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In den vorangegangenen Mitteilungen dieser Reihe wurde gezeigt,
daB die einzelnen Typen des Impfstammsatzes von SaBIN sowohl nach
intrathalamischer als auch nach intralumbaler Infektion beim Affen
histopathologische Lisionen eines bestimmten Ausbreitungsmusters und
typischer Qualitdt hervorrufen. Bei der Beurteilung der Neurovirulenz
von einzelnen Impfstoffchargen kommt es nun darauf an festzustellen,
ob sich die mit dem Impfstoffvirus erzeugten Lésionen von den in
einem Parallelversuch mit dem Bezugsvirus erzeugten Lisionen so unter-
scheiden, daB man einen echten Unterschied in der Neurovirulenz beider
Viren annehmen muf.

Dabei ist es wesentlich, die Unterschiede im Ausbreitungsmuster der
Lésionen nicht durch ein zu stark vereinfachendes numerisches Aus-
wertungsverfahren zu verwischen.

Ein Versuch zu einer statistisch-numerischen Bewertung von Neuro-
virulenzversuchen, bei denen aus praktischen Griinden nur eine begrenzte
Tierzahl eingesetzt werden kann, wird im folgenden geschildert:

Beim Neurovirulenztest wird fiir verschiedene Dosen nach der glei-
chen Technik jeweils eine Gruppe Affen mit dem Bezugsvirus und eine
weitere Gruppe Affen mit dem zu priifenden Impfstoffvirus injiziert.
Nach der Injektionstechnik unterscheidet man den intrathalamischen
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und den intralumbalen Teilversuch. Die einer statistischen Auswertung
zugrundeliegenden Ergebnisse eines solchen Tests sind die Befunde von
histologischen Untersuchungen an Schnitten aus den verschiedenen
Regionen des Zentralnervensystems der injizierten Affen.

Bei jedem Versuchstier finden wir ein bestimmtes pathomorpholo-
gisches Bild, das fiir die statistische Auswertung als eine Klassifikation
sémtlicher untersuchter Schnitte des Affen nach dem darin gefundenen
Lasionsgrad und der Region des Zentralnervensystems, aus der die
Schnitte stammen, beschrieben wird. Dieses pathomorphologische Bild
beschreibt die Spuren der letzten Phase eines noch weitgehend unbekann-
ten Verbreitungsprozesses der Viren im Zenfralnervensystem der Affen.
Da die morphologischen Alterationen bei der Poliomyelitis nicht gleich-
méflig, sondern diskontinuierlich verbreitet sind, ist das pathomorpho-
logische Bild eines Affen, wenn man das in den Schnitten untersuchte
Gewebe mengenméBig dem gesamten Gewebe des Zentralnervensystems
gegeniiberstellt, selbst bei grofier Schnittzahl noch ein im héchsten
MaBe zufélliges Bild der tatséichlichen Verhiltnisse. Ein systematisches
Suchen nach CesetzmiBigkeiten des Ausbreitungsprozesses in den
pathomorphologischen Bildern wiirde hierdurch natirlich erschwert. Ja
es diirfte sogar schon deshalb von vornherein aussichtslos sein, weil
selbst bei den unfangreichsten Versuchen das Verhidltnis der Anzahl
von im Versuch gefundenen pathomorphologischen Bildern zur Anzahl
der insgesamt moglichen verschiedenen Bilder von &dhnlicher Gréfen-
ordnung wire, wie das Verhiltnis der Menge des untersuchten Gewebes
zur Menge des gesamten Gewebes im Zentralnervensystem. Es ist daher
nicht verwunderlich, da solche GesetzmaBigkeiten bei den patho-
morphologischen Bildern bis heute noch nicht bekannt sind. Schon eine
s0 plausible Vorstellung, daB der Anteil der Schnitte mit Nervenzellen-
untergang an denjenigen Schnitten, die tiberhaupt eine Lésion zeigen,
in allen Regionen gleich sein konnte, wird durch unsere Versuche klar
widerlegt. (Vgl. Abb.1, 3 und 7 der II. Mitteilung.)

Fin Auswertungsverfahren, das — wie es bei vielen Impfstoffen
angewandt wird — auf der Dosisabhingigkeit beruht, etwa durch
Schétzung und Vergleich von Dosen mit einer bestimmten Wirkung
(eine solche Dosis wire z.B. diejenige, bei der 509/, aller Schnitte eine
Lision zeigen) entbehrt daher bis jetzt jeder statistischen Grundlage.
Dariiber hinaus miifite es konsequenterweise zu Aussagen von der Form
.8 cm3 von Viruspréparat A wirken wie b ecm?® von Viruspréparat B
fihren. Solche Aussagen dirften jedoch bel Polioviren unfer anderem
schon deshalb ausscheiden, weil sich hier verschiedene Typen durch
eine unterschiedliche Qualitit und Ausbreitung in die einzelnen Regionen
des Zentralnervensystems charakterisieren lassen.
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Ein auf den ersten Blick bestechender Losungsansatz beruht auf der
Vorstellung, dall das GesamtausmalB der morphologischen Alterationen,
die im Zentralnervensystem eines Affen gefunden werden, sich aus den
Lisionen in den einzelnen untersuchten Schnitten zusammensetzt und
daher messen 148t als Summe von Bewertungsziffern fiir die einzelnen
Schritte. Die einzelne Bewertungsziffer hingt dann jeweils ab: 1. Von
dem Lésionsgrad, den der Schnitt zeigt, 2. von der Region, aus der er
stammt, 3. von der Konzentration des Praparates, das die Lésionen
hervorgerufen hat und 4. von der Injektionstechnik, die angewandt
wurde. Aber schon die abstrakte Formulierung dieses Konzeptes: ,,A viele
Schnitte aus der Region B und mit dem Lésionsgrad C hervorgerufen
durch die Konzentration D wiegen genau so schwer wie E viele Schnitte
aus der Region F und mit dem Lésionsgrad G hervorgerufen durch die
Konzentration H zeigt die ganze Problematik dieses Vorgehens.

Dariiber binaus wiirde sich hier die Frage erheben, wie die diesem Verfahren
zugrunde lisgenden Bewertungsziffern zu bestimmen sind. Man kénnte sie zunéchst
auf Grund bisheriger Erfahrungen mehr oder weniger per definitionem festlegen,
wobei sich wohl schwerlich eine Ubereinstimmung erreichen liefle. Man kénnte sie
auf Grund der Ergebnisse eines Testes selbst festlegen — aber dann wiirden sich die
Bewertungsziffern bei jedem Versuch dndern. Man kénnte sie auf Grund der Er-
gebnisse aller bisher mit dem gleichen Virus durchgefiihrten Versuche festlegen;
aber dies kénnte zur Vernachlissigung von Unterschieden in den Ergebnissen von
Tests zu verschiedenen Zeiten und mit unterschiedlichem Tiermaterial fithren.
AuBerdem wire mit der Wahl einer dieser Méglichkeiten eine endgiiltige Entschei-
dung iiber die GroBe der Bewertungsziffern ja noch lange nicht getroffen.

Dies ist das Kernproblem einer jeden nicht mehr zu verbessernden
statistischen Auswertungsmethode. Man mul3 ein Maf} fir die geweb-
lichen Alterationen im Zentralnervensystem der Affen finden, das dann
mit einem Mal fir die Qualitit von Impfstoffen gleichbedeutend ist.
Jede mehr oder weniger schematische oder willkiirliche Losung dieses
Problems muf} jedoch zu Auswertungsmethoden fithren, die nicht mehr
erkennen lassen, ob signifikante Unterschiede in den Testergebnissen
auch signifikante Unterschiede in den Impfstoffqualititen bedeuten
bzw. ob nicht-signifikante Unterschiede in den Testergebnissen auch
nicht-signifikante Unterschiede in den Impfstoffqualititen bedeuten.

Solange ein solches plausibles MaB fiir die geweblichen Verdnderungen
noch nicht existiert, kann man nicht die Ergebnisse von mit verschiede-
nen Dosen injizierten Affen oder die Ergebnisse aus verschiedenen
Regionen des Zentralnervensystems zusammenfassen. Eine gewissen-
hafte Auswertungsmethode muB sich daher heute noch auf das Testen
von Einzelfragen von der Form beschrinken : ,,Waren unter den mit der
Dosis A behandelten Affen in der Region B Schnitte mit dem Lésions-
grad C hiufiger bei den mit dem Bezugsvirus oder bei den mit dem
Impfstoffvirus behandelten Tieren zu erwarten?* Die Beantwortung
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dieser Kinzelfragen durch einen einwandfreien statistischen Test stellt
dann allerdings fir den Verantwortlichen eine exakte und vollsténdige
Grundlage fiir die schwierige Entscheidung iiber Zulassung oder Zuriick-
weisung eines Impfstoffes dar.

Die Frage, ob Schnitte mit einem bestimmten Lésionsgrad in einer
bestimmten Region bei einer der beiden mit Bezugsvirus und Impfstoff-
virus behandelten Tiergruppen signifikant hdufiger aufgetreten sind,
lieBe sich ohne weiteres mit Hilfe eines statistischen Tests zum Vergleich
der beiden entsprechenden gefundenen Héaufigkeiten untersuchen.
Leider sind die iiblichen Methoden jedoch Naherungsmethoden, die bei
kleineren und grofleren Haufigkeiten, wie sie beim Affen-Neurovirulenz-
Test meist zu erwarten sind, versagen. Wir haben uns daher fiir die An-
wendung eines sogenannten Randomisierungstests entschlossen, eines
statistischen Tests, der zwar mit grolem Rechenaufwand verbunden ist
und den Einsatz eines Elektronenrechners erfordert, dafiir aber auf einer
héchst plausiblen Uberlegung beruht.

Statistische Methode

Nach der verteilungsfreien Methode der Randomisierungstests glau-
ben wir die Frage, ob unter zwei Affengruppen A und B in einer Region
C des Zentralnervensystems Schnitte mit einem Lésionsgrad I bei der
Gruppe A signifikant héufiger auftreten als bei der Gruppe B, folgender-
maBen beantworten zu kdénnen.

Man berechnet zundchst fir die Gruppe A die durchschnittliche Héufigkeit der
Schnitte in der Region C und mit dem Lésionsgrad D. Dann beginnt man damit,
Affen zwischen den beiden Gruppen systematisch auszutauschen. Fir jede Aus-
tauschmoglichkeit (einschlieflich dem Austausch tiberhaupt keines Affen) berechnet
man die gleiche durchschnittliche Héufigkeit fir die nach dem Austausch jeweils
neu arrangierte Gruppe A. Als Endergebnis berechnet man, fir wie viele pro Tau-
send dieser Austauschméglichkeiten die berechnete Haufigkeit kleiner war als fiir
die urspriingliche Gruppe A, in der noch keine Affen ausgetauscht wurden. Wenn
diese Zahl extrem grof ist, die Affen sich also auf die beiden Gruppen so verteilen,
daB die durchschnittliche Haufigkeit der Schnitte in der Region C und mit dem
Lisionsgrad D in der Gruppe A extrem gro8er ist als in der der Gruppe B, dann
fithlen wir uns berechtigt, von einem signifikanten Unterschied zu sprechen. Im
folgenden sprechen wir bei Signifikanzzahlen von 950—989 von schwacher Signi-
fikanz und bei Zahlen von 990—1000 von starker Signifikanz. Das heifit mit
anderen Worten, bei schwacher Signifikanz hat die urspriingliche Gruppe A eine
hohere Héufigkeit von Lisionen des betreffenden Grades in der betreffenden Region
des Zentralnervensystems, als es bei 950—989 von tausend Moglichkeiten fir den
Austausch von Tieren der Fall wire. Starke Signifikanz wird angenommen, wenn
die Lisionshiufigkeit in der urspriinglichen Gruppe A groBer ist als die bei min-
destens 990 von 1000 Austauschmaoglichkeiten.

Bei Anwendung dieses Verfahrens benétigt man einen Elektronenrechner, weil
sich schon bei zwei verhiltnismiBig kleinen Affengruppen die Zahl der Austausch-
moglichkeiten von Affen zwischen den beiden Gruppen einer fast astronomischen
GroBenordnung nahert. Wir sind daher dazu ibergegangen, von jedem Affen, der



1BM DEUTSCHLAND

Ziffernkarte

UQIIBSUINSIOA SOUI® USPUNJOo UOYISLIO[OYFed0)ISIY USD UL 93IBNYIOTT

1aqv

66

8l i

88

66

L6t

88

66

2Ry

88

66

L1

88

ol

6666

04 €309 (3

8888
Ll

99 49)%9 €3

8988

b

83 (9

b

89 534¥9°E9]2!

66]6 666
23 19

88
LL

Ll
ol

6666

08 B5J8S L5

88188

66166

96 55[#5 £5

88188

66
28
Ll Li

99

3 13

5 15405 6

6 6{6 6

L] ]

88188

6 6[6 8166

& [3[9r 51

888888

LU gL L

99199/99198

R RIRI LR

Yy ey vy

€ E1E €

ti

£
i
N |

i 1y

ti
bl

3% Sy 10

BRER o

66

aF 68

LR

666 6

¥ SEHE (€

8818888188

INA NIRRT AT

991991959199

§419°¢

vy

IR
YRR
€ ¢

| FATRAT A

£ EJELfE €

[

VRV

Bt IE 19T SEQIT EE

AloojoBo B

by

0y B

bl

it 1t

66666
0¢ $2 82 12 9
selloe
LLELL
999l
111Y
Yy Yyy
£eEcEt
ARRR

vh

0¢ 62 82 12 92

olBooo

66666166666

VNIV M
89988/80888
LeLLifiLLL
99999199999
$6666l66665¢
yyrylryyyy
ceeeeleecee
i
Rerilvi

SZR B NpIE NN

oo RRND

66666

o683

28088

66666

S
89888
LeLLaeLelt
9999999999
§6666l65666
AR EEI I RARY]
geeeelecece
Beeoejecre
RN PR |

Sty € U B8

oBRRRo RNNe

e,
] FEX)
2111
Yy YY
Mecee
2 RAA

il

srt

oooll

£|e

0 €

3
1]
i
L

4 0

Y€ rjo

"N

‘D34 HOLOW

*INIS3INW

190 "a3In

‘D3 "A¥3D

*D3Y "gNNT

N34V

‘Z3dS| SIS
N3ddv| ~0Q

NOIL | 100d
3CNE{ SNAIA

"UN
483t

NaNOISY

A




438  D.SEmxscag, O. Boviy, ¥, UNTERHARNSCHEIDT, K. SCHMIDT u. I. SCHMIDT:

je in einem Neurovirulenztest unserer Institute benutzt wurde, eine Lochkarte
nach dem Muster von Abb.1 anzulegen. Auf einer solchen Lochkarte sind neben
dem pathomorphologischen Bild, das durch die Anzahl der pro Region und Lésions-
grad gefundenen Schnitte gegeben wird, in Ziffern ausgedriickte Angaben gemacht
iber die Versuchsnummer, das beniitzte Viruspréparat und eine Konzentration, die
Injektionsart und die Species und laufende Nummer des Affen. Die Lochkarten
dienen somit nicht nur der rechnerischen Auswertung der Neurovirulenzversuche,
sondern sind zugleich auch eine niitzliche Dokumentation der bei jedem Tier er-
hobenen Befunde.

Ergebnisse

Ergebnisse mit dieser Methode liegen bisher nur fiir den Test mit
intralumbaler Injektion vor. Beim intrathalamischen Test ergaben sich
wegen der groferen Affengruppen zu lange Rechenzeiten. Ein verbessertes
Rechner-Programm, das das héiufige Auftreten von Affen ohne jede
Lésion beim intrathalamischen Test ausnitzt, wird zur Zeit erprobt.

Die Eignung dieser Methode zur Unterscheidung verschiedener Viren
soll zunéichst an einem Vergleich zwischen dem attenuierten Virus des
Typs I (Bezugsvirus OP 2) und einem Wildvirus des Typs III (Stamm
Saukett) demonstriert werden — ein Beispiel, bei dem Unterschiede mit
Sicherheit zu erwarten sind. Tab.1 enthédlt fir jede Verdinnungsstufe
und jede Region drei mit dem Elektronenrechner ermittelte Zahlen-
paare. Diese unterscheiden sich durch die Art der bei ihrer Berechnung
beriicksichtigten Lasionen. Lasionsgrad 1 —2 (obere Zeile) berticksichtigt
nur Schnitte mit mesodermal-gliosen Reaktionen ohne Nervenzell-
untergang, Lésionsgrad 3—4 (mittlere Zeile) nur Schnitte mit Nerven-
zelluntergang und Lasionsgrad 1—4 (untere Zeile) alle Schnitte mit
Liasionen gleichgiiltig welcher Qualitit mit Ausnahme von Artefakten
und solchen Lésionen, die auf das mechanische Trauma bei der Injektion
zuriickgefithrt werden miissen. In jedem Zahlenpaar spricht eine signi-
fikant hohe Zahl links fiir eine hohere Lasionshiufigkeit durch das mit
dem Bezugspriparat verglichene Virus (zweite Zeile des Tabellen-
kopfes) — hier das Wildvirus des Typs III. Eine signifikant hohe Zahl
rechts wiirde fiir eine hohere Lisionshdufigkeit durch das Virus sprechen,
das fiir den betreffenden Versuch als Bezugsvirus gilt (erste Zeile des
Tabellenkopfes) — hier das attenuierte Virus OP 2 des Typs 1.

In der Tab.1 finden wir signifikant hohere Lasionshdufigkeiten nur
fiir das Typ-III-Wildvirus.

Die Tabelle lift auBlerdem zwei interessante Phinomene erkennen:

1. Signifikant hohe Zahlen finden sich prinzipiell hdufiger in den Tiergruppen,
die mit groBen Virusdosen injiziert sind.

2. Signifikant hohe Zahlen finden sich prinzipiell hdufiger in den Regionen, aus
denen grofBere Schnittzahlen untersucht wurden — also in abnehmender Reihen-
folge in der Lumbalregion (18 Schnitte), der Cervicalregion (12 Schnitte), der

Medulla oblongata und dem Mesencephalon (je 4 Schnitte) und der motorischen
GrofBhirnrinde (2 Schnitte).
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Tabelle 1. Ergebnisse des Randomisierungstests fir den Vergleich zwischen dem
attenuierten Bezugsvirus, Typ I (OP 2) und dem neuropathogenen Wildvirus,
Typ I11 (Saukett)

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 | Motor. Region
100 | 1—2 44 935 783 135 191 580 44 774 945 0
3—4 1 999 1 994 0 961 15 997 0 985 0
1—4 | 1000 0 997 1 850 88 954 8 997 0
101 ] 1-—2 71 871 871 14 500 314 500 186 786 0
‘ 3—4 971 14 | 98 0 | 986 0 | 78 0 | 214 214
1—4 | 986 0 986 0 929 0 | 886 29 643 71
1072 1—-2 0 841 972 1 742 152 | 318 152 0 417
3—4 | 999 0 999 0 990 0 990 0 583 0
1—4 | 999 0 999 0 999 0 981 1 318 152
103 1-2 848 0 583 0 583 0 0 0 583 0
3—4 1 955 0 848 0 583 0 | 848 0 583 0
1—4 | 990 0 848 0 583 0 | 848 0 583 0
10-4 ] 1—-2 0 417 0 0 0 0 0 0 0 0
3—4 | 583 0 583 0 583 0 583 0 583 0
1—4 | 583 152 583 0 583 0 583 0 583 0

In der betreffenden Region, Verdiinnung und Lésionsart spricht jeweils eine signi-
fikant hohe Zahl links fiir eine hohere Lésionshdufigkeit beim Virus Saukett und eine
signifikant hohe Zahl rechts fir eine hohere Lisionshdufigkeit beim Virus OP 2.
Zahlen von 950—989 (kursiv) bedeuten schwache Signifikanz und Zahlen von
990—1000 (Fettdruck) bedeuten starke Signifikanz.

Die Erklarung fiir diese Phiinomene ist in der statistischen Methode zu suchen:
Je mehr Schnitte man untersucht und je hiufiger man in den untersuchten Schnitten
Lisionen erwarten kann, um so gréfler wird die Chance, mit diesem Verfahren be-
stehende Unterschiede der mittleren Lasionshédufigkeit als signifikant bestétigt zu
bekommen,

Das Auffinden von signifikanten Unterschieden zwischen einem Wild-
virus und einem attenuierten Virus besagt natiirlich noch nichts iiber die
Brauchbarkeit der Methode fir die Priifung von Poliomyelitis-Lebend-
impfstoffen, bei der ja zwei attenuierte Viren verglichen werden. Es
ergibt sich daher die Frage, ob diese Methode wirksam genug ist, die in
den friheren Mitteilungen dieser Reihe zusammenfassend beschriebenen
Unterschiede zwischen den attenuierten Viren der verschiedenen Typen
auch im Einzelversuch zu erkennen.

Beim Vergleich mit dem attenuierten Bezugsvirus des Typs I sind
Unterschiede am ehesten fiir die attenuierten Viren des Typs IIT zu
erwarten. Tab.2 faft daher die in Versuchen mit 7 verschiedenen
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Tabelle 2. Signifikante Ergebnisse aus 7 Versuchen mit verschiedenen Pools von
attenuierten Typ I11-Viren tm Vergleich zum attenuierten Bezugsvirus, Typ I (OP 2)

Signiﬁkanzza.hlen.f {ir hb%lere
Viruspool Virusverd. Region Qualitit Léstonshaufigkeiten beim
Pool Bezug
01 10° Med. 3—4 951 —
02 1071 Lumb. 1—4 — 979
10-2 Lumb. 12 — 965
03 109 Mesenc. 14 951 —
101 Med. 1-—2 973 —
101 Mesenc. 1—4 955 —
04 10° Lumb. 1-2 983 —
05 109 Lumb. 1—2 955 —
100 Mesenc. 1—2 972 —
100 Mesenc. 1—4 972 —
10-2 Lumb. 3—4 969 —
10-3 Lumb. 1—2 973 —
102 Lumb. 1—-4 973 —
06 100 Lumb. 3—4 957 —
100 Cerv. 1—4 951 —
10° Mesenc. 1—4 955 —
101 Lumb, 1—2 999 —
1071 Lumb. 3—4 983 —
101 Lumb. 1—4 999 —
101 Cerv. 1-2 962 —
10—t Cerv. 1—4 962 —
101 Med. 1—-2 962 —
101 Med. 1—4 962 —
101 Mesenc. 3—4 962 —
101 Mesenc. 1—4 962 —
07 - - — — -

Zahlen von 950—989 (kursiv) bedeuten schwache Signifikanz und Zahlen von
990—1000 (Fettdruck) bedeuten starke Signifikanz.

Pools? von attenuierten Typ-ILI-Viren gefundenen signifikanten Unter-
schiede zum Typ-I-Bezugsvirus OP 2 zusammen.

Stark signifikante Unterschiede im Sinne dieses Verfahrens ergaben sich dabei
nur fiir das Pool 06 in der Lumbalregion und der Verdiinnungsstufe 10~ fiir die
Lisionsqualititen 1—2 (mesodermal-glitse Reaktionen) und 1—4 (alle Lisionen
zusammen) — nicht aber fiir die Nervenzellschddigung der Lasionsqualititen 3—4.
Uberhaupt zeigen die Tiere, die mit dieser Verdinnungsstufe des Pool 06 injiziert
waren, auch in den anderen Regionen des Zenfralnervensystems stirkere meso-
dermal-gliose Reaktionen, was in Tab.2 in den zahlreichen schwach signifikanten
Unterschieden bei Pool 06, Verdiinnungsstufe 10~1 zum Ausdruck kommt. Ob dies

1 Bei den ,,Pools‘ in dieser Studie handelt es sich zum Teil um experimentelle
Vermehrungsansitze und zum Teil um Impfstoffkonzentrate.
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Tabelle 3. Signifikante Ergebnisse aus 5 Versuchen mit verschiedenen Pools von
attenwierten Typ 11-Viren im Vergleich zum aftenuierten Bezugsvirus, Typ I (OP 2)

Signiﬁkanzzahlen fiir hthere

Viruspool Virusverd. Region Qualitit Lasionshaufigkeiten beim

Pool ’ Bezug
01 10° Lumb. 1-2 972 -
10-2 Lumb. 1—2 — 994
102 Lumb. 1—4 — 994
02 102 Lumb. 1—2 — 965
03 1071 Lumb. 1-2 — 963
1071 Lumb. 1—4 — ! 966
04 1071 Lumb. 1-2 — 968
101 Lumb. 1—4 — 988
05 109 Mesenec. 1—2 993 —
100 Mesenec. 1—4 993 —
102 Lumb. 1-—2 — ! 991
102 Lumb. 1—4 — 991
102 Med. 1—-2 — 987
102 Med. 1—4 — | 987

Zahlen von 950—989 (kursiv) bedeuten schwache Signifikanz und Zahlen von
990—1000 (Fettdruck) bedeuten starke Signifikanz.

mit einem maglicherweise starkeren Injektionstrauma bei den Tieren dieser Gruppe
zusammenhingen kénnte, wird zur Zeit noch genauer untersucht.

Bei den meisten anderen Typ-I1I-Pools finden sich dagegen nur Unterschiede
schwacher Signifikanz, und zwar mit nur einer Ausnahme zuungunsten der Typ-ITI-
Viren. Man kann auch nicht sagen, daf bestimmte Regionen des Zentralnerven-
systems oder bestimmte Virusverdiinnungen bevorzugt solche Unterschiede zeigen
wiirden, wie es bei Pool 06 der Fall ist.

Die hohere Neurovirulenz der attenuierten Typ-111-Viren im Ver-
gleich zu denen des Typs I kommt also auch bei diesem Bewertungs-
verfahren im Einzelversuch zum Ausdruck. Bei Bewertung unseres
begrenzten Materials hat es den Anschein, als ob die Neurovirulenz-
unterschiede zwischen den Typen IIT und I im Sinne dieses Verfahrens
nur schwach signifikant wiren.

Auch die Ergebnisse mit 5 Pools des attenuierten Typ-II-Virus
(Tab.3) scheinen mit der ,,Wertreihe der Neurovirulenz“ in Uberein-
stimmung zu stehen.

In Verdinnungsstufe 10~2 hat dieses Virus bei 2 unter 5 Pools im Lendenmark
stark signifikant weniger Lasionen (insbesondere von Grad 1—2) hervorgerufen als
das Bezugsvirus von Typ I im Parallelversuch. Schwach signifikante Unterschiede
zugunsten des Typ-II-Virus bestehen in der gleichen Verdiinnungsstufe bei einem
weiteren Pool (02) und in Verdinnungsstufe 10~ bei zwei Pools (03 und 04). Die
stirkere Tendenz des Typ-II-Virus, im Mesencephalon mesodermal-glidse Reak-
tionen hervorzurufen, kommt mit dieser Bewertung der Einzelversuche nur bei
einem Pool (05) als stark signifikanter Unterschied zum Ausdruck. Die zweifellos
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Tabelle 4. Signifikante Ergebnisse aus 11 Versuchen mit verschiedenen Pools von
attenwiertem Typ I-Viren tm Vergleich zum attenuierten Bezugsvirus, Typ I (OP 2)

Signiﬁkanzzahlen fiir hélllere
Viruspool Virusverd. Region Qualitit Listonshdufigheiten beim
Pool Bezug
01 101 Cerv. 1—2 — 951
02 — — — —
03 — — — — —
04 10° Lumb. 1-—-2 998 —
10¢ Lumb. 1—4 998 —
100 Cerv. 1—-2 959 —
100 Cerv. 1—-4 959 —
04, 101 Lumb. 1—2 990 —
Widh. 10-2 Lumb. 1-2 963 —
10-2 Lumb. 3—4 981 —
102 Lumb. 1—4 978 -
05 100 Lumb. 1—2 992 —
100 Lumb. 1—4 992 —
101 Mesenc. 1—2 950 —
101 Mesenc. 1—4 950 —
06 100 Lumb. 1—2 958 —
10¢ Lumb. 1—4 970 —
07 — — — — —
08 — — — — —_
09 10—t Cerv. 1—2 — 974
101 Cerv. 1—4 — 974
10 — — — — —
11 — — — — —_

Zahlen von 950—989 (kursiv) bedeuten schwache Signifikanz und Zahlen von
990—1000 (Fettdruck) bedeuten starke Signifikanz.

vorhandenen Unterschiede im pathomorphologischen Bild der Affenpoliomyelitis
durch die attenuierten Viren der Typen IT und I sind also mit diesem Verfahren
auch bei einer Bewertung des Einzelversuchs zu erkennen. Sie scheinen so stark zu
sein, dafl sie meist zu schwach signifikanten — teilweise aber auch zu stark signifi-
kanten Unterschieden der Lisionshaufigkeiten in vergleichbaren Bewertungsgruppen
fithren.

Am interessantesten fiir die Beurteilung dieses Bewertungsverfahrens
sind jedoch die Ergebnisse aus Vergleichsversuchen mit Viren des gleichen
Typs. Tab.4 bringt zusammenfassend alle signifikanten Unterschiede aus
Vergleichen von 11 Pools mit dem homologen Bezugsvirus.

Mit Ausnahme von zwei dieser Viruspools (04 und 05) wurden nur in
drei Bewertungsgruppen (eine Region des Nervensystems von Affen, die
mit gleichen Konzentrationen der zu vergleichenden Viren injiziert
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Tabelle 5. Ergebnisse des Randomisierungstesis fir den Vergleich zwischen dem
attenuierten Bezugsvirus, Typ I (OP 2) und dem attenwierten Virus, Typ I,
Pool 04 (1. Versuch)

Virus: Typ: Versuch Nr.: Affenart: Injektion:
Bezug OP 2 1 862 Rhesus intraspinal
Pool 04 1 862 Rbesus intraspinal
Verd.| Qual. | Lumbalregion | Cervicalregion | Medulla oblong.| Mesencephalon | Motor. Region
109 1—2 998 1 959 25 914 21 685 70 0 0
3—4 583 0 0 0 0 462 0 0 0 0
1—4 | 998 1 959 25 865 37 685 70 0 0
101 1-2 946 50 463 502 269 437 563 168 0 0
3—4 583 0 0 462 0 462 0 0 0 0
1—4 946 40 432 523 269 584 563 168 0 0
102 | 1-2 630 359 424 455 597 208 900 41 545 0
3—4 0 0 0 455 0 455 0 0 0 0
1—4 630 359 424 455 511 359 900 41 545 0
103 | 1—-2 0 0 0 417 583 0 0 0 0 0
3—4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1—4 0 0 0 417 583 0 0 0 0 0
104 | 1—-2 930 0 808 0 685 70 538 0 0 0
3—4 0 0 0 0 538 0 0 0 0 0
1—4 930 0 808 0 685 70 538 0 0 0

In der betreffenden Region, Verdiinnung und Lisionsart spricht jeweils eine
signifikant hohe Zahl links fiir eine héhere Lasionshaufigkeit beim Virus 04 und
eine signifikant hohe Zahl rechts fiir eine héhere Lasionshaufigkeit beim Virus OP 2.
Zahlen von 950-—-989 (kursiv) bedeuten schwache Signifikanz und Zahlen von
990—1000 (Fettdruck) bedeuten starke Signifikanz.

waren) schwach signifikante Unterschiede festgestellt, davon zweimal
zuungunsten des Bezugsvirus (01 und 09) und einmal zuungunsten des
Pools (06). Bei der groBen Anzahl von insgesamt 225 Bewertungsgruppen
fiir diese 9 Pools ist dies sicher kein verwunderliches Ergebnis.

Auffillig ist dagegen die Haufung von stark und schwach signifikant
hoheren Lisionshiufigkeiten bei den Pools 04 und 05. Mit Pool 04 wurde
deswegen ein Wiederholungsversuch durchgefiihrt, dessen signifikante
Ergebnisse in Tab.4 ebenfalls enthalten sind.

Da dieses Pool besonders interessant erscheint, werden die Signifikanzberech-
nungen fir die beiden damit angesetzten Neurovirulenztests in Tab.5 und 6 im
Detail mitgeteilt. Der erste Versuch mit Pool 04 (Tab.5) brachte zwei stark signi-
fikante Unterschiede im Lendenmark der mit unverdiinntem Virus injizierten
Affen und zwei schwach signifikante Unterschiede fiir die Cervicalregion der gleichen
Tiergruppe. Beide betrafen die mesodermal-glisen Reaktionen und waren so stark,
daf sie sich auch noch bei der Gesamtbewertung aller Lisionsqualititen nieder-
schlugen, obwohl Nervenzelluntergang nicht wesentlich hdufiger war. Im Wieder-
holungsversuch (Tab. 6) ergab sich ein stark signifikanter Unterschied in der gleichen
Region, der aber die mit 107! verdiinntem Virus injizierten Tiere betraf. Weitere
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Tabelle 6. Ergebnisse des Randomisierungstests fiir den Vergleich zwischen dem
attenuierten Bezugsvirus, Typ I (OP 2) und dem aitenuierten Virus, Typ I, Pool 04
(2. Versuch)

Virus: Typ: Versuch Nr.:  Affenart: Injektion :
Bezug OP 2 1 464 Rhesus intraspinal
Pool 04 1 464 Rhesus intraspinal
Verd. \ Qual, | Lumbalregion | Cervicalregion | Medullacblong. \ Mesencephalon ‘ Motor. Region
100 4 1—-2 ] 678 316 633 295 226 591 359 500 J 500 0
3—4 | 500 484 233 500 233 500 500 0 0 0
1—4 | 662 330 367 562 229 647 500 359 500 0
1071 1-2 | 999 4 677 192 | 180 697 . 424 345 0 0
3—4 81 907 745 0 567 0 | 0 0 0 667
1—4 | 743 234 737 111 315 582 r 424 345 0 667
1072 ) 1—2 | 963 27 805 51 590 195 200 267 0 533
3—4 | 981 0 467 0 0 0 467 0 0 0
1—4 | 978 18 805 51 590 195 446 123 0 533
1073 1 1—2 | 877 0 467 0 467 0 467 0 0 0
J 3—4 | 467 0 467 0 0 0 0 0 | 0 0
1—4 | 877 0 467 0 467 0 467 0 0 0
1074 1—2 0 533 0 0 0 0 0 0 0 0
3—4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-4 053 | 0 0 0 0 o 0, 0 0

In der betreffenden Region, Verdiinnung und Lésionsart spricht jeweils eine
signifikant hohe Zahl links fiir eine hohere Lasionsfahigkeit beim Virus 04 und eine
signifikant hohe Zahl rechts fiir eine hohere Lisionshdufigkeit beim Virus OP 2.
Zahlen von 950—989 (kursiv) bedeuten schwache Signifikanz und Zahlen von
990—1000 (Fettdruck) bedeuten starke Signifikanz.

schwach signiﬁkant hohere Lisionshaufigkeiten sowohl fur die mesodermal-gliésen
Reaktionen als auch fir die Nervenzellschddigungen — wurden im Lendenmark
der mit der nichstfolgenden Virusverdimnung injizierten Tiere gefunden.

Nach den Frgebnissen von 11 Versuchen kommen beim Vergleich von
Viren des gleichen Typs normalerweise anscheinend keine stark signi-
fikanten Unterschiede vor. Bei einem Viruspool, das solche stark signi-
fikanten Unterschiede zum homologen Bezugsvirus zeigte, wurde im
Wiederholungsversuch ein im wesentlichen gleichartiger Unterschied
gefunden. Die Annahme, dall dieses Pool tatsichlich eine etwas hohere
Neurovirulenz besitzt, liegt daher nahe.

Diskussion
Das statistische Verfahren des Randomisierungstests ist auf Grund
seiner theoretischen Grundlage von vornherein geeignet, nur stérkere
Unterschiede in den aktuellen Ergebnissen von Versuchen als signifikant
zu bestitigen. Man konnte daher .erwarten, dall es signifikante Unter-
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schiede nur beim Vergleich solcher Viren aufzeigen wiirde, deren Neuro-
virulenz sich tatsichlich stirker unterscheidet.

Die begrenzte praktische Erfahrung mit diesem Verfabren hat
folgendes gezeigt:

1. Die vorhandenen Neurovirulenzunterschiede zwischen den atte-
nuierten Viren der Typen III und I fithren fast immer nur zu schwach
signifikant hoheren Lésionshéufigkeiten bei den mit Typ-III-Virus in-
jizierten Tieren.

2. Die vorhandenen Neurovirulenzunterschiede zwischen den atte-
nuierten Viren der Typen II und I filhren teilweise zu schwach signi-
fikanten, teilweise aber auch zu stark signifikanten Unterschieden, wobei
das attenuierte Virus des Typs Il im Lendenmark die schwécheren und
im Mesencephalon die stdrkeren Lésionen hervorzurufen scheint.

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

Fir die Praxis der Impfstoffpriifung 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 tber Zulassung oder Zuriickweisung vom Ergebnis eines
Wiederholungsversuchs abhdngig zu machen.

Fiir den Vergleich heterologer Viren lassen sich auch mit diesem
Verfahren keine verliBlichen Grenzen fiir die Zulassung oder Zuriick-
weisung von Impfstoffen angeben, da die Unterschiede zwischen den
Virustypen etwa so stark sind, da8 sie der Empfindlichkeitsschwelle des
Verfahrens entsprechen.

Zusammenfassung

Ein statistisches Verfahren, das auf Grund eines Neurovirulenztests
ohne weiteres die Entscheidung erlaubt, ob ein gepriifter Poliomyelitis-
Lebendimpfstoff von ausreichend geringer Neurovirulenz fiir den Affen
ist, kann nicht angegeben werden. Hierzu fehlen die Kriterien, die die
Impfstoffqualitdt auf Grund von pathomorphologischen Bildern bei
injizierten Affen definieren kénnten. Es wird ein statistisches Verfahren
auf der Grundlage der Randomisierungstests beschrieben, mit dem sich
zahlreiche Einzelfragen untersuchen lassen, deren Beantwortung eine
exakte und ausreichende Grundlage fiir die schwierige Entscheidung
iiber die Zulassung oder Zuriickweisung von Einzelimpfstoffen darstellt.

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

Arch. Psychiat. Nervenkr., Bd. 208 31
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mit den in der II. Mitteilung bei der Charakterisierung der Typen be-

schriebenen Unterschieden in Qualitdt und Ausbreitung der Lésionen

im Zentralnervensystem.

Beim Vergleich homologer Viren des Typs I wurden nur in 2 von

11 Versuchen mit verschiedenen Virus-Pools und demselben Bezugsvirus

stark signifikante Unterschiede gefunden. Bei der Wiederholung des

Versuchs mit einem dieser beiden Pools war dieses Ergebnis reproduzier-

bar.
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