absondern [1, 20]. In den urspriinglichen Untersuchungen wurde das Exo-
toxin bei 8 von 12 untersuchten Stammen der Gruppe III nachgewiesen. Bei
sieben mir von Mair aus England (1965) zugesandten Stdmmen der Gruppe
ITI, die von abortierten Lammerfoten isoliert wurden, liefl sich kein Toxin
nachweisen. Anderseits wies bereits Girard [4] darauf hin, da} auch ein zur
Gruppe I gehoriger Stamm Saranac Toxin entwickle. Ich konnte den Befund
Girards bestitigen. Das von Stamm Saranac abgesonderte Toxin 148t sich
durch antitoxische Sera, die mit von Stammen der Gruppe 111 entwickeltem
Toxin hergestellt sind, neutralisieren. Es kann demnach als immunologisch
identisch mit dem von Stdammen der Gruppe III abgesonderten Toxin an-
gesehen werden. Die Exotoxinbildung bei Y. pstb. ist eine von der serologi-
schen O-Gruppe unabhingige, individuelle Stammeseigenschaft. Immuno-
logisch haben wir bei Y. psth. eine anti-infektiose und eine anti-toxische
Immunitat zu unterscheiden, wobei die anti-infektiose Immunitiat nicht
gegen die Toxininfektion zu schiitzen vermag [24].

Da der Stamm 32/IV sich auf Grund seiner Anwendung fiir Immunitéats-
versuche besonderes Interesse zugezogen hat, wird in der Tabelle 4 ein Uber-
blick iiber die Unterschiede der Stamme der Gruppe 1V, sowohl in bezug
auf ihre Antigenstruktur und biochemischen Reaktionen als auch auf ihre
Pathogenitidt und Immunogenitit gegeben.

Zur Feststellung des serologischen Types ist kunftlg die Analyse der O- und
H-Antigene anzustreben.

Schutzversuche

Die Immunisierung gegen die Pest ist zu allen Zeiten aktuell gewesen [13].
Noch heute herrscht diese Zoonose endemisch u.a. in Indien und Siidame-

Tabelle 4 Immunbiologische und biochemische Unterschiede bei Stimmen der Yersinia
Pseudotuberculosis Gruppe IV

Serologische Faktoren Patho- | Immuno-
genitat genitit
Stamm- Unter- thermostabile thermo- Malonat-
bezeichnung | gruppe labile reaktion 2
3 . 2 . gepruft an
(R) (O-Anti H-Anti Meerschweinchen
gene) gene) ;

32 IV A (1) 911 b - - 41
190 IV A (1) 9,11 b - - —
201 IV A (1) 9.11 b - — —
Nielson A (1) 9,11 a, b — + —
Saisawa B (1) 9,12 a, b, d — — —%
Tkegaki B (1) 9,12 a, b, d — e -

1 Fiir Ratten und Meerschweinchen auch immunogen gegen Y. pestis [18]
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Tabelle 5 Immunisierungsversuche gegen Y. pestis und Y. pseudotuberculosis (Meerschwein-
chen)

Infektion mit

Immunisiert mit

Y. pestis 195/P Y. pseudotub. 14/I
Y. pestis E.V. 76 10/10 2/10
(lebende Bakterien)
Y. pseudotuberculosis 32/IV 10/10 9/10
(lebende Bakterien) :
Kontrollen 0/10 0/10
2/10 = 2 Meerschweinchen von 10 infizierten iberleben. — Immunisierung mit Y. pestis

E.V. 76: 556 Mio Bakterien. Y. pseudotuberculosis 32/IV: 139 Mio Bakterien. — Infektion i.p.
drei Wochen spéter: Y. pestis 195/P: 760 000 Bakterien. Y. pseudotuberculosis 14/1: 45 Mio
Bakterien.

rika [17]. Auch im Stidwesten der Vereinigten Staaten stellen wildlebende
Nagetiere ein Infektionsreservoir und damit eine stdndig lauernde Gefahr
fiir den Menschen dar. Im Sommer 1965 wurden von dort 6 Félle von Pest
bei Menschen — davon 5 in New Mexico und 1 Fall von Kalifornien — ge-
meldet. Auch das Gespenst biologischer Kriegsfithrung macht leider die
Frage des Schutzes der Bevilkerung gegen Infektionen mit Pestbakterien
zu einem Kummer der Verteidigungsbakteriologie.

An einer Spezies, deren Antigenstruktur relativ gut definiert ist und bei
der man experimentell regelméfig stabile Immunitidt hervorrufen kann,

Tabelle 6 - Vergleich der intranasalen und intraperitonealen Vakzination und Infektion.
Vakzination mit dem avirulenten Stamm 32/IV der Y. pseudotuberculosis und Infektion des
virulenten Stammes 281/1.

Ao _Anzahl der
sA ; Uberlebenden
Gruppennummer Vakzination Infektionsweg der 60 Tege nisich
Aiere Infektion
I intranasal intranasal 8 8/8
1T intraperitoneal intranasal 8 8/8
ITTI Kontrollen - intranasal 8 1/8
IV abgetotete intranasal intranasal 8 2/8
virulente
Bakterien
(Stamm 281/T)
v intranasal intraperitoneal 8 2/8
VI intraperitoneal intraperitoneal 8 ! 6/8
VII Kontrollen — intraperitoneal 8 w018
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Tabelle 7 Vakzinierung mit Y. pseudotuberculosis, avirulenter Stamm 32/IV! und Infektion
mit Y. pseudotuberculosis, virulenter Stamm 14/12 (an Meerschweinchen).

: Anzahl der
I N Anzahl der itherlebenden
vakzinierten Tiere 30 Tage nach
Infektion
oral 8 7/83
intraperitoneal 8 8/8
Kontrollen 2/8

1 Stamm 32/TV etwa 50 x 10 Bakterien oral, intraperitoneal etwa 10 x 107 Bakterien.
2 Stamm 14/I etwa 10 x 107 Bakterien intraperitoneal 3 Wochen nach Vakzinierung.
3 Ein Meerschweinchen starb nach 2 Wochen an einer Staphylokokkeninfektion.

146t sich in Modellversuchen etwas iiber das Immunitatsgeschehen und die
dabei aktiven Faktoren lernen. Y. pstb. erfiillt diese Forderungen.

Aus Versuchen, die ich bereits 1954 bei Professor K. F. Meyer im Pest-
laboratorium der George Williams Hooper Foundation, Medical Center der
Universitat Kalifornien in San Francisco, zusammen mit T. H. Chen durch-
fithrte [25, 26], geht das Immunisierungsvermogen des avirulenten Stammes
32/IV der Y. pstb. gegen Pseudotuberkulose und Pest deutlich hervor.

Es ist bemerkenswert, daB das Ubergreifen der Immunitit nur in einer
Richtung geht, d.h. dal} der Peststamm E.V. 76 gegen Pseudotuberkulose
nicht zu schiitzen vermag.

Nachdem die Anwendbarkeit des Stammes 32/1V fiir dle Immunisierung
gegen Pestinfektion sichergestellt war, haben wir die Fragen der Persistenz

Tabelle 8 Schicksal des Vaccin-Stammes 32/IV bei intraperitoneal geimpften Meerschwem
chen

Balkteriologischer Befund
Meer- getotet
schwein am Tag Imof
Nr. p.v. P | Herzblut | Leber Milz Lunge
raum
239 7. - + S -+ ==
240 & + S -+ =
1 14. - i g & $
2 -+ — + o =
3 21. - - — + —
4 - - — - —
5 e 0% 51 s R
6 30. — - — — —
100 — == o = —
101 — — — — =
705 60. — — = e —
706 — — — L —
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der Bakterien und der verschiedenen Applikationsweisen des Impfstammes
weiter studiert, wobei stets auch pathologisch-anatomisch — makroskopisch
und histologisch — die Wirkung sowohl der Vakzination als auch der Test-
infektion kontrolliert wurde.

Sowohl bei subkutaner, intranasaler [14, 29, 30] als auch peroraler [27]
Applikation des Vakzinestammes 1a3t sich an den Versuchstieren eine gute
Immunitét hervorrufen.

Daf} ein Haften der lebend verimpften Keime im Organismus eine Voraus-
setzung fiir die Immunitéatsentwicklung ist und die induzierte «Infektion»
den Stirkegrad dieser Immunitdt bestimmt, wurde in fritheren Versuchen
gezeigt [24]. : »

Welche Schlufisidtze darf man nun aus diesen Versuchen ziehen? Da der
Stamm 32/TV in lebendem Zustand eine solide Infektionsimmunitit zu ver-

Tabelle 9 Schicksal avirulenter Stimme im Organismus intraperitoneal geimpfter Meer-
schweinchen und Abhiéngigkeit der Immunitéit von der voriibergehenden Infektion

Bakteriologischer Befund der Test
Ergebnis-

infektion
Bauch-

Toangs . | Hamilatd 2™ Leber | Milz | am 27.
& hohle (TR

Meer-

Stamm schwein Tasongs:
Nr tag p.v.!

753 4.
756
32/IV 797 13.
500
791 g
755 g

760 4.
786
79/1 750 15;
764 = < s b
779
765

778 4. 44 o {4 5%
795 = i L pth
81/IT 794 13. ) L 5 £
792 i i <5 5
796 %,

757 T

747 4. i & i s =
782 8 i ¥ . %
74/1 788 13. ¥ £ A = i
738 g A i £ %
748 A
751 +

:
|+ +
++++

| + 4+
|
|

| ++
i

|
F i
| ++
|+

g 09

sk ot

1 Die Stimme 74/I und 81/I1 wurden hier auch als Impfstoffe gepriift.

Zeichenerkliarung: Jedes Zeichen bedeutet ein Tier, und zwar 4-4 (z.B.) = gestorben am 9. Tag
p-i., bzw. g = gesund aus dem Versuch entlassen am 60.Tag p.i.
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Tabelle 10 Ergebnisse der Vakzination mit wiederholten Injektionen

Y. pseudotuberculosis Y. pseudotuberculosis Y. pestis
Stamm Stamm Stamm Soufnoiisy
32/1IV getotet mit 74 R TRU
19, Chloroform) (lebend) (lebend)
I II I11
3/10 10/10 1/10 0/8

Immunisierung: Die Meerschweinchen haben 6 0,5 ml i.p. erhalten von: I Y. pseudotub.
32/IV: 1000 Mio x 6 = 6000 Mio getiotete Bakterien. IT Y. pseudotub. 74/R: 343 Mio x 6 =
1020 Mio lebende Bakterien. IIT Y. pestis TRU : 1455 Mio x 6 = 4400 Mio lebende Bakterien.
Infektion i.p. drei Wochen spiiter: Y. pestis 195/P: 585 000 Bakterien.

Zeichenerklérung: 3/10 = 3 Meerschweinchen von 10 infizierten {iberleben.

leihen vermag, bedeutet das, dafl weder H- noch O-Antigene, die fiir die Pest
per se heterolog sind, noch die Kapselsubstanz der Y. pestis fiir die hervor-
gerufene Immunitiat verantwortlich sein kénnen. Nicht nur der avirulente
Stamm 32/IV, sondern jeder schwach virulente bzw. avirulente Stamm der
Y. pstb., unabhingig von der O-Gruppe, scheint in der Lage zu sein, eine
Antikorperproduktion zu stimulieren, falls er geniigend lange im Wirtsor-
ganismus zu persistieren vermag. Es ist sehr gut moglich, daf} das somatische
Antigen dabei die Rolle einer Schutzsubstanz fiir das Bakterium gegen zu
schnelle Phagozytose im Wirtsorganismus spielt und so die Persistenz er-
moglicht. Fiir diese Hypothese spricht auch, dafl R-Stamme der Y. pstb.,
d.h. Stimme, die ihr O-Antigen verloren haben und nach Injektion inner-
halb kurzer Zeit im Wirtsorganismus resorbiert werden, nach mehrfacher
Injektion eine stabile Immunitat geben.

Das mangelnde Persistenzvermogen des Stammes 74/R, das aus der Tabelle 9 her-
vorging, ist hier durch 6malige Injektion ersetzt worden. Mit lebenden Bakterien des
Peststammes T'RU, der ebenfalls in der R-Form vorliegt, und mit abgetoteten Bakterien

des Stammes 32/1V, die als Kontrollen mit in den Versuch einbezogen wurden, liel sich
keine befriedigende Immunitét hervorrufen [16].

Schematisch liefie sich die Anwendbarkeit der Y. pstb.-Stamme fiir die
Vakzination wie folgt darstellen.

Stammvirulenz. . . . . . . . stark schwach avirulent (R-Stamme)
Schicksal der Y. pstb. Ver- Persistenz Resorption
im Wirtsorganismus : mehrung
Reaktion des Wirtstieres Krankheit Immunitiat | ohne Effekt
bzw. Tod

Die serologischen Beziehungen zwischen Y. pestis und Y. pstb. gehen aus
den beiden folgenden Tabellen hervor. Auf Grund der starken Tendenz zu
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Tabelle 12 Absittigungsversuche mit R-Stéimmen der Y. pestis und Y. pseudotuberculosis

Wasserlosliche Extrakte
Y. pestis Y. pseudotuberculosis
Serum Abgesattigt mit o5
; 5 .
< gc:} = — — :
R e Eie LR LB
o e S 8 et g e S AS e i oho R B e
Salmonella
(Kontrollstamm) + 1+ + |+ ! =+
cholerae suis
Fra’lk};mn Yersinia pestis L% oes B PR IR ecm i (o Sl RS tn RN (RS (S [y (e
TRU :
Yersinia pseudo- S0 4r% e Bt | oA 1000 N S, et 2 e S (bemtyy EMEES I s e] o] e
tuberculosis 74/R

Spontanagglutination bei Y. pestis muliten wir mit wasserloslichen Extrak-
ten in der Prazipitation arbeiten.

Auch die serologischen Reaktionen und Absittigungsversuche weisen auf
das R-Antigen als den gemeinsamen Nenner fiir Y. pestisund Y. pstb. hin [16].

Demnach miiBten bei Y. pstb. Bestandteile des Bakterienkorpers, die wir
bisher serologisch mit « R » bezeichnet haben, fiir die hervorgerufene Immuni-
tdt verantwortlich sein. Eine nahere chemische Definition der Komponenten
steht allerdings noch aus. Voraussetzung fiir den Immunisierungsprozeld
durch den R-Antigenkomplex ist eine ausreichend lange Persistenz der
Keime im Wirtsorganismus um eine Umstimmung seiner Reaktionslage
hervorzurufen. Da sowohl die serologischen als auch die Schutzversuche den
R-Komplex implizieren, glauben wir vorldufig — in Ermangelung besserer
Erkldrungen — an dieser Arbeitshypothese festhalten zu miissen.

Humorale oder zellulire Immunitit?

Mit gebiihrender Reservation fiir die Berechtigung der traditionellen
Begriffsaufteilung in «<humorale » und «zelluldre » Immunitidt, miillte die bei
Meerschweinchen mit dem Stamm 32/IV erzielte Immunitit als «zelluldre»
bezeichnet werden. Erstens lief sich bei immunisierten Meerschweinchen
niemals ein nennenswerter Agglutinationstiter nachweisen (= 1:10), zwei-
tens lieB sich mit Immunseren hohen Titers, die mit dem Stamm 32/IV von
Kaninchen gewonnen waren, keine passive Immunitét trotz Injektion grofler
Mengen solcher Sera iibertragen [19].

Ergebnisse der in Zusammenarbeit mit Lehnert durchgefiihrten und
zum Teil noch laufenden Experimente [31] lassen uns jedoch an der Richtig-



IMMUNBIOLOGISCHE STUDIEN AN YERSINTA PSEUDOTUBERCULOSIS 385

keit des Begriffes der «zelluliren Immunitéit» wenigstens soweit sie Y. pstb.
anbetrifft, zweifeln.

Auf der Suche nach empfindlicheren Methoden als dem Agglutinations-
und Prazipitationsverfahren zum Nachweis humoraler Reaktionen, haben
wir u.a. die von Wellmann zum Nachweis der Rotlaufimmunitit bei
Schweinen ausgearbeitete Wachstumsprobe [32, 33] angewandt. Nach Modi-
fizierung der Methode 148t sich auch bei den mit Y. pstb. immunisierten
Tieren eine Antikorperreaktion im Blutserum nachweisen.

Die angewandte Technik geht aus der Fig. 3 hervor:

Figur 3 Der Nachweis humoraler Antikérper mit der Wachstumsprobe nach Y. pseudo-
tuberculosis-Vakzination

Beimpfung mit Stamm 32/1V und Inkubation 20 Stunden bei 30°C.

Pferdefleischhouillonrdhrchen

%

g

1 2 3
ohne Serum . Normal-Meerschweinchen Serum eines
Serum immunisierten
Meerschweinchens
Uberstand: +++ : A &
Bodensatz: .y ) +++

1 und 2 = Kontrollen

Roéhrehen Nr. 1 enthilt 2 ml Pferdefleischbouillon. die mit einer Ose einer frischen
Schwiarmkultur des Stammes 32/IV beimpft wird.

Rohrchen Nr. 2 enthidlt 1,8 ml der gleichen Bouillon zu der 0,2 ml Serum eines un-
behandelten Meerschweinchens (109,) hinzugefiigt wird. Die Beimpfung mit Stamm
32/1V wie oben.

Rohrchen Nr. 3 enthélt ebenfalls 1,8 ml der Pferdefleischbouillon, zu welcher 0,2 ml
Serum eines immunisierten Meerschweinchens hinzugesetzt wird. Bakterienbeimpfung
wie 1 und 2.

Nach Inkubation der 3 Rohrchen etwa 20 Stunden im Thermostat bei 30°C ergibt
sich, da der Uberstand in Réhrchen, denen Serum von immunisierten Tieren zuge-
setzt ist, klar ist, wihrend die Kontrollrohrchen triube sind. Die Bakterien im Rohr-
chen Nr. 3 haben sich als Bodensatz sedimentiert. Die Reaktion ist titrierbar. Der Ein-
fachheit halber haben wir mit 109, Serumzusatz gearbeitet, aber die meisten Seren
geben die Sedimentation auch bei 59, Serumzusatz (0,1 ml), viele sogar noch bei 19
(0,02 ml Serum). Wir haben diese Reaktion, ihr Auftreten nach der Vakzination, die
Einwirkung der Applikationsweise der Vakzine und andere Aspekte an Meerschwein-
chengruppen studiert und kénnen vorliufig folgendes dariiber aussagen: 1 Woche nach
der Immunisierung hatten etwa 309, der Tiere eine positive Reaktion in der Wachs-
tumsprobe, nach 14 Tagen 509, und nach 22 Tagen 909,. Nach 60 und 90 Tagen lief3
sich noch etwa in 809, der Tiere eine positive Reaktion nachweisen. Zu einer mit kon-
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ventionellen Methoden feststellbaren Verminderung der Bakterienzahl (Bakterien-
rechnung) kommt es nach 24 Stunden nicht. Es besteht kein pH-Unterschied gegeniiber
den Kontrollen. Die Agglutinationspriifung der gleichen Seren mit lebendem oder Tot-
antigen fiel negativ aus (= 1:10). Ohne vorlaufig den Mechanismus der Reaktion be-
friedigend erkliren zu konnen, scheinen wir es hier mit einem Indikatorsystem far die
mit Stamm 32/1V erreichte Immunitét bei Meerschweinchen zu tun zu haben.

Um weiter die Richtigkeit der Theorie der zelluliren Immunitéit von ei-
nem anderen Ausgangspunkt zu priifen, machten wir in bezug auf die Uber-
fithrung der passiven Immunitét folgenden Versuch:

Mit dem Stamm 32/IV wurde an Kaninchen (mit lebenden Bakterien)
Schutzserum hergestellt. Mit dem virulenten, aber mit Formalin abgetiéteten
Stamm 281/ wurde Schutzserum an weiteren Kaninchen hergestellt.

Zu dem fraglichen Versuch wurden 4 Gruppen von je 8 Meerschweinchen
herangezogen. Die Tiere der ersten Gruppe erhielten normales Kaninchen-
serum, die der zweiten Gruppe das mit dem Stamm 32/IV gewonnene Schutz-
serum; die Tiere der dritten Gruppe erhielten mit dem virulenten, abgetote-
ten Stamm 281 /1 hergestelltes Serum, die vierte, unbehandelte Gruppe diente
als Kontrolle. Die Infektion aller vier Gruppen geschah mit dem Stamm
281/1.

Tabelle 13 Wirkung der Serumbehandlung! gegen Infektion mit Y. pseudotuberculosis (an
Meerschweinchen)

: Uber- Gesamt-
Behandelt mit: leheads S
Kaninchenserum (normal). . R e 1 0 8
Kaninchenserum avirulent 32/IV (lebend) e e 0 8
Kaninchenserum virulent 281/I (mit Formalin 0, 5 Ob) wivs 42 8
unbehandelte Kontrolltiere . . . . . . . . . , . . . 0 8

1 12 Injektionen & 1 ml tiglich, 6 Tage vor und 6 Tage nach der Testinfektion.
2 Uberlebten 60 Tage post infectionem.

Wie aus der Tabelle 13 ersichtlich ist, iiberlebten nur die Hilfte der mit
von dem virulenten Stamm gewonnenen Serum behandelten Tiere. Ein ge-
wisser Grad von Immunitétsiiberfithrung erscheint demnach bei geeigneter
Versuchsanordnung nachweisbar. Diese Versuche werden fortgesetzt.

Zusammenfassung

Ein erweitertes diagnostisches Antigenschema far Yersinia pseudotuberculosis
(Synonym: Pasteurella pseudotuberculosis) (s. Tab. 3) sowie immunologische Versuche
mit Pseudotuberkulose und Pest werden dargestellt.

Résumé

L’auteur décrit un schéma antigénique élargi du diagnostic de Yersinia pseudo-
tuberculosis (Synonyme: pasteurella pseudotuberculosis) et des expériences immunobio-
logiques de pseudotuberculose et de peste.
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Riassunto

Vengono descritti uno schema diagnostico allargato con antigeni per Yersinia pseu-
dotubercolosis (sinonimo: Pasteurella pseudotubercolosis), come pure esami immunolo-
gici con la pseudotuberculosi e la peste.

Summary

An extended diagnostic antigen scheme is given for yersinia pseudotuberculosis
(synonym for pasteurella pseudotuberculosis) as well as immunological experiments with
pseudotuberculosis and swine fever.
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La rage chez les animaux!
Par A. Brion, Maisons-Alfort

Symptomes
1. Chien

Tous les ouvrages classiques décrivent la rage sous deux formes cliniques:
la rage furieuse et la rage mue ou paralytique. La premiére serait le reflet de
I’atteinte primitive du cerveau, la seconde, de la moelle. En fait, la distinction
n’est jamais aussi marquée, et les termes intermédiaires sont nombreux.
Comme il est de régle pour les affections du systéme nerveux, il n’y a pas de
symptomatologie univoque: tout dépend du territoire 1ésé, de I'importance
de ce dernier, de la virulence de ’agent causal, et de ses voies de chemine-
ment jusqu’aux centres nerveux supérieurs. C’est pourquoi la description
clinique ne peut étre qu'un rassemblement des symptoémes possibles.

Rage furieuse. On lui reconnait trois phases évolutives: les prodromes, la
période d’état ou d’excitation, la période terminale ou des paralysies.

La phase prodromique, qui dure de quelques heures & deux jours, est ca-
ractérisée surtout par un changement des habitudes, et des réactions anor-
males. Le malade est inquiet, hargneux, irritable, change souvent de place,
bondit brusquement; ou bien est plus gai est plus affectueux que de coutume;
ou encore il est mélancolique. Parfois, il existe du prurit au niveau de la
morsure inoculatrice, et le chien léche, gratte ou mordille cette région.
L’appétit est conservé, mais souvent, dévié: les aliments usuels sont négligés,
tandis que des substances étrangeres, terre, paille, morceaux de tissus, voire
excréments, sont ingérées gloutonnement.

La période d’état se traduit d’abord par des troubles de la sensibilité gene-
rale. Alors que 'animal se met & déchirer la plaie d’inoculation, il parait in-

1 Conférence prononcée au colloque sur la Rage, organisé par la Société Genevoise des
Vétérinaires le 24 février 1966, colloque destiné aux médecins et aux vétérinaires de Genéve
et des environs. Les exposés des Drs Derolles, Paccaud et Siegrist, qui traitent des problémes
d’épidémiologie, de rage humaine, de virologie et de prophylaxie, peuvent étre obtenus sur
demande auprés de la Rédaction du Journal «Médecine et Hygiene» & Genéve.
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