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Zur Neurovirulenzpriifung
von Poliomyelitis-Lebendimpfstoffen *

I. Mitteilung:
Grundlagen, Technik und Bewertung des Versuchs
zur Messung der Neurovirnlenz fiir den Affen

Von .
0TT0 BONIN und FRIEDRICH UNTERHARNSCHEIDT

Mit 2 Textabbildungen
( Eingegangen am 3. August 1964)

Die Lebendimpfung gegen Poliomyelitis ahmt den Mechanismus der
natiirlichen Infektion sehr weitgehend nach — sogar die Eintrittspforte
des Virus in den Organismus ist bei der Schluckimpfung die gleiche wie
bei der natirlichen Infektion. Sie beniitzt dazu ein sogenanntes attenu-
iertes oder abgeschwichtes Virus, das sich im Organismus des Impflings
wie das Wildvirus vermehrt und von ihm auch ausgeschieden wird.

Man braucht gar nicht mit SABIN12 zu postulieren, dafl die Infektion des Darm-
traktes mit diesem Impfvirus eine genetisch verankerte cellulire Resistenz der
Darmschleimhaut gegen die Reinfektion erzeugt. Die Tatsache, daB die Reinfektion
mit dem gleichen Typ wihrend einer begrenzten Zeit nach der Impfung nicht
angeht, kann man auch damit erklédren, daB das Impfvirus iiber die Lymphknoten
des Darmtraktes in den Organismus eingeschleuBt wird. und diese zu einer besonders
starken Antikérperbildung veranlafit. Die Schluckimpfung richtet also eine Barriere
gegen die Ausbreitung des Erregers im Organismus auf, die bereits in der Darm-
wand die Viren abfingt. Damit wird schon die Virdmie zumindest quantitativ
stark reduziert.

Bei der Impfung mit inaktiviertem Impfstoff nach SaLk wird demgegeniiber
nur eine wesentlich kleinere Menge nicht vermehrungsfahiges Virusantigen par-
enteral appliziert. Diese verteilt sich auf alle antikoérperbildenden Gewebe ohne
Bevorzugung der Darmlymphknoten. Nach dieser Impfung werden weniger
Serumantikérper gebildet als nach der massiven Virusinvasion bei der Schluck-
impfung. Die Antikérper erreichen auch nicht ihre hochste Konzentration in den
Lymphknoten, die direkt hinter der Eintrittspforte des Virus liegen, sie kdnnen also
das Angehen der Darminfektion nicht verhindern. Die durch diese Impfung ver-
mittelte ,,immunologische Erfahrung® versetzt den Impfling aber in die Lage,
bei einer spiteren Infektion mit Wildvirus so schnell Antikérper bilden zu koénnen,
daB die Ausbreitung des Virus iiber die Virdmie zum ZNS verhindert wird.

* Herrn Prof, Dr. WitLiBarp Scmorz zum 75. Geburtstag in Verehrung ge-
widmet.
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Die theoretischen und praktischen Vorteile der Lebendimpfung
gegeniiber der Impfung mit inaktivierten Impfstoffen sollen nicht be-
stritten werden. Sie werden aber mit dem Nachteil erkauft, daB man den
Impfling mit einem vermehrungsfahigen Krankheitserreger infizieren
muf}. Ein Virus, das man fiir eine solche Lebendimpfung bentitzen will,
darf den Menschen nicht krankmachen; es darf also keine nennenswerte
Neuropathogenitit oder Neurovirulenz fir den Menschen besitzen.

Diese fiir die Beurteilung der Impfstoffe wesentlichste Eigenschaft
148t sich bei der laufenden Kontrolle der Impfstoffproduktion nicht
iiberpriifen, da nicht jede Impfstoffcharge vor ihrer allgemeinen An-
wendung einen groflen Feldversuch am Menschen durchlaufen kann.
Es gibt aber eine Reihe von Hilfsmethoden zur Charakterisierung der
Impfviren, die aber alle keine direkten Schliisse auf die wichtigste Eigen-
schaft der Neurovirulenz fiir den Menschen erlauben. Neben der Neuro-
pathogenitét filr den Affen, die in dieser und der folgenden Mitteilung
besprochen werden soll, kommen dafiir noch drei sogenannte Gewebe-
kulturmerkmale der Viren in Frage.

Die attenuierten Impfviren vermehren sich z. B. in der Gewebekultur bei Be-
briitungstemperaturen um 40° C sehr viel schlechter als die meisten — aber eben
nicht alle — Wildstdmme {Lworr u. Lworr?). Weiterhin wird die Vermehrung
der Impfstémme im Vergleich zu der der mejsten Wildstémme bei erniedrigtem
Bicarbonatgehalt im Medium deutlich verzégert (Voar, DureECCO u. WENNERS;
Hstowe u. MELwier?). Und schlieBlich zeigen die Impfviren eine schlechte Ver-
mehrungsfahigkeit auf den Zellen eines bestimmten Affennieren-Zellstammes, der
permanent kultiviert werden kann (Kawpa u. MELNIok®).

Wie eben schon angedeutet, sind alle diese Eigenschaften nicht
absolut mit der Neuropathogenitit der Viren fiir den Affen — und
somit erst recht nicht mit der fiir den Menschen — korreliert.

Mit Abstand das wichtigste Merkmal der attenuierten Impfviren ist
die herabgesetzte Neurovirulenz der Viren fiir den Affen. Aber auch,
wenn wir im Affenversuch eine geringe Neuropathogenitit finden,
ditrfen wir daraus nicht folgern, dal} dieses Virus den Menschen itiber-
haupt nicht schidigen kénnte. Wenn wir uns dariiber klar werden wollen,
was die Prifung der Poliomyelitis-Lebendimpfstoffe im Affenversuch
fiir die Unschadlichkeit in der Praxis bedeutet, miissen wir auf die alten
Untersuchungen von SABIN!! zurtickgreifen, die die theoretische Grund-
lage fiir diese Impfmethode darstellen.

In umfangreichen Experimenten an verschiedenen Affenarten hat
Sasin wahrscheinlich gemacht, daB sich die Empfindlichkeit der motori-
schen Riickenmarkneurone gegeniiber dem Poliovirus in der Ent-
wicklungsreihe der Primaten gesetzmiBig verhdlt — und zwar nimmt
sie mit zunehmender Entwicklungsstufe der Tierspecies ab. In seinen
Versuchen traten Léhmungen oder histologiseh erkennbare gewebliche
Alterationen bei Rhesusaffen erst nach intraspinaler Injektion von
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hoheren Virusdosen auf als bei Cynomolgusaffen. Hieraus folgt, daB der
Cynomolgusaffe empfindlicher gegen diese Virusinfektion ist als der
Rhesusaffe. Diese Tatsache wurde erst kiirzlich wieder vom englischen
Priufungsinstitut (Beswiok u. WINTER?) und von unserer Arbeitsgruppe
(BontN, UNTERHARNSCHEIDT, MAULER, SCEMIDT u. ScHMIDT®) unter
weitgehendem Ausschlufl eines zufilligen Irrtums bestédtigt. Beim
Schimpansen war die paralytogene Virusdosis noch groBer; seine
Neurone miissen also noch weniger empfindlich sein.

Die Empfindlichkeit der Riickenmarksneurone des Menschen, der an
der Spitze dieser Entwicklungsreihe steht, konnen wir nicht in der-
artigen Versuchen quantitativ messen. Wir wissen nur, daffi Virus-
stdémme von aparalytischen menschlichen Erkrankungen fiir Schim-
pansen — und in noch stirkerem Maf fir niedere Affen — oft noch
paralytogen sind. Andererseits waren die von paralytischen mensch-
lichen Fillen stammenden Viren in SaBiNs Experimenten fiir Schim-
pansen immer paralytogen. Der Schlufl, dal die motorischen Neurone
des Menschen noch weniger empfindlich sind, liegt also nahe — er ist
aber nicht quantitativ erwiesen.

Noch groBere Virusdosen brauchen wir zur Erzeugung poliomyeli-
tischer Lisionen oder zur Paralysierung, wenn wir das Virus intra-
cerebral — d.h. in die Thalamusregion der beiden Hemisphiren —
injizieren. SABIN!2 nimmt an, dal dies damit zusammenhéngt, daBl das
Virus bei dieser Injektionsart sich erst iiber die relativ unempfindlichen
Zellen des Hirnstammes und des Halsmarks ausbreiten mul}, ehe es
die empfindlicheren Zellen des Lendenmarks erreicht. In einem Versuch
mit intrathalamischer Injektionstechnik messen wir also wahrscheinlich
eine andere Eigenschaft des Virus als mit der intraspinalen Injektion.
Die hier vorliegenden Verhéltnisse sind aber noch nicht voll aufgeklirt.
Wie kompliziert sie sein miissen, wird durch die Tatsache beleuchtet,
daB der im intraspinalen Affenversuch sehr gut attenuiert erscheinende
Virustyp I nach im. Injektion relativ hiufig Paralysen hervorruft,
wihrend das die anderen Typen seltener tun (K1rRscHSTEIN u. Mitarb.7).

Schon aus diesen Andeutungen diirfte klar werden, daf3 ein direkter
SchluB von der meBbaren Affen-Neuropathogenitit auf seine zu er-
wartende Menschen-Neuropathogenitit unzuldssig ist. Um nun trotzdem
eine begrenzte Aussage machen zu konnen, hat man in die Priifung der
Poliomyelitis-Lebendimpfstoffe einen Vergleichswert eingebaut.

In diesem Versuch injizieren wir gleichartige Gruppen von Affen,
die selbstverstindlich keine Poliomyelitis-Antikérper haben dirfen,
mit abgestuften Dosen des zu priifenden Virus. Gleichzeitig erhalten
vergleichbare Tiergruppen die gleichen Dosen eines Bezugsvirus, von
dem wir wissen, daB es sich in den Feldversuchen am Menschen bewihrt
hat. Finden wir nun, daB das zu prifende Impfstoffvirus beim Affen
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keine stirkeren Lisionen erzeugt als das Bezugsvirus, so kniipfen wir
daran die Erwartung, daB das Impfstoffvirus auch den Menschen nicht
stiarker schidigen wird als die in den Feldversuchen erprobten Impf-
stoffe, mit denen unser Bezugsvirus sicher gleich ist.

Der Versuch zur Messung der Neurovirulenz von Impfstoffviren fiir
den Affen gliedert sich in zwei Teile — einen mit intracerebraler (intra-
thalamischer) und einen mit intraspinaler (intralumbaler) Injektions-
technik. In beiden Teilen dieses Versuchs werden mehrere Dosen des
Impfstoffvirus mit nahezu gleichen Dosen des Bezugsvirus verglichen.

Im Versuchsteil mit intracerebraler Technik werden jeweils 20 Affen mit je
1 e¢m3 Virus (0,5 cm? in die Thalamusregion beider Hemisphiren) injiziert, und
zwar erhalten davon 10 Tiere unverdiinntes Virus, 10 Tiere eine Verdiinnung
1:10 (1071). Die Virussuspension wird fiir diesen Versuch. auf einen solchen Titer
eingestellt, daB das Inokulum in diesen Tiergruppen 10—30 Millionen (107, — 107:%)
bzw. 1—3 Millionen (108.°—1085) Gewebekultur-Infektionsdosen (dim) pro Tier
enthalt.

Im Versuchsteil mit intraspinaler Injektionstechnik ist es notwendig, die
Wirkung groBerer Dosisunterschiede zu untersuchen, da die Abhangigkeit zwischen
Dosis und Schidigung bei dieser Injektionsart ausgepriagter ist. Dabei erhalten
fiinf Gruppen von je mindestens fiinf Affen Virusdosen, die sich jeweils um den
Faktor 10 unterscheiden. Eine Gruppe erhilt 0,2 em? (in einigen Instituten 0,1 cm3)
unverdiinntes Virus; eine zweite Gruppe 1:10 (10-1) verdiinntes usw. ... bis zur
Verdiinnungsstufe 1:10000 oder 10-% Die Dosisabstufung in Gewebekultur-
Infektionseinheiten reicht also von 2—6 Millionen (1082 —108.8) dim pro Tier in der
Gruppe mit hochster Dosis bis zu 200—600 (10%2—1028) dim in der Gruppe mit
der kleinsten Dosis.

Wahrend die Injektionstechnik beim intrathalamischen Versuchsteil
keine sehr groBle Rolle zu spielen scheint, ist sie beim intraspinalen
Versuch recht bedeutend. Die Meinungen, welche intraspinale Injektions-
technik fiir die Routinepriifung die wertvollere ist, sind noch sehr
geteilt.

Bei der ,,Standardtechnik (MELNICK u. BRENNAN®) in den USA ist man be-
strebt, ein grofes Inokulum in das Riickenmark zu plazieren, welches sich entlang
der Faserrichtung der weiBlen Substanz oft bis in das Thorakalmark ausbreitet.
SaBIN1? versucht dagegen, das Inokulum streng lokalisiert zu halten, auch wenn
dabei vielleicht ein Teil nicht im Riickenmark bleibt, sondern in den Liquorraum
austritt.

Beswick?® hat den mechanischen Faktor bei diesen beiden Injektionsarten
unter Beniitzung chinesischer Tusche verglichen. Bei der Standardtechnik wurde
eine starke, wolkig ausgezogene Schwirzung bis zur unteren Thorakalregion sicht-
bar, bei der Sabinschen Technik zeigte sich nur ein schwirzlicher Schleier un-
mittelbar an der Injektionsstelle. Dall beide Methoden, selbst bei Verwendung der
gleichen attenuierten Poliostdémme und der gleichen Dosis, zu unterschiedlichen
geweblichen Alterationen fithren miissen, ist offensichtlich. Man wird bei der
Standard-Technik schwerere gewebliche Alterationen erwarten konnen. Dem-
gegeniiber wird bei der Sabinschen Technik der mechanische Faktor bei der Virus-
ausbreitung im Nervengewebe kleiner gehalten — wenn hierfiir auch eine mogliche
Ausbreitung iiber den Liquorraum in Kauf genommen werden muB. Wir glauben



264 Otro BoNIN und FRIEDRICH UNTERHARNSCHEIDT:

jedoch mit SasiN, daf man feinere Unterschiede im Verteilungsmuster der Li-
sionen bei verschiedenen Viren besser erkennen kann, wenn sich das Virus im
Riickenmark aktiv und nicht passiv ausbreitet.

Nach einer klinischen Beobachtung von 1720 Tagen, bei der be-
sonders auf progrediente Paresen oder Paralysen zu achten ist, werden
die Tiere zur histologischen Untersuchung getdtet.

Nach unserer Erfahrung an einem groBen Tiermaterial stimmt der klinische
Befund bei den Tieren sehr oft nicht mit dem histologischen Befund tiberein. Die
klinische Diagnose der paralytischen Affenpoliomyelitis ist nur in schweren Féllen
sicher zu stellen. Dagegen werden bei Tieren mit leichteren progredienten Paresen
oft keine poliomyelitischen Lisionen im Nervensystem gefunden. Man muf} daraus
folgern, daf auch leichtere traumatische Paresen wihrend einer Beobachtungszeit
von 3 Wochen eine leichte Progredienz zeigen kénnen. Andererseits fanden wir
recht hiufig Tiere mit ausgeprigtenhistologischen Lésionen, bei denen sicher
kein klinischer Befund zu erheben
war. Wie beim Menschen muf} also
auch beim Affen ein sehr erheblicher
Anteil der Nervenzellen zerstort sein,

Tabelle. Umfang der histologischen Un-
tersuchung bei der Newrovirulenzpriifung
von Poliomyelitis- Lebendimpfstoffen am

Affen ehe Schwiche bzw. Léhmung der

zugehoérigen Muskelgruppen auftritt.

Anzahl der | Anzabl d ; -~ :
Region des ZNS |~ Gewebs. . | Tastol, Die getoteten Versuchstiere
blocke Schnitte werden vor der Xntnahme des
Lumbalregion 6 18 Nervensystems mit Formalin-
Cervicalregion 6 12 Kochsalzlésung perfundiert, Durch
Medulla obl. 4 4 diese Behandlung werden auto-
Mittelhirn 2 4 lytische Verdnderungen in den

Motor. Region 2 2 K .

Geweben weitgehend vermieden
Insgesamt: 20 40 und die Qualitét der histologischen

Préaparate sebr verbessert.

Fiir die histologische Untersuchung werden je sechs Gewebsblocke
der Lumbalregion und Cervicalregion, vier der Medulla oblongata, zwei
des Mittelhirns und zwei der motorischen Region entnommen. Von diesen
Blocken wird eine unterschiedliche Zahl von Schnitten untersucht. Die
Tabelle gibt den Umfang der histologischen Untersuchung in den ein-
zelnen Regionen des ZNS detailliert an. Insgesamt werden von jedem
Tier 40 Schnitte aus 20 Gewebsblocken mikroskopisch untersucht.

Diese Zahl der histologischen Schnitte iibersteigt die in manchen
anderen Laboratorien untersuchte Schnittzahl bei weitem. Eine solche
ausgedehnte histologische Untersuchung ist jedoch notwendig, weil die
Lisionen bei der menschlichen und experimentellen Poliomyelitis dis-
kontinuierlich verteilt sind. Nur eine entsprechend umfangreiche Unter-
suchung kann daher ein wahres Bild iiber die Schwere und Ausbreitung
des Krankheitsprozesses beim Versuchstier vermitteln.

Um uns ein Bild iiber den notwendigen Untersuchungsumfang zu verschaffen,
haben wir einen Affenversuch unter Zugrundelegung der 40 untersuchten Schnitte
und unter Zugrundelegung von nur 18 Schuitten vergleichend bewertet. Bei dieser
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zweiten Bewertung wurden nur die Schnitte gezéhlt, die nach dem Untersuchungs-
schema eines anderen Laboratoriums zu untersuchen waren. Diese Doppelbewertung
eines Versuchs hat ergeben, daf man mit einem Untersuchungsumfang von nur
18 Schnitten pro Tier bei 39 von 191 Tieren (= 20,4%/;) die Ausbreitung der Po-
liomyelitis in eine oder mehrere Regionen des ZNS nicht erkannt hiitte, die mit
40 Schoitten pro Tier erkannt wurde. Entsprechend der kleineren Schnittzahl war
auch die Streuung der Ergebnisse mit verschiedenen Viren bei der Bewertung von
nur 18 Schnitten grofer als bei Bewertung von 40 Schnitten.

Die Einbettung der Gewebeblocke erfolgt in Paraffin; die Schnitt-
dicke betrigt 8—9 u; die Schnitte werden nach der Nissl-Methode
gefarbt.

Fiir die Bewertung dieses Versuchs werden nur Tiere herangezogen,
bei denen das Tnokulum einwandfrei plaziert war. Bei infraspinal in-
jizierten Tieren muf der Stichkanal {bzw. seine Umgebungsreaktion)
im Riickenmark — und zwar vorzugsweise in seiner grauen Substanz —
zu finden sein. Bel intracerebral injizierten Tieren wird der einwand-
freie Sitz des Inokulums durch zusétzliche Untersuchung beider Thalami
gesichert.

Die Schwere und Ausbreitung von geweblichen Alterationen bei den
Versuchstieren kann nur dann geniligend exakt und etwa objektiv ver-
glichen werden, wenn man sie in irgendeiner Weise zahlenméBig aus-
driickt. Dsher war ein Bewertungs- oder Benotungsschema zu ent-
werfen, welches fiir jeden histologischen Schnitt eine qualitative und
quantitative Einstufung erlaubte. In Anlehnung an andere Schemata
(JUNGHERR®; MELNTCK u. BRENNAN®; MURRAY u. Mitarb.1%) wurde ein
Benotungsschema entwickelt, welches die Lasionen auf jedem einzelnen
Schnitt mit den Ziffern 0—4 bewertet. Die Definitionen fiir diese Ziffern
sind auf Abb.1 angegeben. Liegen keine Verinderungen vor, wird der
Schnitt mit 0 bewertet. Bestehen perivasculidre Infiltrate bzw. Glia-
knoétchen, wird je nach Stdrke dieser Verdnderungen mit 1 oder 2 be-
notet. Die Bewertungsziffern 3 und 4 sind den geweblichen Verinde-
rungen vorbehalten, die mit Alterationen am Parenchym, an den
Nervenzellen einhergehen, wie Nervenzelluntergang und Neurophagien.

Die fiir jeden einzelnen Schnitt gefundenen Lasionsqualititen werden
mit diesen Bewertungsziffern in den in Abb.1 wiedergegebenen Be-
wertungsbogen eingetragen. Durch Bildung von verschiedenen Mitteln
aus diesen Bewertungsziffern ergeben sich Grofien, die einen Vergleich
der Schwere und Ausbreitung der Poliomyelitis bei verschiedenen Einzel-
tieren und in verschiedenen Versuchsgruppen ermoglichen.

Zunichst wird fiir jeden Affen das arithmetische Mittel der Bewertungsziffern
in jeder Region des ZNS gebildet. Daraus kann durch Mittelung fiir jedes Tier eine
Bewertungsziffer fiir die Schwere und die Ausbreitung der Poliomyelitis gewonnen
werden. Die Bewertungsziffer fiir die Schwere ergibt sich als das Mittel aus allen

bei dem Tier gefundenen Lisionen, die fiir die Ausbreitung als das Mittel aus den
Lisionen in der Region, die vom Injektionsort am weitesten entfernt ist (bei intra-
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Ein derartiges numerisches Bewertungsverfahren schien zwar zu-
néchst recht willkiirlich und vielleicht auch unbiologisch. Die Erfahrung
an insgesamt bisher mehr als 1000 Affen hat aber gezeigt, dafi diese
Methode fiir den geforderten Vergleichsversuch durchaus brauchbar ist
und daB der Krankheitsproze bei einem Tier nicht einfacher mit ge-
niigender Exaktheit beschrieben werden kann.

Ein solches Verfahren hat natiirlich zur Voraussetzung, daB alle
Tiere eines Vergleichsversuchs von demselben Pathologen untersucht
werden. Denn bei diesem Verfahren erhélt ein objektiver Befund in
Form bestimmter geweblicher Alterationen durch den Mikroskopierenden
eine subjektive Benotung. Diese Tatsache wirkt sich nur dann nicht als
MeBfehler aus, wenn der subjektive Faktor bei allen untersuchten Tier-
kollektiven moglichst gleich gehalten wird.

Fiir den Vergleich zwischen verschiedenen Tiergruppen, die mit gleichen
Dosen verschiedener Viren injiziert sind, ergeben sich nun verschiedene Mdglich-
keiten:

1. Unterschiede im klinischen Bild bei den Tieren vergleichbarer Gruppen kén-
nen durch einen Vergleich der Héufigkeiten von Tieren mit progredienten Paresen
oder Paralysen ausgedriickt werden.

2. Durch Bildung des Mittels iiber alle Lisionen eines Tieres — oder durch
Mittelung der Bewertungsziffern in allen Regionen eines Tieres — kann eine Zahl
gewonnen werden, die die Schwere des Krankheitsprozesses charakterisiert. Gleich-
zeitig kann durch Mittelung der Bewertungsziffern in den vom Injektionsort am
weitesten entfernten Regionen eine Zahl zur Charakterisierung der Ausbreitungs-
tendenz gewonnen werden (siehe oben). Die Gruppenmittel dieser beiden Be-
wertungsziffern erlauben aber nur einen recht groben Vergleich der Neuropatho-
genitdt verschiedener Viren.

3. Eine feinere Unterscheidung wird schon dann méglich, wenn man die Grup-
penmittel der Bewertungsziffern in jeder Region des ZNS zueinander in Beziehung
setzt. Bei einem solchen Verfahren werden Prédilektionsstellen in bestimmten
Regionen des ZNS besser erkannt und bei der Bewertung stérker ins Gewicht
fallen.

Diese beiden letztgenannten Verfahren haben aber den unbestrittenen Nach-
teil, daf} die qualitativ unterschiedlichen Lésionen (mesodermal-gliése Reaktionen
(1 und 2) und Nervenzellschidigungen (3 und 4) zu einer Bewertungsziffer zu-
sammengefaBt werden. Unterschiede in der Fihigkeit verschiedener Viren, meso-
dermal-glitse Reaktionen zu verursachen und die Nervenzellen zu schidigen,
werden bei einem solchen Bewertungsverfahren weitgehend verwischt. Eine
weniger formalistische Losung, die diese Unterschiede beriicksichtigt, ist mit dem
folgenden Verfahren méglich:

4. Fiir jede Region des ZNS wird die Haufigkeit von Schnitten mit Lisionen
bestimmter Qualitét bestimmt. Dabei konnen zur Vereinfachung die mit 1 und 2
benoteten mesodermal-glidsen Reaktionen eirerseits und die mit 3 und 4 benoteten
Nervenzellschiddigungen andererseits zusammengefalt werden. Wenn man die
Hiufigkeiten von Lésionen dieser verschiedenen Qualititen in allen Regionen des
ZNS in gleichartig injizierten Tiergruppen vergleicht, ergibt sich sicher eine Unter-
scheidungsmoglichkeit, die die meisten fiir die Beurteilung wesentlichen Daten
beriicksichtigt. Andererseits wird bei dieser detaillierten Aufgliederung der Ver-
suchsresultate die zufillige Streuung der Ergebnisse sehr stark ins Gewicht fallen.
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Wie mit diesen Bemerkungen schon angedeutet, entstehen erhebliche
Schwierigkeiten bei der Bewertung der Affenversuche hauptsichlich
dadurch, daf} die individuelle Empfindlichkeit der Einzeltiere aus einem
einheitlichen Kollektiv sehr stark streut. Fiir diese Streuung der Einzel-
ergebnisse ist sicher auch zum Teil die diffizile Injektionstechnik ver-
antwortlich, bei der es darauf ankommt, das Inokulum in die graue
Substanz des Lendenmarks zu plazieren.

Mit dem gleichen Virus koénnen wir also zu verschiedenen Zeiten,
bei verschiedenen Tieren und bei verschiedener Kondition dessen, der

die Injektion vornimmt,

Lumbalregion  Cervicalregion — Miffelhirn + zu durchaus unterschied-
- +Medille mot. Region lichen Ergebnissen kom-
ek 407 407 men. Wenn wir in einem
E 1 Bewertfungsz. | HMiffel, einfacte v. ersuch daher ei o

10 A o imbinzel- | % doppelfe Standord- V su he. ne g
] 1 \rersuham | abw der Bower- ringere Abweichung des
75 Crmomolpusy o[ gz aus 8 Yer— - Tpstoffvirus von dem

] suchen am Rkesus

| Bezugsvirus feststellen,
1 . ist es oft schwer, zu ent-
70 scheiden, ob diese tat-
1 1 gichlich etwas bedeutet
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ist. Mit den tiblichen sta-
tistischen Tests konnen
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DT 0 it 9l 7 1R gaer Haulig
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Abb.2. Vergleich der Gruppen-Bewertungsziffern aus einem  N€N, die wir als Grund-

einzelnen Versuch mit Typ I-Bezugsvirus im Cynomolgus- ir ei o B
affen mit dem Mittel der einfachen und doppelten Stan- lag__e fiir eine Slgmﬁk‘?nz
dardabweichung der Gruppen-Bewertungsziffern aus acht prufung brauchen, nicht

Versuchen mit Typ I-Bezugsviren im Rhesusaffen bekannt ist. Wir kénnen
daher bisher keine wissen-
schaftlich fundierte Grenze fir die normale zufillige Schwankung der
Neuropathogenitétsprifung festlegen, bei deren Uberschreitung wir mit
einer bestimmten Wahrscheinlichkeit annehmen miissen, daB die beiden
verglichenen Viren nicht identisch sein kénnen. Wir haben versucht, diese
Entscheidung mit empirisch-zahlenméBigen, pseudostatistischen Me-
thoden zu objektivieren (Boniw, UNTERHARNSCHEIDT, MAULER, SCHMIDT
u. ScuMipT?); das experimentum crucis, ob die mit diesem Bewertungs-
verfahren festgestellten Unterschiede reproduzierbar sind, steht aber
noch aus.

Z?%s 17

Wie stark sich die Streuung der Ergebnisse von Einzelversuchen mit identischen
Viren auswirkt, wird aus Abb.2 (nach BoxiN, UNTERHARNSCHEIDT, MAULER,
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Scamrpr w. ScEmipr®) deutlich. In diesem Diagramm wird das Ergebnis eines
Einzelversuchs (mit intraspinaler Technik) mit Typ I-Bezugsvirus im Cynomolgus-
affen mit den Ergebnissen von acht wiederholten Versuchen mit einem identischen
Bezugsvirus im Rhesusaffen verglichen. Die mittleren Bewertungsziffern innerhalb
zusammengefaflter Regionen des ZNS aus den einzelnen Gruppen des Versuchs am
Cynomolgusaffen {dargestellt als Punkte) werden dabei zum Mittelwert (dargestellt
als Oval) der einfachen und doppelten Standardabweichung der Bewertungs-
ziffern aus den wiederholten Versuchen am Rhesusaffen (dargestellt als schraffierte
bzw. punktierte Siulen) in Beziehung gesetzt. Das Bewertungsverfahren ent-
spricht dabei als dem oben unter 3. genannten; es erlaubt also keine Schliisse
ilber etwaige unterschiedliche Qualitédt der Lésionen in den einzelnen Tier-
gruppen.

Das Diagramm 14684 erkennen, dafi das Ergebnis des Einzelversuchs am Cy-
nomolusgaffen in den hdheren Regionen des ZNS (Halsmark bis motorische Rinde)
durchaus innerhalb der Standardabweichung — also der zu erwartenden Strenung —
liegt. Im Lendenmark liegen jedoch drei von funf Bewertungsziffern beim Cynomol-
gusaffen auBerhalb der doppelten Standardabweichung der Bewertungsziffern, die
bei Rhesusaffen nach Injektion gleicher Dosen eines identischen Virus zu geben
waren. Wenn sich nach diesen Berechnungen (da die primére Verteilung der Be-
wertungsziffern nicht bekannt ist) auch keine Wahrscheinlichkeit fiir das Vor-
liegen eines echten Unterschiedes angeben li.B#, so erscheint die hohere Empfindlich-
keit des Lendenmarks beim Cynomolgusaffen doch kein Zufallsbefund zu sein.
Ein einwandfreies statistisches Verfahren zur Bestimmung eines echten Unter-
schiedes fiir das Verhalten verschiedener Viren im intraspinalen Affenversuch
existiert bisher noch nicht.

Fiir den intracerebralen Versuchsteil, bei dem in jeder Gruppe mindestens
10 Tiere gesetzt werden, hat die Gruppe um MurrAY (unverdffentlicht) auf Grund
der Ergebnisse von wiederholten Versuchen mit dem gleichen Virus die Wahr-
scheinlichkeit fiir das Auftreten bestimmter Hiufigkeiten von ,,positiven* Tieren
berechnet, wobei die unterschiedliche Schwere und verschiedene Aushreitung der
pathomorphologischen Verinderungen bei diesen Tieren unberiicksichtigt bleiben
muB. Wenn man also das Ergebnis aus einem Einzelversuch mit einem Impfstoff-
virns auf das Mittel aus mehreren Versuchsergebnissen mit dem Bezugsvirus be-
zishen will — wie es auch in dem Beispiel der Abb. 2 geschehen ist —, so kann man
nach dieser Methode angeben, mit welcher Wahrscheinlichkeit eine experimentell
beobachtete Hiufigkeit positiver Tiere zu erwarten ist. Bei einer solchen Be-
wertung kann man aber nicht mehr von einem echten Vergleichsversuch sprechen.
Bei diesem Bewertungsverfahren bleibt némlich der durch eine unterschiedliche
Reaktionsfihigkeit verschiedener Tierkollektive verursachte systematische Ver-
suchsfehler unberiicksichtigt. Trotzdem ist ein solches Verfahren deshalb gerecht-
fertigt, weil dieser systematische Fehler weitaus kleiner zu sein scheint als die rein
zufillig bedingte Strenung der Ergebnisse von Einzeltierversuchen {Bowrx, UNTER-
HARNSCHEIDT, MAULER, ScEMIDT u. ScEMIDT?). Erfahrungsgemif fallen jedoch
die Ergebnisse von Affenversuchen mit intracerebraler Technik auch bei Impfstoff-
viren der verschiedenen Typen so gleichm#8ig aus, daB nur sehr selten ein Verdacht
auf einen echten Unterschied zwischen den Viren entsteht (siche folgende Mit-
teilung).

Fiir den intraspinalen Affenversuch, der die Unterschiede zmwischen verschie-
denen Viren deutlicher aufzeigt, sind derartige Berechnungen bisher noch nicht
moglich gewesen. Sie stofen deshalb auf groBe Schwierigkeiten, weil die Anzahl der
Tiere pro Versuchsgruppe in diesem Versuch fiir eine einwandfrei statistische Be-
wertung der Ergebnisse zu klein ist.



270 Or1ro BoNIN und FRIEDRICHE UNTERHARNSCHEIDT:

Die Entscheidung, ob ein Impfstoff nach diesem Affenversuch also
zugelassen werden kann oder ob er wegen offensichtlich héherer Neuro-
pathogenitit zurtickgewiesen werden muf}, ist daher wenigstens vorerst
noch subjektiv zu treffen.

Die zur Ermittlung der Schwankung dieses Versuchs notwendige
Auswertung von Befunden an einem groflen Tiermaterial hat aber ein
klares Bild iber das unterschiedliche Verhalten der einzelnen Virus-
typen im Affenversuch vermittelt, iber das in der folgenden Mitteilung
berichtet werden soll.

Selbst wenn es mit sehr umfangreichen Affenversuchen méglich sein
sollte, geringe Neurovirulenzunterschiede verschiedener Viruszuberei-
tungen fir den Affen festzustellen, so wiirden diese Ergebnisse fir die
Unschidlichkeit der Impfstoffe beim Menschen nicht sehr viel aus-
sagen. Denn bei diesem Affenversuch schlieen wir indirekt aus dem
Verhalten eines Virus in einem durchschnittlichen Affenkollektiv auf
sein mutmaBliches Verhalten in einem durchschnittlichen Menschen-
kollektiv. So wie es bei groBen Affenkollektiven Tiere gibt, die auf die
Virusinjektion mit wesentlich stirkeren Erscheinungen reagieren als
der Durchschnitt der Tiere, so gibt es auch sicher unter den Menschen
besonders empfindliche Individuen. Uber eventuelle Schidigungs-
méglichkeiten durch das Impfvirus im Einzelfall oder iiber die Moglich-
keit der Entstehung von fiir Poliomyelitis atypischen Krankheits-
bildern sagen unsere Versuchsergebnisse tiberhaupt nichts aus.

Diese Priifmethode der Poliomyelitis-Lebendimpfstoffe ist sicher
geeignet, die Verimpfung von hochvirulentem Virus zu verhiiten. Sie
gibt uns aber nicht die Sicherheit, daf bei einem geringen Prozentsatz
der Tmpflinge nicht doch Schidigungen durch die Impfung auftreten
konnen. Dies sollben wir wissen, wenn wir den Lebendimpfstoff an-
wenden.

Zusammenfassung

Nach einer kurzen Besprechung der theoretischen Grundlagen der
Poliomyelitis-Lebendimpfung und der Bestimmung der Neurovirulenz
von attenuierten Polioviren fiir den Affen wird die Technik des Affen-
versuchs in der Prifung dieser Impfstoffe kurz geschildert. Die mog-
liche Bedeutung von technischen Unterschieden in der Versuchsdurch-
fithrung wird diskutiert.

Fin einwandfreies statistisches Verfahren zur Bestimmung eines
echten Unterschiedes zwischen der Neurovirulenz verschiedener Viren,
das alle durch den Versuch gegebenen Informationen ntitzt, existiert
bisher noch nicht. Der Versuch zur Messung der Neurovirulenz fiir den
Affen. muf daher vorerst noch subjektiv beurteilt werden. Es wird ein
numerisches Bewertungsverfahren diskutiert, das die Beurteilung des
Versuchsergebnisses erleichtern kann, das aber keine statistisch fun-
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dierten Wahrscheinlichkeitsaussagen ermoglicht. AbschlieBend wird die
Bedeutung dieses Versuchs fiir die Unschédlichkeit der Impfstoffe am
Menschen kurz besprochen.
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