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OTTO BONIN und I~RIEDRICH UNTERHARNSCIfEIDT 

Mit 2 Textabbildungen 

(Eingegangen am 3. August 196d) 

Die Lebend impfung  gegen Poliomyeli t is  ahmt  den Meehanismus der 
nat / i r l ichen In fek t ion  sehr weitgehend nach - -  sogar die E in t r i t t spfor te  
des Virus in  den Organismus ist bei  der Sch]uckimpfung die gleiche wie 
bei der nat t i r l ichen Infekt ion .  Sie beni i tz t  dazu ein sogenanntes  a t tenu-  
iertes oder abgeschw/~chtes Virus, das sich im Organismus des Impf l ings  
wie das Wi ldvi rus  ve rmehr t  u n d  yon  ihm auch ausgeschieden wird. 

Man braucht gar nieht mit SABI~ TM zu postulieren, dag die Infektion des Darm- 
traktes mit diesem Impfvirus eine genetisch verankerte cellul~re Resistenz der 
Darmsehleimhaut gegen die Reinfektion erzeugt. Die Tatsaehe, dab die Reinfektion 
mit dem gleichen Typ wiihrend einer begrenzten Zeit nach der Impfung nicht 
angeht, kann man aueh damit erklgren, dab das Impfvirus fiber die Lymphknoten 
des Darmtraktes in den Organismus eingesehleugt wird und diese zu einer besonders 
starken AntikSrperbiklung veranlaBt. Die Schluekimpfung richter also eine Barriere 
gegen die Ausbreitung des Erregers im Organismus auf, die bereits in der Darm- 
wand die Viren abf~ngt. Damit wird sehon die Virgmie zumindest quantitativ 
stark reduziert. 

Bei der Impfung mit inaktiviertem Impfstoff nach S~LX wird demgegenfiber 
nur eine wesentlich kleinere Nenge nicht vermehrungsf~higes Virusantigen par- 
enteral appliziert. Diese verteilt sich auf alle antikSrperbfldenden Gewebe ohne 
Bevorzugung der Darmlymphknoten. Naeh dieser Impfung werden weniger 
SerumantikSrper gebildet als naeh der massiven Virusinvasion bei der Sehluck- 
impfung. Die Antik6rper erreiehen auch nicht ihre hSchste Konzentration in den 
Lymphknoten, die direkt hinter der Eintrittspforte des Virus ]iegen, sie kSnnen also 
das Angehen der Darminfektion nicht verhindern. Die dureh diese Impfung ver- 
mittelte ,,immunologisehe Erfahrung" versetzt den Impfling aber in die Lage, 
bei einer sp~,teren Infektion mit Wildvirus so schnell Antik6rper bilden zu kOnnen, 
dab die Ausbreitung des Virus fiber die Virgmie zum ZNS verhindert wird. 

* tterrn Prof. Dr. WILLIBALD SCI:IOLZ zum 75. Geburtstag in Verehrung ge- 
widmet. 
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Die theoretischen nnd praktischen Vorteile der Lebendimpfnng 
gegeniiber der Impfung mi t  inaktivierten Impfstoffen sollen nicht be- 
str i t ten werden. Sie werden abet mit  dem Nachteil erkauft,  dab man den 
Impfl ing mit  einem vermehrungsfi~higen Krankheitserreger infizieren 
muB. Ein Virus, das man fiir eine solche Lebendimpfung ben/itzen will, 
darf  den Menschen nicht krankmachen;  es darf  also keine nennenswerge 
Neuropathogenit 'gt oder Neurovirulenz ffir den Menschen besitzen. 

Diese fiir die Beurteilung der impfstoffe wesentlichste Eigenschaft 
lgBt sich bei der laufenden Kontrolle der Impfstoffproduktion nicht 
iiberpriifen, da nicht jede Impfstoffcharge vor ihrer allgemeinen An- 
wendung efilen groBen Feldversuch am Menschen durchlaufen kann. 
Es gibt aber eine Reihe yon Hilfsmethoden zur Charakterisierung der 
Impfviren,  die aber alle keine direkten Schl/isse auf  die wichtigste Eigen- 
schaft der Neurovirulenz fiir den Menschen erlauben. Neben der Neuro- 
pathogenitgt  fiir den Affen, die in dieser und der folgenden Mitteflung 
besprochen werden so]l, kommen dafiir noch drei sogenannte Gewebe- 
kul turmerkmale der Viren in Frage. 

Die attenuierten Impfviren vermehren sich z. B. in der Gewebekultur bei Be- 
briitungstemperaturen um 40 ~ C sehr viel sehlechter a.ls die meisten -- aber eben 
nieht alle -- ~Vildsti~mme (LwoFF u. LWOFFS). IYeiterhin wird die Vermehrung 
der Impfstgmme im Vergleich zu der der meisten Wildstgmme bei erniedrigtem 
Biearbonatgehalt ira Medium deutlieh verzSgert (VoGT, DuL~Ooo u. W~NN~a; 
HSItING u. MELNICKa). Und sch]ieBlich zeigen die Impfviren eine schlechte Ver- 
mehrungsfg.higkeit auf den Zellen eines bestimmten Affermieren-Zellstammes, der 
permanent, kultivier~ werden kann (K~g~gDA U. MEL~ICKS). 

Wie eben schon angedeutet, sind alle diese Eigenschaften nicht 
absolut mit  der Neuropathogenitgt  der Viren f/it den Affen - -  und 
somit erst reeht nieht mit  der f/ir den Mensehen - -  korreliert. 

~[it Abstand das x~dehtigste Merlcrnal der at tenuierten Impfviren ist 
die herabgesetzte Neurovirulenz der Viren f/it dan Affen. Aber aueh, 
wenn wir im Affenversuch eine geringe Neuropathogenitgt  finden, 
dfirfen wir daraus nieht folgern, dab dieses Virus den Menschen iiber- 
haup t  nieht schgdigen kSnnte. Wenn wir uns dartiber kla.r werden wolten, 
was die Pr/ifung der Poliomye]itis-Lebendimpfstoffe im Affenversueh 
ffir die Unschgdliehkeit in der Praxis bedeutet,  miissen wir auf  die alten 
Untersuchungen yon SABIN n zurfiekgreffen, die die theoretisehe Grund- 
lage f/Jr diese Impfmethode darstellen. 

In  umfangreichen Experimenten an versehiedenen Affenarten hat  
Sa~nv wahrseheinlich gemaeht,  dal~ sieh die Empfind]ichkeit der motori- 
sehen I~iiekenmarkneurone gegen/iber dam Poliovirus in der Ent-  
wicklungsreihe der Primaten gesetzmgBig verhglt - -  und zwar n immt  
sic mi t  zunehmender Entwicklungsstufe der Tierspeeies ab. In  seinen 
Versuchen t raten Lghmungen oder histologiseh erkennbare gewebtiehe 
Alterationen bei ~hesusaffen erst naeh intraspinaler injekt ion yon 
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h6heren Virusdosen auf als bei Cynomolgusaffen. I-Iieraus folgt, dag der 
Cynomolgusaffe empfindlieher gegen diese Virnsinfektion ist als der 
ghesusaffe. Diese Tatsaehe wurde erst kfirzlich wieder vom englisehen 
Prfifungsinstitut (B~SwlCK u. WI~TE~ 2) und von unserer Arbeitsgruppe 
(BoNIN, UST~f~NSCHEIDT,  MAULWl~, SCI~MIDT U. SCHMIDT 8) unter  
weitgehendem Ausschlug eines zuf~lligen I r r tums  bestatigt. Beim 
Sehimpansen war die paralytogene Virusdosis noch gr6Ber; seine 
Neurone miissen also noch weniger empfindlich sein. 

Die Empfindliehkeit der R/iekenmarksneurone des Mensehen, der an 
der Spitze dieser Entwieklungsreihe steht, kSnnen wit uieht in der- 
artigen Versuehen quant i ta t iv  messen. Wit  wissen nur, dab Virus- 
s ts  yon aparalytisehen mensehlichen Erkrankungen ffir Sehim- 
pansen - -  und in noeh st/s MaB ffir niedere Affen - -  oft noeh 
paralytogen sind. Andererseits waren die von paralytisehen mensch- 
lichen F/illen s tammenden Viren in SABI•S Experimenten ffir Schim- 
pansen immer paralytogen. Der Sehlug, dag die motorisehen Neurone 
des Mensehen noeh weniger empfindlieh sind, liegt also nahe - -  er ist 
aber nieht quant i ta t iv  erwiesen. 

Noeh gr6gere Virusdosen branehen wir zur Erzeugung poliomyeli- 
fischer L/~sionen oder zur Paralysierung, wenn wit das Virus intra- 
cerebral - -  d .h .  in die Thalamusregion der beiden I temisphs - -  
injizieren. SABI~ 1~ n immt  an, dag dies damit  zusammenh/~ngt, dag das 
Virus bei dieser Injekt ionsar t  sich erst fiber die relativ unempfindlichen 
Zellen des t I i rns tammes und des Halsmarks ausbreiten muB, ehe es 
die empfindlicheren Zellen des Lendenmarks erreieht. In  einem Versueh 
mit  intrathalamischer Injektionsteehnik messen wir also wahrscheinlich 
eine andere Eigensehaft des Virus als mi t  der intraspinalen Injektion. 
Die hier vorliegenden Verh/~ltnisse sind aber noch nieht voll aufgekls 
Wie kompliziert sie sein miissen, wird durch die Tatsache beleuehtet, 
dag der im intraspinalen Affenversueh sehr gut at tenuiert  erscheinende 
Virustyp i naeh i.m. Injekt ion relativ h/~ufig Paralysen hervorruft,  
ws das die anderen Typen seltener tun (KI~sCHST]~I?r U. Mitarb. 7). 

Sehon aus diesen Andeutungen dfirfte klar werden, dab ein direkter 
SehluB yon der meBbaren Affen-Neuropathogenit/~t auf  seine zu er- 
wartende Mensehen-Neuropathogenitat  unzuls ist. Um nun t rotzdem 
eine begrenzte Aussage maehen zu k6nnen, hat  man in die Pr/ifung der 
Poliomyelitis-Lebendimpfstoffe einen Vergleiehswert eingebaut. 

In  diesem Versueh injizieren wir gleiehartige Gruppen yon Affen, 
die selbstverstandheh keine Poliomyelitis-AntikSrper haben dfirfen, 
mit  abgestuften Dosen des zu prfifenden Virus. Gleiehzeitig erhalten 
vergleiehbare Tiergruppen die gleiehen Dosen eines Bezugsvirus, yon 
dem wir wissen, dab es sieh in den Feldversuehen am Mensehen bews 
hat. Finden wit nun, dab das zu prfifende Impfstoffvirus beim Affen 
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keine st~rkeren L i s ionen  erzeugt als d~s Bezugsvirus, so kni ipfen wir 
da ran  die Erwar tung ,  dal~ das Impfstoffvirus such den Menschen n ich t  

sti~rker sch~digen wird als die in  den Feldversuchen erprobten  Impf-  
stoffe, mi t  denen unser  Bezugsvirus sicher gleich ist. 

Der Versuch zur Messung der •eurovirulenz von  Impfstoffviren fiir 
den Affen gliedert sich in  zwei Teile - -  e inen mi t  intracerebr~ler  (intra- 
thalamischer)  u n d  einen mi t  intraspin~ler  ( intr~lumbaler)  In jek t ions-  
technik.  I n  beiden Teilen dieses Versuchs werden mehrere Dosen des 
Impfstoffvirus  mi t  nahezu gleichen Dosen des Bezugsvirus verglichen. 

Im Versuchstei] mit intraeerebraler Technik werden jeweils 20 Affen mit je 
1 cm a Virus (0,5 cm 3 in die Thalamusregion beider Hemisph~ren) injiziert, und 
zwar erhalten davon 10 Tiere unverdiinntes Virus, 10 Tiere eine Verdiinnung 
1 : 10 (10-1). Die Virussuspension wird fiir diesen Versuch auf einen solchen Titer 
eingestellt, dal~ das Inokulum in diesen Tiergruppen 10--30 Millionen (10~, ~ -- ]07, 5) 
bzw. 1--3 Mfllionen (106,~ 5) Gewebekultur-Infektionsdosen (dim) pro Tier 
enth~lt. 

Im Versuchsteil mit intraspinaler Injektionstechnik ist es notwendig, die 
Wirkung grSl3erer Dosisuntersehiede zu untersuehen, da die Abh~ngigkeit zwischen 
Dosis und Schgdigung bei dieser Injektionsart ausgepr~gter ist. Dabei erhalten 
fiinf Gruppen yon je mindestens fiinf Affen Virusdosen, die sich jeweils um den 
Faktor 10 unterscheiden. Eine Gruppe erhilt 0,2 em a (in einigen Instituten 0,1 cm a) 
unverdfinntes Virus; eine zweite Gruppe 1 : 10 (10 -1) verdfinntes usw . . . .  bis zur 
Verdiinnungsstufe l :  10000 oder 10 -4. Die Dosisabstufung in Gewebekultur- 
Infektionseinheiten reicht also yon 2--6 Millionen (106, a -  10G, s) dim pro Tier in der 
Gruppe mit hSchster Dosis bis zu 200--600 (10e,~--102, s) dim in der Gruppe mit 
der kleinsten Dosis. 

Wi~hrend die In jek t ions techn ik  beim in t ra tha lamischen  Versuchsteil  
keine sehr grol~e Rolle zu spielen scheint, ist  sie beim in t rasp ina len  
Versuch recht  bedeutend.  Die Meinungen,  welche in t raspinale  In jekt ions-  
technik  fiir die Rout ineprf i fung die wertvollere ist, sind noch sehr 
geteilt. 

Bei der ,,Standardtechnik" (~r u. BRENNA~ 9) in den USA ist man be- 
strebt, ein grebes Inokulum in das Riiekenmark zu plazieren, welches sich entlang 
der Faserrichtung tier weil~en Substanz oft bis in das Thorakalmark ausbreitet. 
SABI~ i2 versuch~ dagegen, das Inokulum streng lokalisiert zu halten, auch wenn 
dabei vielleicht ein Tell nicht im Riickenmark bleibt, sondern in den Liquorraum 
austritt. 

BESWICK i hat den mechanischen Faktor bei diesen beiden Injektionsarten 
unter Beniitzung chinesischer Tusche verglichen. Bei der Standardtechnik wurde 
eine starke, wolkig ausgezogene Sehwgrzung bis zur unteren Thorakalregion sicht- 
bar, bei der Sabinsehen Technik zeigte sich nur ein sehwgrzlicher Schleier un- 
mittelbar an der Injektionsstelle. Dal~ beide Methoden, selbst bei Verwendung der 
gleichen attenuierten Poliostgmme und der gleiehen Dosis, zu unterschiedlichen 
geweblichen Alterationen ffihren mfissen, ist offensichtlieh. Man wird bei der 
Standard-Technik sehwerere gewebliche Alterationen erwarten kSnnen. Dem- 
gegeniiber wird bei der Sabinschen Technik der mechanische Faktor bei der Virus- 
ausbreitung im ~ervengewebe kleiner gehalten -- wenn hierfiir auch eine mSgliche 
Ausbreitung fiber den Liquorraum in Kauf genommen werden mul3. Wir glauben 
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jedoch mit SABI~, dab man feinere Unterschiede im Verteilungsmnster der Lg- 
sionen bei versehiedenen Viren besser erkennen kann, wenn sich das Virus im 
l~fiekenmark aktiv und nicht passiv ausbreitet. 

Nach  einer  k l in ischen B e o b a e h t u n g  yon  17- -20  Tagen,  bei  der  be- 
sonders  au f  p rogred ien te  Pa resen  oder  P a r a l y s e n  zu ach ten  ist ,  werden  
die  Tiere  zur  his tologisehen Un te r suchung  getSte t .  

Nach unserer Erfahrung an einem groBen Tiermaterial stimmt der klinische 
Befund bei den Tieren sehr oft nicht mit dem histologisehen Befund fiberein. Die 
ldinische Diagnose der paralytisehen Affenpoliomyelitis ist nur in schweren F~llen 
sicher zu stellen. Dagegen werden bei Tieren mit leichteren progredienten Paresen 
oft keine poliomyelitischen L~sionen im Nervensystem gefunden. Man muB daraus 
folgern, dab auch leichtere traumatisehe Paresen wi~hrend einer Beobachtungszeit 
yon 3 Wochen eine leichte Progredienz zeigen kSnnen. Audererseits fanden wir 
recht h~ufig Tiere mit ausgepr~gtenhistologischen L~sionen, bei denen sicher 

kein ldinischer Befund zu erheben 

Tabelle. Um/ang der histologischen Un- 
tersuchung bei der Neurovirulenzprii/ung 
yon Poliomyelitis-Lebendimp/sto]]en am 

A/fen 

Anzahl der Anzahl der 
l~egion des ZNS Gewebs- histol. 

bl6cke Schnitte 

Lumbalregion 
Cervicalregion 
Medulla obl. 
Mittelhirn 
Motor. Region 

18 
12 
4 
4 
2 

Insgesamt: 20 40 

war. Wie beim Menschen mutt also 
auch beim Affen ein sehr erheblicher 
Anteil der Nervenze]len zerst6rt sein, 
ehe Schw~che bzw. L~hmung der 
zugehSrigen Muskelgruppen auftritt. 

Die ge t6 te ten  Versuehst iere  
werden  vor  der  E n t n a h m e  des 
Nervensys t ems  m i t  Fo rma l in -  
Koehsa lz lSsung per fundier t .  D u t c h  
diese Behand lung  werden  auto-  
ly t i sehe  Ver / tnderungen in den 
Geweben wei tgehend  ve rmieden  
und  die Quali t / t t  der  his to]ogischen 
Pr / tpa ra te  sehr verbesser t .  

Ff i r  die his tologische Un te r suchung  werden  je sechs GewebsblScke 
der  Lumba l r eg ion  u n d  Cervicalregion,  v ier  der  Medul la  ob longa ta ,  zwei 
des Mi t te lh i rns  u n d  zwei der  motor i schen  Region  en tnommen.  Von diesen 
]316eken wi rd  eine untersehiedl iche  Zahl  yon  Schn i t t en  un te r such t .  Die 
Tabe]le g ib t  den U m f a n g  der  his tologisehen Un te r suchung  in den  ein- 
zelnen l~egionen des ZNS de ta i l l i e r f  an. I n s g e s a m t  werden  yon  ]edem 
Tier  40 Schni t t e  aus  20 GewebsblSeken mikroskop i sch  un te r sueh t .  

Diese Zah l  der  h is to logischen Schni t t e  f ibers te ig t  die in  ma ne he n  
ande ren  L a b o r a t o r i e n  un te r such te  Sehn i t t zah l  bei  wei tem.  E ine  solche 
ausgedehn te  his tologisehe Un te r suchung  i s t  jedoch notwendig ,  weft die 
L/s bei  der  menseh l iehen  und  exper imente] len  Po l iomyel i t i s  dis- 
kon t inu ie r l i eh  ver te i l t  sind. N u r  eine en t sp reehend  umfangre iehe  Un te r -  
suchung k a n n  daher  ein wahres  Bi ld  fiber die Sehwere und  Ausbre i tung  
des Krankhe i t sp rozesses  be im Versuchst ier  ve rmi t t e ln .  

Um uns ein Bild fiber den notwendigen Untersuchungsumfang zu versehaffen, 
haben wir einen Affenversueh unter Zugrundelegung der 40 untersuchten Schnitte 
uncl unter Zngrundelegung yon nur 18 Schnitten vergleichend bewertet. Bei dieser 
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zweiten Bewe~ung wurden nur die Selmitte gez~hlt, die naeh dem Untersuchungs- 
schema eines anderen Laboratoriums zu untersuchen waren. Diese Doppelbewertung 
eines Versuchs hat ergeben, dag man mit einem Untersuehungsumfang yon nur 
t8 Sehnitten pro Tier bei 39 yon 191 Tieren (= 20,4~ die Ansbreitung der Po- 
liomyelitis in ehte oder mehrere Regionen 4es ZNS nieht erkannt h~tte, die mit 
40 Sehnitten pro Tier erkannt wurde. Entspreehend 4er kleineren SehnittzaM war 
aueh die Streuung tier Ergebnisse mit verschiedenen Viren bei der Bewertung yon 
nur 18 Sehnitten gr6Ber als bei Bewertung yon 40 Sehnitten. 

Die Einbettung der GewebeblScke erfolgt in Paraffin; die Schnitt- 
dicke betrs 8--9 # ;  die Sehnitte werden nach der Nissl-Methode 
gef/trbt. 

Ffir die Bewertung dieses Versuehs werden nut  Tiere herangezogen, 
bei denen das Inokulum einwandfrei plaziert war. Bei intraspinal in- 
jizierten Tieren mug der StichkanM (bzw. seine Umgebungsreaktion) 
im Riiekenmark --  und zwar vorzugsweise in seiner grauen Substanz --  
zu finden sein. Bei intraeerebral injizierten Tieren wird der einwand- 
freie Sitz des Inokulums dutch zusgtzhche Untersuehung beider Thalami 
gesichert. 

Die Schwere und Ausbreitung yon gewebhchen Alteratdonen bei den 
Versuehstieren kann nut dann geniigend exakt und etwa objektiv ver- 
gliehen werden, wenn man sie in irgendeiner Weise zahlenm~gig aus- 
driiekt. Daher war ein Bewertungs- oder Benotungssehema zu ent- 
werfen, welches ffir ]eden histologisehen Schnitt eine qualitative und 
quantitative Einstufung erlaubte. In  Anlehnung an andere Schemata 
(JIJNGHERR~; MEL~ICK U. BI~ENNANg; lViUI~RAu U. Mitarb. 1~ wurde ein 
Benotungsschema entwickelt, welches die Lgsionen auf jedem einze]nen 
Schnitt mit den Ziffern 0--4 bewertet. Die Definitionen f/ir diese Ziffern 
sind auf Abb. 1 angegeben. Liegen keine Ver~nderungen vor, wird der 
Sehnitt mit 0 bewer~et. Bestehen perivaseul/ire Infiltrate bzw. Glia- 
kn6tchen, wird ]e naeh Stgrke dieser Ver/~nderungen mit 1 oder 2 be- 
rioter. Die Bewertungsziffern 3 und 4 sind den gewebtiehen Ver/~nde- 
rungen vorbehalten, die mit Alterationen am Parenehym, an den 
Nervenzellen einhergehen, wie Nervenzelluntergang und Neurophagien. 

Die fiir ]eden einzelnen Sehn/s gefundenen L/isionsqualit~tten werden 
mit diesen Bewertungsziffern ~n den in Abb.1 wiedergegebenen Be- 
wertungsbogen eingetragen. Dureh Bildung yon verschiedenen M/tteln 
aus diesen Bewertungsziffern ergeben sieh Gr6Ben, die einen Vergleieh 
tier Sehwere und Ausbreitm~g der Poliomyelitis bei versehiedenen Einzel- 
tieren und in versehiedenen Versuehsgruppen ermSghehen. 

Zun~chst wird fiir ]eden Affen das arithmetisehe Mittel der Bewertungsziffern 
in jeder Region des ZNS gebildet. Daraus kann dureh Mittelung fiir jedes Tier eine 
BewertungszifIbr fiir die Schwere und die Ausbreitung der Poliomyelitis gewonnen 
werden. Die Bewertungsziffer fiir die Schwere ergibt sieh als das Mittel aus allen 
bei dem Tier gefundenen L~sionen, die fiir die Ausbreitung als das l~{ittel aus den 
L~sionen in tier Region, die vom In~ektionsort am weitesten entfernt ist (bei intra- 
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E in  derar t iges  numerisches  Bewer tungsver fahren  schien zwar  zu- 
niiehst  rech t  wfllkiirl ich und  viel leicht  auch unbiologisch.  Die E r fah rung  
an insgesamt  bisher  mehr  als 1000 Affen h a t  aber  gezeigt,  dait  diese 
Methode  f/ir  den geforder ten  Vergleiehsversueh durchaus  b r auchba r  is t  
und  dab  der  Krankhe i t sprozeB bei  e inem Tier  n ich t  e infaeher  mi t  ge- 
n/ igender  E x a k t h e i t  beschr ieben werden kann.  

E in  solches Verfahren  h a t  nat / i r t ieh zur Voraussetzung,  dab  alle 
Tiere eines Vergleichsversuehs yon demselben Pa tho logen  un te r such t  
werden.  Denn bei  diesem Verfahren erhs ein ob]ekt iver  Befund  in 
F o r m  b e s t i m m t e r  geweblieher  Al t e ra t ionen  durch  den Mikroskopierenden 
eine sub jek t ive  Benotung.  Diese Ta t sache  wi rk t  sieh nur  dann  n ieh t  als 
MeBfehler aus, wenn der  sub jek t ive  F a k t o r  bei  allen un te r sueh ten  Tier- 
ko l l ek t iven  m5gl ichs t  gleieh gehal ten  wird.  

F/it den Vergleich zwischen verschiedenen Tiergruppen, die mi~ gleiehen 
Dosen versehiedener Viren injiziert sind, ergeben sieh nun versehiedene MSglich- 
keiten: 

1. Untersehiede im klinisehen Bild bei den Tieren vergleiehbarer Gruppen k5n- 
hen dureh einen Vergleich der H/$ufigkeiten yon Tieren mit progredienten Paresen 
oder Paralysen ausgedr/iekt werden. 

2. Dureh Bildung des Mitte]s fiber nile L~sionen eines Tieres --  oder durch 
Mittelung der Bewertungsziffern in allen 1%egionen eines Tieres --  kann eine Zahl 
gewonnen werden, die die Sehwere des Krankheitsprozesses eharakterisiert. Gleich- 
zeitig kann dureh Mittelung der Bewertungsziffern in den yore 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 reeht groben Vergleich der Neuropatho- 
geni~t  verschiedener Viren. 

3. Ehle feinere Unterseheidung wird sehon dann mSglieh, wenn man die Grup- 
penmittel der Bewertungsziffern in jeder Region des ZNS zueinander in Beziehung 
setzt. Bei einem solehen Verfahren wer4en Pr~dilektionsstellen in bestimmten 
Regionen des ZNS besser erkannt und bei der Bewertung starker ins Gewieht 
fallen. 

Diese beiden letztgenannten Verfahren haben aber den unbestrittenen Naeh- 
teil, dal] die qualitativ untersehiedliehen L~sionen (mesodermal-gliSse Reaktionen 
(1 und 2) und Nervenze]lseh/~digungen (3 und 4) zu einer Beweri~nngsziffer zu- 
sammengefaBt werden. Untersehiede in der F~higkeit versehiedener Viren, meso- 
dermal-gliSse Reaktionen zu verursachen und die Nervenzellen zu sch~digen, 
werden bei einem solehen Bewertungsverfahren weitgehend verwiseht. Eine 
weniger formalistische LSsung, die diese Unterschiede berficksichtigt, ist mit dem 
folgenden Verfahren mSglieh: 

4. l~iir jede Region des ZNS wird die H~ufigkeit yon Sehnitten mit L~sionen 
bestimmter Qualit~t bes~immt. Dabei kSnnen zur Vereinfachung die mit 1 und 2 
benoteten mesodermal-gliSsen Reaktionen eir_erseits und die mit 3 und 4 benoteten 
Nervenzellseh/~digungen andererseits zusammengefaBt werden. Wenn man die 
H~ufigkeiten yon L~sionen dieser verschiedenen Qualit~ten in allen Regionen des 
ZNS in gleichartig in]izierten Tiergruppen verg]eieht, ergibt sieh sieher eine Unter- 
scheidungsmSgliehkeit, die die meisten fiir die Beur~eilung wesentlichen Daten 
berficksichtigt. Andererseits wird bei dieser detaillierten Aufgliederung der Ver- 
suehsresultate die zuf/~llige Streuung der Ergebnisse sehr stark ins Gewieht fallen. 
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Wie mit diesen Bemerkungen sehon angedeutet, entstehen erhebliche 
Schwierigkeiten bei der Bewertung der Affenversuche haupts/~chlich 
dadnreh, dab die individuelle Empfindlichkeit der Einzeltiere aus einem 
einheitlichen Kollektiv sehr stark streut. Ffir 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. 

M_it dem gleichen Virus k6nnen wir also zu verschiedenen Zeiten, 
bei verschiedenen Tieren und bei verschiedener Kondition dessen, der 

die Injektion vornimmt, 
Lumbalregion Cervicalro#ion k/i#elhirn + 

+lPedull~ mot. Re#ion 
z,o-_ . z;o z,o ] 

. . #ewsr/ungs~. ~ ~Mi//eteinf~ebe u. 
- ' . . . ImEzhzel-  J~ ldoppe l /dS /and~rd -  
_ "Lvereueh~m ~crbw.decSewer-  

0 /0 lO'~l'~t~elO~lO -~ ]70 [O-lO-Z/O'SlO "~ lO~ -~ 
Virus- Verd 

Jbb. 2. Yergleieh der Gruppen-Bewertungsziffern aus elnem 
einzelnen Versueh mit Typ I-Bezugsvirus im Cynomolgus- 
affen mit dem Mittel der einfachea und doppelten Stan- 
dardabweichung der Gruppen-Bewertungsziffern aus acht 

Versuchen mi~ Typ I-Bezugsviren im Rhesusaffen 

zu durchaus unterschied- 
lichen Ergebnissen kom- 
men. Wenn wir in einem 
Versueh daher eine ge- 
ringere Abweichung des 
Impfstoffvirus yon dem 
Bezugsvirus feststellen, 
ist es oft schwer, zu ent- 
scheiden, ob diese tat- 
saehlich etwas bedeutet 
oder ob sie nur zuf/~llig 
ist. Mit den iibliehen sta- 
tistischen Tests kSnnen 
wir bier auch keine Ent- 
scheidung treffen, weft 
die Verteilung der tIanfig- 
keiten bestimmter L~sio- 
nen, die wir als Grund- 
]age fiir eine Signifikanz- 
prfifung brauehen, nicht 
bekannt ist. Wir kSnnen 
daher bisher keine wissen- 

sehaftlieh fundierte Grenze ffir die normale zufiillige Schwankung der 
Neuropathogenit/~tsprfifung festlegen, bei deren Ubersehreitung wir mit 
einer bestimmten Wahrseheinlichkeit annehmen miissen, dab die beiden 
verglichenen Viren nicht identisch sein kSnnen. Wir haben versueht, diese 
Entseheidung mit empirisch-zahlenmi~Bigen, pseudostatistisehen Me- 
thoden zu ob]ektivieren (Bo~r~, U~TER~:A~SCHEDT, MAULER, SCHMIDT 
U. SCH~IDT~); das experimentum erueis, ob die mit diesem Bewertungs- 
verfahren festgestellten Unterschiede reproduzierbar sind, steht aber 
Yioch ~11s. 

Wie s ta rk  sich die S t reuung  der Ergebnisse  yon Einzelversuchen mit  identischen 
Viren auswirkt ,  wird  aus Abb .2  (nach B o ~ ,  U~T]~R~A~SC~nI])T, ZVIAVL]s~, 
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SGK1VIIDT U. S(JB'~IDT 3) deutlich. In diesem Diagramm wir4 das Ergebnis tines 
Einzelversuehs (mit intraspinaler Teehnik) mit Typ I-Bezugsvirus im Cynomolgus- 
~ffen mit den Ergebnissen yon aeht wiederho]ten Versuchen mit einem iclentisehen 
Bezngsvirus im Rhesusaffen vergliehen. Die mittleren Bewertungsziffern innerhalb 
zusammengefaitter Regionen des ZNS ans den einzelnen Gruppen des Versnchs am 
Cynomolgusaffen (dargestellt Ms Punkte) werden dabei zum 5{ittelwert (da, rgestellt 
als Oval) der einfachen und dopt)elten Standarclabweiehung der Bewertungs- 
ziffern aus den wiederhotLen Versuchen am Rhesusaffen (dargeste]tt als schraffierte 
bzw. punktierte S~ulen) in Beziehung gesetzt. Das Bewertnngsverfahren ent- 
spricht dabei als dem oben unter 3. genannten; es erlaubt also keine Schltisse 
fiber etwaige untersehiedliche Qualis der Lgsionen in den einze]nen Tier- 
gruppen. 

Das Diagramm lggt erkennen, dag das Ergebnis des Einzelversuchs am Cy- 
nomolusgaffen in den h6heren Regionen des ZNS (Halsmark bis motorisehe l~inde) 
durchaus innerhalb der Standardabweichung -- also der zu erwartenden Streuung -- 
liegt. Im Lendenmark tiegen ~edoeh drei yon fiinf Bewertnngsziffern beim Cynomol- 
gusaffen auBerhalb der doppelten Standardabweichung 4er Bewertungsziffern, die 
bei Rhesusaffen naeh Injektion gleieher Rosen eines identischen Virus zu geben 
waren. Wenn sich nach diesen Berechnungen (da die prim~re Verteilung der Be- 
wertungsziffern nieht bekannt ist) aueh keine Wahrscheinlichkeit ffir das Vor- 
liegen eines echten Unterschiedes angeben l~l~t, so erscheint die hShere Empfindlieh- 
keit des Lendenmarks beim Cynomolgusaffen doeh kein Zufallsbefun4 zu sein. 
Ein einwan4freies stat, istisches Verfahren zur Bestimmnng eines echten Unter- 
schiedes ffir das Verhalten v-ersehiedener Viren im intraspinalen Affenversueh 
exist.iert bisher noeh nicht. 

Fiir den intraeerebralen Versuchsteil, bei dem in jeder Grupt~e mindestens 
t0 Tiere gesetzt werclen, hat die Gl~ppe um MVR~AY (unverSffentlicht) auf Grund 
der Ergebnisse yon wiederholten Versuehen mit dem gleichen Virus die Wahr- 
scheinlichkeit s clas Auftreten bestimmter H~ufigkeiten yon ,,positiven" Tieren 
berechnet, wobei die unterschiedliehe Schwere und versehiedene Ausbreitung der 
p~thomorphologischen Ver~n4erungen bei diesen Tieren unberficksiehtigt bleiben 
mull  Wenn man also das Ergebnis aus einem Einzelversuch mit einem Impfstoff- 
virus auf das ~Iittel aus mehreren Versuehsergebnissen mi~ dem Bezngsvirus be- 
ziehen will -- wie es aueh in clem Beispiel cler Abb. 2 gesehehen ist --, so kann man 
naeh dieser Methode angeben, mit welcher Wahrseheinlichkeit eine experimentell 
beob~ehtete H~ufigkeit positiver Tiere zu erwarten ist. Bei einer solchen Be- 
wertung kann man aber night mehr yon einem echten Vergleichsversueh sprechen. 
Bei diesem Bewertungsverfahren bleibt n~mlieh der dutch eine unterschiedliche 
l~e~ktionsfiihigkeit verschiedener Tierkollektive verursaehte systematisehe Ver- 
suehsfehler unberiicksiehtigt. Trotzdem ist ein solches Verfahren deshalb gerecht. 
fertigt, well dieser systematische Fehler weitaus kleiner zu sein scheint als die rein 
zuf~llig bedingte Streuung der Ergebnisse yon Einzeltierversuchen ( B o ~ ,  U~T]~- 
~ S C ~ D %  M ~ L ~ ,  SCm~L~ u. SCH~D~a). Erfahrungsgem~f~ fallen ~edoeh 
die Ergebnisse yon Affenversuchen mit intracerebraler Technik auch bei Impfstoff- 
viren r versehiedenen Typen so gleichm~ii~ig aus, daI~ nut  sehr selten ein Ver4aeht 
auf einen eehten Untersehied zwisehen 4en Viren entsteht (siehe folgende Mit- 
teflung). 

Ffir den intraspinalen Affenversueh, der die Untersehiede zwischen versehie- 
denen Viren deutlieher aufzeigt, sind derartige Bereehnungen bisher noch nieht 
m6glieh gewesen. Sie stoi]en deshalb aui' groI~e Schwierigkeiten, well die Anzahl der 
Tiere pro Versuchsgruppe in diesem Versuch fiir eine einwandfrci stat, istische Be- 
wertung der Ergebnisse zu klein ist. 
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Die Entscheidung, ob ein Impfstoff nach diesem Affenversuch also 
zugelassen werden kann odor ob er wegen offensieht]ieh h6herer Neuro- 
pathogenit~t zurfickgewiesen werden mu6, ist daher wenigstens vorerst 
noeh subjektiv zu treffen. 

Die zur Ermittlung der Schwankung dieses Versuehs notwendige 
Auswei~ung yon Befunden an einem gro~en Tiermateria,l hat aber ein 
klares Bild fiber das untersehiedliche Verha]ten der einzelnen Virus- 
typen im Affenversuch vermittelt, fiber das in der folgenden Mitteilung 
berichtet werden soll. 

Selbst wenn es mit sehr umfangreichen Affenversuchen mSglieh sein 
sollte, geringe Neurovirulenzuntersehiede versehiedener Viruszuberei- 
tungen ffir den Affen festzusteHen, so wiirden diese Ergebnisse ffir die 
Unsch~d]ichkei~ der Impfstoffe beim Mensehen nicht sehr viet aus- 
sagen. Denn bei diesem Affenvexsueh sehliel~en wir indirekt aus dem 
Verhalten eines Virus in einem durchschnittliehen Affenkollektiv auf 
sein mutmai~liehes Verhalten in einem durchsehnittlichen Menschen- 
kollektiv. So wie es bei grol~en Affenkollektiven Tiere gibe, die auf die 
Virusinjektion mit wesentlich st~rkeren Erscheinungea reagieren als 
der Durchschnitt der Tiere, so gibt es auch sicher unter den Mensehen 
besonders empfindliche Individuem Uber eventuelle Seh~digungs- 
mSgticb_keiten durch das Impfvii~s ira Einze]fall oder fiber die MSglich- 
keit der Entstehung yon ffir Poliomyelitis a~ypisehen Krankheits- 
bildern sagen unsere Versuehsergebnisse fiberhaupt niehts aus. 

Diese Prfifmethode der Poliomyelitis-Lebendimpfstoffe ist sieher 
geeignet, die Verimpfung von hoehvirulentem Virus zu verhfiten. Sie 
gibt uns abet nieht die Sicherheit, da[t bei einem geringen Prozentsatz 
der Impflinge nieh~ doch Sch&digungen durch die Impfung auftreten 
kSnnen. Dies sollten ~dr ~dssen, wenn ~4r den Lebendimpfstoff an- 
wenden. 

Zusammenfassung 

Naeh einer kurzen Bespreehm~g der theoretischen Grundlagea der 
Poliomyelitis-Lebendimpfung und der Bestimmung der Neurovirulenz 
yon attenuierten Polioviren ffir den Affen wird die Teehnik des Affen- 
versuchs in der Prfifung dieser Impfstoffe kurz gesehfldert. Die mSg- 
liche Bedeutung yon technisehen Untersehieden in der Versuehsdureh- 
ftihrung wird diskuCAert. 

Ein einwandfreies sSatistisehes Verfahren zur Bestimmung eines 
echten Unterschiedes zwischen der Neurovirulenz versehiedener Viren, 
das alle dutch den Versuch gegebenen Informationen nfitzt, existiert 
bisher noch nicht. Der Versuch zur Messung der Neurovirulenz ffir den 
Affen muB daher vorerst noeh subjektiv beurteilt werden. Es wird eia 
numerisches Bewertungsverfahren diskutiert, das die Beurteilung des 
Versuehsergebnisses erleichtern kann, das abet keine statist~iseh fun- 
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dier~en Wahrscheinl ichkei tsaussagen ermSglicht. Abschliel~end wird die 

Bedeutung  dieses Vcrsuchs ffir die Unschiidlichkeit  der Impfstoffe am 

Menschen kurz besprochen. 
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