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In  den vorangegangenen Mitteilungen dieser t~eihe wurde gezeigt, 
dal3 die einzelnen Typen des Impfstammsatzes  yon S•BI?r sowohl naeh 
intrathalamischer als aueh naeh intralumbaler Infektion beim Affen 
histopathologisehe L/isionen eines besfimmfen Ausbreitungsmusters und 
typiseher Qualit/it hervorrufen. Bei der Beurteilung der Neurovirulenz 
yon einzelnen Impfstoffchargen kommt  es nun darauf  an festzustellen, 
ob sich die mi t  dem Impfstoffvirus erzeugten L/~sionen yon den in 
einem Parallelversueh mit  dem Bezugsvirus erzeugten Lgsionen so unter- 
seheiden, dag man einen echfen Untersehied in der Neurovirulenz beider 
Viren armehmen mug. 

Dabei ist es wesentlich, die Untersehiede ira Ausbreitungsmuster der 
Lgsionen niehg dureh ein zu stark vereinfaehendes numerisches Aus- 
wertungsverfahren zu verwischen. 

Ein Versueh zu einer statistiseh-numerischen Bewertung yon Neuro- 
virulenzversuchen, bei denen aus praktisehen Gr/inden nur eine begrenzte 
Tierzahl eingesetzt werden kann, wird im folgenden gesehildert: 

Beim Neurovirulenztes~ wird fiir versehiedene Dosen nach der glei- 
chen Technik jeweils eine Gruppe Affen mit  dem Bezugsvirus und eine 
weitero Gruppe Affen mit  dem zu prfifenden Impfstoffvirus injiziert, 
Naeh der Injektionsteehnik unterseheidet man den intrathalamisehen 
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nnd den intralumbalen Teilversuch. Die einer statistischen Auswertung 
zugrundeliegenden Ergebnisse eines solchen Tests sind die Befunde yon 
histologischen Untersuchungen an Schnitten aus den versehiedenen 
l%egionen des Zentrainervensystems der injizierten Affen. 

Bei jedem Versuehstier finden wir ein bestimmtes pathomorpholo- 
gisches Bild, das fiir die statistische Auswertung als eine Klassifikation 
si~mtlicher nntersuchter Schnitte des Affen nach dem darin gefnndenen 
Lisionsgrad nnd der Region des Zentra]nervensystems, aus der die 
Sehnitte stammen, beschrieben wird. Dieses pathomorphologische Bild 
beschreibt die Spuren der letzten Bhase eines noeh weitgehend unbekann- 
ten Verbreitungsprozesses der Viren im Zentralnervensystem der Affen. 
D~ die morphologischen Alterationen bei der l~ nicht gleich- 
ma~ig, sondern diskontinnierlich verbreitet sind, ist das pathomorpho- 
logische Bild eines Affen, wenn man das in den Sehnitten untersuchte 
Gewebe mengenmaBig dem gesamten Gewebe des Zentralnervensystems 
gegenfiberstellt, selbst bei groBer Schnittzahl noch ein im hSchsten 
Ma•e zufalliges Bild der tatsaehliehen Verhaitnisse. Ein systematisches 
Suchen nach Gesetzmai~igkeiten des Ausbreitungsprozesses in den 
pathomorphologischen Bildern wiirde hierdurch natfirlieh erschwert. J a  
es dfirfte sogar schon deshalb yon vornherein aussichtslos sein, weil 
selbst bei den unfangreichsten Versuchen das Verhaltnis der Anzahl 
yon im Versuch gefundenen pathomorphologischen Bfldern zur Anzahl 
der insgesamt mSglichen versehiedenen Bilder yon ahnlicher GrSBen- 
ordnung ware, wie das Verh~ltnis der Menge des untersuchten Gewebes 
zur Menge des gesamten Gewebes ira Zentralnervensystem. Es ist d~her 
nicht verwunderlich, dab solche Gesetzmal~igkeiten bei den patho- 
morphologischen Bildern bis heute noch nicht bekannt sind. Schon eine 
so plausible Vorstellung, dal~ der Anteil der Schnitte mit  Nervenzellen- 
untergang an denjenigen Schnitten, die iiberhaupt eine Liision zeigen, 
in allen l~egionen gleich sein k6nnte, wird durch unsere Versuche klar 
widerlegt. (Vgl. Abb. 1, 3 nnd 7 der II .  Mitteilung.) 

Ein Auswertungsverfahren, das -- wie es bei vielen Impfstoffen 
angewandt wird --  auf der Dosisabhangigkeit beruht,  etwa dutch 
Schatznng nnd Vergleich yon Dosen mit  einer bestimmten Wirkung 
(eine so]ehe Dosis wiire z.B. diejenige, bei der 50~ aller Sehnitte eine 
Lasion zeigen) entbehrt  daher bis jetzt  jeder statistischen Grundiage. 
Dariiber hinans mfil~te es konsequenterweise zu Aussagen yon der Form 
,,a cm s yon u A wirken wie b e m  ~ yon Virusprs B"  
fiihren. Solche Aussagen diirften jedoeh bei Folioviren unter anderem 
schon deshalb ausseheiden, weil sieh hier verschiedene Typen durch 
eine unterschiedliehe Qnalitat und Ausbreitung in die einzelnen Regionen 
des Zentralnervensystems eharakterisieren lassen. 
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Ein auf  den ersten Blick bestechender L6sungsans~tz berttht ~uf der 
Vorstellung, dab das GesamtausmaB der morphologisehen Alterationen, 
die im Zentralnervensystem eines Affen gefunden werden, sich aus den 
Lasionen in den einzeluen untersuehten Schnitten zusammensetzt  und 
daher messen l/~Bt als Summe yon Bewertungsziffern ffir die einzelnen 
Schnitte. Die einzelne Bewertungsziffer h/~ngt dann jeweils ab: 1. Von 
dem L/~sionsgrad, den der Sehnitt zeigt, 2. yon der Region, aus der er 
s tammt,  3. yon der Konzentrat ion des Pr/~par~tes, das die L/~sionen 
hervorgerufen hat  und 4. yon der Injektionstechnik, die angewandt 
wurde. Aber sehon die abstrakte Formulierung dieses Konzeptes : ,,A viele 
Sehnitte aus der Region ]3 und mit  dem L~sionsgrad C hervorgerufen 
dnreh die Konzentrat ion D wiegen genau so schwer wie E viele Sehnitte 
aus der Region F u n d  mit  dem L/~sionsgrad G hervorgerufen durch die 
Konzentrat ion I-I" zeigt die ganze Problematik dieses Vorgehens. 

Darfiber hinaus wfirde sich hier die Fr~ge erheben, wie die diesem Verfahren 
zugrunde liegenden Bewertungsziffern zu bestimmen sind. Man kSnnte sie zun/~ehst 
auf Grund bisheriger Erfahrungen mehr oder weniger per definitionem festlegen, 
wobei sich wohl sehwerlich eine ~J-bereinstimmung erreiehen lieBe. Man kSnnte sie 
auf Grund der Ergebnisse eines Testes selbst festlegen -- aber dann wfirden sich die 
Bewertungsziffern bei jedem Versueh Endern. Man kSnnte sie auf Grund der Er- 
gebnisse aller bisher mit dem gleichen Virus durehgeffihrten Versuche festlegen; 
aber dies kSnnte zur Vernachl~ssigung yon Untersehieden in den Ergebnissen yon 
Tests zu verschiedenen Zeiten und mit unterschiedlichem Tierm~terial ffihren. 
AuBerdem were mit der Wahl einer dieser l~ISglichkeiten eine endgfiltige Entschei- 
dung fiber die GrSBe der Bewertungsziffern ja noeh lange nicht getroffen. 

Dies ist das Kernproblem einer jeden nicht mehr zu verbessernden 
statistischen Auswertungsmethode. Man muB ein MaB ffir die geweb- 
lichen Alterationen im Zentralnervensystem der Affen finden, das dann 
mi t  einem MaB f/Jr die Qualit~t yon Impfstoffen gleichbedeutend ist. 
Jede mehr oder weniger sehematische oder willkfirliche LSsung dieses 
Problems muB jedoeh zu Auswertungsmethoden ffihren, die nicht mehr 
erkennen ]assen, ob signifikante Unterschiede in den Testergebrdssen 
auch signifikante Unterschiede in den Impfstoffqualit/~ten bedeuten 
bzw. ob nicht-signifikante Untersehiede in den Testergebnissen aueh 
nicht-signifikante Unterschiede in den Impfstoffqualit/~ten bedeuten. 

Solange ein solehes plausibles MaB f~r die gewebliehen Ver~nderungen 
noeh nieht existiert, kann man nieht die Ergebnisse yon mit  verschiede- 
hen Dosen injizierten Affen oder die Ergebnisse aus verschiedenen 
Regionen des Zentralnervensystems zusammenfassen. Eine gewissen- 
hafte Auswertungsmethode muB sich daher heute noeh auf das Testen 
von Einzelfragen yon der 1%rm besehr/~nken : ,,Waren unter  den mit  tier 
Dosis A behandelten Affen in der Region B Sehnitte mit  dem L/~sions- 
grad C h/~ufiger bei den mit  dem Bezugsvirus oder bei dan mit  dam 
Impfstoffvirus behandelten Tieren zu erwar ten?"  Die Beantwortung 
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dieser Einzelfragen durch einen einwaudfreien statist isehen Test stellt 
danu  allerdings ffir den Verantwort l ichen eine exakte und  vollsti~ndige 
Grundlage ffir die sehwierige Entscheidung fiber Zulassung oder Zuriick- 
weisung eines Impfstoffes dar. 

Die Frage, ob Sehnit te mi t  einem bes t immten  L/~sionsgrad in einer 
bes t immten  Region bei einer der beiden mi t  Bezugsvirus und  Impfstoff-  
virus behandel ten Tiergruppen signifikant hgufiger aufgetreten sind, 
lieBe sich ohne weiteres mi t  Hflfe eines statist ischen Tests zum Vergleich 
der beiden entsprechenden gefundenen H/~ufigkeiten untersuchen.  
Leider sind die fiblichen Methoden jedoch N/therungsmethoden,  die bei 
kleineren und  grSgeren tt/~ufigkeiten, wie sie beim Affen-Neurovirulenz- 
Test meist  zu erwarten sind, versagen. Wir  haben  uns daher  fiir die An- 
wendung eines sogenannten Randomisierungstes ts  entschlossen, eines 
statist ischen Tests, der zwar  mi t  groBem t~echenaufwand verbunden  ist 
und den Einsatz  eines Elektronenreehners  erfordert,  daffir aber auf  einer 
hSehst lalausiblen i~berlegung beruht .  

Statistische Methode 
Nach der verteilungsfreien Methode der l~andomisierungstests gl~u- 

ben ~ die Frage, ob unter  zwei Affengruppen A und  B in einer Region 
C des Zentra lnervensystems Sehnitte mi t  einem L/~sionsgrad D bei der 
Gruppe A signifikant h/~ufiger auf t re ten  als bei der Gruppe B, folgender- 
mal~en bean twor ten  zu kSnnen. 

Man berechnet zun~chst ffir die Gruppe A die durchschnittliche tt~ufigkeit der 
Schnitte in der Region C und mit dem L~sionsgrad O. ])ann beginnt man damit, 
Atfen zwischen den beiden Gruppen systematisch auszutauschen, l~or jede Aus- 
tauschmSglichkeit (einschliel3lich dem Austausch fiberhaupt keines Affen) berechnet 
man die gleiche durchschnitt]iche H~ufigkeit ffir die nach dem Austausch jeweils 
neu arrangierte Gruppe A. Als Endergebnis berechnet man, for wie viele pro Tan- 
send dieser AustauschmSglichkeiten die berechnete tt~ufigkeit kleiner war als ffir 
die urspriingliche Gruppe A, in der noeh keine Affen ausgetauscht wurden. Wenn 
diese Zahl extrem groit ist, die Affen sieh also auf die beiden Gruppen so verteilen, 
dal~ die durchsehnittliche tti~ufigkeit der Schnitte in der Region C und mit dem 
L~sionsgrad D in der Gruppe A extrem grSBer ist als in der der Gruppe B, dann 
ffihlen wit uns berechtigt, von einem signifikanten Unterschied zu sprechen. Im 
folgenden sprechen wit bei Signifikanzzahlen yon 950--989 yon schwacher Signi- 
fikanz und bei Zahlen yon 990--1000 yon starker Signifikanz. Das heil~t mit 
anderen Worten, bei schwacher Signifikanz hat die urspriingliche Gruppe A eine 
hShere Itgufigkeit yon L~sionen des betreffenden Grades in der betreffenden Region 
des Zentralnervensystems, als es bei 950--989 yon tausend MSglichkeiten ffir den 
Austausch yon Tieren der Fall w~re. Starke Signiflkanz wird angenommen, wenn 
die L~sionsh~ufigkeit in der ursprfinglichen Gruppe A grSBer ist als die bei min- 
destens 990 von 1000 AustauschmSglichkeiten. 

Bei Anwendung dieses Verfahrens benStigt man einen Elektronenrechner, weil 
sich schon bei zwei verh~ltnism~$ig kleinen Affengruppen die Zahl der Austausch- 
mSglichkeiten yon Affen zwischen den beiden Gruppen einer fast astronomischen 
Gr5Benordnung niihert. Wir sind daher dazu fibergegangen, yon jedem Affen, der 
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]e in einem Neurovirulenztest unserer Institute benutzt wurde, eine Lochkarte 
nach dem Muster yon Abb. 1 anzu]egen. Auf einer solchen Lochkarte sind neben 
dem pathomorphologischen Bild, das dutch die Anzahl der pro Region nnd Ls 
grad gefundenen Schnitte gegeben wird, in Ziffern ausgedrfickte Angaben gemacht 
fiber die Versuchsnummer, das benfitzte Virusprs und eine Konzentration, die 
In]ektions~rt und die Species und l~nfende Nummer des Affen. Die Lochkarten 
dienen somit nicht nur der rechnerischen Auswertung der Neurovirulenzversuche, 
sondern sind zugleich auch eine nfitzliche Dokumentation der bei ]edem Tier er- 
hobenen Befsnde. 

Ergebnisse 
Ergebnisse mi t  dieser Methode liegen bisher nur ffir den Test mit  

intralumbaler Iniekt ion vor. Beim intrathalamisehen Test ergaben sieh 
wegen der grSl3eren Affengruppen zu ]ange l~eehenzeiten. Ein verbessertes 
Reehner-t~rogramm, das das hs Auftreten yon Affen ohne jede 
Ls beim intrathalamischen Test ausniitzt, wird zur Zeit erprobt. 

Die Eignung dieser Methode zur Unterscheidung versehiedener Viren 
sell zuns an einem Vergleieh zwischen dem attenuierten Virus des 
Typs I (Bezugsvirus OP 2) und einem Wildvirus des Typs I I I  (Stature 
Saukett) demonstriert  werden - -  ein Beispiel, bei dem Untersehiede mit  
Sieherheit zu erwarten sind. Tab. i enths fiir jede Verdiinnungsstufe 
und ]ede l~egion drei mi t  dem Elektronenreehner ermittelte Zahlen- 
paare. Diese unterseheiden sich dureh die Art  der bei ihrer Bereehnung 
ber~ieksiehtigten Ls Ls 1--2 (obere Zeile) berficksichtigt 
nut  Schnitte mi t  mesodermal-gliSsen Reaktionen ohne Nervenzell- 
untergang, Ls 3 - -4  (mittlere Zeile) nur Sehnitte mi t  lk%rven- 
zelluntergang und Ls 1--4  (untere Zeile) alle Sehnitte mit  
Ls gleiehgiiltig welcher Qualits mit  Ausnahme yon Artefakten 
und solehen Ls die auf  das mechanisehe Trauma bei der In]ektion 
zuriickgefiihrt werden mfissen. In  jedem Zah]enpaar sprieht eine signi- 
fikant hohe Zahl links ffir eine hShere Ls durch das mi t  
dem Bezugsprs vergliehene Virus (zweite Zeile des Tabellen- 
kopfes) - -  hier das Wildvirus des Typs I I I .  Eine signifikant hohe Zahl 
rechts wiirde fiir eine hShere Ls163 dutch das Virus spreehen, 
das fiir den betreffenden Versueh als Bezugsvirus gilt (erste Zeile des 
Tabellenkopfes) - -  bier das attenuierte Virus OP 2 des Typs I.  

In  der Tab. 1 finden wir signifikant hShere Ls163 nur 
fiir das Typ-III -Wildvirus .  

Die Tabelle ls au~erdem zwei interessante Phs erkennen: 
1. Signifikant hohe Zahlen finden sich prinzipiell h~iufiger in den Tiergruppen, 

die mit grol3en Virusdosen injiziert sind. 
2. Signifikant hohe Zahlen finden sieh prinzipiell hs in den Regionen, aus 

denen grSl3ere Schnittz~hlen untersueht wurden -- also in abnehmender Reihen- 
fo]ge in der Lumbalregion (18 Schnitte), der Cervicalregion (12 Schnitte), der 
Medulla oblongata und dem Mesencephalon (]e 4 Schnitte) und der motorischen 
Gro~hirnrinde (2 Schnitte). 
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Tabelle 1. Ergebnisse des Randomisierungstests /,i~r den Vergleich zwischen dem 
attenuierten Bezugsvirus, Typ I (OP 2) und dem neuropathogenen Wildvirus, 

Typ I I I  (Sauke#) 

Virus: Typ : Versuch Nr.: Affenart : Injektion : 
Bezug OP 2 1 464 Rhesus intraspinal 
Saukett 3 964 Rhesus intraspinal 

Verd. Qual. Lumbalregion Cervicalregion Medulla oblong. Mesencephalon 

10 ~ 1--2 
3--4 
1--4 

10 -1 1 --2 
3--4 
1--4 

10 -2 1--2 
3--4 
1--4 

10 -a 1--2 
3--4 
1--4 

10 -4 1--2 
3--4 
1--4 

44 
999 

1000 

71 
971 
986 

0 
999 
999 

848 
955 
990 

0 
583 
583 

935 783 
1 994 
0 997 

871 871 
14 986 
0 986 

84i 972 
0 999 
0 999 

0 583 
0 848 
0 848 

417 0 
0 583 

152 583 

135 
0 
1 

14 
0 
0 

1 
0 
0 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

191 580 
961 15 
850 88 

500 314 
986 0 
929 0 

742 152 
990 0 
999 0 

583 0 
583 0 
583 0 

0 0 
583 0 
583 0 

44 774 
997 0 
95d 8 

500 186 
786 0 
886 29 

318 152 
990 0 
981 1 

0 0 
848 0 
848 0 

0 0 
583 0 
583 0 

Motor. l~egion 

945 0 
985 0 
997 0 

786 0 
214 214 
643 71 

0 417 
583 0 
318 152 

583 0 
583 0 
583 0 

0 0 
583 0 
583 0 

In der betreffenden Region, Verdiinnung und L~sionsart sprich~ jeweils eine signi- 
fikant hohe Zahl links fiir eine hShere L/~sionsh~ufigkeit beim Virus Saukett und eine 
signifikant hohe Zahl rechts ffir eine hShere Lasionsh~ufigkeit helm Virus OP 2. 
Zahlen yon 950--989 (kursiv) bedeuten schwache Signifikanz und Zahlen yon 
990--1000 (Fettdruck) bedeuten starke Signifikanz. 

Die Erkli~rung ffir diese Ph~nomene ist in der statistischen Methode zu suehen �9 
Je mehr Sehnitte man untersueht und je h~ufiger man in den untersuchten Schnitten 
L~sionen erwarten k~nn, um so gwSBer wird die Chance, mit diesem Verf~hren be- 
stehende Unterschiede der mi~tleren L~sionsh~ufigkeit a]s signifik~nt best~tigt zu 
bekommen. 

Das Auff inden yon signifik~nten Untersch ieden  zwischen einem Wild- 

virus und  einem at~enuierten Virus besagt  natfirl ieh noeh niehts  fiber die 

Brauchbarke i t  der  Methode ffir die Prfifung yon  Pol iomyel i t i s -Lebend-  

impfstoffen, bei  der  j~ zwei a t tenuier te  Viren vergl iehen werden. Es 

ergibt  sieh daher  die Frage,  ob diese Methode ~Srksam genug ist, die in 

den frfiheren Mit te i lungen dieser Reihe  zusammenfassend besehriebenen 

Untersehiede  zwischen den a t t enu ie r ten  Viren der versehiedenen Typen  
aueh im Einzelversueh zu erkennen.  

:Beim Vergleich mi t  dem a t t enu ie r t en  Bezugsvirus  des Typs  I sind 

Untersehiede  am ehesten ffir die a t t enu ie r t en  Viren des Typs  I I I  zu 
erwarten.  Tab .2  faB~ daher  die in Versuchen mi t  7 versehiedenen 
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Tabelle 2. Signi/ikante Ergebnisse aus 7 Versuchen mit verschiedenen Pools yon 
attenuierten Typ I I I -  Viren im Vergleich zum attenuierten Bezugsvirus, Typ I (OP 2) 

Viruspool Virusverd. l~egion Qualit~tt 

Ol 

02 

03 

04 

05 

06 

07 

100 

10-i  
10-2 

10 o 
10-i  
10- i  

100 

100 
100 
100 
10-~ 
10-a 
10-3 

10 o 
10 o 
10 o 
10-7 
i0-* 
10-7 
10-* 
lO-i 
10-7 
10-i  
10-* 
10-* 

1Vied. 

Lumb.  
Lumb.  

~r 
1Y~ed. 
Mesenc. 

Lumb.  

Lumb.  
]~esenc. 
~V~ese~Ic. 
Lumb. 
Lumb,  
Lumb.  

Lumb.  
Cerv, 
1Y[esenc. 
Lumb.  
Lumb.  
Lumb. 
Cerv. 
Cerv. 
Med. 
Med. 
Mesenc. 
~esenc. 

3--4 

1--4 
1--2 

I--4 
1--2 
1--4 

1--2 

1--2 
1--2 
1--4 
3--4 
1--2 
1--4 

3--4 
1--4 
1--4 
1--2 
3--4 
i--4 
1--2 
1--4 
1--2 
1--4 
3--4 
1--4 

Signifikanzzahlen fiir h6here 
L~sionshi~ufi keiten beim 

Pool Bezug 

951 

-- 979 
--  965 

951 
973 
955 

983 

955 
972 
972 
969 
973 
973 

957 
951 
955 
999 
983 
999 
962 
962 :- 
962 
962 
962 
962 

Zahlen yon  950--989 (kursiv) bedeuten  sehwache Signifikanz und  Zahlen yon 
990--1000 (Fettdruek) bedeuten  starke Signifikanz. 

P o o l s  x y o n  a t t e n u i e r t e n  T y p - I I I - V i r e n  g e f u n d e n e n  s i g n i f i k a n t e n  U n t e r -  

s ch i ede  z u m  T y p - I - B e z u g s v i r u s  O P  2 z u s a m m e n .  

Stark  signifikante Unterschiede im Sinne dieses u  ergaben sic}, dabei 
nu t  fiir das Pool 06 in der  Lumbalregion und  der Verdiinnungsstufe 10 -1 fiir die 
Lgsionsquali~aten 1--2  (mesodermal-gliSse Reaktionen) und  1- -4  (alle L~sionen 
zusammen) - -  n icht  aber fiir die Nervenzellschadigung der Lgsionsquali tgten 3--4 .  
~ e r h a u p t  zeigen die Tiere, die mi t  dieser Verdiinnuugsstufe des Pool 06 injizier~ 
waren, auch in den anderen Regionen des Zentralnervensystems st~irkere meso- 
dermal-gli6se Reakt ionen,  was in Tab. 2 ia  den zaMreiehen sehwach signifikanten 
Unterschieden bei Pool 06, Verdiinnungsstufe 10 -x zum Ausdruck kommt.  Ob dies 

, Bei den ,,Pools" in dieser Studie handeR es sich zum Teil u m  experimentelle 
Vermehrungsansatze und  zum Teil u m  Impfstoffkonzentrate .  
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Tabelle 3. Signi/ikante Ergebnisse aus 5 Versuchen mit verschiedenen Pools you 
attenuierten Typ II-Viren im Vergleich zum attenuierten Bezugsvirus, Typ I (OP 2) 

Signifikanzzahlen ftir hbhere 

u Virus~erd. Region Qualit~tt keiten beim 

Bezug 

01 

02 

03 

04 

05 

10 o 
10-~ 
10-2 

lO-e 

10-1 
10-1 

10 ~ 
10-1 

10 o 
10 o 
10-2 
10-2 
10-~ 
i0-~ 

Lumb. 
Lumb. 
Lumb. 

Lumb. 

Lumb. 
Lumb. 

Lumb. 
Lumb. 

Nesenc. 
Mesene. 
Lumb. 
Lumb. 
Med. 
Med. 

L~sioush~ufi 

Pool 

1--2 972 
1--2 
1--4 -- 

1--2 

1--2 
1--4 

1--2 
1--4 

1 --2 993 
1 - - 4  993 
1--2 
1--4 -- 
1--2 
1--4 -- 

994 
994 

965 

963 
966 

968 
988 

991 
991 
987 
987 

Zahlen yon 950--989 (kursiv) becteuten sehwache Signifikanz und Zahlen yon 
990--1000 (Fettdruek) bedeuten starke Signifikanz. 

mit einem mSglicherweise st~rkeren Injektionstrauma bei den Tieren dieser Gruppe 
zusammenhiingen kSrmte, wird zur Zeit noeh genauer untersueht. 

Bei den meisten anderen Typ-III-Pools finden sieh dagegen nur Untersehiede 
sehwaeher Signifikanz, und zwar mi~ nur einer Ausnahme zuungunsten der Typ-III- 
Viren. )/Ian kann auch nicht sagen, da$ bestimmte Regionea des Zentralnerven- 
systems oder bestimmte Virusverdiinnungen bevorzugt solehe Untersehiede zeigen 
wiirden, wie es bei Pool 06 der Fall ist. 

Die hShere Neurovi ru lenz  der a t t enu ie r t en  T y p - I I I - V i r e n  im Ver- 

gleieh zu denen des Typs  I k o m m t  also aueh bei diesem Bewertungs-  

ver fahren  im Einzelversuch  zum Ausdruek.  Bei Bewer tung  unseres 

begrenzten  Materials  ha t  es den Ansehein,  als ob die Neurovirulenz-  

untersehiede zwischen den Typen  I I I  und  I im Sinne dieses Verfahrens 

nur  schwaeh signifikant w/~ren. 

Aueh die Ergebnisse mi t  5 Pools des a t t enu ie r t en  Typ- I I -Vi rus  

(Tab .3 )  seheinen mi t  der , ,Wertreihe der Neurov i ru l enz"  in ~bere in -  

s t immung  zu stehen. 

In Verdiinnungsstufe 10 -2 hat dieses Virus bei 2 unter 5 Pools im Lendenmark 
stark signifikant weniger L~sionen (insbesondere yon Grad 1--2) hervorgerufen als 
das Bezugsvirus yon Typ I im Parallelversueh. Sehwaeh signifikante Unterschiede 
zugunsten des Typ-II-Virus bestehen in der gleiehen Verdiinnungsstufe bei einem 
weiteren Pool (02) und in Verd/innungsstufe 10 -1 bei zwei Pools (03 und 04). Die 
sti~rkere Tendenz des Typ-II-Virus, im Meseneephalon mesodermal-gli6se Reak- 
tionen hervorzurufen, kommt mit dieser Bewertung der Einzelversuche nut bei 
einem Pool (05) als stark signifikanter Unterschied zum Ausdruek. Die zweifellos 
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T~belle 4. Signi/ilcante Ergebnisse aus 11 Versuchen mit  verschiedenen Pools yon 
attenuiertem Typ  I -Viren  im Vergleich zum attenuierten Bezugsvirus, Typ  I (OP 2) 

Viruspool Virusverd. l~egion Qualitit 

Ol 

02 

03 

04 

04, 
Wdh. 

05 

06 

07 

08 

09 

i0 

ii 

lO-i 

i0 o 
i0 o 
10 0 

i0 o 

lO-i 

i0-2 

10-a 
10-2 

10 o 
100 
lO-i 
lO-i 

10 o 
i0 o 

i0-* 
i0-1 

Cerv. 

Lumb. 
Lumb. 
Cerv. 
C~rv. 

Lumb. 
Lumb. 
Lumb. 
Lumb. 

Lumb. 
Lumb. 
Mesenc. 
Mesenc. 

Lumb. 
Lumb. 

C{srv. 
Cerv. 

1--2 

1--2 
1--4 
1--2 
I--4 

1--2 
1--2 
3--4 
I--4 

1--2 
1--4 
1--2 
1--4 

1--2 
1--4 

1--2 
1--4 

Signifikanzzahlen fiir hiihere 
Lisionshi~ufi keiten beim 

Pool Bezug 

- -  951 

998 
998 
959  

959 

990 
963 

981 
978 

992 
992 
950 

950 

958 
9 7 0  

- -  974 
- -  97g 

Zahlen yon 950--989 (kursiv) bedeuten schwache Signifik~nz und Zahlen yon 
990--1000 (Fettdruck) bedeuten starke Signifikanz. 

vorhandenen Unterschiede im pathomorphologischen Bild der Affenpoliomyelitis 
durch die attenuierten Viren der Typen II  und I sind also mit diesem Verf~hren 
auch bei einer Bewertung des Einzelversuchs zu erkennen. Sie scheinen so stark zu 
sein, dai3 sie meist zu schwach signifikanten -- teilweise aber auch zu st~rk signifi- 
k~nten Unterschieden der L~sionsh~iufigkeiten in vergleichbaren Bewertungsgruppen 
fiihren. 

A m  in te ressantes ten  ffir die Beur te i lung dieses Bewertungsverfahrens  
s ind jedoch die Ergebnisse aus Vergleiehsversuchen mi t  Vixen des gleiehen 
Typs.  Tab.  4 b r ing t  zusammenfassend alle s ignif ikanten Untersehiede aus 
Vergleichen yon  11 Pools m i t  dem homologen Bezugsvirus.  

Mit Ausnahme  yon  zwei dieser Viruspools (04 u n d  05) wurden  nu r  in  
drei Bewer tungsgruppen  (eine Region des Nervensys tems yon  Affen, die 
mi t  gleichen K o n z e n t r a t i o n e n  der zu vergleichenden Vixen inj izier t  
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Tabelle 5. Ergebnisse des Randomisierungstests /iir den Vergleich zwischen dem 
attenuierten Bezugsvirus, Typ I (OP 2) und dem attenuierteu Virus, Typ I, 

Pool 04 (1. Versuch) 
Virus: Typ: Versuch Nr.: A/]enart: Injektion: 
Bezug OP 2 1 862 Rhesus intraspinal 
Pool 04 1 862 Rhesus intraspinal 

Verd. I Qual. Lumbalregion Cervicalregion Medulla oblong. Mesencephalon lVIotor. Region 

100 

I0-* 

i0-2 

10-~ 

10-4 

1--2 
3--4 
1--4 

1--2 
3--4 
1--4 

1--2 
3--4 
1--4 

1--2 
3--4 
1--4 

1--2 
3--4 
1--4 

998 1 
583 0 
998 I 

946 50 
583 0 
946 40 

630 359 
0 0 

630 359 

0 0 
0 0 
0 0 

930 0 
0 0 

930 0 

959 25 
0 0 

959 25 

463 502 
0 462 

432 523 

424 455 
0 455 

424 455 

0 417 
0 0 
0 417 

808 0 
0 0 

808 0 

914 21 
0 462 

865 37 

269 437 
0 462 

269 584 

597 208 
0 455 

511 359 

583 0 
0 0 

583 0 

685 70 
538 0 
685 70 

685 70 
0 0 

685 70 

563 168 
0 0 

563 168 

900 41 
0 0 

9O0 41 

0 0 
0 0 
0 0 

538 0 
0 0 

538 0 

0 0 
0 0 
0 0 

0 0 
0 0 
0 0 

545 0 
0 0 

545 0 

0 0 
0 0 
0 0 

0 0 
0 0 
0 0 

In der betreffenden Region, Verdiinnung und Liisionsart spricht jewefls eine 
signifikant hohe Zahl links fiir eine h6here L~sionshi~ufigkeit beim Virus 04 und 
eine signiilkant hohe Zahl reehts ffir eine hShere L~sionshgufigkeit beim Virus OP 2. 
Zahlen yon 950--989 (kursiv) bedeuten schwache Signifikanz und Zahlen yon 
990--1000 (Fettdruck) bedeuten starke Signifikanz. 

waren) schwach signifikante Unterschiede festgestellt, davon  zweimal 
zuunguns ten  des Bezugsvirus (01 und  09) un d  einmal  zuunguns ten  des 
Pools (06). Bei der groBen Anzahl  yon  insgesamt 225 Bewer tungsgruppen  
ffir diese 9 Pools ist  dies sicher kein verwunderl iches Ergebnis.  

Auff~llig ist dagegen die Hi iufung yon  s tark u n d  schwaeh signifikant 
h6heren L/~sionshgufigkeiten bei den Pools 04 u n d  05. Mit Pool 04 wurde 
deswegen ein Wiederholungsversuch durchgefiihrt ,  dessen signifikante 
Ergebnisse in Tab.  4 ebenfalls en tha l ten  sind. 

Da dieses Pool besonders interessant erseheint, werden die Signifikanzbereeh- 
nungen ffir die beiden damit angesetzten Neurovirulenztests in Tab.5 und 6 im 
Detail mitgeteilt. Der erste Versueh mit Pool 04 (Tab. 5) braehte zwei stark signi- 
fikante Unterschiede im Lendenmark der mit unverdiinntem Virus injizierten 
Affen und zwei schwach signifikante Unterschiede fiir die Cerviealregion der gleiehen 
Tiergruppe. Beide betrafen die mesodermal-gliSsen Reaktionen und waren so stark, 
dab sie sich auch noch bei der Gesamtbewertung aller Lgsionsqualit~iten nieder- 
sehlugen, obwohl Nervenzelluntergang nicht wesentlich h~ufiger war. Im Wieder- 
holungsversuch (Tab. 6) ergab sieh ein stark signifikanter Unterschied in der gleichen 
Region, der aber die mit 10-* verd/inntem Virus injizierten Tiere betraf. Weitere 
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T~belle 6. Ergebnisse des Randomisierungstests ]i~r den Vergleich zwischen dem 
attenuierten Bezugsvirus, Typ 1 (OP 2) und dem attenuierten Virus, Typ I, Pool 04 

(2. Versuch) 

Virus: 
Bezug OP 2 
Pool 04 

Verd. Qual, 

10 ~ 1--2 
3--4 
1--4 

10 -1 1--2 
3--4 
1--4 

10 -~ 1--2 
3--4 
1--4 

10 -~ 1--2 
3--4 
1--4 

10 -~ 1 - - 2  
3--4 
1--4 

Typ: 
1 
1 

Lumbalregion 

678 316 633 
500 484 233 
662 330 367 

999 4 677 
81 907 745 

743 234 737 

963 27 805 
981 0 467 
978 18 805 

877 0 467 
467 0 467 
877 0 467 

0 533 0 
0 0 0 
0 533 0 

Versuch Nr.: A//enart: Injektion: 
464 Rhesus intraspinM 
464 Rhesus intraspinal 

Cer~iea!region ~[edullaoblong. ! Mesencephalon ] Motor. Region 

295 226 
500 233 
562 229 

192 180 
0 567 

111 315 

51 590 
0 0 

51 590 

0 467 
0 0 
0 467 

0 0 
0 0 
0 0 

591 
500 
647 

697 
0 

582 

195 
0 

195 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

359 500 
500 0 
500 359 

424 345 
0 0 

424 345 

200 267 
467 0 
446 123 

467 0 
0 0 

467 0 

0 0 
0 0 
0 0 

500 0 
0 0 

500 0 

0 0 
0 667 
0 667 

0 533 
0 0 
0 533 

0 0 
0 0 
0 0 

0 0 
0 0 
0 0 

In der betreffenden Region, Verdiinnung und Li~sionsart spricht jeweils eine 
signifikunt hohe Zah] links fiir eine hShere L~sionsf~higkeit beim Virus 04 und eine 
signifik~nt hohe Zahl reehts fiir eine h5here L~sionshiiufigkeit beim Virus OP 2. 
Zahlen yon 950--989 (kursiv) bedeuten schwaeh~ Signifikanz und Zahlen von 
990--1000 (Fettdruck) bedeuten starke Signifik~nz. 

schwach signifikunt hShere L~sionsh~ufigkeiten sowohl fiir die mesoderm&l-gli6sen 
Reaktionen als auch fiir die 1Nervenzellschiidigungen -- wurden im Lendenmark 
der mit der n~chstfolgenden Virusverdiinnung injizierten Tiere gefunden. 

Nach  den Ergebnissen  yon  11 Versu6]aen k o m m e n  beim Vergleich von  

Viren des gleichen Typs  normalerweise  anscheinend keine s tark signi- 

fik~nter~ Untersch iede  vor. Bei e inem Viruspool,  das solche s tark  signi- 

f ikanten Unte rsch iede  zum homologen  Bezugsvirus  zeigte, wurde im 

Wiederho lungsversuch  ein im wesent l ichen gleichart iger  Unte rsch ied  

gefunden.  Die Ann~hme,  dab dieses Pool  tatsi~chlich eine etwas hShere 
Neurovi ru lenz  besi tzt ,  l iegt daher  nahe. 

D i s k u s s i o n  

Das stat is t ische Verfahren  des l~andomisierungstests  ist  auf  Grund 

seiner theore t i sehen  Grundlage  yon vornhere in  geeignet,  nur  st~rkere 
Unterseh iede  i a  den ak tue l lea  Ergebnissen  yon  Versuchen als signifikant 

zu best~tigen.  Man konnte  daher  e r w a r t e n ,  dal~ es signifikante Unte r -  
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sehiede nur beim Vergleich solcher Viren aufzeigen wiirde, deren Neuro- 
virulenz sich tats/ichlich sts unterscheidet. 

Die begrenzte praktische Erfahrung mit diesem Verfahren hat  
folgendes gezeigt : 

1. Die vorhandenen Neurovirulenzunterschiede zwischen den atte- 
nuierten Viren der Typen I I I  und I ffihren fast immer nur zu schwach 
signifikant hSheren L/isionsh~ufigkeiten bei den mit Typ-III-Virus in- 
jizierten Tieren. 

2. Die vorhandenen Neurovhlulenzunterschiede zwischen den atte- 
nuierten Viren der Typen I I  und I ffihren teilweise zu schwaeh signi- 
fikanten, teilweise aber auch zu stark signifikanten Unterschieden, wobei 
das attenuierte Virus des Typs IX im Lendenmark die schw/~cheren und 
im Meseneephalon die st~rkeren L/isionen hervorzurufen scheint. 

3. Beim Vergleieh yon homologen Viren des Typs I sind signifikante 
Unterschiede im Sinne dieses Verfahrens sehr selten und --  wenn fiber- 
haupt  vorhanden -- nur sehwaeh signifikant. In  einem Falle, bei dem 
stark signifikante Unterschiede gefunden wurden, war dieses Ergebnis 
im Wiederholungsversuch reproduzierbar. 

Ffir die Praxis der Impfstoffprfifung erscheint es daher vertretbar,  
im Falle des Vergleichs homologer Viren einen Impfstoff zuzulassen, 
wenn sich bei Anwendung dieses Verfahrens keine stark signifikanten 
Unterschiede zeigen. Wenn solche auftreten, scheint es ratsam, die Ent- 
scheidung fiber Zulassung oder Zurfickweisung vom Ergebnis eines 
Wiederholungsversuchs abh/ingig zu machen. 

Ffir den Vergleich heterologer Viren lassen sich auch mit diesem 
Verfahren keine verl/il3lichen Grenzen ffir die Zulassung oder Zurfiek- 
weisung yon Impfstoffen angeben, da die Unterschiede zwischen den 
Virustypen etwa so stark sind, dal~ sie der Empflndlichkeitssehwelle des 
Verfuhrens entsprechen. 

Zusammenfassung 
Ein statistisches Verfahren, das auf Grund efiles Neurov~lenz tes t s  

ohne weiteres die Entscheidung erlaubt, ob eirl geprfifter l~ - 
Lebendimpfstoff yon ausreichend geringer Neurovirulenz ffir den Affen 
ist, kann nicht angegeben werden, ttierzu fehlen die Kriterien, die die 
Impfstoffqualit/it auf Grund yon pathomorphologischen Bildern bei 
injizierten Affen definieren kSnnten. Es wird ein statistisches Verfahren 
auf der Grundlage der Randomisierungstests beschrieben, mit dem sich 
zahlreiche Einzelfragen untersuchen lassen, deren Beantwortung eine 
exakte und ausreiehende Grundlage f/Jr die schwierige Entscheidung 
fiber die Zulassung oder Zur/ickweisung yon Einzelimpfstoffen darstellt. 

Die Ergebnisse mit dieser Methode beim Vergleich yon Viren ver- 
schiedener Typen im Einzelversuch stehen ohne Ausnahme im Einklang 

Arch. Psychiat .  I%rvenkr.,  Bd. 208 31 
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m i t  den  in  de r  I I .  Mi t te i lung  be i  de r  Charak te r i s ie rung  der  T y p e n  be- 
schr iebenen Un te r sch iedcn  in  Qual i t i i t  a n d  Ausb re i tung  der  L~sionen 
im Zen t ra ]ne rvensys tem.  

Be im Vergleich homologcr  Viren des T y p s  I wurden  nur  in  2 yon  
11 Versuchen m i t  versch iedenen  Virus-Pools  und  demselben  Bezugsvi rus  
s t a r k  signif ik~nte Unte r sch iede  gefunden.  Bei  de r  Wiede rho lung  des 
Versuehs  m i t  e inem dieser  be iden  Pools  war  dieses Ergebnis  reproduzier -  
b3~r. 
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