(Aus dem bakteriologischen Untersuchungsamt der Stadt Altona/Elbe.
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Rauschbrand- und Pararauschbrandsporen als Pfeilgift.
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(Eingegangen am 20. Juni 1923.)

Unter den anaeroben Bacillen, insbesondere auch unter den patho-
genen Anaerobiern, den Erregern des Gasbrandes, Rauschbrandes,
malignen Odems, des Tetanus und des Botulismus nimmt der Frinkelsche
Gasbacillus (3) eine Sonderstellung ein wegen seiner GeiBellosigkeit.
Er ist, von dem von Tissier (4, 5) beschriebenen apathogenen Bacillus
bifermentans abgesehen, den wir aus eigener Anschauung nicht kennen
und darum hier nicht in den Bereich unserer Betrachtung ziehen wollen,
der einzige geilellose anaerobe Bacillus bis auf den 1919 von Christiansen
(1, 2) beschriebenen ,, Walfischsepticimiebacillus®.

Sporen dieses ,,Walfischsepticimiebacillus®, angetrocknet an die
Spitzen sog. Todespfeile, dienten in fritherer Zeit als Pfeilgift beim Wal-
fischfang, tiber den Christtansen (1) wie folgt berichtet:

,»Der Schauplatz dieses Fanges, woriiber verschiedene Aufzeichnun-
gen bis zum 12. Jahrhundert zuriick vorliegen sollen, lag in den Ber-
gischen Schiren, in einer kleinen Bucht namens Skogsvaag oder Kval-
vaag. In friiheren Zeiten traf hier regelmiafBig jedes Friithjahr ein oder
mehrere Male der sog. Vaage Walfisch (Balaenoptera rostrata) ein,
eine bekannte ziemlich groBe Art Bardewalfisch, der eine Linge bis zu
30 FuB erreicht. Wenn der Walfisch von selbst oder von Booten gejagt
in die Kvalvaagen Bucht hineingekommen war, wurde der schmale
Zugang zu derselben durch Netze versperrt, so dafl der Walfisch wie
in einer Falle eingeschlossen war. Hr versuchte niemals, sich den Ausgang
zu erzwingen cder das Netz zu durchbrechen*®). Mit den primitiven

*) Bs ist eine Eigentiimlichkeit, die sich auch bei anderen Walfischarten zeigt,
daB die Tiere vor ganz schwachen Hindernissen zuriickweichen, die sie im Wasser
antreffen, und die sie an und fiir sich mit groBter Leichtigkeit iiberwinden konnten.
Dasselbe gilt iibrigens auch fiir unseren heimischen Tiimmler (Nise; Phocaena
communis), und auf diesem Verhalten beruht zum groSten Teil auch die Fang-
methode, welche zurzeit in dénischen Gewissern auf diese Tiere angewandt wird.
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Fanggeriten der fritheren Zeiten und ibren kleinen Booten war es eine
sehr schwierige Sache, diese groBen Tiere zu téten, solange sie noch
im Besitz ihrer vollen Kraft waren. Die Fangmethode ging daher darauf
aus, erst das Tier derartig zu schwiichen, daB es, ohne weiteren Wider-
stand zu leisten, harpuniert und sodann aufs Land gezogen werden
konnte. Dies erreichte man dadurch, dal man mit Pfeil und Bogen
auf das Tier schoB, wenn es an die Oberfliche kam, um zu atmen, und
zwar mit Pfeilen, die mit besonderen Kisenspitzen versehen waren.
Diese Pfeile wurden aufbewahrt und immer wieder benutzt. Wenn
eine geniigende Anzahl Pfeile angebracht waren, liel man das Tier
in Ruhe. Nach 24-—36 Stunden bemerkte man eine Verinderung:
Der Walfisch zeigte sich matt und erschien in immer kiirzeren
Zwischenrdumen an der Oberfliche, um zu atmen. Wenn djeser
Zustand sich gentigend entwickelt hatte, ging man daran, das Tier
zu harpunieren, und dann konnte es ohne weiteres an Land gezogen
werden. '

Untersuchte man dann den Walfisch, so konnte man nachweisen,
daB in der Umgebung von einem oder mehreren der Pfeile, welche
durch den Speck und etwas in die Muskulatur eingedrungen waren,
sich hamorrhagische Infiltrationen von betriichtlichem Umfang ent-
wickelt hatten. Iwvar Nielsen gibt an, daB diese den Durchmesser einer
Elle haben und bezeichnet sie als ganz dhnlich den pathologisch-ana-
tomischen Veradnderungen, welche man beim Rauschbrand des Rindes
findet. ,Die Gasentwicklung kann so bedeutend sein, daf es beim An-
schneiden der kranken Partie aussieht, als ob deren Oberfliche sich in
kochender Bewegung befindet.

Es kann daher nicht angezweifelt werden, daB den Walfischen durch
diese Pfeile eine Wundinfektion beigebracht wurde, die sich durch eine
entziindliche hamorrhagische Infiltration mit Emphysem charakteri-
siert, und daf diese Infektion auf den allgemeinen Zustand des Tieres
einwirkte und die bedeutende Ermattung und Schwiche herbeifiihrte.
Die Fischer kannten diesen Zustand sehr gut und wuBten, daB gewisse
Pfeile imstande waren, diese Wirkung auf den Fisch hervorzuiufen,
und sie kniipften verschiedene, zum groBten Teil abergliubische Vor-
stellungen an die Wirkung dieser Pfeile, die gewshnlich Todespfeile®
genannt wurden.*

Aus einem 30 Jahre lang aufbewahrten getrockneten Stiick brandiger
Walfischmuskulatur gewann Christiansen (1) eine von ihm ,, Walfisch-
septicimiebacillus® benannte Kultur, welche nach seiner Beschreibung
folgende Eigenschaften zeigte:

Stabchenform.

Keine GeiBeln.

Traubenzuckerblutagarplatte: Wuchsform IT a.
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Mileh :. Gerinnung, keine Peptonisierung.

Gelatine: Verflissigung.

Hirnbrei: keine Schwirzung.

Obligate Anaerobiose.

Resistenz der Sporen gegen Siedehitze: 2 Minuten.

Einfacher Tierversuch am Meerschwein: blutig-serdses oder blutiges
Odem.

Als bemerkenswert hebt Christiansen das im Vergleich zu anderen
anaeroben Bacillen iiberaus schnelle und vollstindige Versporen seines

Abb. 1. Wallfischsepticidmiebacillus. Ausstrichpriparat 750/1 von ein-
tigiger Traubenzucker-Blutagarplatfenkuitur. Stdbchen vollstdndig ver-
sport. Kugelform.

,, Walfischsepticamiebacillus® hervor, seine ungewohnlich #ippige Bil-
dung von Klostridien und sogar vollkommenen Kugeln (Abb. 1) sowie
die Fadenbildung im Peritoneum von Versuchstieren.

Den wichtigsten und fir die Bedeutung seines ,,Walfischsepticimie-
bacillus als Pfeilgift ausschlaggebenden Tierversuch hat er wie folgt
beschrieben :

,.Die Moglichkeit, solche Versuche an Walfischen auszufiibren,
st6Bt ja selbstverstindlich auf grofie Schwierigkeiten. Wie schon gesagt,
hat die alte Vaagewalfischfang-Methode in Skogsvaag langst aufgehort,
u. a. aus dem Grunde, weil die Walfische nur noch sehr selten in die
Bucht kommen. Den Versuch aber an anderen Arten von Bardewal-
fischen auszufithren, muf} aus technischen Griinden als ausgeschlossen



Rauschbrand- und Pararauschbrandsporen als Pfeilgift. 457

bezeichnet werden, Dagegen bietet sich Gelegenheit, den Versuch an
der in unseren (den dénischen) Gewdssern allgemein vorkommenden
kleinen Delphinart auszufithren, die unter dem Namen Timmler
(Norwegisch Nise: Phocaena communis) geht, da an einer bestimm-
ten Stelle in Lillebalt (im Gamborg Fjord bei Middelfahrt) der
planmaBige Fang dieser Tiere betrieben wird. Das Tier wird leben-
dig gefangen, indem es in ein aufgestellies Netz hineingetrieben
wird, und erst wenn es aus diesem in die Boote geschafft ist, wird
es getotet.

Hier war also eine gute Gelegenheit, Versuche an lebenden Tieren
vorzunehmen. Solange der Versuch dauerte, war es ndotig, dem Tier
moglichst seine natiirlichen Lebensbedingungen zu belassen*). Dieses
erreichte man dadurch, dal man in unmittelbarer Néhe der Fangstelle
in ziemlich seichtem Wasser einen Kifig aus Stahldrahtnetzen machte,
welchen das Tier weder durchbrechen noch iiberspringen konnte. In
dem Kifig konnte es sich frei bewegen, war aber ganz sicher von Nah-
rungsaufnahme abgeschnitten.

Am 13. November 1918 wurde ein Schwarm Timmler in den et-
wiahnten Fangnetzen eingefangen, und eines der Tiere, ein mittelgrofes
Exemplar (Gewicht 35 Kilo) wurde mit besonderer Vorsicht in ein Boot
gebracht, wo es sofort mit einer anderthalb Tage.alten Hirnbreikultur
vom Walfischbacillus geimpft wurde. Die Einimpfung wurde auf dem
Riicken vorgenommen, ca. 30 cm oberhalb der Schwanzflosse, mit
Hilfe einer Injektionsspritze, deren Kaniile erst durch die Speckschicht
in die Muskulatur hineingefithrt wurde, wo 0,4 ccm der Kultur injiziert
wurden. Nach dieser Injektion blieb die Kaniile in der Wunde. Un-
mittelbar darauf wurde der Tiimmler in den Kifig gebracht, wo er schein-
bar in vollem Wohlbefinden umherschwamm. Die Impfung fand um
111/, Thr vormittags statt, und um 6 Uhr nachmittags war noch nichts
abnormes an dem Tiere zu beobachten. Es schwamm ununterbrochen
umher und kam regelmafig an die Oberfliche, um zu atmen. Am
nichsten Morgen um 8 Uhr war der Tiimmler tot. Er stand aufrecht
im Wasser, mit der Schwanzflosse auf den Boden gestiitzt, die Vorder-
partie gegen die Oberfliche gekehrt, soda die Atemlécher und ihre
nahere Umgebung aus dem Wasser herausragten. FEinige Stunden
spater fand die Obduktion statt.

Die 'Todesstarre war * inzwischen eingetreten. Die Kanille war
herausgefallen. Durch starkes Driicken auf die Injektionsstelle konnte
ein wenig himorrhagische Fliissigkeit, vermischt mit kleinen Luftblas-
chen, aus dem Stichkanal herausgedriickt werden. Im iibrigen war

*) Wenn das Tier aus dem Wasser genommen wird, hilt es sich nur ca. eine
halbe Stunde lebend, ofters nicht einmal solange. Der Tod tritt unter starker
Atemnot und Erstickungsanfillen ein.
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nichts abnormes zu bemerken. Beim Durchschneiden der Speckschicht
an der Impfstelle fand man dieselbe in einem recht grofien Umkreis
blutiiberfiillt, indem die in der Speckschicht vorhandenen feinen GefaBe
stark mit Blut angefiillt waren, was sich auch an der Schnittfliche
in kleinen roten Piinktchen zeigte. An anderen Stellen des Korpers
konnte man in dem Speck makroskopisch keine Gefifle wahrnehmen.
Der Speck zeigte eine ganz homogene und weifle Schnittfliche. Auf
der Grenze zwischen Speck und Muskulatur befand sich zum Teil loses
Bindegewebe, welches in der Umgebung der Impfstelle 6dematds gallert-
artig und himorrhagisch durchtrinkt war, durchsetzt von kleinen feinen
Luftblischen, sodaB ein deutliches Knistern hérbar wurde, wenn man
mit einem Messer dariiber hinstrich. Die Muskulatur selbst war in der
Gré8e von 1—2 Handflachen, mit der Impfstelle als Zentrum, Sitz einer
6dematdsen Infiltration; die Farbe war ganz dunkel, schwarzrot und
beim Durchschneiden bemerkte man ein bedeutendes Emphysem und
Knistern unterm Messer. Trgend eine scharfe Grenze zwischen dieser
verdnderten und der iibrigen Muskulatur fand sich nicht; und ein solcher
Unterschied wire auch sehr schwer zu erkennen gewesen, weil die ge-
sunde Muskulatur auch von sehr dunkler Farbung war. Am besten war
der TUnterschied zu beobachten am odematosen feuchten Zustand
und am Emphysem.

Die inneren Organe waren sehr hyperimisch, zeigten aber im
ilbrigen keine pathologischen Verinderungen. Das Blut war schlecht
koaguliert.

Beim Mikroskopieren von gram-gefarbten Ausstrichpraparaten der
veranderten Muskelpartie fand man eine grofle Menge Bakterien,
von denen viele mit Sporen versehen waren. In dem Préparat
vom Speck der Impfstelle konnten dagegen keine Bakterien nach-
gewiesen werden.

Zu histologischeri Untersuchungen wurdea Stiicke aus verschie-
denen Stellen der infiltrierten und emphysematosen Muskulatur ge-
nommen, weiter von der Speckschicht der Impfstelle, von der Milz,
Leber und Lunge. Die Stiicke wurden in Formol-Alkohol fixiert, in
Paraffin eingebettet, geschnitten und nach Gram- Weigert gefarbt. Die
Untersuchung zeigte dann, daf in der Muskulatur groBe ausgedehnte
Blutungen waren und in gréBerer Ausdehnung Nekrose und wachsige
Degeneration der Muskelbiindel. In dem 6dematds infiltrierten peri-
mysialen Bindegewebe befanden sich ungeheure Menge von Bakterien,
von denen viele mit Sporen und Sporenanlagen versehen waren. In der
Speckschicht befand sich eine bedeutende Hyperamie, simtliche Capil-
largefafBe waren stark mit Blut gefiillt; aber Bakterien konnten nicht
nachgewiesen werden. In den Schnitten der Organe bestand ebenfalls
Hyperimie, aber auch hier fanden sich keine Bakterien.
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Es kann nach dem Ausfall dieser Versuche kein Zweifel dariiber
bestehen, daB der isolierte Bacillus pathogene Eigenschaften besitzt
auch fiir Walfische, und daB ‘bei Impfung von Reinkulturen eine In-
fektion hervorgerufen werden kann, ganz entsprechend derjenigen,
welche durch die infizierten Pfeile hervorgerufen wurde. Obwohl der
Versuch nur an einem Zahnwalfisch ausgefithrt wurde, kann man doch
annehmen, dall der Bacillus auch fir Bardewale pathogen ist, wenn
auch die 2 groBen Gruppen von Walfischen in systematischer Hinsicht
sich recht fern stehen.®

Christiansens (2) zusammenfassender Bericht iiber die serologische
Priifung seines ,,Walfischsepticimiebacillus® lautet:

,.Mit dem Walfischbacillus, dem Bradsotstamm, dem von Ghon
und Sachs isolierten Bacillus (Originalstamm Kral) sowie 3 zu derselben
Gruppe gehérenden Kadaverbacillen wurden von Kaninchen Immunsera
hergestellt. Dabei zeigte es sich, dall der Walfischbacillus durch sein
tiberaus geringes sowohl agglutininbildendes als agglutininbindendes
Vermégen von den 5 iibrigen abweicht. Das Walfischbacillenserum
agglutinierte namlich den Walfischbacillus nicht in Verdiinnungen
von iitber 1 :100, wihrend die 5 iibrigen Sera die homologen Stimme
in Verdiinnungen bis zu 1 :10000—1 :20 000 total agglutinierten.

Bei Komplementbindungsversuchen verhielt das Walfischbacillen-
serum sich dagegen ganz wie die tibrigen Sera, indem es sowohl mit
Walfischbacillenantigen als mit Antigenen der ibrigen Stimme bis
zur Titergrenze totale Bindung ergab.

Ahnlich verhielten sich diese Sera in einer Reihe passiver Immuni-
sierungsversuche an weillen Mausen (das Serum wurde intraperitoneal,
die Kultur subcutan nach 20 Stunden injiziert). In diesen Versuchen
besal} das Walfischbacillenserum in Gaben von 0,2—0,1 ccm eine sichere
Schutzwirkung gegen mnachfolgende Infektion sowohl mit Walfisch-
bacillen als mit Bradsotbacillen (Infektionsgabe: 1/200 cem Kultur =
doppelte Dosis letalis); dagegen wirkte es nur unsicher gegen den Ghon-
Sachsschen Bacillus. Ulngekehrt besall ein Bradsotserum in Gaben
von 0,1 —0,02 cem eine sichere Schutzwirkung sowohl gegen Walfisch-
bacillen als auch Bradsotbacillen; weniger sicher schien die Wirkung
dieses Serums gegen den Ghon-Sachsschen Bacillus. Normale Kaninchen-
und Pferdesera besaflen keinerléi Schutzwirkung.®

Im Sommer 1920 schickte uns Christiansen eine Kultur seines
., Walfischsepticdmiebacillus in Serum, getrocknet und in. Glas ein-
geschmolzen. Die von uns damals vorgenommene Untersuchung dieser
Kultur bestitigte alle Angaben Christiansens iiber die morphologischen,
kulturellen und — am Meerschwein — pathogenen Eigenschaften seines
,» Walfischsepticimiebacillus”. Serologische Untersuchungen haben wir
nicht angestellt.
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Obwohl die Ubereinstimmung der Christiansenschen und unserer Be-
funde fiir die sachliche Richtigkeit beider zu sprechen schien, waren
wir doch mit dem Ergebnis unserer Untersuchungen in einem Punkte
nicht zufrieden, ndmlich mit der Frage der BegeiBlelung, denn bei den
mehrfach wiederholten vergeblichen Versuchen der GeiBeldarstellung
nach dem Zettnowschen Verfahren (7) muBten wir immer von schon
versporten Kulturen mit vielen Klostridien und Kugelformen (vergl.
oben) ausgehen und konnten deshalb die Maglichkeit nicht ausschlieBen,
daB der ,,Walfischsepticimiebacillus in unversportem und nicht
geblihtem Zustande vielleicht doch begeiBelt sei. Das war aber nur

Abb. 2. Walfischsepticimiebacillus. Ausstrichpriparat 750/1 wvon ein-

tigiger, sehr diinn besiter Traubenzucker-Blutagarplattenkultur. Einzel-

kolonie besteht aus hicht versporten Stibchen. Geisselfirbung nach
Zettnow.

eine Vermutung von uns, fiir deren Richtigkeit wir damals keinerlei
Belege beibringen konnten, und darum hat der eine von uns in 2 Publi-
kationen (6, 7) den ,,Walfischsepticdmiebacillus® als besondere Ba-
cillenart mit den Eigenschaften aufgefiihrt, welche sich aus Christiansens
Beschreibung und unserer Untersuchung im Sommer 1920 ergeben
hatten.

Seit unserer damaligen Untersuchung des ,,Walfischsepticimie-
bacillus” sind nun 3 Jahre vergangen. In diesen 3 Jahren hat unsere
Vertrautheit mit den anaeroben Bacillen.und besonders auch mit der
Technik ihrer Ziichtung so grofle Fortschritte gemacht, daBl uns die
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Hoffnung nicht unbegriindet erschien, die 1920 von uns nicht bezwun-
gene Schwierigkeit, den ,,Walfischsepticimiebacillus® in unversportem
und nicht geblihtem Zustande gewinnen uad auf Geifleln untersuchen
zu kénnen, jetzt zu tiberwinden.

Durch — verglichen mit unserem Vorgehen 1920 — sehr diinne
Besiung der Traubenzuckerblutagarplatten (7) erhielten wir jetzt zarte
Einzelkolonien, bestehend aus nicht versporten oder gebldhten, im Dun-
kelfeld deutlich beweglichen (Eigenbewegung!) Stéabchen. Wiederholt
angefertigte Zettnowpriparate derartiger Kolonien zeigten regelmifig
peritrich angeordnete Geilleln (Abb. 2).

Hiermit war die Liicke in unserer Untersuchung von 1920 geschlossen
und nachgewiesen, daB der ,,Walfischsepticimiebacillus® peritrich
begeillelt ist, und daBl uns selbst im Jahre 1920 ebenso wie vorher
Christiansen (1, 2) der Nachweis der Geilleln nur wegen der ungemein
raschen und vollstindigen Versporung und Blahung der Kultur nicht
gelungen war.

Die uns jetzt auf der Traubenzuckerblutagarplatte gewachsenen
zarten FEinzelkolonien des ,,Walfischsepticimicbacillus® lieBen sich
jedoch keiner der uns bekannten typischen Wuchsformen (7) der
anaeroben Bacillen einordnen, und damit entstand die Frage, ob
eine Reinkultur vorliege mit einer ihr eigentiimlichen neuartigen
Wuchsform oder ob die nicht typische Wuchsform durch eine Misch-
kultur erzeugt sei. Kolonien vom Aussehen der Abb. 3 entschieden
die Frage im Sinne des Vorliegens einer Mischkultur, und zwar
einer Mischkultur bestehend aus Bacillenarten, welche auf der Trau-
benzuckerblutagarplatte in 3 verschiedenen Wuchsformen wachsen:
Wuchsform IV (Abb. 4), Wuchsform VI (Abb. 5) und Wuchsform ITI
{Abb. 6). Die weitere Bearbeitung (7) des ,,Walfischsepticimiebacillus*
ergab denn auch, dafl er keine eigene Bacillenart ist, sondern ein
Gemisch aus dem Rauschbrandbacillus (Wuochsform IV, Abb. 4),
dem Pararauschbrandbacillus (Wuchsform III, Abb. 6) und dem
Bacillus putrificus verrucosus (Wuchsform VI, Abb. 5). Letaterer, der
Erzeuger des Limburger Kises und ahnlicher Weichksse, ist apa-
thogen (7).

Dieser Befund weist von newem eindringlich auf die groBe
Wichtigkeit exakter kultureller Arbeit und den sehr bedingten Wert
serologischer Untersuchungen fiir das Studium der anaeroben Ba-
cillen hin.

Das Pfeilgift fiir den Walfischfang an der norwegischen Kiiste
bestand also nicht aus Sporen einer besonderen unbegeiBelten Anaeroben-
art, sondern aus Sporen des Rauschbrandbacillus und des Pararausch-
brandbacillus.
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Abb. 8. |, Walfischsepticimiebacillus. Zweitigige Traubenzucker-Blut-

agarplattenkulturen 20/i. Mischkolonie aus dem Rauschhandbazillus

(Wuchsform IV, Abb. 4), dem Bacillus putrificus verrucosus (Wuchs-

form VI, Abb. 5) und dem Pararauschbrandbazillus (Wuehsform IIF,
ADbb. 6).

Abb. 4. Rauschbrandbacillus. Zweitigige Traubenzucker-Blutagarplatten-
kultur 20/1. Wuchsform IV,
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Abb. 5. Bacillus putrificus verrucosus. Dreitidgige Traubenzucker-Blut-
agarplattenkultur 20/1. Wuchsform VI.

Abb. 6. Pararauschbrandbacillus. Eintdgige Traubenzucker-Blutagar-
plattenkultur 20/1. Wuchsform II1.

463
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Die Bilder Abb. 3—6 hat Herr Dr. L. Becker von kolorierten Photogrammen
hergestellt, welche er mit Hilfe des ,,binokuliren Plattenkulturmikroskopes (7)
und des ZeiBschen mikrophotographischen Apparates direkt von Blutplatten-
kulturen aufgenommen hat.
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